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ONSOZ

Metabolik sendrom (MetS); fizyopatolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte
¢agimizin sorunu olan degisen beslenme aligkanliklari, azalan fiziksel aktivite gibi
nedenlerin olusum riskini arttirdig1 bir hastaliktir. MetS’in diyabet ve Alzheimer gibi
hastaliklarin goriilme sikligini arttirdigi bildirilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarla
yetiskin norogenezinin devam ettigi yerlerden olan hipokampusta ndrogenezin
diyabet, Alzheimer gibi hastaliklarda ve artan yasla birlikte azaldigi gésterilmistir.
Sicanlar {izerinde yaptigimiz ¢alismada Oncelikle diyabet olusum riskini arttirdigi
bilinen MetS deney modeli olusturuldu. Hipokampus ile ilgili olan 6grenme, bellek ve
anksiyeteyi 6lgmeye yonelik davranis testleri, ndrogenezi belirlemeye yonelik protein
oranlari, insiilin sinyal yolagina ait bazi proteinlerin ekspresyon oranlar1 arastirildi.
Insiilinin noroprotektif etkilerinden yararlanabilmek i¢in insiilin enjeksiyonu yapilan
MetS olusturulmus siganlarda ayni1 parametrelerin yeniden incelenmesi hedeflendi. Bu
calisma Ankara Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Ofisi tarafindan
16L.0230007 proje numarasi ile desteklenmistir.
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Sekil 1.1.

Sekil 1.2.

Sekil 1.3.

Sekil 1.4.

Sekil 1.5.

Sekil 1.6.

SEKILLER

Hipokampal anatominin karsilastirilmasi. a) sican ve insanlardaki
hipokampal uzun eksen yoneliminin sematik gosterimleri. b)
Hipokampusun (kirmizi) ve entorhinal korteks [(EC), mavi] tam
uzun ekseninin siganlar ve insanlardaki goriintiisii. ¢) Sican ve insan
hipokampusunun Nissl boyali kesitlerinin ¢izimleri. . C: kaudal,

D: dorsal, DG: dentat girus, L: lateral, M: medial, R: rostral,

V: ventral (Strange et al., 2014). 2
Krezil viyole boyal1 mikrografta hipokampal olusumun boliimlerine

ait adlandirma 4
Hipokampusun dentat girus bolgesine ait boliimlerin adlandiriimast. 5

Sol temporal lobda hipokampus bilesenlerinin katlanma safthalarinin
koronal diizlemdeki diyagrami. A: Erken fetal gelisimi gostermektedir.
Dentat girus (D), kornu Ammonis (C), subikulum (S) ve parahipokampal
girus (P), temporal boynuzun (T) medial duvar1 ve tabani boyunca dizi
seklinde diizenlenmistir. B ve C: Neokorteksin belirgin sekilde
genislemesi ve hipokampusun bilesenlerinin farkli diizeyde biiylimesinin
bir sonucu olarak, bilesenler temporal boynuzda kademeli olarak katlanir.
Katlanma ilk olarak dentat girus ile kornu Ammonis arasinda yer alan
hipokampal sulkus (kalin ok) ¢evresinde olugur. Hipokampal sulkus (ince
ok) dentat girus ve subikulum arasina dogru yer degistirir ve sonunda
kaybolur (Kier et al., 1997). 6

Dentat girus norogenez evreleri. DG nin graniiler tabakasindaki yeni
ndronlarin olusumu bes asamaya boliiniir. Yetigkin ndrogenezi radial glia
ve astrositik 6zelliklere sahip olan kok hiicrelerden (Tip 1 hiicreler, 1.evre)
koken alir. Cesitli belirteglerin ekspresyonlarina dayanarak, birinci
evreden sonra ti¢ farkl: tip oncii hiicre (tip 2a, tip 2b ve tip 3)
tanimlanabilir. Bu fazda (2. ve 3. evre) ¢ogalan hiicreler farklanir, ndronal
belirtecleri eksprese etmeye baslar ve DG’nin graniiler hiicre tabakasina
ulagmak i¢in kisa mesafe go¢ ederler. Yeni olusan hiicreler postmitotik
olur ve gegici olarak kalretinin salgilamaya baslarlar (4. evre). Yeni
hiicreler aksonlarin1t CA3 yOniine uzatir, dentritlerini molekiiler tabakaya
dogru gonderir, hipokampal aga islevsel olarak entegre olurlar (5. evre),
entorhinal korteksten inputlari alir, outputlart CA3 ve hilusa génderirler
(von Bohlen und Halbach, 2011). 9

Merkezi Sinir Sisteminde Insiilin Sinyal Yolag
(Kim ve Feldman, 2012). 17
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Sekil 1.7.

Sekil 2.1.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Noéronal insiilin direncinin gelisimi. a) Insiilin sinyal yolagi Akt’yi
aktive ederek, normal néronal fonksiyonu korur. b) MetS varliginda,
insiilin bagimli dokularda oldugu gibi néronlarda instilin direnci olusur
ve insiilinin norotrofik 6zelliklerine cevap veremez. Noronlar nérotoksik

Uyaranlara daha yatkin hale gelir (Kim ve Feldman, 2012). 20
Hipokampus dentat girus néronlarinin Image j programinda sayilmasi. 40
OGTT sonuglari. 42
Gruplar arasinda viicut agirlig1 degisimine ait Ort=SEM (standart error

of mean), *p<0,05. 42
Sistolik kan basinct degisimini gosteren cubuk grafik, Ort=SEM,

*p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasindaki karsilastirma). 44

Diyastolik kan basinci degisimini gosteren ¢ubuk grafik, Ort+=SEM,
*p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasindaki karsilastirma). 44

Hipokampus dentat girus bolgesine ait mikrograflar. Boya: Krezil

Viyole Bar: 100 pm 46
Toluidin mavisi-azur II ile boyali hipokampus dentat girus néronlari.

Bar: 100 pm 47
Kontrol, Mets ve MetS+ins gruplarina ait elektron mikrograflar. C:

cekirdek, Yildiz: Elektron yogun cekirdek ve sitoplazmaya sahip
ndronlar, Ok: Lizozom, Ince ok: Genislemis graniillii endoplazma
retikulumu. Bar: 1000 nm 49

Hipokampus dokusunda DCX antikorunun western blot analizi ve
analize ait cubuk grafik, Ort=SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+Ins
gruplar arasi karsilagtirma). 50

Hipokampus SGZ’de 1000 pm? alanda DCX pozitif hiicreler gubuk
grafikte (Ort £Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari
arasi karsilagtirma). 51

Sekil 3.10. Dentat girus DCX primer antikor isaretlemeleri. DCX pozitif hiicreler

koyu boyali olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um 51

Sekil 3.11. Hipokampus dokusunda NeuroD1 antikorunun western blot analizi ve

analize ait gubuk grafik, Ort £SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari
arasi karsilagtirma). 52
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Sekil 3.22.

Sekil 3.23.

Cubuk grafikte hipokampus SGZ’de 1000 um? alanda NeuroD1
pozitif hiicreler (Ort+Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile
MetS gruplart arasi karsilagtirma).

Dentat girus NeuroD1 primer antikor isaretlemeleri. NeuroD1 pozitif
hiicreler koyu boyali olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um

Cubuk grafikte hipokampus SGZ’de 1000 um? alandaki Ki67 pozitif
hiicreler (Ort£Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS
gruplar arasi karsilastirma).

Dentat girus Ki67 primer antikor isaretlemeleri. Ki67 pozitif hiicreler
koyu boyali olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um

Hipokampus dokusunda NeuN antikorunun western blot analizi ve
analize ait cubuk grafik Ort £SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS
gruplart aras1 karsilagtirma).

Cubuk grafikte hipokampus dentat girusta 1000 um? alandaki NeuN
pozitif hiicreler (Ort+Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile
MetS gruplar aras1 karsilastirma).

Dentat girus NeuN primer antikor isaretlemeleri. NeuroD1 pozitif
hiicreler koyu boyali olarak izlenmektedir. Bar: 100 pm

Bar grafikte hipokampus SGZ ve DG’de 1000 pm? alanda TUNEL
pozitif hiicreler gosterilmektedir, (Ort£Std), *p<0,05 (Kontrol ile
MetS-MetS+Ins gruplari aras1 karsilastirma), +p<0,005 (MetS ile
MetS+Ins gruplari aras1 karsilastirma).

Dentat girus TUNEL antikor isaretlemeleri. TUNEL pozitif hiicreler
koyu boyali olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um

Hipokampus dokusunda Cleaved Caspase 3 antikorunun western blot
analizi ve analize ait ¢ubuk grafik, Ort +SEM, *p<0,05 (Kontrol ile
MetS-MetS+Ins gruplari aras1 karsilastirma).

Cubuk grafikte hipokampus SGZ’deki Cleaved caspase 3 pozitif
hiicreler (Ort£Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS-
MetS+ins gruplari arasi karsilastirma), +p<0,005 (MetS ile MetS+ins
gruplart arasi karsilagtirma).

Dentat girus Cleaved Caspase3 primer antikor isaretlemeleri.
Caspase3 pozitif hiicreler koyu boyali olarak SGZ’de izlenmektedir.
Bar: 100 pm
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Hipokampus dokusunda insiilin antikorunun western blot analizi ve
analize ait gubuk grafik, Ort=SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS+ins
gruplari arasi karsilastirma), +p<0,005 (MetS ile MetS+Ins gruplari
arasi karsilagtirma). 62
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1. GIRIS

1.1. Hipokampusun Adlandirilmasi

Hipokampusa iliskin en erken tanimlama 1587 yilinda Venedikli anatomist Julius
Caesar Aranzi tarafindan Anatomicarum Observationum Liber (Book of Anatomical
Observations) adl1 kitapta “lateral ventrikiiliin temporal lobunun tabanindaki ¢ikint1”
seklinde yapilmistir. Adlandirmasi yapilirken denizati (ya da hipokampus, Yunanca:
hipokampus [hippos = At, kampus = deniz canavari]) veya beyaz ipekbocegi
(Bombycini vermis candidi) (Bombyx'in beyaz tirtillar1) tarifleri ve terimleri
kullanilmistir. Cogu yazara gore hipokampusu ilk resmeden kisi Georg Duvernoy
olarak kabul edilmektedir. Duvernoy’un 1729 yilinda konuyla ilgili yazilmis kisa bir
makalesi bulunmaktadir. Adlandirma yaparken Duvernoy da denizati ve ipekbdcegi
arasinda gidip gelmistir (Best ve White, 1999). 1732 yilinda Danimarkali anatomist
Jacob Winslew tarafindan "ko¢ boynuzu (Ram’s horn)" kelimesi ve Garengeot adli
Parisli bir cerrah tarafindan ise Misir tanrist Amun'un boynuzu anlamina gelen

"cornu Ammonis" terimleri kullanilmistir (Silva, 2014).

1.2. Hipokampus Anatomisi

Hipokampus iki tarafli simetrik, kaju fistig1 seklinde ve gercek hipokampus (kornu
Ammonis) ile dentat girus (fasia dentata)’un birbirine kenetlenmesiyle olusmus
yapidir. Hem kornu Ammonis ve hem de dentat girus “C” harfini animsatacak
sekilde kivrilirlar (Sekill.1) (Teyler ve DiScenna, 1984). Kornu Ammonis ve dentat
girus birbirinden hipokampal sulkus ile ayrilirlar. Hipokampal olusum genellikle,
kornu Ammonis, dentat girus ve subikulumu igerir (Tien ve ark., 1992).
Hipokampus, uzun seyri nedeniyle yiizeyi {lizerinde anastomozlar olusturan birgok
damar tarafindan beslenir. Arteriyel beslenmesinin en 6nemli damarlar1 a. cerebri

posterior ve a. choroidea anterior’dur (Paulsen ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. Hipokampal anatominin karsilastirilmasi. a) Sican ve insanlardaki hipokampal uzun eksen
yOneliminin gematik gosterimleri. b) Hipokampusun (kirmizi) ve entorhinal korteksin [(EC), mavi]
tam uzun ekseninin siganlar ve insanlardaki goriintiisii. ¢) Sican ve insan hipokampusunun Nissl
boyali kesitlerinin gizimleri. C, kaudal; D, dorsal; DG, dentat girus; L, lateral; M, medial; R, rostral,
V, ventral. (Strange ve ark., 2014).

Kornu Ammonis (CA) piramidal hiicrelerin farkli goriintiileri ve farkli baglantilar
sebebiyle; CAl, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere dort farkli alt bolgeye ayrilir
(Schultz ve Engelhardt, 2014). Insanlarda CA1; kiiciik, iicgen sekilli dagmik halde
bulunan piramidal ndronlar1 iceren genis bir bolgedir. Kemirgenlerde CA1’deki

piramidal néronlar yogun paketlenmistir. Insanlarda CA2; CAl ve CA3 arasinda

bulunan, ovoid sekilli yogun paketlenmis piramidal noronlardan olusurken,



kemirgenlerde daha kiigiik ve daha az belirgindir. CA3 hipokampus egrisinin
tizerinde bulunur ki bu alan dentat girusa girdigi alandir. CA3’iin piramidal néronlari
CA2’ye benzer ancak daha az yogundur. CA4 dentat girus kavitesinde bulunur ve

dentat hilus olarak adlandirilmaya baslanmistir (Knowles, 1992).

Dentat girus; serebral korteks mediyalinin biiyiik kismini olusturur (Schultz ve
Engelhardt, 2014). Dentat girus 5-10 hiicre kalinliginda tek bir tabakadan olusur ve
burada bulunan granil hiicrelerinin dendritleri dentat hilustan disariya dogru
uzaklasir (Teyler ve DiScenna, 1984). Geometrisinden oOtiirii alt ve iist kollar
bulunur, CAl’¢ komsu olan kola ‘suprapramidal blade’, diger kola ise
‘infrapiramidal blade’ ismi verilir (Scharfman ve ark., 2002). Dentat girus kornu
Ammonis’in lizerine sapka gibi oturmaktadir. Dentat girusun sinir hiicreleri olan
graniiler hiicreler sikistirilmis hiicre 6begi seklinde dizilim gosterirler ve traktus
perforansin aksonlar1 graniiler hiicrelerin dendritlerine ulasir. Aksonlar1 ise yosunsu
lifler olarak kornu Ammonis’in CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerin

dendritlerinde sonlanir (Paulsen ve ark., 2016).

Subikulum, presubikulum ve parasubikulum sirasiyla CA1 bolgesini takip ederler.
Subikulum histolojik agidan daha genis, yelpaze bigimli hiicre 6begine sahip olmasi
nedeniyle taninabilir. Bu bdlgenin sinir hiicreleri, hipokampus formasyonundan
disar1 entorhinal kortekse dogru geri projeksiyon yapar. Bu bdlgenin fonksiyonu

heniiz bilinmemektedir (Paulsen ve ark., 2016).

1.3. Hipokampusun Histolojisi

Kornu Ammonis; alveus, stratum oriens, stratum lusidum, stratum piramidale,
stratum radiatum ve stratum lakunosum olmak tiizere 6 tabaka icerir. Alveus;
hipokampusun lateral ventrikiiliin temporal boynuzu icine ¢ikint1 yapan boliimiinii
kaplar ve subikiiler ve hipokampal aksonlarin takip ettigi ana efferent yoldur. Alveus,
mediyalde hipokampusun fimbriasini olusturmak i¢in devam eder ve fornikse katilir

(Tien ve ark., 1992).



Piramidal hiicre tabakasiyla alveus arasinda bulunan stratum oriens; ¢ogunlukla
piramidal hiicrelerin bazal dendritlerini ve ¢esitli interndron tiirlerini igerir (Schultz
ve Engelhardt, 2014). Stratum lusidum; en ince tabakasidir ve sadece CA3
bolgesinde bulunur. CA3 alanindaki piramidal hiicreler ile dentat girusun graniiler
hiicreleri arasinda baglant1 saglayan yosunsu (mossy) lifleri igerir.

Diger primatlara gore insanlarda daha belirgin olup CAl ile CA2 alanlarinda
bulunmaz (izci ve Erbas, 2015). Stratum piramidale; ¢ogunlukla biiyiik piramidal
ve Golgi tip II hiicrelerinin bulundugu tabakadir. Piramidal hiicrelerin tabam
hipokampusun ventrikiiler yiizeyine doniiktiir. Bazal-apikal dendritleri komsu
tabakalara kadar uzanirken, aksonlari stratum oriens’ten gegerek alveus liflerine
katilir. Bu tabakadaki piramidal hiicrelerin dizilimi sayesinde hipokampus asil seklini
alir. Stratum radiatum ve stratum lakunosum; ince sinir lifleri ve az sayida néron
iceren bolgelerdir (Songur ve ark., 2001) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Krezil viyole boyali mikrografta hipokampal olusumun béliimlerine ait adlandiriima.



Dentat girusun temel hiicreleri graniiler noronlardir. Graniiler hiicrelerin aksonlari
icin, sekli ve izledigi yoldan dolay1r yosunsu lifler (mossy fiber) terimi kullanilir.
Dentat girusun hilusunda 21 gesit néron tanimlanmistir (El Falougy ve ark., 2008).
Dentat girus 3 tabaka igerir (Sekil 1.3.). Stratum molekiilare (molekiiler hiicre
tabakasi); nispeten hiicre icermeyen bir tabakadir, sicanlarda 250 pm kalinligindadir
ve graniil hiicrelerinin dentritleri ile doludur. Entorhinal korteksten ¢ikan perforan
lifler ve az olsa da ara noéronlar stratum molekiilareyi olusturan bilesenlerdendir.
Stratum graniilare (graniiler hiicre tabakasi); yogun paketlenmis graniil
hiicrelerinden olusur. Yaklasik 60 um kalinliginda olan bu tabaka 4-8 hiicre katmani
igerir. Stratum graniilare, graniiler hiicrelerden olusmasina ragmen, polimorfik
tabakayla olan smir bolgesinde dentat piramidal sepet hiicreleri gibi farkli tip
noronlar da yer alir. Graniiler hiicre tabakasinin i¢ kismi ile hilus arasindaki sinir
bolgesine subgraniiler zon (SGZ) adi verilir. Bu bolgede radial gliya benzeri noral
kok hiicreler bulunur. Polimorfik hiicre tabakasinda; bir¢ok néron tipinin yaninda

yosunsu lifler agirlikli olarak gozlemlenir (Amaral ve ark., 2007).

Sekil 1.3. Hipokampusun dentat girus bolgesine ait boliimlerin adlandirilmasi.



1.4. Hipokampus Embriyolojisi

Merkezi sinir sistemi ligilincii haftanin baslarinda primitif diiglimiin Oniinde orta
dorsal bolgede yerlesmis terlik bigimli kalinlagmis noral plak halinde belirir. Noral
plagin lateral katlantilari, kisa siire sonra noral katlantilar1 olusturmak tizere kivrilir.
Gelisimin daha ileriki safhalarinda noral katlantilar yiikselerek ndral tiipli olusturmak
icin birbirleriyle kaynasirlar. Noral tiip, embriyonun kranial kisminda 25. giinde,
kaudal kisminda ise ii¢ giin sonra yani 28. giinde kapanir. Noral tiip kapanmadan
once rostral ucta ii¢ dilatasyon bdlgesi (prosensefalon, mezensefalon ve
rombensefalon) olusurken bunlara primer beyin vezikiilleri denir. Gelisimin
dordiincii haftasinda prosensefalondan telensefalon ve diensefalon gelisir. Besinci

haftada rombensefalondan myelensefalon ve metensefalon gelisir (Sadler, 2011).

Sekil 1.4. Sol temporal lobda hipokampus bilesenlerinin katlanma sathalarinin koronal diizlemdeki
diyagrami. A: Erken fetal gelisimi gostermektedir. Dentat girus (D), kornu Ammonis (C), subikulum
(S) ve parahipokampal girus (P), temporal boynuzun (T) medial duvart ve tabani boyunca dizi
seklinde diizenlenmistir. B ve C: Neokorteksin belirgin sekilde genislemesi ve hipokampusun
bilesenlerinin farkli diizeyde biiylimesinin bir sonucu olarak, bilesenler temporal boynuzda kademeli
olarak katlanir. Katlanma ilk olarak dentat girus ile kornu Ammonis arasinda yer alan hipokampal
sulkus (kalin ok) c¢evresinde olusur. Hipokampal sulkus (ince ok) dentat girus ve subikulum arasina
dogru yer degistirir ve sonunda kaybolur (Kier ve ark., 1997).

Hipokampus telensefalondan gelismeye baslar. Gelisimin 13. ve 14. haftasinda
hipokampus temporal lobun mediyal yiiziinde agilmis sekilde bulunur. 15. ve 16.
haftalarda dentat girus ve kornu Ammonis katlanmaya baslar. Parahipokampal girus
daha biiyiiktiir ve daha mediyal konumlanmigtir. Kornu Ammonis’in CA1, CA2 ve

CA3 bolgeleri dogrusal olarak diizenlenmektedir. Dentat girusun sekli dar U harfine



benzer yapidadir. 18. ve 20. haftalar arasinda hipokampus yetiskin hipokampusuna
benzemeye baglar. Dentat girus ve kornu Ammonis temporal lop i¢ine dogru katlanir.
Bu katlanmayla hipokampus ve subikulum birbirine yaklasir. CA1-3 alanlar1 yay
olustururken, CA4’iin toplam alani artarak, dentat girusun kavisine girmeye baglar

(Sekil 1.4) (Kier ve ark., 1997).

Sicanlarda hipokampus gelisimini arastiran Shirley A. Bayer ve Joseph Altman
gebeligin 17. giiniiyle postnatal besinci giinleri arasini kapsayan ¢alismalarinda 17.
giinde hipokampusun, korteksin dil benzeri uzantisi seklinde talamusun iistiinii
orttiiglinli gostermistir. Gebeligin 19. giinii ve onu izleyen 48 saatlik siire iginde
kornu  Ammonis’in piramidal hiicreleri siralanirken hem fimbriya hem de
hipokampal fissiir ilk defa goriiliir. 21. glinde piramidal hiicre tabakasi kademeli
olarak gevsek bicimde paketlenerek arka arkaya kivrilmistir. Bu hiicre grubu,
hipokampal fissiir ile ayrilir. Dogum ve postnatal birinci giinde piramit tabakanin
derinligi azalir ve tipik yetigkin morfolojisini olusturmak iizere dentat hilus
posteriyor yonde egilmistir. ince dentat graniiler tabakayla yetiskin morfolojisinin
baslangicina da sahiptir. Dogumun ii¢lincii gliniinde piramidal katman (CA4) hilusa
dogru uzanmistir. Molekiiler katman incedir ve besinci giinden sonra kalinlagmaya

baslar (Bayer ve Altman, 1974).

1.5. Hipokampusun Fizyolojisi

1930’lara kadar hipokampal olusumun olfaktor sistemin bir parcast oldugu
diistiniilmekteydi. 1937°de James Papez tarafindan duygunun anatomik alt yapisini
saglayan devrenin bir parcasi oldugu oOne siiriildii. Anatomik caligmalardan elde
edilen fonksiyona dair en erken bulgulardan hemen sonra insanlarda, hayvanlarda ve
ileri davranigsal hayvan modellerinde lezyon calismalar1 yapilarak; 6grenme, hafiza
ve uzaysal yon tayininde hipokampusun roliine dair bugiinkii yaygin literatiir
bilgilerine kavusulmustur (Silva, 2014). Epilepsi tedavisi i¢in hipokampusun ¢ift
tarafl1 ¢ikarildigi vakalarda onceden 6grenilmis anilarin hatirlanirken sdzel simgelere

dayal1 yeni bilgi edinilemedigi saptanmistir. Ayrica hipokampusun kisa stireli



bellegin uzun siireli bellege cevrilmesine yol acan diirtiiyli sagladigi ileri siiriilmiistiir

(Guyton ve ark., 2007).

1.6. Hipokampal Norogenez ve iliskili Proteinler

Yetiskin nérogenezini ortaya ¢ikaran ilk ipucu 1912'de Ezra Allen tarafindan geldi.
Allen, 120 gilnliik albino sicanlarin lateral ventrikiillerinde mitotik figiirleri
gozlemledi (Ihunwo ve ark., 2016). Daha sonra Altman ve Das yenidogan ve yetiskin
ratlarda thymidine-H uygulamasi yaptiklar1 c¢alismalariyla ndrogenezi gosterdi
(Altman ve Das, 1966). Yetiskin norogenezi, norojenik nis olarak bilinen;
hipokampal dentat girusun (DG) alt smir1 olan subgraniiler zon (SGZ), lateral
ventrikiillerin subventrikiiler zonu (SVZ) ve son zamanlarda tanimlanan igiincii
ventrikiilin mediyal ve ventral kisimlarindaki hipotalamik noérojenik nislerde
meydana gelir (Valero ve ark., 2016). Graniiler hiicre tabakasiyla hilus arasinda
bulunan SGZ’deki, radiyal gliya benzeri noéral progenitor kok hiicreler (tip 1)
noroblastlara doniismeden oOnce smirli sayida proliferasyon sergileyen ara
(intermedite) progenitor hiicreleri (tip 2) meydana getirirler. Noroblastlar (tip 3) SGZ
boyunca tanjantal olarak goc¢ ederler ve immatiir néronlara (tip 4) doniistirler.
Immatiir néronlar da dentat girus graniil néronlarina (tip 5) farklanmak igin radiyal
olarak gog ederler. Tip 5 hiicreler matiir noronlar olarak adlandirilir (Bond ve ark.,
2015) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Dentat girus nérogenez evreleri. DG’nin graniiler tabakasindaki yeni néronlarin olusumu
bes asamaya boliniir. Yetiskin ndrogenezi radial gliya ve astrositik 6zelliklere sahip olan kok
hiicrelerden (Tip 1 hiicreler, 1.evre) koken alir. Cesitli belirteclerin ekspresyonlarina dayanarak,
birinci evreden sonra {i¢ farkli tip 6ncii hiicre (tip 2a, tip 2b ve tip 3) tanimlanabilir. Bu fazda (2. ve 3.
evre) cogalan hiicreler farklanir, néronal belirtegleri eksprese etmeye baslar ve DG’nin graniiler hiicre
tabakasina ulagmak icin kisa mesafe goc¢ ederler. Yeni olusan hiicreler postmitotik olur ve gecici
olarak kalretinin salgilamaya baglarlar (4. evre). Yeni hiicreler aksonlarii CA3 ydniine uzatir,
dentritlerini molekiiler tabakaya dogru gonderir, hipokampal aga islevsel olarak entegre olurlar (5.
evre), entorhinal korteksten inputlari alir, outputlari CA3 ve hilusa gonderirler (von Bohlen ve
Halbach, 2011).

1.6.1. Tip 1 Hiicreler

Radiyal gliya benzeri hiicreler karakteristik morfolojileriyle, yetiskinlerde SGZ’nin
kok hiicreleri olarak kabul edilir. Bu hiicrelerin somalar1 liggene benzer, kiigiik ve
giiclii apikal uzantilar1 graniil hiicre tabakasina ulasir, i¢ molekiiler tabakaya ulasana
kadar seyrekge dallanir. Hipokampusta radiyal gliya benzeri hiicreler dentat girusun
normal gelisimi i¢in gerekli olan iskeleyi saglar (Kempermann ve ark., 2004). Tip 1
hiicreler gliyal fibriler asidik protein (GFAP), ara filament olan nestin, beyin lipid
baglayic1 protein (BLBP) ve Sox 2 (SRY iliskili HMG-box gene2)’yi eksprese
ederler (von Bohlen ve Halbach, 2011).

1.6.2. Tip 2 Hiicreler

Tip 1 hiicreler hizlica ¢ogalan ara progenitor hiicreleri meydana getirir. Yeni olusan

hiicre havuzunun genislemesi ¢ogunlukla tip 2 evresinde olusur. Bu hiicreler kii¢iik



bir soma, diizensiz sekilli c¢ekirdek, kisa ve horizantal yonlii uzantilarla
karakteristiktir (von Bohlen ve Halbach, 2011). Tip 2 hiicreler erken ndronal belirteg
olan Doublecortin (DCX)’i exprese edip etmemelerine gore 2 alt gruba ayrilir
(Kronenberg ve ark., 2003). Tip 2a ara progenitorler, nestini eksprese eder, DCX
eksprese etmez. DCX ekspresyonu genel olarak hiicrelerin bir ndronal kokene
baglilig ile iligkilidir ve ekspresyonu go¢ fazinda olan hiicrelerde en fazladir. Tip 2b
hiicreler nestin ve DCX ekspresyonuyla karakterizedir. Hem tip 2a hem de tip 2b
progenitorler kiiciik hiicrelerdir, ¢ok kisa tanjantal uzantilar1 bulunur ve SGZ’de

kiimeler olusturmaya egilimlidirler (Hodge ve Hevner, 2011).

1.6.3. Tip 3 Hiicreler

Tip 3 hiicreler DCX pozitif, nestin negatiftir. Ayrica proliferatiftirler. Bu asamada
morfolojik degisiklikler goriiliir. Tip 3 hiicrelerin ¢ekirdegi yuvarlaktir. Bazi tip 2
hiicrelerinin de eksprese ettigi PSA-NCAM’1 (Polysialylated neural cell adhesion
molecule) eksprese ederler. PSA-NCAM’in yetiskin hipokampal norogenezinde
prekiirsor hiicre aktivitesi asamasini gosterdigi belirtilmektedir (Kempermann ve
ark., 2004).

1.6.4. Tip 4 Hiicreler

DCX ekspresyonu, hiicreler postmitotik sathaya gecene kadar devam eder. Yetiskin
graniil hiicresi gelisiminin bu erken postmitotik evresi, gegici kalretinin protein
ekspresyonu ile karakterizedir. Yuvarlak ya da hafif licgen c¢ekirdek ile kolayca
goriilen apikal dentritleri bulunur. Bu hiicreler ayrica matiir néron gostergesi olarak
kullanilan, postmitotik belirteg olan NeuN (Neuronal Nuclei) eksprese ederler

(Kempermann ve ark., 2004).
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1.6.5. Tip S Hiicreler

Son asamada (Tip 5), yeni olusan graniil néronlari, entorhinal korteksten input
almak, CA3 ve hilar bolgelerine output gondermek icin sinaptik baglantilar kurarlar.
Matiir graniil hiicreleri kalretinin yerine kalbindin eksprese etmeye baslar. Kalbindin,
tim matiir graniil hiicrelerinde bulunur. Kalbindini eksprese eden yeni olusan
hiicreler islevsel olarak hipokampusa entegre olur. Bu hiicreler ayrica NeuN de

eksprese ederler (von Bohlen ve Halbach, 2011) (Kempermann ve ark., 2004).

1.7. Metabolik Sendrom (MetS)

[k tanimlama 1988 yilinda Reaven tarafindan ‘X Sendromu’ seklinde yapilmistir.
Siklikla glikoz toleranst bulunan kisilerde kardiyovaskiiler hastalik risk
bilesenlerinden en az biri veya daha fazlast bulunmaktadir ve bu gruplagsma ‘X
Sendromu’, ‘Insiilin Direnci Sendromu’ ve ‘Metabolik Sendrom’ (MetS) gibi ¢esitli
sekillerde adlandirilmigtir (Alberti ve Zimmet, 1998). MetS; Ulusal Kolesterol
Egitim Programi Yetigskin Tedavi Paneli III’iin 2001 yilinda yaymlanan tanimina
gore; hiperglisemi/insiilin direnci, visseral obezite, aterojenik dislipidemi ve
hipertansiyonun temel 6zelliklerini igerir. Buna gore asagidaki bes kriterden en az ii¢

ya da daha fazlasinin karsilanmasi durumunda hastalik ortaya ¢ikar.

e Bel cevresi kalinliginin kadinlarda 35 in¢ (88 cm) erkeklerde 40 ing
(102 cm)’in tizerinde olmasi,

e 130/85 mmHg iizerinde kan basinci,

o Aclik trigliserit diizeyinin 150 mg/dl lizerinde olmasi,

e Aclik yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesteroliin erkeklerde
40 mg/dl’den kadinlarda 50 mg/dl’den az olmast,

e Aclik kan sekerinin 100 mg/dl’den fazla olmasi1 (Huang, 2009).

2009 yilinda Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi tarafindan yayinlanan

Metabolik Sendrom Kilavuzu’'nda MetS; ‘insulin direnciyle basglayan abdominal

11



obezite, glikoz intoleranst veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve
koroner arter hastaligi gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6liimcil bir
endokrinopati’ seklinde tanimlanmistir. Yine ayni kilavuzda MetS goriilme sikligi
eriskinlerde ortalama %22 olarak bildirilmektedir. Bu oran yas ile artis gostererek
20-29 yas gurubunda %6.7 iken, 60-69 yas gurubunda ise %43.5 oranina kadar
yiikselmektedir. Tiirk Erigkinlerde Kalp Hastalig1 ve Risk Faktorleri calismasina gore
2000 yili itibariyle Tiirkiye genelinde 30 yas ve lizerindeki 9.2 milyon kiside
metabolik sendromun mevcut oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde metabolik
sendrom goriilme sikligi, erkeklerde %28, kadinlarda ise %40°dir (Arslan ve ark.,
2009).

MetS; kentlesme, fazla enerji alimi, artan obezite ve yerlesik yasam aliskanliklarinin
yol agtig1 diinya capinda 6nemli Olglide artan halk sagligi sorunudur. MetS tip 2
diabetes mellitus (T2DM) riskini bes kat ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisme
riskini iki kat arttirmaktadir (Kaur, 2014).

Metabolik sendromun altinda yatan sebep heniiz tam anlamiyla bilinmemektedir.
MetS’li cogu hastada insiilinin hiicresel etkilerine direng sergilenmektedir. Hiicresel
seviyedeki insiilin direnci, metabolik risk faktorlerine yatkinlik olusturan
biyokimyasal tepkileri modifiye etmektedir. Insiilin direnci olusumunun; obezite,
fiziksel aktive diizeyleri gibi gevresel faktorler ile genetik faktorlerin kompleks bir
sekilde etkilesiminin sonucu olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (Roberts ve ark.,
2013).

1.8. Insiilin

Insiilin kan glikoz seviyesini diisiiren, pankreasin Langerhans adaciklarindaki
hiicrelerinden salgilanan hormon olup (Ross ve Pawlina, 2006) kesfi diyabet
hastalar1 i¢in yeni ufuklar agan bir olaydir. Insiilinin arindirilmas1 ve modifikasyonu
icin prosediirlerin gelistirilmesi 30 yil siirmiistiir. 1922 yilinda Banting ve

arkadaglar tarafindan hazirlanan pankreas ekstrakti 14 yasinda ileri derece diyabetli
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bir cocuga enjekte edilmistir. Devam edilen enjeksiyonlar sonrasinda glikoziiri
biiyiik oranda, ketoniiri ise tamamen kaybolmustur ve kan sekeri normale donmiistiir.
Tarihte ilk defa, bilim insanlar1 tarafindan diyabet hastaligiyla bozulan isleyisin
diizeltilebilecegine dair agik ve net kanitlar gosterilmistir. Boylece insiilinin kesfi,
1923’de Banting ve arkadaslarina Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel odiiliini

kazandirmistir (Joshi ve ark., 2007) .

Insiilin iki diiz polipeptit zincirinin baglanmasiyla olusan bir proteindir. A zinciri 21
aminoasit, B zinciri ise 30 aminoasitten olusur ve birbirlerine disiilfit baglar ile
baglanirlar. Insiilin, pankreatik P hiicrelerinden preproinsiilin olarak salgilanir.
Preproinsiilin N-ucu sinyal peptidi, A zinciri, B zinciri ve C peptidden olusur. N-ucu
sinyal peptidi proinsiilin zinciri olugurken ayrilir. Golgi kompleksine yonlendirilen
proinsiiline burada disiilfit baglar1 eklenir ve paketlenmesi sirasinda prokonvertaz-1
ve karboksipeptidaz-H enzimleri ile insiiline déniistiiriiliir. Insiilin ve C peptid salg:

graniillerinde paketlenir ve salgilanir (Guyton ve ark., 2007).

Insiilin yapimmnimn uyarilmas: glikoz ya da besin alimiyla artarken, aglikla azalir.
Salgilanan insiilinin etkisiyle bazal dolasimdaki glikoz konsantrasyonu diisiiriiliir ya
da diyete bagli karbonhidrat yiikselmesinden kaynaklanan kan glikoz artis1
sinirlandirilir. Karbonhidrat metabolizmasinin yani sira besin depolanmasina, yag ve

protein metabolizmasina da etkileri vardir (Robert M. Berne, 2008).

1.9. Insiilin Direnci

Insiilin direnci; hedef organ ve dokularn duyarlihimin azalmasidan dolay:
dolasimda normal seviyede bulunan insiilinin gereken tepkiyi veremedigi patolojik
bir durumdur. Patolojinin erken safhalarinda pankreatik B hiicreleri oglisemiyi ve
periferal insiilin direncini telafi etmek i¢in insiilin salgisini arttirmaktadir. Kronik
duruma gelindiginde ise; hiperinsiilinemi insiilin direncinin artmasina neden olarak
glikoz tolerans1 bozulmasina katkida bulunmaktadir (Gual ve ark., 2005). Insiilin

direncinin tip 2 diyabetin primer defekti oldugu ve obezite, hipertansiyon, polikistik
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over sendromu, dislipidemi ve ateroskleroz gelisimine yol agan ¢esitli anormalliklere
yol acabilecegi bildirilmektedir (Pessin ve Saltiel, 2000). Insiilin direncinin
nedenleri arasinda insiilin reseptorii mutasyonlari, insiilin reseptoriine karsi
otoantikorlar, genetik sismanliga neden olan mutasyonlar, asir1 kiloluluk,
glikokortikoid fazlaligi, biiyime hormonu fazlaligi, gebelik, polikistik over
sendromu sayilabilmektedir (Guyton ve ark., 2007). Insiilin direncinin hiicresel
temelini belirlemek i¢in yapilan ¢aligsmalarda, insiilin direncinin insiilin sinyal iletim
yolagindaki aksamalarla ve GLUT 4 vezikiiliiniin plazma membrani ile kenetlenmesi
veya kaynastirilmasi sirasinda olugan herhangi bir hata nedeniyle ortaya ¢ikmasinin

miimkiin oldugu bildirilmistir (Cairns, 2002).

1.10. Beyin ve Insiilin

Insiilinin kan beyin bariyerini (KBB) gecemeyecegi diisiiniildiigiinden merkezi sinir
sistemi (MSS)’nin insiilin bagimsiz oldugu diisiincesi hakimdi. Bu nedenle beyinde
insiilinin glikoz metabolizmasina etkileri yeterince arastirilmanmusti. Insiilinin
KBB’yi gegebildigi ve MSS’yi etkiledigi kanitlandiktan sonra Havrankova ve ark.
tarafindan 1977 yilinda ratlar lizerinde yapilan bir calismayla MSS’de insiilin
reseptorleri gosterilmistir. Sonraki calismalarinda MSS’deki insiilinin néronlarin
kendi irettikleri insiilin olup olmadigi sorgulanmigtir. Beyindeki insiilin
konsantrasyonunun kandan 25 kat fazla oldugu bulunduktan sonra MSS’nin farkh
bolgeleri analiz edildiginde, aralarindaki farkin 10 ila 100 kat arasinda degistigi

goriildii. Yapilan analizlerle insiilinin ya da insiiline ¢ok benzeyen bir peptidin

MSS’de bulundugu ortaya konuldu (Havrankova ve ark., 1978).

1991 yilinda Plata-Salaman tarafindan yayinlanan derlemede; beyin omurilik
stvisinda (BOS) bulunan insiilinin MSS’nin lokal sentezi olabilecegi diistiniilmiistiir.
Bunun yaninda insiilinin periferik kandan KBB ve sirkiimventrikiiler organlar
araciligiyla beyine gegebilecegi ihtimali iizerinde de durulmustur. Kan-BOS
arayiiziinii olusturan koroid pleksuslarin BOS’a hizli insiilin tasinmasi igin

nonspesifik bir yol olabilecegi hipotezi de ileri siiriilmiistiir. Ayrica insiilinin,
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BOS’tan araknoid villus absorbsiyonuyla periferal kana gecgebilecegi, bdylece insiilin
gecisinin ¢ift yonli olarak hem kandan beyin-BOS’a hem de beyin-BOS tan periferal
kana dogru gergeklesiyor olabileceginden bahsedilmistir (Plata-Salaman, 1991).

Daha sonraki g¢alismalar MSS’de bulunan insiilinin kaynagini arastirmak iizerine
yogunlagmistir. Insan kadavralarinda kandan daha yiiksek oranda C peptid ve
immniinreaktif insiilin saptanmistir. Yaslh insanlarin ve Alzheimer hastalarinin beyin
dokularinda C peptid bulunmustur ve azalan insiilin reseptér sayisiyla C peptid
arasindaki baglant1 ilk kez gosterilmistir. RT-PCR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu) caligmalariyla insiilin I mRNA (mesajci riboniikleik asit, embriyon
gelisiminin pre-pankreatik doneminde salgilanir) fotal, neonatal ve yetiskin sican
beyinlerinde gdsterilmistir. immiinohistokimyasal teknikler ve in situ hibridizasyonla
fotal noron kiiltlirlerinde gercek insiilinden farki olmayan insiilin benzeri mRNA ve
insiilin benzeri maddenin {iretildigi ve salgilandig1 ortaya konulmustur (Blazquez ve
ark., 2014). Tek hiticreli kantitatif RT-PCR ¢alismalariyla rat korteksindeki norogliya
hiicrelerinde insiilin mRNA’s1 belirlenmistir (Gray ve ark., 2014).

Beyinde insiilin reseptorlerinin en ¢ok bulundugu yerler serebral korteks, olfaktor
bulbus, hipokampus, beyincik ve hipotalamustur. Insiilin hipokampusta en fazla
dentat girusun molekiiler hiicre tabakasina ve CA1 bolgesinin piramidal hiicrelerine
baglanir. Hipokampus insiilin etkilerinin hedefi olarak goriilmektedir. Ratlarin
ticiincli serebral ventrikiiliine insiilin verilmesiyle, salin kullanilan kontrol grubuna
kiyasla hafizanin daha kuvvetli oldugu gosterilmistir (Park ve ark., 2000). Viicut
kitle indeksi 20-26 kg/m? arasinda degisen, aile dykiisiinde diyabet olmayan 30
saglikl erkege uygulanan insiilin enjeksiyonuyla, bilissel islevlerin gelistirilebilecegi
gosterilmistir (Kern ve ark., 2001). Benedict ve ark. 38 saglikli insana 8 hafta
boyunca intranazal insiilin uygulamasi yapmistir. 8 hafta sonra sistemik yan etkileri
olmaksizin hafizay: iyilestirdigi ve ruh halini diizelttigi gosterilmistir (Benedict ve
ark., 2004).
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Insiilinin; ndronal biiyiimeyi tesvik ettigi, fokal iskemiye karsi beyini korudugu ve
gecici fokal beyin iskemisi olan siganlarda mekéansal Ogrenmeyi arttirdig
gosterilmistir (Kern ve ark., 2001). insiilin beyinde; besin alimini, viicut agirligimi,
ruh halini, bilissel fonksiyonu, hafizayi, néronal sagkalimi ve sinaptik plastisiteyi
diizenleyen noropeptid gibi davranmaktadir. Beyindeki insiilin reseptor sinyalinin
disregiilasyonunun (6rn; insiilin eksikligi ya da insiilin direnci) noérodejeneratif
hastaliklar, demans ve duygudurum bozukluklar1 ile ilgili oldugu gosterilmistir

(Yanagita ve ark., 2013).

Ogrenme ve hafizayr destekleyen mediyal temporal lobu da igeren birgok beyin
bolgesinde, insiilinin etkilerini konu alan, bilissel hafiza ile insiilin arasinda baglanti
kuran calismalarda sayica artis gozlenmektedir. Ratlarda ve insanlarda yapilan
calismalarla insiilinin 6grenmeyi gelistirdigi, uzaysal hafiza egitiminde olan ratlarin
dentat girus ve CA1 bdlgesindeki insiilin reseptdr ekspresyonunun artmasiyla normal
O0grenme siirecine de hipokampustaki insiilin sinyal molekiil degisikliklerinin eslik
ettigi gosterilmistir. Bu caligsmalarla insiilinin biligsel islevin diizenlenmesinde
onemli rol oynayabilecegi desteklenmistir (Cholerton ve ark., 2013). Yiiksek oranda
yag ve sekerle beslenen kemiricilerde hafiza ve 6grenmedeki yetersizlikler, yapisal
ve fizyolojik noronal degisiklikler [hipokampusun CA1 bolgesindeki dendritik
dikenlerin azalmasi, LTP (Uzun ddénem potensiasyon) ve LTD (Uzun Donem
depresyon) kurulumu degismesi ve DG’de nérogenezin azalmasi] ile

iliskilendirilmistir (Zhao ve ark., 2004).

1.11. Beyin Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin hormonu KBB’yi astiktan ya da burada salgilandiktan sonra beyinde insiilin
reseptorlerine (IR) baglanir. IR birbirine disiilfit bagiyla baglanmis o ve P
zincirlerinden olusur. o alt birimi hidrofiliktir ve ekstraseliiler yerlesimlidir.  alt
biriminin ekstraseliiler,  transmembran ve intraseliiler boliimleri bulunur ve
ekstraseliiler kism1 o altbirimine disiilfit bagiyla baglanmistir (Zhao ve ark., 2004).

Merkezi sinir sistemindeki IR’lerin birgok 6zelligi ve molekiiler yapisi periferal
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IR’lere benzemekle beraber aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. MSS
IR’lerinin o ve B altbirimlerinin molekiil kiitleleri periferal IR’lerinden biraz daha

distiktiir (Zhao ve Alkon, 2001).

Noronlarin uzun siire hayatta kalmasini, biitlinliigiinii korumasini saglayan, kaybini
Onleyen norotrofik faktdrler ve hormonlar beyni korurken insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF1) bu siireglerde kilit rol oynamaktadir. IGF1 beyinde lokal olarak
uretilir ve KBB’yi gecebilir. Norogenez, sinaptik plastisite ve kompleks bilissel
islevler de dahil olmak iizere merkezi sinir sistemindeki 6nemli ndrofizyolojik
siireglerin diizenlenmesinde rol oynar (De Magalhaes Filho ve ark., 2017). Insiilin ve
IGF1 yapisal ve fonksiyonel islevleri bakimindan birbirlerine benzemektedirler, bu
yiizden hem IR’yi hem de IGFIR’yi (insiilin benzeri biliylime faktorii 1 reseptorii )
aktive edebilirler, ancak kendi reseporlerine baglanmak icin daha yiiksek affinite

sergilemektedirler (Bedse ve ark., 2015b).
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Sekil 1.6. Merkezi Sinir Sisteminde Insiilin Sinyal Yolag: (Kim ve Feldman, 2012).
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Insiilin ya da IGF1’in IR ’ye baglanmasiyla reseptdr otofosforile olur, bunu da insiilin
reseptor substrat (IRS) proteinlerinin fosforile olmasi takip eder (Plum ve ark.,
2005). IRS1 ve IRS2 beyinde yaygin bir bigimde eksprese edilmektedir. IRS
proteinlerinin fosforile olmasiyla fosfotidil inositol 3 kinaz (PI3K), mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK/ERK) yolaklar1 aktive olur (bu yolaklar ayni zamanda
hipokampal sinaptik plastisite degisikliklerinin indiiksiyon ve ekspresyonuna dahil
olmaktadir) (Costello ve ark., 2012). PI3K/Akt yolaginin aktivasyonuyla noronal
bliyiime ve sagkalim tesvik edilmektedir (Bedse ve ark., 2015a). Grb2-SOS-Ras-
MAPK kaskatinin aktive olmasi hiicre proliferasyonu, farklanmasi, gen ekspresyonu
ve iskelet reorganizasyonunda dogrudan rol oynamaktadir. Ayrica bu yolak noronal
hiicrelerin normal fonksiyonlarina ve yasamalarina katki saglamaktadir (Kleinridders

ve ark., 2014) (Sekil 1.6).

PI3K'ya bagli sinyal yolaginin, insiilinin metabolik etkileri i¢in cok dnemli oldugu ve
bu yolagin genellikle MetS ve diyabetli bireylerde etkilendigi gosterilmistir (Kim ve
Feldman, 2012).

1.12. Beyinde Glikoz Tasiyici Proteinler (GLUTS)

Glikoz beyin i¢in enerji kaynagidir. Glikozun beyine tasimimi glikoz tasiyici
proteinler vasitastyla gergeklestirilmektedir (Maher ve ark., 1994). Insan beyninde 10
farkli GLUT proteini (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4, GLUTS5, GLUTS,
GLUTS8, GLUT10, GLUT12, GLUT13) ekprese edilmektedir. (Szablewski, 2017).
Glikoz GLUT1 araciligiyla kandan serebral interstisyel siviya tasinmakta, noronlar
ve gliya hiicrelerinin hiicre membranlarinda lokalize olan glikoz tastyici proteinler ile
hiicre i¢ine alinmaktadir (Rooijackers ve ark., 2016). GLUT1 kan beyin bariyerinde,
parankimal hiicrelerde ve muhtemelen astrositlerde bulunurken, GLUT3 noronlarda,
GLUTS ise mikrogliya hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Maher ve ark., 1994).
Beyinde GLUT1 ve GLUTS3 insiilin-bagimsiz yerlesim gosterirken, hipokampusta
bunlara ilaveten insiilin-bagimli yerlesen GLUT4 glikoz tasiyicilarin etkin oldugu

gosterilmistir (Grillo ve ark., 2009). GLUT4 olfaktor bulbus, hipokampusun dentat

18



girusu, hipotalamus ve korteksin de i¢inde bulundugu beyin bolgelerinde yerlesim
gostermektedir. GLUT4 hem plazma membraninda hem de sitoplazmada
bulunmaktadir. Boylelikle plazma membranina translokasyonu ig¢in kolaylikla
mobilize edilebilen bir havuzun olustugu disiiniilmektedir (Blazquez ve ark., 2014).
Insiilin direnci, insiilin yoklugu ya da her ikisinin etkisiyle insiilin sinyalinin
azalmasiyla GLUT4’iin membrana lokalizasyonunda azalma saptanmistir (Calvo-

Ochoa ve Arias, 2015).

Iskelet kas1, kalp kas1 ve yag dokusu gibi perifer dokularinda insiilinin baglanmasi
IR’leri aktive eder. IR’nin aktive olmasiyla IRS proteinleri fosforile olarak PI3K ve
PIP3’tiin [phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate] aktive olmasini dolayisiyla
Akt’nin aktive olmasini saglamaktadir. Yapilan calismalarda insiilinin etkisiyle,
GLUT4’lin translokasyonunun uyarilmasi ve glikoz aliminin artmasiin periferal
dokularda PI3K bagimli oldugu gosterilmistir. Rat hipokampusunda yapilan
caligmalarla GLUT4’lin membrana translokasyonunun periferal dokularla tanimlanan
ayn1 mekanizmayla olustugu gosterilmistir. Bu mekanizmayla insiilin aracili GLUT4
translokasyonunun; hipokampal bagimli 6grenme ile baglantili olan noronal
aktivitenin artmasi esnasinda hipokampal ndronlarin hizlica artan glikoz kullanimi

i¢in elzem oldugu diistiniilmektedir (Grillo ve ark., 2009).

1.13. Beyin Insiilin Direnci

Insiilin direnci; diyabet, obezite, dislipidemi hipertansiyon gibi bir dizi bozuklugun
bulundugu MetS’in temel patolojik 6zelligidir. Yakin zamana kadar insiilin direnci
calismalar1 kas ve yag dokusu lizerine odaklanmistir. Yeni veriler insiilin direncinin
sinir sisteminde de gelistigini ortaya koymaktadir. Duyusal néronlardaki instilin
direnci, bu néronlarin uygun olmayan biiylime faktorii sinyallerine de cevap vererek,
norodejenerasyon ve sonrasinda diyabetik noropati gelismine katkida bulunabilir.
Diyabette insiilin direnci, kortikal ve hipokampal noronlar1 amiloid beta ve tau
toksisitesine karst savunmasiz hale getirerek Alzheimer riskini arttirir (Kim ve

Feldman, 2012) (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Néronal insiilin direncinin gelisimi. a) Insiilin sinyal yolag1 Akt’yi aktive ederek, normal
noronal fonksiyonu korur. b) MetS varliginda, insiilin bagimli dokularda oldugu gibi néronlarda
insiilin direnci olusur ve insiilinin norotrofik 6zelliklerine cevap veremez. Noronlar noérotoksik
uyaranlara daha yatkin hale gelir (Kim ve Feldman, 2012).

1.14. Insiilin ve Ogrenme

Limbik sistemin hipokampus, piriform korteks ve amigdala alanlarinda IR nin ¢esitli
sinyal yolaklarindaki etkileri vasitasiyla mekansal ve duyusal bellekte 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Sicanlarda 6grenmenin degerlendirildigi Morris water maze
egitiminden kisa siire sonra Shc, Grb-2/SOS ve Ras/ MAPK sinyal kaskati aktive
olur ve IR’nin yeni protein sentezine yol agan gen ekspresyonunun aktivasyonunu
gerektiren uzun vadeli bellek depolama siireglerine aracilik ettigi gézlemlenmistir
(Zhao ve Alkon, 2001). Kisa siireli hafiza olusumu ile iligkili olan mekansal 6grenme
deneylerinden sonra hipokampusta IR mRNA ve IR protein miktarinin arttig

gosterilmistir (Kim ve Feldman, 2012).
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Insiilin; hafiza olusumu i¢in énemli oldugu diisiiniilen hiicre membranindaki NMDA
(N-methyl-D-aspartate) reseptorlerinin  ekspresyonlarint  etkileyerek LTP’nin
indiiksiyonunu arttirabilmektedir. Insiilin; bilisselligi etkiledigi bilinen asetilkolin ve
norepinefrin nérotransmitterlerinin ekspresyonunu diizenlenmektedir. Dahasi insiilin;
O0grenme ve hafiza icin Onemli olan beyin bdlgelerinde kortikal glikoz

metabolizmasini arttirici rol oynayabilmektedir (Cholerton ve ark., 2013).

Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklar {izerinde yapilan aragtirmalarda saglikli
insan ve rat hiicre kiiltlirlerinde insiilin, amiloid prekiirsér proteinin fosforilasyonunu
azaltip, B-sekretaz, insiilin degrade edici enzim ve glukojen sentaz kinaz-3[3 gibi anti-
amiloidojenik proteinleri arttirmaktadir. Insiilini katabolize eden bir metalloproteaz
olan insiilin degrade edici enzim beyinde yiiksek miktarda eksprese edilir ve amiloid-

B temizlenmesinde 6nemli rol oynar (Cholerton ve ark., 2013).

1.15. Calismanin Amaci

Literatiirde diyabetli hayvanlarda ya da Alzheimer arastirmasina yonelik cesitli
hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar, insiilin reseptorleri yogunlugu ile ndrogenez
arasinda iliskiyi daha ¢ok davramis modelleriyle tanimlamaktadir. MetS’de olusan
instilin  direnci etkisinde hipokampustaki noéronlarda insiilin reseptorlerinin
etkileniminde yetiskin norogenezi ve programlanmis hiicre olimii arasindaki
iliskinin aragtirilmasi diyabetle birlikte ndrodejeneratif hastaliklara zemin hazirlayici
mekanizmalara da 151k tutacaktir. MetS’li hayvanlarda daha 6nce hipokampal
norogeneze yonelik bir calisma yapilmamistir. Calisma bu yoniliyle 6zgln bir
calismadir. Calismamizda; MetS deney modeli olusturulan si¢anlarda, hipokampusta
insiilin reseptoér yogunlugundaki degisimlerle nérogenez ve noronal hiicre Sliimil
arasindaki dengenin ne Olglide etkilendiginin farkli doku teknikleri kullanilarak
gosterilmesi hedeflenmistir. Literatiirde insiilin i¢in tanimlanan noéroprotektif etkinin
MetS olusturulmus siganlarda gozlenebilmesi igin ekzojen insiilin enjeksiyonu
yapilmistir. Deney gruplarina hayvan davranis deneyleri uygulanarak, sonrasinda

ndrogenez, apopitoz ve insiilin sinyal yolagma iliskin proteinlerin seviyeleri
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belirlenecektir. Boylelikle insiilin direnci gelismis metabolik sendromlu hayvanlarin
hipokampusunda insiilin/insiilin reseptorii yogunlugu ile hipokampal nérogenez
arasindaki iligskinin varliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma insiilin ve
norogenez arasinda etkin mekanizmalara ve mekanizma basamaklarina iliskin

planlayacagimiz ileri ¢alismalara da temel olusturacaktir diisiincesindeyiz.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Deney Hayvanlarimin Eldesi ve Deney Gruplarimin
Olusturulmasi

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun 02.08.2017 tarih ve 2017-
16-133 No’lu onayi ile gergeklestirilmistir. Deney hayvanlarinin temini, bakim ve
beslenmeleri Ankara Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvar tarafindan saglanmistir. Deneyde 30 adet, deney baslangi¢ agirliklar
180-200 g arasinda degisen, iki aylik Wistar tiirii albino erkek sican kullanilmistir.
Hayvanlar %40-60 nem igeren uygun oda sicakliginda tutulmustur. Ortam 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde diizenlenmis olup yem ve su kisitlamasi
yapilmadan beslenmislerdir. Calismada hayvanlar esit sayida {ic gruba ayrilmistir.

Buna gore;

e Kontrol grubu 10 adet,
e Metabolik sendrom deney modeli olusturulan grup 10 adet (MetS)
e Metabolik sendrom olusturulan hayvanlara insulin enjeksiyonu uygulanan

grup 10 adet (MetS+ins) olmak iizere ii¢ grup belirlenmistir.

Kontrol grubundaki hayvanlar standart sigan yemi ve ¢esme suyu verilerek
beslenirken diger iki grup metabolik sendrom deney modeli olusturulmasi igin 6zel

beslenme programina alinmustir.

2.2. Sicanlarda Metabolik Sendrom Deney Modelinin Olusturulmasi

MetS ve MetS+ins gruplarindaki hayvanlara standart sigan yemine ek olarak yiiksek
karbonhidrat igerikli diyet olusturmak amaciyla % 32 oraninda (935 mM) siikroz
iceren ¢esme suyu verilmistir (Vasanji ve ark. 2006). Okatan ve arkadaglar
tarafindan Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalr’nda yapilan

caligmalarin verilerine goére bu besleme protokolii ile 12. haftadan sonra aglik kan
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sekerinde ve viicut agirliklarinda degisimlerin olugmasi beklenmektedir. MetS deney
modeline iligkin yayinlarda siikroz ile beslenme siiresi 16 hafta olarak belirlenmis
(Okatan ve ark., 2015) , (Aguilera ve ark., 2004) ve hastalik modeli dogrulanana

kadar devam etmistir.

Deney gruplar1 dogrulandiktan sonra MetS + Ins grubuna iki hafta boyunca derialt1
{i¢ {inite insiilin (Humalog Mix 25 Kwikpen 100 U/ml, Lilly ilag¢ Ticaret Ltd. Sti)

enjekte edilmistir.

2.3. Metabolik Sendrom Deney Modelinin Olusumunun Dogrulanmasi

Diinya Saglik Orgiitii ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan insanlarda

metabolik sendrom tanis1 koymak i¢in bes kriter belirlenmistir. Bunlar;

e glikoz toleransiin bozulmasi,

e insiilin direncinin olusmasi,

e arteriyal kan basincinda artma,

e dislipidemi (serum trigliserit miktarinin artmasi veya serum HDL diizeyinde
azalma),

e abdominal obezite olarak belirlenmistir.

Bu kriterlerden en az {i¢ tanesine sahip olmak metabolik sendrom tanist koymak i¢in
yeterli goriilmektedir (Arslan ve ark., 2009). Calismamizda %32 siikroz igeren suyla
beslenen deney hayvanlarinda metabolik sendrom olusumunu tespit etmek amaciyla
beslenmeye baslandiktan sonraki 16., 18. ve 20. haftalarda aglik kan sekeri
Ol¢iimleri, oral glikoz tolerans testi degerleri Olciilmiistiir. 20. haftada degerler
anlamli ¢iktiktan sonra serum insiilin miktarlar1 tayini ve arteriyal kan basinci

Olctimleri yapilmistir. Siganlarin deney baslangic¢ ve son agirliklar1 kaydedilmistir.

24



2.3.1. Oral Glikoz Tolerans Testinin Olciilmesi

Aclik kan sekerlerinin belirlenmesi i¢in bir gece dncesinden a¢ birakilan hayvanlarin
kuyruk uglar1 bistiiri yardimiyla kesilerek gelen kanm ilk damlasi silindi. Ikinci
damla kan, kan sekeri olgiim cihazi (Accu-Chek® Active- Roche Diagnostics)
yardimiyla degerlendirilerek sonuclar kaydedildi (0. Dakika). Aclik kan sekeri
Olctimlerini takiben hayvanlara gavaj yoluyla 1 g/kg miktarinda glikoz verildi.
Glikoz yiiklemesinden sonraki degerler ilk 15., 30., 60. ve 120. dakikada o6l¢tldii.

2.3.2. Serum Insiilin Diizeyinin Belirlenmesi

Hayvanlardan alinan kan 6rnekleri pihtilagtiktan sonra santrifiij edildi ve siipernatant
toplandi. Toplanan silipernatantta serum insiilin diizeylerinin Ol¢iilmesi i¢in
Elabscience Rat Insiilin Elisa Kit (E-EL-R2466) kullanildi. Kitin iginde rat insiilin
antikoruyla kaplanmis 96’lik plaka, Standard Working Solution, standartlarin
hazirlanmasi igin Reference Standard&Sample Diluent, Biotinylated Detection Ab,
HRP Conjugate, Substrate Reagent ve Stop Solution bulunmaktadir. Standart
¢ozeltinin  hazirlanmast  i¢in  Standard ~ Working  Solution,  Reference
Standard&Sample Diluent i¢cinde ¢6ziildii ve 6 kez 1:1 oraninda diliie edildi. Elde
edilen degerler, serumdaki insiilin seviyesinin belirlenmesi i¢in referans degerler
olarak kullanildi. Reference Standard&Sample Diluent ve siipernatanttan 100ul
alinarak kuyucuklara eklendi ve 37°C’de 90 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
stv1 uzaklastirildt ve 100 pl Biotinylated Detection Ab ile 37°C’de 60 dk, 100 pl
HRP Conjugate ile 37°C’de 30 dk, inkiibe edildi ve her islemden sonra kuyucuklar
yikama tamponu ile yikandi. 90 pl Substrate Reagent eklenerek 37°C’de, karanlikta
25 dk. inkiibe edildi ve reaksiyon 50 pl Stop Solution eklenerek durduruldu.
Kuyucuklardaki renk degisimi spektrofotometre ile Olgiiliip, insiilin miktarlar

hesaplandi.

HOMA-IR; aclik kan glikozu ve serum insiilin degerleriyle hesaplanan, insiilin

direnci gelisimini tespiti i¢in kullanilan testtir. Aglik kan glikozu dlgtimleri ve serum
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insiilin degerleri HOMA-IR = Aclik Glikoz (mmol/L) X Aglik Insulin (mU/L) / 22,5
formiiliine yerlestirilerek insiilin direnci gelisimi hesaplanmigtir. Veriler arasinda
istatistiksel olarak fark oldugunu gérdiikten sonra; pankreas beta hiicrelerinin insulin
salinim oranlar1 arasinda fark olup olmadigin1 gérmek icin HOMA-B (HOMA-B =
[20 x Aclik Insulin (mU/L)] / [Aglik Glikoz (mmoL/L) - 3.5)] formiilii kullanilmistir
(Shpilberg ve ark., 2012).

2.3.3. Kan Basme1 Olciimii

Hayvanlarin kan basinct dlgiimleri kuyruktan ‘tail cuff’ yontemi ile (NIBP200-A
noninvaziv tansiyon Ol¢iim aleti, BIOPAC) gerceklestirildi. Deney icin diisiik dozda
anestezik verilerek sakinlestirilen hayvanlarin kuyruklarma sensor takilarak kalp

atim hizlan ve sistolik kan basinglar1 kaydedildi.

2.3.4. Viicut Agirhklarinin Olciilmesi

Hayvanlarin deney baslangi¢ ve bitig agirliklar1 (SOEHNLE marka tart1 ) Slgiiliip
kaydedildi.

2.4. Davrams Deneyleri

Deney hayvanlarinda 6grenme ve hafiza diizeylerinin belirlenmesi i¢in Yikseltilmis
Art1 Labirent Testi, Vanderwolf Yiizme Testi; anksiyete benzeri davraniglari
degerlendirmek i¢in Yiikseltilmis Art1 Labirent, Agik Alan Testi, Aydinlik Karanlik
Alan Testi kullanilmistir.  Stres belirteci olarakHarder Bezi Degerlendirmesi Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali'nda hazirlanan deney

diizeneklerinde gergeklestirildi.
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2.4.1. Acgik Alan Testi (Open Field Test)

[k kez 1934 yilinda Hall tarafindan olusturulan (Hall, 1934) acik alan testi hem yeni
ortamdan hem de acik alan korkusundan kaynaklanan anksiyeteyi 6lgmek igin
kullanilan bir testtir. Sistem kare veya silindirik sekilde olup i¢inde 20 adet kare
bulunur. Anksiyete arttikga hayvanlarin genellikle kenarlarda bulunan karelerde,
anksiyete azaldik¢a sistemin orta kisimlarinda bulunan karelerin i¢inde gecirdikleri
slire artar. Hayvanlarda anksiyetenin azalmasiyla lokomotor aktivite yiikselir ve buna
bagli olarak yeni ¢evreyi arastirma davranist artar. Acik alan testi bes dakika olacak
sekilde uygulanmistir. Her test sonrast ortam %70 etanol ile temizlenmis ve
kurulanmistir. Deney siiresi i¢ginde hayvanlarin davraniglari (orta kesimde gegen siire,
orta kesime girme sayisi, kenar alanda gegen siire, katedilen toplam mesafe, rearing
yani ayaga kalkma ve gecis gecikmesi) deney diizeneginin iistiine sabitlenmis bir

kamera ile kayit altina alinip, analiz islemlerinde kullanilmistir.

2.4.2. Yiikseltilmis Arti1 Labirent Testi

1985 yilinda Pellow ve ark. tarafindan revize edilen (Pellow ve ark., 1985) deney
diizenegi yerden yiiksekligi 50 -70 cm arasinda olan art1 (+) seklinde diizenlenmis iki
acik iki kapali koldan olugmaktadir. Eger hayvanlar kapali kolda daha fazla siire
harcamis ise bu artan anksiyetenin, agik kolda daha fazla siire harcamis ise azalan
anksiyetenin gostergesidir. Bu sistem siganlarda ve farelerde yiikseklik korkusundan
kaynaklanan anksiyeteyi ol¢gmek icin kullanilir. islem siiresi bes dakika olarak
uygulanmistir. Birinci gilin anksiyete degerlendirilmesi i¢in denekler agik kola
bakacak sekilde deney diizenegine yerlestirilmistir. Birinci giinden elde edilen veriler
anksiyete benzeri davranislar ile ilgilidir. Deney 24 saat sonra uzaysal 6grenmeyi
degerlendirmek igin tekrarlanmustir. Ikinci giin denekler acik kolun distaline
birakilarak kapali kola gecinceye kadar harcanan siire kamera ile kayit altina

almmistir. 90 saniye i¢inde kapali kola gegmeyen denekler igin transfer gegis siiresi
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90 saniye kabul edilmistir (Ylkseltilmis art1 labirent testi ikinci glin 6grenmeyi
degerlendirmek amaciyla kullanildigindan, transfer gecis sliresinin uzamasi
O6grenmenin bozuldugu anlamina gelmektedir). Her islem sonrasi sistem silinip
kurulanmis bdylelikle olusan defakasyon, idrar, ter ve tiiy gibi hayvana ait atiklar
temizlenmistir. Deney diizenegine yerlestirilen hayvanlarin davraniglari (ayaga
kalkma, agik kolda gegen siire, kapali kolda gegen siire, agik kola girme sayisi)
gozlemlenmis ve kamera ile bes dakika siiresince kaydedilmistir. Kaydedilen

gorintiiler daha sonra analiz edilmistir.

2.4.3. Vanderwolf Yizme Testi

1987 yilinda Vanderwolf tarafindan tanimlanan (Vanderwolf, 1987) yiizme testi
uzaysal 6grenmenin degerlendirildigi testtir. Test siiresi iki giin olarak belirlenir.
Deney diizeneginde bir su tanki ve su tanki i¢ine yerlestirilmis bir platform bulunur.
Su tanki i¢indeki platformun hayvan tarafindan goriilmemesi ic¢in su igine gida
boyasl, siit veya siit tozu konarak opak duruma getirilir. Deneyimizde bu islem i¢in
stit kullanilmistir. Hayvanlara yiizme tankinda birinci giin 10 kez, ikinci giin 10 kez
olmak iizere antrenman yaptirilmistir. Bu antrenmanlar en fazla bir dakika
stirmektedir ve bu siire i¢inde hayvanin ylizme tanki igindeki platforma g¢ikmasi
gerekmektedir. Bir dakika i¢inde platforma ¢ikamayan denek platforma konulmustur.
Ikinci giin 6grenmenin olumlu yoénde gelismesinden dolayr hayvanlarin platforma
cikma siiresinin ilk giinden farkli olarak kisalmasi beklenmektedir. Hayvanlarin
birinci ve ikinci giinlerde platforma ¢ikma siireleri tespit edilmis ve bu antrenmanlar
kamera ile kayit altina alinmistir. Kaydedilen goriintiiler iizerinden analiz islemleri

gergeklestirilmistir.

2.4.4. Aydinhk Karanhk Kutusu Testi

1980 yilinda tanimlanip 1987 yilinda modifiye edilen (Belzung ve ark., 1987) deney

diizenegi 110 x 40 cm olciilerinde birbiriyle temas halinde olan esit iki bolmeden
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olusur. Bu bolmelerin biri aydinlik alan digeri karanlik alandir ve ortada iki alani
birbirine baglayan bir delik bulunmaktadir. Rodentlerin nokturnal canli olmalari
nedeniyle yiiksek 151k anksiyeteye neden olmaktadir. Hayvanlar aydinhik alana
konulup bes dakika siire boyunca gozlemlenmistir. Deney esShasinda hayvanlarin
davraniglart kamera ile kayit altina alinmistir. Hayvan davraniglari gozlemlenirken
dikkat edilmesi gereken parametreler hayvanin aydinlik alanda bulundugu siire,
karanlik alanda bulundugu siire, aydinlik karanlik alan arasinda gecis sayisi, iki ayagi

tizerine kalkma hareketinin tekrarlanma sayisi olarak belirlenmistir.

2.4.5. Harder Bezi Degerlendirmesi

Harder bezi ii¢linci goz kapagi bulunan memelilerin g6z ¢ukurunda bulunan bir
bezdir. Anksiyete ile beraber Harder bezi sekresyonunun arttigi daha Onceki
calismalarla gosterilmistir. Harder bezi sekresyonunun artmasiyla kanli gozyasi
(chromodacryorrhea) adi verilen salgi artar (Burn ve ark., 2006). Bezin fonksiyonu
her davranis deneyi sonrasi 1, 3, 5, 7 ve 9 saat arayla kanli gbzyas1 skalasina gore

(Cizelge 2.1) 0-5 arasinda skorlanarak degerlendirilmistir.

Kanh Gézyas1 Skalasi

Skor 0: Gozde goriilebilir kanli gozyasi damlasi olmadigi durumlar

Skor 1: Gozde 1 mm’den daha kiigiik kanli gézyast damlasi oldugu durumlar

Skor 2: Gozde bir biiyiik ya da birkag kiigiik kanli gozyas1 damlasi oldugu durumlar

Skor 3: Gozde birkag biiyiik ya da birgok kiigiik kanli gbzyas1 damlasi oldugu durumlar

Skor 4: Burnun %25-50 oraninin ya da gbz gevresinin kanli gozyasi ile kapli oldugu
durumlar

Skor 5: Burnun %50’sinden fazlasinin ya da g6z ¢evresinin kanl gbzyasi ile kapli oldugu
durumlar

Cizelge 2.1. Sicanlarin Harder bezi sekresyonunun degerlendirildigi kanl gozyasi skalasi (Burn ve
ark., 2006).

2.5. Dokularin Elde Edilmesi

Deney gruplarindaki hayvanlar uygulanan testler sonunda ketamin/ksilazin (90

mg/kg-10 mg/kg, kas i¢i) kullanilarak derin anesteziye alindi. Dekapitasyon sonrasi
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hayvanlarin beyinleri ¢ikarildi. Beyinler hemisferlerinden iki esit parg¢aya ayrildi. Sol
hemisferin hipokampusu western blotlama islemi i¢in ¢ikarildiktan sonra
ependorflara konularak -80°C’de muhafaza edildi. Sag hemisfer rutin histoloji
boyamalar1 ve immiinohistokimyasal isaretlemeler i¢in % 10 fosfat tamponlu
formalin soliisyonuna alind1 ve 24-72 saat siireyle fikse edildi. Transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile dentat girus bdlgesindeki noronlarin ultrastriiktiirel
yapilarinin incelenebilmesi igin sol hipokampusten 1 mm? liik ornekler % 2,5

gluteraldehit iceren tespit soliisyonu i¢ine alind1 ve +4°C derecede muhafaza edildi.

2.6. Isik Mikroskop Incelemeleri icin Rutin Histolojik Takip Prosediirii

Tespit agsamasi tamamlanan dokular dehidratasyon islemine tabi tutuldu. Bu islem
dahilinde 6nce dokular akar su altinda bekletilerek dokularin i¢ine niifuz etmis olan
formaldehit uzaklastirildi. Tekrarlanan asamalarda dereceli etanoller tazelenerek;
%75’lik etanolde 2 kez 60 dakika, %96’lik etanolde 60 dakika ve 1 gece, %100’lik
etanolde ise 2 kez 60 dakika bekletildi. Dehidratasyon islemi tamamlandiktan sonra
dokular ksilene alindi seffaflanma islemi gerceklesene kadar bekletildi. Seffaflanan
beyin dokusu oOrnekleri 60 °C’lik etiivde 30 dakika ksilen ve sivi parafin i¢inde
bekletildikten sonra saf parafine alindi ve 4 saat sicak parafin i¢cinde bekletildi.
Parafin infiltrasyonu tamamlandiktan sonra dokular sicak parafine koronal yonde
kesit alinacak sekilde gdmiilerek blokland1 ve oda sicakliginda sertlesmesi beklendi.

Sertlesen parafin bloklar +4 °C’de kesit alinana kadar muhafaza edildi.

Parafin bloklara gémiilii beyin dokular1 kesit alinmadan 6nce —18 °C’de en az 20
dakika bekletildi. Onceden poly-I-lysin kaplanan lamlara tiim hipokampusu
kapsayacak sekilde her 6rnekten 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Kesit alma
islemi Leica RM 2125RT model sliding mikrotom ile yapildi. Lam {izerine alinan
kesitlerin boyama islemi yapilmadan once 60 °C’lik etiivde bir gece bekletilerek
deparafinizasyonlar1 saglandi. Boyamaya hazir hale gelen kesitlere Hematoksilen
Eozin, Krezil Viyole ve immiinohistokimyasal isaretlemeler asagidaki prosediirlere

uygun olarak gerceklestirildi.
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2.6.1. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Prosediirii

Ksilen ile kesitler 20 dakika deparafinize edildi.

%100, %96 ve %75 etanol serisi ile ikiser dakika hidratasyon islemi yapildu.

Kesitler suda yikandi.

Hematoksilen soliisyonunda 1 dakika boyunca boyama yapildi.

Kesitler tekrar suda yikandi.

Eozin soliisyonuda 30 saniye boyunca boyama yapildi.

Kesitler suda yikandi.

%75, %96 ve %100’lik etanol serisi ile sirasiyla 30 saniye, 1 dakika, 2 dakika
siireyle dehidrate edildi.

Ksilen ile en az 20 dakika seffaflandirma islemi yapildu.

Kesitler entellan ile kapatildi.

2.6.2. Krezil Viyole Boyama Prosediirii

Ksilen ile kesitler 20 dakika deparafinize edildi.

%100, %96 ve %75 etanol serisi ile ikiser dakika hidratasyon islemi yapildi.
Kesitler once suda sonra da dH20 ile yikandi.

%0,1 krezil viyole soliisyonunda 60 °C etiivde 30 dakika boyunca boyandi.
Distile su (dH20) ile hizlica yikandi.

%75, %96 ve %100’liik etanol serisinden hizlica geg¢irildi.

Ksilen ile en az 20 dakika seffaflandirma islemi yapildi.

Kesitler entellan ile kapatildi.
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2.6.3. Immiinohistokimyasal Isaretlemelerde Kullamlan Antikorlar ve
Isaretleme Prosediirii

Calismamizda hipokampusun dentat girus bolgesinde subgraniiler zonda yer alan
hiicrelerin isaretlenmesi i¢in kullanilan antikorlar ve 6zellikleri asagida siralanmistir.
Ki67: Hiicre boliinmesi diizenlenmesinde rol oynayan DNA baglayici bir proteindir.
Hiicre dongiisiinde G1 fazinin basinda birikmeye baslar mitoz sirasinda pik yapar.

Proliferasyon belirteci olarak kullanilmaktadir (Nagy ve ark., 1997).

DCX: DCX ifadesi proliferasyon evresinden postmitotik evreye kadar devam eder

(Kempermann ve ark., 2015).

NeuroD1: Gelisme ve yetigkinlik donemlerinde yenidogan ndronlarin goci,
olgunlagmasi ve yagamasiyla birlikle ndrogenez i¢in de dnemli oldugu gosterilmistir

(Aprea ve ark., 2014).

NeuN: Noronal niikleer antijen (NeuN) olup omurgalilarda ndéron spesifik niikleer
proteindir. Immatiir néronlarda ifadelenmesi bulunmamaktadir (Gusel'nikova ve

Korzhevskiy, 2015).

Insiilin (Ins): KBB’yi gecen ya da noronlarda salgilanan insiilin, insiilin sinyal

yolagini aktive etmektedir (Zhao ve ark., 2004).

insiilin Reseptor (IR): Insillinin baglanmasiyla aktive olur ve insiilin sinyal

yolaginda gérev almaktadir (Park ve ark., 2000).

Insiilin Reseptér Substrat 1 ve 2 (IRS1-1IRS2): Aktive olan insiilin reseptdrleri
IRS’lerin aktive olmasini saglar (Plum ve ark., 2005).

Glikoz Tasiyicilar1 (GLUT3-GLUT4): Memeli beyni igin enerji kaynagi olan
glikozun noronlara alinmasinda gorev alan proteinlerdir. GLUT3 tiim néronlarda
bulunurken (Vannucci ve ark., 1997), GLUT4 hipokampus dentat girus bolgesinin de
icinde bulundugu spesifik bdlgelerde bulunmaktadir (Blazquez ve ark., 2014).
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Cleaved caspase 3: Hiicrenin canliligimi kaybetmesi esnasinda ya da Oncesinde
gorev alan kaspaz proteinidir (Porter ve Janicke, 1999).

TUNEL: Kitin caligma prensibi apopitozun erken evrelerinde olusan tek ve gift

sarmal DNA kopmalariin saptanmasina dayanir.

Kok hiicreleri ve yeni olusan noéronlari isaretlemek i¢in Ki67, DCX ve NeuroD1
antikorlarmi, olgun nodronlart gostermek i¢in NeuN antikorunu kullandik.
Hipokampus bolgesinde insiilini gostererek, insiilin sinyal yolaginda rol oynayan
instilin reseptorii ve insiilin reseptoriiniin baglanacagi substrati isaretlemek igin IR,
IRS1 ve IRS2 antikorlar1 kullandik. Hipokampus glikoz tasiyicilarini igsaretlemek igin
GLUT3 ve GLUT4 antikorlarim1 kullandik. Cleaved casapse 3 ve TUNEL

boyamalariyla hiicre Sliimiinii gostermeyi amagladik. Kullanilan antikorlarin bilgisi

ve dillisyon oranlar1 Cizelge 2.2’de verilmektedir.

WB IHC
Antikor Bilgisi Sulandirma Sulandirma Lokalizasyonu
Oram Oram
Ki 67 PA5-19462 - 1/100 Hiicre ¢ekirdegi
DCX $c-390645 1/300 1/100 Sitoplazma
Neuro D1 ab109224 1/1000 1/100 Sitoplazma ve ¢ekirdek
NeuN ab177487 1/1000 1/1000 Sitoplazma ve gekirdek
insiilin (ins) ~ Thermo #14-9769-82 1/400 1/200 Sitoplazma
IR ab203746 1/350 1/200 Membran
IRS 1 sc-8038 1/300 - Sitoplazma
IRS 2 sc-390761 HRP 1/300 1/150 Sitoplazma
GLUT 3 sC-74399 HRP 1/300 1/200 Membran
GLUT 4 sc-53566 1/350 1/200 Membran ve sitoplazma
IGFR1o SC-7952 1/350 - Membran
Cleaved CST #9661 1/500 1/150 Sitoplazma
Casapse 3
B Aktin SC-47778 1/1000 - Sitoplazma
TUNEL Sigma - - Hiicre ¢ekirdegi
11684817910 ROCHE

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primer antikorlarin bilgileri, WB ve IHC sulandirma oranlar1 ile
proteinlerin lokalizasyonlari.
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2.6.3.1. Immiinohistokimya i¢in isaretleme Prosediirii

o Kesitler ksilen ile 20 dakika deparafinize edildi.

e 9100, %96 ve %75 etanol serisi ile ikiser dakika hidratasyon islemi yapildu.

e dH20 ile yikandi.

e Formaldehitin kapattig1 epitoplar1 agmak igin sitrat soliisyonu (Merck
1.06448.1000, pH:6) ile 1s1 ve basing altinda antijen acgiga ¢ikarma islemi
yapild.

e Dokularin etrafi doku siirlayici kalem ile ¢izildi.

e PBS ( Phosphate buffer saline ) ile 3x5 dakika yikandi.

e Hidrojen peroksidaz ile endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi igin 10
dakika muamele edildi.

e PBS ile 3x5 dakika yikandi.

e Bloklama soliisyonu damlatilip 5 dakika beklendi.

e Primer antikor damlatildi ve +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

e PBS ile 3x5 dakika yikandi.

e Sekonder antikor damlatildi 10 dakika oda 1s1sinda tutuldu.

e PBS ile 3x5 dakika yikandi.

e Streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 10 dakika muamele edildi.

e PBS ile 3x5 dakika yikandi.

e DAB (3,3’-diaminobenzidine) ile 1-3 dakika arasinda degisen siirelerde
bekletildi.

e dH:0 ile 3x5 dakika yikandi.

e %75, %96 ve %100 etanol serilerinde ikiser dakika dehidratasyon iglemi
yapildi.

e Ksilende 20 dakika seffaflandirildi.

e Entellanla kapatildi.
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2.6.3.2. TUNEL Boyama Prosediirii

o Kesitler ksilen ile 20 dakika deparafinize edildi.

e 9100, %96 ve %75 etanol serisi ile ikiser dakika hidratasyon islemi yapildu.

e Distile su (dH20) ile yikandu.

e Formaldehitin kapattig1 epitoplar1 agmak i¢in sitrat soliisyonu (pH:6) ile 1s1 ve
basing altinda antijen retrival islemi yapildi.

e Dokularin etrafi pappen ile ¢izildi.

e PBS (Phosphate buffer saline) ile 3x5 dakika yikandi.

e TUNEL reaksiyon karistimi ile (isaretleme soliisyonu + terminal
deoksinukleotidil transferaz enzim soliisyonu) 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

e PBS ile 3x5 dakika yikandi.

e Converter-POD ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e DAB (3,3’-diaminobenzidine) ile reaksiyon gerceklesene kadar muamele
edildi.

o %75, %96 ve %100 etanol serilerinde ikiser dakika dehidratasyon islemi
yapildi.

e Ksilende 20 dakika seffaflandirildi.

e Entellanla kapatildi.

Yapilan tiim 151k mikroskobu incelemeleri Axio Scope Al (Carl Zeiss, Germany)
mikroskop kullanilarak yapildi. Dijital gorintiiler Axiovision bilgisayar programi

kullanilarak analiz edildi.

2.7. Gegirimli (Transmisyon) Elektron Mikroskobu (TEM) Gériintiilemesi I¢cin
Yapilan Calismalar

Sag hipokampustan % 2,5’luk gluteraldehit igerisine alinan drneklere TEM igin tespit

ve takip islemleri uygulandi.
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e 0,2 M fosfat tamponu igerisinde % 2,5 gluteraldehit ve % 2 paraformaldehit
(pH= 7.2-7.4) soliisyonlarinda +4°C’ de 2-4 saat siireyle birinci tespit islemi
yapildi.

e 0,1 M fosfat tamponunda 2x15 dakika boyunca rotatorda yikandi.

e Karanlik ortamda 0,1 M fosfat tamponda %1 OsOj soliisyonu ile rotatorda 2
saat boyunca ikinci tespit uygulandi.

e 0,1 M fosfat tamponda 3 x 20 dakika yikandi.

e Distile su ile yikama islemi uygulandi.

e %70 etanolde %0,05 uranil asetat ve %1 fosfotungustik asit ile blok boyama
islemine karanlik ortamda ve rotatorda 2 saat siiresince devam edildi.

o %70, %96, %100 etanol serileri ve propilenoksit dehidratasyon igin
kullanildi.

e 1:1 oraninda propilen/Araldit karisimu ile rotatorda 1 saat muamele edildi.

e 2 saat boyunca Araldit iginde tutuldu.

e Blok kalib1 igerisine hipokampus dokulari konuldu, iizerine araldite eklendi.

e Hazirlanan bloklar 80°C’de etiivde 1 gece siire ile polimerizasyon islemine
tabi tutuldu.

e Islem sonunda bloklar etiivden ¢ikarilip sogumaya birakildi.

Bloklardan kesitler Leica Ultracut R marka ultramikrotom (Leica, Solms, Germany)
ile alindi. Yar1 ince 151k mikroskobi incelemesi i¢in alinan 1 pm kalinliginda kesitler
toluidin mavisi-azur II ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi. Ultrastriiktiirel
yapinin gozlenmesi amaciyla alinan 70 — 90 nm kalinliginda kesitler gride alindi ve

asagidaki protokole uygun olarak boyandi.

2.7.1 Ince Kesit Boyama Protokolii

e Alinan kesitler boyama setine yerlestirildi.

e dH.0 ile 1-2 dakika yikandi.

e 45 dakika boyunca %8’ lik uranil asetat ile boyandi.
e dH:0 ile 1-2 dakika yikandi.
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e 0,1 N NaOH igerisinde yikand:.

e ikinci boyama i¢in %0,7 kursun sitrat / %0,9 sodyum sitrat soliisyonunda 20
dakika tutuldu.

e 0,1 N NaOH igerisinde yikand:.

e dH:0 ile 1-2 dakika yikandi.

Hazirlanan gridlerin incelemeleri LEO 906E TEM (80 kV, Oberkochen, Germany)
marka mikroskop ile yapildi. Goriintiilemeler Sharpeye CCD ve Image SP

(Germany) dijital goriintiileme sistemi programui ile gergeklestirildi.

2.8. Western Blotlama Uygulamasi

Hayvanlarin sakrifikasyonu sirasinda elde edilen ve ependorflar iginde -80°C’de
muhafaza edilen doku 6rnekleri oda 1sisina ¢ikarildi. Porselen havan icerisinde sivi
azot yardimiyla pargalandi ve ependorflara koyuldu. Esit miktarda tartilan doku
ornekleri homojenizasyon tampon ¢ozeltisi (Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM, NaCl 150
mM, KCI 2 mM, EDTA 2 mM, DTT 0,5mM, Proteaz inhibe eden ¢ozelti 100 mM,
PMSF 0,4 %2 NP-40 ve %1 sodyum deoksikolat) ile homojenize edildi.
Homojenizasyon islemi i¢in Once ultratroks kullanilarak mekanik parcalama
gergeklestirildi. Sonrasinda ise +4 °C sicaklikta 10.000 Rpm’de (round per minute)
10 dakika santrifiij edildi. Ependorfta olusan pellet atilirken silipernatant temiz bir
ependorfa alindi. Bundan sonraki islemler siipernatant kullanilarak yapildi.
Stipernatant i¢inde bulunan protein miktar1 BCA (Pierce bicinchoninic ACID protein
assay Kit, 23225 Thermo) kit ile belirlendi ve her kuyucuga koyulmasi gereken
protein miktart hesaplandi. Siipernatant 1:1 oraninda sample buffer (leamli) ile
sulandirilip, 5 dakika boyunca 90°C’de inkiibe edilerek analizler i¢in hazir hale
getirildi.
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Jel dokme diizenegi hazirlanarak ince ve kalin camlar arasina %10’luk
ayristirma jeli dokiildii.

Jel donduktan sonra iistte kalan kisma %5°lik toplama jeli dokiildii ve plastik
tarak camlarin arasina yerlestirildi.

Toplama jeli donduktan sonra tarak cikarildi. Ilk kuyucuga leader sonraki
kuyucuklara tekrar edecek sekilde numuneler yiiklendi.

Protein yiiklii jel diizenegi elektroforez tankina yerlesitirildi ve tank Running
buffer soliisyonu ile dolduruldu.

Tank ile gii¢c saglayici1 arasindaki baglant1 kurulduktan sonra gii¢ saglayici 90-
140 V’a ayarlandi, proteinlerin jel iistiinde yliriimesi saglandi.

Blotlama islemi i¢in membran (#1704273 PVDF membran) aktive edildi.
Sandvig sistem hazirlanip arasina jel yerlestirildi ve transfer kaseti hazirlandi.

Kaset Kilitlenip Trans-Blot turbo transfer sistem igine yerlestirildi; 1,3A
(Amper) ve 25 V (Volt)’da 30 dakika boyunca transfer islemi gerceklestirildi.

Membran ¢ikarildi ve bloking islemi icin BSA (3gr bovine serum albumine +
100 ml ddH20) iginde 60 dakika bekletildi. Degisen diliisyonlarda (Cizelge
2.2) antikor i¢inde +4°C de bir gece bekletildi.

TBST ile 3x 10 dakika yikama igslemi yapildi.

Sekonder antikor i¢ine konularak 60 dakika muamele edildi.

TBST ile 3x 10 dakika yikama islemi yapildi.

Karanlik odaya gecildi.

Chemiluminescent Substrate Soliisyonu (Advansa K-12042-D20, Western
Bright Quantum kit) 1:1 oraninda hazirlandi.

Membranlarin iizerine hazirlanan soliisyon damlatild1 ve hiperfilm kaset i¢ine
yerlestirilerek membran 1s1masinin filmi etkilemesi saglandi.

Hiperfilm agildi, 6nce developer soliisyonuna, sonra ise fiksatife alindu.

Su ile yikanarak kurutuldu ve analiz islemi gerceklestirildi.
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2.9. Immiinohistokimyasal Analizlerin Degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal analizler i¢in her parafin bloktan yaklasik 120 um aralikla, 5

um kalinliginda 3 farkli seviyeden alinan koronal beyin kesitleri kullanildi.

Her preperattan 40X biiylitmede 6 farkli alanin fotograflar1 ¢ekildi. Boyanma
yogunluguna gore histolojik skorlama (H-SCORE) yapilacak olan antikorlar igin
Image) software (ImageJ1,51j8, National Institutes of Health, USA) programi
kullanilarak boyanma diizeylerine (i) gore; negatif: 0, diisiik pozitif: 1, pozitif: 2,
yiiksek pozitif: 3 degerleri verildi. Boyanma diizeylerinin % 0-100 arasinda degisen
piksel oranlar1 (Pi) belirlendi. Elde edilen degerler H-SCORE=)_ Pi (i + 1) (Bacus ve
ark., 1988) formiilii kullanilarak sayisallastirildi. Formiildeki 1; optik yogunlugun

diizeltilmesi i¢in kullanildi.

Pozitif hiicre sayisinin hesaplandigi antikor isaretlemelerinde, her preperattan 40X
biiyiitmeyle 6 farkli alandan fotograflar ¢ekildi. Gruplardan habersiz iki histolog
tarafindan sayimlar yapildi. Sayimin yapildig1 her bir subgraniiler zon bolgesi alani
Axio Scope Al marka mikroskop kullanilarak &lgiildii. 1000 um? alandaki hiicre

say1s1 hesaplandi.

Dentat girus hiicrelerinin  tamamimi saydigimiz NeuN antikoruyla boyali
preperatlardan 100X biiyiitmede 6 farkli alanin fotografi ¢ekildi ve fotografi ¢ekilen
dentat girus bolgesinin alan1 hesaplandi. 1000 um? alandaki hiicre sayis1 hesaplandi.
Cekilen mikrograflardaki hiicre sayist Image J programiyla manuel olarak sayildi

(Resim 2.1).
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Sekil 2.1. Hipokampus dentat girus néronlarinin Image j programinda sayilmasi.

2.10. istatistiksel Analizler

Western blotlama istatistiklerinin degerlendirilmesi i¢in GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) programi kullanildi. Gruplar arasindaki
fark one-way ANNOVA ile saptandi, ikili karsilastirmalar student-t testi ile yapildi.
Tiim grafikler Graphpad5 kullanilarak ¢izildi.

Immiinohistokimyasal analizlerin istatiksel degerlendirmesi igin IBM SPSS 22
programi kullanildi. IHC incelemeleri ve davranis testleri sonucunda elde edilen
verilerden normal dagilim gosterenler igin gruplar arasindaki fark one-way
ANNOVA ile degerlendirilip, ikili gruplar arasindaki fark i¢in Tukey Post-hoc ¢oklu
karsilastirma testi uygulandi. Calismamizda normal dagilim gdstermeyen verilerin
degerlendirilmesi i¢in Kruskal Wallis (KW) testi kullanildi. Sonuglar i¢in p<0,05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarinda MetS Deney Modelinin Dogrulanmasi

Calismaya agirliklart 180-200 g arasinda degisen iki aylik Wistar tiirli erkek
siganlarla baslandi. MetS deney modeli olusturmak i¢in ikinci aydan sonra hayvanlar
%32 siikroz igeren su ile beslendi. Deney modelinin dogrulanmasi i¢in kan glikoz
seviyeleri, kan insiilin diizeyleri degerlendirilip insiilin diren¢ gelisimi ve arteriyal
kan basinglar1 6lgiildii. MetS deney modeli olusumu dogrulandiktan sonra MetS+ins

grubuna 15 giin boyunca insiilin enjeksiyonu yapildi.

3.1.1. Deney Hayvanlar1i OGTT Bulgular:

MetS deney modeli olusturabilmek igin beslenen hayvanlarin aglik kan glikoz
diizeyleri, 12.haftadan sonra diizenli olarak Olciildii. 20.haftada deney gruplari
kontrol grubuyla kiyaslandiginda aglik kan glikozu diizeylerinin anlamli sekilde
artti1 (p<0,0001) gozlendi. Ancak insiilin uygulamas1 yapilan MetS+Ins grubunda
aclik kan glikoz seviyesinin MetS grubuna oranla anlamli derecede diisiik oldugu
goriildii (p=0,0004) (Sekil 3.1, 0.dakika). Ag¢lik kan glikoz seviyesinin artmasi
insiilin direnci olusumu ya da yeterli miktarda insiilin miktarinin salgilanamamasi
durumlarim  diisiindiirdii. Oral glikoz tolerans testi uygulamasi ile hayvanlarda
insiilin diren¢ gelisimi incelendi. MetS gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla glikoz
yiiklemesinden sonraki kan glikoz degerlerinde 15.dakikada 0,17 kat (p=0,0009), 30.
dakikada 0,14 kat (p<0,0001), 60. dakikada 0,24 kat (p<0,0001) ve 120. dakikalarda
0.18 kat (p=0,0012) artis izlendi. 15 giinliik insiilin uygulamasindan sonra hem aglik
kan glikoz degerlerinin kontrol seviyelerine indigi hem de 30. dakikadan sonra oral
glikoz tolerans testi degerlerinin kontrol grubuyla ayni seviyeye geldigi belirlendi

(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. OGTT sonuglari.

3.1.2. Deney Hayvanlar1 Viicut Agirhgi Degisimi

Hayvanlarin deney baslangi¢ ve bitis agirliklar1 karsilagtirildiginda kontrol grubunun
deney sonu agirlik artisi iki kat iken, MetS grubunda agirlik artis1 ikibuguk Kat olarak
hesaplandi. Yiiksek oranda siikroz igeren su ile beslenen hayvanlarin deney sonu
agirliklar1 kontrolle karsilastirildiginda daha fazla kilo aldiklarnn gozlendi ve
aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,0001). MetS+ Ins grubundaki hayvanlarin
deney sonu agirliklart kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde yiikselirken

(p<0,0317), MetS grubuna gore agirlik bakimindan fark (p<0,1423) bulunamadi
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Gruplar arasinda viicut agirligi degisimine ait gubuk grafik, ortalama+SEM (standart error
of mean) *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasindaki karsilastirma).
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3.1.3. Serum Insiilin Diizeyi Degisimi ve Insiilin Direnci Olusumu

Deney gruplarindan alinan serum Orneklerinde kan insiilin seviyesine Elisa
yontemiyle bakildiginda; kontrol grubuna oranla MetS grubunun kan insiilin seviyesi
10 kat, MetS+ins grubunun insiilin seviyesi ise bes kat yiiksek olarak bulundu.
Insiilin diren¢ olusumunu gosteren HOMA-IR testi sonuglarina gére MetS deney
grubunda direng gelisimi gerceklesmistir. Pankreas B hiicrelerinden salgilanan insiilin
miktarlar1 arasindaki farki gérmek icin HOMA-B verileri hesaplandi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,0001). Kontrol grubuna oranla
MetS ve MetS+ins gruplarinda insiilin salmimu istatistiksel olarak anlamli derecede
artmistir (sirastyla; p<0,0001 p<0,0001). MetS ve Mets+ins gruplari insiilin salmnim1
acisindan karsilastirildiginda MetS+ins grubunda salman insiilin miktar1 anlaml

derecede azalmis olarak bulundu (p<0,0001).

3.1.4. Deney Hayvanlar1 Arteriyal Kan Basinci Degisimi

MetS deney modelinin dogrulanmasi igin gerekli kriterler arasinda yer alan arteriyel
kan basinci degisimi oranlarinin degerlendirilmesi i¢in kuyruktan kan basinci 6l¢timii
yapildi. Sistolik kan basinglarma bakildiginda; kontrol grubuna oranla MetS
grubunda %36 oraninda (p<0,0001), MetS+ins grubunda ise %46 oraninda
(p<0,0001) artis gozlendi ve fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. MetS ve
MetS+ins grubu sistolik kan basinci degisimleri arasinda anlamli fark bulunmadi

(p<0,0642) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Sistolik kan basinc1 degisimini gosteren gubuk grafik, ortalama+SEM *p<0,05 (Kontrol ile
MetS-MetS+ins gruplari arasindaki karsilastirma).

Gruplar aras1 diyastolik kan basinci degisim oranlart incelendiginde ise; kontrol
grubuna gore MetS ve MetS+ins gruplarinda %40 oraninda artis izlendi.
Aralarindaki fark (p<0,0001, p<0,0041) anlamli olarak bulundu. MetS ve MetS+ins
gruplar1 arasinda diyastolik kan basinci degerleri agisindan anlamli fark bulunmadi

(p=0,9902) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Diyastolik kan basinci degisimini gosteren ¢ubuk grafik, ortalama+SEM *p<0,05 (Kontrol
ile MetS-MetS+ins gruplari arasindaki karsilagtirma).
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3.2. Histomorfoloji Bulgular

3.2.1. Krezil Viyole Boyamasina Ait Bulgular

Krezil viyole ile boyali preperatlarda, kontrol grubuna ait kesitlerde hipokampusun
dentat girus bdlgesinde noéronlarin belirgin iri 6kromatin niikleus igerdikleri ve
sitoplazma oranlarinin az oldugu goriildii. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda MetS
grubuna ait kesitlerde bazi noronlarda ¢ekirdeklerin koyu bazofilik boyandigi
goriildii. MetS+ins grubu Kesitlerinde MetS grubundan farkli olarak koyu bazofilik
boyanan ¢ekirdeklerin yerini 6kromatin ¢ekirdekli ndronlarin aldig: ve aralarinda yer

yer piknotik ¢ekirdekli noronlarin varligi dikkat ¢ekti (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.5. Hipokampus dentat girus bolgesine ait mikrograflar. Boya: Krezil Viyole Bar: 100 pm

3.2.2. Yar1 Ince Kesitlere Ait Bulgular

Hipokampus dentat girusun toluidin mavisi-azur Il ile boyali yar1 ince kesitlerinde
goriilen agik bazofilik boyanan graniil hiicreleri iri, yuvarlak ve Okromatin

cekirdekleri ile olagan goriinlimde izlendi.
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MetS grubunda; dentat girus noronlarinin hipertrofik oldugu goriildii ve bazofilik
koyu boyanan ¢ekirdekleri dikkat ¢ekti.

MetS+Ins grubunda ise dentat girusta olagan goriiniimlii néronlarin arasinda yer yer
cekirdegi koyu, bazofilik boyanan néronlarin bulundugu, bu néronlarin cekirdek

yapisinin diizensiz oldugu gozlendi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Toluidin mavisi-azur Il ile boyali hipokampus dentat girus bolgesi noronlari. Bar: 100 pm
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3.2.3. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu Bulgular:

Kontrol grubuna ait ince kesitlerde ndronlar iri, elektron gecirgen cekirdekleriyle
gozlendi. Kromatin gevsek ve dagimik olarak goézlendi. Dar bir sitoplazmanin

cekirdegi cevreledigi, sitoplazmada organellerin olagan goriiniimde olduklar1 izlendi.

MetS grubunda olagan goriinlimlii ndronlarin yani sira sitoplazma ve ¢ekirdegi
elektron yogun goriinimde koyu gozlenen hiicrelerin sayisinda artis dikkat ¢ekti. Bu
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin kondansasyonu ve kiimelenmesi goriiliirken
hiicre ¢ekirdeklerinde cekirdekgik belirgin olarak goriildii. Sitoplazmada graniiler
endoplazma retikulumu geniglemeleri belirgin olarak goriildii ve bol miktarda

lizozom izlendi.

MetS+ins grubunda ise normal goriiniimlii ndronlarin arasinda cekirdek ve
sitoplazmasi elektron yogun olarak gozlenen hiicreler izlendi. Cekirdekte kromatin
kiimelesmeleri ve yer yer sitoplazmada lizozomlar, graniiler endoplazma

retikulumunda genislemeler goriildii (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Kontrol, Mets ve MetS+ins gruplarma ait elektron mikrograflar. C: ¢ekirdek, Yildiz:
Elektron yogun gekirdek ve sitoplazmaya sahip néronlar, Ok: Lizozom, ince ok: Genislemis graniillii
endoplazma retikulumu. Bar: 1000 nm
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3.3. Immiinohistokimya incelemeleri ve Western Blotlama Analizleri

3.3.1. Norogenez ile Iliskili Molekiillere Ait Bulgular

3.3.1.1 DCX Bulgulan

Norogenez belirteci olarak kullanilan DCX antikoru ile yapilan western blotlama
analizleri sonuglarina gére gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,0112). DCX protein miktar1 MetS ve MetS+ins gruplarinda kontrol grubuna
oranla anlamli derecede azalmistir (sirastyla; p=0,0077, p=0,0216). MetS+ins
grubunda protein miktar1 MetS grubuna oranla artis gostermesine ragmen, bu artig

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,4348) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Hipokampus dokusunda DCX antikorunun western blot analizi ve analize ait ¢ubuk grafik,

Ort £SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+Ins gruplar aras1 karsilastirma).

DCX antikoruyla yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda 1000 pm? alanda
bulunan pozitif hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmaktadir [F(2,19)=5,799 p=0,011]. Kontrol grubuyla MetS grubu
karsilastirildiginda MetS grubu H-skor orani anlamli derecede azalmistir (p=0,010).
Kontrol grubuyla MetS+ins grubu arasinda (p=0,598) ve MetS ve MetS+ins gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,130) (Cizelge 3.1, Sekil
3.9, Sekil 3.10).
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Sekil 3.9. Hipokampus SGZ’de 1000 um? alanda DCX pozitif hiicreler gubuk grafikte (Ort £Std)
gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplar: arasi karsilagtirma).

Sekil 3.10. Dentat girus DCX primer antikor isaretlemeleri. DCX pozitif hiicreler koyu boyali olarak
SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um
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3.3.1.2. Neuro D1 Bulgulari

Yeni olugsan noronlarin yasamasi ve olgunlagmasi icin gerekli olan NeuroDlI
proteininin (Gao ve ark., 2009) western blotlamaya ait bantlar1 analiz edildi. Gruplar
arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol grubu MetS grubuyla
karsilastirildiginda MetS grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
goriildii (p=0,0413). Kontrol ve MetS+ins gruplar1 (p=0,0799) ile MetS ve Mets+Ins
gruplart arasinda fark bulunmadi (p=4886) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Hipokampus dokusunda NeuroD1 antikorunun western blot analizi ve analize ait gubuk
grafik, Ort +SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilastirma).

Neuro D1 primer antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde
immiinpozitif hiicreler sayildi ve 1000 pm? alanda bulunan pozitif hiicre sayilari
acisindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(2,32)=4,956 p=0,013]. Kontrol
grubu ile MetS grubu karsilastirildiginda, MetS gruplarinda pozitif hiicre sayisinin
azaldig1 goriildii ve aradaki fark anlamli bulundu (p=0,011), MetS+Ins grubunda
kontrol grubuna oranla pozitif hiicre sayisinda azalma gozlemlendi ancak
aralarindaki fark anlamli degildi (p=0,233). MetS ve MetS+ins gruplari
karsilastirildiginda; MetS+Ins grubunda pozitif hiicre sayisinda artis gozlendi ancak
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,562) (Cizelge 3.1, Sekil
3.12, Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Cubuk grafikte hipokampus SGZ’de 1000 um? alanda NeuroD1 pozitif hiicreler (Ort+Std)
gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilastirma).

Sekil 3.13. Dentat girus NeuroD1 primer antikor igaretlemeleri. NeuroD1 pozitif hiicreler koyu boyali
olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um
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3.3.1.3. Ki67 Bulgular:

Proliferasyon gostergesi olan Ki67 isaretli kesitler incelendiginde gruplar arasinda
anlamli fark bulundu [F(2,30)=4,945 p=0,014]. MetS grubunda kontrol grubuna
oranla 1000 um? alanda bulunan immiinpozitif hiicre sayilar1 acisindan anlamli
azalma goriiliirken (p=0,017) kontrol ve MetS+ins grubu arasinda fark bulunmadi
(p=1,00). MetS+ins gruplart MetS ile karsilastirildiginda pozitif hiicre sayisi
ortalamasinin artmasina ragmen istatistiksel olarak aralarinda degisim bulunmadigi

goriildii (p=0,084) (Cizelge 3.1, Sekil 3.14, Sekil 3.15).
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Sekil 3.14. Cubuk grafikte hipokampus SGZ’de 1000 pm? alandaki Ki67 pozitif hiicreler (Ort+Std)
gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilagtirma).
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Sekil 3.15. Dentat girus Ki67 primer antikor isaretlemeleri. Ki67 pozitif hiicreler koyu boyali olarak
SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 pm
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3.3.1.4. NeuN Bulgulan

Olgun noronlarin ¢ekirdeklerini isaretleyen NeuN primer antikoru ile yapilan western
blotlama analiz sonuglar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p=0,0267). Kontrol grubuna oranla MetS grubunda
protein miktar1 anlamli derecede azalirken (p=0,0047) MetS+Ins grubunda degisim
gbdzlenmemistir  (p=0,0838). MetS+ins grubunda protein miktarinda artis
gdzlemlenmekle birlikte MetS ve MetS+Ins gruplari arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamistir (p=0,0783) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Hipokampus dokusunda NeuN antikorunun western blot analizi ve analize ait ¢ubuk grafik
Ort +SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arast karsilastirma).

NeuN primer antikoru ile yapilan immiinisaretleme sonucunda dentat girusun 1000
um?’lik alaninda bulunan hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda anlamli fark
bulundu [F(2,27)=4,075 p=0,028]. Kontrol grubuna oranla MetS grubunda hiicre
sayisi istatiksel olarak azalmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile MetS+ins grubu ve
MetS grubuyla MetS+ins gruplar1 karsilastirildiginda anlamli fark bulunmamustir
(sirasiyla; p=0,095 p=1,0) (Cizelge 3.1, Sekil 3.17, Sekil 3.18).
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Sekil 3.17. Cubuk grafikte hipokampus dentat girusta 1000 um? alandaki NeuN pozitif hiicreler
(Ort£Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilagtirma).

Sekil 3.18. Dentat girus NeuN primer antikor isaretlemeleri. NeuroD1 pozitif hiicreler koyu boyali
olarak izlenmektedir. Bar: 100 um
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3.3.2. Apopitoz Bulgular

Hipokampus bolgesindeki hiicrelerde hiicre 6liimiinii incelemek igin western
blotlama analizlerinde cleaved caspase 3 ve immiinohistokimyasal boyamalarla

cleaved caspase 3 ve TUNEL oranlar1 degerlendirildi.

TUNEL boyamalar1 analizleri sonucunda SGZ’de 1000 um? alanda bulunan pozitif
hiicre sayilar1 bakimmdan gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(2,25)=26,784
p<0,0001]. MetS grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda pozitif hiicre sayisinin
anlamli sekilde arttign goriiliirken (p<0,0001), MetS+ins grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,675). MetS ve
MetS+ins gruplar karsilastirildiginda MetS+ins grubunda pozitif hiicre sayisinin
azaldig1 goriildii (p<0,0001) (Cizelge 3.1, Sekil 3.19, Sekil 3.20).

DG’de 1000 um? alandaki TUNEL pozitif hiicre sayis1 bakimindan gruplar arasinda
anlamli fark bulundu [F(2,28)=17,424 p<0,0001]. Kontrol grubuna oranla MetS
grubunda pozitif hiicre sayis1 anlamli derecede artarken (p<0,0001), MetS+ins
grubunda fark bulunmamustir (p<0,156). MetS gurubuyla MetS+ins gruplar
karsilastirildiginda, MetS+ins grubunda pozitif hiicre sayisinin istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir (p<0,001) (Cizelge 3.1, Sekil 3.19, Sekil
3.20).
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Sekil 3.19. Cubuk grafikte hipokampus SGZ ve DG’de 1000 um? alanda TUNEL pozitif hiicreler
(Ort+Std) gosterilmektedir, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplar aras1 karsilastirma),
+p<0,05 (MetS ile MetS+Ins gruplari arasi karsilastirma).
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Sekil 3.20. Dentat girus TUNEL antikor isaretlemeleri. TUNEL pozitif hiicreler koyu boyali olarak
SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 um
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Cleaved caspase 3 antikoruyla yapilan western blotlama analiz sonuglarina
bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,021).
Kontrol grubuyla MetS grubu protein miktarlar1 karsilastirildiginda, MetS grubunda
anlamli derecede artis goriiliirken (p=0,0092) kontrol grubuna kiyasla MetS+ins
grubunda anlamli artis goriildii (p=0,0267). MetS ve MetS+ins gruplari arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p=0,1614) (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Hipokampus dokusunda Cleaved Caspase 3 antikorunun western blot analizi ve analize ait
cubuk grafik, Ort £SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplar arasi karsilastirma).

Cleaved caspase 3 antikoru ile yapilan isaretlemelerin SGZ alanindaki sonuglari
bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu [F(2,26)=33,991 p<0,0001]. MetS
grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda MetS grubunda 1000 pm? alandaki pozitif
hiicre sayisinmm  arttign  (p<0,0001), MetS+ins grubu kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda ise pozitif hiicre sayisinin anlamli derecede arttigi goriildil
(p<0,001). MetS ve MetS+ins gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamasma ragmen (p=0,090), MetS+Ins grubunda pozitif hiicre sayilarinin

ortalamasi MetS grubuna gore azalmistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.22, Sekil 3.23).

Cleaved caspase 3 antikoru ile yapilan isaretlemelerde DG’ nin 1000 pm? alaninda
bulunan pozitif hiicre sayis1 bakimidan gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur
[F(2,28)=11,127 p<0,0001]. Kontrol grubuna oranla, MetS grubunun pozitif hiicre
sayisinda anlamli artis gériiliirken (p<0,0001), MetS+ins grubunda fark bulunmadi
(p<0,024). MetS ve MetS+Ins gruplari arasinda da istatistiksel olarak fark yoktu
(p=0,131) (Cizelge 3.1, Sekil 3.22, Sekil 3.23).
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Sekil 3.22. Cubuk grafikte hipokampus SGZ’deki Cleaved caspase 3 pozitif hiicreler (Ort£Std)
gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplar: arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS

ile MetS+ins gruplar1 aras1 karsilastirma).

Kontrol

MetS

MetS+ins

Kontrol * vk .

. 2
8 a o 90« W 5 WG e
.'::'}P_.“ - *s .. -
. \J e
A ., v - % =
¢ \ g PR
-
MetS+ins «° :
.
‘.
y . . ° 3 5 : ‘#‘ ~
’ N Ll Tl R R ,“ﬁ.:‘,"' . v’
4 D g U S ¥ ;:,i- “.\ 4
Nl " ‘-"""‘_. q p o el ~ QQ‘«..‘,‘.A
SRR RIS p T, T e
» .'.-'J“ A 5 » : ¥
o .
S .
.
. . g
Ol . . - 2 -
- : Diias - 2
-— LN y Y ——
. t. - L

Sekil 3.23. Dentat girus Cleaved Caspase 3 primer antikor isaretlemeleri. Cleaved Caspase 3 pozitif
hiicreler koyu boyal1 olarak SGZ’de izlenmektedir. Bar: 100 pm
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3.3.3 Insiilin Sinyal Yolag Tle Tlgili Bulgular

3.3.3.1. Insiilin Bulgular

Insiilin antikoru ile yapilan western blotlama analiz sonuglar1 incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,0039). Kontrol grubu
MetS grubu (p=0,0340) ve MetS+Ins gruplari (p=0,0027) karsilastirildiginda anlaml
bir azalma goriilmiistiir. MetS ve MetS+ins gruplar arasinda da istatistiksel olarak

anlaml1 azalma vardir (p=0,0158) (Sekil 3.24).

insiilin
1.5+
Ea Kontrol
Ba MeiS
£ 10 Bl MetS+ins
ke
g_ Kontrol MetS Mets+ ins
= o .
£ BAKHN oy q— we—, 43 kDa
0.0-

Sekil 3.24. Hipokampus dokusunda instilin antikorunun western blot analizi ve analize ait ¢ubuk
grafik, Ort=SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS+ins gruplar1 aras1 karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile
MetS+ins gruplari arasi karsilastirma).

Insiilin antikoru ile yapilan immiin isaretleme analizleri sonuglarina bakildiginda H-
skor degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur [F(2,30)=19,353
p<0,0001]. Kontrol grubunda H-skor ortalamasi diger iki grubun ortalamalarindan
yiiksektir (p<0,0001). MetS ve MetS+ins gruplar karsilastirildiginda MetS+ins

grubunda H-skor ortalamasinin azaldigi goriilmiis ancak aralarinda anlamli fark

bulunmamustir (p>0,05) (Cizelge 3.1, Sekil 3.25, Sekil 3.26).
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Sekil 3.25. Hipokampusun dentat girus bdlgesinde insiilin primer antikoruna karsi yapilan immiin
isaretlemelerin H-skor ortalamalar1 ¢ubuk grafikte (Ort£Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol ile

MetS-MetS+ins gruplari arasi karsilastirma).
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Sekil 3.26. Dentat girus insiilin primer antikor isaretlemeleri. Bar: 100 pm.
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3.3.3.2 insiilin Reseptér (IR) Bulgulari

Insiilin hormonunun baglanacag insiilin reseptdr oraninda degisim olup olmadigini
gormek i¢in immiinohistokimyasal analizler ve western blotlama analizleri yapildi.
Western blotlama analizleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0,0359). Kontrol grubuna oranla MetS (p=0,005) ve
MetS+ins (p=0,036) gruplarinda insiilin reseptor oran1 anlamli derecede azaldi. MetS

ve MetS+ins gruplari arasinda fark bulunmadi (p=0,4758) (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. Hipokampus dokusunda IR antiquunun western blot analizi ve analize ait gubuk grafik,
Ort £SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+Ins gruplar arasi karsilagtirma).

Insiilin reseptdr antikoruyla kesitlerde yapilan isaretlemelerin analizlerine
bakildiginda; gruplar arasinda H-skor ortalamalari ii¢ grupta farklidir [F(2,33)=6,100
p=0,006)]. Kontrol grubu ile MetS grubu arasinda anlamli derecede azalma (p=0,05)
goriiliirken MetS+Ins grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p=1,00). MetS ve Mets+ins gruplar1 arasinda immiinaktif alanlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0,006) (Cizelge 3.1, Sekil 3.28, Sekil 3.29).
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Sekil 3.28. Hipokampusun dentat girus bolgesinde insiilin reseptor primer antikoruna karsi yapilan
immiin isaretlemelerin H-skor ortalamalar1 ¢ubuk grafikte (Ort+Std) gosterilmektedir. *p<0,05
(Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplari arasi
karsilagtirma).

Sekil 3.29. Dentat girus IR primer antikor isaretlemeleri. Bar: 100 pm
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3.3.3.3 IGF1Ra Bulgular

Insiilinin baglanarak insiilin sinyal yolagini aktive edebildigi diger reseptér olan
insiilin benzeri biiylime faktorii reseptor protein miktart IGFIRa analizleriyle
hesaplandi. Western blotlama analiz sonuglari incelendiginde gruplar arasinda
anlamli fark bulundu (p=0,0329). Kontrol grubu protein miktarlart MetS grubuyla
(p=0,0273) ve MetS+ins gruplariyla (p=0,0383) karsilastirildiginda anlaml1 derecede
azaldig1 goriildii. MetS ve MetS+ins gruplari karsilastirildiginda ise anlamli fark
bulunmadi (p=0,1794) (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. Hipokampus dokusunda IGF1Ra antikorunun western blot analizi ve c¢ubuk grafik,
Ort£SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplar aras: karsilastirma).
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3.3.3.4. IRS1 Bulgulan

Insiilin reseptorii tarafindan aktive edilerek insiilin sinyal yolag1 aktivasyonunda rol
oynayan IRS1 proteinin western blotlama analizleri yapildiginda istatistik olarak

anlaml fark bulunmadi (p=0,4539) (Sekil 3.31).

IRS1
1.5+
Ea Kontrol
Bl MetS
£ 1.0 Bl Mets + Ins
L o
é Kontrol MetS Mets +ins
Q.
a 0.5- IRS1 . . E— @ 170-185kDa
=
BAktin*lB kDa
0.0-

Sekil 3.31. Hipokampus dokusunda IRS1 antikorunun western blot analizi ve analize ait gubuk grafik,
Ort+SEM. p>0,05.
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3.3.3.5 IRS2 Bulgular

Insiilin reseptorii tarafindan aktive edilerek insiilin sinyal yolag1 aktivasyonunda rol
oynayan diger substrat olan IRS2 proteininin western blotlama protein analiz
sonuglarinda gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,1270). Kontrol ve MetS
gruplan karilastirildiginda MetS grubunda protein miktarinin anlamli olarak arttigi
(p=0,0499) goriiliirken, kontrol ile MetS+ins grubu karsilastirildiginda anlamli fark
bulunamadi (p=0,4241). MetS grubuyla MetS+ins grubu karsilastirildiginda
MetS+ins grubunda protein miktarinin azalmasina ragmen istatistiksel olarak fark

bulunmamustir (p=0,0505) (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32. Hipokampus dokusunda IRS2 antikorunun western blot analizi ve analize ait gubuk grafik,
Ort+SEM, p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari arast karsilastirma).

IRS2 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal analiz sonuglart H-skor ortalamalari
acisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda fark anlamli bulundu [F(2,32)=6,131
p=0,006]. Kontrol grubuyla Mets ve MetS+Ins gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (sirasiyla; p=0,065, p=0,935). MetS ve MetS+ins gruplari
karsilastinildiginda MetS+ins grubunda H-skor ortalamasmin anlamli olarak

yiikseldigi gorildii (p=0,006) (Cizelge 3.1, Sekil 3.33, Sekil 3.34).
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Sekil 3.33. Hipokampusun dentat girus bdlgesinde IRS2 antikoruna karst yapilan immiin
isaretlemelerin H-skor ortalamalar1 ¢ubuk grafikte (Ort=Std) gésterilmektedir. +p<0,05 (MetS ile

MetS+ins gruplari arasi karsilastirma).

Sekil 3.34. Dentat girus insiilin primer antikor igaretlemeleri. Bar: 100 pm
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3.3.3.6. GLUT3 Bulgular

Insiilin bagimsiz glikoz tastyicist olan GLUT3’{in western blotlama analizlerine
bakildiginda istatistiksel olarak gruplar arasi anlamli fark bulundu (p=0,0486).
Kontrol grubuna oranla MetS grubunda protein miktar1 artmis (p=0,0082), MetS+ins
grubunda da protein miktarinda artis gosterdi ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi. MetS grubu ile MetS+ins gruplarindaki protein miktarr artisi

istatistiksel olarak anlamsizdi (p=0,2105) (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. Hipokampus dokusunda GLUT3 antikorunun western blot analizi ve ¢ubuk grafik,
Ort+SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplari aras1 karsilagtirma).

GLUT3 antikoruyla yapilan boyamalarin immiinpozitiflik agisindan H-skor ortalama
degerlerine gore analiz edildiginde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi
[F(2,21)=2,374 p=0,118] (Cizelge 3.1, Sekil 3.36, 3.37).
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Sekil 3.36. Hipokampusun dentat girus bolgesinde GLUT3 antikoruna karsi yapilan immiin
isaretlemelerin H-skor ortalamalar1 gubuk grafikte (Ort+Std) gosterilmektedir. p>0,05.

Sekil 3.37. Dentat girus GLUT3 primer antikor isaretlemeleri. Bar: 100 pm
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3.3.3.7. GLUT4 Bulgular

Insiilin bagimhi glikoz tasiyicist olan GLUT4 antikoruyla yapilan western blotlama
analiz sonuglar1 incelendiginde kontrol grubuna oranla MetS ve Mets+ins
gruplarinda protein miktar1 anlamli derecede artmis olarak goriildii (sirasiyla;
p=0,006 p=0,036). Mets+ins grubunda Mets grubuna oranla protein miktarmnin

artmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamstir (p=0,4747).
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Sekil 3.38. Hipokampus dokusunda GLUT4 antikorunun western blot analizi ve analize ait gubuk
grafik, Ort=SEM, *p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasi karsilastirma).

GLUT4 primer antikoruyla yapilan isaretlemerin H-skor ortalamalari agisindan
gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulundu [F(2,29)=9,077 p=0,001].
MetS grubunun H-skor ortalamasi kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksektir (p=0,001). Kontrol ile MetS+ins grubu arasinda anlamli fark
bulunmamistir  (p>0,005). MetS+ins grubunda MetS grubuna oranla H-skor
ortalamasinin anlamli derecede azaldigi goriilmistiir (p=0,011) (Cizelge 3.1, Sekil
3.39, Sekil 3.40).
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Sekil 3.39. Hipokampusun dentat girus bolgesinde GLUT4 antikoruna karst yapilan immiin
isaretlemelerin H-skor ortalamalarina ait ¢ubuk grafik (Ort+Std) gosterilmektedir. *p<0,05 (Kontrol
ile MetS gruplar: arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplari aras1 karsilastirma).
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Sekil 3.40. Dentat girus GLUT4 antikor igaretlemeleri. Bar: 100 pm
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IHC Boyamalarina Ait Kontrol MetS MetS+ins p degeri
Degiskenter Ort+Std Ort+Std Ort+Std

1000 pm? alanda bulunan pozitif hiicre sayisi
DCX 1,83+0,9 0,75+0,21 1,40+0,52 p=0,011
Neuro D1 2,10+0,88 1,11+0,36 1,52+0,90 p=0,013
Ki67 1,89+0,96 1,06+0,29 1,80+0,047 p=0,014
NeuN 9,0+0,41 8,41+0,52 8,56+0,26 p=0,028
Cleaved Caspase 3 SGZ 0,87+0,35 2,4440,64 1,88+0,35 p=0,0001
Cleaved Caspase 3 DG 0,68+0,25 1,86+0,49 1,37+0,71 p=0,0001
TUNEL SGZ 0,69+0,41 1,42+0,33 0,81+0,21 p=0,0001
TUNEL DG 0,04+0,01 0,15+0,06 0,08+0,02 p=0,0001
H-skor sonuclari, Ort+Std
Insiilin 136,6+15,5 | 114,9+8,81 | 110,9+4,00 | p=0,0001
IR 221,3£21,3 | 203,8+6,01 | 227,0+19,22 | p =0,006
IRS2 224,4+32,2 | 200,1+15,2 | 234,9+23,1 p=0,006
GLUT3 193,4+9,31 | 200,1+6,34 | 193,1+2,33 p=0,118
GLUT4 163,6+22,8 | 205,4+29,0 | 174,7+16,2 p=0,001

Cizelge 3.1. Tum gruplara ait IHC analizlerine ait verilerin ortalama ve standart sapmalari.
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3.4. Davranis Testi Analizleri

3.4.1 Vanderwolf Yiizme Testi

Uzaysal 6grenmenin degerlendirilmesi i¢in kullanilan Vanderwolf yiizme testinde
antrenman ylizmesi gegis slireleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu [F(2,27)=31,196 p=0,0001]. Kontrol grubuna oranla MetS
grubunun gegis siiresi anlamli derecede artt1 (p=0,0001). Kontrol grubuyla MetS+ins
gruplar1t gegis siireleri farki istatistiksel olarak anlamsizdi (p=0,079). MetS ve
MetS+ins gruplart karsilatirildiginda gegis siiresinin MetS+ins grubunda anlaml
derecede azaldig1 goriildii (p=0,0001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Vanderwolf testi antrenman yiizmesi gecis siirelerini gésteren ¢ubuk grafik, Ort+Std,
*p<0,05 (Kontrol ile MetS gruplar: aras1 karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplar1 arasi
karsilastirma).

Vanderwolf testi gegis siireleri, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
degisti [F(2,27)=31,196 p<0,0001]. Kontrol grubuna oranla MetS grubunda siire
anlaml1 derecede artarken (p<0,0001), MetS+Ins grubunda artis olmasina ragmen
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p<0,267). MetS ile MetS+ins gruplari
karsilastirildiginda MetS+ins grubunda siire anlamli derecede azaldigi bulundu

(p<0,0001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. Vanderwolf testi gecis gecikmesini gosteren gubuk grafik, Ort+Std, *p<0,05 (Kontrol ile
MetS gruplari aras1 karstlagtirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplari arasi karsilastirma).

3.4.2 Acik Alan Testi

Anksiyete ve lokomotor aktivite dl¢limii i¢in yapilan agik alan testinde video kamera
goriintlilerinden gecis gecikme siireleri, merkez bdlgede gegen siire, periferde gecen
siire, toplam katedilen mesafe (cm), iki ayak iizerine kalkma sayis1 ve merkez

bolgeye girme sayilar1 hesaplanmistir.

Gruplar, acik alan gecis siiresi bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu [F(2,27)=34,975 p=0,0001]. Kontrol ile MetS grubu
karsilastirildiginda, MetS grubunda siire anlamli derecede yiikseldi (p<0,0001).
Kontrol grubuyla MetS+ins grubu karsilastirildiginda siirenin artmasina ragmen
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p<0,017). MetS grubuna oranla MetS+Ins
grubunda siire anlamli diizeyde yiikseldi (p<0,0001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.43).
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Acik Alan Gegis Suresi
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Sekil 3.43. Acik alan testi gecis siiresini gosteren gub}lk grafik, Ort=Std, *p<0,05 (Kontrol ile MetS
gruplart arasi karsilagtirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+Ins gruplari arasi karsilagtirma).

Merkez bolgede gecen siire gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli Slglide
farklidir [F(2,27)=5,948 p=0,007]. Kontrol grubuyla MetS grubu karsilastirildiginda
MetS (p=0,012) ve MetS+ins (p=0,029) gruplarinda siire énemli dl¢iide azalmustir.
MetS ve MetS+ins gruplari arasindaki siire farki istatistiksel olarak anlamsizdir

(p=1,00) (Cizelge 3.2, Sekil 3.44).
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Sekil 3.44. Acik alan testi merkez bolgede gecen siireyi gosteren ¢ubuk grafik, Ort+Std, *p<0,05
(Kontrol ile MetS gruplar1 arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplari arasi
karsilagtirma) ve agik alan testi deney diizenegi.

Perifer bolgede gecen silire gruplar arasinda anlamli  derecede farklidir
[F(2,27)=5,948 p=0,018]. Kontrol grubuyla MetS grubu karsilastirildiginda MetS
grubunun periferde gegirdigi siire anlamli derecede artmistir (p=0,012). Kontrol
grubuna oranla MetS+ins grubunda siire azalmistir (p=0,029). MetS ve MetS+ins

gruplart arasinda siire bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p=1,00) (Cizelge 3.2, Sekil 3.45).
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Sekil 3.45. Acik alan testi periferde gegen siireyi gosteren ¢ubuk grafik, Ort+Std, *p<0,05 (Kontrol ile
MetS gruplar arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplar1 arasi karsilastirma) ve acik
alan testi deney diizenegi.

Gruplarin bes dakikada katettikleri toplam mesafe istatistiksel olarak anlamlidir
[F(2,27)=5,482 p=0,018]. Kontrol grubuna oranla MetS grubunda katedilen mesafe
anlamli  derecede azalmistir (p=0,014). Kontrol grubuyla MetS+ins grubu
karsilastirildiginda mesafeler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsizdir (p=1,00)
MetS grubuna oranla MetS+ins grubunda mesafenin anlamli derecede arttif

gortilmistiir (p=0,048) (Cizelge 3.2, Sekil 3.46).
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Sekil 3.46. Acik alan testi toplam katedilen mesafeyi gosteren ¢ubuk grafik, Ort+Std, *p<0,05
(Kontrol ile MetS gruplari arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplar1 arasi
karsilagtirma).

Acik alan testindeki deneklerin iki ayak tizerine kalkma sayilar1 bakimindan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir [KW(2)=9,358 p=0,009]. Kontrol
grubuyla MetS grubu karsilastirildiginda MetS grubunda iki ayak {lizerine kalkma
sayist anlamli dlgiide azalmistir (p=0,009). Kontrol grubuyla MetS+ins grubu

karsilastirildiginda  MetS+ins  grubunda saymin anlamli  derecede azaldig
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goriilmiistiir (p=0,009). MetS ve MetS+ins gruplar arasinda anlamli fark yoktur
(p=0,703) (Cizelge 3.2, Sekil 3.47).
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15+
B3 Kontrol

B3 MetS
&8 MetS+ins

0-

Sekil 3.47. Agik alan testi iki ayak iizerine kalkma sayisimi gosteren qubuk grafik, Ort£Std, *p<0,05
(Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasi karsilastirma) ve acik alan testi deney diizenegi.

Gruplar arasinda merkeze girme sayilar1 bakimindan istatistiksel olarak anlaml fark
bulunmustur  [KW(2)=11,363 p=0,003]. Kontrol ve MetS gruplar
karsilastirildiginda MetS grubunun merkez bolgeye hi¢ girmedigi goriilmis
istatistiksel olarak fark anlamli olarak degerlendirilmistir (p=0,005). Kontrol
grubuna oranla MetS+Ins grubunda say1 anlamli derecede azaldi (p=0,020). MetS ve
MetS+ins gruplari arasinda anlaml fark yoktur (p=0,317) (Cizelge 3.2, Sekil 3.48).
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Sekil 3.48. Agik alan testi merkez bdlgeye girme Sayisinmi gosteren ¢ubuk grafik, Ort+Std, *p<0,05
(Kontrol ile MetS gruplar arasi kargilastirma).
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3.4.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Anksiyete ve ogrenmenin degerlendirilmesi i¢in yapilan yiikseltilmis art1 labirent
testinde acgik kolda gegen silire bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli  fark  bulunmustur [F(2,27)=24,022 p=0,0001]. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MetS (p=0,0001) ve MetS+ins (p=0,047) gruplarinda agik kolda
gecen siirenin anlamli dlciide azaldigi goriilmiistiir. MetS grubuna oranla MetS+ins
grubunda agik kolda gecen siirenin MetS+Ins grubunda anlamli derece arttigi

goriildii (p=0,001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.49).
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Sekil 3.49. Yiikseltilmis arti labirer.lt testi agik kolda gegen siireyi gosteren ¢ubuk grafik, OniStd,
*p<0,05 (Kontrol ile MetS-MetS+Ins gruplari aras1 karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+Ins
gruplari arasi karsilagtirma) ve yiikseltilmis art1 labirent testi deney diizenegi.

Yiikseltilmis art1 labirentin ikinci giin testi olan uzaysal 6grenmenin degerlendirildigi
transfer gecis stlireleri bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu
[F(2,27)=76,747 p<0,0001]. Kontrol grubu MetS ve MetS+ins gruplariyla
karsilastirildiginda stire anlamli derecede uzadi (sirasiyla; p<0,0001, p<0,0001).
MetS ve MetS+Ins gruplart karsilastirildiginda MetS grubuna gore MetS+Ins
grubunda gecis siireleri anlamli istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi

(p<0,0001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.50).
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Sekil 3.50. Yiikseltilmis art1 labirent testi ge¢is siirelerini gosteren gubuk grafik, Ort£Std, *p<0,05
(Kontrol ile MetS-MetS+ins gruplari arasi karsilastirma), +p<0,05 (MetS ile MetS+ins gruplari arasi
karsilastirma).

3.4.4. Aydinhik Karanhk Kutusu

Anksiyetenin degerlendirilmesi icin yapilan aydinlik karanlik kutusu testinde;
aydinlik alanda gegen siire, aydinlik karanlik arasi gecis sayis1 ve aydinlik alanda iki

ayagi lizerine kalkma sayist kaydedilmistir.

Aydinlik alanda gegen siire bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur [KW(2)=8,724 p=0,013]. Kontrol grubuna oranla MetS (p=0, 226)
ve MetS+ins (p=0, 364) grubunda siire kisalmasma ragmen fark bulunmad.
MetS+ins grubunda MetS grubuna oranla siire uzamistir ve fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,001) (Cizelge 3.2, Sekil 3.51).
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Sekil 3.51. Aydinlik karanlik kutusu testi aydinlik alanda gegen siireleri gdsteren cubuk grafik,
Ort+Std, *p<0,05 (Kontrol ile MetS+Ins gruplar arasi karsilastirma).

Aydinlik karanlik arasi gecis sayisi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

degildir [KW(2)=4,512 p=0,105] (Cizelge 3.2, Sekil 3.52).
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Sekil 3.52. Aydinlik karanlik kutusu testi aydinlik karanlik bolgeler arasi gecis siirelerini gosteren
cubuk grafik, Ort=Std, p>0,05 ve aydinlik karanlik kutusu deney diizenegi.

Aydinlik alanda iki ayak tlizerine kalkma sayilar1 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamsizdir [KW(2)=2,058 p=0,357] (Cizelge 3.2, Sekil 3.53).
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6
Ea Kontrol
Bl MetS

Bl MetS+ins

Zaman/Saniye

0-

Sekil 3.53. Aydinlik karanlik kutusu testi aydinlik alanda iki ayak iizerine kalkma sayilarin1 gdsteren
cubuk grafik, Ort+Std, p>0,05 ve aydinlik karanlik kutusu deney diizenegi.

3.4.5. Harder Bezi Degerlendirmesi

Hayvan refahi1 ve stresin degerlendirilmesinde artmis Harder bezi sekresyonu
skorlanmaktadir. Kontrol grubunda skor 0 iken, MetS grubunda skor 2 ve MetS+ins

grubunda ise skor 1 olarak degerlendirilmistir.
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uzerine kalkma

Davrams Deneylerine Kontrol MetS MetS+ins p degeri
Ait Degiskenler
Ort+Std Ort+Std Ort+Std

Antrenman yilizmesi gegis 1,5+2,91 23,1+4,93 14,2+2,09 p=0,0001
siireleri
Vanderwolf gecis siiresi 29,02+5,28 65,72+17,5 37,6+4,5 p=0,0001
Agik alan gegis siiresi 4,434+2 33 13,98+3,5 7,90+1,52 p=0,0001
Agik alan merkez bolgede 16,7+£12,05 5,70+4,16 7,00+4,2 p=0,007
gecen sire
Agik alan periferde gegen | 283,3£12,05 | 294,3+4,16 293+4,42 p=0,007
siire
Agik alan toplam 828+382,76 | 344+256,26 | 746,0+£393,7 | p=0,010
katedilen mesafe
Acik alan iki ayak iizerine 10,8+5,84 4,8+3,52 5,3+2,4 p=0,009
kalkma sayis1
Merkez bolgeye girme 1,2+1,61 - 0,1+0,31 p=0,003
sayisi
Agik kolda gegen siire 56,6+1,81 14,8+8,67 40,9+19,09 | p=0,0001
Yiikseltilmis art1 labirent 11,0+3,33 63,7+15,03 32,1+6,15 p=0,0001
gegis siiresi
Aydinlik alanda gecen 35,2+39,91 31,7+13,74 11,0+5,16 p=0,013
siire
Aydinlik karanlik arasi 2,1+1,44 1,3+0,67 - p=0,105
gecis sayisl
Aydinlik alanda iki ayak 3,9+3,98 2,1+2,02 1,5+1,77 p=0,357

Cizelge 3.2. Tiim gruplara ait davranig deneyi analizlerine ait verilerin ortalama ve standart sapmalari.
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4. TARTISMA

Metabolik sendrom etiyolojisinde; degisen beslenme aligkanliklari, alinan enerjinin
harcanandan fazla olmasi, sedatif yasam tarzi ve modernite olan en onemli saglik
sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir (Motamedi ve ark., 2017). Metabolik
sendrom T2DM olusturma riskini arttirmaktadir (Alberti ve ark., 2009) (Kaur, 2014).
Yetigkin ndérogenezinin devam ettigi yerlerden biri olan hipokampusun, 6grenme,
hafiza ve uzaysal yon tayininde rolii oldugu bilinmekle birlikte (Silva, 2014), yapilan
caligmalarla T2DM’li ratlarda noérogenezin azaldigi gosterilmistir (Lang ve ark.,
2009).

Insiilin beyinde; biligsel fonksiyonu, hafizayl, noronal sagkalimi ve sinaptik
plastisiteyi diizenleyen noropeptid gibi davranmaktadir (Yanagita ve ark., 2013).
MetS’in temel patolojik 6zelliklerinden olan insiilin direnci yakin zamana kadar
sadece yag ve kas dokusu lizerinde gosterilirken, son calismalar insiilin direncinin
sinir sisteminde de gelistigini ortaya koymustur. Noronlardaki insiilin direnci,
norodejeneratif hastaliklara zemin hazirlamaktadir (Kim ve Feldman, 2012).
Calismamizda MetS olusturulan hayvanlara insiilin enjeksiyonunun, ndronal
sagkalima etkisini, insiilin sinyal yolag: ile ndrogenez arasindaki iligkiyi ve biligsel

fonksiyon tizerindeki etkilerini aragtirmay: hedefledik.

Isik mikroskop incelemelerinde, krezil viyole ve toluidin mavisi-azur 1l ile boyali
kontrol grubuna ait hem parafin hem de yar1 ince Kesitlerde hipokampal graniiler
noronlar olagan goriinlimde, sitoplazma c¢ekirdek oranlarmin g¢ekirdek lehinde
bulundugu, ¢ekirdegin Okromatin oldugu goriildi. MetS grubuna ait Kesitlerde
graniiler noronlarin ¢ogunun koyu bazofilik sitoplazma ve ¢ekirdek igerdikleri
goriildii. MetS grubundaki noéronlarin bu Ozellikleri diyabet iizerine yapilan
calismalarla uyumlu bulundu (Ahmadpour, 2012). MetS+ins grubunda normal

goriiniimlii noronlarin yanisira koyu bazofilik ndronlarin varligi dikkat ¢ekti.
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Gegirimli elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde kontrol grubu néronlarda
cekirdegin gevsek ve dagiik kromatin igerdigi, sitoplazmadaki organellerin olagan
goriiniimde olduklari, sitoplazma ve ¢ekirdegin elektron gecirgen oldugu goriildii.
MetS grubunda ndéronlarin ¢ogunun sitoplazma ve c¢ekirdeginde elektron yogun
goriiniim izlendi. Cekirdekte heterokromatin kiimelesmeler goriiliirken, sitoplazmada
lizozomlarda artig, graniilli endoplazma retikulumu sarniglarinda genislemeler
belirgindi. MetS grubu bulgular1 literatiirde diyabetli hayvanlarla yapilan
calismalarin  sonuglar1 ile uyumlu bulundu (Ahmadpour, 2012). MetS+ins
gruplarinda ise elektron yogun goriiniimlii ¢ekirdek ve sitoplazma igeren hiicrelerin
arasinda normal goriiniimlii noéronlarin varlhigr dikkat cekiciydi. Bu goriinim

insiilinin noroprotektif etkisine baglandi.

T2DM’li ratlarda ndrogenezin azaldigin1 gostermek i¢in DCX seviyesine bakildigini
(Hwang ve ark., 2008), yetiskin nérogenezinde proliferasyonu kanitlamak igin Ki67
antikorunun  kullanildigmi  (Kee ve ark.,, 2002) ve NeuroD1’in yetigkin
norogenezinde yeni olusan néronlarin olgunlasmasi ve yasamasi igin gerekli
oldugunu (Gao ve ark.,, 2009) bildiren c¢alismalar yayinlanmistir. Metabolik
sendromun T2DM olusumuna zemin hazirlayicit etkilerinden dolayr ¢aligmamizda;
norogenezde olusan degisiklikleri aragtirmak i¢in yiiksek oranda sekerle beslenen ve
metabolik sendrom olusturulan sicanlar kullanildi. DCX, Neuro D1 antikorlar: ile
hem WB hem de IHC analizleri ve Ki67 antikoru ile sadece IHC analizleri yapildi.
Yapilan analizlerde kontrol grubuna oranla MetS gruplarinda bu proteinlerin
ekspresyonlarinin anlamli derecede azaldigi goriildii. MetS gruplarina oranla
MetS+ins gruplarinda protein ekspresyonlarmin arttign goriildii ancak aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu durum MetS’de SGZ bolgesinde
norogenezin azaldigim1  gosterirken, insiilin enjeksiyonu ile bu bdolgede

proliferasyonun istatistiksel olarak anlamli olmasa da arttiginin gostergesidir.

NeuN sadece matiir ndronlarda eksprese edilmektedir. Bu proteini kodlayan genlerin
silinmesiyle norogenezin azaldigim1 gosteren c¢aligmalar mevcuttur. Yapilan
calismalarda NeuN’in eksitator ve inhibitor sinaptik iletimi, kisa donem ve uzun

donem sinaptik plastisiteyi, dentritik diken yogunlugunu ve sinaps iligkili
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davraniglar1 diizenledigi bildirilmistir. NeuN disfonksiyonunun; epilepsi, otizm
spektrum bozuklugu, norogelisimsel gecikme ve biligsel bozukluklarda goriildigi
bilinmektedir. (Lin ve ark., 2016). Calismamizda NeuN protein yogunlugunu
incelemek icin yapilan WB ve IHC analizleri sonuglarinda; kontrol grubuna oranla
MetS grubunda anlamli derecede azalma goriildii. MetS+ins grubunda MetS grubuna

oranla artis goriildii ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Literatiirde tutarli bir bi¢gimde diyabetik hayvanlarin hipokampus ortaminin
apopitoza zemin hazirladigi ve hipokampusta apopitotik belirte¢ oranlarinin
yiikseldiginden bahsedilmektedir (Ho ve ark., 2013). Calismamizda MetS
gruplarinda gozledigimiz NeuN isaretli noron sayilarindaki azalmanin, proliferasyon
ve apopitoz arasindaki denge degisimden kaynaklanip kaynaklanmadigini incelemek
icin apopitoz belirtecleri olan cleaved caspase 3 ve TUNEL ile isaretlemeler yapild.
Cleaved casapase 3 bulgulariyla, nérogenezin gerceklestigi SGZ alaninda kontrol
grubuna oranla MetS ve MetS+ins gruplarinda apopitozun anlamli derecede arttig
goriildii. MetS grubuna gore MetS+Ins grubunda insiilinin iyilestirici etkisiyle
apopitoz oranlart azaldi fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. SGZ
TUNEL isaretlemeleri sonuglarina gore, kontrol grubuna oranla MetS grubunda
apopitozda anlamli artis goriiliirken, MetS grubuna oranla MetS+ins grubunda
anlamli azalma goriildii. Apopitozun hipokampusun dentat girusunda bulunan tiim
noronlar iizerine etkisine bakildiginda ise hem cleaved caspase 3 hem de TUNEL
isaretlemeleri sonuglarinda kontrol grubuna oranla MetS gruplarinda apopitoz artisi
dikkat ¢ekti. TUNEL isaretlemeleri sonuclarma gére MetS grubuna oranla MetS+ins
grubunda anlamli azalma goriiliirken, cleaved caspase 3 verilerine gore aradaki fark
anlamli  bulunmadi.  Ozellikle TUNEL bulgularma dayanarak insiilinin,
hipokampusun SGZ ve DG alanlarinda bulunan ndronlar iizerinde apopitozdan
koruyucu etki gosterdigi sOylenebilir. Bu bulgu cleaved caspase 3 bulgularyla

kismen de olsa desteklenmektedir.

T2DM hastaliginda, beyinde ve hipokampal bdlgede insiilin direnci olusmasiyla,
insiilin reseptor ve insiilin reseptdr substratlar: azalir. Hayvan ¢aligmalari sonuglarina

gore T2DM ve Alzheimer hastaliginda insiilin reseptor ifadesi ve aktivasyonunun
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azaldig1 gosterilmistir (Biessels ve Reagan, 2015). Shpakov ve arkadaslarinin
yayimnladigi derlemede; T2DM ve MetS'de kandaki normal veya yiikselmis insiilin
konsantrasyonu yiiziinden, insiilinin KBB aracilifiyla taginarak beyin insiilin
seviyesinin azalmasina neden oldugu belirtilmektedir. Bdylece, beyin insiilin
sinyalizasyon sisteminin fonksiyonel aktivitesi zayiflar, periferik metabolizmanin
merkezi kontrolii olumsuz olarak etkilenir ve metabolik bozukluklarin ve insiilin
direncinin siddeti artar (Shpakov ve ark., 2015). Calismamizda MetS olusturulmus
hayvanlarin hipokampusunda insiilin sinyal yolaginda gorevli olan insiilin, IR,

IGF1Ra, IRS1 ve IRS2 diizeyleri incelendi.

Calismamizda MetS grubu hayvanlarda kan insiilin seviyelerinde artis olurken,
hipokampusun WB ve IHC analizlerinde insiilin diizeylerinin azaldigin1 gordiik. Bu
durumu; MetS’de kan insiilin diizeyinin yiikselmesiyle, periferik insiilinin KBB’yi
kolaylikla gegmesine ve ndronlarin ihtiyacini karsilamasindan dolayr ndron i¢inde
insiilin iiretiminin azalmis olabilecegine bagladik. MetS+ins gruplarinda, insiilin
enjeksiyonuyla kan insiilin seviyesi azalirken, WB ve IHC analizlerinde hipokampus
insiilin seviyeleri MetS grubuna oranla daha da azaldi. HOMA-B bulgularimizla
uyumlu olarak MetS grubuna oranla MetS+Ins grubunda pankreas B hiicrelerinden
salgilanan insiilin miktarinin azalmasi, ekzojen insiilinin B hiicrelerinin salgisini
baskiladigin1 gosterir. Bu bulgu sonucunda ekzojen insiilinin néronlarin da ihtiyacini

karsilayarak, ndronlarin insiilin iiretimini de azaltmis olabilecegi kanaatindeyiz.

Baz1 patolojik durumlarda beyin digindaki perifer hiicrelerin insiilin hassasiyetinin
azalmasi, ylizey IR sayilarinin azalmasina dayandirilmaktadir. Dahasi; insiilin direnci
durumlarina eslik eden hiperinsiilinemi, IR sayisinin azalmasi i¢in isbirliginde
bulunan faktor olarak tanimlanmaktadir (Reed ve ark., 1981). Alzheimer, Parkinson
ve diger norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinde diyabet, obezite ve MetS arasinda
baglant1 oldugu distinilmektedir (Jha ve ark., 2017). Dahasi diyabet ve
norodejenetarif hastaliklar arasindaki iliski aciklanarak, Alzheimer ve Parkinson
hastas1 olan bireylerde beyinde IR ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir. Bu durum
norodejenerasyonun nedeni mi yoksa sebebi mi, ya da noronal insiilin direncinin bu

bozukluklar i¢in risk faktorii olup olmadigi konularini giindeme getirmektedir (Plum
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ve ark., 2005). Calismamizda kontrol grubuna oranla MetS grubunda hem WB
analizlerinde hem de IHC bulgularinda IR oraninin anlamli derecede azaldigini ve
WB analiziyle IGF1Ro oraninin da IR oranini destekleyici diizeyde azaldigini
gordiik. Bu bulgu MetS’in norodejeneratif hastaliklarin  olusumuna katkida
bulundugunun gostergesidir. MetS+ins gruplarinda ise WB analizlerinde MetS
grubuna oranla anlamli degisim gdzlenmezken, IHC analiz sonuglarinda MetS+ins

gruplarinda anlaml artis gortildii.

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde o6zellikle hipotalamus ve hipokampusta IR,
IGFIR ve IRS1 proteinlerinin ekspresyonu ve aktivasyonunda azalma goriiliirken,
genellikle inhibitér olarak kabul edilen IRS1’in serin fosforilasyonunda artis
gozlenmistir (Kleinridders ve ark., 2014). Calismamizda MetS gruplarinda WB
analizlerinde IRS1 seviyenin azaldigin1 gézlemlesek de gruplar arasinda istatistiksel

olarak fark bulunmamastir.

Farelerde IRS2 geninin silinmesiyle, hipokampusun sinaptik gecirgenliginde uzun
siireli potensiyasyonun (LTP, sinapsin yapisindaki 6grenme temelli degisikligin
gostergesi) bozuldugundan s6z edilmektedir (Martin ve ark., 2012). 2013 yilinda
yayinlanan makalede yash siganlarda néronal IRS2’nin asir1 ekspresyonunun; yag
kitlesinin, insiilin direncinin ve glikoz intoleransinin artmasina neden oldugu
bildirilmektedir (Zemva ve ark., 2013). Yaptigimiz WB analizleri sonucunda;
IRS2’nin MetS gruplarinda anlaml1 derecede arttigmi, MetS+ins gruplarinda kontrol
seviyesine geriledigini gordiik. Fakat IHC analizlerinde bunun tam tersi olacak
sekilde MetS gruplarinda azaldigini, MetS+ins gruplarinda MetS grubuna gore
anlamli oranda arttigin1 gordiik. Bu degisik sonuclar; WB ile hipokampal olusumun
tiim noronlarindaki protein oranini veriyor olmamiz, IHC analizleri ile ise sadece
dentat girusun graniiler noéronlarindaki oranlar1 ele almamizdan kaynaklaniyor

olabilir.

GLUTS3 insiilin bagimsiz glikoz tasiyicisidir. Noronal aktivasyon ve yiiksek noronal

enerji talebi sirasinda, ndron kullanilabilir yakitlardan yararlanir; boylece, serebral

89



glikoz kullanimimnin artmasi ile iligkili tiim in vivo kosullar boyunca GLUT3
ekspresyonunda bir artis gozlenir. Hem normal kosullarda hem de deneysel olarak
serebral glikoz kullaniminin artmasi i¢in GLUT3 ekspresyonunun artmasi
gerekmektedir (Simpson ve ark., 2008). Calismamizda yapilan analizler sonucunda
MetS gruplarinda WB ve THC analizlerinde GLUT3 seviyesinin literatiirle uygun
bigimde arttigin1 gdzlemledik. MetS+ins gruplarinda artan ekspresyonun anlamli

olmasa da azaldigini gordiik.

GLUT4 insiilin bagimhi glikoz tasiyicisidir. GLUT4’iin plazma membranina
taginmasi; beyincik, korteks ve hipokampusta plazma insiilin seviyesinin arttigi
durumlarda gergeklesmektedir (Blazquez ve ark., 2014). Yapilan calismalarla,
plazma insiilin diizeylerinde glikoz aracili artiglarin sican hipokampusunda
sitozolden plazma membranina GLUT4 translokasyonunu uyardigi gosterilmistir
(Grillo ve ark., 2009). Calismamizda kontrol grubuna oranla MetS ve MetS+ins
gruplarinda kan insiilin seviyesinin arttig1 gortldii. Literatiirle uyumlu olarak artan
insiilin seviyesine uygun olarak WB analiz sonuglarina gére GLUT4 ekspresyonunun
kontrol grubuna gére hem MetS hem de MetS+ins gruplarinda anlamli dlgiide arttig:
bulundu. IHC analiz sonuglarma gore ise kontrol grubuna oranla MetS grubunda
anlamli derecede artis goriiliirken, MetS+ins gruplarinda MetS grubuna gore

azalmist.

Yaptigimiz ¢aligmada MetS grubu hayvanlarda serum insiilin seviyesindeki artigin
GLUT4’lin ekspresyonunun arttirdigin1 gézlemledik. Ancak MetS’li hayvanlarda
insiilin sinyal yolagi elemanlarindan olan IR’mn hipokampusta ekspresyonunun
azalmasina bagli olarak insiilin sinyal yolag1 yeterince aktive olamadi. Bu nedenle
GLUT4lin ekspresyonunun artmasina ragmen aktive olamamasi néronlara yeterince
glikoz alimmin ger¢eklesememesine neden oldu. Bu yiizden ndronlarin ihtiyaci olan

glikozu karsilamak i¢in GLUT3 ekspresyonunun arttig1 diistincesindeyiz.

Norogenez ¢ogu memelide hipokampusun dentat girus (DG) bdlgesinde eriskin

donemde de devam eder (Altman ve ark., 1965). Yetiskin kok hiicreleri DG nin
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subgraniiler zon bolgesinde bulunur ve néronlara farklanarak hipokampusun graniiler
hiicre tabakasina goc¢ eder (Kronenberg ve ark., 2003), plastisiteyi arttirarak
O0grenme ve hafizanin artmasini saglar (Kheirbek ve ark., 2012). Calismamizda MetS
ile beraber noérogenezin azaldigini ve hiicre éliimiiniin arttigini gosterdik. Bu veriler
dogrultusunda sinaptik plastisitenin azalmasma bagli olarak hafiza ve 6grenmede
ortaya c¢ikarabilecek bozulmayi arastirmak i¢in Vanderwolf yiizme testi ve
yiikseltilmis art1 labirentin ikinci giin sonuglar1 kullanildi. Calismamizda Vanderwolf
ylizme testi sonuclari incelendiginde, kontrol grubuna oranla MetS grubunda hem ilk
giin yapilan antrenman denemelerinde hem de 24 saat sonra yapilan denemelerde
sicanlarin platformu bulma siiresi uzamistir. Bu durum MetS’in  6grenmeyi
bozdugunun bir gdstergesidir. MetS+ins grubunda hem kontrol grubuna gére anlaml
bir artisin olmamasi hem de MetS grubuna gore anlamli bir azalma olmasi, MetS’de
insiilinin koruyucu etkisini gostermektedir. Yiikseltilmis art1 labirentin ikinci giin
sonuclarma gore, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MetS ve MetS+ins
gruplarinda gecis siirelerinin anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir. Bu durum
ogrenmenin bozuldugu anlamina gelmektedir. MetS+Ins grubunda ise MetS grubuna
oranla gecis siirelerinin anlamli derecede azalmasi, insiilinin 6grenme tizerine pozitif

etkisinin gostergesi olarak degerlendirilebilir.

Diyabet hem fiziksel (Mundet ve ark., 2008) hem de psikolojik (Anderson ve ark.,
2001) komplikasyonlara yol agmaktadir. Diyabet popiilasyonunun incelendigi
caligmalarda; genel anksiyete bozuklugunun %14 ve artmis anksiyete septomlarinin
%40 diizeyinde oldugu bildirilmistir (Grigsby ve ark. 2002). MetS’li bireylerde
depresyon riski, saglikli bireylere gore iki kat daha fazladir (Rosolova H ve Podlipny
J., 2009). Calismamizda sicanlarin anksiyete ve depresyon durumuna iliskin
davraniglarini incelemek i¢in; acgik alan testi, yiikseltilmis art1 labirentin birinci giin

testi, aydinlik karanlik kutusu testleri yapilmis ve Harder bezi degerlendirilmistir.

Acik alan testi sonuglarina gore,
e Merkez bolgede gecen siire ve merkez bdlgeye girme sayisi MetS ve
MetS+ins grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak azalmistir. Bu

durum anksiyete davraniginin arttiginin gostergesidir.
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e Periferik bolgede gegen siirenin kontrol grubuna oranla MetS ve MetS+ins
gruplarinda artmasi da bir anksiyete gostergesidir.

e Anksiyetenin azalmasina bagl olarak sican iki ayagi lizerine kalkarak etrafi
arastirmaktadir. Acik alan testinde iki ayak iizerine kalkma davranisinin
azalmasi anksiyetenin artmasi anlamina gelmektedir (Lau ve ark., 2008).
Calismamizda iki ayak tizerine kalkma davranisi incelendiginde kontrol
grubuna oranla MetS ve MetS+ins gruplarinda saymm anlamli derecede
azaldig1 gorilmustiir.

e Acik alan testinde toplam katedilen mesafe horizontal diizlemde yapilan
lokomotor aktivitedir. Lokomotor aktivitenin artigi, anksiyetenin azaldigi
anlamma gelir (Lau ve ark., 2008). Calismamizda kontrol grubuna oranla
MetS olusturulan grupta katedilen mesafenin azaldigi ve lokomotor
aktivitenin bozuldugu goriilmiistiir. MetS grubuna oranla MetS+Ins grubunda

ise toplam katedilen mesafe anlamli olarak diizelmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent en sik kullanilan hayvan anksiyete testidir. Yeni ¢evre ve
yiikseklik korkusu deneklerde anksiyete benzeri davraniglara yol agmaktadir.
Anksiyete artisina bagl olarak kapali kolda gecen siire azalirken, azalmasina bagh
olarak agik kolda gegen siire artmaktadir (Walf ve Frye, 2007). Calismamizda
kontrol grubuna oranla MetS ve MetS+ins grubunun acik kolda harcadigi siire
anlamli derecede azalmistir. Bu durum her iki grupta anksiyete benzeri davraniglarin
arttigmin gostergesidir. MetS grubuna oranla MetS+Ins grubunda agik kolda gegen
siire anlamli olarak artmustir. Insiilin enjeksiyonu bu yoniiyle yiikseltilmis art:

labirentte anksiyeteyi azaltici rol oynamastir.

Aydinlik Karanlik Kutusu testi yeni ¢cevre adaptasyonu ve yiiksek 151k ile olusturulan
dogal bir anksiyete testidir. Anksiyetenin azalmasi ile aydinlik bdlmede gegen siire,
bolmeler arasi gecis sayist ve aydinlik alanda iki ayagi iizerine kalkma sayisi

artmaktadir (Caliskan ve ark., 2017).
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Calismamizda kontrol grubuna oranla MetS ve MetS+ins gruplarinda aydinlik
bdélmede gecen siire azalmistir.  Yiiksek 151k, kontrol grubuna gore diger iki grupta
anksiyete benzeri davraniglarin artisina yol a¢mistir. Gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Harder bezi iiclinci goz kapagi bulunan memelilerin géz ¢ukurunda bulunan bir
bezdir. Anksiyete ile beraber Harder bezi sekresyonunun arttigi daha oOnceki
caligmalarla gosterilmistir. Bezin fonksiyonu her davranis deneyi sonrast kanl
gozyast (Chromodacryorrhae) skalasina gore degerlendirilmistir. Bu skalaya gore
MetS grubunda skor 2, MetS+ins gruplarinda ise skor 1 diizeyinde sekresyon
bozuklugu tespit edilmistir. Bu durum insiilinin, anksiyete lizerinde olumlu etkisi

oldugu yoniinde yorumlanabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda yiiksek siikroz igerikli igme suyuyla beslenerek MetS olusturulan

sicanlarin hipokampusunda nérogenez belirte¢ oranlarinin anlamli derecede azaldigi,

apopitoz oraninin ise yiikseldigi bulundu.

MetS olusturulmus hayvanlara 15 giin derialti insiilin enjeksiyonundan sonra

ndrogenez belirteg oranlarinin arttigi, hiicre 6limiiniin azaldigr goriildii. Bu veriler

15181nda instilinin ndrogenezi arttiric1 ve apopitozu azaltic etkisinden s6z edilebilir.

Norogeneze iliskin elde edilen sonuglarin, insiilin sinyal yolagi ile iligkisini

arastirmak icin insiilin sinyal yolaginda bulunan; insiilin, IR, IGF1Ra, IRS1, IRS2,

GLUT3 ve GLUT4 proteinlerin oranlarina bakildi. Buna gore;

MetS ve MetS+ins gruplarinda hipokampusun insiilin sekresyonu azaldu.
Daha sonra planlanacak c¢alismalarda noronlardaki insiilin sekresyon
oranlarmin C-peptit seviyeleri tayin edilerek arastirilmasinin daha dogru
sonuglara ulagilmasin1 saglayacagi kanaatindeyiz. Boylelikle C-peptidin
noroprotektif ve anti-inflamatuvar etkilerinden yararlanip yararlanilmadig da
belirlenebilir.

Insiilinin baglanarak insiilin yolagmin aktive olmasm saglayan IR ve
IGF1Ra oranlarinin MetS grubunda azaldigi, insiilin enjeksiyonundan sonra
da azalan seviyenin arttigi bulundu. Sonraki ¢alismalarda IR’nin fosfo-IR
oranina bakilarak, aktivasyon oraninda degisiklik olup olmadig1 belirlenebilir.
Sinyal yolaginin hiicre i¢i elemanlarindan olan IRS1 diizeyinin degismedigi
goriildii. IRS2 ekspresyonu, insiilin enjeksiyonuyla MetS grubuna gore
anlamli diizeyde artt1. Sinyal yolaginin aktivasyon orani, fosforile IRS1 ve
IRS2 diizeylerine bakilarak daha ayrintili incelenebilir.

Hiicrenin enerjisini karsilayan glikozu hiicre igine alan insiilin bagimsiz

glikoz tasiyicisi olan GLUT3 seviyesinin MetS grubunda WB’de anlaml
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derecede arttig1 IHC’de ise fark bulunmadigr goriildii. Yine MetS gruplarinda
instilin bagimli glikoz tasiyicisi olan GLUT4’lin oraninin arttigini ise hem
WB hem de IHC analiz ydntemleriyle gdsterdik. Insiilin enjeksiyonundan
sonra GLUT3 diizeyinde degisiklik olmazken, GLUT4 diizeyi IHC
analizlerinde anlamli oranda azaldi. Sonraki ¢alismalarda GLUT3 ve GLUT4

artiginin, Sitoplazma ve membran seviyeleri arasindaki iligkiye bakilabilir.

MetS grubunda azalan ndrogenez Tlizerinde insiilin sinyal yolaginin etkisi
olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu nedenle mapk yolagimin degerlendirilmesi ve ER
stresinin bu yolak iizerindeki etkisinin arastirilmasi bundan sonraki ¢aligmalarimizin

hedefleri arasinda yer alacaktir.

MetS deney modeli olusturulan gruba insiilin uygulama siiresinin arttirilmasi

durumunda daha etkili sonuglarin gézlenebilecegi diisiincesindeyiz.

Ayrica davranig deneyleri sonucunda MetS grubunda kontrol grubuna goére
anksiyetenin arttig1 ve 6grenmenin azaldigi; insiilin enjeksiyonundan sonra ise MetS
grubuna gére MetS+ins grubunda 6grenme ve hafizanin artt181, anksiyetenin azaldig

sonuclarina varildi.
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OZET

Metabolik Sendromlu Sicanlarda Hipokampusun Norogenezine Etkili Faktorlerin
Incelenmesi

Metabolik sendrom (MetS); degisen beslenme aligkanliklari, sedatif yasam tarzi gibi
nedenlerle gittikce artan siklikta goriilen, insulin direnci, karin bolgesinde yaglanma, glikoz
intoleransi veya Tip2 Diabetes Mellitus (T2DM), dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter
hastalig1 gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi bir hastalik tablosudur. Metabolik
sendromun ilerleyen asamalarinda T2DM gelisimi ile Alzheimer gibi noérodejeneratif
hastaliklarin gelisim siklig1 arasinda iliski gosterilmistir. Yetiskin ndrogenezinin devam
ettigi yerlerden biri olan hipokampus, hafiza ve bellek olaylar1 ile ilgilidir. T2DM
hipokampal bolgede insiilin direnci nedeniyle insiilin reseptor ve insiilin reseptor
substratlarinin azalmasina yol agar. Bu durum hipokampal bagimli hafizay1 ve yetiskin
hipokampal ndrogenezini azaltir. Bu bilgiler 1s1ginda T2DM olusum riskini arttiran MetS
deney modeli olusturdugumuz sicanlar iizerinde yaptigimiz c¢alismada, norogenez orani,
O0grenme ve anksiyete degerlendirmesi ve insiilin sinyal yolaginda yer alan bazi proteinlerin
diizeylerini inceleyerek, aralarindaki iliskiyi ortaya koymay1 amacladik.

Calismamizda {i¢ grup i¢in toplam 30 adet, baslangi¢ agirliklar1 185-200 g olan iki aylik
Wistar Albino tiirii erkek siganlar kullanildi. MetS deney modeli olusturulan MetS (n=10) ve
MetS+ins (n=10) gruplar1, % 32 siikroz igeren igme suyuyla beslenirken, kontrol grubu
(n=10) normal i¢cme suyuyla beslendi. MetS deney modeli olusumunun dogrulandigi 16.
haftadan sonra MetS+ins grubuna 15 giin siireyle, deri alti, ii¢ iinite insiilin enjeksiyonu
uygulandi. Biitiin gruplarda agik alan testi, ylikseltilmis art1 labirent testi, Vanderwolf ylizme
testi, aydinlik karanlik kutusu testi ve Harder bezi degerlendirmeleri yapildiktan sonra
sakrifiye edilerek beyin dokular ¢ikarildi. Sol hemisfere ait hipokampusun bir kism1 western
blotlama (WB) icin donduruldu. Bir kismi ise gluteraldehit fiksasyonu sonrasi araldite
goémiildii, toluidin mavisi-azur 1l ile boyanan yar1 ince kesitler 151k mikroskobu ile, uranil
asetat/kursun sitrat ile boyanan ince kesitler ise gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
incelendi. Sag hemisfer tamponlu formaline alinarak rutin histolojik takip islemlerine tabi
tutuldu. Genel degerlendirme krezil viyole boyali parafin kesitlerde 151k mikroskobu ile
gerceklestirildi. WB ve immiinohistokimya (IHC) analizleri i¢in; DCX, Neuro D1, NeuN,
insilin, insiilin reseptor, insiilin reseptor substrati (IRS)2, GLUT3, GLUTA4, Cleaved caspase
3, protein oranlari degerlendirildi. Ayrica IHC analizlerinde Ki67, TUNEL boyanma
diizeyleri, WB analizlerinde ise IRS1 ve IGF1Ra protein diizeyleri incelendi. Analiz
sonuglart GraphPad Prism 5.0 ve IBM SPSS 22 istatistik programi kullanilarak
degerlendirildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Calismamizda MetS olusturulmus siganlara yapilan davranis testleri sonucunda hafiza ve
bellekte bozulmalarla anksiyetede artis goriildii. Norogenez belirteg ekspresyonlari azalirken,
bu azalmayla uygun bi¢imde apopitozun arttig1 belirlendi. Azalan ndrogenez oraniyla
beraber ndronlarda insiilin sekresyonu ve insiilin reseptdr diizeyi azaldi. Insiilin sinyal
yolaginin yeterince aktiflesememesinden dolayi, noronlarin enerji ihtiyacini karsilamak igin
GLUT 3 ve GLUT 4 oranlar artti. insulinin néronlar iizerinde nérotrofik, néromodiilatér,
noroprotektif etkilerinden yararlanabilmek i¢in MetS olusturulmus siganlara insiilin enjekte
edildi. Insiilin enjeksiyonundan sonra hafiza ve bellegin gelistigi, anksiyetenin azaldig,
nérogenez belirteci olan protein oranlarmin arttifi ve insiilin sinyal yolagi protein
diizeylerinin kontrol seviyelerine yakin duruma geldigi goriildi.
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Calismamizda MetS’de azalan ndrogenez ve artan anksiyetenin, insilin reseptor
ekspresyonunda azalmayla baglantili olabilecegi sonucuna varildi. Ayrica literatiirde ilk defa
MetS’de norogenezin azaldigt WB ve IHC ile gosterildi. MetS olusturulan hayvanlara
insiilin enjeksiyonundan sonra davranis testlerinde pozitif yonde degisim goriiliirken, WB ve
IHC analizleriyle de nérogenezin arttig1 belirlendi.

Anahtar Sézciikler: Hipokampus, Insiilin, Insiilin Sinyal Yolag, Metabolik Sendrom,
Norogenez.
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SUMMARY

Investigation of Effective Factors on Hippocampal Neurogenesis in Rats With
Metabolic Syndrome.

Metabolic Syndrome (MetS) is a frequent disease which is caused with reasons such as
changing nutrition habits, sedative lifestyle and prognosed with insulin resistance, increased
abdominal adiposity, glucose intolerance or Type 2 Diabetes Mellitus, dislipidemia,
hypertension and coroner artery disease. In MetS progression, it was shown that there is a
relationship between frequency of TDM2 progression with frequency of progression of some
neurodegenerative diseases such as Alzheimer. Hippocampus where adult neurogenesis
continues, is related to memory. TDM2 causes reduction in insulin receptors and their
substrates in hippocampal area because of insulin resistance. This situation decreases
hippocampal dependent memory and hippocampal neurogenesis of adults. In the light of
these knowledge in the study which we created experimental model of MetS so that it
increase TD2M progression risk and we aimed to evaluate neurogenesis rate, learning and
anxiety degrees, analysis of some proteins levels from insulin signal pathway, then we aim to
introduce the relationship between them.

In our study, totaly 30 two months old Wistar Albino male rats were used for three different
groups starting weights were varying between 185-200 g. MetS (n=10) and MetS+Ins (n=10)
groups which experimental MetS model was set, were fed with tap water containing %32
sucrose while control group (n=10) was fed with normal tap water. After 16" week when
experimental model of MetS formation was confirmed, to MetS+Ins group, three units
insulin subcutaneous injection were administired during 15 days. In all groups, open area
test, elevated plus maze test, Vanderwolf swim test, light-dark box test, Harderian gland
evaluation were performed, then animals were sacrified and brains were dissected. A part of
hippocampus from left hemisphere was frozen for Western Blot (WB) Analysis. The other
part was embedded into araldit after glutaraldehyde fixation, semi-thin sections stained with
Toluidin Blue-Azur 1l were evaluated with light microscope, while thin sections stained with
uranyl acetate/Lead citrate were analyzed with Transmission Electron Microscope (TEM).
Right hemispheres were fixed in buffered formaline solution and processed with histological
routine. Overall assessment was performed with light microscope on Cresyl Violet stained
paraffin sections. For WB and immunohistochemistry (IHC) analysis; DCX, Neuro D1,
NeuN, insulin, insulin receptors, insulin receptor substrate (IRS) 2, GLUT 3, GLUT 4,
Cleaved caspase 3, protein levels were evaluated. In addition, Ki67, TUNNEL positivity
degrees in IHC analysis; IRS1 and IGF1Ra protein levels in WB analysis were assessed.
Analysis results were evaluated statistically with GraphPad Prism 5.0 and IBM SPSS 22
statistical software and the p values less than 0,05 were considered stastically significant.

As a result of behaviour tests of rats with experimental MetS, an increase in anxiety with
memory deficiency was observed. While neurogenesis marker expressions were decreasing,
in correlation with this decrease, an increase in level of apoptosis was observed. Insulin
secretion and insulin receptor levels decreased in neurons in proportion to decrease in
neurogenesis. Since insulin signal pathway was not activated properly, GLUT 3 and GLUT 4
ratios increased to accomplish enegry requirement of neurons. In order to get benefit from
neurotrophic, neuromodulator, neuroprotective effects of insulin on neurons, insulin was
injected into rats with MetS. After insulin injection, improvement of memory, decrease in
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anxiety, increase in levels of neurogenesis marker proteins and insulin signal pathway
protein levels were observed as approaching to control levels.

In our study, it was concluded that in MetS; there is a relationship between decreased
neurogenesis, increase anxiety and decreased insulin receptor expression. Besides, it was
shown first time with WB and IHC that there is a decrease in neurogenesis in MetS. Increase
in neurogenesis was determined with WB and IHC analysis while there was a change in
positive way in behaviour tests after insulin injection into rats with MetS.

Key Words: Hippocampus, Insulin, Insulin Signal Pathway, Metabolic Syndrome,
Neurogenesis.
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