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1. OZET

Bu tez caligsmasinda, Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu (YFMS) tiiketiminin,
strese bagli olarak meydana gelen davranis degisiklikleri arasindaki olasi iligkinin
aragtirtlmas1 amaclanmistir. Ayrica depresyon ve anksiyete benzeri davraniglarin
tespitinde kullanilan aydmlik karanlik, agik alan ve kuyruktan asma testlerinden
elde edilen verileri otomatik olarak degerlendirebilmek i¢in kullanilacak yeni bir
yazilim tasarlanmaya galisilmistir. Calismamizda 32 adet Spraque Dawley cinsi
erkek sican kullanilmistir. Hayvanlar kontrol, %20’ lik YEMS (F20), %40’ lik
YFMS (F40) ve stres uygulanan 4 esit gruba ayrilmistir. 14 giinliik ¢alisma
periyodunda hayvanlara igme suyuna %20 ve %40’ lik YFMS karistirilmis ¢ozelti
verilmis, stres grubundaki hayvanlara ise ilk hafta 3 saat, 2. hafta 6 saat siiren
kisitlama stresi uygulanmigstir. Caligma siiresince giinliik olarak hayvanlarin yem,
su ve agirliklar olciilerek kaydedilmistir. Calismanin 10., 12. ve 14. giinlerinde
sirastyla aydinlik-karanlik, agik alan ve kuyruktan asma testleri uygulanmustir.
Calisma sonunda siganlardan alinan kan Ornekleri ile c¢esitli biyokimyasal
parametrelerin  Olcimii  yapilmis, beyin dokularinda imminohistokimyasal
yontemler kullanilarak TRPM?2 kanal aktivitesi belirlenmistir. LabVIEW Vision
gelistirme ortam1 kullanilarak anksiyete ve stres testlerinde kaydedilen video
verilerinin otomotik olarak degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir yazilim
tasarlanmistir.

Calisma sonucunda F20 grubunda sivi1 tiiketiminin ve canli agirliginin diger
gruplara gore Onemli Olglide arttigi, F40 grubunda ise istatistiksel anlam
olmamasina ragmen siv1 tiiketimi ve gida tiikketimi kontrole gore azalmigken canl

agirhigin arttigr belirlenmistir. Davranis testleri degerlendirildiginde; kuyruktan



asma testinde, stres grubunda hareketsiz kalma siiresi kotrole gore anlamli dlgiide
artmistir. Benzer artis F20 ve F40 gruplarinda da goriilmesine ragmen istatistiksel
olarak anlam bulunamamustir. Aydinlik karalik testinde, karanlikta kalma siiresi
F20, F40 ve stres gruplarinda kontrole gore anlamli olarak artmistir. Aydinliktan
karanhga ilk gec¢is an1 azalmis fakat istatistiksel olarak anlam bulunamamustir.
Agik alan testinde ise gegilen ¢izgi sayis1 F20, F40 ve stres gruplarinda azalma
goriilirken sadece stres grubunda kontrole gore anlam bulunmustur.
Biyokimyasal parametrelere bakildiginda; serum glikoz, insiilin, LDL, VLDL,
trigliserit, total kolesterol, TOS, Kortikosteron diizeyleri F20 ve F40 gruplarinda
artis gosterirken TAS diizeyi degismemis, HDL diizeyi ise azalmistir. Bu sonuglar
genel olarak stres grubu verileri ile benzer bulunmustur. Yapilan
imminohistokimyasal 6l¢iimlerde F20, F40 ve stres gruplarinda TRPM?2
immiinoreaktivitesinin hipokampus, prefontal korteks, nucleus accumbens ve
amigdala bolgesinde kontrol grubuna gore anlamhi sekilde arttigr goriilmiistiir.
Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile YFMS tiiketen hayvanlarin davranis
testleri, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal verileri strese maruz birakilan
hayvanlarin verileri ile benzer bulunmustur. Cesitli beyin bdlgelerinde
immiinohistokimyasal olarak YFMS$’nin TRPM2 kanal aktivitesini artirdigr ilk
defa bu galisma ile gosterilmistir. Calismada kullanilan davranis testlerinden elde
edilen video goriintiilerinin degerlendirilmesinde tamamen yenilik¢i bir yazilim

tasarlanarak bu yazilim verilerin analizinde kullanilmistir.

Anahtar  Kelimeler: Fruktoz,  Stres,  Davranmis, = TRPM2,

Immiinohistokimya



2. ABSTRACT

In this thesis, investigation between the possible relation between the
consumption of High Fructose Corn Syrup (HFCS) and stress-related behavioral
changes was aimed. Additionally, designing a software to evaluate the data
acquired from the dark-light, open field and tail suspension tests to determine the
depression- and anxiety-like tests was intended. In our study, we used 23 male
Sprague-Dawley rats. Animals were equally divided into four groups as control,
rats were administered with 20 % HFCS (F20) and 40 % HFCS (F40), and
exposed stress. During the study period of 14 days, rats in the groups of F20 and
F40 were administered with 20 and 40 % HFCS in drinking water, respectively,
and stress group was subjected to restraint stress for 3 h in first week and 6 h in
second week. The food and water consumption and weight of the rats were
recorded. Rats were subjected to dark-light, open field and tail suspension tests on
the study days of 10, 12 and 14, respectively. At the end of the study, blood
samples were collected for various biochemical parameters were measured, and
TRPM2 channel activity in brain tissues was determined by immunohistochemical
methods in the rats. A software was designed evaluating the video recordings
from the anxiety and stress tests automatically by using the LabVIEW Vision

Development Module.

At the end of the study, F20 group was found to have increased liquid
consumption and body weight significantly increased compared to other groups.
On the other hand, F40 group had decreased liquid and food intake and increased
body weight, but these differences were non-significant compared to other groups.

When the behavioral tests were analysed, it was found that stress group had



significantly increased immobility time in the stress group during the tail
suspension test compared to control group. Similar but non-significant increases
in the immobility time were found in F20 and F40 groups. Light-dark test
revealed a significant increase in the time spent in the dark compartment in the
F20, F40 and stress groups compared to control group. The latency to time for the
passage from the light to dark was found decreased but it was found non-
significant. The number of crossing the lines in the open field test were found
decreased in F20, F40 and stress groups but it was only significant for stress
group compared to control. When the biochemical parameters were considered,
serum glucose, insulin LDL, VLDL, triglyceride, total cholesterol, TOS and
corticosterone levels were increased in F20 and F40 were increased, TAS levels
did not change, and HDL levels were decreased. These were similar to the data
from the stress group. The immunohistochemical analyses revealed that TRPM2
immunoreactivity in hippocampus, prefrontal cortex, nucleus accumbens and
amygdala regions were significantly increased in the F20, F40 and stress groups

compared to the control group.

In conclusion, the behavioral tests, immunohistochemical and biochemical
parameters of the animals consuming HFCS and the animals exposed to stress
were found similar. This study is the first study showing immunohistochemically
that HFCS consumption increases the TRPM2 channel activity in different brain
regions. A novel software was designed for evaluation of the video recordings

acquired in the behavioral tests and it was used in this study.

Key words: Fructose, Stress, Behavior, TRPM2, Immunohistochemistry



3. GIRIS

3.1. Fruktoz
3.1.1. Fruktozun Tanim

Fruktoz meyve sekeri olarak bilinen alt1 karbonlu bir monosakkarit tiirevidir.
Kimyasal formiilii CeH1206’ dir (1). Fransiz bir kimyager tarafindan ilk kez 1847
yilinda tanimi yapilmistir (2). Saf, beyaz, kokusuz, kuru, tatli ve kristal yapiya
sahiptir. Bitkilerdeki fruktozun diger monosakkarit tiirevleriyle birlesimi
sonucunda disakkarit formu olusur. Fruktoz iiretiminde seker kamisi, seker
pancar1 ve misir kullanilir. Kristal formdaki fruktoz yiiksek saflikta monosakkarit
formundadir. Monosakkarit formdaki fruktoz ve glikozun bag olusturmadan
bulundugu yiiksek fruktozlu misir surubu (YFMS) diger formudur. Ugiincii form
ise fruktoz ve glikozun bilesik yapisiyla olusturdugu siikrozdur (3).

Fruktoz’un Onemli Ozellikleri;

1. Tad dil tarafindan siikroz veya dekstroza gore daha erken algilanir.

2. Fruktozun, siikkrozdan daha yiiksek olan tat zirvesi siikrozdan daha g¢abuk
azalmaktadir.

3. Fruktoz sistemdeki diger tatlarin etkisini belirginlestirebilir (3).

4. Bilinen karbonhidrat tiirleri arasinda tatlilik orami en yiiksek olan
fruktozdur.

5. Tatlilik dereceleri karsilastirildiginda siikrozun tatlilik oraninin 100 kabul
edildigi bir durumda fruktoz 105 ve 125 degerleri arasinda oldugu kabul
edilir (4).

6. Donma noktasi diisiiktiir.



7. Birgok iiriin ile ¢abuk karisip ¢oziinebilecek yapidadir.
8. Nem tutma orani fazladir.

9. Glikoz ile ayn1 enerji yiikiine sahiptir.

10. Glikozdan daha az tokluk hissi verir.

11. Maliyeti diistik ve raf 6mrii de uzundur (5).

3.2 %

17.3 %

10.3 % 2.7 %
I Alkolsuz igecekler Meyve ve meyve Grimnleri
B Diger [l sSebze ve sebze urtnleri
St ve siit Grinleri Seker ve tatlandiricilar

Il Tahil uronleri

Sekil 1. Fruktozun besin kaynaklarina gore yiizde olarak dagilimi (6).

YFMS 1957 yilinda iki bilim insan1 olan Marshall ve Kooi’nin izomeraz
enzimini kesfetmelerine takiben misir surubundaki glikozu fruktoza doniistiirerek
YFMS nin iiretilmesine olanak saglamislardir (7). 1960 11 yillarin sonunda %42’
lik YEMS, 1970’ 1i yillarin sonunda %55’ lik YFMS ilk olarak iiretilmistir (8).
1980’ 1i yillarda bircok gazli igecek ve mesrubatta asil tatlandirici olarak
kullanilan siikroz yerine %55’ lik YFMS kullanilmaya baslanmistir (9). YFMS
tiretim silirecinde hammadde olan misir nisastas1 kimyasal ve enzimatik hidroliz
yontemleri araciligiyla sivilastirma, pargalama Ve izomerizasyon proses

siireclerinden gecerek son iiriin haline doniistiiriiliir (7). Uretim siirecinde musir



nisastasini basit seker olan glikoz ve fruktoza donistirmek igin ti¢ farkli
enzimden faydalanilmaktadir (10). ilk asamada alfa amilaz enzimi ile uygun
sartlarinda nigasta graniilleri hidrolize edilerek dekstrin zincirlerine ayrilir.
Ardindan glukoamilaz enzimi ile dekstrin zincirleri bireysel dekstrin
molekiillerine ve son olarak glikoz, izomeraz enziminin de yardimiyla fruktoza
dontistimii  gergeklestirilmektedir (11). Hidroliz siirecinde asitlerden de
faydalanilmaktadir (12). Kompleks bir damitma ve kombine proses siire¢lerinden
sonra fruktoz igerigi %42, %55 ve %90 olan suruplar elde edilir (13).
Misir surubu’nun siikroz ve glikoz’a kiyasla tercih nedenleri;

1. Gidalarin raf Omriiniin uzamasina katkida bulunmasi,

2. Daha tath yapiya sahip olmasi,

3. Kurumayi dnleyici yapida olmast,

4. Geg kristallesen formda olmasi,

5. Fermantasyona uygun yapiya sahip olmasi,

6. Ozgiin tadi maskelemeyerek tad1 degistirmemesi ve piyasada kullanilan

diger suruplara oranla daha ucuz olmasi nedeniyle daha efektif bicimde

kullanilir (14).

3.1.2. Fruktozun Metabolizmasi

Fruktoz gidalarda monosakkarit (saf fruktoz) veya disakkarit (siikroz)
formda goriilmektedir. Saf fruktoz sindirilmeden ve degisime ugramadan direkt
olarak emilmektedir. Siikroz ise ince bagirsaga geldiginde, siikraz enzimi
araciligiyla fruktoz ve glikoza ayristirilmaktadir. Bagirsak hiicrelerinin liimene
bakan yiiziinde sodyum- glukoz transporter 1 (SGLT-1) isimli bir tasiyict protein

bulunmaktadir. Bu tasiyici protein sodyum ig¢in iki, glikoz i¢in ise bir baglanma



noktasini tiizerinde bulundurmaktadir (15). Sodyumun baglanmasi proteinde
yapisal bir degisime sebep olarak glikozun SGLT-1’ e kolay bir sekilde
baglanmasim1 saglar. Bagirsak epitelyum hiicresinde bulunan sodyum iyonlari
tastyicidan uzaklastirildiginda konformasyonu farklilasan tagiyicinin glikoza ilgisi
azalmakta ve glikoz serbest hale gelmektedir (15). Glikoz araciligiyla hiicre igine
giren sodyum, aktif transport vasitasiyla hiicrelerarasi bosluga gonderilir.
Hiicrelerarasi bosluga gondermek i¢in Na*™-K™-ATP az pompasindan faydalanilir
(15). Glikoz basit diflizyon veya GLUT2 denilen tasiyicinin yaptigi
kolaylastirilmig difiizyon araciligiyla hiicreler arasi1 bosluga ve devaminda kapiller
kana geg¢mektedir. Bir¢ok bilim g¢evresince mukozal dokuda meydana gelen
fruktoz emiliminin GLUT5 aracili kolaylastirilmig diflizyonla gergeklestigi kabul
goriilmektedir (15). Diyetle alinan fruktoz 6zel bir fruktoz tasiyicist olan GLUTS
araciligiyla bagirsak hiicresine alinmaktadir. Fruktozun bagirsaklardan alinimi
glikozun aksine Na*’dan bagimsiz olarak gergeklesir ve enerjiye ihtiya¢ duymaz.
Bagirsak hiicresine alinan fruktoz sonrasinda enterositin bazolateralindeki GLUT2
tastyicilar vasitasiyla kana gecisi saglanir. Enterosit i¢inde fruktozun bir kisminin
laktata dontisiimii saglanir. Bir kismu ise trioz fosfatlar {izerinden glikoza gevrilir

(15).
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Sekil 2. Monosakkaritlerin ince bagirsak ¢eperinden hiicreye ve hiicreden kana gecis
semasi.[ 1] aktif transport, [2] ve [3] kolaylastirilmis transport,[4] pasif transport (15).

Fruktoz karacigerde metabolize edilmektedir (16). Bagirsaklardan emilerek
portal sisteme gegen fruktozun metabolitesi biiylik oranla karacigerde
gerceklesmektedir (17). Fruktozun ve glikozun karaciger metabolizmasi birgok
temel farkliliklar icerir. Fruktoz karacigerde fruktokinaz enzimi araciligiyla
fosforile edildiginde fruktoz-1-fosfata dontismektedir. Fruktoz-1-fosfattan
dihidroksiaseton fosfat, gliseraldehit ve gliseraldehit-3-fosfat olusur. Bu iig¢
karbonlu molekiiller sonrasinda, glukoneogenez ile glikoz veya de novo trigliserid
(TG) sentezine yonelir. Fruktoz metabolizmasi bu ozelligi glikoz
metabolizmasiin tam tersidir (18). Glikozdan TG iiretilmesini kontrol altinda
tutan metabolik bazi siiregler bulunur. Bu mekanizmalar, glikozdan glikojen
tiretilmesi, glikoliz tirlinlerinden yag asiti yerine glukoneogenez ile yeniden glikoz

elde edilmesi ve bu metabolizmay1 yavaglatict enzim olan fosfofruktokinaz enzimi



ile kontrol edilir. Fruktozdan fruktoz-1-fosfatin olusum asamasi, hiz kisitlayici
fosfofruktokinaz enzimle baglantisizdir ve fruktozdan kaynaklanan ara
metabolitler bu enzimden sonra glikoliz basamaklarina katilirlar. Bu durum
sonucunda fruktoz kaynakli ti¢ karbonlu molekiiller gliserol ve yag asiti sentezi
icin kullanilarak TG’ leri olusturur. Fruktoz metabolizmasmin hiz kisitlayici
fosfofruktokinaz basamagin1 atlamasi sonucunda anabolik hormon tiirtindeki
insulin ile diizenlenen glikojenin ve yag depolanmasinin diizeni bozulur (19).
Uretilen TG karacigerde ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) olarak
paketlenerek kana gegirilir. VLDL kanda bulundugu siirecte lipoprotein lipaz
tarafindan monaagil gliserole ve non-esterifiye yag asitlerine (NEFA) hidroliz
yoluyla ayristirilir. Yag dokusu bu ara {iriinleri alarak yeniden TG sentezleyip
depolar. Bu metabolik siirecler sebebiyle yiiksek diizeyde fruktoz tiiketimi kan
yag asiti seviyesini ylikseltip, insiilinden bagimsiz sekilde yag depolanmasini

saglar (20).

Fruktoz

HEPATOSIT

Glukoz

Laktat

Sistemik Dolasim

Sekil 3. Karacigerde fruktoz metabolizmas1 (20).



Bagirsaklardan GLUTS tasiyici proteiniyle emilip, portal sisteme katilan
fruktozun biiylik ¢ogunlugu karaciger hiicresine geger. Fruktozdan enzimatik
basamaklarla iic karbonlu (trioz) ara lriinler olusur. Triozlar, glukoneogenez
araciligiyla glikoz ve glikojen iiretimi amaciyla kullanilabilmektedir. Disardan
alinan glikoz hem karaciger glikojen depolarini hem de kan sekerini arttirdigindan

dolayi, fruktoz metabolizmasi genel olarak TG sentezine yonlendirilmektedir (21).
3.1.3. Fruktoz ve Oksidatif Stres

Serbest radikallerin olusum ve ortadan kaldirilma hizi canli organizmalarda
dengededir. Bu dengenin bozularak meydana gelen dengesizlik hali oksidatif stres
olarak tanimlanir. Bu patolojik durumun sonucun doku hasar1 olusabilir (22).

Deneysel calismalar sonucunda, fruktozun cesitli doku tiplerinde lipit
peroksidasyonuna, dokuya infiltre olan polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)’deki
indiiklenebilir ksantin oksidaz, nitrik oksit sentaz (NOS), NADPH oksidaz
enzimlerinde aktivite artisina neden oldugu bildirilmistir (24, 25). Endojen
antioksidan tiirlerinden indirgenmis glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim aktivitelerinde
azalmaya neden oldugu gozlenmistir (24, 25). Fruktoz diyeti uygulanan
rodentlerde, oksidan enzim ve reaktif oksijen (ROS) kaynagt olan
mitokondrilerinde aktivasyon artis1 sonucunda oksidatif stres goézlenmistir (24,
25). Benzer sekilde, fruktoz etkisiyle olusan ileri glikasyon son iirlinlerinin
antioksidan enzimlerin protein yapisinda bozulmaya neden olarak antioksidan
savunmayi inhibe edecegi diistiniilmektedir. Hiicre i¢inde biriken glikozun oto-

oksidasyonu, arasidonik asit metabolizmasinda goriilen bozukluklar ve yag asiti



oksidasyonunda artis, fruktoz indiikli oksidatif stresin 6nemli etkenlerindendir

(24, 25).
3.1.4. Fruktozun Saghga Etkileri

Insanlarin tarafindan tiiketilen fruktoz miktarinda son yillarda &nemli
derecede artis gdzlenmistir. Ornegin ABD’de, giinliik fruktoz tiiketimi ¢ocuklarda
yaklasik 55 g ve genglerde 73 g seviyesindedir (26). Yiiksek fruktozlu besinlerin,
oksidatif stres ve glikoz intoleransina, insiilin direnci ve tip-2 diyabete, sismanlik
ve hipertansiyona, kardiyovaskiiler hastaliklara sebebiyet vererek beyne kadar
ulasan zararlar1 oldugu belirlenmistir (27).

Gergeklestirilen bir c¢alismada belli siirelerde farelere YEMS ve siikroz
verilerek bu maddelerin viicut agirhigi, yag ve trigliserit seviyeleri tizerine etkisi
incelenmistir (28). Sonugta fazla miktarda YFMS ile beslenen farelerde anormal
agirhik artisi, yiiksek trigliserit seviyesi ve yag birikimi goriilmiistiir (28). Saf
fruktoz, plazma glikoz ya da insiilin seviyelerini yiikseltici etkide bulunmazken,
YFMS igerigindeki glikoz nedeniyle plazma glikoz ve insiilin diizeyini arttirici
etkide bulunmaktadir (28). Insanlarda aghik kan fruktoz degeri 1 mg/dl
seviyelerindedir ve yiiksek miktarda fruktozla beslenilmesi, plazma fruktoz
seviyesinde yilikselmeye sebep olmaktadir (29). Plazma fruktoz diizeyi arttigi
durumda non-hepatik dokularda fruktoz metabolizmasi belirginlesebilir (30).

Ayrica testislerde ve eritrositlerde fruktoz enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir (31, 32). Santral sinir sisteminde (SSS) enerji kaynagi olarak
genellikle glikoz kullanimina ilaveten, az miktarda fruktozun da kullandigi

belirlenmistir (33).
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3.1.5. Fruktozun Neden Oldugu Hastaliklar

Fruktoz’un kronik hastaliklarla iligkisini giiglendiren 6nemli bir mekanizma,
endotelyal nitrik oksit (NO) diizeyini baskilayarak {irik asit iiretiminde artisa
neden olmasidir (34, 35). Yapilan bir¢ok deneysel ve klinik ¢alisma sonucunda
yiiksek fruktozlu besin tiiketiminin insiilin direnci, hipertansiyon ve obezite (36-
38) yaninda iirik asit liretimindeki artis nedeniyle bobrek hastaliklarina (39, 40)
sebebiyet verebilecegi belirlenmistir. Fruktoz igerikli besinlerden olusan bir
Ogliniin tliketilmesinin ardindan serum iirik asit konsantrasyonunda 1-4 mg/giin
kadar artis goriillebilmektedir (5). Yapilan g¢esitli ¢alismalarda obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve bobrek hastaligi multifaktoriyel yapida olmalarina
ragmen {lirik asit diizeyindeki artisin belirtilen hastaliklar i¢in bir risk faktorii
oldugu bildirilmistir (5). Urik asit vaskiiler diiz kas hiicre ¢ogalmasma neden
olmakla birlikte kemotaktik ve inflamatuvar maddelerin salinimin1 harekete
gecirtmektedir. Bu durum monosit kemotaksisine sebep olmaktadir. Fruktoz
endotelyal hiicre boliinmesini ve gogilinii dnleyerek adipositlerde oksitatif strese
neden olmaktadir. Bu nedenle adiponektin salinimini azaltici etkide bulunur (5).
Yiksek fruktozlu besinler verilen deney hayvanlarinda; fruktoz serbest oksijen
radikallerinde artisa neden olarak NO iiretimini baskilamaktadir (41,42). Artmis
fruktoz katabolizmasi glikoza benzer sekilde serbest radikal iiretimini arttirarak ve
serbest radikal savunma sistemini bozarak oksidatif strese neden olmaktadir (43).
Oksidatif stres de dokularin birgogunda serbest radikallerin olusumunu tetikler
(44).

Yiiksek fruktoz igerikli beslenme sonucunda meydana gelen hiperglisemi

oksijen radikallerini olusturmakta ve doku hasarmma neden olan lipid
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peroksidasyonu meydana gelmektedir (45). Fruktoz alimi hipertrigliseridemi ve
lipogeneze sebebiyet verebilir. Yapilan arastirmalar sonucunda <50 g/giin fruktoz
tilketiminin tokluk trigliserit diizeylerine etki etmedigi, < 100 g/giin fruktoz
almmnin ise aghk TG diizeyleri tizerine etki etmedigi, ancak tokluk TG
diizeylerinde artis sagladigi belirlenmistir (46). Yiksek fruktozlu besin
kullaniminin hepatik ve periferal insiilin direncine neden olduguna dair ¢esitli
calismalara rastlanmaktadir (47-49). Kobayashi ve ark. yapmis olduklar1 ¢alisma
sonucunda, fazla miktarda fruktoz tiikketiminin renin-anjiyotensin yolagi {izerinden
sempatik sinir sistemi aktivasyonu araciligiyla sol ventrikiil hipertrofisine sebep
oldugunu gozlemlemislerdir (50). Fruktoz tiiketiminde artigla birlikte bobrek tasi
olusum riski de artmaktadir (51). Epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda yiiksek
fruktozlu misir surubu tiiketimindeki artigla orantili olarak, nefrolitiasis goériilme
sikliginda da artis oldugu belirlenmistir (52, 53). Fruktoz alimi idrarda okzalat
atillminda da artisa neden olmaktadir. Bu durum ise, kalsiyum okzalat tasi icin
onemli bir risk faktorii niteligindedir (51, 52). Metabolik sendrom; obezite,
bozulmus glikoz toleransi, hiperinsiilinemi, dislipidemi ve hipertansiyonu igeren

durumdur (54). Nakagawa ve ark. fruktozla beslenen siganlarda metabolik

sendrom gelistigini belirlemislerdir (55).
3.2. Stres
3.2.1. Stres Tanim

Stres kelimesi giinlimiizde hem bilimsel hem de giinlilk hayatta yaygin
olarak kullanilmaktadir. Latince “estrictia”, Fransizca “estrece” kelimelerinden
koken almakta, “zorlanma, gerilme ve baski” anlamina gelmektedir (56, 57).

Stres, fizyolojik ve duyusal degisikliklerle elde edilen deneyimleri tanimlamak
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icin kullanilan bir kavramdir. Iyi stres, genelde smirli bir siire icinde insanin
basar1 elde edebilecegi ve canlilik duyabilece§i durum olarak ifade edilir. “Stresli
olmak” olarak ifade edilen kotii stres ise siklikla uzatilmis veya tekrarlayan;
rahatsiz etme, duygusal tilkenme ve fiziksel olarak yorgunluk ile karakterize
edilen deneyimleri ifade eder (58). Hemostazise karsi fiziksel veya fizyolojik
zorluklardan sonra gozlenen fizyolojik degisiklikler ilk olarak Selye tarafindan
stres olarak tanimlanmistir. Stres, noroendokrin ve otonomik islevlerdeki
degisiklikleri iceren, homeostaz1 yeniden diizenleme ve organizmayi korumay1
amagclayan bir dizi adaptif mekanizma sonucu olusmaktadir. Hipotalamo-hipofiz -
adrenal (HPA) aksi, strese karsi néroendokrin yanitin temel bir bileseni olarak

bilinir ve homeostazin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynar (59).
3.2.1.1. Selye’nin Genel Adaptasyon Sendromu

Birey ne tiir stresorle karsi karsiya kalirsa kalsin, hosa giden, gitmeyen bu
etmene yanit verme durumundadir. Bu yanit, Selye tarafindan “genel adaptasyon
sendromu (GAS)” ya da “biyolojik stres sendromu” olarak tarif etmistir (60).

GAS 1n li¢c asamas1 asagida agiklanmstir:

Alarm Safhasi: Viicut, bir stresoriin ilk maruz kalmasindaki karakteristik
degisiklikleri gosterir. Ayni zamanda direnci azalir ve eger stresor yeterince giiclii
ise (ciddi yaniklar, asir1 sicaklik), 6lim olabilir (61). Organizma hemen sempatik
sistem aktivitelerini arttirarak enerji ve kuvvet saglamaya calisir. HPA sisteminde
uyarilma, adrenal bezlerin boyutlarinda ve katekolamin seviyelerinde artig gortiliir
(62).

Adaptasyon Safhasi: Strese maruz kalmaya devam edilip sonrasinda

adaptasyonla uyumlu olmadig1 ortaya ¢ikarsa, alarm reaksiyonunun karakteristik
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isaretleri neredeyse kaybolur ve diren¢ normalin istiinde yiikselir (61). Adrenal
hormonlardan kortizol, norepinefrin (NE) ve epinefrin (E) yiiksek seviyede
salgilanarak artan katabolik olaylar yerine bu evrede anabolik olaylar gozlenir
(62,63).

Tiikenme Safthasi: Viicut benzer strese uzun siire maruz kaldiktan sonra
adaptasyon enerjisi tiikenir. Alarm reaksiyonunun isaretleri tekrar belirir, ancak
simdi bunlar geri dondiriilemez (61). Kompanzatuvar mekanizmalar1 yikilir,
immiin sistem baskilanir, kalp, bobrek problemleri ve diger bazi hastaliklarin

olusumu gozlemlenir.
3.2.2. Hipotalamus-Hipofiz-Adrenal Aksi1 (HPA)

HPA aksi, strese karsi néroendokrin yanitin temel bir bileseni olarak bilinir
ve homeostazin siirdiiriilmesinde kritik rol oynar (64). Bu hormonal tepki sistemi
kuslardan insana kadar degisen organizmalarda bulunur ve genis bir zihinsel ve
fiziksel stres faktorii ile aktive edilebilir (65, 66). HPA aksin stres cevabi,
hipotalamik paraventrikiiler niikleusun (PVN) ndroendokrin néronlar ile strese
duyarli beyin bolgeleri arasindaki etkilesim yoluyla gergeklesir (67). Ayrica
kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH) HPA aksimi aktive eder. HPA aksi,
PVN parvoseliller noronlarinda iiretilen CRH ve vazopressin (VP) igerir; bu
noronlar adrenakortikotropik hormon (ACTH), opioid ve melanokortin peptidleri,
on hipofizdeki pro-opiomelanokortinin (POMC) sentezini aktive etmek i¢in portal
damar sistemine salgilarlar. PVN'de CRH noéronlarini aktive eden gesitli afferent
yollar vardir; bunlar psikolojik stresorler tarafindan aktive edilen limbik yollari,
i¢ organlar1 ve duyusal uyaranlari ifade eden artan beyin sap1 yollaridir (68,69).

CRH ve VP sekresyonu glukortikoidlerin salinmasiyla beraber hipofizer ACTH
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salimimina yol agar (70). Glukokortikoidler HPA aks1 da dahil olmak iizere ¢oklu
hedef dokularda kendi reseptorleri ile etkilesime girerler ve burada hipotalamustan
kortikotropin salgilatic1 faktor (CRF) ve VP ye geri bildirim inhibisyonundan
ilaveten dogrudan hipofiz kortikotroplarindan ACTH salgilanmasindan
sorumludurlar (71). ACTH, adrenal korteksten kortizol (insanlarda) ve

kortikosteronun (insanlarda, siganlarda ve farelerde) salinmasini uyarir (68, 69).
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Sekil 4. Stresle HPA aksinin aktivasyonu (72).

Kisaltmalar: AVP, arjinin vazopressin, BNST, stria terminalis bed niikleusu; CRH,
kortikotropin salgilatici hormon; Glu, glutamat; PVN, paraventrikiiler niikleus; NA,
noradrenalin (72).

Stres yaniti, HPA aksimin bir¢ok seviyesinde glukokortikoidlerin negatif geri

bildirim hareketi ile smirlanmaktadir (kesikli ¢izgiler). Davranigsal tepkilere
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aracilik etmede temel rol oynayan bazi CRH yolaklar1 (amigdala), stresorlere karsi
sempatik aktivasyonda (locus coeruleus) gorevlidirler.

HPA aksinin bazal aktivitesini stirdiirmeyle iliskili kortikosteroidler tercihen
hipokampal mineralokortikoid reseptorlerine baglanirlarken, glukokortikoid
reseptorler, reaktif modda homeostazi yeniden saglamada rol alan kortikoidlerin
etkilerine aracilik etmektedirler (72).

HPA aks aktivitesi yasam i¢in oldugu kadar; iireme ve biliylimede bireylerin
yasamlarinda 6nemli fizyolojik islevlerin diizenlenmesinde rol alir. HPA aksinin
kronik hiperaktivasyonu obezite, hipertiroidizm ve diabetes mellitus gibi
hastaliklara karsi duyarliliga yol agabilen tireme, biiyiime, tiroid ve bagisiklik

fonksiyonlarinin baskilanmastyla iliskilidir (70).
3.2.3. Stres Mediatorleri

Stresli durumda stres sinyalini merkezi sinir sistemi (MSS)'ne ileterek, stres
yanitinin diizenlenmesinde araci olan molekiiller "stres mediatorleri" olarak

adlandirilir (73). Stres mediatdrleri temel olarak ti¢ ana baglik altinda toplanabilir:
3.2.3.1. Monoaminler
3.2.3.1.1. Serotonin ve Dopamin

Stresli bir durumu takiben spesifik noronal alanlardan noradrenalin,
dopamin ve serotonin gibi monoamin yapilariin saliniminda artis meydana
gelmektedir. Monoamin salinimi, stresten etkilenen beyin bolgeleri veya dolayli
olarak sempatik sinir sistemi aktivasyonu aracigiyla uyarilmaktadir. Hangi
monoaminerjik sistemlerin aktive olacagi ise strese maruziyet siiresi, stresoriin
kontrol edilebilme derecesi veya frekansit gibi cesitli etkenler cercevesinde
sekillenir (74-76).
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Stresli durum takibinde hipokampus, amigdala, prefrontal korteks ve
niikleus akkumbens basta olmak {izere beynin birgok bolgesinde monoamin
saliniminda artis gériilmektedir (73).

Stresle uyarilan monoamin salinimi, stresoriin etkisini takiben kisa bir siire
zarfinda hizli bir sekilde meydana gelir ve etkilerini G protein aracili reseptorler
vasitastyla olustururlar. Her monoaminin stres yanitina tepkisi davranigsal olarak
farkli yapidadir. Noradrenalinin etkisi ¢evresel olarak tarama ve ¢oziim bulma
(77); dopaminin risk analizi ve Kkarar stratejisi (78); serotoninin ise post stres

sonrast meydana gelen anksiyetenin baskilanmasi (79) gibi etkileri mevcuttur.
3.2.3.1.2. Adrenalin ve Noradrenalin

Stres  maruziyetine tekabil sempatik  sistemdeki  postgangliyonik
noronlarindan ve adrenal medulladan adrenalin ve noradrenalin salinir. Noronlar
ve adrenal medulladan salinan katekolaminlere verilen cevap benzer yapida
olmasina karsm; adrenal medulladan sekrete edilen katekolaminler hizhi
metabolize edilmekte ve daha sinirli etki gostermektedirler.

Katekolamin etkileri alfa (o1, o) ve beta (Bi, B2) reseptorler araciligiyla
meydana gelmektedir. Katekolaminlerin etkileri 6zetlemek gerekirse (80):

-Noral yolla salinan ve dolagim durumundaki noradrenalin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde bulunan o1 reseptorlerine baglanarak, kaslarda kontraksiyona yol
acar ve organlara kan akimini azaltir. Bu sayede sempatik aktivasyon araciligiyla
gastrointestinal sisteme, deri ve bobrek gibi ¢esitli organlara kan akiminda azalma
goriiliirken; stresli bir durumda beyin, kalp ve iskelet kaslarma maksimum

diizeyde kan akis1 meydana gelir.

17



—Noradrenalin, karaciger ve iskelet kaslarinda glikojenin pargalanip
salmimin arttirarak kan glikoz seviyesinin yiikselmesini saglar. Bu sayede viicut
icin hazir enerji kaynagi olusturur.

—Sempatik sinirler araciligiyla salgilanan noradrenalin pupiller dilatasyona

neden olmaktadir.
3.2.3.2. Noropeptidler

CRH ve vazopressin basta olmak {izere; oreksin, ghrelin, dinorfin gibi stres
etkisinede araci olan; oksitosin ve ndropeptid-Y gibi stres cevabini inhibe eden;
galanin ve P-maddesi gibi stresle baglantili anksiyeteyi regiile eden ¢esitli etkilere

sahip noropeptidler stres yanitinda gorev alirlar (81).
3.2.3.2.1. Kortikotropin- Serbestlestirici hormon (CRH)

Hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegindeki kiiclik néronlar, 41
aminoasitli bir noropeptid olan CRH' yi salgilarlar (82). CRH bir kez
salgilandiktan sonra onu bozulmadan koruyan yiiksek afiniteli plazma baglayici
proteinlere baglanir (83, 84). CRH' nin etkileri, iki farkli genin aracilik ettigi
CRF-reseptor 1 ve CRF-reseptor 2 tarafindan dretilir (85). Noronlar,
hipotalamusun median eminensindeki sinaptik terminallerde bulunan salgilayici
vezikiillerde CRH' yi depolar ve yeni sentez yoklugunda CRH' yi akut olarak
serbest birakabilir. CRH, mediyan eminensin interstisyel sivisina serbest
birakildiktan sonra hipofiz portal venoz pleksusa girer ve anterior hipofize ilerler
(82).

Insanlarda CRH, pankreas ve testisler de dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
ve aynit zamanda norotransmitter olarak islev gordiigii santral sinir sistemi

boyunca mevcuttur (82). Hipotalamustaki PVN'den CRH salinimi, HPA aksi
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tepkisini baslatir ve HPA aks1 tepkisinde sonraki adim olan anterior hipofizden
ACTH sekresyonunun ana uyaricisidir (86-88). CRH, hipotalamusun PVN'sinin
parvoseliiler noronlar1 tarafindan sentezlenir, kaudal olarak PVN'den,
hipotalamus tabaninda (median eminence) aksonlar igine taginir ve direkt olarak

hipofiz portal kapiller sistemine sekrete edilir (89, 90).
3.2.3.2.2. Urokortinler (UCN)

Urokortinler (UCN1, UCN2 ve UCN3) de CRH reseptdrlerine tutunarak
farkli bolgelerde etkin olurlar. CRH; CRHR1'e CRHR2 ye kiyasla daha yiiksek
secicilik ile baglanirken, UCNI her iki reseptore de yliksek segiciliktedir. UCN1

strese adaptasyonu saglayan bir etkide bulunur (91, 92).

3.2.3.2.3. Arjinin Vazopressin (AVP)

Arjinin vazopressin  (AVP); hipotalamustaki paraventrikiiler niikleustan
(PVN), supraoptik niikleustan (SON) ve suprakiazmatik nukeustan (SCN)
salinir (93, 94).

PVN'nin parvoseliller noronlarinda AVP  ekpresyonu ve hipofizer
kortikotroplarda vazopressin V1b reseptér yogunlugu kronik stres durumunda
arttig1 bilinmektedir. Bu durum; AVP'nin kronik stres sirasinda dolagimdaki
yiiksek glukokortikoid seviyelerinde ACTH'm yeni stresOrlere hassasiyetini

saglayarak strese cevapta onemli rol oynadigi bildirilmektedir (95).
3.2.3.2.4. Oksitosin

Yapisal olarak AVP ile paralel olarak, hipotalamustaki supraoptik ve
paraventrikiiler niikleuslardan sentezlenerek arka hipofizden strese yanit olarak

salinmaktadir. Ancak, strese yanitta ACTH ve kesin olmamakla CRH salinimi
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inhibisyonu araciligiyla strese karsi HPA aks1 yanitini inhibe edici etkiye sahiptir.
Oksitosinin  stres-azaltic1 etkilerine; stres algilama seviyelerinde azalma,
anksiyete, saldirganlik ve depresyon diizeylerinde azalma, hafizada giiclenme

ornek verilebilir (96, 80).
3.2.3.2.5. Adrenokortikotropik Hormon (ACTH)

ACTH, anterior hipofizde kortikotrop hiicreleri tarafindan salinan 39 amino
asitlik bir peptittir (97). ACTH ayrica ektopik kaynakla, 6zellikle akcigerin kiigiik
hiicreli karsinomlar1 tarafindan {iretilebilir. ACTH, POMC adi verilen genis bir
prekiirsor proteinin kompleks translasyon sonrasi islemi ile sentezlenir (82).
POMC prekiirsor peptid, gastrointestinal sistem, sayisiz tiimorler ve testis de dahil
olmak iizere cesitli ekstrahipotalamik dokularda bulunur. Bu peptid ayrica b-
lipotropin kaynagidir. Buna ek olarak, ACTH ve b-LPH, a-MSH ve b-MSH, g-
LPH, b- ve g-endorfin ve enkefalin boliimlerine ayrilirlar (97). POMC, sadece
ACTH i¢in degil, aym1 zamanda c¢esitli peptid hormonlari i¢in de onciildiir (82).
Bir diger pro-ACTH kismi olan kortikotropin benzeri ara lob peptit (CLIP),
sadece kemirgen 6n hipofizinde yapilir (98). ACTH, siklik adenozin monofosfat
(CAMP) seviyelerini yiikseltmek igin spesifik bir G proteinine bagli reseptor
araciligiyla etki eder (99). CAMP, mitokondriye kolesterol tasinmasi tizerine kisa
vadeli (dakika ila saat) etkileri vardir, ancak kortizol sentezlemek icin gerekli olan
enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunda daha uzun vadeli (saatler ila
glinler arasi) etkiye sahiptir (100). ACTH plazma lipoproteinlerinden kolesterol
alimin etkiler. Ayrica adrenal bezlerin boyutunu korur. Adrenal bez iizerindeki bu

etkilere ek olarak, Addison hastaliginda oldugu gibi melanositleri uyarir ve fazla
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salindiginda hipopigmentasyona neden olur (97). ACTH'y1 fazla iireten bazi

hastalarda, hiperpigmentasyon belirgin bir klinik bulgudur (82).
3.2.3.3. Adrenal Bez

Insanlarda her biri sadece 4g agirhigindaki adrenal bezi, retroperitoneal
alanda her bir bobregin {ist kutbunda bulunur. Bu bezler dort temel hormon {iretir:
Epinefrin, norepinefrin, Kkortizol, aldosteron. Her adrenal bez, medulla ve
korteksten olusur (82). Korteks iki ana steroid hormon olan kortizol ve aldosteron
ile birka¢ androjenik steroid iiretir. Medulla ise epinefrin ve norepinefrine iiretir.
Adrenal korteks ii¢ hiicresel tabakaya ayrilabilir: ylizeyin yakinindaki golmerulus
tabakasi, orta kortekste fasikulata tabakasi ve kortikal-mediiller birlesime yakin
retikiiler tabaka. Insandaki ana mineralokortikoid olan aldosteron, glomeruloza
hiicre tabakasinda yapilir. Baslica glukokortikoid olan kortizol, fasikiilata ve
kiigiik bir oranda retikiiler katmanda yapilir (82).

Her ne kadar kortizol ve aldosteron, kolesteroliin enzimatik olarak
modifiyeli hali ve yapisal olarak benzer formu olsa da, viicuda yaptiklari etki
onemli dlgiide farklidir. Kortizol bir glukokortikoid olarak diisiiniiliir, ¢linkii erken
donemde plazma glikoz diizeylerini arttirdigi bilinmektedir, kortizol eksikligi
hipoglisemi ile sonuglanabilir. Aldosteron bir mineralokortikoid olarak diistiniiliir,

clinkii bobrekler tarafindan tuz ve su tutulmasini saglar (82).
3.2.3.3.1. Kortizol ve Kortikosteroitler

Insanlarda ve hayvanlarda kortizoliin olusumu, bir nérohormonal olaylarmn
basamaklandirilmast ile saglanir. Hipotalamustan CRH salinmasi ve lokus
ceruleus ‘un ug¢ projeksiyon bolgelerinde norepinefrinin hipofiz portal sistemine

dongiisii artar ve ACTH sinyali adrenal bezlere periferik sirkiilasyon yoluyla
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tasinir, bu sayede adrenal bezlerdeki zona fasikulata olarak adlandirilan bir doku
tabakasindan kortizol sentezlenir ve salinir (101, 102).

Steroid hormonlar, eylemlerine gore li¢ ana sinifa ayrilir: glukokortikoidler,
mineralokortikoidler ve cinsiyet steroidleri. Kortizol, dogal olarak olusan prototif
glukokortikoiddir. Kortizol insanlarda birincil glukokortikoidken, diger tiirlerde
kortikosteron ana  glukokortikoiddir  (82). Glukokortikoidler, plazmada
kortikosteroid baglayici globiilin (CBG) ile taginir. CBG' nin rolii, serumdaki
kortikosteroidleri bozulmadan korumaktir (103). Kortizol bir glukokortikoid
olarak siniflandirilmasina ragmen, ana glikoz diizenleyici dokulardan, yani
karaciger, yag ve kaslardan daha fazla etkilenir. Glukokortikoidlerin, plazma
glikoz seviyelerini yiikseltme yetenegine sahiptir. Cogu viicut dokusu, kemik,
deri, diger i¢ organlari, hematopoietik ve lenfoid doku, MSS glukokortikoid
aktivitesi i¢in hedef bolgelerdir (82).

Kortizol, 6grenme, hafiza ve duygu ile ilgili merkezi sinir sisteminde;
glikozun depolanmasint ve kullanimini diizenleyen metabolik sistemde; lenfosit
olgunlagsmasinda ve inflamatuvar cevabinin siiresini ve bliylikligiini diizenleyen
bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir (101). Giiglii imminosupresif,
anti-inflamatuvar aktivite, protein ve yag metabolitleri lizerinde etkiler, SSS
tizerindeki hareketlerine bagli davranigsal etkiler ile kalsiyum ve kemik

metabolizmasinda 6nemli etkiler igerir (82). Dahasi, bunlar sadece kortizol islevi
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ile olusan 6nemli orneklerdir; etkisi viicudun diger bir¢ok sistemine de uzanir
(104). Bu gozlemler, bilim insanlarinin son 50 yilda stresorleri, kortizolii ve
hastalig1 birbirine baglayan sayisiz teori gelistirmelerine imkan saglamistir. Bu
modellerin her birinde ortak olan, kortizoliin kritik bir biyolojik araci oldugu
fikridir; kortizol hastalik yaratmak igin viicuda giren kronik stres kaynaklarinin
birincil mekanizmasi olarak goriiliir. Bu tip modeller depresyon ve sizofreni gibi
psikiyatrik bozukluklar (105, 106); kanser, artrit ve diyabet gibi tibbi durumlar
(107-109); obezite ve yorgunluk gibi giindelik yasam sorunlari igin
eklemlenmistir. Kortizol, stres ve hastaligin daha genel modellerinde birincil
siipheli olarak ortaya c¢ikmaktadir (110). Bu modellerin biiylik ¢cogunlugunda
stres, kortizol {iretimini artirarak hastaliklan tetikler, boylece viicuttaki dokular
yiikseltilmis hormon konsantrasyonlarina maruz birakilir. Devam etmesi
durumunda, bu islemin doku hasarina ve daha sonrasinda biyolojik sistemlerde
diizensizlige yol actifi diistiniilmektedir (111). Bu modeller, genellikle, stres
sonucu kortizol sinyalizasyonunun hastalik patogenezine katkisi olan kosullar
nasil siddetlendirdigini aciklamak i¢in gelistirilmistir. Bu durumlar romatoid
artrit, kronik yorgunluk sendromu ve travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB)
olabilir (111).

3.2.3.4. Limbik Sistem

On beyin limbik yapilari HPA aksimn regiilasyonunda dnemli role sahiptir.
Hipokampus, prefrontal korteks ve amigdaladaki néronal baglantilar emosyonel
yanitlar ve hafiza olusumunda etkili alanlar olup; stres ile nodropsikiyatrik

bozukluklar arasindaki baglantinin  belirlenmesinde  gorevlidirler (112).

Hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala glukokortikoid salinimi ve stresin
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davranigsal etkilerinde 6nemlidirler (58- 60). Hipokampus, stresle baslayan HPA
aks yanitini sonlandirict niteliktedir (113, 116). Hipokampal néronlarin uyarilmasi
PVN parvoselliller alanindaki noronlarin etkinligini azaltip glukokortikoid
sekresyonunu baskilamaktadir (117, 118).

Medial prefrontal korteks (mPFC) néronlari akut ve kronik stres uygulandigi
durumda aktive olarak katekolamin sekresyonunu gerceklestirirler (119).
Prelimbik mPFC hipotalamus benzeri etki ile psikojenik stresorlere karst HPA aks
yanitini baskilayip glukokortikoid sekresyon siiresini diizenlerler. Bu sayede HPA
aks yanitinin sonlanmasina katkida bulunurlar (120). PFC ndronlar1 ilaveten HPA
aksinda  glukokortikoidlerin ~ feed-back  inhibisyonunun regiilasyonunda
gorevlidirler (91). Amigdala HPA aksi aktive edici etkiye sahiptir. Amigdala
noronlarinin uyarilmast glukokortikoidlerin sentezini ve saliniminmi arttirir.
Amigdala merkezi niikleusu (CeA) stresle-iliskili davraniglara ve otonom
diizenlemeye katilmasi ile stres entegrasyonunda onemlidir (121). PFC; Niikleus
Accumbens (NAC)'e yaptigi projeksiyonlar araciligiyla duyusal ve emosyonel
bilgileri biitiinlestirip hedefe yonelik davraniglart diizenleyebilmektedir (122).
Stresli durum aninda NAc'de dopamin saliniminin artar ve mezolimbik dopamin

sistemi aktive olur (123, 124).
3.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, organizmada prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengesizligin sonucu goriilen bir durumdur; bdylelikle prooksidanlar baskin
oldugunda serbest radikaller veya ROS denilen doku i¢in toksik veya zararli etki
gosteren bilesimler Tretilir (125). Literatiirde oksidatif stres i¢in yeni

tanimlamalara da rastlanmaktadir. Dean Jones oksidatif stresi, redoks sinyali ve
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kontroliiniin bozulmas1 olarak ifade etmistir. Oksidatif stresin bu yeni tanimu;
oksidan ve antioksidan arasindaki dengesizligin, oksidanlar lehine kaymasina,
redox sinyal ve kontroliinde diizensizlige ve/veya molekiiler hasara neden

olabilecegi seklinde yeniden tanimlanmasina yol agmustir (126).

Oksidatif denge Yaglanma
Inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

Oksida/tif hasar

/ 1 \

@ D (s
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Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 5. Oksidatif denge (127).

Serbest radikaller (SR), dis katmaninda en az bir adet baglanmamis
elektrona sahip molekiillerdir ve bu nedenle kararliliklar1 i¢in diger molekiillerden
daha fazla elektron alma istegi duyduklar1 zaman yiiksek oranda reaktif olurlar
(128). SR, bazi durumlarda nétrofillerde oldugu gibi kasitli olarak ve birgok
biyokimyasal siirecin kaginilmaz yan iirlinii olarak biiyiik miktarlarda olusurlar
(129). SR mitokondride oksidatif fosforilasyon siiresince, hiicre organellerinde
gerceklesen normal metabolizmanin sonucu olarak veya iskemi-reperfiizyon,

yagslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal ajanlara
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maruz kalma gibi sebeplere bagl olarak iiretilmektedir (126). Radikallerinin
yaygin Ornekleri arasinda, hidroksil radikali (OH), stiperoksit anyon (O2), demir
ve bakir gibi gegis metalleri, nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO ) bulunur
(129). SR, hiicrenin herhangi bir biyokimyasal bilesenine saldirabilirler, ancak
lipidler, proteinler ve niikleik asitler en ©6nemli hedefleridir (130). Serbest
radikallerin asir1 miktar1, lipid peroksidasyonu, DNA, proteinler, enzimler ve
karbonhidrat hasar1 gibi zararh etkilere neden olur (131).

ROS oksijenden tiiretilen serbest radikallerin yani sira oksijenin reaktif
formlarin1 tanimlamak igin kullanilan bir terimdir (128). Cesitli oksidasyon
yolaklarindan tiiretilen ROS ( O.U", H202 ve UOH), hiicresel bozukluga yol agan
triinler dretebilir. Aerobik organizmalarda iiretilen baslica ROS O2U" olup,

oldukga reaktif ve sitotoksik bir ajandir (132).

ROS iireten enzimler arasinda NADPH Oksidaz, eslenmemis nitrik oksit
sentaz, siklooksijenaz ve lipoksigenaz bulunur(132). ROS iiretimi i¢in spesifik
alanlar arasinda mitokondri ve peroksizomlar bulunmaktadir (133). Bunlara
ilaveten, yabancit maddelere karsi koruyucu bir mekanizma olarak noétrofiller ve
makrofajlar tarafindan iiretilmektedir; bu, yaygin olarak solunumsal ya da
oksidatif patlama olarak adlandirilmaktadir (134). Hiicresel antioksidan sistemler
ROS'u inaktive etmezlerse, bunlar hiicresel makromolekiiller ile reaksiyona
girebilir ve lipit peroksidasyon siirecini gii¢lendirebilir, DNA hasarina ve / veya
protein ve niikleik asit modifikasyonlarina neden olabilirler (135). Viicut, ROS'u
noétralize etmek i¢in kapsamli ve karmasik bir enzimatik antioksidan savunma
sistemine sahiptir. Enzimatik antioksidan sistemi SOD, CAT ve GPx igerir. Bu

proteinler, radikal tiirlerin daha az zararl Girinlere ayrismasini saglar (136).
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ROS un oksitlenmis veya nitratlanmis iriinleri, genellikle ateroskleroz ve
inflamasyon gibi c¢esitli hastaliklarin patogenezi olarak gosterilen hiicresel
fonksiyonlarda degisiklige yol agan biyolojik aktiviteyi azaltirlar (137-141).
Oksidatif stres, kanser, artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, yaslanma ve
norodejeneratif bozukluklar gibi ¢ok ¢esitli kosullarla iliskilendirilmistir (142).
Grip gibi yaygin bir hastaligin nedeni de oksidatif stres olabilir (143). Ayrica
caligmalar hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda giiclii bir iliski oldugunu
gostermistir (144-145). Oksidatif stresin yukarda yazilanlar gibi daha pek ¢ok
hastaliga yol agmasinin yaninda pek c¢ok hastalik ve fizyolojik durum da oksidatif
stresin nedenidir; hipertansiyon, diabetes mellitus, osteoporoz ve hamilelik
siirecinde oksidatif stres’te artis gozlenir (146). Farkli faktorlerden antioksidan
enzim aktiviteleri etkilenmektedir. Bunlar yas, cinsiyet, yasam kosullari, hastalik,

sigara i¢imi, alkol kullanimi gibi faktorlerdir (147).
3.4. TRPM2 Kanallan
3.4.1. TRP Kanallan

Gegici Reseptor Potansiyeli (TRP) proteinlerinin  gegcmisi, uzatilmis
1siklandirmaya anormal tepkiler veren ve dolayisiyla gorme engelli bir mutant
Drosophila melanogaster tiirliniin kesfiyle baslamistir ve TRP kanallar
Drosophila tiirii sirke sineklerinin goz hiicrelerinde gozlemlenmistir (148).
Omurgalilarda 151k, fotoreseptér hiicrelerinde cGMP-kapili  kanallarin
kapanmasina ve membranin hiperpolarizasyonuna neden olmaktadir. Ancak
Drosophila'da, fotoreseptor hiicrelerinin 1s1ik ile aktivasyonu, siirekli membran
depolarizasyonunun nedenidir (149). Bu durum 1989'da ilk TRP proteininin izole

edilmesine yol agtmigtir (150 -152). TRP terimi, "gegici reseptdr potansiyeli"
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nden tiiremistir, ¢linkii TRP gen mutantli fotoreseptdrler, reseptdr potansiyelinin
Ca*? bagimli " kalic1 " fazini iiretemez ve bu nedenle sonraki Ca*? 1s13a bagimh
adaptasyon gostermez (153). TRP kanallari, 5. ve 6. transmembran alanlar
arasindaki bir diziden olusan merkezi iyon iletken gozenek cevresinde homo-
veya hetero-tetramerik diizenlemeler ile voltaj kapili potasyum kanallarina benzer
bir temel yapiya sahiptir (149). TRP kanallar1 solucanlar, meyve sinekleri, zebra
baligi, fare ve insanlarda, uyarilan ve uyarilamayan hiicreler de dahil olmak {izere
farkli dokularda ve hiicre tiplerinde bulunur (152). TRP kanallar1 sicaklik hissi ve
tad ¢evrimi gibi duyusal fonksiyonlar (154) Ca™ reabsorpsiyonu ve
ozmoregiilasyonu gibi homeostatik fonksiyonlar veya hiicre hareketliligi ve kas
kontraksiyonu gibi hiicresel fonksiyonlarda etkindir (152, 155).

Tipik olarak, TRP proteini yapisi, alt1 transmembran alanla ve sitoplazmaya
yonelik N- ve C-termini ile karakterize edilir (151, 152, 156-159). Tiim TRP
kanallarinin birden fazla diizenleyici protein etkilesim bolgesi vardir (161). Birgok
protein kinaz A (PKA) ve C (PKC) de fosforilasyon bolgeleri tanimlanmis ve
kismen fonksiyonlart test edilmistir (160). TRP kanallari, ana alt ailelerdeki
aktivasyon mekanizmalarinda (termal olarak aktive olmus, reseptor aktive edilmis
ve ligand ile aktiflestirilmistir), katyonlara (Na*, Ca*2, Mg*?, K*) secicilik ve
gecirgenlik bakimindan onemli farkliliklar goriilir (151, 152). TRP kanallari,
plazma membraninda zar potansiyelini degistirerek [Ca*?)
konsantrasyonlarindaki degisikliklere katkida bulunur (161). Membranindaki TRP
kanallarmin aktivasyonu Ca*? ve / veya Na' min hiicreye akismi ydnlendirerek

iyonlarin hiicre i¢i konsantrasyonunu artirir ve hiicreyi depolarize eder (151, 152).
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3.4.1.1. TRPM Kanallan

Metastin Benzeri Gegici Reseptor Potansiyel Kanallar1 (TRPM) , TRPM1 /
TRPM3, TRPM2 / TRPMS8, TRPM4 / TRPMS ve TRPM6 / TRPM?7 olmak {izere
dort homolog cift halinde boliinen sekiz tiye igerir (162, 163). Diger gruplardan
farkl1 protein olanlar TRPM2 / TRPMS8 dir (164). Heniiz islevsel olarak
karakterize edilmemis TRPMI1 hari¢, tim TRPM kanallar1 katyon kanallaridir

(151).

TRPM

| T ] ‘

TRPM1->(?) TREMA/TREMS SRR TRPM2
NUDT9
ADP-Riboz
OKksidatif stres
TRPM3 Sicakhik

COOH-terminal i

‘ — Ca*?sizdirmaz | serine/treoinin
. _——— TRPM8
Ca*? sizdirmaz e

Soguk reseptdr (icilin ve |
mentol)

O —

Sekil 6. TRPM Alt Ailesi (165).

Asagida TRPM alt ailesi 4 grup halinde agiklanmustir:
1.Grup; TRPM1 ve TRPM3 bu sinif igerisindedir. Ozellikle TRPM3'in Ca

ile aktive oldugu gozlemlenmistir (166). TRPM3, kiiltiir hiicrelerinde eksojen
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olarak eksprese edildiginde yapisal olarak aktif bir Ca*? ve Mg*? gecirgen kanal
olusturur (152).

2.Grup; TRPM6 ve TRPM7 bu siif igerisindedir. Bunlarin da COOH-
terminalinin serin ve treonin ile aktive oldugu bilinir (166).

3.Grup; TRPM4 ve TRPMS bu simf igerisindedir. Bu kanallar voltaj
modiilasyonlu, Ca*? ile aktive olan, monovalent katyon secici kanallardir.
TRPMS5’in tat hiicrelerinde iletimde gorevlidir (167).

4.Grup; TRPM2 ve TRPM8 de bu sinifta yer alip TRPM2'nin Ca*?
gegirgen, spesifik olmayan bir katyon kanali tiirii oldugu ve ADP-Riboz, oksidatif
stres, 1s1 ve NAD tarafindan akitve edildigi belirtilirken, TRPM8'in mentol,
Okapitol ve isilin gibi serinlik hissini uyandiran bilesikler tarafindan aktive olan

soguk reseptorleri ile aktive oldugu belirlenmistir (167).
3.4.1.1.1. TRPM2 Kanallar

Metastin Benzeri Gegici Reseptor Potansiyel Kanali 2 (TRPM?2) kanallart ilk
olarak 1998'de adenosin 5-difosforiboz (ADPR) igin bir molekiiler hedef olarak
(168) tanimlanmis (169) ve daha sonra TRPM ailesinin bir iiyesi olarak kabul
edilmistir (149). Sekiz TRPM aile {iyesi, fare modellerinde fonksiyonel
caligmalarla ya da genetik kanitlarla hastalikla iliskilendirilmistir (170). TRPM2
kanallar1 nonselektif katyon kanallaridir. Merkezi sinir sistemindeki konake1
makrofajlar, tercihen mikroglia hiicrelerinde konumlandirilmig, bu makrofajlar
beyinde yiiksek oranda ifade edilmistir (171). TRPM2-benzeri 6zelliklere sahip
bir katyon akimi, sican striatal noronlarinda tanimlanmistir (172). TRPM2

aktivasyonu i¢in bilinen hiicredis1 3 sinyal vardir; oksidatif stres, ADPR/NAD+
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metabolizmas: ve TNF-a (171). Sicaklik TRPM2 iizerinde “endojen bir ko-

aktivator" olarak etkisi bulunabilmektedir (149).
3.4.1.1.1.1. TRPM2 Kanallarimin Yapisi

TRPM2 6zgiin bir C-terminal adenosin difosfat riboz (ADPR) pirofosfataz
alan1 (Nudix benzeri alan veya NUDT9 homoloji alani) ile ¢ok islevli bir Ca*?
gegirgen, segici olmayan katyon kanalidir (162, 16, 168). TRPM2, TRPM 6/7 gibi
iyon kanali ve C terminal enzim alaniin ikili fonksiyonu nedeniyle bir
'chanzyme' olarak bilinir. insan TRPM2 geni, kromozom 21g22.3'de bulunur, 32
cksontan olusur ve yaklagik 90 kb'dir (169). Ote yandan, fare TRPM2 geni 34
ekson icermektedir ve yaklasik 61 kb'dir (174). Buna ek olarak, TRPM2 N-
terminusunun dort homolog alan1 ve kanal aktivasyonunun diizenlenmesinde rol
oynayan bir kalmodulin (CaM) baglayici 1Q benzeri yapiya sahiptir (163, 168,
175, 176). MHR alanlarinin TRPM2 islev veya ifadesinde Onemi {izerinde
calismalar devam etmektedir. Ote yandan, C-terminus, TRPM2nin homo-
tetramerik bilesimi i¢in kritik oldugu ileri siiriilen bir TRP ve coil-coil alan1 igerir

a77).
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Sekil 7. A,TRPM2 protein yapisi, B, TRPM2 transmembran topolojisi(206).

A: Insan TRPM2 1503 aminoasitten (1507 fare ve fare) olusan ~ 170
kDa'lik bir proteindir. Kanalin N-terminalinde, bilinmeyen fonksiyona sahip dort
homolog bolge (MHR) ve bir CaM baglayici 1Q benzeri alti transmembran
segment (TM: S1-S6) bulunur. TRPM2 goézenek olusturan halka alani S5 ve S6
arasinda bulunur (206).

B: TRPM2 N- ve C-termini sitosol ile karsi karsiyadir. Sitozolik ADPR,
TRPM2 NUDT9-H bélgesine kalsiyum (Ca®*) ve sodyum (Na *) akis1 ile baglanir
ve kanali acar. ADPR, TRPM2 NUDT9-H enzimatik aktivitesi ile riboz 5-fosfat
ve adenosin monofosfata (AMP) hidrolize edilir. ADPR tarafindan acgilan
TRPM2, hidrojen peroksit (H20), siklik ADPR (CADPR) ve Ca®" ile gegisi
kolaylastirir. AMP, ADPR’nin negatif bir diizenleyicisi olarak gorev yapar ve

8Br-cADPR, cADPR ve H>0; aracili etkileri inhibe eder (206).
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ADPR, TRPM2'in primer kapilama molekiilii olarak diisiiniiliir (163,168).
ADPR, biri mitokondriyumda digeri ¢ekirdekte olmak {izere iki yolla sentezlenir.
ADPR, DNA onarimi sonrasinda glikohidrolaz yoluyla poli (ADPR) 'den
sentezlenir. Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) hiicre c¢ekirdeginde DNA
tamirinde rol oynayan bir enzimdir ve DNA kopmalarini algilayarak poli (ADPR)
zincirinin sentezini baslatir (PARP-PARG yolu) (178). TRPM2' nin C-ucundaki
Nudix benzeri alana yiiksek Ozgiinliikle baglanir ve ardindan riboz 5-fosfat ve
AMP'ye (179) hidrolize edilir (168, 180). TRPM2 enzimatik aktivitesinin
fizyolojik rolii ayrintili olarak incelenmemesine ragmen, AMP, ADPR aracili
TRPM2 kapilamasin1 antagonize ettigi i¢in, enzimatik aktivitenin TRPM2
aktivitesi i¢in negatif geribildirim inhibisyonu saglamaya hizmet edebilecegi
genel olarak varsayilmaktadir (181, 183). AMP, ADPR'yi bagladiktan sonra,
TRPM2 kanallar1 agilir ve sodyum (Na*) ve Ca?" 'nin PCa: PNa ~ 0.3 - 0.9'luk
nispi gecirgenligi ile hiicrenin i¢ine niifuz etmesine izin verir (174, 175 ). TRPM2
akimlari, ~ OmV'lik bir ters potansiyel ile dogrusal bir akim-voltaj (I-V) iligkisi ile
karakterizedir (168, 173). Tek kanal iletkenlik degeri alisilmadik bir sekilde
birkag saniye araligindaki frekanslarla ~ 60 pS'dir (168).

ADPR tarafindan aktive edilen TRPM2, hem inhibitor hem de exitator
modiilasyon mekanizmalarina tabidir. Negatif diizenleme AMP (181, 183) ve
protonlar (184-186) ile gerceklesirken kolaylastirma Ca*?, hidrojen Peroksit
(H202) (171,181), siklik ADPR (cADPR) (181, 183) ve nikotinik asit adenin
diniikleotid fosfat (NAADP) (181,183) ile gozlemlenir (175, 187, 188). Bu

modiile edici etkilerin bazilar1 dogrudan kanal proteini aracili olarak goriiniirken,
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digerleri dolayli olup, heniiz tanimlanamayan sitozolik bilesenleri igermektedir
(189).

TRPM2 beyinde en iist diizeyde exprese edilirken ayn1 zamanda kemik iligi,
dalak, kalp, karaciger ve akciger gibi diger dokularda ve pankreatik B hiicreleri,
endotel hiicreleri (190-192), mikroglia (193), noronlar (172, 194) ve bagisiklik
hiicreleri (notrofiller, megakaryositler, monosit / makrofajlar) (183, 195, 196 ),
kardiyomiyosit (196) gibi farkli hiicre tiplerinde de bulunur (197, 198).
Baglangicta bir plazma membran kanali olarak tanimlanmasma ragmen,
TRPM2'nin yakin zamanda pankreatik B hiicrelerinde bir lizozomal Ca*? salinma

kanali olarak da islev yaptig1 goriilmiistiir (199).
3.4.1.1.1.2. TRPM2 Kanallarinin Aktivasyonu ve Modiilasyonu

ADPR, incelenen hiicre tipine bagl olarak (173, 181, 200, 201) en etkili
TRPM2 aktivatoridiir (183, 187).

ADPR 3 yolla sentezlenmektedir;

1- NAD+, PARP enzimi vasitast ile poliADPR olusur, bundan da poliADPR
glikohidrolaz enzimi vasitasi ile ADPR elde edilir.

2- NAD+, cADPR’ye daha sonra cADPR hidrolaz vasitasiyla ADPR elde
edilir.

3- NAD+’dan NADaz enzimi vasitasi ile ADPR elde edilir.

Bu ii¢c mekanizma da oksidatif stres iirlinlerinden olan ROS firiinleri
tarafindan aktive edilmektedir (202, 203). Ekstraseliiler Ca*? ve hiicrei¢i Ca*?,
TRPM2 kanallarinin tam aktivasyonunda kritik bir role sahiptir (175, 188). Hiicre
ici Ca'?, ADPR'ye kars1 kanal hassasiyetini arttirarak TRPM2 aktivasyonunu

kolaylastirir. Ca®* yoklugunda ADPR, katyon akimlarmi indiikleyemez ve
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TRPM2 akimlarmi etkinlestirmek ig¢in minimum 30 nM Ca®" gerekir (187).
TRPM2 kanallar1, H202 (175, 181), oksijen ve azot tiirleri iireten diger ajanlar
tarafindan da aktive edilebilir, ancak etki mekanizmasi belirsizdir. Kapi
mekanizmasinin 6ncelikle ADPR'yi mitokondriye salma kabiliyetine bagli oldugu
gorilmektedir (204). Ek olarak, H20> aracili TRPM2 akimlarinin mitokondrideki

ADPR konsantrasyonunu azaltarak baskilayabilecegi gosterilmistir (205).

cADPR
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,,,,, o

o0

\ cADPR ADPR
? _/ ‘r
ADPR

= €O
% Poly- \%

y
AD* =>» Appr —>» ADPR

/ PARP PARG %
oxidative stress g = . X

DNA damage \y]\\li\‘y]\yj\ \‘l/AY}\
Sekil 8. TRPM2 aktivasyonu igin sinyal mekanizmasi (206).

Ekstraseliiler ADPR plazma membran reseptorlerine (6rn: P2Y reseptorleri)
baglanabilir ve depolamalardan G2 proteinleri ve PLC aktivasyonu yoluyla
sonraki IP3 iiretimi ile Ca*? salimmi yoluyla (Ca*?) i arttirir (206). H.0> ayrica
plazma zarim gegebilir ve ADPR'yi mitokondriyondan harekete gecirir (hem H20>
hem de cADPR, TRPM?2'yi aktive etmek icin ADPR ile sinerjiklesebilir) (206).

ADPR, PARP-1 / PARG yolagmin aktivasyonu yoluyla ROS ile indiiklenen DNA
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hasar1 sirasinda poli-ADPR'den de iiretilir. Serbest sitozolik ADPR, lizozomal ve
plazma membran TRPM2 kanallarinin NUDT9-H {izerinde etki gosterecek ve
plazma zar1 boyunca Ca*? akis1 ve / veya lizozomal Ca*? salmimi saglayarak
sitozolde Ca* konsantrasyonunu yiikseltecektir (206). Ca*? asir1 yiiklenmesi,
programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) ve muhtemelen nekrozu tetikleyebilir. Son
olarak, belirlenmeye devam eden hiicre dis1 sinyaller potansiyel olarak, hiicre ici
ADPR f{iretimini indiikleyebilir; bu da, lizozom ve / veya plazma zarinda TRPM?2

kanallarini kapar ve reseptor aracili sinyallemeyi diizenler (206).
3.4.1.1.1.3. Noronal Hiicrelerde TRPM?2 Kanallarinin Rolii

Northern blotlama ve kantitatif PCR teknikleri, TRPM2'min MSS genis
Olciide bulundugunu gostermistir. Bununla birlikte, bu kanitlar homojenize
edilmis doku orneklerinden tiiretildiginden, ndronlardan glial hiicrelerinin ayirt
edilmesine izin vermemektedir. TRPM2, mikroglial hiicrelerinde saptanmis ve
TRPM2'min MSS dagilimmin ndronal olmayan hiicrelerdeki ifadesine karsilik

geldigi one stirtilmiistiir (201, 207).
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3.4.1.1.1.4 TRPM2'nin Aktivasyonu Uzerindeki Oksidatif Stresin Rolii

Ischemia, Radiation, Sihurr. Trauma, etc.
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Sekil 9. Oksidatif stres in TRPM2 kanal aktivasyon mekanizmasi (208).

Ca*? artmasi, metabolik bozulmalara ve hiicre 6liimiine neden olarak
normalde diisiik seviyelerde islem goéren siirecin uygun olmayan bir sekilde
aktivasyonuna neden olabilir. Ornegin, iskemi, radyasyon, travma vb. nedenlerle
hiicre ici Ca*?deki asir1 yiikselmeler, enzimatik bozunmay1 aktive edebilir, ROS
olusumunu indiikleyebilir veya normal mitokondriyal fonksiyonu bozarak
oksidatif strese ve biyoenerjetik basarisizliga neden olabilir (215). Oksidatif
stresin neden oldugu TRPM2 aktivasyonunun mitokondriden ATP'nin {retimi
yoluyla tetiklendigi bildirilmistir (164).

Antioksidanlar sitosol i¢ine Ca*? akisin1 ROS inhibisyonu yoluyla diizenler.
Mitokondriyal membranlarin devamli depolarizasyonu, artmig ROS iiretimi
yoluyla TRPM2'nin aktivasyonu ile sitozol icine Ca*? akisini aktive eder (170).

H2O2'nin uygulandigi deneysel bir paradigma olan oksidatif stres, TRPM2 ile
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transfekte edilen ¢esitli hiicre tiplerinin (209, 210) yani sira pankreatik b
hiicrelerinde, notrofil granulositlerinde ve U937 monositlerindeki TRPM2
akimlarinda ve [Ca*?]i konsantransyonunda bir artis saglar (196). TRPM2 in N
alan1 ADPR pirofosfataz enzim aktivitesine sahiptir ve enzim oksidatif stres ve
ADPR tarafindan aktive edilir (209). ADPR, yalnizca mitokondride degil, aym
zamanda cekirdek tarafindan da dretilir ( 211, 212-213 ). Cekirdekte, ADPR
tiretimi, poli (ADPR) polimeraz-1'i (PARP-1) igeren bir yolla saglanir ve oksidatif
stres ve radyasyon gibi farkli faktorlerden kaynaklanan DNA hasar1 ile
baslatilabilir. Poli (ADPR) glikohidrolaz (PARG) ve ADP-ribozil protein liyaz
aktiviteleri ile poli (ADPR) 'nin bozunmasindan sonra serbest ADPR iiretilir.
Dolayisiyla, TRPM2'yi aktive eden serbest ADPR'nin, PARP-1 ve PARG'nin

aktivasyonu ile iiretildigi varsayilabilir (211).

3.4.1.1.1.5. Hipokampal Noronlardaki TRPM2 Kanallar1 Uzerinde

Oksidatif Stresin Rolii

Son zamanlarda, Lipski ve ark. TRP veya TRP' ye benzer kanallarin
hipokampal CA1 noronlarindaki TRPM2, hiicresel stres tarafindan aktive
edildigini ve iskemiye bagli membran depolarizasyonuna, hiicre i¢i kalsiyum
birikimi ve hiicre sismesine katkida bulundugunu bildirmistir (207, 214). Ayrica,
tek basina ADPR'nin, hipokampal néronlarda TRPM2'yi kapatmak icin yetersiz
oldugunu sonuca varilmistir. Yine bu ¢alismalar sonucunda, Ca*? un girisi
araciligiyla voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 ve/veya NMDA y1 tamamen
aktive etmek i¢in TRPM2 kanallarin1 gerekli oldugu sonucuna varmigslardir. Son

zamanlarda, Bai ve Lipski TRPM2 ve TRPV4 kanallarinin ekspresyonunu ve
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bunlarin organotipik hipokampal Kkiiltiirlerinde oksidatif stresin neden oldugu

hiicre hasarina ait sonuglar izlenimlemislerdir (215).
3.4.1.1.1.6. TRPM2 ve Hiicre Oliimii

TRPM2 lenfositler ve monositlerden klonlanir (168). TRPM2, H>O, ve
reaktif oksijen tiirlerini iireten diger ajanlar tarafindan aktive edilmektedir ve
aktivasyonu intraseliller serbest kalsiyum (Ca*?) konsantrasyonunda bir artis
saglamistir (202). TRPM2'nin HEK293 hiicrelerindeki heterolog ekspresyonu
Ca*? yiikselmesi ile iliskili olan H20, indiiklii hiicre dliimiine neden oldugunu
kanitlamistir. Dahasi, endojen TRPM2 ekspresyonunun rat insiilinoma RIN-5F ve
monosit U937 hiicrelerinde baskilanmasi1 Ca*? akiminda ve H»O; ya da tiimér
nekrozis faktor (TNF) tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiinde 6nemli derecede bir

azalmaya neden olmustur (216).
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3.5.LabVIEW
3.5.1.LabVIEW Grafiksel Arayiiz Program

1983 yilinda National Instrument firmasi tarafindan LabVIEW Grafiksel
Arayliz programi  gelistirilmistir  (217). LabVIEW (Laboratuvar Sanal
Enstriimantasyon Miihendisligi Tezgahi' nin kisaltmasi), National Instruments'in
gorsel programlama dili i¢in bir platform ve gelistirme ortamidir (218).
LabVIEWde operator metinsel kodlama yerine sembol tabanli bir kod yazimi
gerceklestirebilir. Metin tabanli kodlar ile ayni1 isi yapan ve vi(virtual instrument)
olarak adlandirilan sanal elemanlar, aralarinda dallanmalar ile baglanarak blok
semayl olustururlar. Diger taraftan arayliz olarak sunulan 6n panel bagka
programlama dillerinde yazilmasi gereken metin tabanli arayiiz yazilimina ihtiyaci
ortadan kaldirmaktadir.

LabVIEW’iin ilk siirimii 1986 yilinda Macintosh isletim sisteminde
calisacak sekilde tasarlanmistir. Ancak daha sonra daha yaygin olarak kullanilan
diger isletim sistemleri ile de kullanilabilecek sekilde yeniden diizenlenmistir
(217).

1990’a gelindiginde LabVIEW tiimiiyle bastan yazilmis, yeni derleyicisi
sayesinde ¢alisma hizi C programla dili ile karsilastirilabilir duruma getirilmistir.
Hali hazirda LabVIEW grafiksel arayiiz programi tiim isletim sistemlerinde
caligabildigi gibi diger programlama dillerine de ¢alisabilir durumda tasarlanmistir
(219). LabVIEW" kullanarak kenar algilama, nesne izleme, histogram, desen
eslestirme vb. kolayca yapilabilir. LabVIEW’de vision asistan1 gibi national
instruments araglarini kullanarak goriintiiyli izlemek kolaydir. Ornegin, gesitli

gorlintiiler arasinda kare seklinde bir goriintli varsa o zaman bu yazilim
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araciligiyla goriintiiyii takip etmek kolaydir ve eszamanli olarak nesnenin veya
goriintiinlin hareketini izleyebiliriz (220). Grafik dili "G" olarak adlandirilir. Kod

" n

dosyalar1 "Sanal Enstriiman" ic¢in bir kisaltma olan ".avi" uzantisina sahiptir.

LabVIEW bir¢ok ek eklenti ve arag seti sunar (221).
3.5.2.LabVIEW Calisma Sekli

LABVIEW ile yazilmis bir program bir veya birden ¢ok sanal elemandan
olusur. Sanal eleman ifadesi nesnelerin goriiniislerinin ve ¢alisma seklinin gercek
fiziksel bir hareketi sanal unsurlarla gergeklestirmesinden kaynaklanir (219). Bir
sanal eleman ii¢ ana boliimden olusur. Bunlar; 6n panel, blok diyagram ve ikon
olarak adlandirilir (217).

On Panel: LabVIEW ortammin 6n paneli, gelismis GUI'nin goriildiigii
yerdir.  GUI 6n panelin goriiniim ve ortami ile ayni goriiniime sahiptir(218).
Kullanicinin programa parametre girisi yapabildigi veya ¢esitli gosterge, grafik ve
ekran ¢ikislarimi gozlemleme imkani sunan interaktif arayiizdiir (217). Birgok
sayida 1zgaralardan olusur. Or: calistir, duraklatma, durdurma gibi. Bu araglar
programin baslatilmasina ve durdurulmasina yardimci olur. Kontrol ara¢ ¢ubugu,
modern, klasik, ekspres, kontrol tasarim1 ve simiilasyon, sinyal isleme, eklentiler,
kullanic1 denetimleri gibi ¢esitli seceneklerden olusur (218).

Blok Diyagram: Programin asil elde edildigi yerdir (217). Programlama,
Olctim 1 / o, sistem 1/ 0, matematik, vizyon ve hareket, veri iletisim baglatis1 vb.
seceneklerin bulundugu islev paletinden olusur. Tiim programlama, kodlarin blok
diyagramlari seklinde yazildigi LabVIEW'in bu béliimiinde yapilir. Sanal nesneler
arasinda olusturulan akis diyagrami vasitasiyla kaynak kod buradan galistirilir

(217). Tim girisler ve ¢ikislar blok semasinda kablolanmaktadir. Blok semasi,
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diger blok diyagram nesneleri veya bloklar1 arasinda veri aktaran terminaller,
subVI'ler, fonksiyonlar, sabitler, yapilar ve kablolar1 icerir. Express VI'lar
(6rnegin, simiilasyon sinyalleri) sinyalleri simiile etmek i¢in kullanilabilir. Benzer
sekilde, filtreleme ifadesi VI, giriiltiilii sinyaller filtrelemek i¢in kullanilir. NI
gorintiilleme, LabVIEW'in gelistirme modiiliinde bulunan bir kiitliphanedir. NI
vision, bilimsel goriintiillemenin gelistirilmesi i¢indir (218).

Ikon: Her bir sanal eleman giris ¢ikis portlar1 bulunan gorsel bir ikon igerir.
Bu ikon kullanici tarafindan istenilen sekilde diizelenebilir. Sanal eleman baska
bir sanal eleman altinda nesne olarak kullanilacagi zaman bir alt program (sub vi)
olusturulur ve bu yeni nesne port veya portlar1 bulunan bir ikon ile temsil edilir
(217).

Sanal elemanlar sirali ve modiiler bir yapidadir. Karmasik bir program alt
programlara ayrilabilir. Her bir alt program i¢in olusturulan sanal eleman sirasina
bagli olarak blok diyagramda bir alt program olarak yer alir ve karmagik bir
program bu sekilde sirali ve modiiler halde olusurulabilir. Boylece tasarlanan
algoritmada hatalar daha kolay ayiklanir ve benzer islemler yapan alt

programlarin ¢ogaltilmasi biiyiik kolaylik saglar (217).
3.5.3. LABVIEW’de Nesne Tanimlama

Goriintii Eslestirme: Model eslestirme, nesnenin seklinin yani sira rengi
tanimlamanin basit bir yoludur. Bu yontemde, ilk goriintii kamera tarafindan
cekilir ve daha sonra belirlenecek veya bulunacak resmin bir kismi vurgulanir ve
.png bigiminde bir sablon olarak kaydedilir (218). Gorme sistemi ¢alistirildiginda
ve gorintiiler ¢ekilir ve islenirken, goriintii sistemi, yeni edinilen goriintiiniin

tamaminda veya kullanic1 tarafindan saglanan goriintiideki bir ilgi alaninin
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yukarida sozii edilen sablonu arar (218). Sablon bulunursa, desen eslestirilir;
siralama sistemi gerekli islemi yapar. Model eslestirme siireci iki asamadan
olusur: dgrenme ve esleme. Ogrenme asamasinda, gérme sistemi, kaydedilen
sablondan gri degeri ayiklar ve arama veya inceleme sirasinda hizli bir sekilde
bulunmasi i¢in bir sekilde saklar. Algoritmanin eslestirme asamasi, desenin
yiiksek capraz korelasyonla eslesen yeni edinilen resimdeki eslesmelerini bulur
(218).

Model esleme tiirleri:

Korunan model esleme

Yapisal model esleme

Sezgisel model esleme

Siparis edilen model esleme (218).

Kenar Algilama: Kenar algilama, sekil ve boyutlar belirlemenin diger bir
yoludur. Goriintii yakalandiktan sonra, makine gorme sistemi farkli piksel
yogunluk seviyelerine dayanan kenarlar i¢in tiim resmi veya ilgi alanini arar
(218). Eger biz arka planin seklini korursak, resmin tamaminin piksel yogunlugu
ayni1 olur. Goriintli alan1 {izerinde bir nesne goriindiigiinde, arka planin bir bolgesi
nesneyle doludur ve dolayisiyla piksel yogunlugu artik ayni degildir (218).
Nesnenin bulundugu bolge farkli piksel yogunluguna sahiptir. Bu farkin
avantajindan yararlanarak, nesnenin c¢evresindeki kenarlar algilanabilir ve
nesnenin boyut, sekil, alan ve diger gorsel parametrelerinin belirlenmesinde
kullanilabilir (218). Kenar tespitinin dort basamag: sunlardir:

Yumusatma (filtreleme giirtiltiisii)

Gelistirme (goriintiiniin keskinlestirilmesi)
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Algilama (hangi plandan atilacak ve hangisini tutacaklarini belirleme)

Lokalizasyon (bir kenarin kesin yerini belirleme)dur (218).

Geometrik Esleme: Bu yontemde sekiller belirli bir geometrik desen
eslestirilerek dogru sekilde tanimlanabilir. Desen eslestirmedeki gibi, nesnenin
resmi ¢ekildikten sonra resmin bir kismi sablon olarak kaydedilir (218). Gorme
sistemi c¢alistirildiginda, diger goriintiiler cekilir ve geometrik desen goriintii
sisteminde tiim goriintiide veya ilgilenilen alanda aranir. Boylece dikdortgen,
icgen, kare, oval, dairesel, eliptik gibi sekiller, siralama sistemi tarafindan gerekli
onlemleri almak iizere tanimlanabilir (218). NI Vision, iki geometrik esleme
yontemi icerir. Her iki geometrik koordinasyon yontemi koordinasyonu saglamak
icin resimden ¢ikarilan egimlere baghdir. Iki geometrik esleme teknigi,
koordinasyonu gerceklestirmek icin egim verisinin nasil kullanildigina gore
degisir.  Ozellik tabanli geometrik esleme ydntemi, egrilerden geometrik
ozellikleri c¢ikarir ve eslestirmeyi gerceklestirmek icin bu geometrik 6zellikleri

kullanir (218).
3.5.4. Goriintii izleme

Blok semasini1 Labview'a insa ederek ve goriintii yardimcisi araci ile entegre
ederek gorlntiiyli kolayca izlemek miimkiindiir (220). Goriintii web kamerasi
araciligiyla edinilir ve Labview da kullanilir. Goriintli yardimi aracinda sablonun
parcasi desen esleme secenegi kullanarak secilir. Otomatik olarak standart goriintii

Labview'a yiiklenir (220).
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Sekil 10. Sablon diizenleyicisi (220).

Gorme asistan1 aracinda, ornegin verilen sekil.10'da izlenecek gorintiiniin
sablonu segilir. Daire, diger sekiller arasinda izlenir. Resim sablon
diizenleyicisinde diizenlendikten sonra ayni model LabVIEW programina
yiiklenir ve ger¢ek zamanli goriintii, goriintii cergevesinde gosterilir. Gorlintii

cercevesi otomatik olarak resimdeki diizenlenmis deseni izleyecektir (220).
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Sekil 11. Oriintii tanima (220).

Ug desen arasinda sadece daire daha 6nce yiiklenen standart desen nedeniyle
taninir.  Gorme yardim araci segilen sablonu yiikklemek i¢in kullanilir
veLabVIEWprograminda yiiklii olan ayni deseni Sekil.4'de gosterildigi gibi
yiikler. Goriintiiniin hareketi, LabVIEW bloklariyla entegre matematik komut
dosyast diigiimii kullanilarak izlenebilir. Komut dosyasinda Matlab programlama
kullanilir. Grafik, matematiksel programlamada yaklasik 6l¢ek kullanilarak ¢izilir
ve gorlintli kameranin odak alanina tasinir. Resim eslestiginde, bolgede kirmizi
renkli koseli ayrag goriintiilenir, desenin hareketi izlenir ve izlenen yol kolayca

grafikle gosterilebilir (220).
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3.5.5. Vision and Motion Modiilii

LABVIEW Vision and Motion modiilii imge isleme ve hareket alt
modiillerini barindirir. Vision alt modiilii genel olarak video veya belirli sayida
imgenin yakalanmasi, yakalanan imge ile analiz, imge isleme veya yapay gorii
islemlerinin yapilmasi, otomasyon faaliyetlerinde kullanilan par¢a denetleme
gorevlerinin yerine getirilmesini saglayacak nitelikte sanal nesneler igerir. Bunun
yaninda motion alt modiilinde ise National Instrument firmas1 tarafindan
gelistirilen hareketli motor ve benzeri parcalar, kontroldr kart1 ve siiriiciileri i¢in
kullanilan sanal nesneler yeralir (217).

Vision alt modiiliinde gerekli nesnelerin fonksiyon tablosuna dahil edilmesi
icin imge yakalama, goriintiileme ve benzeri islevler i¢in Vision Acquisition
Software (VAS) yazilimi, goriintii isleme, analiz ve yapay gorii islevleri i¢in
Vision Development Module (VDM) yazilimi1 ve otomasyon denetimi igin ise
Vision Builder for Automated Inspection (VBAI) yazilimimin yiiklenmesi
gerekmektedir (217).

VAS yazilimmin yiiklenmesinden hemen sonra vision alt modiiliinde ni-
imag ve ni-imaqdx nesne kiimeleri goriiliir. Ni-imaq ve ni-imaqdx nesne kiimeleri
ayni isim ve niteliklerde nesnelerden olusur. Ancak iki nesne grubu da farkli
arayiizlerle calisir. Ni-imaq nesne grubu yalnizca National Instrument firmasi
tarafindan iiretilen goOriintli yakalama kartlar1 ile birlikte calisan arabirimlere
hizmet saglarken ni-imaqdx nesne grubu ise firewire, usb, ethernet gibi diger
arayiiz birimleri ile c¢alisir. Buna ilaveten her iki nesne grubunda da imge
yakalamak i¢in yapilan islemler VDM yazilimi icerdiginde Vision Express alt

modiiliinde bulunan VAS nesnesi ile daha kolay bir sekilde yerine getirilir (217).
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VDM yaziliminin yiiklenmesi ile de vision alt modiiliinde vision utilities,
image proccessing, machine vision ve vision express nesne gruplar1 agilmaktadir
(217).Vision utilities nesne grubunda imge iizerinde kullanici tarafindan cesitli
geometrik sekillerin eklenebilecegi, imge formatinin diizenlenebilecegi veya
pikseller iizerinde istenilen degisiklerin yapilabilecegi nesneler blunur. Image
proccessing nesne grubunda imge filtreleme, esik belirleme, imge histograminin
cikarilmasi ve benzeri islevlerin gergeklestirilebilecegi nesneler bulunur (217).
Machine vision nesne grubunda ise imge eslestirme, optik karakter tanima, kontur
analizi ve benzeri islevlerin yapilabilecegi nesneler bulunmaktadir. Vision express
nesne grubunda ise goriintii yakalama ve isleme faaliyetlerinin interaktif olarak
gerceklestirilebilecegi vision acquisition ve vision asisstant nesneleri yer alir.

Vision and Motion modiilii sekilde goriilmektedir (217).

4] Functions Qﬂearch ‘

Vizion and Motion 4

ItA* Y
A 4

NI-IMAQ  Vision Utilities  Image Proce..

Pa’ ra
bt b=
Machine Visi.. NI-IMAQdx  Vision Express

m = ]

Sekil 12. Vision and Motion modiilii (217).

48



3.5.6. Vision Utilities Nesne Grubunda Bulunan Nesne ve Alt Nesne

Gruplar:

Vision utilities nesne grubunda bulunan nesne ve alt nesne gruplari sekilde

sunulmus ve maddeler halinde belirtilmistir (217).

Vision Utilities @

T Q Search | 9 Customize~

b b I I

r Ji| 2 (] -

-

Image Mana... Files External Disp... Region of Int..
E'Th ﬁ"'fh L'_‘,'- b Eg:
Image Mani... Prel Manipu..  Overlay Calibration

@t

Color Utilities

Sekil 13. Vision Utilities nesne grubunda bulunan nesne ve alt nesne gruplar (217).

Image Management: Image management alt nesne gurubu igerisinde
bulunan nesneler ile genel olarak bir imgenin kameradan alinmasi, kamera
ozelliklerinin alinmasi veya kontrol imkéani veren bir kamera kullaniliyor ise
kamera Ozelliklerinin degistirilmesi, imge boyutlari, ¢oziiniirlik ve benzeri
bilgilerin elde edilmesi gibi islemler gerceklestirilir (217).

Files: Kayitli bulunan imge veya videonun okunmasi veya yazilmasi

islevlerini yerine getiren nesneleri igerir. Bu nesneler imge okumak veya yazmak
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icin JPEG, PNG, BMP, TIFF ve AIPD formatlarini, video i¢in AVI formatini
kullanir (217).

External Display: Programin galismasi sirasinda belirlenen bir anda harici
bir ekran agilarak ilgi sahasi bilgilerini alma, agilacak ekranin boyutlari, imge
boyutu, formati gibi degiskenleri degistirme gibi islemler buradan gerceklestirilir
(217).

Region Of Interest: Imge iizerinde yapilacak islemlerin sadece smirli bir
bolgede kalmasi saglanabilir. Ilgi sahasimi belirlemek amaciyla ilgi sahasi
tanimlayict bilgisinin iiretildigi ve kullanici kolayligini dikkate alindigi nesnelerin
bulundugu gruptur (217).

Image Manipulation: Imge iizerinde belirli bir pargayr kesip ¢ikarma,
tekrar Olgeklendirme, belirli bir eksene gore simetrisini alma, belirli bir ac¢1 ile
dondiirme, belirli bir hiicre sayis1 kadar kaydirilma gibi degisiklikler yapilabilen
gruptur (217).

Pixel Manipulation: Imge hiicrelerinden bir hattin veya bir bdlgenin ya da
sadece birka¢ hiicre degerinin degistirilebildigi, hiicre bilgisinin okundugu
nesneleri igerir (217).

Overlay: Imge iizerinde kullanici tarafindan belirlenen herhangi bir
konumda nokta, dikdortgen veya ¢okgen gibi geometrik ¢izimlerin yapilabildigi
nesneleri igerir (217).

Calibration: 3-boyutlu ger¢ek goriintii 2-boyutlu imgeye ¢evrilirken
kameranin nesne yiizeyini bir dik a¢1 olusturacak sekilde géoremedigi tiim nesneler

bir tiir perspektif hatasi ile goriintiilenir. Kalibrasyon nesne grubunda bulunan
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nesneler dogru goriintliyli olusturacak parametrelerin  kullanic1 tarafindan
girilmesi ile hatalarin diizeltilmesi i¢in kullanilir (217).

Color Utilities: Renkli imgede renk diizlemlerinin ihtiva ettigi hiicre
bilgisinin 6grenilmesi, degistirilmesi, renk diizlemlerinin bir matris olarak
kullaniciya sunulmasi veya bir matris bilgisinin renk diizlemi olarak gdsterilmesi
gibi islevleri yerine getiren nesneleri igerir (217).

Vision RT (Real Time): LabVIEW Real Time Module sisteminin video out
cikisini beslemek ve goriintii sikistirma islemi yapmak i¢in kullanilan nesneler bu

grupta bulunur (217).
3.5.7. Vision Acquisition Express VI Kullanim

LabVIEW'den goriintii elde etmenin en basit yolu Vision Acquisition
Express VI uygulamasini1 kullanmaktir. LabVIEW'te "Vision Acquisition Express

VI" {iriiniinii Vision Express paletinde buluyoruz:
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Yision and Motion

IR W)" ad’ p$]
X X X X

NI-MAQ  Vision Litilties  Image Proces...

E e b
W % ¥ —
NLIMAQdx  NLIMAQIIO  Vision Buider A Sl

-
3 Simple Example2.vi Block Diagram
File Edit View Project Operate Tools Window He ]
[>[@] @[n][@][25] lwal@lo [-[-orn |
lmage Out
U | -
»
=, ¥
Vision =
Acquisition
4 L 2
L A

Sekil 14. Bitmis LabVIEW programinin basit¢e goriintiisii (221).
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3.5.8. IMAQdx Kullanim

Asagida LabVIEW'de NI-IMAQdx paletini goriiyoruz:

i 0\Searuzh L‘§§£Zl_|stu:|mize"

13 &h [ 3 | % ¢
il il = di=l e |
anap Configure Grab arab SEqUENCE Low-Level
ik = ol

il ' ditl
Cpen Property Hode Close

=]

il di=tl ditl

Enumerate C.., Enumerate Ak, Enumerate Vi,
o
¥ i
il dl

Discaver Ethe,..  Reset Ethern,.,

Sekil 15. NI-IMAQdx paletinin goriintiisti (221).

Kameradan tek bir goriintii elde ettigimiz bir uygulama olusturmak igin

IMAQdx VT'lart kullandigimiz basit bir 6rnek goriiyoruz (221).

3.5.9. Image Proccessing Nesne Grubunda Bulunan Nesne ve Alt Nesne

Gruplan

Image Processing nesne grubunda bulunan nesne ve alt nesne gruplar1 Sekil

16’da sunulmus buna ilaveten maddeler halinde agiklamas1 yapilmistir.
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Image Processing @

T Q Search | %, Customize™

b ; ] b
- i D4 L1
Processing Filters Morphology Analysis
b ; ] »

Color Proces..  Operators  Frequency D..  Texture

?;:_"
.’:_,..Ar

Motion Esti...

Sekil 16. “Image Processing” Nesne Grubu (221).

Proccessing: Vision and Motion — Image Processing — Processing (221).

Processing B

4 I Ck Search l (“—% Customize® {

b Lok Lol il
e & ] ]
IMAQ UserL... IMAQ MathL... IMAQ Equalize IMAQ BCGL...
AL il %9 !
& 4] ] ]
IMAQ Thres... IMAQ MultiT... IMAQ Label IMAQ Water...
™ i Ak o5
] [ =2 &
IMAQ Inverse  IMAQG AutoB... IMAQ Auto... IMAQ Local ...
j
&
IMACQ Magic...

Sekil 17. “Processing” Nesne Grubu (221).
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Imge iizerinde gama, parlaklik, zithk ve benzeri degisikliklerin yapildigi,
renkli imgenin ikili goriintiiye (binary) c¢evrildigi, hiicre degerlerinin
dogrusallastirilarak ~ esitlenmis  bir imge olusturulmast gibi islemlerin
gergeklestirildigi nesneleri igerir (217).

Filters: Cesitli kenar bulma yontemleri sayesinde kenar bulma, imgede
giiriiltii azaltma, kenar bulma islemi i¢in kullanicinin olusturacagi bir kernel
filtresi kullanimi gibi iglevleri yerine getiren nesneleri icermektedir (217).

Morphology: Gri skala ve ikili imge {iizerinde girilti ayiklama ve
istenmeyen kisimlari silmeyi saglayan nesneleri igerir (217).

Analysis: Gri skala ve ikili imge i¢in histogram bilgisini, bir bolgenin veya
tim 1imge Tlzerinde hiicre degerlerine baglh olarak enerji merkezinin
belirlenmesini, konturlarin ¢ikarilmasi gibi islemler gergeklestirilebilir (217).

Color Proccessing: Renkli imgede histogram bilgisi olusturulmasi, gri skala
olusumu, parlaklik, zithk, gama degisimleri yapilmasi, belirli bir bolgenin renk
degerlerini bulma ve istenen bir renk degerinin imge iizerinde konumunu bulma
gibi islemleri igerir (217).

Operators: 1ki farkli imge veya bir sabit ile imgenin toplanmasi gibi
aritmetik ve mantiksal islemlerin de uygulandigi nesneleri igerir (217).

Frequency Domain: Bir imgenin FFT doniisiimii yapilarak karmasik imge
haline getirilmesi veya karmasik imgenin ¢oziilmesi ve karmasik imgede genlik,
faz, ger¢ek ve sanal kisimlarin belirlenmesi gibi islemler i¢in gerekli nesneleri
igerir (217).

Texture: Vision and Motion — Image Processing — Texture (221).
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Metin iizerinde bulunan bozulmalarin tespit edildigi ve kenar bulma islemi
gergeklestirilirken cesitli wavelet filtresi seceneklerinin tercih edilebilecegi
nesneleri igerir (217).

Motion Estimation: Imgedeki hareketin algilandig1 nesneleri igermektedir

(217).

3.5.10. Machine Vision Nesne Grubunda Bulunan Nesne ve Alt Nesne

Gruplari

Machine Vision nesne grubunda bulunan nesne gruplari ve alt nesne gruplari

Sekil 4’te sunulmus, daha sonrasinda maddelerle belirtilmistir (217).

Machine Vision @

| 4 I Q Search I 2, Customize™ I

o ] [ (o

Select Regio... Coordinate 5.. Countand .. Measure Inte...
P 3
'PJ', 9.33.

Measure Dist... Locate Edges  Find Patterns

3

» » » »
) &
‘59 [~ .. 'ﬁ'
Searching an... Caliper Contour Ana...  Inspection
» » LM
EE] e
i —
Classification OCR Instrument R... Analytic Geo...

Sekil 18. “Machine Vision” Nesne icerigi (217).

Select Region Of Interest: Harici bir ekrandan isaretleme yapmak sureti ile

ilgi alanin belirlendigi nesneleri igerir (217).
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Coordinate System: Bir sablona nazaran imgedeki koordinat sisteminin ana
eksen ve benzeri bilgilerin iiretildigi nesneleri igerir (217).

Count And Measure Objects: imge iizerinde bir kontur ihtiva eden her
tiirlii nesneyi tespit eden ve bunlarin sayisini tireten nesneyi igerir (217).

Measure Intensities: Imgenin belirli bir alanda veya tiim imge iizerinde
hiicre degerlerinin ortalamasi, standart sapma ve benzeri bilgileri tireten nesneleri
igerir (217).

Measure Distances: Belirli bir alanda kontur bulma isleminin ardindan
yatay veya dikeyde en biiyilikk veya en kiiciik mesafe ayriminin hesaplandigi
nesneleri igerir (217).

Locate Edges: Bir imgede bulunan yatay, dikey veya dairesel kenarlarin
bulundugu nesneler bu gruptadir (217).

Find Patterns: Bir sablonun olgeklendirme segenegi olmadan imge dizisi
igerisinde eslestirme islemine alindig1 nesneyi igerir (217).

Searching And Matching: Renkli imgede sablon, renk eslestirme, nitelik
(feature based) ve kenar tabanli (edge based) sekil eslestirme islevlerini yerine
getiren gruptur (217).

Caliper: Kenar bulma, kenarlar aras1 mesafe 6l¢iimii yapma, bir sablonun
imgede ka¢ derece veya radyan yon degistirmis oldugunu belirleme gibi
islemlerin yapabilecegi nesneleri icerir (217).

Analytic Geometry: Imge iizerinde bir kenarin acisi, noktalar aras1 mesafe,
bir ¢okgenin alaninin hesaplanmasi, bir daire, hat veya bir elipsin imgede en iyi

oranla ifade edildigi egrilerin bulunmasi gibi islevleri yapan nesneleri igerir (217).
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Inspection: Bir sablondaki bozulmalarin tespit edildigi nesne grubudur
(217).

Classification: Smiflandirma metodu kullanilarak nesne tanima isleminin
yapilabilecegi sanal nesneleri igerir (217).

OCR (Optical Character Recognition): Optik karakter tanima nesneleri
vasitasiyla metin formatina sahip imgeler belirli alanda taninabilir (217).

Instrument Readers: Olgii aletlerinin okunabildigi nesneleri igerir (217).

58



4. GEREC VE YONTEMLER

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 17.05.2017
tarih ve 139 sayili karari ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi(FUDAM) ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali labaratuvarinda yapilmistir. Calismanin biitgesinin
tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

(FUBAP) nin TF.17.29 proje no’lu karar1 geregince karsilanmustir.
4.1.Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri

Calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen 10-12 haftalik yetiskin 32 adet Sprague - Dawley tiirii
intak erkek sican kullanilmistir.

Siganlar, FUDAM ’da; sicakligi 21 °C ve bagil nemi sabit tutulan(% 40-
55),havalandirilan ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisii uygulanan deney
hayvanlar1 odalarinda tutulmustur. Fotoperiyot degisimi sabah 07.00°de aydinlik
evre olacak sekilde timer ile saglanmistir. Tiim gruplarda yer alan siganlar
standart sican kafeslerinde bireysel olarak barmmalar1 saglanmistir. Sicanlarin
beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasi’'nda hazirlanan pelet haldeki 6zel sican
yemleri kullanilmistir. Hayvanlarin su gereksinimi ise; kafeslerde 6zel boliimlere
yerlestirilen, u¢ kisimlarinda suyu belirli akis debisinde damlatan ¢esme suyu ve
farkl1 konsatrasyonlarda (%20 ve %40 konsatrasyonlarda % 55 lik yiiksek
fruktozlu misir surubu ile saglanmistir. YFMS-55"de fruktoz %55, glikoz %42,

diger sekerler %3 civarindadir.



Tablo 1. Kullanilan Sican Yemi Icerigi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 294
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0.6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0.2
Methionin (%) 0.2
DCP (%) ** 1.6

* 1 grammda: 4800 [U A, 960 IU D3, 12 mg E. 0.8 mg K, 0.8 mg By, 2.4 mg B,. 1.2 mg
Bs. 0.006 mg By, vitaminleri. 16 mg Nicotin amid. 3.2 mg Cal. D. Panth. 0.32 mg Folic
acid. 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn. 16
mg Fe. 24 mg Zn. 2 mg Cu. 0.8 mg I, 0.2 mg Co. 0.06 mg Se. 4 mg Antioksidan ve 200
mg Ca. ** % 18 fosfor. % 25 kalsiyum, % 0.2 flor’dan olusur

4.1.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada, deney hayvanlar1 4 gruba ayrilmis ve her grupta 8 hayvan yer
almigtir. Gruplar olusturulurken, her grupta yer alan siganlarin ortalama 250 ile
300 gram arasinda olmasina dikkat edilmistir. 10-12 haftalik ve ortalama 250
gram agirliginda olan 32 adet erkek rastgele ve 4 esit gruba ayrilmistir ve 2 hafta
boyunca hayvanlara deney protokolleri uygulanmistir:

1.Grup (Kontrol Grubu): Kontrol grubundaki hayvanlara deney siiresi
boyunca (2 hafta) , 6zel sigcan yemi + su verilerek giinliik takibi yapilmistir. Bu
hayvanlara aydinlik karanlik, acik alan ve kuyruktan asma testleri uygulanmstir.

2.Grup (F20 Grubu): F20 grubundaki hayvanlara deney siiresi boyunca
0zel sigan yemi + YFMS c¢ozeltili (% 20) su verilerek giinliik takibi yapilmistir.
Bu hayvanlara aydinlik karanlik, a¢ik alan ve kuyruktan asma testleri

uygulanmustir.
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3.Grup (F40 Grubu): F40 grubundaki hayvanlara deney siiresi boyunca
0zel sigan yemi + YFMS cozeltili (% 40) su verilerek giinliik takibi yapilmistir.
Bu hayvanlara aydinlik karanlik, agik alan ve kuyruktan asma testleri
uygulanmustir.

4.Grup (Stres Grubu): Bu gruptaki hayvanlara deney siiresi boyunca her
giin 6zel sican yemi + su verilmistir. Hayvanlar her giin 08:00 -14:00 saatleri
arasinda ilk hafta 3 saat ikinci hafta 6 saat alan sikistirma aparatina konularak
immobilizasyon stresine maruz birakilip, bu hayvanlara aydinlik karanlik, agik
alan ve kuyruktan asma testleri uygulanmistir. Gelistirilen program araciliiyla

testlerin degerlendirilmesi yapilmistir.
4.1.2. Davramis Testleri Analizi

Test verilerin analizi; videolar izlenerek kronometre yardimiyla manuel
olarak  skorlanmistir. Ayrica gelistirilen yazilim araciligiyla testlerin
degerlendirilmesi bilgisayar ortaminda otomatik olarak yapilarak manuel

skorlama ile karsilastirilmistir.
4.1.3. YFMS Cozeltisinin Hazirlanisi

Gida endiistrisinde kullanilan misir surubu tiirti YFMS-55 dir. YFMS-55"de
fruktoz %55, glikoz %42, diger sekerler %3 civarindadir. YFMS-55
olusturulurken ¢ozelti igeriginde %355 oraninda SIGMA marka %99.5 safliktaki
toz fruktoz ,% 42 oraninda MERCK marka toz glikoz kullanilmistir.%3 oraninda
da toz haldeki diger sekerlerden kullanilmistir. Sekerler saf suda 1iyice
cozdiiriilerek %100 konsantrasyonda YFMS-55 ¢o6zeltisi olusturulmustur.

Olusturulan bu ¢ozelti icme suyuyla belirli oranlarda karistirilarak %20 ve % 40
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konsantrasyonda ¢ozelti olusturulmustur. Cozelti iki giinde bir yeniden hazirlanip

buzdolabinda saklanmistir.
4.1.4. Hayvanlarin Viicut Agirh@inin Takibi

Gruplar olusturulurken, 2 aylik olan hayvanlarin viicut agirliklarinin
birbirine yakin ve ortalama 250 gram agirliginda olmasina dikkat edilmistir. Tiim
gruplarda yer alan siganlarin viicut agirliklar1 deney siiresince her giin 14:00 -

15:00 saatleri arasinda Slgiilerek veriler kayit altina alinmustir.
4.1.5. Yem ve Su Tiiketiminin Belirlenmesi

Her bir grupta bulunan hayvanlarin giinliik olarak tiikettikleri yem ve su ve
fruktoz miktarlar1 ayr1 ayr1 hesaplanarak kaydedilmistir. Hayvanlarin 0.glinde
tilkettikleri yem ve s1vi miktarlar sifir olarak degerlendirilmistir.

0.glinden itibaren F20 ve F40 grubunda bulunan hayvanlara giinliik olarak
beslenmesi i¢in 50 gram normal yem ve 100 ml yfms ¢ozeltisi verilmistir. Stres ve
kontrol grubunda bulunan hayvanlara da beslenmesi igin 50 gram normal yem ve
100 ml ¢esme suyu verilmistir. Boylece 1.glinde bir giinliik iken tiiketilen yem,
stvi miktarlart belirlenebilmistir. Bu islemler, deney sonlanacagi giin de dahil
olmak iizere 2 hafta boyunca her giin saat 14:00 — 15:00 arasinda Olgiilerek

kaydedilmistir.
4.2. Stres Modelleri

Literatiirde, siklikla kullanilan stres modellerinin bagliklar seklindeki

aciklamasi asagida belirtilmistir.
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4.2.1. Kronik Immobilizasyon Stresi

Kronik immobilizasyon stresi, deney hayvaninin immobil halde tutulmasina
neden olan tel, pleksiglas vb. maddelerden yapilmis kafeslere hayvanlarin belirli
araliklarla, giin iginde belirli siirelerde konulmalari ile olusturulur (222).

Calismamizda pleksiglas malzemeden yapilan ¢apt 7 cm ve 13 cm
yiiksekliginde silindir seklinde sikistirma apartlar: kullanilmistir. Stres grubundaki
deney hayvanlart her giin 08:00-14:00 saatleri arasinda ilk hafta 3 saat, ikinci
hafta 6 saat olmak {iizere kronik immobilizasyon stresine maruz birakilmistir

(222).

Sekil 19. Kisitlama Aparatinda Stres Uygulamasi.

4.3. Davrams Testleri

YFMS’nin davranissal etkilerini incelemek ve bu etkinin kronik immobilite

stresi uygulanmis hayvanlarla kiyaslamak maksadiyla tiim gruplara calismanin
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10.giinlinden itibaren 3 davranis testi uygulanmistir. Her davranis testi arasinda
etkilenme olmamasi i¢in 1’er giin ara verilerek, anksiyeteyi degerlendirmek
amaciyla aydinlik karanlik testi, agik-alan testi uygulanirken, depresyonu test

etmek amaciyla da kuyruktan asma testleri uygulanmistir.

Tablo 2. Davranis Test Programi

Giinler Davrams Testleri
9. glin Aydinlik — Karanlik Testi
11. glin Agik Alan Testi
13. giin Kuyruktan Asma Testi

4.3.1. Kuyruktan Asma Testi

Kuyruktan asma testi, depresyon benzeri davranislarin O6l¢limiiniin
belirlenmesinde biiyiik oranda tercih edilen bir stres modelidir.

Bu test ilk olarak Steru ve ark. tarafinca antidepresan tiiriindeki ilaglarin
etkinligini test etmek ve incelemek amacgl uygulanmigtir (223). 6 dk lik zaman
siirecinde uygulanan test, ‘ajitasyon’ ve ‘immobilite’ olmak {izere 2 periyotta
uygulanan bu test yonteminde si¢can kuyrugundan diizenege asilarak aktif
harekete kars1 immobilite siiresi belirlenmeye calisilir. Calismamizda her bir sigan
kuyruk kismimdan 20 cm uzunlugundaki bant vasitasiyla hazirlanan diizenege
(yliksekligi 50 cm, metal ¢ubuk) asilmak suretiyle 6 dk siire boyunca yaptigi
c¢irpinma ve immobilite siiresi kayit altina alinmistir (224). Normal siiregte

sicanlar bulunduklart bu stresli durumdan kurtulma ve metal ¢ubuga tirmanma
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girisiminde bulunurlar. Bir miiddet sonra siganda i¢inde bulundugu durumdan
kurtulma ile ilgili timitsizlik meydana gelir ve sigan ¢irpinma hareketini birakarak
hareketsiz bir sekilde (immobilizasyon) asili halde kalirlar. Hareketsiz kaldig1 an
“umutsuzluk” olarak  yorumlanmaktadir. Siganin  “umutsuzluk” olarak
isimlendirilen immobilite stiresi belirlenir (225, 226). Bu siire depresyon benzeri

davranig gostergesi olarak degerlendirilir (227).

Sekil 20. Kuyruktan Asma Testi uygulamasi.

4.3.2. Acik Alan Testi

Acik alan testi, lokomotor aktivitenin ve anksiyete kaynakli davraniglari
degerlendiren bir davranis testi olup ilk caligma Hall tarafindan 1934 yilinda
ratlardaki duygusalligi degerlendirmek amaciyla kullanilmaya baglamistir (228-
230). Prosediirde bir kemirgenin kullanildig1 ve daha 6nce bilmedigi bir ¢evre ve

hayvanin ka¢masint Onleyen yiikseklikte duvarlarla cevrili bir sistemden
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faydalanilmistir (231). Giinlimiizde agik alan testi hayvan psikolojisini
degerlendirmek amaciyla kullanilan popiiler prosediirlerinden biridir (232). Acik
alan testinde kullanilan diizenegin sekli (kare, daire, dikdortgen), 1siklandirmasi
(1s1k diizenegin {istiinde veya seffaf zemin altinda, kirmizi 1s1k), diizenek
igerisinde tiinel, kolon, platformlarin bulunabildigi farkli versiyonlar1 da
kullanilabilmektedir (233). Agik alan testinde deney hayvami diizenegin
merkezine konularak 2 ile 20 dk siire araliginda (genellikle 5 dk) gectigi kare
sayist (horizantal hareketlilik), grooming hareketleri ve sahlanma frekansi
(vertikal hareketlilik) degerlendirilmektedir (229). Bu test tiiriinde anksiyetik
davranisi 2 etken tetikler: birinci etken olarak hayvani bulundugu sosyal
grubundan ayirarak bireysel olarak teste tabi tutmak, ikincisi ise agorafobidir
(agik alan korkusu, hayvanin habitatina kiyasla daha biiyiikk bir alana
konuldugunda yasadig1 korku durumudur). Lokomotor hareketlerde artis, santral
bolgede gecirilen zamanda artis ve dikey hareketlilikte artis, anksiyolitik benzeri
etki olarak yorumlanirken bunun tam tersi yani bu degiskenlerde azalma
anksiyojenik etki olarak tanimlanmaktadir (229). Alanin kendi kafesinden daha
genis olmast kaginma davranisina sebep olarak, lokomotor ve arastirmaci
davraniglarin degerlendirilmesine imkan tanimaktadir (234).

Calismamizda acik alan testinde kullanilan aparat kare seklinde olup 60 w
degerinde ampul vasitasiyla 1 m yilikseklikte asilan 151k kaynagiyla
aydinlatilmistir. Aparat 9° u merkezde, 16’ s1 periferde olmak {izere toplam 25
kareden olusan pleksiglass beyaz duvarlarla ¢evrili 80 cm eninde kare bir
aparattir. Hayvanlar tek tek merkezde bulunan kareye birakilmis, hemen

sonrasinda video kaydi yapilmistir.10 dk siiresince yapilan kayitta 2 temel
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parametre degerlendirilmistir: 1.toplam gegtigi kare sayisi (horizantal aktivite), 2.
sahlanma sayis1 (vertikal aktivite).

Hayvanin toplamda gectigi kare sayist lokomotor aktiviteyi belirleyen
parametrelerdendir. “Lokomotor aktivite” konum degisimini ifade etmek i¢in
kullanilir. Yeni bir ortam1 kesfetmek amacl aktivite olan sahlanma; hayvanin alt
ekstremiteleri lizerinde durmak suretiyle {ist ekstremitelerini havaya kaldirdigi, ya
da duvara yasladigi durumdur. Her hayvandan sonra agik alan diizenegi % 70

alkol ile temizlenerek dezanfekte edilmistir.

Sekil 21. A¢gik Alan Testi Uygulamasi.

4.3.3. Aydinhk-Karanhk Testi

Bu testi ilk defa 1980 yilinda Crawley ve Goodwin kemirgenlerde bazi
ilaglarin  anksiyolitik  etkilerinin ~ gostergesi olan arastirict  davraniglari

degerlendirmek i¢in kullanmistir (235). Bu arastirmacilar tiim diizenegin iigte biri
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karanlik, iigte ikisi aydinlik alan olmak iizere 2 kisimdan olusan bir diizenek
kullanmiglardir. Bu teste, giivenli olan yerler kiiciik karanlik boliimlerdir ve
kagiilan boliimler ise bliyiik aydinlatilmis yerlerdir. Hayvanlarin her bir béliimde
gecirdikleri siire ve 2 bolme arasinda gecis sayilari degerlendirmeye alinmistir
(236). Giiniimiizde bu testin ¢ok farkli sekillerde uygulamalar1 yapilmaktadir.
Riebe ve Wotjak bu testi anksiyete davranisini degerlendirmede kullanmislardir
(237). Aydinlik karanlik testi, parlak 1sik kaynagiyla aydimnlatilmis alandan
kacinma ve iggilidiisel anksiyete davranisi ile birlikte, yeni ortam, 151k gibi orta
diizey stresorlere karsi kemirgenler tarafindan spontan arastirici davranigina
dayanan bir davranis testi yontemidir (235). Hayvanlarin tanimadigi bir ortamda
veya bir nesneyle ilk defa karsilastiginda meydana gelen dogal bir catisma
davranisidir. Bu catisma; kesfetme davranisi ile yabanci ortamdan kagma
davranig1 arasinda kalinmasi yoluyla olusur (neofobi) (238). Aydinlik kisimda
gecirilen siire ve aydinlik tarafa gegis sayisinda artis anksiyolitik davranis olarak
adlandirilirken bu degerler meydana gelen azalma anksiyetik davraniglarin
gostergesidir (238). Bu test hayvanlarda deneyime gereksinim duyulmadigindan
dolay1 ve kullaniminin kolay olmasi yoniiyle avantajli bir yontem olarak
degerlendirmektedir (235).

Calismamizda aydinlik karanlik test diizenegi olarak bir tarafi siyah diger
tarafi seffaf pleksiglass malzemeden yapilmis 2 esit alanli bélmeden olusan bir
diizenek bi¢imi kullanilmistir (239, 240). 2 kisim arasindaki tabakada hayvanlarin
gecisine olanak saglayan biiyiikliikte bir acik kisim olusturulup, karanlhik taraf
tizerinde siyah renkte pleksiglas malzemeden yapilan kapak bulunurken aydinlik

tarafi aydinlatmada lamba kullanilmistir (241). Deneyin baslangicinda, hayvan
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aydinlik kisma dogru yiizii agiklia bakmayacak bigimde yerlestirilerek 5 dk
stiresince diizenegi kesfetmesi icin birakilip, bir bélmeye gecis icin temel sart;
hayvanin 4 ayaginin da oraya ge¢mesi olarak belirlenmistir. Bu siirecte, aydinlik
taraftan karanliga gecis sayist ve her iki tarafta da gecirilen siire bir kamera
yardimiyla kayda alinmistir. Farkli hayvanlar atilacagi zaman aydinlik ve karanlik

taraflar % 70 alkol ile temizlenmistir (242).

Sekil 22. Aydinlik Karanlik Testi Uygulamasi.

4.4. Cerrahi Islemler

Cerrahi islemlere baslamadan once hayvanlar giyotin kullanilmak suretiyle
dekapitasyon islemine tabi tutulmustur. Dekapitasyonu takiben hayvanlarin
kafalar1 alinarak, oksipito-frontal yonde her iki paryeto- temporal siitiir hatlart
boyunca kemik dokular1 kesilip, kiint diseksiyonla hassas bir sekilde beyin dokusu
hizlica ¢ikarilmistir. Ayrica bu islem siirecinde her hayvandan Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) ve otoanalizorle analiz islemi i¢in 4-5 mL kadar
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kan alimmigstir. Daha sonra hayvanlarin dokular1 ¢ikarilip, ayri ayr tartilarak

kaydedilmistir. Ardindan bu dokularin fiksasyon iglemleri gerceklestirilmistir.
4.4.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Yapilacak Analizler

ELISA igin, aprotinin igeren tiiplere (BD, A.B.D) her bir hayvandan
yaklasik 4-5 mL kan almmistir. Daha sonra alinan kanlar 4.000 rpm hizda 5
dakika santrifiij (Hettich, Almanya) edilmistir. Ustte kalan serum kismi; her bir
ependorf tiipe yaklagik 200 pL igerecek sekilde ayrilmigs ve -20 °C’de ELISA
yapilana kadar muhafaza edilmistir. Elde edilen serumlardan biyokimyasal
parametreler (Kkollesterol, trigliserid, glikoz, HDL, LDL, VLDL) arastirma
hastanesi merkezi labaratuvarindan hizmet alimi1 yapilarak oto analizor
aracilifiyla analizleri yapilmistir. Toplanan serum orneklerinden ELISA
yontemiyle kortikosteron, insiilin hormonlarinin analizleri gerceklestirilmistir.

Oksidatif stress parametreleri (TAS, TOS) ticari kitleri kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
4.4.1.1. ELISA Yontemi

ELISA yontemi antijen veya antikor taramast i¢in kullanilmakta olan
serolojik testlerdendir. Bu yontem, 6zgiil antijen-antikor baglanmasini géstermek
icin enzim ile isaretli konjugat ve enzim substrati kullanilarak renk olusumu
esasina dayanan test yontemidir. Elimizde 6zgiin oldugu seyi bildigimiz antijen ile
ornekler igerigindeki antikoru, tipini ve miktarim belirleyebiliriz. Eger elimizde
antikor var ise antikora 6zgli olan antijeni ve miktarini 6lgebiliriz. Farklt ELISA
yontemleri mevcut olmakla birlikte, tez c¢alismasi kapsaminda indirekt mikro

ELISA yontemi kullanilmistir.
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Serum insiilin diizeyleri, rat insiilin ELISA Kiti (Wuhan Fine Biotech Co.,
Ltd., katalog no: ER1113, China) kullanilarak, kit kullanim klavuzuna uygun
sekilde c¢alisilmistir. Absorbanslar ELx800 ELISA okuyucusunda (BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) spektrofotometrik olarak 450 nm'de okutularak
Plate yikamalarinda ise Bio-tek ELX50 otomatik yikayici kullanilmistir. Test
sonuglar1 pg/ml olarak hesaplanip; ng/ml'ye ¢evrilmistir. Kit sensivitesi: <46.875
pg/ml, 6l¢tim araligr: 78.125-5000 pg/ml olarak belirlenmistir.

Serum kortikosteron diizeyleri, rat kortikosteron ELISA kiti (Wuhan Fine
Biotech Co., Ltd., katalog no: ER0859, China) kullanilarak, kit kullanim
klavuzuna uygun sekilde calisilmistir.  Absorbanslar ELx800 ELISA
okuyucusunda (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) spektrofotometrik
olarak 450 nm'de okutularak, plate yikamalarinda ise Bio-tek ELx50 otomatik
yikayict kullanilmigtir. Test sonuglart 1:10 diliisyon nedeniyle 10 ile carpilarak;
ng/ml olarak verilmistir. Kit sensivitesi: <1.688 ng/ml, 6l¢tim araligi: 2.81-180

pg/ml olarak belirlenmistir.

Biyokimyasal parametrelerden serumda glikoz, trigliserid, total kolesterol,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol diizeyleri Advia 2400 (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Tarrytown, USA) otoanalizoriinde ticari kitler kullanilarak
oOl¢lilmiigtiir. VLDL-Kolesterol diizeyleri ise yine ayni otoanalizorde hesaplama ile

elde edilmistir (243).

Serum Total Oksidan Durum (Total Oxidant Status - TOS) ve Total
Antioksidan Durum (Total Antioxidant Status - TAS) diizeyleri Erel (244, 245)

tarafindan gelistirilen otomatik kolorimetrik metodlar ile Advia 2400 (Siemens
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Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, USA) otoanalizériinde ticari kitler (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkey) kullanilarak Ol¢iilmiistiir. TOS
Ol¢limiiniin prensibi numunedeki oksidan molekiiller tarafindan ferr6z iyon-o-
dianisidin kompleksinin ferrik iyona oksidasyonuna dayanmaktadir. Ferrik iyonun
asidik ortamda olusturdugu renkli kopleksin yogunlugu spektrofotometrik olarak

Olctilerek sonuglar pmol H2O2 Equiv./L olarak belirtilmistir.

TAS 6l¢tim metodunun prensibi koyu mavi-yesil renkli ABTS (2,2'-azino-
bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radikalinin numunedeki antioksidan
molekiiller tarafindan renksiz ABTS formuna doniisiimii sirasindaki absorbans
degisiminin tespitine dayanmaktadir. Olgiim kalibrasyonu suda ¢dziinen bir E
Vitamini analogu olan Trolox ile yapilarak sonuglar mmol Trolox Equiv./L

olarak belirtilmistir.

Oksidatif Stres Indeksi (OSI); TOS diizeylerinin TAS diizeylerine orani ile

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol H20, Equiv./L) / (TAS (mmol Trolox

Equiv./L)x10).
4.5. immiinohistokimya

Parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alinmistir. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegcirilip antigen
retrieval i¢in sitrat tampon sollisyonunda pH:6’da mikrodalga firinda (750W) 7+5
dakika kaynatilarak. Kaynatma sonrasi oda 1sisinda yaklagik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen dokular PBS (Phosphate Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich,

USA) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek
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i¢in hidrojen peroksid blok solusyonu ile 5 dakika inkiibe edilmistir. (Hydrogen
Peroxide Block , TA-125-HP, Lab Vision Corporation, USA). PBS ile 3x5 dakika
yikanana dokulara zemin boyasini engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA—
125-UB, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu uygulandiktan sonra 1/200
oraninda dilue primer antikor ((Rabbit Anti-TRPM2 antibody, ab101738 Abcam,
Cambridge, UK ) ile 60 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Dokular, primer antikor uygulanmasindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikandiktan
sonra sekonder antikorlar (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit
IgG), TP-125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda
oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Dokular, Sekonder antikor uygulanmasindan sonra
PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TS-125-HR, Lab Vision
Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten
sonra PBS igerisine alinmis daha sonra dokulara 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
Substrate + AEC Chromogen (AEC Substrate, TA-015 ve HAS, AEC
Chromogen, TA-002-HAC, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu damlatilip
151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanl olarak PBS ile
yikamaya alinmistir. Negatif kontrol i¢cin Rabbit IgG kullanilmistir. Mayer’s
hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular PBS ve distile sudan gecirilerek
uygun kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-125-UG, Lab
Vision Corporation, USA) ile kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar Leica DM500
mikroskobunda incelenerek degerlendirilmis ve fotograflanmistir(Leica DFC295).

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligt (0.1: <%25,  0.4:9%26-50,

0.6:9%51-75, 0.9:%76-100) ve siddeti (0:yok, +0.5: ¢ok az, +1:az, +2: orta,
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+3:siddetli) esas alinarak histoskor olusturulmustur. Histoskor= yayginlik x

siddet
4.6. LabVIEW ile Goriintii isleme

LabVIEW ile goriintii islemek i¢in LabVIEW programinin 2016 siirtimii
kullanmilmistir. Vision Development Modiile ve Vision Acquisition Software
eklentileri  kullanilarak goriintli  isleme yazilimi gelistirilmistir.  Yazilim
gelistirmek i¢in kullamlan bilgisayar CORE 17 islemci, 8 GB ram ve 4 GB ekran
kartina sahiptir. Kurulu isletim sistemi Windows 10 dur. Davranis testlerini
kaydetmek i¢in kullanilan kameralar Haikon Ds-2cd2420f-iw markadir. Cekilen
videolar “avi” formatina ¢evrilerek programa eklenmistir. “avi” formatina ¢evrilen
videolarin gelistirilen yazilim araciligiyla degerlendirmesi yapilmistir. Videolar
programa ilaveten uzman kisiler tarafindan da degerlendirmesi yapilmistir. Bu
sayede elde edilen sonuclar ile program sonuglarinin karsilastirilmast yapilarak

programin glivenilirligi ve dogrulugu test edilmistir.
4.7. Istatistiksel Analiz

Calisma sonuclan istatistiksel acidan degerlendirmek i¢in SPSS 23.0 for
Windows programi kullanilmistir. Veriler, ortalama + standart hata (ort=SH)
degerleri ile belirtilmistir. Verilerin degerlendirilmesi ve gruplar arasindaki
farkliliklar1 belirtmede tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc Tukey
testlerinden yararlanilmistir. Iki 6l¢iim yontemi arasindaki uyum analizleri ise
Bland-Altman analizi ile yapilmistir. Tiim analizlerde, p degerinin 0.05’den az

oldugu durumlar i¢in anlamlidir seklinde ifade edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Gida Al ve Viicut Agirhk Degisimine iliskin Veriler

Kontrol, stres, F20 ve F40 grubundaki hayvanlarin yem tiiketimleri, sivi

tiikketimleri ve canli agirliklar giinliik olarak yapilan 6lgiimle belirlenmistir.

Giinliik yem tliketimi yoniinden karsilastirildiginda; deney siiresi boyunca
kontrol grubuyla F40 ve stres gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriiliirken (p<0.01), kontrol grubuyla F20 grubu arasinda 6.giinden itibaren

istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmiistiir (p<<0.01).
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F40

—w— Stres
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]
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(]
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Sekil 23. Yem Tiiketimi.

: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilastirildiginda, P<0.05
: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilastirildiginda, P<0.01

: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilagtirildiginda, P<0.01

: Kontrol grubuyla stres grubu kargilastirildiginda, P<0.01
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Giinliik sivi tliketimi yoniinden karsilastirildiginda; deney siiresi boyunca
kontrol grubuyla F40 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriliirken (p<0.05), kontrol grubuyla F20 grubu arasinda 9.glinden itibaren
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmiistiir (p<0.01).Kontrol grubuyla stres

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farka rastlanmamustir.
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—e—TF20
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Sekil 24. Sivi1 Tiiketimi.
: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilastirildiginda, P<0.05
** . Kontrol grubuyla F40 grubu karsilastirildiginda, P<0.05
: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilagtirildiginda, P<0.01

AN Kontrol grubuyla F20 grubu karsilastirildiginda, P<0.01

Canli agirhik degisimi yoniinden degerlendirildiginde kontrol grubuna
kiyasla F20 ve F40 grubunda artig goriiliirken, bu artis istatistiksel olarak anlamli

diizeyde degildir. Stres grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
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anlamli bir azalma goriilmustiir (p<0.01). Genel olarak, stresin canli agirhiginda

azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Sekil 25).

—u— Kontrol
120 - —s—F20
F40
—vy— Stres
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<
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T
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U
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ag 105+
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o
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= 100
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Q
95
90 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Giinler

Sekil 25. Canli Agirlik Degigimi.

* . Kontrol grubuyla F20 grubu karsilastirildiginda, P<0.05

** . Kontrol grubuyla F40 grubu karsilastirildiginda, P<0.05

*** . Kontrol grubuyla stres grubu karsilastirildigmda, P<0.05
N

: Kontrol grubuyla F20 grubu karsilagtirildiginda, P<0.01

AN Kontrol grubuyla F20 grubu kargilastinldiginda, P<0.01

5.2. Doku Agirhiklar:

Tim gruplardaki hayvanlarin doku agirliklar1 degerlendirildiginde; stres
grubu hayvanlar diger gruplarla karsilastirildiginda testis agirliklarinda istatistik
olarak anlamli diizeyde azalma meydana geldigi goriilmistiir (p<0.01). Ayrica
F20 grubunun karaciger agirliginda stres grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamlh diizeyde artis goriilmistiir (p<0.01). Diger doku agirliklarinda ise

istatistiksel olarak anlamli degisiklik goriilmemistir.
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Tablo 3. Doku Agirliklari

Dokular Kontrol F20 F40 Stres
Beyin 2,25 +0,38 1,94+0,02 1,86+0,03 1,87+0,09
Testisler 1,28+0,06™ 1,31+0,07" 1,34+0,117° 0,78+0,12""2
Bobrek 2,03+0,09 2,02+0,06 1,95+0,07 1,79+0,06
Karaciger 9,40+0,51 10,96+0,54™ 9,26+0,43 8,28+0,60

Gruplarin Ortalama Doku Agirhiklar

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

5.3. Kuyruktan Asma Test Sonuclari

Kuyruktan asma testinde depresyon belirteci olan immobilite siiresi stres
grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1
goriilmistir (p<0.05). F20 ve F40 gruplarinda da immobilite siiresi kontrol
grubuna kiyasla artig gosterirken bu artisin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

olmadig1 gortilmiistiir.

Tablo 4. Kuyruktan Asma Testi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar Hareketli Siire (sn)  Hareketsiz Siire (sn)
Kontrol 223,32+10,81 136,68 +10,81
F20 198,65+22,53 161,35 +£22,53
F40 195,01+10,02 164,99 +10,02
Stres 164,50+8,19 195,50 +8,19"

a: Kontrol grubu ile kargilastirildiginda,  *: P<0.05
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Sekil 26. Kuyruktan Asma Testi.
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Sekil 27. Program ve uzman gozle 6lgiim sonuglarmin ortalamaya karsi fark degerlerine
ait sagilim grafigi.
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5.4. Aydinhk-Karanhk Test Sonuclari

Anksiyete durumunu belirteci olarak kullanilan aydinlik karanlik testinde
karanlikta kalma siiresi grubundaki hayvanlarin karanlikta kalma siiresi F20, F40
ve stres gruplarinda kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis gostermistir (Tablo 5). YFMS c¢ozeltisi, anksiyetenin bir belirteci
olan karanlikta kalma siiresinde artmaya yol actigi gézlenmistir (p<0.01).
Karanliga ilk gecis zamani degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel

farklilik gozlenmemistir.

Tablo 5. Aydinlik Karanlik Testi (n=8 her bir grup igin)

Aydinhkta Kalma Karanhkta Kalma Aydinhktan Karanhga

Gruplar Siiresi (sn) Siiresi (sn) Gegis Sayisi
Kontrol 187,63 +12,99 112,3712,99 34,21+4,68

F20 73,69 £5,18™ 226,31+5,18™ 22,37+2,94
F40 64,76 +5,57™ 235,2445,57" 21,9043,17
Stres 66,65 48,94 233,35+8,94™ 21,3143,72

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, **: P<0.01
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Sekil 29. Program ve uzman gozle 6lgiim sonuglarinin ortalamaya karsi fark degerlerine

ait sagilim grafigi.

5.5. A¢ik Alan Test Sonuclar

Lokomotor aktivitenin dolayli Olgiimii olan agik alan testinde, Sstres

grubunda gecilen ¢izgi sayis1 diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
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anlamli diizeyde azalma gostermistir (p<0.01). F20 ve F40 gruplarinda gegilen
¢izgi sayist kontrol grubuna kiyasla azalma gosterirken bu azalma istatistiksel
olarak anlamli diizeyde degildir. F20 ve F40 gruplarinda gegilen ¢izgi sayisi stres
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir
(p<0.01).

F20 ve F40 gruplarinda gozlenen sahlanma sayisi kontrol ve stres gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gostermistir (p<0.01). Stres
grubundaki sahlanma sayis1 kontrol grubuyla kiyasladiginda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Tablo 6. Agik Alan Testi (n=8 her bir grup igin)

Gruplar Gecilen Cizgi Sahlanma
Sayisi Sayisi
Kontrol 194,40 +8,68 19,37 £2,32
F20 184,50 +6,52™® 35,50:£1,49™ ™
F40 175,75 £6,13"® 37,66 £1,617 "
Stres 127,83 £6,95™ 23,37 +£2,58

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01
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Sekil 30. A¢ik Alan Testi
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Sekil 31. Program ve uzman gozle 6l¢iim sonuclarinin ortalamaya karsi fark degerlerine
ait sagilim grafigi.
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5.5. Biyokimya Sonuclari
5.5.1. Serum Glikoz Diizeyleri

Glikoz diizeyleri, F20 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
yiiksek oldugu gorilmiistir (p<0.01). F40 ve stres gruplarinin glikoz diizeyi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu goriilmistiir (p<0.05). F20, F40 ve stres gruplarinin glikoz diizeyleri kendi

aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmemistir.

Tablo 7. Serum Glikoz Diizeyi (n=8 her bir grup igin)

Gruplar Glikoz(mg/dl)

Kontrol 111,7143,75

F20 134,14245,31 ™2
F40 133,80+3,12 ™

Stres 131,00+4,46 ™

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,  *: P<0.05, **: P<0.01
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Sekil 32. Serum Glikoz Diizeyi

5.5.2. Serum Insiilin Diizeyleri

Kontrol, F20, F40 ve stres gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda Insiilin

diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir.

Tablo 8. Serum Insiilin Diizeyi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar Insiilin(ng/ml)

Kontrol 0,54+ 0,02
F20 0,83+ 0,16
F40 0,66+0,04
Stres 0,61+ 0,02
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Sekil 33. Serum Insiilin Diizeyi

5.5.3. Serum Kortikosteron Diizeyleri

F40 ve stres gruplarinin kortikosteron degerleri kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0,01). F20 grubunun kortikosteron degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir. F40 grubu ile F20 grubunun
kortikosteron degeri karsilastirildiginda F40 grubunun kortikosteron degeri F20
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir

(p<0,01).
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Tablo 9. Serum Kortikosteron Diizeyi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar Kortikosteron(ng/ml)
Kontrol 286,17+18,20

F20 354,27+17,91

FA40 504,29+40,96 &
Stres 412,51+20,60™?

a: Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01
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Gruplar

Sekil 34. Serum Kortikosteron Diizeyi

5.5.4. Serum Trigliserit Diizeyleri

Trigliserit, F20 ve F40 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,01).
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Stres grubunun trigliserit diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis

gorilmistiir fakat istatistiksel olarak anlamli degildir.

F40 grubunun trigliserit diizeyinde stres grubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlamli artis goriilmiistiir (p<0,01).

Tablo 10. Serum Trigliserit Diizeyi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar Trigliserit(mg/dL)
Kontrol 37,16 £1,30
F20 72 £5,45™7
F40 94 +9 20
Stres 51,71+ 4,29

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda , **: P<0.01

b: Stres grubu ile kargilastirlldiginda, **: P<0.01

120 -

**a **b

100 4 T

80 J **a

60

404 .

Trigliserit(mg/dl)

20 4

0 T T T
Kontrol F20 F40 Stres
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Sekil 35. Serum Trigliserit Diizeyi
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5.5.5. Serum TAS Diizeyleri

F20, F40 ve stres gruplarmin TAS diizeyleri kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériilmemistir.

Tablo 11. Serum TAS Diizeyi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar TAS(mmol Trolox Eg/L)
Kontrol 491 + 0,06
F20 4,95 + 0,06
F40 5,07 + 0,08
Stres 5,08 + 0,06
61
. _ - -

TAS(mmol Trolox Eq/L)

Kontrol F20 F40 Stres
GRUPLAR

Sekil 36. Serum TAS Diizeyi
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5.5.6. Serum TOS Diizeyleri

TOS diizeyleri, stres grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.01). F20, F40 gruplarinin TOS
diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis goriiliirken bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildir. F20 grubunun TOS diizeyi stres grubuyla

karsilastirildiginda istatistikse olarak anlamli farklilik goriilmiistiir (p<0.05).

Tablo 12. Serum TOS Diizeyi (n=8 her bir grup igin)

Gruplar TOS(nmol H202 Eq/L)
Kontrol 13,32+ 1,07

F20 21,15+2,20™
F40 23,79+1,59
Stres 37,55+6,33™

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, *: P<0.05
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Sekil 37. Serum TOS Diizeyi
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5.5.7. Serum OSI Diizeyleri

OSi diizeyleri, stres grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
yiiksek oldugu gorilmistiir (p<0,01). F20, F40 gruplarinin OSI diizeyleri kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir. F20
ve F40 gruplarimin OSI degeri stres grubunda grubu ile kiyaslandiginda F20 ile

¢ok anlaml1 (p<0.01), F40 ile anlamli (p<0.05) farklilik goriilmiistiir.

Tablo 15. Serum OSI Diizeyi (n=8 her bir grup igin)

Gruplar OSI(Arbitrary Unit)
Kontrol 0,28 +£0,02

F20 0,40 + 0,04
F40 0,44 +0,03™
Stres 0,70 £ 0,10™

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile kargilastirildiginda, *: P<0.05, **: P<0.01

1,01
0,94

**a

0,84 '|'

- 071
0,6+
0,5 *xp *b
0,4+
034 — =
0,2
0,14
0,0

OSI(Arbitrary Unit

Kontrol F20 F40 Stres
GRUPLAR

Sekil 38. Serum OSI Diizeyi
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5.5.8. Serum Total Kolesterol Diizeyleri

Total Kolesterol diizeyleri, F40 grubunda kontrol ve stres gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (p<0.01). F20 ve stres gruplarinin
total kolesterol diizeyleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda artis gézlenmistir fakat

bu artis istatistiksel olarak anlamh diizeyde degildir.

Tablo 16. Serum Total Kolesterol Diizeyi (n=8 her bir grup i¢in)

Gruplar Total Kolesterol(mg/dl)
Kontrol 52,62+1,87

F20 65,5+3,93

F40 73,8746,57 "™
Stres 54,8743,16

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, *: P<0.05
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Sekil 39. Serum Total Kolesterol Diizeyi
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5.5.9. Serum HDL, LDL, VLDL Diizeyleri

Serum LDL diizeyi F20 ve F40 gruplarinda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (p<<0.01). Stres
grubunun LDL diizeyi Kontrol grubuyla karsilastirildiginda artis gosterirken bu
artis istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir. F40 grubunun LDL diizeyi stres
grubuyla karsilastirldiginda Istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir
(p<0.01).

F20, F40 ve stres gruplarinin HDL diizeyi kontrol grubuna kiyasla azalma
gostermistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Kontrol, F20, F40 ve
stres gruplarinin HDL diizeyleri kendi aralarinda kiyaslandiginda ise istatistiksel
olarak anlaml farklilik goriilmemistir.

Serum VLDL diizeyi F20 ve F40 gruplarinda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (p<<0.01). Stres
grubunun VLDL diizeyi Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda artis gostermistir.
Istatistiksel olarak anlamli degildir. F40 grubunun VLDL diizeyi stres grubuyla

karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlr artig gostermistir (p<0.01).

93



Tablo 17. Serum HDL, LDL, VLDL Diizeyleri (n=8 her bir grup igin)

Gruplar HDL (mg/dl) LDL(mg/dl) VLDL(mg/dl)
Kontrol 18,38+3,15 8,21 £0,38 7,43 £0,26
F20 16,95+0,62 13,08+1,06 2 17,2+1,82 ™2
F40 15,82+1,29 15,940,637 19,9+1,68™ ™
Stres 13,21 £0,61 9,88+1,53 12,84+1,20

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01
b: Stres grubu ile karsilastirildiginda, *: P<0.05
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Sekil 40. Serum HDL, LDL, VLDL Diizeyleri

5.6.Immiinohistokimya
5.6.1. TRPM2 immiinreaktivitesi
5.6.1.1.Amigdala

TRPM2 Immiinreaktivitesi icin yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu;

Kontrol grubu ile karsilastirldiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F20, F40
ve stres gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig goriiliirken (p<0.01)

bu artis F20 grubunda istatistiksel olarak anlamsizdi. F20 grubu ile
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karsilastinldiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F40 ve stres gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir ( p<0.01). Stres grubu ile
karsilastirldiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F20 grubunda istatistiksel olarak

anlaml diizeyde azaldig1 goriilmiistiir ( p<0.01).

Sekil 41. Kontrol grubuna ait amigdala dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi

Sekil 42. F20 grubuna ait amigdala dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 43. F40 grubuna ait amigdala dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi

Sekil 44. Stres grubuna ait amigdala dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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5.6.1.2. Accumbens

TRPM2 Immiinreaktivitesi icin yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu;

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F40 ve
stres gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 goriiliirken F20 grubu
igin istatistiksel olarak anlamli degildi. F20 grubu ile karsilastirildiginda TRPM2
Immiinreaktivitesi; F40 ve stres gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttigr  goriildi  (p<0.01). Stres grubu ile karsilastirildiginda TRPM?2
Immiinreaktivitesi; F20 grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig

gorilmistiir ( p<0.01).

Sekil 45. Kontrol grubuna ait nucleus accumbens dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 47. F40 grubuna ait nucleus accumbens dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 48. Stres grubuna ait nucleus accumbens dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi

5.6.1.3. Hipokampus

TRPM2 Immiinreaktivitesi igin yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu; Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F20, F40 ve stres gruplarinda
istatistiksel olarak anlaml diizeyde arttigi goriilmiistiir (p<0.01). F20, F40 ve stres
gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik

goriilmemistir.
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Sekil 50. F20 grubuna ait hipokampus dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 52. Stres grubuna ait hipokampus dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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5.6.1.4. Prefrontal Korteks

TRPM2 Immiinreaktivitesi icin yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda degerlendirilmesi sonucu;

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda TRPM2 Immiinreaktivitesi; F20, F40
ve stres gruplarinda istatistiksel anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir (p<0.01).
F20, F40 ve stres gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli farklilik gériilmemistir.

Sekil 53. Kontrol grubuna ait prefrontal korteks dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 54. F20 grubuna ait prefrontal korteks dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi

Sekil 55. F40 grubuna ait prefrontal korteks dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi
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Sekil 56. Stres grubuna ait prefrontal korteks dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesi

Tablo 18. TRPM2 Immiinreaktivitesi Histoskor

Gruplar Amigdala Accumbens  Hipokampus Prefrontal
korteks
KONTROL 0,43+0,09  0,50+0,16 0,35+0,16 0,45+0,19
F20 0,63+0,18™  0,52+0,15™  1,33+0,51™® 1,80+0,73™"2
F40 1,40+0,697%  1,70+0,617 1,75+0,55™® 1,60+0,86 2
STRES 1,55£0,637%  1,73+0,817% 1,530,917 1,63+0,902

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, **: P<0.01

b: Stres grubu ile karsilagtirildiginda, **: P<0.01
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6. TARTISMA

Sanayide tatlandiric1 olarak bir¢ok hazir gida ve alkolsiiz igecekte YFMS
kullanilmaktadir. Son yillarda o6zellikle ABD’de YFMS tiiketimindeki artig
diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklardaki artan risk ile iliskili
bulunmustur. Stresin tanimi ise homeostazisin bozulmasinda rol oynayan igsel
faktorlerden (hafiza gibi) veya cevresel (tehdit gibi) faktorlerden kaynaklanan
uyaranlara kars1 beyin-viicut reaksiyonu seklindedir. Stres uyaranina karsi cevabi
organize eden temel fizyolojik mekanizmalar; hipotalamus, amigdala, nucleus
accumbens ve preforontal korteks gibi spesifik alanlar arasindaki etkilesimin yant
sira belirli norotransmitterler ve ndromodiilatorlerin salinimi oldugu bildirilmistir.
Bu tez caligmasinda, YFMS tliketimi ile strese bagli davranis degisiklikleri
arasinda olas1 fizyopatolojik degisikliklerin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasina katkida bulunmaya ¢alisilmigtir. Ayrica aydmlik karanlik, agik alan
ve kuyruktan asma testlerinin degerlendirilmesi otomatik olarak degerlendirmek
icin kullanilacak bir yazilim tasarlanmaya g¢alisilmistir. Calismamizda ilk olarak
32 adet Spraque-Dawley cinsi erkek sican her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4
homojen gruba ayrilmistir (kontrol, F20, F40 ve stres). 14 giinlik caligma
periyodunda hayvanlara %20 ve %40 YFMS iceren c¢ozelti verilmis, Stres
grubundaki hayvanlara ek olarak ilk hafta 3 saat, 2. hafta 6 saat siiresince
immobilizasyon stresi uygulanmistir. Caligma siiresince gilinlik olarak
hayvanlarin yem, su ve agirliklar1 Olciilerek aydinlik karanlik, acik alan,
kuyruktan asma testleri uygulanmigtir. Calisma sonunda siganlardan alinan kan
ornekleri ile ¢esitli biyokimyasal parametrelerin Ol¢limii  yapilmis, beyin

dokularinda imminohistokimyasal yontemler kullanilarak TRPM2 kanal aktivitesi



belirlenmigtir. Davranig test parametrelerinin belirlenmesinde yenilik¢i bir
program tasarlanmaya calisilmistir. LabVIEW Vision gelistirme ortami
kullanilarak bir program tasarlanmis ve tasarlanan program sayesinde anksiyete

ve stres testlerinin degerlendirilmesi otomatik olarak yapilmistir.
6.1. Yem, Su ve Agirhik Degerleri

Calismamizda F20 ve F40 grubundaki hayvanlara kati gida ve YFMS-55
cozeltisi wverilirken, stres ve kontrol grubundaki hayvanlara kati gida ve su
verilmistir. Gruplarin yem ve su tiiketimleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla,
F20, F40 ve stres gruplarindaki sicanlarda daha az kat1 yem tiikketimi goriiliirken, s1vi
titkketiminin ise F20 grubunda en yiiksek degerde iken F40 grubuna en diisiik degerde
oldugu goriilmiistiir. Bu durumda %20 lik ve %40 Lk c¢oézelti seklinde YFMS
kullanilarak hazirlanan YFMS karisimli sularin, sigan i¢in gerekli enerji ihtiyacinin
neredeyse tamamini karsiladigi ve bdylece kat1 yem tiiketiminde azalmaya neden
oldugu diisiintilebilir. Jurgens ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada bu duruma yakin
sekilde % 10 ve %15 oraninda hazirlanmis siikroz ve fruktoz ¢ozeltisi kullanan
farelerde yem tiikketiminde azalma meydana gelmis ve bu durumun etkeni ise
farelerin toplam enerji alimini dengelemek i¢in yemden aldiklar1 enerji miktarinda
azalmaya gittikleri seklinde degerlendirilmistir (246). Bu c¢alismanin verileri
siganlarin yem tiiketimindeki azalma verileri ile Ortiismektedir. Jiang ve ark.
tarafinda farelerin kullanildig1 bir ¢alismada, besin aliminin kronik kisitlama
stresinin sonucu olarak baskilandig1 goriilmiistiir (247). Yine bagka caligmalarda da
kisitlama stresine maruz kalan diyabetik sicanlarin besin aliminda azalma

goriilmistiir (248, 249).
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YFMS-55 karisimli sularla beslenen F20 ve F40 gruplari icerisinde F20
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda su tiiketimi goriiliirken, F40
grubunda kontrol grubundan daha az miktarda su tiiketimi gortlmustiir. Figlewicz ve
ark. tarafindan ratlarda yapilan %15 YFMS nin kullanildigi bir ¢alismada sekerli
icecek alim hacimlerinin hepsi su alimina kiyasla 6nemli olgiide artmustir (250).
Ackroff ve ark. tarafindan yapilan diger bir ¢alismada siganlara ayr1 siselerde icecek
olarak YFMS ve siikroz kullanilarak hazirlanan sulara ek olarak normal igme suyu da
verilmis ve siganlarin igecek tercihleri degerlendirilmistir (251). Sonugta YFMS ve
siikroz gruplarinin icecek tiiketiminin fazla oldugu ve normal su tiiketiminin ters
orantili sekilde az oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar ayrica YFMS ve siikroz un
beraber verilmesi durumunda da YFMS’li su tiiketiminin siikrozlu su tiiketimine
oranla daha fazla oldugunu belirlemistir. Arastirmacilar bu durumu, fruktozun
yiiksek oranda tathliginin bir sonucu olarak daha yiiksek oranda fruktoz iceren
YFMS nin sigcanlara daha cazip geldigi seklinde degerlendirmislerdir. Buna ek olarak
YFMS nin i¢erdigindeki az miktarda polisakkaritin, siganlarin YFMS’yi tercih etme
nedeni olacak tadi olusturdugu belirtilmistir (252). Calismamizda ise kafeslerdeki
siganlara icecek olarak normal su veya F20, F40 ¢ozeltileri verilmis olmasina ragmen
F20 grubunun siv1 tiikketimi kontrol grubunun ¢ok iizerinde, F40 grubunda kontrol
den az seviyededir. Stres grubunun su tiiketimi kontrol grubuna yakindir. F20
grubundaki s1vi1 tiiketiminin fazla olmasinin sebebi F20 grubundaki sicanlarin sekerin
tetikledigi susuzlugu gidermenin tek yolu olarak yine sekerli su olarak gormesi
,osmotik dengenin bozulmasi1 ve bu nedenle de F20 grubunda sekerli su tiikketiminde
artisa neden oldugu seklinde degerlendirilebilir. F40 grubunda sekerli suyun az

tiikketilmesinin sebebi ise yogun tatlilik derecesi ve yiiksek YFMS konsantresi oldugu
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diisiiniilebilir. Calismamiza paralel sonuglarin elde edildigi diger ¢alisma O6rneklerine
bakildiginda; Celec ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada da kola tiirevi
igeceklerin herhangi bir smirlama olmadan verildigi sicanlarda normal su verilen
siganlara kiyasla giinliik su tiiketiminin yaklagik li¢ kat1 kadar oldugu gorilmiistiir
(253). Chiba ve arkadaslainin yaptiklari bir ¢alismada, kronik kisitlama stresine
maruz birakilan siganlarin su tiiketim miktarlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
anlamli bir degisme gozlenmemistir (254).

Calisma siiresince gilinlere bagli olarak yiizde agirhik degisimleri
karsilastirildiginda F20, F40 gruplarinda canli agirliginda artig, stres grubunda
canli agirhiginda azalma goriilmiistiir. F40 grubunda hayvanlarin az miktarda F40
tilketmelerine ragmen agirlik artis1 goriilmesinin nedeni olarak fruktozun yiiksek
kalori igerigi oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan diger bir ¢alismada farkli kalorili
tatlandiricilar arasindan sadece HFCS-55 (% 13) igen fareler, sekiz hafta sonunda
H20 veya glikoz soliisyonu i¢en farelere kiyasla daha biiyiik (P <0.05) nihai viicut
agirh@ina kavusmustur (255). Light ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 8 hafta
boyunca si¢anlara %13 liikk ¢6zelti halinde glikoz, fruktoz, siikroz ve YFMS-55
verilmis ve sonugta siikroz grubunda kontrole gore viicut agirliginda anlamli artig
olmazken YFMS grubunda anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (256). Bu artisin
nedeni de YFMS nun yiiksek oranda fruktoz igerigine sahip olmasi, fruktozun yag
asitlerine doniismesi ve yag seklinde depolanarak yaglanmayi hizlandirmasi
seklinde degerlendirilmistir. Diger bir nedeni ise uzun siireli fruktoz tiiketimin
enerji harcamasinmi azaltip, kalori alimini arttirarak kilo alimina neden oldugu

seklindeki degerlendirmedir (257).
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Yun ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada da kronik kisitlama stresine
maruz kalan hayvanlarda viicut agirliginin kontrol gurubuna oranla daha yavas bir
artis gostermistir (258). Zardooz ve ark. tarafindan yapilan diger bir ¢alisma da ise
stresin gida tiiketimini baskiladigi ve kilo kaybina neden oldugu bildirilmistir
(259).Calismamizda da stres grubunun canli agirligi kontrol grubuna gore
azalmistir. Bu veriler stresin viicut agirlig1 {izerine negatif etkide bulundugunu

gostermektedir.
6.2. Biyokimyasal Parametreler
6.2.1. HDL, LDL ve VLDL

Fruktoz, glikozdan farkli sekilde fosfofruktokinaz basamagini insiilinden
bagimsiz sekilde atlayarak hepatik lipit metabolizmasmma dogrudan etki
etmektedir. Bu etki, fruktoz yapili karbonlarin kontrolsiiz bicimde lipogenezde
kullanilmasina ve bu sekilde hepatik VVLDL-kolesterol LDL- kolesterol sentezinin
artisina, HDL- Kolesterol sentezinin azalisina sebebiyet vermektedir (260).
Yapilan bir ¢alismada 12 hafta siiresince erkek ve disi ratlarda %10 fruktoz
uygulandiginda VLDL ve LDL diizeylerinin arttigit HDL diizeyinin ise azaldig
gozlenmistir (261). Fareler iizerinde 8 hafta boyunca yiiksek fruktozlu besin
verilerek yapilan bir ¢alismada HDL -C diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede azalis gosterirken, VLDL ve LDL diizeylerinin arttig1
gorilmistlir (262). Wistar cinsi erkek ratlar 10 hafta boyunca %60 oraninda
fruktoz verilerek yapilan diger bir ¢calismada ise HDL diizeyinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (263).

Stres HPA akini aktive ederek glukokortikoitlerin salinimini saglar ve bu

sayede lipit profilini degistirererek HDL, LDL ve VLDL degerini degistirir (264).
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Devaki ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada tekrarlanan kisitlama stresin VLDL
ve LDL diizeyini arttirdigi, HDL diizeyini azalttig1 agik¢a gosterilmektedir (259).
Ricart-Jane ve ark. (2002), kronik immobilizasyonun, (VLDL) diizeylerini
artirdigim gostermistir (265).1laveten Ronsein ve ark. yaptig1 bir calismada stresin
LDL diizeyini arttirdigi, HDL diizeyini azalttig1 gosterilmistir (266).
Calismamizda da fruktoz gruplarinda ve stres grubunda HDL diizeyi bir
azalis gosterirken, LDL ve VLDL diizeyleri artis gostermistir. Bu sonuglar

calismamizin litertirle uyumlu oldugunu goriilmiistiir.
6.2.2. Kortikositeron

Fruktoz hipotalamusun PVN da AMP aktive edici protein kinase (AMPK)
aktivasyonuna neden olarak adrenal bezden Kkortikosteron sekresyonunu
gerceklestirmektedir (267). Ratlarda 9 hafta siiresince yapilan bir ¢alismada
fruktoz asir1 yiiklenmesi, O6nemli Olciide daha yiiksek plazma kortikosteron
seviyelerine yol agmustir (268).

Bir stres uyarimina yanit olarak, hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi,
kortikotropin serbestlestirici hormonu ve adrenokortikotropik hormonu salgilamak
icin anterior hipofizini uyaran vazopressin salgillar ve bu da kemirgenlerde
glukokortikoid hormonlarin (GC'ler), kortikosteronun salgilanmasina yol agar
(269-271). GC'ler viicudun metabolizmasinda lipitlerin metabolizmasi ve
hayvanlarin beslenme davranisi gibi bir¢ok alanda etkisi bulunmaktadir (272).
Yetiskin erkek ve disi ratlarda kisitlama stresi kortikosteron artisiyla
sonuglanmustir (273).

Calismamizda da fruktoz gruplarinin ve stres grubunun Kkortikosteron

degerlerinde literatiirle uyumlu sekilde artis oldugu goriilmiistiir.
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6.2.3. Total Kolesterol

Fruktoz fosfokruktokinaz enzimine ulasamadan pargalanarak adipoz doku
tarafindan gliserol ve yag asitlerine doniisiir. Lipojenik o6zellikleri nedeniyle,
diyette fazla fruktoz, glikoz malabsorpsiyonuna ve kolesterolde ylikselmeye
neden olabilir (262). Castro ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada yetiskin ratlara
13 hafta siiresince yiiksek fruktozlu(%60) besin verdiklerinde total kolesterol
diizeyinin anlamli sekilde artigini gézlemlemislerdir (274). Sripradha ve ark.
tarafindan ratlar lizerinde 10 hafta boyunca %60 oraninda fruktoz verilerek
yapilan diger bir caligmada total kolesterol diizeyinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gozlenmistir (263). Stres HPA aksini
etkileyerek glikokortikoitlerin salimma saglar ve bu da karacigerde kolesterol
diizeyinin artisina neden olur. Ricart-Jane ve arkadaslar1 kronik immobilizasyon
stresinin  total kolesterol diizeylerini arttirdigini = gozlemlemislerdir (264).
Tavsanlar (275) ve farelerin (276) lizerinde yapilan ¢aligmalarda immobilizasyonu
takiben dolagimdaki total kolesterol konsantrasyonlarinda 6nemli bir yiikselme
oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda literatiirle uyumlu sekilde fruktoz
gruplarinin ve stres grubunun total kolesterol diizeyi kontrol grubuna gore artis

oldugu goriilmiistiir.
6.2.4. Trigliserit

Kisa ve uzun siireli ¢alismalarda yiliksek fruktoz orani ile beslenme
sonucunda serum trigliserit seviyelerinde artisa neden oldugu goézlenmistir.
Sharabi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 3 hafta siiresince yiiksek fruktoz
tilkketen sicanlarin plazma trigliserit seviyelerinde bir artisa neden oldugu

gozlenmistir (277). Catak ve ark. tarafindan erkek ve disi ratlarda 12 hafta
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siiresince %10 fruktoz verilerek yapilan calismada trigliserit diizeyi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis oldugu gozlemlenmislerdir
(261). Literatiirde bu c¢alismalara paralel sonuglarin elde edildigi ¢alismalar
mevcuttur (274, 278, 262, 268).

Kisitlama stresi uygulanan c¢alismalarda; Ricart-Jane ve ark. kronik
immobilizasyonun, serum TG, diizeylerini artirdigin1 gézlemlemislerdir (279).
Tavsanlar (275) ve farelerin (276) tizerinde yapilan galismalarda immobilizasyonu
takiben dolasimdaki trigliserit konsantrasyonlarinda oOnemli bir yiikselme
oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda da literatiirle uyumlu sekilde fruktoz
gruplarmin ve stres grubunun serum trigliserit seviyelerinde artis oldugu

gOriilmiistir.
6.2.5. Glikoz ve Insiilin

Glikoz 6l¢iimii insiilin hassasiyetinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kan
glikoz yogunlugu arttiginda, pankreas bezinin langerhans adaciklarinda bulunan
beta hiicrelerinden insiilin salgis1 artar. Yapilan c¢alismalar sonucunda Yiiksek
miktarlarda fruktoz igeren diyetlerin hepatik insiilin direncini indiikledigi ve
hepatik steatozun bir sonucu olarak glikoz seviyelerini artirdigi one siiriilmiis
olmasma ragmen, glukoneogenezin artmasina yol acan kesin mekanizma hala
acik¢a tanimlanamamistir (280, 281). Collino ve arkadaslarinin 2013 yilinda
yaptiklari bir ¢alismada 30 hafta siiresinde %15 YFMS-55 ile beslenen farelerinde
serum glikoz degerinin artigin1 gozlemlemislerdir (282). Fruktoz, glikozun
emilimini kolaylastiric1 etkiye sahip oldugu, diisik miktarda veya kisa siireli

tilketildiginde kandaki glikoz oranini diizenleyici etkide bulunabilecegi, uzun
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stireli kullanim durumunda ise serum glikoz degerlerini arttirici etkiye neden
olabilecegi bildirilmektedir (283). Collino ve ark. ¢alismasi bu goriisle paraleldir.

Streste ACTH salinimi, adrenallerin katekolamin tiretimini artirmasini tesvik
eder (284). Artmis glukokortikoid ve katekolamin seviyeleri insiilinin etkilerini
antagonize eder ve ayrica insiilin {izerindeki etkilerinden bagimsiz olarak kan
glikoz konsantrasyonunu arttirir (285).

Ahn ve ark. tarafindan fareler iizerinde yapilan bir diger ¢alismada kisitlama
stresi uygulanmasimnin kan glikoz ve insiilin konsantrasyonlarini arttirdigi
belirtilmistir (286). Calismamizda da literatlirle uyumlu sekilde fruktoz
gruplarinin ve stres grubunun serum insiilin ve glikoz seviyelerinde artis oldugu

gOriilmiistir.
6.2.6. TASve TOS

Fruktoz bakimindan zengin beslenmenilmesi, asir1 ROS olusumuna ve
antioksidan savunma mekanizmalarinda eszamanli diisiise katkida bulunur ve
boylece oksidatif stresi hizlandirir (287). Wistar cinsi erkek ratlara 10 hafta
boyunca %60 oraninda fruktoz verilerek yapilan c¢alismada TAS diizeyinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalma gozlenirken TOS
diizeyinde artis gozlenmistir (263). Nachimuthu ve ark. tarafindan 10 hafta
stiresince yapilan diger bir ¢alismada da TAS diizeyinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gozlenirken TOS diizeyinde artis
gozlenmistir (288). Ewelina ve ark. tarafindan 8 hafta siiresince %60 1n tizerinde
fruktoz verilerek yapilan bir ¢calismada TAS degerinin arttig1 goriilmistiir (289).

Strese bagl olarak kortizol diizeylerinde artis glikoz metabolizmasini ve

ROS iiretimini hizlandirdig: bildirilmistir (290). ROS iiretimi oksidatif stresin ana
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parametresidir ve ROS iiretimindeki artis sonucunda oksidatif hasarin derecesi de
artmaktadir. Herbet ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada strese maruz kalan
siganlarin prefrontal korteksinde lipid peroksidasyonunda artis oldugunu ve bunun
da oksidatif stresi gostergesi oldugunu ortaya koymustur (291). Depresyon
durumunda oksidatif stres kosullarinin hiicre fonksiyon kaybina neden oldugu
bildirilmistir (292, 293). Stresin, beyinde lipid peroksidasyonu artisina neden
oldugu cesitli calismalarla da desteklenmektedir (294-295).

Calismamizda fruktoz gruplarinin ve stres grubunun TAS diizeyinde
degisiklik goriilmezken, TOS diizeylerinde literatiirle uyumlu sekilde anlamli bir

artis gorilmiuistiir.
6.3. Davrams Testleri
6.3.1. Anksiyete Testleri

Deney hayvanlarinda anksiyeteyi belirlemek icin ¢esitli testler
kullanilmaktadir. Aydinlik karanlik testi ve agik alan testi anksiyeteyi belirlemek
icin kullanilan testlerdendir. Elevated plus maze testi anksiyeti belirleme
kullanilan diger bir test tlirtidiir. Yapilan bir ¢aligmada Anderson ve ark. yiiksek
fruktozlu beslenmede anksiyeteyi belirlemek icin elevated plus maze testi
kullanmis sonugta daha fazla anksiyete gozlemlemislerdir (296). Cao ve ark.
tarafindan stikroz kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada hayvanlara 3 giin art
arda siikkroz uygulanmis ve aydinlik karanlik testi sonug¢larinda anxietik etkiye
rastlanamamistir (297). Bu sonucun olugmasinda siirenin ¢ok kisa tutulmasi da
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Anksiyete diizeyinin belirlenmesinde faydalanilan
aydinlik-karanlik testinde, aydinlik boéliimde gecirilen siire anksiyolitik davranig

olarak nitelendirilirken, karanlik boliimde gecirilen siire ise anksiyojenik davranis
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olarak nitelendirilir (298). Morales ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
aydinlik karanlik testinin uygulandigi kronik kisitlama stresine maruz birakilmis
farelerde anksiyolitik davraniglarin olustugunu gézlemlemislerdir (299). A¢ik alan
test parametreleri olarak sahlanma davranisi, horizontal ve vertikal hareketler
kullanilmaktadir. Bu davranis testinde gegilen kare sayisindaki azalma ve
sahlanma sayisindaki artis anksiyojenik davranisin  gostergesi  olarak
nitelendirilmistir (300). Yapilan caligmalar neticesinde strese maruz birakilan
sicanlara agik alan testi uygulandiginda, testin sonucunda anksiyojenik bulgularda
artis goriilmistiir (301).

Calismamizda anksiyeteyi belirlemek icin aydinlik karanlik ve acik alan
testleri uygulamistir. Aydinlik karanlik test sonucuna gore F20, F40 ve stres
gruplarinda karanlikta kalma siiresi anlamli derecede artmis ve aksiyojenik
davranig goriilmiistiir. Ayrica karanhiga ilk gecis ani test parametresi olarak
Olciilmiis ve karanliga ilk gecis siiresini azalmasi1 anksiyojenik davranisg gostergesi
olarak degerlendirilmistir. Sonugta F20, F40 ve stres gruplarinda karanliga ilk
gecis siiresinin arttig1 goriilmiistiir.

Acik alan test sonucuna gore gecilen c¢izgi sayist F20, F40 ve stres
gruplarinda azalirken anlamli azalma stres grubunda goriilmiis ve anksiyojenik
olarak degerlendirilmistir. Sahlama sayisinda ise F20, F40 ve stres gruplarinda
artis goriiltirken anlam1 artis F20 ve F40 gruplarinda goriilmiis ve anksiyojenik

olarak degerlendirilmistir.
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6.3.2. Depresyon Testleri

Deney hayvanlarinda depresyon durumunu belirlemek i¢in ¢esitli testler
kullanilmaktadir. Kuyruktan asma testi ve zorlu ylizme testi depresyonu
belirlemek i¢in kullanilan testlerdendir. Harrell ve ark. tarafindan yapilan zorlu
ylizme testinde yiiksek fruktozla beslenen siganlarin yiizdiirme oraninin azaldigini
ve immobil halde kalma siirelerini arttigin1 gézlemlemislerdir (302). G6zlenen bu
parametrelerdeki artis birer depresyon belirtecidir. Kuyruktan asma testinde de
hareketsiz gecirilen siire depresyon benzeri davranisin gostergesi olarak kabul
edilmektedir (303). Kisitlama stresine maruz birakilmis farelerle 21 giin siiresince
yapilan bir ¢alisma sonucunda, kontrol grubundaki hayvanlara oranla hareketsiz
kalma siiresinin arttigi gozlenmistir (304). Calismamizda depresyon durumunu
belirlemek i¢in kuyruktan asma testi uygulamistir. Kuyruktan asma test sonucuna
gore F20, F40 ve stres gruplarinin hareketsiz kalma siireleri artis gosterirken bu

artis stres grubu i¢in anlaml diizeydedir.
6.4. Baz1 Beyin Bolgelerinde TRPM-2 Aktivasyonu

TRPM?2 nonselektif katyon kanali olup oksidatif stres kosulllarinda aktive
olur ve intraselliiler serbest kalsiyum konsantrasyonunda artisa ve hiicre 6liimiine
yol agar (305).

Beyin ve néronlar biiylik miktarda oksijen ve oksitlenebilen ¢oklu
doymamis yag asitleri tiiketirler buna ragmen zayif bir antioksidan sisteme
sahiptirler. Bu nedenle ROS’un hedefi olurlar (306). Beyin ve sinir sistemi
oksidatif strese olduk¢a duyarhidir ve artan oksidatif hasar, mitokondrial
disfonksiyon, inflamasyon, protein klirensindeki defektler gibi kompleks

patolojiler néron 6liimiine kadar giden énemli problemlere yol agmaktadir (307).
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TRPM2 noronal gelisimde de rol oynar ve norit gelismesinde engelleyici bir role
sahiptir. TRPM2 inhibisyonu artarken, TRPM2 asir1 ekspresyonunun aksonal
bliylimeyi azalttigr gosterilmistir. TRPM2 nakavt fare noronlarinda, kontrol
farelere kiyasla daha uzun norit ve daha fazla dendrite sahip oldugu gosterilmistir.
TRPM2'nin aksonal biiyiimenin lizofosfatidik asit kaynakli baskilanmasina
aracilik ettigi bildirilmistir (308). Immiinohistokimyasal calismada 4 beyin
bolgesinde de F20, F40 ve stres gruplarinda TRPM2 immiinoreaktivitesinde
kontrole gore artis oldugu goriilmiistiir. Ancak amigdala ve NAc bolgelerinde F20
grubundaki artis kontrole gore anlamli degildir. Bu iki bolgede hem stres
grubunun hem de F40 grubunudaki TRPM2 aktivitesi F20’ye gore de artis
gostermistir. Calismamizda immiinohistokimyasal olarak inceleme yapilan
prefrontal korteks, amigdala, hipokampus ve niikleus akkumbens olarak ifade
edilen dortlii yapi stres cevaplarinin kontroliinde ve organizasyonunda énemli bir
rol oynamaktadir. Bu dortli yapmin tamaminda, Stresorler farkl
norotransmitterlerin ekstraseliiler konsantrasyonunda degisime sebep olurlar ve bu
degisim de stresorle basa c¢ikmak icin davranigsal siireglerin aktivasyonu ve
modiilasyonu ile iligkilidir (309, 310). Amigdala, niikleus akkiimbens,
hipokampiis ve prefrontal kortekste TRPM2 aktivitelerindeki artis oksidatif strese
bagli olarak meydana gelmis olabilir. Nitekim kanda TOS seviyelerine
bakildiginda YFMS ve stres gruplarinda kontrol grubuna goére TOS
diizeylerindeki artis, immiinohistokimyasal incelemeyle gosterilen TRPM2
aktivitesindeki artisa ilave destek saglamaktadir.

Strese cevapta anahtar bir bolge olan hipokampus, glukokortikoidlerin

hedefi olarak tanman ilk beyin bolgesidir. Stres ve stres hormonlar1 yasam
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boyunca bu beyin bdlgesinde hem adaptif hem de adaptif olmayan etkiler
meydana getirir (311). Hipokampusiin yanisira, duygular ve kognitif
fonksiyonlarla iligkili amigdala ve prefrontal korteks, stres kaynakli olarak
davranigsal ve fizyolojik yanitlar1 degistiren yapisal olarak yeniden bigimlenmeye
maruz kalir (311). Bu beyin bolgeleri stres ve stres hormonlarinin hedefinde olup,
stresli deneyimlerin akut ve kronik etkileri bu bolgelerin nasil cevap verecegini
belirler (311). Amigdala, prefrontal korteks ve hipokampiisiin kronik depresyonlu
bireylerdeki otopsi c¢alismalarinda glial hiicre sayisinda azalma oldugu
goriilmistir (311). Ayrica PET (pozitron emisyon tomografisi) ve FMRI
(fonksiyonel manyetik rezonans) c¢alismalarinda, tekrarlayan depresyonlu
bireylerde bu 3 beyin yapisinin hacimlerinin azaldigi gosterilmistir (311). Kronik
immobilizasyon stresinin medial prefrontal kortekste dendritik kisalmaya,
amigdalada ise dendritik gelismeye yol agtig1 gosterilmistir (312, 313). Amigdala
ile ilgili olarak, 21 giin veya daha uzun siiren kronik stres, sadece hipokampal
bagimli biligsel islevi bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda amigdala bagiml korku ve
korku sartlanmasina artirir (314). Calismamizda uygulanan immobilizasyon
stresinin bu beyin bolgelerinde TRPM2 aktivitesini artirmasi, oksidan bir hasar
oldugunu ve hiicrede apoptotik bir siirece girildigini géstermektedir.

Beyinde primer 6diil devresi ventral tegmental alandan niikleus akkiimbense
(NAc) giden dopaminerjik projeksiyonlar ile bazolateral amigdala (BLA) ve
medial prefrontal korteks (Mpfc ) ile yogun baglantilardan olusur (309). Niikleus
akkiimbens, BLA ve Mpfc, odillere cevapta anahtar medyatorler olarak

tanimlanmaktadirlar (315).
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MPFC ve BLA stres cevaplarini diizenlediginden ve goze ¢arpan duygusal
uyaranlara kosullanmayla iligkili oldugundan, bu yapilarin hem kosulsuz hem de
kosullu 6diil maruziyetine kars1t HPA ve OSS (otonom sinir sistemi) yanitlarini
diizenleyebilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda YFMS gruplarinda ve streste niicleus acclimbens bolgesinde
TRPM2 immiinoreaktivitesinde artis goriilmesi, stres-6diil yolagindaki bozulmaya
isaret etmektedir. Ayrica hayvanlarda depresyon benzeri davranislari
degerlendirmeye olanak saglayan kuyruktan asma testi’nde deney gruplarinda
kontrole gore anlamli olmamakla birlikte hareketli siirede azalma goriilmesi
hayvanlarda depresyon gelistiginin belirtecidir. Anksiyeteyi degerlendirmede
kullanilan aydinlik karanlik testi sonuglarina gore ise F20, F40 ve stres
grubundaki hayvanlarin karanlikta kalma siiresi kontrol grubundaki hayvanlar ile
kiyaslandiginda anlamli bir artis gostermistir. Lokomotor aktivitenin dolayli
6l¢timii olan agik alan testinde, stres grubunda gegilen ¢izgi sayisi, kontrol, F20 ve
F40 gruplan ile kiyaslandiginda anlamli derecede azalmistir. Bu bulgular
YFMS’nin strese benzer olarak depresyon ve anksiyeteye yol actifim
gostermektedir. Immiinohistokimyasal ¢alismada bu gruplarda gosterilen ve
oksidatif stres hasarin1 yansitan TRPM2 aktivitesindeki artis davranis testleriyle
ortaya ¢ikarilan sonuclarla paralellik gostermektedir.

Sonuc olarak:

1) 14 giinlik YFMS uygulamasi yapilan gruplardaki siganlarin viicut agirligi
deney sonunda kontrole gore artis gostermistir. Kat1 gida tiiketiminde ise

YFMS uygulamasi kontrole gore azalmaya sebep olmustur.
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2)

3)

4)

5)

Sters ve YFMS uygulamasi; serum glikoz, insiilin, Kkortikosteron,
trigliserit, TOS, total kolesterol, LDL ve VLDL degerlerini kontrole gére
arttirmistir. Serum HDL degerini azaltmastir.

Yapilan aksiyete ve depresyon testlerinde YFMS verilen gruplar stres
uygulanan si¢anlara paralel davranislar sergilemislerdir.

Stres veYFMS gruplarinda kontrol grubuna gore TOS diizeylerindeki artig
ile beraber beyin dokusunda yapilan immiinohistakimyasal Ol¢iimlerde
prefrontal  korteks, amigdala, nucleus accumbens, hipokampiis
bolgelerinde YFMS$ nin TRPM2 kanal aktivitesini artirdigi ilk defa bu
calisma ile gosterilmistir.

Calismada kullanilan  davranis testlerinden elde edilen video
goriintiilerinin analizinde manuel skorlamalarda olasacak hatalar1 en aza

indirecek tamamen yenilik¢i bir yazilim tasarlanmistir.

121



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

7. KAYNAKCA

Giirdol F, Ademoglu E. Biyokimya, 1. bask1. Nobel tip ktabevleri. Istanbul, 2006.

Fruton, J.S. Molecules of Life, Wiley-Interscience, 1972.

Hanover, LM; White, JS. "Manufacturing, composition, and application of fructose".
American Journal of Clinical Nutrition 1993;58: 724- 32.

Huberlant, J., Sucrose: Properties and Determination,Encyclopedia of Food Sciences and
Nutrition , 2003; 5636-5641.

Johnson RJ, Segal MS, Sautin Y, Nakagawa T, Feig DI, Kang DH, et al. Potential role of
sugar (fructose) in the epidemic of hypertension, obesity and the metabolic syndrome,
diabetes, kidney disease, and cardiovascular disease. Am J Clin Nutr 2007;86(4):899-906.
Cozma, A.l., Sievenpiper, J.L., The Role of Fructose, Sucrose, and High-fructose Corn
Syrup in Diabetes, US Endocrinology , 2013;9:128-38.

Parker, K., Salas, M., Nwosu, V.C. High fructose corn syrup: Production, uses and public
health concerns. Biotechnology and Molecular Biology Review. 2010;5(5): 71 — 78.
O'Brien-Nabors,L., Alternative Sweeteners, Fourth Edition, 2012.

High-Fructose Corn Syrup, Grocery Manufactureres Association: Science Policy Paper,
2008.

Ruiz-Matute, A.l, Weiss, M., Sammataro, D., Finely, J., Sanz, M.L. Carbohydrate
Composition Of High-Fructose Corn Syrups (HFCS) Used For Bee Feeding: Effect On
Honey Composition. J. Agric. Food Chem. 2010;58: 7317-7322.

Poyrazoglu, A.G. Nisasta Endiistrisi Atik Sularmin Bitki Yetistirilmesinde Kullanim
Olanaklarinin Arastirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi Adana: Cukurova Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii, 2007.

Parrish, L. A.W. How Does the Consumption of Fructose and High Fructose Corn Syrup
Impact the Health of Children and Adolescents? Pediatric Endicrinology Nursing Society.
2010; 459-460.

Ozcan, S. Modern Diinyanin Vazgecilmez Bitkisi Misir: Genetigi Degistirilmis
(Transgenik) Misirin Tarimsal Uretime Katkisi. Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi
2009;2(2): 01-34.

Samuel VT. Fructose induced lipogenesis: from sugar to fat to insulin resistance. Trends
Endoc Metab. 2011;22(2):60- 5.

Stipanuk, Marsha H. Biochemical, Physiological, and Molecular Aspects of Human
Nutrition, 2nd Edition. W.B. Saunders, Philadelphia, 2006.

Bizeau, M.E., Pagliassotti, M.J. Hepatic adaptations to sucrose and fructose. Metabolism
Clinical and Experimental 2005;54: 1189- 1201.

Havel PJ. Dietary fructose: implications for dysregulation of energy homeostasis and
lipid/carbohydrate metabolism. Nutr Rev. 2005; 63(5): 133-57.

Mayes PA. Intermediary metabolism of fructose. Am J Clin Nutr. 1993; 58(5 ): 754-65.

122



19.

20.

21,

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Rutledge AC, Adeli K. Fructose and the metabolic syndrome: pathophysiology and
molecular mechanisms. Nutr Rev. 2007; 65(6 -2): 13-23.

Stanhope KL, Havel PJ. Fructose consumption: potential mechanisms for its effects to
increase visceral adiposity and induce dyslipidemia and insulin resistance. Curr Opin
Lipidol. 2008; 19(1): 16-24.

Korkmaz, A. Fruktoz; Kronik Hastaliklar I¢in Gizli Bir Tehdit. TAF Prev Med Bull 2008;
7(4):343-346.

Altan, N., Sepici Dingel, A., Koca, C., “Diabetes mellitus ve oksidatif stres”, Turk. J.
Biochem., 2006;31(2): 51-56.

Reddy, S.S., Ramatholisamma, P., Karuna, R., Saralakumari, D., “Preventive effect of
Tinospora cordifolia against high-fructose diet-induced insilin resistance and oxidative
stress in male Wistar rats”, Food Chem. Toxicol., 2009; 47(9): 2224-2229.

Grattagliano, 1., Palmieri, V.O., Portincasa, P., Moschetta, A., Palasciano, G.,“Oxidative
stress-induced risk factors associated with the metabolic syndrome: A unifying
hypothesis”, J. Nutr. Biochem., 2008; 19(8): 491-504.

Armutgu, F., Coskun, O., Giirel, A., Kanter, M., Can, M., Ugar, F., Unalacak,M.,
“Thymosin alpha 1 attenuates lipid peroxidation and improves fructoseinduced
steatohepatitis in rats”, Clin. Biochem., 2005;38(6): 540-547.

Vos, M.B., Kimmons, J.E., Gillespie, C., Welsh, J., Michels Blanck, H. Dietary fructose
consumption among US children and adults; The Third National Health and Nutrition
Examination Survey. Medscape Journal of Medicine, 2008;10: 160.

Ross, A.P., Bartness, T.J., Mielke, J.G., Parent,. M.B. A high fructose diet impairs spatial
memory in male rats. Neurobiology of Learning and Memory, 2009;92: 410-416.
Bocarsly,M.E., Powell,E.S., Avena,N.M., Hoebel,B.G., High-fructose corn syrup causes
charecteristics of obesity in rats: Increased body weight, body fat and triglyceride
levels.,Pharmacology, Biochemistry and Behaviour , 2010;97:101-106.

Mellor KM, Wendt IR, Ritchie RH, Delbridge LM. Fructose diet treatment in mice
inducesfundamental disturbance of cardiomyocyte Ca*? handling and myofilament
responsiveness. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2012;302(4):964-72.

Mellor KM, Ritchie RH, Davidoff AJ, Delbridge LM. Elevated dietary sugar and the
heart: experimental models and myocardial remodeling. Can J Physiol Pharmacol
2010;88(5):525-40.

Concha Il, Velasquez FV, Martinez JM, Angulo C, Droppelmann A, Reyes AM, Slebe
JC, Vera JC, Golde DW. Human erythrocytes express GLUT5 and transport fructose.
Blood. 1997; 89(11): 4190

Medina RA, Owen GI. Glucose transporters: expression, regulation and cancer. Biol Res.
2002; 35(1): 9-26.

Funari VA, Crandall JE, Tolan DR. Fructose metabolism in the cerebellum. Cerebellum.
2007; 6(2): 130-40.

123



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

Nakagawa T, Tuttle KR, Short RA, Johnson RJ. Hypothesis: fructose-induced
hyperuricemia as a causal mechanism for the epidemic of the metabolic syndrome. Nat
Clin Pract Nephrol. 2005; 1(2): 80-6.

Lingelbach LB, McDonald RB. Description of the long-term lipogenic effects of dietary
carbohydrates in male Fischer 344 rats. J Nutr. 2000; 130(12): 3077-84.

Le KA, Tappy L. Metabolic effects of fructose. Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2006;
9(4): 469-75.

Jurgens H, Haass W, Castaneda TR, Schurmann A, Koebnick C,Dombrowski F, Otto B,
Nawrocki AR, Scherer PE, Spranger J, Ristow M, Joost HG, Havel PJ, Tschop MH.
Consuming fructosesweetened beverages increases body adiposity in mice. ObesRes.
2005; 13(7): 1146-56.

Le KA, Faeh D, Stettler R, Ith M, Kreis R, Vermathen P, Boesch C, Ravussin E, Tappy L.
A 4-wk high-fructose diet alters lipid metabolism without affecting insulin sensitivity or
ectopic lipids in healthy humans. Am J Clin Nutr. 2006; 84(6): 1374-9.

Gersch MS, Mu W, Cirillo P, Reungjui S, Zhang L, Roncal C, Sautin YY, Johnson RJ,
Nakagawa T. Fructose, but not dextrose, accelerates the progression of chronic kidney
disease. Am J Physiol Renal Physiol. 2007; 293(4): 1256-61.

Sanchez-Lozada LG, Tapia E, Bautista-Garcia P, Soto V, Avila- Casado C, Vega-Campos
IP, Nakagawa T, Zhao L, Franco M, Johnson RJ. Effects of febuxostat on metabolic and
renal alterations in rats with fructose-induced metabolic syndrome. Am J Physiol Renal
Physiol. 2008.

Nyby MD, Abedi K, Smutko V, Eslami P, Tuck ML. Vascular Angiotensin type 1
receptor expression is associated with vascular dysfunction, oxidative stress and
inflammation in fructose-fed rats. Hypertens Res 2007; 30(5):451-7.

Bell RC, Carlson JC, Storr KC, Herbert K, Sivak J. Highfructose feeding of
streptozotocin-diabetic rats is associated with increased cataract formation and increased
oxidative stress in the kidney. Br J Nutr 2000; 84(4):575- 82.

Mohammadi A, Gholamhoseinian A, Fallah H. Zataria multiflora increases insulin
sensitivity and PPARg gene expression in high fructose fed insulin resistant rats. Iran J
Basic Med Sci. 2014;17(4):263-70.

Sivakumar AS, Anuradha CV. Effect of galangin supplementation on oxidative changes
and inflammataory chanes in fructose-fed rat liver. Chemico- Biol Int 2011; 193: 141-
148.

Kangralkar VA, Patil SD, Bandivadekar RM. Oxidative stress and diabetes: A Review.
Int J Pharm Appl 2010; 1: 38-45.

Livesey G, Taylor R: Fructose consumption and consequences for glycation, plasma
triacylglycerol, and body weight: meta-analyses and meta-regression models of
intervention studies. Am J Clin Nutr 2008; 88: 1419-1437.

124



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Rizkalla SW, Boillot J, Tricottet V, et al: Effects of chronic dietary fructose on
glomerular basement membrane thickness and on glycemic and lipit control in normal
rats. Effect of copper supplementation. Br J Nutr 1993;70: 199-2009.

Blakely SR, Hallfrisch J, Reiser S, Prather ES: Long-term effects of moderate fructose
feeding on glucose tolerance parameters in rats. J Nutr 1981;111:307-314.

Thorburn AW, Storlien LH, Jenkins AB, Khouri S, Kraegen EW: Fructose-induced in
vivo insulin resistance and elevated plasma triglyceride levels in rats. Am J Clin Nutr
1989; 49: 1155-1163.

Kobayashi R, Nagano M, Nakamura F, Higaki J, Fujioka Y, lkegami H, et al. Role of
angiotensin Il in high fructose-induced left ventricular hypertrophy in rats. Hypertension.
1993;21(2):1051-5.

Knight J, Assimos DG, Easter L, Holmes RP. Metabolism of fructose to oxalate and
glycolate. Horm Metab Res 2010; 42: 868-73.

Taylor EN, Curhan GC. Fructose consumption and the risk of kidney stones. Kidney Int
2008; 73: 207-12.

Asselman M, Verkoelen CF. Fructose intake as a risk factor for kidney stone disease.
Kidney Int 2008; 73: 139-40.

Sanchez-Lozada LG, Tapia E, Jimenez A, Bautista P, Cristobal M, Nepomuceno T, Soto
V, Avila-Casado C, Nakagawa T, Johnson RJ, Herrera-Acosta J, Franco M. Fructose-
induced metabolic syndrome is associated with glomerular hypertension and renal
microvascular damage in rats. Am J Physiol Renal Physiol 2007; 292: 423-9.

Nakagawa T, Hu H, Zharikov S, Tuttle KR, Short RA, Glushakova O, Ouyang X,Feig DI,
Block ER, Herrera-Acosta J, Patel JM, Johnson RJ. A causal role for uric acid in fructose-
induced metabolic syndrome. Am J Physiol Renal Physiol 2006; 290: F625-31.

Balcioglu I. “Stres Kavrami ve Tarihsel Gelisimi”. I. U. Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Siirekli
Tip Egitimi Etkinlikleri 9, Medikal A¢idan Stres ve Careleri, Sempozyum Dizisi No: 47.
Aralik 2005; 09-12.

Giiglii N. “Stres Yonetimi”. G.U. Gazi Egitim Fakiiltesi Dergisi.2001;21;1: 91-
109,http://gefad.gazi.edu.tr/window/dosyapdf/2001/1/2001-1-91-109-9nezahatgcclc.pdf
adresinden 04.02.2017 tarihinde erisilmistir.

McEwen BS. Physiology and Neurobiology of Stress and Adaptation: Central Role of the
Brain. Physiol Rev. 2007;87(3):873-904.

Bomholt SF1, Harbuz MS, Blackburn-Munro G, Blackburn-Munro RE. Involvement and
Role of the Hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) Stress Axis in Animal Models of
Chronic Pain and Inflammation. Stress. 2004; 7(1):1-14.

Yurdakos E. “STRES  FiZYOLOJISI” 1.U Cerrahpasa Tip  Fakiiltesi.
http://docplayer.biz.tr/1719865-Stres-fizyolojisi-prof-dr-ertan-yurdakos-i-u-cerrahpasa-
tip-fakultesi-fizyoloji-anabilim-dali.html adresinden 04.22.2017 tarihinde erisilmistir.
Selye H. Stress In Health And Disease. Butterworth-Heinemann, 2013.

125


http://gefad.gazi.edu.tr/window/dosyapdf/2001/1/2001-1-91-109-9nezahatgcclc.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McEwen%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17615391
http://docplayer.biz.tr/1719865-Stres-fizyolojisi-prof-dr-ertan-yurdakos-i-u-cerrahpasa-tip-fakultesi-fizyoloji-anabilim-dali.html
http://docplayer.biz.tr/1719865-Stres-fizyolojisi-prof-dr-ertan-yurdakos-i-u-cerrahpasa-tip-fakultesi-fizyoloji-anabilim-dali.html

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Wagner H, Norr H, Winterhoff H. Plant adaptogens. Phytomedicine 1994; 1: 63-76.
Kocatiirk PA., STRESE CEVAP, Ankara Universitesi T1p Mecmuas1,2000.

Herman, J.P. and Cullinan, W.E. Neurocircuitry of stress: centralcontrol of the
hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis, Trends Neurosci. 1997; 20: 78-84.

McEwen, B. S. Protective and damaging effects of stress mediators. New England Journal
of Medicine 1998; 338: 171-179.

McEwen, B. S., & Stellar, E. Stress and the individual: Mechanisms leading to disease.
Archives of Internal Medicine 1993; 153: 2093-2101.

Herman JP1, Cullinan WE. Neurocircuitry of Stress: Central Control of the Hypothalamo-
Pituitary-Adrenocortical Axis. Trends Neurosci. 1997;20(2):78-84.

Reyes, T. M. et al. Urocortin 1I: a member of thecorticotropin-releasing factor (CRF)
neuropeptide family that is selectively bound by type 2 CRF receptors. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 2001;98: 2843-2848.

Heinrichs, S. C. & Koob, G. F. Corticotropin-releasing factor in brain: a role in activation,
arousal, and affect regulation. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2004;311:427-440.

Pasquali, R., Vicennati, V., Cacciari, M., Pagotto, U. The hypothalamic—pituitary—adrenal
axis activity in obesity and the metabolic syndrome. Ann. NY Acad. Sci.2006; 1083:
111-128.

Herbert, J. et al. Do corticosteroids damage the brain? J.Neuroendocrinol.2006; 18: 393—
411,

Signe F. Bomholt, Michael S. Harbuz, Gordon Blackburn-Munro & Ruth E. Blackburn-
Munro Involvement and Role of the Hypothalamopituitary-Adrenal (HPA) Stress Axis in
Animal Models of Chronic Pain and Inflammation. Stress. 2004;7(1):1-14.

Joéls M, Baram TZ. The neuro-symphony of stress. Nat Rev Neurosci, 2009; 10: 459-
466.

Morilak DA, Barrera G, Echevarria J, Garcia AS, Hernandez A, Ma S, Petre CO. Role of
brain norepinephrine in the behavioral response to stress. Prog Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry, 2005; 29: 1214-1224.

Maier SF, Watkins LR. Stressor controllability and learned helplessness: the roles of the
dorsal raphe nucleus, serotonin, and corticotropin-releasing factor. Neurosci Biobehav
Rev, 2005; 29: 829-841.

Mitsushima D, Yamada K, Takase K, Funabashi T, Kimura F. Sex differences in the
basolateral amygdala: the extracellular levels of serotonin and dopamine, and their
responses to restraint stress in rats. Eur J Neurosci, 2006; 24: 3245-3254.

Aston-Jones G, Cohen JD. An integrative theory of locus coeruleus-norepinephrine
function: adaptive gain and optimal performance. Annu Rev Neurosci, 2005; 28: 403-450.
Goto Y, Otani S, Grace AA. The Yin and Yang of dopamine release: a new perspective.
Neuropharmacology, 2007; 53: 583-587.

126



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Adamec R, Holmes A, Blundell J. Vulnerability to lasting anxiogenic effects of brief
exposure to predator stimuli: sex, serotonin and other factors-relevance to PTSD.
Neurosci Biobehav Rev, 2008; 32: 1287-1292.

Corwin EJ. Handbook of Pathophysiology, 3rd Edition. Chapter 6, Klein LC, Corwin EJ,
Homeostasis and the Stress Response. Lippincott Williams & Wilkins, 2008.

Koob GF. A role for brain stress systems in addiction. Neuron, 2008; 59: 11-34.

Walter F. Boron, MD, PhD and Emile L. Boulpaep. Medical Physiology, 3rd
Edition,2017.

Orth, D.N.,Mount, C.D. Specific high-affinity binding protein for human corticotropin-
releasing hormone in normal human plasma. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1987;143:411-417.

Potter, E., Behan, D.P., Fischer, W.H., Linton, E.A., Lowry, P.J., Vale, W.W. Cloning
and characterization of the cDNAs for human and rat corticotropin releasing factor-
binding proteins. Nature 1991; 349: 423-426.

Meyer, A.H., Ullmer, C., Schmuck, K., Morel, C., Wishart, W., Lubbert, H., Engels, P.
Localization of the human CRF2 receptor to 7p21-p15 by radiation hybrid mapping and
FISH analysis. Genomics 1997; 40: 189-190.

Vale, W., Spiess, J., Rivier, C., Rivier, J. Characterization of a 41-residue ovine
hypothalamic peptide that stimulates secretion of corticotropin and betaendorphin.
Science 1981;213:1394-1397.

Rivier, C., Brownstein, M., Spiess, J., Rivier, J., Vale, W. In vivo corticotropinreleasing
factor-induced secretion of adrenocorticotropin, beta-endorphin, and corticosterone.
Endocrinology 1982;110: 272-278.

Rivier, C.L., Plotsky, P.M. Mediation by corticotropin releasing factor (CRF) of
adenohypophysial hormone secretion. Annu. Rev. Physiol. 1986;48: 475-494.

Swanson, L.W., Sawchenko, P.E., Rivier, J., Vale, W.W. Organization of ovine
corticotropin-releasing factor immunoreactive cells and fibers in the rat brain: an
immunohistochemical study. Neuroendocrinology 1983; 36: 165-186.

Palkovits, M. Anatomy of neural pathways affecting CRH secretion. Ann. N. Y. Acad.
Sci. 1987;512:139-148.

Smith SM, Vale WW. The role of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in
neuroendocrine responses to stress. Dialogues Clin Neurosci, 2006; 8: 383-395.

Vaughan J, Donaldson C, Bittencourt J, Perrin MH, Lewis K, Sutton S, Chan R, Tumbull
AV, Levejoy D, Rivier C. Urocortin, a mammalian neuropeptide related to fish urotensin
I and to corticotropin-releasing factor. Nature, 1995; 378: 287-292.

Swanson LW, Sawchenko PE. Hypothalamic integration: organization of the
paraventricular and supraoptic nuclei. Annu Rev Neurosci, 1983; 6: 269-324.

Brownstein MJ. Biosynthesis of vasopressin and oxytocin. Annu Rev Physiol, 1983; 129-
135.

127



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Aguilera G, Rabadan-Diehl C. Vasopressinergic regulation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis: implications for stress adaptation. Regul Pept, 2000; 96: 23-29.

Seaward BL. Managing stress. Principles and strategies for health and well-being. Ninth
Edition. Chapter 1: The nature of stress, 2018.

White, PC. Speiser, PW. Congenital Adrenal Hyperplasia due to 21-Hydroxylase
Deficiency. Endocrine Reviews 2000; 21(3):245-291.

Bertagna, X. Proopiomelanocortin-derived peptides. Endocrinol Metab Clin North Am
1994;23: 467-485.

Mountjoy KG, Robbins LS, Mortrud MT, Cone RD. The cloning of a family of genes that
encode the melanocortin receptors. Science 1992; 257:1248-1251.

Waterman MR, Bischof LJ. Cytochromes P450 12: diversity of ACTH (CAMP)-
dependent transcription of bovine steroid hydroxylase genes. FASEB 1997; 11: 419-427.
Sapolsky, R. M., Romero, L. M., & Munck, A. U. How do glucocorticoids influence
stress responses? Integrating permissive, suppressive, stimulatory, and preparative
actions. Endocrine Reviews 2000;21: 55-89.

Miller GE1, Chen E, Zhou ES. If It Goes Up, Must It Come Down? Chronic Stress and
the Hypothalamic- Pituitary-Adrenocortical Axis in Humans. Psychol Bull.
2007;133(1):25-45.

Cameron, A., Henley, D., Carrell, R., Zhou, A., Clarke, A., Lightman, S. Temperature-
responsive release of cortisol from its binding globulin: a protein thermocouple. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 2000; 95: 4689-4695.

Weiner, H. Perturbing the organism: The biology of stressful experience. Chicago:
University of Chicago Press 1992.

McEwen, B. S. The neurobiology of stress: From serendipity to clinical relevance. Brain
Research 2000; 886: 172-189.

Walker, E. F., & Diforio, D. Schizophrenia: A neural diathesisstress model. Psychological
Review 1997; 104: 667-685.

Bjorntorp, P., & Rosmond, R. Hypothalamic origin of the Metabolic Syndrome X. Annals
of the New York Academy of Sciences 1999; 892: 297-307.

Sephton, S. E., & Speigel, D. (2003). Circadian disruption in cancer: A neuroendocrine-
immune pathway from stress to disease. Brain, Behavior, and Immunity 2003; 17: 321-
328.

Heijnen, C. J, & Kavelaars, A. (2005). Psychoneuroimmunology and chronic
autoimmune diseases: Rheumatoid arthritis. In K. Vedhara & M. Irwin (Eds.), Human
psychoneuroimmunology 2005:195-218. New York: Oxford University Press.

Cohen, S., Kessler, R. C., & Underwood, L. G. Strategies for measuring stress in studies
of psychiatric and physical disorders. In S. Measuring stress: A guide for health and

social scientists 2005; 3-28. New York: Oxford University Press.

128



111.

112,

113.

114,

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

Raison, C. L., & Miller, A. H. When not enough is too much: The role of insufficient
glucocorticoid signaling in the pathophysiology of stress-related disorders. American
Journal of Psychiatry 2003;160: 1554— 1565.

McEwen BS. The neurobiology of stress: from serendipity to clinical relevance. Brain
Res, 2000; 886: 172-189.

Jacobson L, Sapolsky R. The role of the hippocampus in feedback regulation of the
hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis. Endocr Rev, 1991; 12: 118-134.

Feldman S, Conforti N, Weidenfeld J. Limbic pathways and hypothalamic
neurotransmitters mediating adrenocortical responses to neural stimuli. Neurosci
Biobehav Rev, 1995; 19: 235-240.

Herman JP, Ostrander MM, Mueller NK, Figueiredo H. Limbic system mechanisms of
stress regulation: hypothalamo-pituitary-adrenocortical axis. Prog Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry, 2005; 29: 1201-1213.

Herman JP, Cullinan WE, Young EA, Akil H, Watson SJ. Selective forebrain fiber tract
lesions implicate ventral hippocampal structures in tonic regulation of paraventricular
nucleus corticotropin-releasing hormone (CRH) and arginine vasopressin (AVP) mRNA
expression. Brain Res, 1992; 592: 228-238.

Sapolsky RM, Krey LC, McEwen BS. Glucocorticoid-sensitive hippocampal neurons are
involved in terminating the adrenocortical stress response. Proc Natl Acad Sci USA,
1984; 81: 6174-6177.

Saphier D, Feldman S. Effects of septal and hippocampal stimuli on paraventricular
nucleus neurons. Neuroscience, 1987; 20: 749-755.

Finlay JM, Zigmond MJ, Abercrombie ED. Increased dopamine and norepinephrine
release in medial prefrontal cortex induced by acute and chronic stress: effects of
diazepam. Neuroscience, 1995; 64: 619-628.

Figueiredo HF, Bruestle A, Bodie B, Dolgas CM, Herman JP. The medial prefrontal
cortex differentially regulates stress-induced c-fos expression in the forebrain depending
on type of stressor. Eur J Neurosci, 2003; 18: 2357-2364.

Davis M. The role of the amygdala in fear and anxiety. Annu Rev Neurosci, 1992; 15:
353-375.

Robbins TW, Everitt BJ. Neurobehavioural mechanisms of reward and motivation. Curr
Opin Neurobiol, 1996; 6: 228-236.

Imperato A, Puglisi-Allegra S, Casolini P, Angelucci L. Changes in brain dopamine and
acetylcholine release during and following stress are independent of the pituitary-
adrenocortical axis. Brain Res, 1991; 538: 111-117.

Feenstra MG, Botterblom MH, van Uum JF. Local activation of metabotropic glutamate
receptors inhibits the handling-induced increased release of dopamine in the nucleus
accumbens but not that of dopamine or noradrenaline in the prefrontal cortex: comparison
with inhibition of ionotropic receptors. J Neurochem, 1998; 70: 1104-1113.

129



125.

126.

127.

128.

129.
130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Rodrigo R, Miranda A, Vergara L. Modulation of endogenous antioxidant system by wine
polyphenols in human disease. Clin Chim Acta. 2011; 24: 412-410.

Algiil S. Egzersiz zamaninin viicut metabolik, kardiyovaskiiler, endokrin ve oksidan—
antioksidan sistemleri lizerine olan etkilerinin antrenmanli ve sedanterlerde karsilastirmali
olarak incelenmesi, Elazig: Firat Universitesi,2016.

Ozcan, O, Erdal, H, Cakirca, G, Yonden, Z. Oksidatif stres ve hiicre ici lipit, protein ve
DNA yapilar iizerine etkileri. Journal of Clinical and Experimental Investigations 2015;
6(3): 331-336. DOI: 10. 5799 / ahinjs.01.2015.03.0545

Finaud,J., Lac,G., and Filaire,E. Oxidative stress: relationship with exercise and training.
Sports Med 2006; 36: 327-358.

Betteridge, DJ. What is Oxidative Stress? Metabolism 2000; 49(2): 3-8.

Kim, K., S.G. Rhee, and E.R. Stadtman. Nonenzymatic cleavage of proteins by reactive
oxygen species generated by dithiothreitol and iron. J Biol Chem 1985; 260(29): 15394-7.
Halliwell B, Aeschbach R, Lolinger J, et al. The characterization on antioxidants. Food
Chem Toxicol 1995; 33: 601-17.

Fridovich 1. Superoxide radical and superoxide dismutases. Annual Review of
Biochemistry 1995, 64: 97-112.

Beckman, K.B. and Ames, B.N. The free radical theory of aging matures. Physiol Rev
1998; 78: 547-581.

Bedard, K. and Krause, K.H. The NOX family of ROS-generating NADPH oxidases:
physiology and pathophysiology. Physiol Rev 2007; 87: 245-313.

Dean RT, Fu S, Stocker R, Davies MJ. Biochemistry and pathology of radical-mediated
protein oxidation. Biochemical Journal 1997;324 (1): 1-18.

Finkel, T. and Holbrook, N.J. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing 2000;
408: 239-247.

Chopra S, Wallace HM. Induction of spermidine/spermine N1-acetyltransferase in human
cancer cells in response to increased production of reactive oxygen species. Biochemical
Pharmacology 1998; 55: 1119-1123.

Ames BN, Shigenaga MK, Hagen TM. Oxidants, antioxidants, and the degenerative
diseases of aging. Proceedings of The National Academy of Sciences 1993; 90 (17):
7915-7922.

Beckman JS, Koppenol WH. Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite: the good, the
bad, and ugly. American Journal of Physiology 1996; 271(5): 1424-1437.

Halliwell B. What nitrates tyrosine? Is nitrotyrosine specific as a biomarker of
peroxynitrite formation in vivo? FEBS Letters 1997;411 (2-3): 157-160.

H, Halliwell B. Damage to DNA by reactive oxygen and nitrogen species: role in
inflammatory disease and progression to cancer. Biochemical Journal 1996;313 (1): 17—
29.

130


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Betteridge%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10693912

142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154,

155.

156.

157.
158.

159.

160.

161.

Investigations Of Oxidative Stress Effects And Theirmechanisms In Rat Brain After
Systemic Admunistration Of Ceria Engineered Nanomaterials Sarita S. HardasUniversity
of Kentucky, saritash135@gmail.com

Brito VB, Folmer V, Soares JCM, et al. Long-term sucrose and glucose consumption
decreases the 8-aminolevulinate dehydratase activity in mice. Nutrition 2007; 23: 818-26.
Brito VB, Rocha JBT, Puntel GO, et al. Inhibition of 6-aminolevulinate dehydratase is not
closely related to the development of hyperglycemia in alloxan-induced diabetic mice.
Exp Toxicol Pathol. 2011; 63: 443-51.

Habib SA, Othman EM. In vitro upregulation of erythrocytes glucose uptake by
Rhaphanus sativa extract in diabetic patients. Biochimie. 2012; 94: 1206-12.

Berkéz M, Yalin S. Normal ve preeklamptik gebelerde lipid peroksidasyonu ve
antioksidan aktivite, ADU Tip Fakiiltesi Dergisi 2009; 10(2) : 53-58.

Andersen H. R., Nielsen J.B., Nielsen F and Grandjean P: Antioxidative enzyme activities
in human erytrocytes. Clin Chem. 1997;43:(4) 562-568.

Cosens DJ, Manning A. Abnormal electroretinogram from a Drosophila mutant. Nature
1969; 224: 285-287.

Clapham DE. TRP channels as cellular sensors. Nature, 2003;426:517- 524.

Montell C & Rubin GM. Molecular characterization of the Drosophila trp locus: a
putative integral membrane protein required for phototransduction. Neuron 1989; 2:
1313-1323.

Nilius B.TRP channels in disease. Biochim Biophys Acta 2007;1772:805-812.
Venkatachalam K, Montell C. TRP channels. Annu Rev Biochem 2007;76: 387-417.
Yamamoto S, Takahashi N, Mori Y.Chemical physiology of oxidative stress-activated
TRPM2 and TRPC5 channels. Prog Biophys Mol Biol 2010; 103: 18-27.

Talavera K, Nilius B, Voets T. Neuronal TRP channels: thermometers, pathfinders and
life-savers. Trends Neurosci 2008; 31: 287-295.

Gees M, Colsoul B, Nilius B. The role of transient receptor potential cation channels in
Ca*2signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol 2010; 2: a003962.

Ramsey IS, Delling M & Clapham DE. An introduction to TRP channels. Annu Rev
Physiol 2006; 68: 619-647.

Gaudet R. TRP channels entering the structural era. J Physiol 2008;586: 3565-3575.
Latorre R, Zaelzer C & Brauchi S. Structure-functional intimacies of transient receptor
potential channels. Q Rev Biophys 2009; 42: 201-246.

Song MY & Yuan JX. Introduction to TRP channels: structure, function, and regulation.
Adv Exp Med Biol 2010;661: 99-108.

Watanabe H, Murakami M, Ohba T, Takahashi Y, Ito H.TRP channel and cardiovascular
disease. Pharmacol Therap 2008; 118:337-351.

Naziroglu M.TRPM2 Cation Channels, Oxidative Stress and Neurological Diseases:
Where Are We Now? Neurochem Res. 2011; 36(3): 355-66.

131


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naz%C4%B1ro%C4%9Flu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21140288

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

Fleig A, Penner R. The TRPM ion channel subfamily: molecular, biophysical and
functional features. Trends Pharmacol Sci. 2004; 25: 633-639.

Fleig A, Penner R. Emerging roles of TRPM channels. Novartis Found Symp 2004;258:
248-266.

Naziroglu M. New molecular mechanisms on the activation of TRPM2 channels by

oxidative stress and ADP-ribose. Neurochem Res 2007; 32: 1990-2001.

Saygin M, Naziroglu M.Kalpteki molekiiler Ca+2 sinyali ilizerinde TRPM katyon
kanallarinin rolii. J. Exp. Clin. Med., 2012; 29:83-90.

Mederos Y, Schnitzler M, Waring J, Guder-mann T, Chubanov V. Evolutionary deter-
minants of divergent calcium selectivity of TRPM channels. FASEB J 2008;22: 1540 —
1551.

Nilius B, Owsianik G, Voets T, Peters JA. Transient Receptor Potential cation channels in
disease. Physiol Rev. 2007; 87: 165-217.

Perraud AL, Fleig A, Dunn CA, Bagley LA, Launay P, SchmitzC, Stokes AJ, Zhu Q,
Bessman MJ, Penner R, Kinet JP & Scharenberg AM. ADP-ribose gating of thecalcium-
permeable LTRPC2 channel revealed by Nudix motif homology. Nature 2001;411:595-
599.

Nagamine K, Kudoh J, Minoshima S, Kawasaki K, Asakawa S, Ito F, Shimizu
N.Molecular cloning of a novel putative Ca2? channel protein (TRPC7) highly expressed
in brain. Genomics 1998; 54: 124-131.

Gurling H (1998). "Chromosome 21 workshop". Psychiatric Genetics. 8 (2): 109-
13. doi:10.1097/00041444-199800820-00015. PMID 9686433

Hara Y, Wakamori M, Ishii M, Maeno E, Nishida M, Yoshida T, Yamada H, Shimizu S,
Mori E, Kudoh J, Shimizu N, Kurose H, Okada Y, Imoto K, Mori Y.LTRPC2 Ca2?-
permeable channel activated by changes in redox status confers susceptibility to cell
death. Mol Cell 2002;9: 163-173.

Hill K, Tigue NJ, Kelsell RE, Benham CD, McNulty S, Schaefer M, Randall AD.
Characterization of recombinant rat TRPM2 and a TRPM2-like conductance in cultured
rat striatal neurons. Neuropharmacology 2006;50: 89-97.

Sano Y, Inamura K, Miyake A, Mochizuki S, Yokoi H, Matsushime H & Furuichi
K.Immunocyte Ca2+ influx system mediated by LTRPC2. Science 2001;293: 1327-1330.
Uemura T, Kudoh J, Noda S, Kanba S & Shimizu N. Characterization of human and
mouse TRPM2 genes: identification of a novel N-terminal truncated protein specifically
expressed in human striatum. Biochem Biophys Res Commun 2005;328:1220-1243.
McHugh D, Flemming R, Xu SZ, Perraud AL & Beech DJ. Critical intracellular Ca2+
dependence of transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) cation channel
activation. J Biol Chem 2003;278: 11002-11006.

Tong L,Denu JM. Function and metabolism of sirtuin metabolite O-acetyl-ADP-ribose.
Biochim Biophys Acta 2010;1804:1617-1625.

132


https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://doi.org/10.1097/00041444-199800820-00015
https://en.wikipedia.org/wiki/PubMed_Identifier
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9686433

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

Jiang LH. Subunit interaction in channel assembly and functional regulation of transient
receptor potential melastatin (TRPM) channels. Biochem Soc Trans 2007;35: 86-88.
Uchida K1, Tominaga M. The role of TRPM2 in pancreatic B-cells and the development
of diabetes. Cell Calcium. 2014; 56(5):332-9. doi: 10. 1016/j.ceca.2014.07.001.

Bessman MJ, Frick DN & O’Handley SF (1996). The MutT proteins or “Nudix”
hydrolases, a family of versatile, widely distributed, “housecleaning” enzymes. J Biol
Chem 1996;271: 25059-25062.

Perraud AL, Shen B, Dunn CA, Rippe K, Smith MK, Bessman MJ, Stoddard BL &
Scharenberg AM. NUDT9, a member of the Nudix hydrolase family, is an evolutionarily
conserved mitochondrial ADP-ribose pyrophosphatase. J Biol Chem 2003;278: 1794—
1801.

Kolisek M, Beck A, Fleig A & Penner R.Cyclic ADP-ribose and hydrogen peroxide
synergize with ADP-ribose in the activation of TRPM2 channels. Mol Cell 2005;18: 61—
69.

Beck A, Kolisek M, Bagley LA, Fleig A & Penner R. Nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate and cyclic ADP-ribose regulate TRPM2 channels in T lymphocytes. FASEB J
2006; 20: 962-964.

Lange I, Penner R, Fleig A & Beck A. Synergistic regulation of endogenous TRPM2
channels by adenine dinucleotides in primary human neutrophils. Cell Calcium 2008;44:
604-615.

Du J, Xie J, Yue L. Modulation of TRPM2 by acidic pH and the underlying mechanisms
for pH sensitivity. J Gen Physiol 2009;134: 471-488.

Starkus JG, Fleig A & Penner R.The calcium-permeable non-selective cation channel
TRPM2 is modulated by cellular acidification. J Physiol 2010;588: 1227-1240.

Yang W, Zou J, Xia R, Vaal ML, Seymour VA, Luo J, Beech DJ & Jiang LH (2010).
State-dependent inhibition of TRPM2 channel by acidic pH. J Biol Chem 2010;285:
30411-30418.

Starkus J, Beck A, Fleig A & Penner R. Regulation of TRPM2 by extra- and intracellular
calcium. J Gen Physiol 2007;130: 427-440.

Csanady L, Torocsik B. Four Ca2+ ions activate TRPM2 channels by binding in deep
crevices near the pore but intracellularly of the gate. J Gen Physiol 2009;133:189-203.
Toth B, Csanady L. Identification of direct and indirect effectors of the transient receptor
potential melastatin 2 (TRPM2) cation channel. J Biol Chem 2010; 285: 30091-30102.
Hecquet CM, Ahmmed GU, Vogel SM & Malik AB. Role of TRPM2 channel in
mediating H202-induced Ca2+ entry and endothelial hyperpermeability. Circ Res
2008;102:347-355.

Hecquet CM & Malik AB. Role of H202-activated TRPM2 calcium channel in oxidant-
induced endothelial injury. Thromb Haemost 2009;101: 619-625.

133



192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

Hecquet CM, Ahmmed GU & Malik AB. TRPM2 channel regulates endothelial barrier
function. Adv Exp Med Biol 2010;661: 155-167.

Kraft R, Grimm C, Grosse K, Hoffmann A, Sauerbruch S,Kettenmann H, Schultz G &
Harteneck C. Hydrogen peroxide and ADP-ribose induce TRPM2-mediated calcium
influx and cation currents in microglia. Am J Physiol Cell Physiol 2004;286: 129-137.
Yang KT, ChangWL, Yang PC, Chien CL, Lai MS, Su MJ &Wu ML. Activation of the
transient receptor potential M2 channel and poly(ADP-ribose) polymerase is involved in
oxidative stress-induced cardiomyocyte death. Cell Death Differ 2006;13: 1815-1826.
Carter RN, Tolhurst G,Walmsley G, Vizuete-Forster M, Miller N & Mahaut-Smith MP.
Molecular and electrophysiological characterization of transient receptor potential ion
channels in the primary murine megakaryocyte. J Physiol 2006;576: 151-162.

Yamamoto S, Shimizu S, Kiyonaka S, Takahashi N,Wajima T, Hara Y, Negoro T, Hiroi
T, Kiuchi Y, Okada T, Kaneko S, Lange I, Fleig A, Penner R, Nishi M, Takeshima H &
Mori Y.TRPM2-mediated Ca2+ influx induces chemokine production in monocytes that
aggravates inflammatory neutrophil infiltration. Nat Med 2008; 14: 738-747.

Ishii M, Shimizu S, Hara Y, Hagiwara T, Miyazaki A, Mori Y & Kiuchi Y. Intracellular-
produced hydroxyl radical mediates H202-induced Ca2+ influx and cell death in rat g-
cell line RIN-5F. Cell Calcium 2006;39: 487-494.

Togashi K, Hara Y, Tominaga T, Higashi T, Konishi Y, Mori Y & Tominaga M. TRPM2
activation by cyclic ADP-ribose at body temperature is involved in insiilin secretion.
EMBO J 2006; 25: 1804-1815.

Dong XP, Wang X & Xu H. TRP channels ofintracellular membranes. J Neurochem
2010;113: 313-328.

Inamura K, Sano Y, Mochizuki S, Yokoi H, Miyake A, Nozawa K, Kitada C, Matsushime
H & Furuichi K. Response to ADP-ribose by activation of TRPM2 in the CRI-G1
insulinoma cell line. J Membr Biol 2003; 191: 201-207.

Gasser A, Glassmeier G, Fliegert R, Langhorst MF, Meinke S, Hein D, Kruger S,Weber
K, Heiner I, Oppenheimer N, Schwarz JR & Guse AH (2006). Activation of T cell
calcium influx by the second messenger ADP-ribose. J Biol Chem 2006; 281: 2489-2496.
Wehage E, Eisfeld J, Heiner I, Jungling E, Zitt C. & Luckhoff A. Activation of the cation
channel long transient receptor potential channel 2 (LTRPC2) by hydrogen peroxide. A
splice variant reveals a mode of activation independent of ADP - ribose. J. Biol.
Chem.2002: 277; 21950- 23156.

Naziroglu M, Liickhoff A. A calcium influx pathway regulated separately by oxidative
stress and ADP-ribose in TRPM2 channels: Single channel events. Neurochem. Res.
2008: 33; 1256- 1262.

Ayub K & Hallett MB. The mitochondrial ADPR link between Ca2+ store release and
Ca2+ influx channel opening in immune cells. FASEB J 2004;18, 1335-1338.

134



205.

206.

207.

208.

209.

210.

211

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

219.

220.

Perraud AL, Takanishi CL, Shen B, Kang S, Smith MK, Schmitz C, Knowles HM,
Ferraris D, Li W, Zhang J, Stoddard BL & Scharenberg AM. Accumulation of free ADP-
ribose from mitochondria mediates oxidative stress-induced gating of TRPM2 cation
channels. J Biol Chem 2005;280, 6138-6148.

Sumoza-Toledo Al, Penner R. TRPM2: a multifunctional ion channel for calcium
signalling. J Physiol. 2011;589(7):1515-25. doi: 10. 1113/jphysiol.2010. 201855.

Olah ME, Jackson MF, Li H,Perez Y,Sun HS, Kiyonaka S, Mori Y, Tymianski M,
MacDonald JF.Ca2?-dependent induction of TRPM2 currents in hippocampal neurons. J
Physiol 2009;587:965-979.

Naziroglu, M.TRPM2 cation channels, oxidative stress and neurological diseases: Where
are we now? Neurochem. Res. 2011;36: 355-366.

Naziroglu M, Lu"ckhoff A.A calcium influx pathway regulated separately by oxidative
stress and ADP-ribose in TRPM2 channels: Single channel events. Neurochem Res 2008;
33:1256-1262.

Naziroglu M, Lu’ckhoff A.Effects of antioxidants on calcium influx through TRPM?2
channels in transfected cells activated by hydrogen peroxide. J Neurol Sci 2008; 270:152—
158.

Virag L, Szabo C.The therapeutic potential of poly(ADPribose) polymerase inhibitors.
Pharmacol Rev 2002; 54: 375-429.

Tanuma, S., Yagi, T., Johnson, G.S. Endogenous ADP ribosylation of high mobility
group proteins 1 and 2 and histone H1 following DNA damage in intact cells. Arch.
Biochem. Biophys. 1985;237: 38-42.

Oliver, F.J., Menissier-de Murcia, J., Nacci, C., Decker, P., Andriantsitohaina, R., Muller,
S., de la Rubia, G., Stoclet, J.C., de Murcia, G. Resistance to endotoxic shock as a
consequence of defective NF-kB activation in poly (ADP-ribose) polymerase-1 deficient
mice. EMBO J. 1999; 18(16):4446-4454.

Lipski J, Park TI, Li D, Lee SC, Trevarton AJ, Chung KK, Freestone PS, Bai JZ.
Involvement of TRP-like channels in the acute ischemic response of hippocampal CA1
neurons in brain slices. Brain Res 2006;1077:187-199.

Bai JZ1, Lipski J. Differential expression of TRPM2 and TRPV4 channels and their
potential role in oxidative stress-induced cell death in organotypic hippocampal culture.
Neurotoxicology 2010; 31(2):204-214.

Du J, Xie J, Yue L. Intracellular calcium activates TRPM2 and its alternative spliced
isoforms. Proc Natl Acad Sci USA 2009; 106: 7239-7244.

M.Oguzhan UN. Labview Tabanli Hedef Takip Sisteminin Gelistirilmesi, 2013.

Prof. J. Srinivas. Design of object identification system based on machine vision,2015.
Jeffrey Travis ve Jim Kring. “LabVIEW for Everyone: Graphical Programming Made
Easy and Fun”, Prentice Hall, 2006.

M.Sairaj Gururajl et all. A Review on Image Tracking Technique in Labview,2016

135



221.

222.

223.

224,

225,

226.

227.

228.

229.

230.

231

232.

233.

234.

Hans-Petter Halvorsen. Introduction to Vision Systems in LabVIEW,2016.

Aksoy M, Yildirirm EA, Ekici B, Mengi M, Yurdakos E. Akut Fluoksetin Uygulamasinin
Kronik immobilizasyon Stresi Uzerine Etkileri. Diisiinen Adam 2002; 15(4): 205-209.
Steru L, Chermat R, Thierry B, Simon P. The tail suspension test: a new method for
screening antidepressants in mice. Psychopharmacology 1985;85: 367-370. [PubMed:
3923523].

Moreau,M., Andre, C., O’Connor, J.C., Dumich, S.A.,Woods, J.A., Kelley, K.W.,
Dantzer R., Lestage, J., Castanon, N. Inoculation of Bacillus Calmette-Guerin to mice
induces an acute episode of sickness behavior followed by chronic depressive-like
behavior. Brain Behav Immun. 2008;22(7):1087-95. doi: 10. 1016/j.bbi.2008.04.001.
Fukui M, Rodriguiz RM, Zhou J, Jiang SX, Phillips LE, Caron MG, Wetsel WC. Vmat2
heterozygous mutant mice display a depressive-like phenotype. J Neurosci.
2007;27(39):10520-9.

Wei, D., Bailey, M. J., Andrew, P. & Ryhanen, T. Electrochemical biosensors at the
nanoscale. Lab Chip 2009;9: 2123-31.

Riediger T.The receptive function of hypothalamic and brainstem centres to hormonal
and nutrient signals affecting energy balance. Proceedings of the Nutrition Society 2012;
71: 463-477.

Luo DD, An SC, Zhang X. Involvement of hippocampal serotonin and neuropeptide Y in
depression induced by chronic unpredicted mild stress. Brain Res Bull. 2008; 77(1):8-12.
doi: 10. 1016 /j.brainresbull.2008.05.010.

Prut L, Belzung C.The open field as a paradigm to measure the effects of drugs on
anxiety-like behaviors: a review. Eur J Pharmacol 2003;463:3-33.

Carli M, Prontera C, Samanin R. Effect of 5-HT1A agonists on stress-induced deficit in
open field locomotor activity of rats: evidence that this model identifies anxiolytic-like
activity. Neuropharmacology 1989; 28: 471-6.

Walsh, R.N., Cummins, R.A. The open field test: a critical review Psychol. Bull.1976; 83:
481-504.

Belzung, C., Berton, F. Further pharmacological validation of the Balb/c neophobia in the
free exploratory paradigm as an animal model of trait anxiety. Behav. Pharmacol.
1997;8: 541 548.

Takahashi, L.K. , Kalin, N.H. Role of corticotropin-releasing factor in mediating the
expression of defensive behavior. In: Blanchard, R.J.,Brain, P.F., Blanchard, D.C.,
Parmigiani, S. (Eds.), Ethoexperimental Approaches to the Study of Behavior. NATO
ASI Series. Kluwer Academic Publishing, Kluwer, Dordrecht, Boston, London, 1989,pp.
580-594.

N. Kulesskaya, V. Voikar, Assessment of mouse anxiety-like behavior in thelight-dark
box and open-field arena: role of equipment and procedure, Physiol. Behav. 2014;133:
30-38.

136


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukui%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodriguiz%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20SX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phillips%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caron%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wetsel%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17898223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukui+2007+tail+suspension+test
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18579108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=An%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18579108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18579108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=luo+dd+%C4%B1nvolvement

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245,

246.

247.

248.

Crawley LN, Goodwin FK. Preliminary report of a simple animal behavior model for the
anxiolytic effects of benzodiazepines. Pharmacol Biochem Behav 1980;13; 167-170.
Belzung, C., Misslin, R., Vogel, E., Dodd, R.H., Chapouthier, G.Anxiogenic effects of
methyl-h-carboline-carboxylate in a light/dark choice situation. Pharmacol. Biochem.
Behav.1987; 28: 29-33.

Riebe C,Wotjak C. A practical guide to evaluating anxiety-related behavior in rodents.
Chapter 10. In: Arpad S, Tamas B (eds) TRP Channels in Drug Discovery: Volume II,
Methods in Pharmacology and Toxicology, Springer Science Business Media LLC.2012.
Hascoét M, Bourin M, Nic Dhonnchadha BA. The mouse light-dark paradigm: a review.
Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2001; 25(1):141-66.

Tannenbaum BM, Brindley DN, Tannenbaum GS, Dallman MF, McArthur MD, Meaney
MJ. High-fat feeding alters both basal and stress-induced hypothalamic-pituitary-adrenal
activity in the rat. Am J Physiol. 1997; 273(6 -1):1168-77.

Anderson, J. W., and B. Sieling. Nutrition and diabetes. In: Nutrition Update, edited by J.
Weininger and G. M. Briggs. New York: Wiley, 1985, p. 49-609.

Diaz MR, Mooney SM, Varlinskaya El. Acute prenatal exposure to ethanol on gestational
day 12 elicits opposing deficits in social behaviors and anxiety-like behaviors in Sprague
Dawley rats. Behav Brain Res. 2016; 310: 11-9. doi: 10. 1016 /j.bbr.2016.05.003.

Lahouel A, Kebieche M, Lakroun Z, Rouabhi R, Fetoui H, Chtourou Y, Djamila Z,
Soulimani R.Neurobehavioral deficits and brain oxidative stress induced by chronic low
dose exposure of persistent organic pollutants mixture in adult female rat. Environ Sci
Pollut Res Int. 2016.

Turasan E., Yiiksek fruktozlu musir surubunun siganlarda subkronik etkisinin
aragtirtlmasi.Yiiksek Lisans Tezi, Ankara:Fen Bilimleri Enstitiisii ,Hacettepe
universitesi,2014.

Erel O., A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clin
Biochem, 2005; 38: 1103-1111.

Erel O. A novel automated direct measurement method for total antioxidant capacity
using anew generation, more stable ABTS radical cation. Clin Biochem, 2004; 37: 277 -
285.

Jurgens,H., Haass,W., Castaneda,T.R.,Consuming fructose-sweetened beverages
increases body adiposity in mice. Obesity Research & Clinical Practice,2005;13: 146-56.
Jiang SZ, Eiden LE. Activation of the HPA axis and depression of feeding behavior
induced by restraint stress are separately regulated by PACAPergic neurotransmission in
the mouse. Stress 2016; 19(4): 374-382.

Bates HE, Sirek AS, Kiraly MA, at al. Adaptation to mild, intermittent stress delays
development of hyperglycemia in the Zucker diabetic Fatty rat independent of food
intake: role of habituation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. Endokrinology
2008; 149(6): 2990-3001.

137


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasco%C3%ABt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11263750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bourin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11263750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nic%20Dhonnchadha%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11263750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hascoet+M%2C+Bourin+M%2C+Dhonnchadha+BA.+The+mouse+light%E2%80%93dark+paradigm%3A+a+review.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tannenbaum%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brindley%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tannenbaum%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dallman%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McArthur%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meaney%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meaney%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9435533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tannenbaum+BM%2C+Brindley+DN%2C+Tannenbaum+GS%2C+Dallman+MF%2C+McArthur+MD%2C
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diaz%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27154534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mooney%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27154534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varlinskaya%20EI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27154534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acute+prenatal+exposure+to+ethanol+on+gestational+day+12+elicits
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27240828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27240828

249.

250.

251.

252.

253.

254,

255,

256.

257.

258.

259.

260.

Bates HE, Kiraly MA, Yue JT, at al. Recurrent intermittent restraint delays fed and
fasting hyperglycemia and improves glucose return to baseline levels during glucose
tolerance tests in the Zucker diabetic fatty rat--role of food intake and corticosterone.
Metabolism 2007; 56(8): 1065-1075.

D.P. Figlewicz, G. loannouc, J. Bennett Jaya, b, S. Kittlesona, C. Savardc, and C.L. Roth.
Effect of moderate intake of sweeteners on metabolic health in the rat Physiol Behav
2009; 98(5): 618-624.

Ackroff,K., Sclafani, A., Rats' preferences for high fructose corn syrup vs. sucrose and
sugar mixtures Physiology & Behavior 2011;102:548-552.

Nissenbaum, J.W, Sclafani A. Qualitative differences in polysaccharide and sugar tastes
in the rat: a two-carbohydrate taste model. Neuroscience & Biobehavioral Reviews
1987;11: 187-96.

Celec,P., Palffy,R., Gardlik,R., Behuliak, M., Hodosy,J., Jani,P., Bozek,P., Sebekova K.,
Renal and metabolic effects of three months of decarbonated cola beverages in rats,
Experimental Biology and Medicine, 2010;235:1321-1327.

Chiba S, Numakawa T, Ninomiya M, at al. Chronic restraint stress causes anxiety- and
depression-like behaviors, downregulates glucocorticoid receptor expression, and
attenuates glutamate release induced by brain-derived neurotrophic factor in the refrontal
cortex. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry 2012; 39(1):
112-119.

Heather R. Light, Embedzayi Tsanzi, Joseph Gigliotti, Keri Morgan, and Janet C. Tou.
The Type of Caloric Sweetener Added to Water Influences Weight Gain, Fat Mass, and
Reproduction in Growing Sprague-Dawley Female Rats. Experimental Biology and
Medicine 2009;234(6):651-661.

Light, H.R, Tsanzi, E, Gigliotti, J., Morgan, K, Tou, JC. The type of caloric sweetener
added to water influences weight gain, fat mass, and reproduction in growing Sprague
Dawley female rats. Exp Biol Med 2009;234:651-61.

Kimber L Stanhope, Peter J Havel. Endocrine and metabolic effects of consuming
beveragessweetened with fructose, glucose, sucrose, or high-fructose corn syrup. Am J
Clin Nutr. 2008; 88(6): 1733-1737. doi: 10. 3945/ajcn.2008.25825D

Yun J, Koike H, Ibi D, at al. Chronic restraint stress impairs neurogenesis and
hippocampus-dependent fear memory in mice: possible involvement of a brain-specific
transcription factor Npas4. J Neurochem 2010; 114(6): 1840-1851.

Devaki M1, Nirupama R, Yajurvedi HN. Chronic stress-induced oxidative damage and
hyperlipidemia are accompanied by atherosclerotic development in rats. Stress.
2013;16(2):233-43. doi: 10.3109/10253890.2012.719052.

Zhang, L., Perdomo, G., Kim , D.H., Qu, S.,Trucco, M., Dong, H.H., “Protemic analysis
of fructose —induced fatty liver in hamster”,Metabolism, 2008; 57(8):1115-1124.

138



261.

262.

263.

264,

265.

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

Catak Z, Aydin S, Sahin I, Kuloglu T, Aksoy A, Dagli AF. Regulatory neuropeptides
(ghrelin, obestatin and nesfatin-1) levels in serum and reproductive tissues of female and
male rats with fructose-induced metabolic syndrome. Neuropeptides 2014;48(3):167-77.
doi: 10. 1016/j.npep.2014.04.002.

Sarfraz M, Mughal NB, Rahim A. Preventive Effects of Sesame Seeds on Hyperglycemia
and Serum Lipids in Fructose fed Mice. JIIMC 2015;10(1): 128-131.

Maithili Karpaga Selvi, N., Sridhar, M. G., Swaminathan, R. P., & Sripradha, R.
Curcumin Attenuates Oxidative Stress and Activation of Redox-Sensitive Kinases in
High Fructose- and High-Fat-Fed Male Wistar Rats. Scientia Pharmaceutica,
2015;83(1):159-175. http://doi.org/10.3797/scipharm.1408-16

Silva CC, Lazzarettia C, Fontanive T, Dartora DR, Bauereisf B, Gamarog GD. Estrogen-
dependent effects on behavior, lipid-profile, and glycemicindex of ovariectomized rats
subjected to chronic restraint stress. Behavioural processes, 2014;103: 327-33.
Ricart-Jane, D., Rodriguez-Sureda, V., Benavides, A., Peinado-Onsurbe, J., Lopez-
Tejero, M.D., Llobera, M. Immobilization stress alters intermediatemetabolism and
circulating lipoproteins in the rat. Metabolism 2002;51: 925-931.

Ronsein, G.E., Dutra, R.L., Silva, E.L., Martinello, F., Hermes, E.M., Balen, G., Jorge,S.,
Waltrick,C.D.A., Silva, C.S.M., Santos, B.M., Santos, B.M., Leal, V., Roldao,
U.Q.,Cantos, G.A.Influéncia do estresse nos niveis sanguineos de lipidios,
acidoascorbico, zinco e outros parametros bioquimicos. Acta Bioquim. Clin. L. 2004;38:
39-46.

Niamh X. Cawley. Sugar Making Sugar: Gluconeogenesis Triggered by Fructose via a
Hypothalamic-Adrenal-Corticosterone Circuit. Endocrinology. 2012; 153(8): 3561-3563.
Paula D. Prince, Yanina Santander, Estefania M. Gerez, Christian Hocht Ariel H. Polizio,
Marcos A. Mayer, Carlos A. Taira, Cesar G. Fraga, Monica Galleano, Andrea Carranza .
Fructose increases corticosterone production in association with NADPH metabolism
alterations in rat epididymal white adipose tissue. The Journal of Nutritional
Biochemistry 2017;46: 109-116.

Akil, H.A., Morano, M.l. Stress. In: Bloom, F.E., Kupfer, D.J.(Eds.),
Psychopharmacology:The Fourth Generation of Progress.Raven Press, New York, pp.
1995;773 — 785.

McEwen, B.S.Central effects of stress hormones in health and disease. Under-standing
the protective and damaging effects of stress and stress mediators. Eur.J. Pharmacol.
2008;583: 174-185.

Vreugdenhil, E., de Kloet, E.R., Schaaf, M., Datson, N.A.Genetic dissectionof
corticosterone receptor function in the rat hippocampus. Eur. Neuropsy-chopharmacol.
2001;11: 423-430.

Apple, J.K., Dikeman, M.E., Minton, J.E., McMurphy, R.M., Fedde, M.R., Leith,

D.E.,Unruh, J.A. Effects of restraint and isolation stress and epidural block-ade on

139


http://doi.org/10.3797/scipharm.1408-16

273.

274,

275.

276.

277.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

endocrine and blood metabolite status, muscle glycogen metabolism,and incidence of
dark-cutting longissimus muscle of sheep. J. Anim. Sci. 1995;73: 2295-2307.

Aloisi, A. M., Ceccarelli, I., & Lupo, C. (1998). Behavioural and hormonal effects of
restraint stress and formalin test in male and female rats. Brain Research Bulletin,
1998;47(1): 57-62. doi:10. 1016/s0361-9230(98)00063-x

De Castro UGM, dos Santos RAS, Silva ME, de Lima WG, Campagnole-Santos MJ,
Alzamora AC. Age-dependent effect of high-fructose and high-fat diets on lipid
metabolism and lipid accumulation in liver and kidney of rats. Lipids in Health and
Disease. 2013;12: 136. doi:10.1186/1476-511X-12-136.

Gu H, Tang C, Peng K, Sun H, Yang Y.,Effects of chronic mild stress on the

development of atherosclerosis and expression of toll-like receptor 4 signaling pathway in
adolescent apolipoprotein E knockout mice. J Biomed Biotechnol 2009; 11: 1-13.
Ricart-Jane, D., Rodriguez-Sureda, V., Benavides, A., Peinado-Onsurbe, J., Lopez-
Tejero, M.D., Llobera, M., 2002. Immobilization stress alters intermediatemetabolism and
circulating lipoproteins in the rat. Metabolism 51, 925-931.

Sharabi Y, Oron-Herman M, Kamari Y, Avni, |, Peleg E, Shabtay Z, Grossman E,
Shamiss A.  Effect of PPAR-gamma agonist on adiponectin levels in the metabolic
syndrome: lessons from the high fructose fed rat model.American Journal of
Hypertension 2007;20:206-210.

Kaoseler E, Kiziltan G, TirkerP, Saka M, Akgil Ok M, Bacanli D, Aydos TR, Bayraktar
N, Ozdemir H. The effects of glucose and fructose on body weight and some biochemical
parameters in rats. Progress in Nutrition 2018;20(1):46-51.

Ricart-Jane, D. , Rodriguez-Sureda, V. , Benavides, A. , Peinado-Onsurbe, J., Lopez-
Tejero, M.D., Llobera, M., 2002. Immobilization stress alters intermediatemetabolism and
circulating lipoproteins in the rat. Metabolism 51, 925-931.

Wada T, Kenmochi H, Miyashita Y, Sasaki M, Ojima M, Sasahara M, Koya D, Tsuneki
H, Sasaoka T.Spironolactone improves glucose and lipid metabolism by ameliorating
hepatic steatosis and inflammation and suppressing enhanced gluconeogenesis induced by
a high-fat and high-fructose diet. Endocrinology 2010;151:2040-2049.

Samuel VT. Fructose induced lipogenesis: from sugar to fat to insulin resistance. Trends
Endocrinol Metab 2011;22: 60-65.

Massimo Collino,M.Elisa Benetti,E.,Mara Rogazzo, M.,Raffaella
Mastrocola,R.,Muhammed M.  Yagoob,M.M., Manuela  Aragno,M.,Christoph
Thiemermann ,C., Fantozzi,R., Reversal of the deleterious effects of chronic dietary
HFCS-55 intake by PPAR-d agonism correlates with impaired NLRP3 inflammasome
activation, Biochemical Pharmacology 2013;85 :257-264.

Gaby, A.R. Adverse effects of dietary fructose. Alternative Medicine Review 2005;10:
294-306.

140



284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294,

295.

296.

Nade VS, Kawale LA, Naik RA, Yadav AV. Adaptogenic effect of Morus alba on
chronic footshock-induced stress in rats. Indian J Pharmacol. 2009; 41: 246-51.

Bjorntorp P. Body fat distribution, insulin resistance, and metabolic diseases. Nutrition
1997; 13(9):795-803.

T. Ahn, C.S. Bage, C.H. Yun. Acute stress-induced changes in hormone and lipid levels in
mouse plasma. Veterinarni Medicina, 2016;61(2): 57-64.

Ramasamy C, Leelavinothan P. Protective effect of umbelliferone on high-fructose diet-
induced insulin resistance and oxidative stress in rats. Biomed Aging Pathol 2014;4: 23—
8.

Maithili Karpaga Selvi, N., Sridhar, M. G., Swaminathan, R. P., & Sripradha, R.
Curcumin Attenuates Oxidative Stress and Activation of Redox-Sensitive Kinases in
High Fructose- and High-Fat-Fed Male Wistar Rats. Scientia Pharmaceutica, 2015;83(1):
159-175. http://doi.org/10.3797/scipharm.1408-16

Krol E, Krejpcio Z, Michalak S, Wojciak RW, Bogdanski P. Effects of Combined Dietary
Chromium(lll) Propionate Complex and Thiamine Supplementation on Insulin
Sensitivity, Blood Biochemical Indices, and Mineral Levels in High-Fructose-Fed Rats.
Biological Trace Element Research. 2012;150(1-3):350-359. doi:10. 1007/s12011-012-
9515-5.

S. Simsek, T. Yiiksel, I. Kaplan, C. Uysal, and H. Aktas, “The levels of cortisol and
oxidative stress and DNA damage in child and adolescent victims of sexual abuse with or
without posttraumatic stress disorder,” Psychiatry Investigation 2016;13(6): 616-621.
Mariola Herbet, Agnieszka Korga, Monika Gawronska-Grzywacz, et al., “Chronic
Variable Stress Is Responsible for Lipid and DNA Oxidative Disorders and Activation of
Oxidative Stress Response Genes in the Brain of Rats,” Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, vol. 2017, Article ID 7313090, 10 pages, 2017.
https://doi.org/10.1155/2017/7313090.

M. Vavédkova, Z. Duratkova, and J. Trebaticki. Markers of oxidative stress and
neuroprogression in depression disorder. Oxidative Medicine and Cellular Longevity,
2015, ArticlelD 898393, 12.

K. B. Storey. Oxidative stress: animal adaptations in natiire. Brazilian Journal of Medical
and Biological Research, 1996;29(12): 1715-1733.

Blici M, Efe H, Kéroglu MA, Uydu HA, Bekaroglu M, Deger O.Antioxidative enzyme
activities and lipid peroxidation in major depression: alterations by antidepressant
treatments.Journal of Affective Disorders, 2001;64(1) :43-51.

Bajpai A, Verma AK, Srivastava M, and Srivastava R. Oxidative stress and major
depression.Journal of Clinical and Diagnostic Research, 2014;(12)8: 04-07.

Gancheva S, Galunska B, Zhelyazkova-Savova M. Diets rich in saturated fat and fructose
induce anxiety anddepression-like behaviours in the rat: is there a role for lipid
peroxidation? Int J Exp Pathol. 2017;98(5):296-306. doi: 10. 1111/iep.12254.

141


http://doi.org/10.3797/scipharm.1408-16
https://doi.org/10.1155/2017/7313090

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.
310.

311.

Cao D, Lu H, Lewis TL, Li L.Intake of Sucrose-sweetened Water Induces Insulin
Resistance and Exacerbates Memory Deficits and Amyloidosis in a Transgenic Mouse
Model of Alzheimer Disease. J Biol Chem. 2007;282(50):36275-82.

Li C, Vaughan J, Sawchenko PE, Vale WW. Urocortin Ill-immunoreactive projections in
rat brain: partial overlap with sites of type 2 corticotrophin-releasing factor receptor
expression. J Neurosci, 2002; 22: 991-1001.

Delgado-Morales R, del Rio E, Gomez-Roman A, at al. Adrenocortical and behavioural
response to chronic restraint stress in neurokinin-1 receptor knockout mice. Physiology
Behavior 2012; 105(3): 669-675.

Prut L, Belzung C. The open field as a paradigm to measure the effects of drugs on
anxiety-like behaviors: a review. Eur J Pharmacol 2003; 463: 3-33.

Guedri K, Frih H, Chettoum A, Rouabbhi R. Chronic restraint stress induced
neurobehavioral alterations and histological changes in rat. Toxikology and Enviromental
Health Sciences 2017; 9: 123-129.

Harrell CS, Burgado J, Kelly SD, Johnson ZP, Neigh GN. High-fructose diet during
periadolescent development increasesdepressive-like behavior and remodels the
hypothalamictranscriptome in male rats. Psychoneuroendocrinology. 2015;62:252-64.
doi: 10.1016/j.psyneuen.2015.08.025

Riediger T. The receptive function of hypothalamic and brainstem centres to hormonal
and nutrient signals affecting energy balance. Proc Nutr Soc 2012; 71(4): 463-477.

Yoon SH, Kim BH, Ye SK, Kim MH. Chronic non-social stress affects depressive
behaviors but not anxiety in mice. Korean J Physiol Pharmacol 2014; 18(3): 263-268.
Fonfria E, Marshall IC, Benham CD, Boyfield I, Brown JD, Hill K, Hughes JP, Skaper
SD, McNulty S. TRPM2 channel opening in response to oxidative stress is dependent on
activation of poly (ADP-ribose) polymerase. Br J Pharmacol. 2004 ;143(1):186-92.
Demirdas A, Naziroglu M, Ovey IS. Short-Term Ketamine Treatment Decreases
Oxidative Stress Without Influencing TRPM2 and TRPV1 Channel Gating in the
Hippocampus and Dorsal Root Ganglion of Rats. Cellular and Molecular Neurobiology.
2017; 37(1): 133-144.

Halliwell B. Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now?. Journal of
Neurochemistry, 2006; 97: 1634—-1658.

Jang, Y. et al. TRPM2 mediates the lysophosphatidic acid-induced neurite retraction in
the developing brain. Pflugers Arch, 2014; 466(10): 1987-1998.

Robbins TW. Arousal systems and attentional processes. Biol Psychiatry 1997; 45: 57-71.
Robbins TW. Controlling stress: how the brain protects itself from depression. Nat
Neurosci 2005; 8: 261-262.

McEwen BS1. Physiology and neurobiology of stress and adaptation: central role of the
brain. Physiol Rev. 2007;87(3):873-904.

142


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fonfria%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marshall%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benham%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boyfield%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brown%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hill%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hughes%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skaper%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skaper%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McNulty%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15302683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TRPM2+channel+opening+in+response+to+oxidative+stress+is+dependent+on+activation+of+poly(ADP%E2%80%90ribose)+polymerase
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demirda%C5%9F%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26935063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naz%C4%B1ro%C4%9Flu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26935063
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%96vey%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26935063
https://link.springer.com/journal/10571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Physiology+and+neurobiology+of+stress+and+adaptation%3A+central+role+of+the+brain

312.

313.

314.

315.

Vyas A, Mitra R, Rao BSS, Chattarji S. Chronic stress induces contrasting patterns of
dendritic remodeling in hippocampal and amygdaloid neurons. J Neurosci 2002;22:
6810-6818.

Radley JJ, Rocher AB, Miller M, Janssen WGM, Liston C, Hof PR, McEwen BS,
Morrison JH. Repeated stress induces dendritic spine loss in the rat medial prefrontal
cortex. Cerebral Cortex 16: 313-320, 2006.

Conrad CD, Magarinos AM, LeDoux JE, McEwen BS. Repeated restraint stress
facilitates fear conditioning independently of causing hippocampal CA3 dendritic
atrophy. Behav Neurosci .1999;113: 902-913.

Hyman SE, Malenka RC, Nestler EJ. Neural mechanisms of addiction: the role of reward-
related learning and memory. Annu Rev Neurosci. 2006; 29: 565-98.

143



8. EKLER

1) Aydinlik-Karanlik Testi Labview Blok Diagrami
2) Aydinlik-Karanlik Testi Labview On Panel

3) Kuyruktan Asma Testi Labview Blok Diagrami
4) Kuyruktan Asma Testi Labview On Panel

5) Agik Alan Testi Labview Blok Diagrami

6) A¢ik Alan Testi Testi Labview On Panel
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Ek 1: Aydinhk Karanhk Testi Blok Diyagramm
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Ek 2:Aydinhk Karanlik Testi On Panel
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Ek 3: Kuyruktan Asma Testi Blok Diyagram
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Ek 4: Kuyruktan Asma Testi On Panel
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Ek 5: A¢ik Alan Testi Blok Diyagram
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Ek 6: Acik Alan Testi On Panel
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