T.C.
Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali

RATLARDA DIYETER CEViZ ALIMININ HIPOKAMPUS
NMDA RESEPTOR SUBUNIT KONSANTRASYONLARI
UZERINE ETKISI

DR. HICRAN HICYILMAZ

TIPTA UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI

PROF. DR. HUSEYIN VURAL

Bu tez Siilleyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yénetim Birimi
tarafindan 1340TU-06 proje numarasi ile desteklenmistir. ISPARTA - 2007

2007-ISPARTA



KABUL VE ONAY SAYFASI

Tip Fakiiltesi Dekanhi@ina

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fak Biyokimya Anabilim Dah Baskanhg1
cercevesinde yiiriitiilmiis olan bu calisma, asagidaki jiiri tarafindan
Uzmanlik tezi olarak kabul edilmistir.

Uzmanlik Tez Savunma Tarihi: 10.01.2008

Tez Damismani: Prof. Dr. Hiiseyin Vural (SDU Tip Fak.Biyokimya ABD.)

Uye : Prof. Dr. Namik Delibas (SDU Tip Fak.Biyokimya ABD.)
Uye : Prof. Dr. Oya Bayindir (Ege Un. Tip Fak.Biyokimya ABD.)
Uye : Prof. Dr. Fatih Giiltekin (SDU Tip Fak.Biyokimya ABD.)
Uye : Doc. Dr. irfan Altuntas(SDU Tip Fak.Biyokimya ABD.)

ONAY: Bu uzmanlik tezi, Fakiilte Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki
juri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Fakiilte Yonetim Kurulu Karariyla
kabul edilmistir

Prof.Dr. Yildiran SONGUR
Dekan

i



TESEKKUR

Universitemiz biinyesinde kaliteli ve iyi donaniml1 bir laboratuvarin kurulmasinda,
yiiksek standartlarda hasta hizmeti ve uzmanlik egitimi verilmesinde biiylik emegi
gecen, Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. Namik Delibas’a,

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren, uzmanlik
tezimin hazirlanmasi siirecinde de katkilarini esirgememis olan tez danigmanim
Prof.. Dr Hiiseyin Vural'a

Destekleriyle her zaman yanimda olan degerli hocalarim;Prof.. Dr. Fatih
Giiltekin’e, Dog. Dr. Irfan Altuntas’a, Dog¢. Dr. Recep Siit¢ii’ye, Yrd. Dog. Dr.
Mehmet Akdogan’a ,Yrd. Dog¢. Dr. Duygu Kumbul Dogug¢’a sonsuz siikran ve
saygilarimi sunarim.

Laboratuvar icerisinde beraber ¢aligmaktan mutlu oldugum arastirma goérevlisi
ve teknisyen arkadaslarima,

Bana verdikleri emek ve gosterdikleri sevgileri ile her zaman yanimda olan

annem, babam ve esim ve ¢ocuklarima tesekkiirlerimi sunarim.

111



ICINDEKILER

Kabul ve Onay Sayfasi

Tesekiirler

Icindekiler

Kisaltmalar

Sekil ve Tablo Listesi

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. Besin 6geleri ve beyin

2.1.1. Coklu doymamis yag asitleri ve beyin

2.1.2.Vitaminler ve Beyin

2.1.3. Mineraller ve beyin

2.1.3.a. Demir ve beyin

2.1.3.b. Cinko ve beyin

2.1.3.c. Selenyum ve beyin

2.1.3.d. Iyot ve beyin

2.1.3.e. Magnezyum ve beyin

2.2.Ceviz

2.3.Hipokampiis

2.3.1.Hipokampiisiin yapisi ve fonksiyonlari

2.3.2 Hipokampiisiin Lezyonlar1

2.4. NMDA

2.4.1 Glutamat reseptorleri

2.4.2.NMDA ’ninyapisi

2.4.3.NMDA’nin fizyolojisi

2.4.4. NMDA’nin lokalizasyonu
2.4.5.NMDA , hafiza ve 6grenmedeki rolii

2.4.6.Norolojik Hastaliklar ve Glutamat Reseptor Aktivasyonunda artig

3. MATERYAL METOD

3.1.Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

3.1.2.Kullanilan kontrol rat yem igerigi
3.1.3.Ratlara verilen ceviz yag asit i¢erigi
3.1.4. Kullanilan Malzemeler ve Aletler
3.1.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.6. Kullanilan Cozeltiler

3.2. METOD

3.2.1. Ratlara cevizin verilmesi

3.2.2. Anestezi ve Gerekli Materyallerin Alinmasi
3.2.3. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu
3.2.4. Lipit Peroksidasyonunun Tayini
3.2.5. SDS-PAGE Yo6ntemi:

3.2.6. Western Blot Yontemi

3.2.8 Istatistiksel Analiz

4. SONUCLAR

4.1 Western Blot Analizi ile Saptanan NR2A, NR2B Reseptor Diizeyleri
5. TARTISMA

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

v

2. <

0 J W NN —

LNondbhr,DDPEr,DMPAEDEDSDBEDDEWLWILWULWLWLWILLWLWLWLUWNDNDDNDNDNDNDN = — —-——
NN N A WWNDNR P OO0 1IN UNMUNUWUNWIND—LONPR,DRWR—RWOVW—=~ONWO



KISALTMALAR

AA (Arasidonik asit)

ACTH (Adrenokortikotropikhormon)

ALNA (Alfa linolenikasit)

AMPA (a-amino 3 hidroksi 5 metil 4 izoksozol propionat)
CAMK II (Ca2+/ kalmodulin bagimli protein kinaz II)
c-fos (hiicresel onkojenik gen)

¢ GMP (Siklik GMP)

DHA (Docosahexaenoic asid)

DNA (Deoksiriboniikleik asit)

EEG (Elektroensefalografi)

EFA (Esansiyel yag asidi)

EPA (Eicosapentaenoic asid)

EPSP (Eksitator postsinaptik potansiyel)

HDL(Ytiksek dansiteli lipoprotein)

1GluR (iyonotropik glutamat reseptor)

GluRs (Glutamat reseptorleri)

GluR1, GluR2, GluR3, GluR4 (AMPA reseptor subiiniti),
GluR5,GluR6, GluR7, KA1, KA2 (kainat reseptor subiiniti)
LA (Linoleik asit,m-6,0mega-6)

LNA (Linolenik asit,m-3,omega-3)

LC PUFA (Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asidi)

LDL (Distik dansiteli lipoprotein)

LTD (Long Term Depression)

LTP (Long Term Potentiation)

MDA (Malondialdehid)

NMDA (N-Metil-D-Aspartat)

NOS (Nitrikoksitsentaz)

NR1, NR2A,NR2B, NR2C, NR2D, NR3A, NR3B (NMDA reseptor subiiniti)
PKC (Protein kinaz C)

PS (Fosfatidilserin)

PUFA (Coklu doymamis yag asidi)

PUFAs (Coklu doymamis yag asitleri)

ROS (Reaktif oksijen tiirleri)

SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi)
WHO (World Health Organizati



SEKIL ve TABLO LiSTESI

Sekil 1. Limbik sistemi olusturan yapilar ve aralarindaki baglantilar

Sekil 2. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi

Sekil 3. Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole  gore % konsantrasyon
degeri olarak belirtilen NR2A diizeyleri

Sekil4. NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi

Sekil 5. Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole goére % konsantrasyon
degeri olarak belirtilen NR2B diizeyleri

Sekil 6. MDA diizeyleri

Tablo1. Cevizdeki yag asitleriTablo 2 .Cevizdeki aminoasitler
Tablo 3. Kullanilan kontrol rat yem igerigi

Tablo 4. Ratlara verilen ceviz yag asit igerigi

Tablo 5. Lower jel (% 7.5’1uk) igerigi

Tablo 6. Upper jel (% 4’liik) icerigi

Tablo 7. Sample buffer igerigi

Tablo8.Ceviz grubunda NR2A, NR2B reseptorlerinin yiizdelik cinsinden

yogunluklar1 ortalama ve £ SD degerleri

Tablo 9.Hipokampus kontrol grubu ve ceviz grubu arasindaki anlamlilik diize

vi



1. GIRIS

Beslenme insan ve hayvanlarda beyin kimyasi {izerinde etkili bir faktordiir.
Beslenme, beyin fonksiyonunu kisa donemde norotransmitterleri ve noronal
ateslemeyi etkileyerek, uzun siirecte ise hiicre membran yapisini degistirerek
etkileyebilir. Beslenmenin biligsel gelisim ve fonksiyonlara etkisi konusunda yapilan
caligmalar incelendiginde, diyetle yeterli miktarlarda enerji, protein, ¢oklu doymamis
yag asitleri, antioksidan vitaminler, demir, iyot ve ¢inko gibi besin 6gelerinin
alimmasinin biligsel gelisim ve fonksiyonlart olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir.
Memeli sistemler tarafindan sentezlenemeyen, esansiyel bilesikler ise diyetle
karsilanmak zorundadir (1).

Ceviz sert kabuklu meyvelerdendir. Besleyici, lezzetli ve saglikli bir besin
olarak bilinmektedir. Ceviz altmisa yakin bilesen igermektedir. Cevizi diger sert
kabuklu meyveler arasindan 6ne ¢ikaran 6zellikleri, omega-3(®-3) ve omega-3(®-6)
gibi ¢oklu doymamis yag asitlerini yiiksek oranda icermesidir. Ceviz, diger sert
kabuklu meyvelerle kiyaslandiginda en yiiksek ®-3 yag asidi miktarina sahiptir. Bu
yag asitlerinin, viicut tarafindan sentezlenmemesi nedeniyle gidalarla alinmasi
zorunludur. Sahip oldugu bu 6zellik, cevizin tiiketimini vazge¢ilmez kilmistir. Ceviz
bol miktarda C, Bl, B2, A ve E vitaminlerini i¢ermektedir. Bu igerik cevizin
antioksidan etkisini artirmaktadir. Ayrica i¢inde beyin fonksiyonlar1 i¢in gerekli
uygun miktarda mineraller (Mg, Zn vb) ve melatonin gibi maddeleri de igermektedir.
Goriintii olarak da beyni andiran bir bi¢cim tagimasi dikkat ¢ekicidir. Hafiza {izerine
olumlu etkileri olabilecegi diistiniilmektedir.

NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri NR1 ve NR2A-NR2D alt {initelerinin bir
kombinasyonudur. Bu kombinasyonlar essiz iyon permeabilite ozellikleri ve
desensitizasyon kinetigi saglar. Ogrenme ve hafizadaki muhtemel rolii sebebiyle
NMDA reseptorleri ilginin odagi olmustur(2).

Biz ¢alismamizda geng ratlara diyet ile ceviz vererek, hipokampiliste NMDA
reseptOr subunit diizeylerine etkisini ve dolayisiyla 6grenme ile iligkisini aragtirmay1

amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Besin 0geleri ve beyin

2.1.1. Coklu Doymamis Yag Asitleri ve Beyin

Yag, insan yasami i¢in gerekli olan temel besin 6gelerinden biridir. Besinlerin
dogal bilesiminde bulunur. Insan viicudunda yapilamayan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin viicuda alinimini saglar.

Doymamis yag asitleri tekli doymamis yag asitleri ve ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA)’ni kapsamaktadir (3). Tekli doymamis yag asitleri bir adet ¢ift bag
icerirken, PUFA’lar birden fazla ¢ift bag icermektedirler  Yag asitlerinin
adlandirmasina gore ilk rakam karbon zincirinin uzunlugunu, ikinci rakam g¢ift bag
sayisini, n-’den sonraki ii¢lincli rakam da molekiiliin metil ucundan ilk ¢ift baga
kadar olan karbon sayisin1 gostermektedir (4).

PUFA’larin iki alt grubu olan -6 ve ®-3 yag asidi aileleri sirasiyla esansiyel
yag asitleri olan linoleik asit (LA,18:2, ®-6, omega-6) ve linolenik asit (LNA,18:3,
o-3,omega-3)’den sentezlenirler (5). Hem LA hem de LNA biiyilk oranda
karacigerde olmak {izere uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde kullanilirlar. LNA,
eikozapentaenoik asite (EPA) ve daha sonra da dokozahekzaenoik asit (DHA)’ya
dontisiir. LA ise arasidonik asitin (AA) onciiliidiir. LNA ve LA yag asitleri arasinda
delta 4 ve delta 6 desatiirazlar i¢in bir yarigsma s6z konusudur ve ®-3 yag asitlerinin
bu enzimlere ilgisi daha fazladir(3,4).

LNA’in en 6nemli besinsel kaynagi bazi tohum yaglar (soya yagi, keten
tohumu yag1, ceviz yagi vs.) ve findik ve ceviz gibi sert kabuklu yemislerdir. Ayrica
ot yiyen hayvanlarin etleri (s1igir vs) ve yesil yaprakli sebzelerde de bulunmaktadir.
LNA’in uzun zincirli tiirevleri olan EPA ve DHA ise baslica balik yagi ve somon,
uskumru, sardalye ve ¢iroz gibi yaglh baliklarin etlerinde bulunur (5).

Sinir sistemi, adipoz dokudan sonra lipid konsantrasyonunun en yiiksek
oldugu ikinci dokudur. Erigkin beyninin kuru agirliginin yaklagik %50-60"1 lipittir.
Beyin lipitlerinin yaklagik %35'ini PUFA olusturur. Beyin yapisal ve biyolojik



fonksiyonlarda rol oynayan PUFA’lardan 6zellikle ®-6 derivesi AA ve ®-3 derivesi
DHA yo6niinden zengindir (6).

Beyin lipidleri diyete ¢ok duyarhidir. Bu lipidler membran yapisina direkt
katilirlar, reseptorler ve enzimlerin aktivitelerini etkilerler. Sinir hiicrelerinin
farklilasmas1 ve c¢ogalmasi esnasinda yeterli miktarda esansiyel lipidlerin bu
hiicrelerce aliniminin saglanmasi gereklidir.

Beynin gelisimi siirecinde, diyetteki -3 ve beyindeki ®-3 igerigi arasinda
dogrusal bir iliski vardir. -3 igerigindeki degisiklik, enzimlerin ve membranlarin
ozelliklerini degistirebilmektedir.

®-3 den fakir diyetin motor fonksiyon ve aktivite iizerine etkisi az olmakla
birlikte, 6grenme lizerinde yaptig1 zarar carpici bir sekilde belirtilmistir. -3 eksikligi
olanlarda inferior 6grenme performansi azalmistir. Bu durum hipokampal CA1l
bolgesindeki terminallerin sinaptik vezikiillerin ortalama yogunlugunun yaklagik
%30 azalmasiyla iliskili bulunmustur.

w-6’dan zengin diyet ve -6 / ®-3 oran1 sinaptozomal kolesterol, total lipid ya
da fosfolipid kompozisyonu degistirmemektedir. Diger yandan bu diyet
sinaptozomal yag asid kompozisyonunu etkilemektedir. Bu bilgilerin 15181 altinda LA
diizeyinde ve/veya m-6/ »-3 oranindaki artig, beyin sinaptozomal membranlarin fizik
ozelliklerini ve normal yag asit gelisimini tehlikeye sokmaktadir. Diyet yoluyla beyin
fosfolipidlerinin sahislardaki yag asid icerigi degistirilebilir..

Sinir dokusunda diyetteki LNA yag asid igeriginin degisimi membran
fosfolipid kompozisyonundaki yag asidlerini etkilemektedir. Bu etkiler onemli
fonksiyonel degisimlere yol agabilir; membran akiskanligini degistirebilir, hiicre
cevabint ve iyon transportunu ve prostaglandin ile l6kotrienlerin sentezini
etkileyebilmektedir. Doymus yag asidlerinden zengin diyetle beslenme
ndrotransmitter reseptorlerin cevabini degistirmekte ve plazma membran yag asit
kompozisyonunu degistirmek suretiyle membran akigkanligini azaltmaktadir.

Beyin uzun zincirli PUFA’lar1 dogrudan diyetten saglayabilecegi gibi
onciilleri olan LA ve LNA den de sentezleyebilir (6,7) Keza uzun zincirli
PUFA’lara duyulan yiliksek orandaki ihtiyaca karsin, beynin sentez yeteneginin

siirlt olmasi nedeniyle bu uzun zincirli PUFAlarin plazmadan transportu énemli rol



oynamaktadir (8). Cogu memeli tiirlerinde beynin gri maddesindeki baglica ® -3
PUFA DHA (22:6 o -3)’dir (9,10).

Yine sinaptozomlar, sinaptik vezikiiller, mitokondri, mikrozomlar ve sinir biiyiime
konileri gibi subseliiler fraksiyonlarda da yliksek diizeylerde DHA bulundugu cesitli
calismalarda rapor edilmistir (11). w-3 PUFA’lardan zengin ya da yoksun olan
diyetlerin ndral etkilerini arastiran ¢aligmalarda beyin tarafindan diger yag asitlerine
tercihen alinan ve ¢ok hizli bir dongiisii olan DHA’ya 6zellikle dikkat ¢ekilmistir
Santral sinir sisteminde fonksiyonel 6nemi olan bir diger PUFA ise ®-6’dan
sentezlenen AA (20:4, w-6)’dir. LNA ve LA lar enzimatik doniisiim i¢in birbirleriyle
yaristigindan bu iki yag asidi tipinin diyetsel alimlarindaki oran onlarin beyin
izerine olan biyolojik etkilerini belirleyen bir faktordiir (10,12).

Genel olarak geng¢ hayvanlarin gelismekte olan beyinleri diyetsel yag asidi
ilavesiyle birka¢ hafta gibi kisa bir slirede modiile edilebilirken, yasla birlikte beyin
membran yag asidi kompozisyonunun diyetsel yag asidi alimiyla modiilasyonu daha
uzun zaman almaktadir. Pek c¢ok calismada yashi hayvanlar en az 8 hafta
beslenmislerdir. Ancak bu calismalarin pek ¢ogunda yag asidi kompozisyonundaki
degisikliklerin yag asidi ilavesinden ne kadar siire sonra ortaya ¢iktigi tam
arastirtlmamistir. Beyin yag asidi kompozisyonunu degistirmek i¢in gereken zaman
arastirtlirken dikkate alinmasi gereken bir diger faktér de kullanilan yag asidi
kaynaginin konsantrasyonudur ki diyetin %5-%20’si1 arasinda degismektedir (11).
PUFA’larin beyin {izerine olan etkileri incelenirken en az alt1 kategoriden bahsedilir:
(a) membran akigskanlig1 {izerine olan etkileri,

(b) membrana bagli enzimlerin aktiviteleri iizerine olan etkileri,

(c) reseptorlerin say1 ve afiniteleri lizerine olan etkileri,

(d) iyon kanallariin fonksiyonlari tizerine olan etkileri,

(e) norotransmiterlerin yapimi ve aktiviteleri lizerine olan etkileri ve

(f) norotransmiterlerin aktivitelerini ve ndronal biiylime faktorlerini kontrol eden
sinyal iletimi {izerine olan etkileri (7).

Noronal membranin fiziksel durumu, iyonlarin, membranin i¢ ve dis duvarlari
arasindaki degisimine bagli olan noéronal bilginin transferinin kontroliinde kritik bir
rol oynamaktadir. Iyon degisiminin maksimum etkinlikte olmasi i¢in membranin

fiziksel durumunun optimal diizeyde olmasi gerekmektedir (ne ¢ok siki ne de ¢ok



akigkan). Beyinde membran akigkanligini modifiye eden faktorler diyetsel yag
asitleri 6zellikle de PUFA’lardir. PUFA’lar sinaptozomal membranlarin akiskanligini
belirler, bu sayede de ndronal iletiyi diizenlerler.

Diyetsel lipidler ya da esansiyel yag asitleri ile hiicresel enzim aktiviteleri
arasindaki iligki kismen arastirilmis olmasina ragmen lipidlerin ve esansiyel yag
asitlerinin membrana bagli baz1 enzimlerin aktivitelerini diizenledikleri dikkate deger
bir bulgudur (8). Ornegin esansiyel yag asitlerinin fosfolipaz A2 ve protein kinaz C
(PKC)’nin aktivitelerini etkiledigi bazi ¢calismalarda rapor edilmistir (8,13). Yine bir
calismada -6 ve ®-3 yag asitleri arasindaki oranin oksidatif enzimler {izerine olan
etkisi incelenmistir (14). Yaslanmada oksidatif stresi azaltan yaklagimlar NMDA
reseptorlerindeki gerilemeyi diizeltir (15). Bu da antioksidan seviyeler ve yeterli
reseptOr yazilimi fonksiyonunun korunmasi arasinda bir baglilik gosterir.

Az sayida calismada da esansiyel yag asitlerinin kolinerjik, nikotinik,
muskarinik, dopaminerjik ve NMDA reseptorleri gibi baz1 nérotransmiter
reseptorlerinin fonksiyonlarint modifiye ettikleri rapor edilmistir (16).

Esansiyel yag asitleri ve iyon kanallar1 arasindaki iliskinin detayli bir sekilde
ortaya konmasi i¢in daha fazla sayida c¢aligmaya ihtiya¢ olmasina ragmen birkag
calismada esansiyel yag asitlerinin kalsiyum, klor ve potasyum iyon kanallarim
etkileyebildikleri rapor edilmistir (17).

Esansiyel yag asitleri kan beyin bariyerinin fonksiyonunu bazi proteinlerin
baglanma hizlarini etkileyerek modifiye edebilirler.

DHA yiiksek diizeyde doymamis oldugu icin lipid peroksidasyonunun hasar
verici etkilerine aciktir. Beyin, antioksidan enzimlerden ve glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlardan fakirdir (18). Bu yiizden zararhh etkiler hiicresel peroksidasyon
prosesiyle antioksidan savunma arasindaki dengeye baghdir. Yapilan bazi
calismalarda ise etki mekanizmasit agik olmamakla birlikte DHA’nin beyinde
antioksidan etki gosterdigine dikkat ¢ekilmistir (19).

DHA infantlarda beynin biiylimesi ve fonksiyonel gelisimi i¢in esansiyel
oldugu gibi ayn1 zamanda yetiskinlerde de normal beyin fonksiyonunun saglanmasi
icin gereklidir. Diyete yiiksek miktarda DHA eklenmesi 0grenme yetenegini
arttirirken DHA eksikligi 6grenmedeki yetersizliklerle iligkilidir (12).



Serebral korteksteki NMDA cevaplar1 gibi, hipokampustaki sinaptik ileti ve
long term potentiation (LTP) da DHA tarafindan degistirilir. Ancak ag¢iklanamayan
DHA’nin ve analoglarinin bu etkilerinin in vivo sartlarda gecerli olup olmadigidir
(19). AA’nin tersine, DHA noronal membranlardan kolayca saliverilmez, bunun
yerine membran fosfolipidleri tarafindan alikoyulur. Bu da, DHA in trofik bir faktor
olarak rol oynayabilecegini ve noronal membranlarin bu yag asidinden
zenginlestirilmesinin néronal canlilik i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Noronal membranlarda, aminofosfolipidlerde DHA oldukg¢a yliksektir
(6zellikle de fosfatidilserin (PS) de). Pek ¢ok memeli hiicre membraninda, PS’in
major negatif yiiklii fosfolipid sinifi oldugu ve protein kinazlar gibi pek ¢ok sinyal
proteininin PS’den etkilendigi géz Oniine alinirsa, PS igerigindeki degisikliklerin
hiicresel fonksiyon i¢in onemli olabilecegi diisiiniilir. DHA ’nin bir¢ok arasitirmada
gosterilmis apoptotik etkilerine karsin, sadece birka¢ calisma bu yag asidinin
antiapoptotik fonksiyonu olabilecegine igaret etmektedir. Her durumda, sadece DHA
ile preinkiibasyonun ardindan, apoptozun indiiksiyonundan 6nce bir antiapoptotik
etki gdzlenmistir. Inkiibasyon siireci boyunca DHA oksidasyona agik oldugu igin ve
apoptotik etkinin biiyiik kismi oksidatif stres aracilifiyla ortaya ¢iktigi igin, kiiltiir
edilmis hiicreleri eslik eden lipid peroksidasyonu olmaksizin DHA’dan
zenginlestirmek zordur. Bu ylizden DHA’nin antiapoptotik etkisini gézlemlemek
i¢in, kiiltlir ortamina DHA 1ile birlikte, vitamin E gibi bir antioksidan eklemek ¢ok
onemlidir. DHA’ nin koruyucu etkisi sadece uzun bir inkiibasyonun ardindan ortaya
cikmaktadir. Noro-2A hiicrelerinde koruyucu etkinin ortaya ¢ikmasi en az 24 saat
inkiibasyona ihtiya¢ duymaktadir ve inkiibasyon siiresinin uzamasi DHA’nin
koruyucu etkisini arttirmaktadir. Inkiibasyon siiresi boyunca, DHA devamli olarak
PS ile birlesir ve toplam hiicresel PS diizeyi artar. Koruyucu etki, hiicresel PS
birikiminin diizeyi ile iliskilidir (18). Hiicreler, serin aminoasidi olmayan bir ortamda
DHA ile inkiibe edildiklerinde, PS diizeyi anlamli derecede artmaz ve antiapoptotik
etki anlamli derecede azalir. DHA’dan zenginlestirmenin antiapoptotik etkisi
DHA’nin beyindeki yiliksek diizeyinin nedenlerinden birinin noéronal hiicrelerin
canliligin1 saglamak oldugunu diisiindiirmektedir. Membran PS iceriginde DHA
tarafindan meydana getirilen degisiklikler; sadece reseptor aktivitelerini degil, ayni

zamanda degisik sinyal proteinlerinin aktivasyonlarini ve translokasyonlarimi da



etkilemektedir. Noronal hiicrelerde DHA salinimi minimal olmasina ragmen,
transkripsiyonel aktivitede rol alan, niikleer reseptorleri aktive etmeye yetecek
diizeyde hiicre i¢i lokal DHA konsantrasyonuna ulagsmak miimkiindiir. DHA nin
antiapoptotik etkisi muhtemelen plazma membranindan niikleer olaylara kadar olan

cesitli sinyal basamaklarindaki ¢cok sayida regiilasyonlarin bir sonucudur (16).

2.1.2. Vitaminler ve Beyin

Beyinde oksidatif stres, beyin dokusuna zarar vererek Parkinson, Alzheimer

hastaligt gibi g¢esitli sinir sistemi ile 1ilgili hastaliklarin olugmasina neden
olabilmektedir. Diinyada yasli (65 yas ve {istii) bireylerin sayis1 hizla artmaktadir.
Amerika’da 2020 yilinda elli milyondan fazla yaghh birey olmasi beklenirken,
yaslilarda biligsel fonksiyonlarda goriilen azalmalar tirkiitiictidiir. Yasin ilerlemesiyle
birlikte azalan biligsel fonksiyonlarin en Onemli nedeninin, oksidatif stres ve
antioksidan kapasitedeki azalma oldugu, bu nedenle yaslilarda hafiza ve bilissel
fonksiyonlar ile iligkili olarak antioksidan durumunun degerlendirilmesi
gerekmektedir (20).
Ozellikle koruyucu 6zellik gdsteren antioksidanlarin yetersizligi durumunda oksidatif
stres metabolizmaya daha fazla zarar vermektedir (21 ). Normal metabolizma sonucu
serbest radikallerin ortaya ¢ikmasi olarak bilinen oksidatif stres, 6zellikle antioksidan
yetersizligi de mevcutsa zararli molekiillerin olusmasi ile organizmaya hasar verir.
Beyin belli miktarda koruyucu ozellikte antioksidan icerse de yiiksek miktarda
icerdigi ¢oklu doymamis yag asitleri nedeniyle oksidasyona kars1 oldukga hassas bir
organdir. Antioksidan kapasitenin artmasi ve oksidatif stresin azalmasi kanser,
diyabet, katarakt, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi pek ¢ok
hastaligin goriilme sikligin1 azaltirken, biligsel fonksiyonlardaki azalmay1 yavaslatir
ya da onler.

E vitamini insan viicudu i¢in 6nemli bir vitamin olup hiicre membraninda
bulunarak serbest radikalleri yakalamasi, doymamis vyag asitlerini lipit
peroksidasyonundan korumasi, dogal bir antioksidan olmasi gibi fonksiyonlara
sahiptir (21). Beslenmeyle yetersiz alindiginda 6zellikle, merkezi sinir sisteminde

baz1 bozukluklara sebep oldugu gosterilmistir (24). E vitamini ve diger



antioksidanlarin Alzheimer olusturulmus hayvan modellerinde oksidatif zarari
Onledigi ve yasli hayvanlardaki bilissel performansi etkili sekilde gelistirdigi
bildirilmistir (21).

B grubu vitaminler baghgi altinda bircok B vitamini vardir. B grubu
vitaminler, karbonhidrat, protein ve yaglarin viicutta kullanilabilmesi i¢in gereklidir.
Tahillar, kuru baklagiller ve hayvansal kaynakli besinlerde B grubu vitaminler belli
oranlarda bulunurlar.

Vitamin B6, santral sinir sisteminin gelisiminde énemli bir kofaktordiir. Bu
nedenle beyin gelisimini ve bilissel fonksiyonlar1 etkileyebilir. Yakin zamanda
hayvanlar iizerinde yapilan c¢aligmalarda gebelik ve emziklilik donemlerindeki
vitamin B6 yetersizliginin NMDA reseptorlerinin  fonksiyonunu degistirdigi
bulunmustur. NMDA reseptorii 6grenme ve hafizaya almada 6nemli rol oynayan
glutamaterjik ndrotransmitter sistemin alt reseptdr tiiriinii olusturmaktadir (22).

B vitamini seratonin, melatonin ve dopamin gibi beyindeki ii¢ 6nemli
kimyasalin iiretimi i¢in gereklidir. Bu ii¢ madde, RNA ve DNA niikleik asitleri gibi
tiim hiicrelerin yeniden {iretimi ve biiylimesi i¢in gerekli genetik bilgiyi icerirler.
Literatiirde antioksidan vitaminlerin (B-Karoten, E ve C vitamini ) &grenme
tizerindeki etkilerini arastiran ¢ok sayida calisma yer almaktadir. Ancak, 6grenme
bozulmadan yapilan antioksidan vitamin uygulamasinin 6grenmeye olan etkisini
arastiran az sayida calisma yer almaktadir ve bu konu ile ilgili literatiir bilgilerinde
Ozellikle yas gruplar1 arasindaki fark acisindan bazi ¢eliskiler bulunmaktadir (23-25).

Vitamin yetersizligi biligsel fonksiyon kaybina neden olan esas etmen olmasa
da, aralarinda kuvvetli bir iliski oldugu kesindir. Ceviz antioksidan vitaminler

agisindan zengin bir besindir.

2.1.3. Mineraller ve beyin

Mineraller; viicutta belli bir oranda bulunan, biiylime, gelisme ve saglikli bir
yasam i¢in pek ¢ok onemli gorevleri olan besin 6geleridir. Viicudumuzda c¢ok az
oranda bulunmalarina ragmen, gorevleri olduk¢a dnemlidir. Demir, ¢inko ve iyot gibi

bir ¢ok mineral bilissel gelisim tizerinde etkilidir.



2.1.3.a. Demir ve beyin

Gelismekte olan iilkelerde siklikla goriilen beslenme sorunlarindan biri olan
demir eksikligi anemisi, ¢ocuklarda dikkat, 6grenme ve okul basarisini olumsuz
yonde etkilemektedir. Demir eksikligi anemisi olan ¢ocuklardin dikkatlerinin
azaldigi, bunun da 6grenmeyi etkileyebilecegi belirtilmistir. Anemi, yasamin ilk 2
yil1 boyunca zeka testlerinde performans diisiikliigline, okul cocuklarinda da algilama
giicliigiine neden olmaktadir.

Beyinde demir alimi mikrodamarlarin endoteliyal yiizeylerindeki transferin
reseptorleri ile olmaktadir. Bu alim, hizli beyin biiylimesi ve miyelogenezisin doruga
ulastig1 donemlerde artmaktadir ve hayat boyu da stirmektedir (20,26).

Beyindeki demir dagilimimin manyetik rezonans ile incelenmesi en yliksek
konsantrasyonlarin globus pallidus, kaudat nukleus, putamen ve substansiya nigra’da
oldugunu, ote yandan korteks ve serebellumda icerigin daha az oldugunu
gostermistir. Demir, dopamin, serotonin, katekolamin ve muhtemelen y-aminobutirik
asit sentezi ile birlikte myelin olusumundan sorumlu pek cok hiicresel ve metabolik
fonksiyon igin gerekli bir kofaktordiir (27). Dopamin metabolizmasinin ise dikkat,
algi, hafiza, motivasyon ve motor kontrol iizerinde etkisi vardir (28).

Ote yandan bebeklerde fazla demir de oksidatif hasar1 artirarak beyin gelisimi
i¢in risk olusturmaktadir (29).

Hayvan deneyleri yasamin erken déneminde demirden yoksun olan si¢anlarda total
beyin miktarin %27 azaldigin1 ve daha sonra verilen demir tedavisine de direncli
oldugunu gostermistir (30). Devam eden demir eksikligi sicanlarda kalic1 davranis
ve Ogrenme bozukluklarina neden olmaktadir. Bu bulgular erken beyin gelisimi
sirasinda kritik fazlarda normal beyin demir diizeylerinin, normal gelisme, fonksiyon
ve davranig icin hayati oldugu hipotezini desteklemektedir. Cocuklarda yapilan
caligmalarda da demir eksikliginden kaynaklanan aneminin dikkat bozuklugu, 1Q
disiikliigii, alg1 ve duygusal davranis bozukluklarina yol actigi gosterilmistir (31-32).
Hemoglobindeki bir birim azalma hafif-orta mental retardasyon riskini 1.28 kat

artirmaktadir (33). Bu cocuklar tedavi edilseler bile on yil sonra dahi skorlar1 diisiik



bulunmaktadir. Anemi olmaksizin sadece demir eksikligi olmasinin da ¢ocuklarin

okul basarisini olumsuz etkiledigi gosterilmistir (34).

2.1.3.b. Cinko ve beyin

Literatiirde ¢inkonun santral sinir sistemi tizerinde etkisi 1940 yillarindan itibaren
tartisilmistir. Son yillarda yapilan arastirmalarda c¢inkonun, santral sinir sistemi
gelisimi ve fonksiyonlari lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (20,35).

In vitro ¢alismalarda, insan beyninde gri cevher ve hipokampusun ¢inkodan zengin
oldugu 1968 de Hu ve Friede tarafindan gosterilmistir (36). Daha sonra yapilan
caligmalarda; cinkonun oOzellikle hipokampusta sinaptik cevabi etkiledigi ortaya
konmustur. In vitro caligmalarda; ¢inkonun, insan ve hayvan beyninde, Ozellikle
hipokampus, serebral korteks, serebellum ve frontal bolgede tutuldugu gosterilmistir.
Cinkonun beyinde yapisal, diizenleyici ve katalitik pek ¢ok proteinin yapisinda kritik
rol tistlendigi bilinmektedir. Cinkonun, beyinde yag asidi metabolizmasi ve eksitator
amino asit cevabinda rol aldigi, tiroid hormonlarinin santral sinir sistemine transport
ve reseptor cevabini etkiledigini gosteren ¢ok sayida calisma literatlirde yer
almaktadir (37).

Hayvan calismalarinda ¢inko eksikliginin norolojik ve davranigsal etkileri
incelenmistir. Gebelik doneminde, annedeki ¢inko eksikliginin bebegin, prenatal ve
postnatal davraniglarima etkisi oldugu primatlarda yapilan c¢aligmalarda da
gosterilmistir (38).

Orta ve agir derecede cinko eksikliginin etkileri sican ve sempanzelerde arastirilmis;
cinko eksikliginin biliyiimeyi etkilemeden o©nce, davranis ve noropsikolojik
performansi olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. Ergen maymunlarda, orta ve
agir derece cinko eksikliginin 3-4 hafta sonunda, bellek, dikkat bozuklugu ve
davranig degisikligine neden oldugu saptanmistir (39). Hayvanlarda ciddi ¢inko
eksikliginde, organogenez sirasinda beyin DNA konsantrasyonun azaldigi ve
malformasyonlarin goriildiigii yoniinde pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Cinkonun
ndronal gelisim, sinaptogenez ve sinaptik iletimde rol aldigi bilinmektedir (40).
Gebelik doneminde annenin ¢inko diizeyinin, fetal gelisim, dodum agirligi, dogum

komplikasyonlarini etkiledigi 30 y1l 6nce gosterilmistir (41).
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Cinkonun santral sinir sistemi tizerindeki etkilerinin gozlenmesi, ¢inko eksikliginin,
vaka-kontrol c¢aligmalarinda biiyiime ve gelisme bozukluguna eslik ettiginin
gosterilmesinden sonra, insanlarda, risk gruplarina ¢inko suplementasyonu verilerek,
kognitif gelisimi arastiran kisitli sayida ¢alisma yapilmistir. Yapilan caligmalarda
cinko suplementasyonunun bebeklerde motor aktiviteyi artirdigr gosterilmistir
(42,43). Ote yandan bebeklerin kognitif fonksiyonlarinda bir farklilik
gosterilememistir (44-46). Aksine Banglades de yakinda yapilmis iki ¢alismada
kognitif skorlar suplementasyon yapilan bebeklerde daha diisiik bulunmustur (47,48).
Okul cag1 cocuklarinda yapilan ¢aligmalarda ise ¢inko supplementasyonunun okul
basaris1 ve noropsikolojik performans artirdigi gosterilmistir (49-50). Cinko
suplementasyonunun kognitif fonksiyonlar iizerine etkisi ile ilgili ¢eliskili sonuglar
mevcuttur. Bu konu ile ilgili daha ¢ok sayida ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

flkokula devam eden cocuklarda sa¢ ¢inko diizeyi ile okuma kabiliyeti arasinda

pozitif korelasyonlar saptanmistir (51 ).

2.1.3.c. Selenyum ve beyin

Selenyum eksikliginin tiroid hormon sentezinde olusturdugu bozukluk nedeni
ile beyin gelisimini etkilemesinin diginda da etkileri vardir. Selenyumdan fakir diyet
ile beslenen farelerin yavrularinda da selenyum diizeyleri diismektedir. Bununla
birlikte selenyum eksikligi olan bu yavrularda beyin selenyum diizeyi karaciger
selenyum diizeyinden yiiksek bulunurken, normal yavrularda karacier selenyum
diizeyi on kat daha fazladir. Bu durum dokuya 6zgiil selenyum metabolizmasinin
yenidogan doneminden itibaren isledigini gostermektedir. Yine bu yavrularin
yiirlimeleri biraz daha ge¢ olmus ve degisik davranis sekilleri gostermislerdir(52). In
vitro yapilan bir ¢aligmada ise selenyumun noéral kok hiicre gelisimi ve

diferensiayonunda rol aldig1 gosterilmistir(53).
2.1.3.d. iyot ve beyin

Iyot tiroid hormonlarinin sentezinde gereklidir. Tiroid hormonlar1 dendritik

ve aksonal biliylime, sinaptogenez, noronal migrasyon, miyelinizasyon ve beyin
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gelisiminde gecikme, periferal ve santral aksonal ndronal yapilarda kiiciikliik,
sinaptogenez bozuklugu, myelinizasyonda azalma, belli enzimlerin ekspresyonunda
gecikme saptanmistir. Bunlar 6zellikle serebral korteks, viziiel ve oditer korteks,
hipokampus ve serebellumda saptanmistir (54-57). Tiroid hormon eksikligi
serebellumda graniil hiicrelerinin  eksternal tabakadan internal tabakaya
migrasyonlarinda ve proliferasyonlarinda gecikmeye neden olmaktadir(58-60).
Gelismekte olan rat beyinlerindeki tiroid hormon eksikliginin etkileri belirli
bir zamana ve dereceye kadar geri doniisiimlii olabilmektedir. Bu da beyin
gelisiminde tiroid hormonlarinin etkiledigi duyarli bir dénem oldugu sonucunu
ortaya ¢ikarmaktadir (56). Annede Iyot eksikliginin ciddiyeti ve geri doniisiimsiiz
beyin zedelenmesi olusturma potansiyeli, sadece iyot eksikliginin ciddiyeti ile degil,
ayni zamanda da kisinin hayatinin hangi doneminde karsilastig1 ile de ilgilidir. Cok
ciddi iyot eksikligi bolgelerinde goriilen ve igitme konusma sorunlari, mental ve
motor gerilik ile giden kretenizm annenin iyot eksikligi nedeni ile gebeligi sirasinda
dolasimdaki tiroksin diizeylerini artiramamasindan kaynaklanmaktadir(61).

Son zamanlarda yapilan calismalar maternal hipotiroksineminin sadece
kretenizm ile sonu¢lanmadigini, kretenizm dist mental ve psikomotor gerilige de yol
actigini ortaya koymaktadir (59). Kretenizm sadece ciddi iyot eksikligi bolgelerinde
goriilirken, hafif ve orta eksiklik bolgelerinde toplumun tiimii mental olarak
etkilenmektedir (60).

Klinik olarak hipotiroidisi olmayan, fakat iyot eksikligi olusturulmus annelerde
yapilan bir hayvan c¢alismasinda yavrularin somatosensori korteksleri ve
hipokampiisteki migrasyon ve hiicre yapisi incelenmistir. Buna gore 6nemli bir
cogunlugu noéron olan bu hiicre popiilasyonunun yavrularin yaglarina gére aberan ve
uygun olmayan yerlesimde oldugu saptanmistir. Bunun disinda somatosensori
korteks ve hipokampusta hiicre tabakalarinin bulandigi ve korteks yapisinda
bozulmalar oldugu gorilmiistiir (61). Yakin zamanda yapilan bir metaanaliz
caligmasinda iyot eksikligi toplumlarinda diger benzer, fakat eksikligin olmadigi
toplumlara gore ortalama zeka puanlarinda 13.5 fark oldugu belirtilmistir (62).

Iyot yetersizligi troid hormonu yetersizligine neden olarak, beyin ve sinir

sisteminin normal gelisimini etkiler. Bunun sonucunda da yasam boyu oziirli
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kalmaya mahkum bir bebek diinyaya gelecektir Yasamin ilk yillarindaki yetersizlik

troid fonksiyonlar1 normal olsa bile bireyin beyin gelisimini etkilemektedir.

2.1.3.e. Magnezyum ve beyin

Klorofilin temel maddesi oldugu i¢in rengi koyu yesil sebzeler, tahil iiriinleri,
balik, badem, findik, fistik, ceviz, soya fasulyesi, kuskonmaz, sogan, domates, havug,
kereviz, pirasa, gravyer peyniri, hurma, kara turp, ay¢icegi, kakao, muz, dil balig1 ve
sert sular magnezyumdan zengindir.

Magnezyum adenozin trifosfat ihtiva eden iicbinden fazla enzimin, 6zellikle
de fosfat transferi yapan enzimlerin kofaktorii olarak gorev alir (63). Magnezyum
bagimli enzim sistemlerinden bir tanesi, hiicre membranlar1 arasindaki elektriksel
gradienti diizenleyen membran pompasidir. Bu nedenle magnezyum, elektriksel
olarak uyarilabilen dokularin aktivitesinde 6nemli rol oynar (64-67).

Sinirsel uyarilarin transmisyonunda onemli rol oynayan tiamin pirofosfat
kofaktor aktivitesi i¢in magnezyum gereklidir ve bu da makromolekiiler yapiy1
stabilize eder (68).

Diisiik Mg seviyelerinin beyinde agir metallerin birikmesine neden olarak
Parkinson, Multipl skleroz ve Alzheimer hastaliklarina yol agabilecegine dair deliller
vardir. Yine agir metallere maruz kalan ve total viicut magnezyumu diistik olan
cocuklarda agir metal toksisitesi yaparak 6grenme bozukluklarinin etyolojisinde rol
alir (69,70).

Magnezyum, hormonlarin (insiilin, tiroid hormonlari, 6strojen, testosteron,
DHEA), norotransmitterlerin (dopamin, katekolamin, serotonin, GABA, mineral ve
elektrolitlerin iletilmesinde rol oynar (71).

Hiicre membran potansiyelini degistirerek bircok hormonun, gidanin ve
norotransmitterin alimini ve salinimini kontrol eder. Magnezyum, viicuttaki kalsiyum
ve potasyumun akibetini belirler.

Hiicre i¢i magnezyum eksikliginin nérolojik fonksiyon bozuklugu yaptigr ve
sicanlarda beyin hasarinin ardindan 6liim oranini artirdigi ortaya konmustur. Mg,
hem kalsiyum kanal blokeri hem de NMDA reseptor antagonisti olarak gorev

almaktadir. MgS0O4’1n iskemi ve travma nedeniyle olusan néronal hasari1 onledigi
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gosterilmistir (72,73). Deneysel omurilik iskemisinden sonra da Mg tedavisi
norolojik  disfonksiyonu iyilestirmistir  (73). Mg’un noroprotektif etkisi
vazodilatasyon yaparak kan akimimin artisin1 saglamasi, hiicre i¢i Ca birikimini
Onleyerek hiicre 6liimiinii 6nlemesi ile ve hiperglisemik etkisiyle néronlar1 korumasi
ile agiklanmaktadir .

Deneysel c¢alismalar, hiicre yogunlugunda ortalama % 16’lik artis saglayan
magnezyumun, glutamatin neden oldugu glial hiicre Oliimiinii tam olarak
onleyememekle birlikte olay1 etkileyen ¢ok sayida faktorden biri olabilecegini ortaya

koymaktadir (74).
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2.2.Ceviz

Ceviz sert kabuklu meyvelerdendir.Besleyici, lezzetli ve saglikli bir besin
olarak bilinmektedir. Cin tibbinda ve bat1 folklorik tibbinda cevizin tedavi edici ve
hastaliklar1 Onleyici ozellikleri dokumante edilmistir. Asagidaki listede cevizin

bilinen 60 bileseni sunulmustur (75).
A. Su (total agirhiginin %4"idjir.)
B. Makro besin 6geleri (total agirliginin %94'idiir.)

1.Yag (LNA ve LA gibi esansiyel yag asitlerini de i¢eren alt1 degisik yag asidinin

bilesimidir.
Yag asidi Toplam yag  asidinin
yiizde dagilimi

Doymus yag asitleri, total %8.67

Palmitik asid %6.52

Stearik asid %2.15

Tekli Doymamis Yag Asidi, total %20.28

Gadoleik asid %0.12

Oleik asid %20.16

Coklu Doymamis Yag Asidi(PUFA), %71.05

total
Linoleik asid %062.99
Linolenik asid %08.05

Tablo1. Cevizdeki yag asitleri
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2.Protein (18 degisik aminoasidden olusur)

Amino Asidler Cevizin 100 gramindaki miktar
Isolosin* 566 mg
Losin* 922 mg
Lizin* 388 mg
Metionin* 280 mg
Sistin* 345 mg
Fenilalanin* 628 mg
Tirozin* 439 mg
Treonin* 488 mg
Triptofan* 139 mg
Valin* 723 mg
Arjinin* 2103 mg
Histidin* 359 mg
Alanin 609 mg
Aspartik Asid 1475 mg
Glutamik Asid 2809 mg
Glisin 755 mg
Prolin 553 mg
Serin 782 mg

Total Esansiyel Amino Asidler 6676 mg

Total esansiyel olmayan Amino 7767 mg

Asidler

Total Amino Asidler 14443 mg

Tablo 2 .Cevizdeki aminoasitler

3. Karbonhidrat (sekerlerin 3 degisik tipinden meydana gelir)
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4. Diyet ile alinan lifler

C. Mikro besin 6geleri — Mineraller (Toplam agirhiginl%°1)

o Kalsiyum

e Demir

e Magnezyum
o Fosfor

e Potasyum

e Sodyum

e Cinko

o Bakir

e Manganez

e Selenyum

D. Mikro besin 6geleri — Vitaminler (total agirligin%0.3"idjiir.)

e Vitamin C

e Tiamin

e Riboflavin

e Niasin

o Pantotenik Asid

e Vitamin B6

e Folik Asid

e Vitamin A

e Vitamin E (alpha-tocopherol)
e Vitamin E (delta-tocopherol)
e Vitamin E (gamma-tocopherol)

e Vitamin K

E. Bitki Sterolleri (Total agirligin %0.6 "idir.)

o Stigmasterol

e Campesterol
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e Beta-sitosterol
F. Diger maddeler (Total agirligin %0.1'idir.)

e Melatonin

e Beta-karoten
e Lutein

e Zeaksantin

e FEllagik Asid
e Qallik Asid

Bir cevizi elimize alinca, en disinda bir yesil kabuk, sonra tahta bir yap1, daha
sonra ince bir zar ve en icte de tartismasiz sekilde insan beynini hatirlatan beyaz bir
yapiyla karsilasiriz. Ceviz, disindaki yesil kabugu ile kafa derisine, sert kabugu ile
kafatasina, i¢indeki zar1 ile beyin zarina, asil meyvesi ile de beyine benzeyen harika
bir gidadir.

Ceviz miikemmel bir ®-3 kaynagidir. Viicudumuz bu yag asidini kendisi
tiretemedigi i¢in disaridan besinlerimizle almak zorundayiz. Giinde 25 gram
(yaklasik 3-4 adet) ceviz yendiginde, ®-3 gilinliik ihtiyacimizin %90 "im1 karsilamis
oluruz. Ceviz ayni zamanda ¢ok iyi bir magnezyum, ¢inko, bakir, mangan ve
triptofan (serotonin Onciisii bir amino asit) kaynagidir. Giinde 3-4 adet ceviz
yendiginde giinlik mangan ihtiyacinin %43'i, bakir ihtiyacinin %20'si, triptofan
thtiyacinin ise %16's1 karsilanmis olur. Ceviz kalorisi yiiksek bir besindir, 25gr ceviz
yaklasik olarak 164 kaloridir. Kalorisinin yiiksek olmas1 sebebiyle asiriya kagmadan
tiikketilmesi gerekir.

Insan beyninin biiyiik bir kism1 yagdan olusur. Beynimizin fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi i¢in yapisal 6nemi biiyilik olan ®-3 burada devreye girer. Hiicre
membraninda gorev alan ®-3, beyin hiicrelerimizin iglevini yerine getirebilmesi,
ihtiyaclarin1 alip, metabolizma sonucu hiicre digina atilmasi gerekenleri atabilmesi
icin membrana daha esnek ve sivi bir ortam saglar, bdylece beyin hiicre fonksiyonlari

yerine getirilmis olur.
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Beslenmemize cevizi eklemek kalp ve damar sagligimiz acisindan énemlidir.
Diizenli ceviz tiiketildiginde; kandaki total kolestrol, LDL ve lipoprotein a
diizeylerinin diistiigii gozlenmistir. HDL ve LDL oranin1 kalp sagligi yoniinde
tyilestirir. Omega 3'lin ayn1 zamanda kanda kolestroliin damarlarda plak olusturma
sebeplerinden olan inflamasyonu engelledigi saptanmistir. Igerdigi bitki sterolleri ile
kolesteroliin emilimini azaltirlar

Ceviz, protein yapi taslarindan biri olan L-arginin adli amino asidi
bulundurur. L-argininden NOS enzimiyle NO sentezlenir. NOS enziminin
serebellum, hipotalamus, orta beyin, striatum ve hipokampiiste yiliksek diizeyde
bulundugu saptanmistir. NOS’nun kaynagi ndéron ve endotel hiicreleridir. NO’nun
O0grenme ve bellekte Oonemli rol oynayan LTP (hipokampiiste) ve long term
desensityizizasyon (LTD)’ye neden oldugu gosterilmistir. Glutamat, NMDA
reseptorlerini aktive ederek 6grenme ve bellegin temeli olan LTP’yi NO f{ireterek
olusturur. Ancak glutamat reseptorlerinin asir1 sitlimiilasyonu sonucunda fazla
miktarda olusturulan NO’nun ndérodejeneratif hasarlanmalara neden oldugu ileri
stiriilmektedir. Detayli ¢alismalarin sonucu beyinde eksitator aminoasitlerin beyin
gelisimi, 6grenme ve hafiza iizerine olan etkilerine NO’nun 6nemli 6lglide aracilik
ettigini gostermistir. Ceviz igerdigi bol miktardaki arginin sayesinde, argininden
tiretilen NO mekanizmas1 yolu ile de NMDA reseptorlerini artirarak 6grenme ve
hafizay1 artiriyor olabilir.

Polifenoller agisindan da oldukca degerli bulanan ceviz bu yoniiyle de kalp
dostudur. Ozellikle ellagic ve gallic asit antioksidantlar1 LDL kolestroliin zararlarini
engellemektedir.

Uykuya dalmada ve uykunun diizenlenmesinde Onemli bir gorevi olan
melatonin cevizde bolca bulunur. Melatoninin en zararli serbest radikal olan
Hidroksil radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir, giiniimiize kadar
bilinen antioksidanlarin en gii¢liisii olarak kabul edilmektedir. Hidroksil radikalini
notralize etme Ozelligi glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal
tutucu Ozelligi ise E vitamininden 2 kat daha gii¢lii oldugu gosterilmistir (76).

Melatoninin antioksidan olarak diger bir Ozelligi lipofilik olmasidir.
Hiicrenin hemen hemen biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabilir. Boylece

cok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterebilir
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Yaslanma olgusunun odak noktasi ilerleyici hiicre bozulmasidir. Bunun sinir
sistemindeki karsilig1 ise ilerleyici sinir hiicresi kaybidir ve hafiza bozuklugudur. Bu
baglamda, melatonin ve eksitator amino asitler karsit patofizyolojik etkiye sahip
mediatorlerdir. Yaglanma, bu teoriye gore, pineal bezin yaglanmasina baglh
serotoninden melatonin sentezinin ve melatonin /serotonin oraninin azalmasi sonucu
ikincil olarak gelisen bir sendrom olarak da tanimlanabilmektedir. Ek olarak,
yaglilarin, eksitator amino asidler, serbest radikaller ve asir1 noronal kalsiyum
yiiklenmesi triadi ile olusan hiicre hasarina daha yatkin olmasi da 6nemli bir veridir.
Melatoninin giin i¢i ritmik salimimi yaslanma ile bozulmakta, demans gibi
norodejeneratif hastaliklarda ise tamamen kaybolmaktadir. Ancak, disaridan
farmakolojik dozlarda melatonin uygulamasi ve gida kisitlamasi veya diger besinsel
ve farmakolojik yaklagimlar ile melatoninin giin i¢i ritmi korunabilmekte, yasam
kalitesi arttirilabilmekte, yasam siiresi uzatilabilmekte, erken yaslanma
Onlenebilmekte ve c¢esitli ~ norodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikma yasi
geciktirilebilmektedir (77).

Yaglanmanin temel parametresi olan genel noronal plastisitenin kaybi
melatonin ile dnlenebilmektedir (78,79).

Yapilan caligmalar, yaslanma ile hipotalamik katekolaminerjik noronal
girislerin ve dolayisiyla ndroendokrin diizenleyici islevlerin anlamli olarak azaldigini
gostermektedir. Biiylik oranda bu noéronal eksitator etki, glutamat araciligi ile
olusmaktadir.Bu ise, lireme fonksiyonunun ve immiin fonksiyonun azalmasina,
kanser olusum oraninin artmasina, kardiyovaskiiler fizyolojinin diizenlenme
bozukluklarina yol ag¢gmaktadir. Hipotalamik katekolamin diizeylerini yiikselten
farmakolojik ajanlarin yanmi sira, melatonin tedavisinin de hipotalamik hiicre
mimarisinde bir yeniden yapilanmayi tetikleyebildigi bildirilmistir. Melatonin ve
glutamat arasindaki fizyolojik antagonizma, hipotalamik ndronal agin fonksiyonel
idamesinde ¢ok kritik bir rol oynamaktadir.

Glutamat tek basina, erken yaslanmanin belirtileri olan tireme fonksiyonunda
yavaslama, davranigsal fonksiyon bozukluklari, néronal hiicre dejenerasyonu ve
Olimiine yol acabilmektedir. Yasllikta, noronal plastisitenin korunmasi igin
melatonin uygulanmasinin  basarili oldugu kanitlanmigtir. Ceviz alimmin hafiza

tizerine etkisi icerdigi melatonin ile de iligkilendirilebilir (80) .
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Ceviz yukaridaki tabloda goriildiigii gibi esansiyel yag asitlerini, antioksidan
maddeleri,arginin ,melatonin gibi maddeleri ve degisik oranlarda mineralleri de
igcermektedir. Bu mineraller beyin fonksiyonlarinda ve 6zellikle NMDA  reseptor

fonksiyonlarinda 6nemli gorevlere sahiptir.

2.3. Hipokampiis

2.3.1. Hipokampiisiin yapisi ve fonksiyonlari

Hipokampiis, temporal korteksin lateral ventrikiiliiniin alt boynuzunun tabani

boyunca uzanan, kivrilmis bir gri cevher kabartisidir (sekil 3).

amygdaiigeum  MHEEEOUACIZTS

hippocammes
Sekil 1. Limbik sistemi olusturan yapilar ve aralarindaki baglantilar
Filogenetik olarak en eski beyin kisimlarindandir. Hipokampiisa tiim

duyularla alakali, dogrudan veya dolayl ¢ok sayida afferent lif gelir. Bu duyularin

hipokampusu terki forniks yoluyla olur. Miyelinli liflerden meydana gelen forniks;
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talamus, hipotalamus ve septal sahada sonlanir. Bu da hipokampiis ile subkortikal
alanlar arasindaki ¢esitli devrelerin varligim1 gosterir. Yine subkortikal alanlar
araciligr ile hipokampiis, beyinde bir¢ok bolge ile iletisim halindedir. Bu
baglantilarin ¢oklugu; elli y1l oncesine kadar sadece koku ile ilgili oldugu sanilan
hipokampusun, tek bir fonksiyon yerine, bir ¢ok beyin fonksiyonunda rol aldigini
gostermektedir. Hareketlerin davranig bigcimine doniismesinde 6nemli role sahip
bulunan Limbik Sistem, ¢ok sayida sinyali hipokampiistan alir. Yine hafiza ve
ozellikle de kisa siireli hafiza iizerinde rolii olan hipokampiisiin yoklugunda, verbal
veya sembolik anilarin saklanmast miimkiin olmayacaktir. insanlik tarihinde daha
birgok sorunun cevabi aranirken hipokampiis fonksiyonlar1 ihmal edilmeyemecek
kadar onemlidir. Belki de her beyin hastaliginin altinda, hipokampiisa ait bir
fonksiyon yatmaktadir (81).

Yakin hafiza olarak tutulan bilgilerin saglamlastiriimast uykunun REM

sathasinda meydana gelir. Bu sathada, hipokampiisa isaret eden serotonerjik rafe
nukleuslar aktiftir. Derin uykuda neokorteksteki elektroensefalografi (EEG) kayitlar
diizenli ve senkronize ritim gosterir iken, hipokampal EEG kayitlar1 desenkronizedir.
Uyaniklik durumunda ise neokortikal kayitlar desenkronize olmasina ragmen;
hipokampus yavas ve diizenli bir ritim gosterir. Hipokampiisiin EEG dalgalar1 ritmik
siniizoidal tipteki teta dalgalaridir. Bu durum yapinin spontan aktivitesini ve bilincin
degisik devrelerle iligkili oldugunu gostermektedir (81).
Hipokampiis; uzun siireli bir sinaptik iliski tiirii olan long term potentiation (LTP) ve
iskemiye secici duyarlilik gibi konularda oldukca dikkat ¢eken bir yapidir. Ayrica
hipokampiisiin bir diger 6zelligi ise hipereksitabilitesidir. Ornegin hafif elektriksel
uyarilar, hipokampiis bolgelerinde uyar1 kesildikten sonra saniyeler siiren lokal
epileptik ndbetlere sebep olur. Bu da hipokampiisiin normal kosullarda bile uzun
stiren sinyaller yaydigini gosterir (82-83).

Hipokampiisiin hem yapisinin karmagikligi, hem de beyindeki bir ¢cok bolge
ile yakin iligkisi, fonksiyonunun agiklanmasini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle,
hipokampiisiin tek basma yaptig1 fonksiyonlar1 tanimlamak yerine, karmasik
fonksiyonlardaki rolii lizerinde durmak dogru olacaktir. Hipokampiisiin, 1948 yilina

kadar sadece koku ile ilgili oldugu saniliyordu (84).

22



Hipokampiisiin hafiza, o6zellikle de kisa siireli hafiza ile ilgili oldugu
bilinmektedir (85)

Kisa siireli hafiza, yeni bilgilerin depolanma kapasitesini ifade etmektedir. Bu
nedenle mekanizma ne olursa olsun sag ve sol hipokampiis olmadan verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalic1 olmas1 miimkiin degildir (90). Diger yandan, sag
hipokampiis gorsel, sol hipokampiis ise sozel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda daha
fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda da ilgili hafizalarda kayip

gelismektedir (86).

2.3.2. Hipokampiisiin Lezyonlari

Genel olarak hipokampiisiin uyarilmasi ile kizginlik, sakinlik veya hiperseksualitenin
herhangi biri ortaya ¢ikar. Hafif uyarilmasinda ise, uyarim bittikten sonra bile
saniyelerce siiren bir epileptik nobet goriiliir. Bu ndbetler sirasinda birey koku,
gorme, isitme, dokunma ve benzeri tarzda hallusinasyonlar tanimlar. Birey bilinglidir
ve hallusinasyonlarin gercek olmadigini bilir (87).

Metabolik (alkolizm, kronik malnutrisyon veya tiamin eksikligi gibi) veya
mekanik (enfarktiis, kanama veya cerrahi gibi) nedenlerden dolayi, hipokampiisiin iki
tarafli lezyonu sonucu yeni hatiralarin kaydedilememesi ile ilgili bir amnezi durumu
vardir ki buna Korsakoff Sendromu (Dismnezik Sendrom) adi verilir. Bu hastalar
rahatsizlanmadan Once O0grendigi karmasik isleri basarabilirler. Fakat bundan ¢ok
daha basit, ancak yeni 6grenilmis becerileri uygulayamazlar. Ayrica ge¢cmis ile ilgili
konfabulasyon adi verilen hayal veya konfiizyon tarzi sagma deneyimler anlatir veya
cevap verirler, hatta buna kendileri de inanirlar (88). Yakin zamana kadar yaslanma
siirecinde, hipokampiisdeki hiicre sayisinin Onemli Olgiide azaldigi, bunun da
yaglilikta goriilen bunamaya sebep olabilecegi diisiiniiliiyordu. Fakat, son zamanlarda
yapilan caligmalar sonucu, yaslanma ile hipokampiisteki hiicre kaybi1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon bulunmadigi anlasilmistir. Yalniz,
Alzheimer Hastaligina yakalanmis insanlarin hipokampal CAl, CA2 ve CA3

alanlarina ait piramidal hiicre sayisinda bir azalma tespit edilmistir (89).
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Hipokampiis lezyonlar1 sonucu ortaya ¢ikan davranis degisikliklerinden,
kortikal ve duyusal uyaranlardan gelen bilgiyi kodlayamamasi sorumlu tutulmustur
(89).

GABAerjik inhibitér néronlarin 6liimii, inhibisyonda azalmaya sebep olur.
Bu azalma, ozellikle CA3 alanindaki piramidal ve dentat graniil hiicrelerinde
patolojik hipereksitabiliteye yol acar (90,91). Ayrica hipokampiista ndbetlere bagl
olarak olusan hiicre Oliimlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmada, glutamat
reseptor alt tipi NMDA ve intraseliiler haberlesme ile noron 6liimiine sebep olan
eksitotoksik mekanizma en kuvvetli muhtemel mekanizma olmakla birlikte, yine de
noron Olimii tam olarak aydinlatilamamistir. Nobetler, ¢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 ndronlarda
gecikmeli olarak uyarilir. Bu son goriis, c-fos geni ekspresyonunun ndron dliimiine
katkida bulunabilecegini ileri siirmektedir (92). Bazi arastirmalar B vitamini
eksikligi ve alkoliin, hipokampiisteki noronlarda hasar meydana getirdigini

gostermistir (93).

2.4. NMDA

2.4.1- Glutamat reseptorleri

Glutamat ve aspartat gibi eksitator aminoasitler memeli santral sinir
sisteminin ana ndrotransmitterleridir. Beyinde oldukca yiiksek konsantrasyonlarda
bulunurlar (glutamat 10 mmol/L ve aspartat 4 mmol/L). Sinir terminallerindeki
sinaptik gecisi yonlendirir ve ndron i¢ine iyon gegisini kontrol ederler.

Glutamat ve aspartat postsinaptik hiicre yiizeyindeki etkilerini belirli reseptorlerle
etkilesime girerek olustururlar (94).

Kortikospinal motor néronlarin spinal motor ndronlara yaptigi sinapslarda
major ndrotransmitter glutamattir. Ust motor ndron eksitasyonu ile glutamat
molekiilleri sinaptik aralifa diiserler ve spinal motor noronlardaki (postsinaptik)

reseptOr yerlerine giderek spinal motor néronlar1 depolarize ederler.
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Glutamat reseptorleri(GluRs) memeli sinir  sistemindeki  eksitator

norotransmisyondan sorumlu baglica reseptorlerdir. Ayni zamanda Ogrenme ve
hafizanin temelinde yatan sinaptik iletinin verimliligindeki plastik degisikliklerde ve
bliylime esnasinda sinir aginin olusmasinda da rol oynarlar. GluRs’nin asin
aktivasyonlar1 ise santral néronlarin 6liimiiyle sonuclanir. Glutamat ndrotoksisitesi
degisik norodejeneratif hastaliklarin meydana gelmesinde de rol oynar. Bu yiizden
GluRs’nin beyin fonksiyonlarinin hem fizyolojisinde hem de patolojisinde yer aldig
sOylenebilir.
Glutamat ailesinin amino asit dizilisi, Asetilkolin(Ach), GABA, ve glisin
reseptorlerine benzerligi azdir. Glutamat ayr1 bir ailenin iiyesidir. Glutamat kontrollii
kanallar dort alt iiniteden olusurlar. Her kanal alt {initesi ii¢ transmembran o-
heliksinden olusmaktadir (95).

GluRs, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baglica 2 tipi vardir.

I- Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGluRs): Dogrudan iyon kanallarini
kontrol eder.

II- Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluRs): Ikinci haberciler iizerinden
dolayl1 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¢ akima izin veren bir
integral katyon se¢ici kanal igeren 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 6zellikleri
bakimindan ¢ok yakindirlar. NMDA reseptorii, diger iki glutamat reseptdriine biraz
daha farklhidir.

II- Metabotropik glutamat reseptorleri
Trans-(1S, 3R) -1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile selektif

olarak aktive olurlar.
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Glutamat, i1GluRs’i tlizerinden eksitasyon yaparken, metabotropik reseptorler
tizerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektedir.

Iyonotropik glutamat reseptorlerinin gesitliligi, elektrofizyolojik ve farmakolojik
caligmalarda umulandan daha da genistir. Bugiine kadar memeli santral sinir
sisteminde 16 adet iGluRs cDNA’s1 ve 8 adet mGluRs cDNA’s1 tanimlanmustir.
Simdiye kadar izole edilen 16 adet iGluRs cDNA’sinin;

a. 4 tanesi AMPA reseptor subiiniti (GluR 1, GluR2, GluR3, GluR4),

b. 5 tanesi kainat reseptor subiiniti (GluR5,GluR6, GIuR7, KA1, KA2) ve

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

Son yillarda, glutamat reseptor genlerinin ekspresyonunu manipiile edici birgok
degisik teknik kullanilarak, glutamat reseptdrlerinin tiim fizyolojisi ve patolojisi

genis bir sekilde arastirilmaktadir (96) .

2.4.2.NMDA’nin yapisi ve subiinitleri

NMDA reseptorleri iGluRs iizerinde en ¢ok c¢alisilan ve bilgi sahibi olunan
reseptdr kompleksidir. Monovalan katyonlara ek olarak, Ca™ iyonunun da hiicre
membranindan gegisini saglar. Diger iyonotropik reseptorlere kiyasla Ca** ‘a karsi en
az 5 kez daha fazla gegirgen oldugu gosterilmistir (97).

Santral sinir sistemine yaygin olarak dagilmistir. Duysal ileti ve iletinin
integrasyonu ile motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve programlamasinda
yer alir (98). Bu reseptor baslica 6 bolge igerir:

1. NMDA ve diger agonist tanima bolgesi;

NMDA, glutamat ve diger agonistler ile reaksiyona girer. Reseptor i¢indeki iyon
kanalinin agilmasini saglayarak normal eksitator etkinin olugmasini saglar.
Stimiilasyonun slirmesi halinde ise patolojik eksitotoksik etki ortaya ¢ikar.
Kompetitif eksitator aminoasid antagonistleri buraya yapismak ic¢in glutamatla
yarigirlar (99).

2. Katyon baglanma bolgesi; Kanal iginde yer alir, buraya Mg™ baglanir ve
membran boyunca olan iyon akimin bloke eder. Mg™ ‘un etkisi agonist ve voltaj

bagimlidir. Yani iyon kapisi olarak isleyen reseptorii istirahat membran potansiyeli
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(-70mV) durumunda bloke eder. Reseptoriin tekrarlayan, uzun siireli uyarilarca
(NMDA tanima bolgesine siirekli baglanan agonistlerin varliginda) depolarize
edilmeye basladig1 ve membran potansiyeli —30 Mv diizeylerine ulastigi zaman Mg ™
‘un etkisi kaybolarak iyon kapisi agilir (99).
3. Glisin baglanma boélgesi; Santral sinir sisteminde inhibitdr nérotransmitter olarak
calisan glisin, paradoksal olarak NMDA reseptoriiniin etkinligini, dolayisiyla da
eksitator iletiyi giiglendirir (99).
4. Poliamin baglanma bdélgesi; endojen poliaminlerden spermin ve spermidinin
baglanma yeri olan bu bdélgenin islevi, glisin gibi reseptoriin aracilik ettigi yaniti
arttirmaktir. Buna karsilik her iki bolge de normal durumlarda tam olarak aktif
degildir (99).
5. Cinko baglanma bolgesi; Bu bolge inhibitor etki gosterir. Zn'™ blokaji da voltaj
bagimlidir (100).
6.Kanal antagonist baglanma bolgesi; Reseptor kanal kompleksinin alt boliimiinde
yer alir. Eksitotoksik etkiyi antagonize edebilecek farmakolojik maniiplasyonlara
acik bir bolgedir. Bu bolgeye baglanacak antagonistin baglanma yerine ulasabilmesi
icin kanalin agik olmasi, yani reseptdriin 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 yarigsmaz, aksine onlarin actig1 kanala girerek kanalin
kapanmasini saglar. Postsinaptik membran reseptoriiniin uyarilmasi arttikga bu
bolgeye yapisan non-kompetitif antagonistlerin etkinligi de artar (101).
NMDA reseptorleri iizerindeki yogun caligmalar yakin zamanda bir¢ok subiinitinin
de ortaya konulmasini saglamistir. Bu subiinitler degisik beyin bdlgelerinde daha
yogun konsantrasyonlarda yer almakta ve canlinin gelisim evresine gore de
farkliliklar gosterebilmektedir.
Bir¢ok olguda iGluRs subiinitleri degisik laboratuarlar tarafindan ayr1 ayr1 ve de es
zamanli olarak klonlandig1 i¢in benzer subiinitlere her biri farkli isimler vermisler.
NRI1: Glisin baglayict1 bolgeyi icerir. 938 aminoasitten’ten meydana
gelmistir. 105,5 kDA agirligindadir. NR1 reseptor subtip expresyonu Merkezi sinir
sisteminde hemen hemen her yerde bulunur.

NR2: Glutamat baglayici bolgeyi icerir. 4 grubu bulunur:
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-NR2A: Beyinde postnatal exprese edilir. 1464 aminoasitten meydana gelir
ve 165.5 kDA agirligindadir. Expresyonu igin yiizeyde NR1 N-terminalinin
bulunmasi gereklidir.

-NR2B: Tiim embriyonik beyinde exprese edilir. Ayrica embriyonik ve
neonatal kardiyak myositlerde exprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde
exprese edilir. 1482 aminoasitten olusur ve agirligi 165,9 kDA dur.

-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 agirligindadir. NR2D’nin
expresyonu ortabeyin ve arkabeyinde yiiksek, fakat 6nbeyinde 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 gii¢liidiir, sonra azalmaya baslarlar (102).

Ekspresyon klonlama teknigini kullanarak Moriyoshi tarafindan sigan
beyninden ana NMDA reseptor subiiniti klonlanmigtir, NMDAIR (NR1) (103).
Daha sonralar1 Xenopus oositiyle yapilan calismalarda bu subiinitinin homomerik
reseptor kanallar1 olusturabildigi goriildii, bunlar da NMDAR’nin karakteristik
Ozelliklerini sergilemektedirler. Bununla birlikte oositlerdeki homomerik NR1
reseptOrlerinden elde edilen yanitlarin amplitiidii, beyindeki mRNA’lardan elde
edilebilenlerden ¢ok daha kiigiiktiir. Bu durum, heteromerik reseptorleri olusturan ek
subiinitlerin varligin1 géstermistir. Daha sonradan 4 reseptor subiiniti NMDAR 2A
(NR2A) — NMDAR 2D (NR2D), PCR ve kros-hibridizasyon teknikleriyle
laboratuarlarda klonlanmistir.

NR2 subuniti tek basmna fonksiyonel NMDA reseptor kanallarini
olusturamaz, NR1 ile birlikte eksprese edildiginde heteromerik reseptorlerden
yanitlar artmaya baslar.

Rekombinant heteromerik NMDA reseptorlerinin, NR1 ile birlikte olabilen 4
farkli NR2 subiinitine baglh olarak degisik 6zellikler gdstermesinden dolayi, NR2
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subiinitleri diizenleyici subiinitler olarak tarif edilmistir. NR1’ler ise heteromerik
NMDA reseptoriinii olusturan temel subiinitler olarak ortaya konulmustur.

NMDAR, AMPAR ve KAR alt {initeleri; membrana uzanan 3 birim igerir (
M1, M3 ve M4). M2 birimi membrana sitoplazmik kenardan daldirilmis sekilde bir
geri giris biklimii olusturur. Her NMDAR alt {initesi genis bir ekstraselliiler N-
terminal birimi ve intraselliiler C- terminali sergiler. Genelde postsinaptik bolgeler
hem AMPA reseptori AMPAR hem de NMDAR igerirken; bazi1 bolgelerde sadece
NMDAR’leri bulunur.

Gelisimin erken evresinde sinapslar sadece NMDAR’leri igerirler (103).
Bircok sinapsta AMPAR’leri eksitatuar transmisyon sirasinda ana baslangi¢ sarj
tasiyicisi gibi etki etmektedir. Bu sirada NMDAR ’leri, intraseliiler enzimler ve ikinci
mesajcilarin aktivelerini modiile edebilen kat1 bir Ca™ komponenti ile birlikte daha

yavag bir akim {iretir.
2.4.3.NMDA’nin fizyolojisi

NMDA reseptor kanallarinin ii¢ 6zelligi vardir:

1- Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarin1 kontrol ederler (50 pS) ve Na' ile

K " ’un yamsira Ca “’a da gegirgendirler.

2- Kanalin agilmasi, ko-faktor olarak glisinin ekstraselliiler olarak bulunmasina

bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda calisir. Normal kosullarda ekstraselliiler

glisin yogunlugu NMDAR kanalinin ¢alisabilecegi miktarlarda bulunmaktadir.

3- Acilmasi1 kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de

baglidir. Bu, NMDAR ’nii diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir 6zelliktir.
Voltaja bagimlhilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan

kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda membran potansiyelindeki degisiklikler,

intrensek voltaj sensorii 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 akisina 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 gerceklestigi zaman ortaya ¢ikar.

Bir¢ok hiicrede hem non-NMDA hem de NMDA reseptorii bulunmaktadir.

Mg istirahat membran potansiyelinde NMDA reseptor kanalim bloke ettigi icin
eksitator post-sinaptik potansiyelin (EPSP) olugsmasinda 6énemli bir katkis1 yoktur.
Bu nedenle istirahat durumunda olusan EPSP’lerde biiyiik oranlarda non-NMDA
reseptorlerinin katkist bulunmaktadir. Depolarizasyon arttikca Mg™ NMDA reseptor
kanalindan uzaklasir ve daha ¢ok NMDA reseptorii agilarak bu kanallardan iyon
akis1 gerceklesir.

NMDA reseptor kanaliin diger bir farki, goreceli olarak daha yavas acilip
daha yavas kapanmasi ve bu 0Ozelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida
bulunmalaridir. EPSP’nin ge¢ fazi, Mg2+ ‘un kanali bloke etmesi nedeniyle tek bir
presinaptik sinyalden sonra zayif bir yanit olarak karsimiza cikar. Oysa presinaptik
ndron ard arda sinyaller gonderirse postsinaptik hiicrede EPSP’ler toplanarak 20 mV
veya daha fazla bir depolarizasyon olusturur. Bu durumda NMDA reseptorii biiyiik
lciide Ca™ un katkisi ile daha biiyiik akimlara yol acar. NMDA reseptdriiniin
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 ger¢eklesen degisikliklerin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
NMDA reseptoriiniin aktivasyonu presinaptik aktiviteye bagli oldugu ve uzun siireli
sinaptik modifikasyonlar ile ortaya ¢iktig1 i¢in, ¢ogu kez bu duruma aktiviteye
bagimli sinaptik modifikasyonlar denilmektedir (104).

Baz1 kosulllar altinda glutamat gibi eksitatér 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 noronu 6ldiirmektedir, buna glutamat eksitotoksisitesi ad1 verilmektedir. Bir ¢ok
hiicrede bu tiir toksisitede, NMDA reseptorlerinden Ca2+’un hiicre i¢ine girisi
sorumlu tutulmaktadir. Yiksek intraseliiler Ca2+, kalsiyuma bagli proteazlari ve
fosfolipazlar1 aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikalerin olugmasina yol

agmaktadir. Strok (Inme) sonrasi hiicre hasarindan, status epilepsisinde tekrarlayan
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episodlarda ortaya cikan hiicre olimiinden, Huntington hastalig1 gibi dejeneratif
hastaliklarda glutamat toksisitesinin pay1 oldugu diistiniilmektedir. Spesifik NMDA
reseptor blokerleri, glutamatin toksik etkisini engelleyebilmesi nedeniyle bugiin

kliniklerde kullanilmaya baslanmistir.

2.4.4. NMDA’nin lokalizasyonu

NMDA reseptor dagilimini 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 yiiksek diizeyler ise hipokampiisdeki
CA1 bolgesindedir. Degisik ligandlarin baglanma bolgelerinin saptanmasiyla yapilan
NMDA reseptor dagiliminin kantitatif kiyaslamasi, NMDA reseptorlerinin birgok
farkli farmakolojik tiplerinin varligini isaret etmistir. NMDA reseptor subiinitlerinin
molekiiler klonlamasini takiben her bir subiinitin dagilimi,insitu hibrizidasyon
histokimyasiyla test edilmistir. Eriskin kemirgenlerde NR1 mRNA tiim beyinde
yaygin olarak dagilmis bir sekilde bulunmugstur. Zit olarak 4 NR2 subiiniti farkli
yerlesim paterni izler. NR2A mRNA tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat
serebral korteks, hipokampus ve serebellumda daha yogun olarak bulunur. NR2B
subiiniti 6nbeyinde, serebral korteks, hipokampus, septum, kaudat ve putamende
secici olarak yiiksek diizeyde bulunur. NR2C mRNA serebellumda dominant olarak
bulunurken, talamusda ve olfaktor bulbusda daha az olarak bulunur. NR2D’nin
ekspresyonu ortabeyin ve arkabeyinde yiiksek iken; diisiik diizeyleri
talamusda,olfaktor bulbusda ve beyin sapinda bulunur. NR2C ve NR2D subiinitleri
hipokampal néronlarda, 6zellikle néronlar arasinda bulunurlar. NR3A; serebellum
hari¢ korteks, hipokampus (CA1), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kortda eksprese
edilir (118). Kemirgenlerin beyinlerindeki NR2 subiinitlerinin 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 donemde en ¢ok 7. giinde eksprese edilirken, daha sonradan
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neredeyse tamamen kaybolup NR2C mRNA’s1 ile yer degistirir. NMDA reseptor
kanallarinin fonksiyonel Ozellikleri, 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 diistiniilmektedir (105).

Su anda genellikle hem fikir olunan nokta; NMDAR ’lerinin NR1 subiiniteleri
ve beraberinde NR2 subiinitelerinin en azindan bir tipinden olusan heteromerik
yapilar oldugudur. NR2 subiinitelerinden gelen domainler glisin baglanma bolgesini
olusturur. Membrana dogru dizilmis her glutamat reseptdr subiinitesi, farklh
yaklagimlarin bir bileskesinden ortaya g¢ikarilmistir. Bu calismalar kaginilmaz bir
kanit ortaya koymustur : NMDAR, AMPAR ve KAR subiiniteleri 3 adet membrana
uzanan domain igerir (M1, M3 ve M4). M2 domaini membrana stoplazmik kenardan
daldirilmis sekilde bir biiklim olusturur. Her NMDAR alt {initesi genis bir
extraselliiler N-terminal domaini ve intraselliiler C- terminali sergiler. NMDAR poru
Ca™’a yiiksek derecede gecirgenlik saglar ve Mg ile bloke olur:

NMDAR’i voltaja bagiml tek iyonotropik reseptordiir. Normal miktarlarda
Ca"™ bazi bellek tiplerinin olusmasinda gerekli sinyal yollarim tetiklemektedir.
NMDAR lerinin aktivitesi Mg+2 ile voltaja hassas blokaj1 ve Ca™?a gecirgenligi pora
uzanmig olan M2 segmentindeki aminoasit rezidiilerine dayanmaktadir. Katyon
seciciligi M2 segmentinin kritik bir alanina (N alani) dayanir, bu alan NR1 ve NR2
alt tnitelerinde bulunan bir asparajin rezidiisii tarafindan olusturulur. NR2 alt
{initesi, membranin extraselliiler yiiziinden gelen Mg"? iyonlar: i¢in temel baglanma
bolgesini igerir. Yani Mg bloklar1 M2 deki kritik asparajin rezidiileri veya onlara
cok yakin olan aminoasit rezidiilerinin etkilesimine dayanir. Bu baglanma bolgesi; N
bolgesi, yiksek 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 .

2.4.5.NMDA , hafiza ve 6grenmedeki rolii

Beynin hippocampus olarak adlandirilan bdolgesinde, sinapslar yliksek

frekansh elektrik sinyalleriyle uyarilinca sinaptik baglantilar gii¢lenir. Diisiik
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frekansli elektrik sinyalleriyle uyarilirsa sinaptik baglantilar zayiflar. Sinaptik
baglantinin artmasi ya da azalmasi, beyinde bilgilerin nasil depolandig1 ve silindigini
aciklayan en gegerli mekanizma olarak kabul edilmektedir.

80°’li ve 90’ willarda norobiyologlar sinaptik baglantilarin  gliclenmesi  ve
zayiflamas1 gibi hadiselerin, sinir hiicresi zarinda bulunan, NMDA molekiilii
reseptorlerine baglh oldugunu gosterdiler. 1996 yilinda Princeton Universitesi'nden
Jeo Tsien NMDA alicilarinin hafiza ve 6grenme ile alakali rollerini arastirmak igin
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 baglh olarak mekanla
ilgili hafiza kaybina ugramislardir(106). Jeo Tsien ve ekibi NMDA reseptorlerinin
NR2A ve NR2B adli diger alt liniteleriyle de ilgilenmislerdir. Kus, kemirici gibi bazi
hayvanlarin genglerinde, NMDA reseptorlerinin yash fertlerdekilere nisbetle daha
uzun siire aktif veya agik kaldigini bulmuslardir. Bu farklilik gen¢ hayvanlarin
O0grenme ve hafiza kapasitelerinin ni¢in daha i1yi 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 altiinitesini
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 hippocampusundaki ndronlarin  sinaptik,
baglantilar1 ayn1 yastaki normal farelere gore daha fazladir ve geng farelerinkine

benzerlikler tasimaktadir.

2.4.6.Norolojik Hastaliklar ve Glutamat Reseptor Aktivasyonunda artis:
Bazi kosulllar altinda glutamat gibi eksitatér norotransmitterlerin

dengesizligi, baz1 hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek

miktarlarda glutamat néronlar i¢in toksiktir. Beyindeki bir¢ok hiicrede L-glutamata
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yanit veren reseptorler bulunmaktadir. Doku kiiltiirlerinde ortama yiiksek diizeyde
glutamat eklenmesi bir ¢cok néronu 6ldiirmektedir, buna glutamat eksitotoksisitesi adi
verilmektedir. Bir ¢ok hiicrede bu tiir toksisite NMDA tipi reseptorlerden Ca™ un
hiicre icine girisi sorumlu tutulmaktadir. Yiiksek intraselliiler Ca™, kalsiyuma bagli
proteazlar1 ve fosfolipazlar1 aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikallerin
olusmasma yol agmaktadir. Stroke (Inme) sonrasi hiicre hasarindan, status
epilepsisinde tekrarlayan episodlarinda ortaya ¢ikan hiicre 6liimiinden, Huntington
hastaligi, ALS’de olivopontocerebellar atrofi gibi dejeneratif hastaliklarda kronik
glutamat reseptdr aktivasyonu ve glutamat toksisitesinin payr oldugu
diistiniilmektedir. Spesifik NMDAR blokerleri, glutamatin toksik etkisini
engelleyebilmesi nedeniyle bugiin kliniklerde kullanilmaya baglanmistir.

Enerji metabolizmasi ile oOzellikle uyustugu zaman glutamat ve aspartat
exotoksin olabilir. Dikkate deger olarak hipotalamusun arcuate niikleusunda kan-
beyin bariyeriyle iyi korunmayan alanlarda akut norodejenerasyon gdosterilmistir.
Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin ¢ogunun aktivasyonu gesitli ndérodejenerasyon
mekanizmalarini i¢ine alir. Ornegin norodejenerasyonu iskemik olay izler ve LTP
benzeri fenomenin patolojik asiriligi baglanma mekanizmalarina benzeyebilir. Ca™
girisi ve eslik eden NMDAR ilgisi ile 6zellikle AMPAR aktivasyonundan noéronal
hasar ortaya cikar.

Glutamat aracili nérotoxisitede predispoze noronlarda bozulmus ATP iiretimi
metabolik inhibisyonuna yol acar. Hasarin siddetlenmesi ile serbest O, radikalleri
ortaya ¢ikar. Bozulmus Ca™ hemostazi ile sonugta enerji metabolizmasi hasar goriir

ve bazi1 kronik norodejeneratif hastaliklar belirginlesebilir.
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3. MATERYAL METOD

3.1.Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu caligmada ortalama agirliklart 230+10 gr olan Spraque Dawley cinsi
toplam 24 adet erkek rat kullanildi. Tiim ratlar 24-28 hafta arasindaydi. Ratlar 15181n
0zel olarak ayarlanmadigi normal giin 15181 normal karanlik ve 1s1 (25° C)’da yem ile
suyun kisitlanmadigr kosullarda 8 hafta siire ile beslendiler. Deney siirecinin
baslangicinda ve sonunda olmak iizere toplam iki kez tiim ratlarin agirliklar1 dl¢tildi.
Ratlar kontrol grubu (n=12) ve ceviz ile beslenen grup (n=12) olmak {izere toplam

iki gruba ayrildi. Her kafeste tek rat bulunacak sekilde kafeslere alindi.

3.1.2.Kullanilan kontrol rat yem icerigi: 2600 Kcal/kg (Korkutelim Yem Sanayi ):

Tablo 3. Kullanilan kontrol rat yem icerigi

Kuru madde En az % 88
Ham protein Enaz % 23
Ham seliiloz En ¢ok % 7
Ham kiil En ¢ok % 8
HCL de ¢6zlinmeyen 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
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3.1.3. Ratlara verilen ceviz yag asit icerigi

Tablo 4. Ratlara verilen ceviz yag asit igerigi

Palmitik asit | Stearik asit | Oleik asit | -6

o -3

Ceviz % 7,50 3,11 22,26 55,30

11,83

3.1.4. Kullanilan Malzemeler ve Aletler:

1- Sogutmali santrifiij : Eppendorf MR5415 (Almanya)
2- Santrifiij : Jouan B41 (Fransa)

3- Derin dondurucu : Ugur (Tiirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5- Vorteks : Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8- Cam-Teflon homojenizator

9- Sonikator : Bandelin Sonoplus (Almanya)

10- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)

11- Manyetik karistirict : Niive (Tiirkiye)

12- Elektroforez cihazi : EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)

13- Homojenizatdr : Ultra Turrax T25 (Almanya)
14- Biyokimya analizorii : Abbott/Aeroset (Almanya)
15- Tarama cihazi: Kodak Image Station 2000 MM

3.1.5. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Lipit Peroksidasyonu i¢in Kullanilanlar:

* Trikloroasetik asit (TCA), Merck (Almanya)

* Tiyobarbitiirik asit (TBA), Merck (Almanya)
SDS-PAGE ve Western Blot i¢cin Kullanilanlar:

¢ Akrilamid : bisakrilamid % 30 T, % 2.6 C; Sigma (Almanya)
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* 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, Whatman (Ingiltere)
* Metanol, Merck (Almanya)

* Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

» Anti NR2A, Sigma (Amerika)

* Anti NR2B, Sigma (Amerika)

* Monoklonal anti-rabbit IgG, Sigma (Amerika)
* BCIP/NBT Phosphatase Substrate, Sigma (Almanya)
* Prestained Molecular Weight Marker, Sigma (Amerika)

3.1.6. Kullamilan Cozeltiler

Lipit Peroksidasyonu Tayini icin Kullanilanlar:
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1- TCA c¢ozeltisi (% 10): 10 gr TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve son

hacim 100 ml’ye tamamlanir.

2- TBA c¢ozeltisi (% 0.67): 0.67 gr TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve

son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in Kullanilanlar:

1. 4 x Lower Buffer: 1.5 M Tris HCI, pH: 8.8

36.3 g Tris 170 mI’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- 4 x Upper Buffer: 0.5 M Tris HCI, pH: 6.8

12.1 g Tris, 170 mI’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.

Lower jel (% 7.5’1uk) icerigi:

Distile su 4450 pl
Acril : bisacril % 30 T, % 2.6 C 2500 pl
4 x lower buffer (tris HCI, pH: 8.8) 2500 pl
% 10 SDS 100 pl
% 10 APS 450 wl
TEMED 10 ul

Tablo 5. Lower jel (% 7.5’1uk) icerigi

Upper jel (% 4°lik) igerigi:
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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 ul
% 10 APS 200 pl
TEMED 10 pl

Tablo 6. Upper jel (% 4’liik) icerigi:
3- Homojenizasyon buffer: 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.

4- Sample buffer igerigi

Upper buffer (0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8) 2.0 ml
Gliserol 1.6 ml
% 10 SDS 3.2 ml
2-Merkaptoetanol 0.8 ml
% 0.1(w/v) Brom fenol blue 0.4 ml

Tablo 7. Sample buffer icerigi

5- Running buffer: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH 8.3’e ayarlanip distile su ile
1 It’ye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.

6- Transfer buffer: 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 ¢ekilir, 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 BSATTBS
ile diliie edilerek hazirlandi.

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

3.2.1. Ratlara cevizin verilmesi: Rat kilosunun %10 kadarin1 yiyebilmektedir
Kilosuna gore almas1 gereken giinliik yeme cevizden zengin beslenme grubuna yag

konsantrasyonu diyetin %20’ si olacak sekilde ceviz eklenmistir.

Ceviz yag asit icerigi tayini: SDU Deneysel ve Gézlemsel Arastirma ve Uygulama

Merkezi Midiirliigiinde GC/MS (QP5050 GC/MS) ile yapilmustir.

3.2.2. Anestezi ve Gerekli Materyallerin Alinmasi

Xylol anestezisi altinda ratlar dekapite edilerek doku ornekleri alindi. Beyin
doku orneklerinin soguk zincir kosullarinda, uygun bir diizenekle hipokampuslari
cikarildi. Hipokampuslar 50mM fosfat tamponu iceren 2 ml’lik kapakli tiiplere

konularak -20°C lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu:

Hipokampiisler tartilip, SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii uygulanmak
tizere ayrildi. Aymi gruptaki farkli sicanlara ait hipokampiis Ornekleri tartildiktan
sonra 2’ser 2’ser birlestirildi ve ardindan 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu ile
karistirilarak homojenize edildi. Ilk adimda buz iizerinde teflon-cam homojenizatdr
ile 18-20 darbede homojenizasyon yapildi. Ikinci adimda 30 sn buz iizerinde sonike
edilerek homojenizasyon tamamlandi. Homojenize edilen ornekler 5000 g’de
+4°C’da sogutmal1 santrifiijde 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Daha sonra
siipernanatlarda SDS-PAGE , Western Blot ve MDA diizeyleri ¢alisildi.

3.2.4. Lipit Peroksidasyonunun Tayini:

Lipit peroksidayon firiinlerinden olan MDA, Draper ve Hadley’in ¢ift

kaynatmali tiyobarbitiirik asit reaktivitesi metodu kullanarak 6l¢iildi (107).
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Deneyin prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun son iirlinii olan MDA, TBA
ile reaksiyona girerek, 532 nm‘de maksimum absorbans veren renkli bir kompleks
olusturur.

Deneyin yapilisi: 0.5 ml serum, tizerine 2.5 ml % 10’luk TCA eklenerek karistirildi.
15 dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk‘da 10 dakika santrifiijedildi. 2 ml
siipernatan alinip, tizerine 1ml % 0.67’lik TBA eklendi. Tiipler karistirildiktan sonra
15 dakika kaynatildi ve hemen sogutuldu. 532 nm’de absorbanslari, numune yerine
distile su konularak hazirlanan kore kars1 okundu.

Sonuglar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinsiyon katsayisindan

(1.56 x 10> em™ M) yararlanilarak nanomol/mg protein olarak hesaplanip, pmol/gr

protein olarak ifade edildi.

Sonuglar asagidaki sekilde hesaplandi:

A = axbxc

c=A/axb

¢ = (A mol cmx1x10 ° nmolxL) / (1.56 x 10° L cm mol 10’ ml)

¢ (nmol/ml) = A x 57.69

A = absorbans
a = ekstinksiyon katsayi1s1
b =151k yolu

¢ = konsantrasyon

3.2.5. SDS-PAGE Yontemi:

Laemmli’nin yontemi esas alinarak calisildi (107). % 7.5’lik lower jel ve %
4’1iik upper jel hazirlanip, kuyucuk bagina son konsantrasyonu 50 pgr protein
olacak sekilde, doku homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda karistirilarak
uygulandi.

3.2.7. Western Blot Yontemi:

SDS-PAGE prosediirii ile 6rnekler jel {izerinde proteinlerine ayrildi ve daha
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sonra polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P) transfer edilmek
tizere 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 BCIP/NBT soliisyonunda
yeterli boyanma saglanana kadar bekletildi. Olusan bantlar Kodak Image Station
2000 MM cihaz1 kullanilarak tarandi. Elde edilen bant yogunluklar1 her bir reseptor

subiiniti i¢in kendi arasinda karsilastirildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 13.0 for Windows” paket programi
kullanilarak yapildi. NR2A ve NR2B reseptor diizeyleri ve MDA diizeyleri igin
gruplarin birbiriyle karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Western
Blot sonuglar1 yiizde ortalama + SD olarak verildi. p degerinin 0.05’den kii¢lik

olmasi1 anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR
4.1. Western Blot Analizi ile Saptanan NR2A, NR2B Reseptor Diizeyleri

NR2A reseptor yogunluklart degerlendirildiginde; ceviz grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim gozlenmistir (p< 0.05).

NR2B reseptor yogunluklar1 analizinde; ceviz grubunda kontrol grubuna gore
anlamli artis oldugu (p< 0.05) saptanmistir (Sonuglar tablo 1 ve sekil 5 ve sekil 7

de gosterilmektedir).

Gruplar NR2A NR2B

(optik dansite) (optik dansite)
Kontrol 100 100
n=6
ceviz 212,11£14,20° 258,75 £29,41°
n=6

Not: Hipokampiisler ikiserli birlestirilip ¢alisildig1 i¢in n:6

Tablo 8.Ceviz grubunda NR2A, NR2B reseptorlerinin yiizdelik cinsinden
yogunluklar1 ortalama ve £ SD degerleri
a : Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli grup (p< 0.05)

NR2A
SRR -

kontrol ceviz
Sekil 3. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi
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250

212,112

200 -

150 O kontrol

0100 @ ceviz

100 -

50

ekspresyon diizeyi
%konsantrasyon degeri

NR2A

Sekil 4. Sonug kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gore % konsantrasyon degeri
olarak verilmistir.
a : Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli grup (p< 0.05)

NR2B
-

kontrol ceviz Sekil 5. NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi.

300
258,752
_ E,’ 250 -
e 3
N ¢ 200 -
ce
é @ 150 | O kontrol
g *g 100 B ceviz
% @ 100
X o
O X
2 50
0
NR2B
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Sekil 6. Sonug¢ kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gére % konsantrasyon degeri
olarak verilmistir.
a: Kontrole grubuna gore istatistiksel olarak anlamli grup (p< 0.05)

kontrol ceviz p

MDA 177+18,69046 109+18,2913* 0,020
(nmol/mgr protein)

Tablo 9: Hipokampus kontrol grubu ve ceviz grubu arasindaki anlamlilik diizeyleri
a : Kontrole grubuna gore istatistiksel olarak anlamli grup (p< 0.05)

200
180 -
160 -
140
120
100 -
80 -
60
40 -
20 -

177

1092

KONTROL CEViz

Sekil7. MDA diizeyleri
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5. TARTISMA

Beslenmenin biligsel gelisim ve fonksiyonlara etkisi konusunda yapilan
caligmalar irdelendiginde, diyetle yeterli miktarlarda enerji, protein, ¢coklu doymamais
yag asitleri, antioksidan vitaminler, demir, iyot ve ¢inko gibi besin 6gelerinin
alinmasinin biligsel gelisim ve fonksiyonlarin1 olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda hipokampal NMDA reseptoriiniin
hipokampusa bagimli spatial va non-spatial hafizalarin olusmasi i¢in gerekli oldugu
ortaya konmustur.

Glutamat beyindeki eksitator gecislerin cogunlugunu diizenler ve NMDA ile
AMPA reseptorleri gibi ionotropik reseptorler glutamaterjik isaret vermede esasl bir
rol oynarlar. NMDA reseptorleri NR1 ve NR2A-NR2D alt iinitelerinin bir
kombinasyonudur. Bu kombinasyonlar essiz iyon permeabilite ozellikleri ve
desensitizasyon kinetigi saglar. Ogrenme ve hafizadaki muhtemel rolii sebebiyle
NR2B daha fazla ilginin odagi olmustur (108).

Deney hayvanlarmin kullanildigi pek cok calismada diyetle yiiksek oranda
satiire yag aliminin &grenmede negatif bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ornegin
yiiksek oranda satiire edilmis yag igeren diyet ile beslenen ratlar mono ve
poliansatiire yagdan zengin diyet ile beslenen ratlar ile karsilastirildiginda kognitif
bozukluklar gosterdikleri saptanmistir (109-111).

Farelerde diyetin lipit igeriginin degistirilmesi davranmis gelisimi ve performansi
etkilemistir.

Ayrica farelerin yiiksek poliansatiire yag iceren diyetle veya 6zel olarak ®-3
zengin diyetlerle beslendikleri bazi g¢alismalarda mase’de 6grenmenin, konum
anlamanin daha iyi oldugu, kas fonksiyonlar1 ve néromuskiiler koordinasyonda ise
kiigiik farkliliklar gerceklestigi belirtilmektedir (112-114). ®-3 ‘yag asitleriyle -6
yag asitlerinin ayr1 ayr1 etkilerini arastirmak i¢in diizenlenen bir ¢alismada fareler 3
jenerasyon boyunca hem -6 hem de -3 dan zengin bir dietle beslenmislerdir (115).
Diyetinde yiiksek ®-3 bulunan fareler yiiksek oranda ®-6 ile beslenenlere gore
o0grenme ve parlaklik ayrimi islerinde anlamli derecede daha iyi performans
gostermislerdir.. Ayrica diyetteki ®-3 yetersizliginin negatif etkileri farelerin son

jenerasyonunda ®-3’den zengin bir diyetle beslenmesiyle ortadan kalkmistir. Bu da
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esansiyel yag asidi (EFA) eksikliginin suplementasyonla iistesinden gelinebilecegini
gosteriyor. Ratlarin -3 yag asit fakir diyetle beslendigi diger bir ¢aligmada spatial
(mekansal) 6grenme ve kavramsal kapasitenin gostergesi olan bazi testlerde diisiik
performans saptandi. Bu ratlar -3 ten zengin beslenen ratlar ile karsilastirildiginda
motor aktivitelerinde artig saptanmistir (116,117).

Bu sonuglar EFA’ larin 6grenme {izerine oldugu kadar motor aktivite iizerine
de etkileri oldugunu gosteriyor.

Bu bulgulan destekleyen diger bir calismada diyetinde yiiksek oranda ®-6
yag asidi olan farelerin yiiksek ®-3 diyetiyle beslenen farelere oranla fiziksel olarak
daha aktif olduklar1 ancak ayrimsal 6grenmede daha az dogruluga ulasabildikleri
saptanmugtir (118).

Jensen'in, 1996 da yaptig1 bir calismada yagli diyetle beslenen her iki grupta da
kontrol grubuna goére mekansal 6grenme testi daha iyi bulunmus, ama bu ¢alismada
beyindeki LCPUFA  seviyeleri ile Ogrenme arasinda herhangi bir iligki
kurulamamistir (119) .

Yine baska bir ¢alismada beyindeki DHA miktar1, ®-3 ve ®-6 yag asidi oran1 ve
O0grenme performansi arasinda direk bir iligki rapor edilmistir.Bu ¢alismada o -3 yag
asidinden zengin diyet grubunda ratlarin serebral korteks ve hipokampiisiinde ®-3
ve w-6 iligkisi artmistir, bu oran maze 6grenme testlerinde hata sayisi ile koreledir
(120).

Benzer bulgular frontal kortekste ®-6 nin ®-3’e orami icgin de rapor
edilmistir.Moriguchi ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada frontal kortekste DHA
nin durumu ve mase O0grenme performanst w-3 yag asidinden eksik veya yetersiz bir
diyetle iligkili bulunmustur (121).

1996 da yapilan baska bir c¢alismada ©®-3 ‘den zengin bir diyetle
suplementasyon beyin DHA sin1 artirmistir (122).

Boylece hayvan ¢aligmalarinda LC PUFA ‘nin diyetsel alim1 ile LC PUFA
‘nin beyin seviyelerinin direkt iligkili oldugu gorilmiistiir. LC PUFA larin diyetsel
alimi sadece beyin seviyelerini etkilemez, ayrica beyinde baska degisiklikler de
yapar.

2000'de yapilan bir calismada beslenme diyetlerindeki ®-3 ve ®-6 daki

degisim superior ve inferior kollikulusta 5 hidroksiindolasetikasit ve dopamin
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seviyelerin etkilemistir. Bu bdlgeler isitme ve gdrme integrasyon islemlerini ve
norotransmitter metabolizmasini etkilemektedir (123).

Suzuki ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada LC PUFA ‘nin diisiik oldugu

(palm yag) bir dietle beslenmeye karsi ratlar ©-3 ten zengin sardunya yagindan bir
dietle beslendiginde beyin sapinda DHA seviyeleri yiikselmis, sinaptik plazmanin
mikrovizkositesi daha diisiik ve maze testleri daha hizli bulunmustur (124 ).
Yoshida'nin ¢alismasinda -3 ‘dan diisiik bir diyet sonrasi test performansi diismiis
ve sinaptik vezikiil dansitesinde %30 azalma goriilmiistiir (125).
Dansite degisikligi goriilmesinin ardindan test  performansimin etkilendigi
bulunmustur. Hipokampiisteki sinaptik vezikiillerin turnover orani &grenme
performansini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Diyeter lipitler sinirlerin ¢evresini
saran myelin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir (126).

Bunun i¢in doymamis yag asitleri yoniinden zengin olan besinlerin
tilketilmesi gerekmektedir. Ciinkii ®-3 yag asitlerinin viicutta biyokimyasal ve
fizyolojik aktivitelerde 6nemli gorevler listlendigi artik kesin olarak tespit edilmistir.
Bu yag asitleri insan viicudunda goz, beyin, testis ve plesenta 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. Hayvan caligmalarindan elde edilen veriler
simdiden ikna edicidir: 6rnegin, ¢coklu doymamis DHA, hayvan modelinde kognitif
kayb1 onler ve oksidatif strese bagli hippokampal lezyonlar1 engeller .

PUFAs’nin  beynin fonksiyonlar1 {iizerindeki etkilerinden birinin de
ndrotransmiterlerin reseptdrlerinin say1 ve affiniteleri lizerine olan etkileri oldugu
diisiiniilmektedir. Biz de ¢calismamizda 8 hafta siiren diyet ile ceviz aliminin sonunda
ceviz grubunda kontrol grubuna gore NR2A ve NR2B reseptor diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli anlaml1 bir artis saptadik.(sirasiyla (p=0.014), (p=0.014))

Delion, 1996 da yaptig1 bir ¢alismada ratlar »-3 yag asitlerinden eksik bir
dietle beslendiklerinde frontal kortekste serotonin reseptdr dansitesinin %18-46
arttigini, dopaminerjik reseptorlerin dansitesinin %10 azaldigini, endojen dopamin
seviyelerinin de %40-70 diistiiglinli gostermistir (127).

AA seviyeleri dopamin ve seratonin gibi ndrotransmitterlerin salinimini etkilerken,

bazi norotransmitterlerin  salinimi ise AA doniisimiinii etkiler. Fernstrom bir
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makalesinde ®-6/®w-3 yag asitlerinin oraninin ndronal bilginin transmisyonunda
Onemi olabilecegini gostermistir (128).

Yukaridaki caligmalar beyinde 6zellikle néronal aktivitede LC PUFA larin
etkisini tamamen anlamak i¢in daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ oldugunu gosterir.
Ogrenme ve hafizadaki muhtemel rolii sebebiyle NR2B daha fazla ilginin odag
olmustur (129).

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. Yasli primatlarda NR2B ve
GluR2 deki azalmalar gosterilmistir (129,130) .

Ogrenme ve hafizanin néronal temelini sinaptik kuvvetteki plastik degisikliklerin
olusturdugu diisiintilmektedir (131). LTP ve LTD aktiviteye bagimli sinaptik
plastisitenin deneysel olarak indiiklenen iki formudur. LTP’da kisa siireli yiiksek
frekansli aferent aktivite sinaptik iletinin kuvvetinde uzun siireli bir artisa neden
olmaktadir. LTD’da ise siirekli diisiik frekanshi afferent aktivite sinaptik kuvvette
devamli bir azalmayla sonuglanmaktadir. NMDA reseptorleri, LTP ve LTD gibi
ogrenme bellek sinaptik mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptir. (132).

Bazi caligmalarda yasl farelerin diyetlerinin DHA, EPA, veya AA ve ile 8 hafta
boyunca zenginlestirilmesinin ardindan dentat girusta LTP deki yasla ilintili
bozulmalarin etkisinin tersine c¢evrildigi goriilmistiir. Bu diyetsel ilavenin LTP ve
LTD'yi iyilestirmesinin yaninda ayni zamanda membranin DHA ve AA'nin igerigini
de artirdig tesbit edilmistir (133-135).

Alzheimer hastaligindan etkilenmis beyinlerde NR2B ifadesi anlamli dl¢iide
azalmistir (136). Alzheimer hastalig1 olusturulmus transgenik fare modeliyle yapilan
bir ¢alismada diyetsel -3 eksikliginin NR2B de anlamli derecede kayba neden
oldugu ve bu kaybin DHA zenginlestirilmis diyet ile kismen tersine ¢evrilebildigi
gosterilmistir (129,136).

2004 teki bir ¢alismada yagl beyninde goriilen azalmis NR2B tablosu diabet
olusturulmus ratlarda yetiskin beyninde de gosterilmistir. ® -3 PUFA’nin NR2B alt
tinitesine etkisi yine olumlu yonde olmustur (129,137). ®-3 PUFA 'min NR2B
tizerindeki etkisi muhtemelen degisik mekanizmalar yoluyla ger¢eklesmektedir.

Mekanizmalardan biri gen transkripsiyonu kontrolii olabilir (138). Reseptor gen
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yazilimindaki direkt etkisine ilave olarak ayrica glutamaterjik signalizasyonu
diizenleyebilir ya da NMDA kanal aktivitesini dogrudan artirabilir (139) .

Nishikawa ve arkadaslar1 serebral kortexte DHA’in NMDA ile stimiilasyona
cevabir arttirdigin1 rapor etmislerdir. Bu artisin ise DHA’nin NMDA reseptoriine
direk olarak baglanmasinin bir sonucu olabilecegini ileri siirmiislerdir ( 140).
2002°de Farkas ve arkadaslar1 deneysel bir beyin hipoperfiizyon modelinde -3
PUFAs’nden zenginlestirilmis diyetlerin kronik olarak uygulanmasinin hipokampal
norotransmiter reseptorlerine etkilerini inceledikleri caligmalarinda, hipokampal
NMDA reseptor dansitelerinin etkilenmedigini bildirmislerdir (141). Amamoto ve
arkadaslarinin c¢alismasi da kronik DHA alimmin NMDA cevabini etkilemedigi
yoniindedir (142).

Diyeter ceviz alimi bizim ¢alismamizda NMDA cevabint NR2A ve NR2B
subiinitlerinde istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmistir. -3 PUFA takviyesi ile
hipokampal NMDA reseptor dansitelerinin etkilenmedigini bildiren c¢alismalar
degisik faktorlerden etkilenmis olabilir (129). Bu subiiniteleri kontrol eden farkl
regiilatuar mekanizmalar olabilir. Ayrica western blot analizi i¢in kullanilan
¢cozlinlirliik tamponu, postsinaptik yogunluga sikica baglanmis reseptor alt
tinitelerinin eksik ayristirilmasina sebep olmus olabilir.  Gelecek c¢alismalarda
spesifik reseptor havuzlarindaki degisiklikleri ve postsinaptik yogunluktaki
baglanmis reseptor altiinitelerinin popiilasyonundaki degisiklikleri incelemek ilging
olacaktir. Bununla beraber,son yillarda NMDA reseptor kompleksini olusturan alt
tiniteler konusunda yapilan, dokudan reseptdr ayrimlastirilmasina dayanmayan bir
teknik olan NR2B reseptorlerinin immiinohistokimyasal yazilimi c¢aligmasiyla da
dogrulanmistir ki yaslanma NR2B alt {initesinde azalma ile birliktedir. PUFA
tedavisi bu degisiklikleri tersine cevirir (129). Bu tesbit bizim g¢alismamizla da
uyumludur.

Degisik caligmalarda 6grenme i¢in optimum ®-6/ ®-3 oraninin 4/1 oldugu ileri
stiriilmiistiir (143).

Bizim kullandigimiz ceviz Schimidzu QP 5050 GC/MS cihazi ile analiz edilmis ve
®-6/ ®-3 orant 4,67/1 olarak bulunmustur. Alzheimer hastaligindan etkilenmis
beyinlerde NR2B ifadesi anlamli 6l¢iide azaldigi bilinmektedir (145). Bir ¢alismada,

Alzheimer hastalarinin, 4/1 oranina sahip zenginlestirilmis -6 ve ®-3 bilesigi ile
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tedavisi sonucu, duygu durumlari, kooperasyon istah uyku evdeki iyi hal ve kisa
donem belleklerinde iyilesme gorilmiistir (146). Optimum glutamayerjik
signalizasyonun korunmasi ve eksitotoksitenin siirlandirilmasi, demanstaki 6nemli
terapotik prensiplerdir. -3 PUFA' nin iyi belirlenmis gilivenilirligi ve tolerabilitesi
bu bilesikleri yagla iligkili nérodejenerasyonun tedavisinde ilging terapdtik ajanlar
haline getirmistir. Dolayisiyle optimum orant muhafaza etmek i¢in ®-3 tiikketimi
artmalidir.

Sonu¢ olarak; yukarida tartisilan degisik c¢alismalarda yasli hayvanlarin
diyetine yapilan ®-3 PUFA takviyesi NR2B alt iinite zararlarini gidermis ve
fosfolipit ve yag asidi profilindeki yasla iligkili degisiklikleri tersine c¢evirmistir..
Daha ileri caligmalar EPA ve DHA 'min bu etkilerdeki 6nemini ortaya koymalidir. Bu
caligmalar SSS'deki yaslanma sirasindaki glutamaterjik nakildeki degisikliklerde w-
3 PUFA 'nin takviyesinin ndron koruyucu etkiler olusturdugunu gostermektedir.

Biz de yukaridaki ¢aligmalarla uyumlu olarak ¢alisgmamizda 6grenme igin
uygun oranda yani 4/1 (0-6/ ®-3) oraninda yag asidi igeren cevizin diyet ile alimi
sonucunda ratlarda NMDA reseptorlerinin NR2A ve NR2B subiinitlerinde kontrol
grubuna gore anlamli artiglart saptadik.  Hipokampal NMDA reseptoriiniin
hipokampusa bagimli spatial ve non-spatial hafizalarin olugmasi i¢in gerekli oldugu
gerceginden yola ¢ikarak cevizin 6grenme i¢in uygun oranda igerdigi ®-6/ ®-3
igeriginin  O0grenme ve hafiza {izerinde olumlu etki yapabilecegi sonucuna
ulagabiliriz. Tabi ki bu sonug ileride degisik 6grenme testlerinin yapilmasi ve
beyinde lipit analizini de igeren ¢aligsmalarla desteklenmelidir.

Cevizin 60 bileseni icinde 6nemli miktarda protein de vardir. Ceviz, protein
yapt taglarindan biri olan L-arginin yoniinden zengindir. NO, L-arginin
aminoasidinden sentezlenmektedir. NO’nun 6grenme ve bellekte 6nemli rol oynayan
LTP (hipokampiiste) ve LTD’ye neden oldugu gosterilmistir. Glutamat, NMDA
reseptorlerini aktive ederek 6grenme ve bellegin temeli olan LTP’yi NO f{ireterek
olusturur. Ancak glutamat reseptorlerinin asir1 sitlimiilasyonu sonucunda fazla
miktarda olusturulan NO’nun ndérodejeneratif hasarlanmalara neden oldugu ileri
stiriilmektedir. Detayli ¢alismalarin sonucu beyinde eksitator aminoasitlerin beyin
gelisimi, 6grenme ve hafiza iizerine olan etkilerine NO’nun 6nemli 6lglide aracilik

ettigini gostermistir. Ceviz igerdigi bol miktardaki arginin sayesinde , argininden
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tiretilen NO mekanizmasi yolu ile de NMDA reseptorlerini artirarak 6grenme ve
hafiza {izerine olumlu etki gosterebilir.

Yaglanmada oksidatif stresi azaltan yaklagimlar NMDA reseptorlerindeki
gerilemeyi diizeltmistir (147,148). Bu da antioksidan seviyeler ve yeterli reseptor
yazilimi fonksiyonunun korunmasi arasinda bir baghlik gosterir. DHA ilavesi
antioksidan sistemleri ¢ogaltmis, beyin lipit peroksidasyonunu azaltmistir.(149). Bazi
caligmalarda DHA, fosfatidilserin ve a lipoik asit gibi antioksidanlarin verilmesi
yash kemirgenlerde NMDA reseptor agonist baglanimii anlamli bigimde arttirmis
ve yash farelerin diyetlerine vitamin C ve E yada o lipoik asit ilavesi LTP deki
yasla ilintili bozulmalar tersine ¢evirmistir (150-153).

Cevizdeki o-3, DHA ya ¢evrildikten sonra antioksidan sistemleri ¢ogaltmak yolu ile
de lipit peroksidasyonunu azaltabilir. Cevizde bol miktarda antioksidan olan E
vitamini bulunmaktadir.

Ayrica uykuya dalmada ve uykunun diizenlenmesinde 6nemli bir gérevi olan
melatonin de cevizde bol bulunur. Melatonin en zararli serbest radikal olan hidroksil
radikalini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir, giiniimiize kadar bilinen
antioksidanlarin en giicliisii olarak kabul edilmektedir. Antioksidan vitaminlerin (-
Karoten, E ve C vitamini ) 6grenme lizerindeki etkilerini aragtiran ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak, Ogrenme bozulmadan yapilan antioksidan vitamin
uygulamasinin 6grenmeye olan etkisini arastiran az sayida ¢alisma yer almaktadir ve
bu konu ile ilgili literatiir bilgilerinde 6zellikle yas gruplar1 arasindaki fark agisindan
bazi ¢eliskiler bulunmaktadir.

Ceviz i¢inde B-Karoten, E ve C vitamini, melatonin, polifenoller ellagic ve
gallic asit vb gibi antioksidantlar1 bol miktarda igermektedir. Bizim ¢alismamizdaki
NR2A ve NR2B deki anlamli artislar ile MDA diizeyindeki anlamli diisiis cevizin bu
antioksidan etkisine bagli olabilir. Hipokampal NMDA reseptoriiniin hipokampusa
bagimli spatial ve non-spatial hafizalarin olugsmasi i¢in gerekli oldugu gerceginden
yola ¢ikarak cevizin antioksidan igeriginin O0grenme ve hafiza tizerinde olumlu etki
yapabilecegi sonucuna ulasabiliriz.

Yaslanma olgusunun odak noktasi ilerleyici hiicre bozulmasidir. Bunun sinir
sistemindeki karsilig1 ise ilerleyici sinir hiicresi kaybidir ve hafiza bozuklugudur.

Glutamat tek basina, erken yaslanmanin belirtileri olan iireme fonksiyonunda
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yavaglama, davranigsal fonksiyon bozukluklari, néronal hiicre dejenerasyonu ve
Oliimiine yol acabilmektedir. NMDA reseptorii hipokampusa bagimli spatial ve non-
spatial hafizalarin olusmasi i¢in gereklidir.fakat bu diizey glutamat aracili
norotoxisite yapacak diizeye de gelmemelidir. Ceviz NMDAr igin agonist ve
antogonist olabilecek degisik maddeleri igcermektedir. Bu baglamda, melatonin ve
eksitatdr amino asitler karsit patofizyolojik etkiye sahip mediatorler gibi
gorinmektedir. Ama melatonin ve glutamat arasindaki fizyolojik antagonizma,
aslinda glutamat norotoksitesini dnleyerek hipotalamik noronal agin fonksiyonel
idamesinde c¢ok kritik ve faydali  bir rol oynamaktadir.  Glutamat aracili
ndrotoxisitede yaslanmanin temel parametresi olan genel noronal plastisitenin kaybi
melatonin ile Onlenebilmektedir (154-155). Yaslilikta, noronal plastisitenin
korunmasi i¢in melatonin uygulanmasinin basarili oldugu kanitlanmastir.

Bu caligmada biz ceviz alan grupta, kontrol grubuna gére NR2A ve NR2B
reseptOr ekspresyonlarinin anlamli olarak arttigin1 saptadik. Hipokampal NMDA
reseptOriinlin hipokampusa bagimli spatial ve non-spatial hafizalarin olusmasi igin
gerekli oldugu gerceginden yola ¢ikarak cevizin melatonin igeriginin glutamat
eksitotoksitesini Onleme vasitasiyle Ogrenme ve hafiza iizerinde olumlu etki
yapabilecegi sonucuna ulagabiliriz.

Kubo ve arkadasglar1 DHA verilen hayvanlarin beyinlerinde lipid peroksid
diizeylerinin azaldigim1 ve DHA’in lipid peroksidasyonuna karsi olan koruyucu
etkisinin dokudan dokuya farklilik gosterdigini bildirmislerdir (156).

Gamoh ve arkadaslar ise kronik olarak DHA alan ratlarin hipokampuslarinda
lipid peroksid diizeylerinin azaldigin1 bulmuslar ve bu azalmanin spatial 6grenme
yeteneginin artmasiyla iligkili oldugunu ileri stirmiislerdir (157).

Biz de bu calismalarla uyumlu olarak diyet ile ceviz alan grupta kontrol
grubuna gore hipokampus MDA diizeylerinin anlamli olarak ( p=0,002) azaldigini
saptadik.

Sonug olarak diyet ile ceviz alim1 sonucunda cevizdeki zengin bilesenler yukarida
tartisilan degisik yollar vasitasiyla NMDA reseptor subiinitlerinden NR2A ve
NR2B’yi istatistiksel olarak anlamli sekilde artirmig, MDA diizeylerini anlamli
olarak diislirmiistiir. Diyet ile ceviz alimiin 6zellikle hipokampusta, hem NMDA

reseptor regiilasyonu hem de lipid peroksid diizeyleri iizerinde koruyucu etkisi
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olabilecegini diigiiniiyoruz. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda hipokampal NMDA
reseptOriiniin hipokampusa bagimli spatial va non-spatial hafizalarin olugmasi igin
gerekli oldugu ortaya konmustur. Diyet ile ceviz alimi1 6grenme ve hafiza iizerine

olumlu etkiler yapabilir.
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OZET
Ratlarda Diyeter Ceviz Almimmn Hipokampus NMDA Reseptor Subiinit

Konsantrasyonlar1 Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada erkek Spraque Dawley gen¢ ratlarin  diyetlerine ceviz
eklenmesinin hipokampiis NMDA reseptor NR2A ve NR2B subtipleri ve
hipokampus lipid peroksid diizeyleri iizerine olan etkisi arastirildi.

Bu amacgla ratlar 8 hafta siireyle ceviz iceren diyetle beslendiler. 8 hafta sonra ratlarin
hipokampuslarinda NR2A ve NR2B reseptor ve MDA diizeyleri c¢alisildi.

Ceviz alimimin, NMDA reseptorii lizerine olan etkisi hakkindaki baslica bulgumuz;
ratlarin diyetlerine ceviz eklenmesinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda NR2A
ve NR2B subiinitlerini istatistiksel olarak anlamli sekilde sirasi ile (p=0.014),
(p=0.014) olmak iizere belirgin olarak arttirirken MDA diizeylerini de iststistiksel
olarak anlaml sekilde (p=0,002) belirgin olarak azaltmistir. Sonug¢ olarak, ratlarin
diyetlerine ceviz eklenmesi NMDA reseptor subiinitlerini etkilemektedir.

Biz ceviz aliminin ozellikle hipokampiiste, NMDA reseptor diizeyleri tizerinde

koruyucu etkisi olabilecegini diisiiniiyoruz.

Anabhtar kelimeler: ceviz, NMDA, NR2A, NR2B
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SUMMARY
The effects of walnut supplementation on hippocampal NMDA receptor subunits

NR2A, NR2B of rats

In this study, the effects of walnut supplementation on expression of
hippocampal NMDA receptor subunits NR2A, NR2B, and product levels of lipid
peroxidation of male Sprague Dowley rats were investigated. For this purpose rats
were fed a walnut diet ad libitum for eight weeks. After this period the NR2A and
NR2B receptor expressions and the levels of MDA were studied in the hippocampi
of rats. NR2A and NR2B expressions were found elevated in walnut rats compared
with the control group (p<0.05). In addition, the levels of MDA in the walnut group
were significantly decreased compared to the control groups.

In conclusion NMDA receptor subunits are elevated, and the levels of lipid peroxide
is reduced in walnut diet rats. We suggest that walnut supplementation may have
protective effects especially in the NMDA receptor regulation and lipid peroxide

levels in hippocampus.

Key words: walnut, NMDA, NR2A, NR2B
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