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SICANLARDA ERKEN BASLANGICLI YUKSEK YAGLI DIiYETE BAGLI
OBEZITEDE SPIRULINA PLATENSIS’IN METABOLIK VE
DAVRANISSAL PARAMETRELER ILE KOGNITIF FONKSIYON
UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Gizem Usluel

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
Fizyoloji Anabilim Dah

OZET

Obezite nedenli metabolik degisimler 6grenme ve bellek bozukluklari ve
depresyon gibi davranigssal bozukluklara yol agabilir. Spirulina Platensis (SP)
antioksidan, antiinflamatuar, néroprotektif, antidiyabetik ve antiobezite 6zelliklere
sahip mavi-yesil bir mikroalgtir. Sirtuinler yaslanma, apopitoz, enerji metabolizmast,
gen transkripsiyonu, hiicre farklilasmasi gibi gesitli biyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen
enzimlerdir. Bu ¢alisma yiiksek yagli diyete bagli obezitede SP’in 6grenme ve bellek,
depresyon gibi davranis parametreleri ve beyin TNF-a ve SIRT-1 seviyelerinde doza
bagimli etkisini belirlemek i¢in yapildi.

4 haftalik Sprague Dawley erkek ratlar 4 gruba ayrildi; kontrol, yiiksek yagh
diyet (YYD), YYD+SP150 (150mg/kg/giin), YYD+SP450 (450 mg/kg/giin). Kontrol
grubu disinda ratlar 12 hafta boyunca %60 yliksek yagl diyete maruz kaldi. Son 6
hafta SP ya da saline oral gavajla uygulandi. Ogrenme ve bellek Morris Su tank testi
kullanilarak degerlendirildi ve davranigsal performans ytikseltilmis art1 labirent testi,
acik alan ve zorunlu ylizme testleri kullanilarak degerlendirildi. Davranigsal testlerden
sonra, ratlar sakrifiye edildi ve kan ve beyin dokular1 alindi. Biyokimyasal
degerlendirmeler ve Elisa testleri yapildi.

YYD grubu kontrol ve YYD+SP450 grubundan daha fazla agirlik kazandi
(p<0.05). YYD grubunda leptin anlamli olarak daha ytiiksektir. Morris su labirenti
testinde 12 haftalik YYD biligsel bozulmaya neden olmadi. A¢ik alan ve yiikseltilmis
art1 labirent testinde katedilen mesafede anlamli farklilik bulunmadi. Zorlu yilizme
testinde hareketsiz gecirilen zaman YYD grubunda kontrol, YYD+SP150 ve
YYD+450SP gruplarina gére anlamli olarak yiiksektir (p<0.05). Beyin bolgelerinde
Sirt-1 seviyelerinde anlamli farklilik bulunmadi. TNF-a seviyeleri YYD+SP450
grubunda prefrontal kortekste daha diisiik bulundu. Amigdala ve hipokampusta
anlamli farklilik bulunmadi.

Caligmanin sonuglarina gore kronik ytliksek yagl diyet ve Spirulina tedavisi
ogrenme ve bellek fonksiyonunu etkilememektedir. Spirulina tedavisi Sirtuin-1
seviyelerini etkilemeden yliksek yagli diyet nedenli depresif davranisi olumlu olarak
etkilemektedir.

Anahtar Sozciikler: davranis, obezite, sirtuin-1, spirulina, yiiksek yaglh diyet

Tezin Sayfa Adedi: 86
Damsman: Prof. Dr. Miige Kiray



INVESTIGATION OF EFFECT SPIRULINA PLATENSIS ON
METABOLIC, BEHAVIOURAL PARAMETERS AND COGNITIVE
FUNCTION ON EARLY ONSET HIGH FAT DIET INCUDED OBESITY
IN RATS

Master Thesis

Gizem USLUEL

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Physiology

ABSTRACT

Obesity-induced metabolic changes can lead learning and memory impairment
and behavioral disorders. Spirulina Platensis (SP) is a blue-green microalgae, which
has antioxidant, antiinflamatory, neuroprotective, antidiabetic and antiobesity
properties. Sirtuins are enzymes, which modulate various biologic functions as gene
transcription, cell differentiation, energy metabolism, aging and apoptosis. This study
was made to investigate the dose-dependent effects of SP on learning and memory,
behavior parameters as depression, brain TNF-a and Sirtuin-1 levels in high fat-
induced obesity.

4 weeks old Sprague Dawley male rats were divided into four groups; control,
high fat diet (HFD), HFD+SP150 (150 mg/kg/day), HFD+SP450 (450 mg/kg/day).
Rats except for the control group exposed to 60% high fat diet along 12 weeks. Last 6
weeks SP or vehicle administered by oral gavage. Learning and memory was assessed
using the Morris water maze and behavioral performance was assessed using the T-
maze, Open field test and forced swimming test. After the behavioral tests, rats were
sacrificed and blood samples and brain regions were taken. Biochemical assessments
and Elisa tests were made.

HFD group gained more weight than control and HFD+SP450 groups (p<0.05).
Leptin for HFD significantly higher than control in plasma. HFD for 12 weeks did not
induced cognitive impairment in MWM test. The OFT and T-maze test showed no
significant difference between groups in distance traveled. In FST, immobile time for
HFD group significantly higher than control, HFD+SP150 and HFD+SP450 group
(p<0.05). No significant difference was found between the groups in Sirtuin-1 levels
in the brain regions. TNF-a for HFD+SP450 was lower than control in prefrontal
cortex. No significant difference was found amygdala and hippocampus.

The result of our study shows chronic high fat diet and SP treatment does not
affect learning and memory function. Spirulina treatment positively affects chronic
high fat-induced depressive behavior without affecting Sirtuin-1 levels.

Key words: behaviour, high fat diet, obesity, sirtuin-1, spirulina
Page Number: 86
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1.GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére ¢ocukluk caginda obezite ve fazla kiloluluk
prevalansi tim tlkeleri etkileyen boyutlara ulasmis ve evrensel bir halk saglig:
problemi haline gelmistir. Cocukluk c¢aginda olusan fazla kiloluluk ve obezite
yetiskinlikte de devam edip ¢esitli komplikasyonlar ve iliskili hastalik
psikopatalojilerine neden olabilmektedir (1). Obezite diisiik dereceli bir inflamasyon
durumu olarak da tamimlanabilmektedir. Obezite nedenli inflamasyon noronal
stireclerde degisikliklere neden olarak kognitif bozukluklara, depresyon ve
anksiyeteye neden olmaktadir (2). Hayvan modellerinde de yiiksek yaglh diyetler ve
biligsel fonksiyon bozuklugu arasindaki iliski bir¢ok c¢alismayla gosterilmistir.
Metabolik hastaliklar noronal stirecleri etkileyerek onemli davranigsal ve kognitif
bozukluklara yol agabilir ayrica obezite klinik olarak da azalmis hafiza performansi ile
iliskilidir (3,4). Cocukluk dénemde adipozitenin daha zayif kognitif fonksiyonla
iligskisi gosterilmistir hayvan modellerinde 6zellikle kognisyonla iliskili olan
hipokampiis gibi beyin yapilarinin olgunlagmasi i¢in hassas bir donem olan ¢ocukluk
ve adblesan donemde yiiksek yagl diyet tilketiminin kognitif bozulmaya ve azalmis

ndrogeneze yol actigi gosterilmistir (5,6).

Beyin gelisiminin hassas oldugu bir periyot olan erken yasta yiiksek yagli ve bati
tarz1 yiiksek yagl, yiiksek sekerli diyetlerle beslenme tam olarak aydinlatilamamais
olsa da azalmis nérogenez, bozulmus sinaptik plastisite, noroinflamasyon, istahi
etkileyen hormonlar ve leptin gibi hormonlardaki fonksiyon bozuklugu ile ilgili olarak
kognitif bozukluklar1 da beraberinde getirmektedir (7,8). Hayvan modellerinde bat1
tarzi, ylksek yagl ve seker icerikli diyet tiikketimlerinin hipokampal disfonksiyon
aracili 6grenme ve bellek bozukluklarma neden oldugu gosterilmistir (8-10).
Hipokampus esas olarak 6grenme ve bellek siireclerinde rol alan bir beyin bolgesidir

ve kisa siireli diyet miidahalelerine bile duyarlidir (11).

Merkezi sinir sisteminin programlanmasini degistirebilecek ozellikle erken
yasamda yapilan yiiksek yagli diyetle beslenme ve stres gibi miidahaleler yetiskinlikte
olusabilecek psikopatolojilere hassasiyet olusturur ve ayrica depresyon gibi duygu

durum bozukluklarina da yol agabilir (12). Yiiksek yaglh diyete bagli 6grenme ve

1



bellek problemlerinin altinda yatan mekanizma belirsizdir ancak proinflamatuar
sitokinlerin neden oldugu inflamasyon da bu siiregte rol alabilir (13). Yiiksek yag ve
seker igerikli, yiiksek enerjili diyetlerin hipokampusta proinflamatuar sitokinlerin
seviyelerinde artisa yol actigi dolayisiyla hipokampal inflamasyonla iliskisi
gosterilmistir (14,15). Obezite Onlenebilir bir hastaliktir. Gittik¢e artan obezite
prevelansinin 6nlenmesi olusabilecek komplikasyonlarin ve artan hastalik yiikiiniin

azaltilmasi agisindan énemlidir (1).

Sirtuinler histon nikotinamid adenozin diniikleotit (NAD)-bagimli deasetilazlar
ve adenozin difosfat (ADP)-ribozil transferaz faaliyetindeki protein ailelerindendir
(16). 7 memeli sirtuini (SIRT1-SIRT7) bulunmaktadir ve Sirtiiin-1 (SIRT-1) merkezi
sinir sisteminde; Ozellikle beynin norodejeneratif durumlara duyarli olan prefrontal
korteks, hipokampiis ve bazal gangliya gibi boliimlerine genisge dagilmis olup en ¢ok
caligilan sirtuindir (17). SIRT-1; hiicre farklilasmas1 (18) yaslilik (19), sirkadiyen ritm
(20), apopitoz (21) metabolizma (22) gibi siireglerde diizenleyici rol alir. Beyinde
SIRT-1 ekspresyonunun bellek ve sinaptik plastisite ile iliskisi gosterilmistir (23).
SIRT-1 yoklugu anlik bellek, klasik kosullanma ve spasyal 6grenme gibi kognitif
fonksiyonlarin bozulmasiyla iligkili bulunmustur ve SIRT-1 hipokampusta 6grenme,
bellek ve sinaptik plastisiteyi diizenlemekte olup normal kognitif performans ve
sinaptik plastisite i¢in gereklidir (24). Ayrica obezite iliskili bellek problemlerinin
hipokampusta SIRT-1 ekspresyonu ile iliskisi gosterilmistir ve obezite iliskili bellek
bozukluklarinda terapotik miidahaleler igin SIRT-1in potansiyel bir hedef olabilecegi
diistiniilmektedir (25).

Spirulina alkali su kaynaklarinda yetisen yiliksek besin degeri zengin besin
icerigi bulunan filamentoz mavi yesil bir mikroalgtir. Alg B-kompleks vitaminleri,
mineraller, proteinler, y- linolenik asit ve [3-karoten, E vitamini gibi antioksidanlar,
eser elementler ve biyoaktif bilesikler bulundurdugundan dolay1 koruyucu ve tedavi
edici ozellige sahiptir (26,27). Spirulina son yillarda gida enddistrisi tarafindan ilgi
cekmekte ve yiyecek olarak da diinyanin bazi yerlerinde hala devam eden aglik ve
malniitrisyonun  azaltilmast i¢in Dbirincil o6nem tasir (28,29). Spirulinanin
hipolipidemik, antioksidan, antiinflamatuar, hipoglisemik ve antihipertansif 6zellikleri
cesitli arastirmalarla gosterilmistir (30-32). Diyete bagli obezitede de hayvan
modellerinde anti obezite etkisi gosterilmistir (33,34).



Bu calismanin amaci1 yiiksek yagli diyetle beslenen siganlarda Spirulina
tedavisinin obeziteye, depresyon ve anksiyete gibi davranigsal parametrelere,
hipokampus aracili 6grenme Ve bellege ve hipokampusta SIRT-1 iizerine olan etkisini

arastirmaktir.

Yiiksek yagli diyete bagl obezitede olusan bellek bozukluklarinda SIRT-1’in
iliskisi olabilir. Spirulina yiiksek yagl diyete bagli obezite ve bunun neden oldugu
ogrenme bellek bozuklugu ve depresyon gibi davranigsal parametrelere antioksidan,
antiinflamatuar 6zellikleri ile etki gosterebilir. Ayrica spirulinanin yiiksek yagl diyete
bagli spasyal bellek bozuklugunda hipokampusta SIRT-1 ekspresyonu lizerine etkisi
olabilir. Spirulina obezite ve obezite iliskili komorbiditelerin 6nlenmesi i¢in potansiyel

bir fonksiyonel gidadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Obezite
2.1.1 Tantmi ve Epidemiyolojisi

Obezite adipoz dokuda asirt miktarda triagilgliserol birikimi ile enerji
harcamasina kiyasla asir1 enerji alimiyla karakterize bir hastaliktir (35). Diinya Saglik
Orgiitiine (DSO) gore de obezite ve fazla kiloluluk saghgi bozabilecek miktarda

anormal ve asir1 yag birikimi olarak tanimlanir (1).

Obezite yaygin olarak beden kitle indeksi (BKI) 6l¢limii ile belirlenir ve beden
kitle indeksi, kisinin kilogram cinsinden agirliginin metre cinsinden boyunun karesine
boliinmesi ile elde edilen basit bir indekstir. Yetiskinler i¢in BKI’nin 25.0 kg/m? ve
29.9 kg/m? arasinda olmasi fazla kiloluluk, 30 kg/m? ve iizerinde olmasi obezite

gostergesidir (1).

Diinya capinda obezite 1980’den bu yana 2 katina ulasmis ve su anda yaklasik
diinyanin 3’te biri obez veya fazla kilolu olarak siniflandirilir. Ulkeler arasinda farkli
prevelans oranlarina sahip olmasia ragmen obezite tiim yas gruplarinda ve cinste
etnik kokene, sosyoekonomik durum ve cografik konuma bagl kalmaksizin artmistir
(36). 2005°te diinya yetigkin niifusunun %33’l fazla kilolu veya obezdir ve artma
egilimi devam ederse 2030’a kadar yetiskin niifusunun %57.8’inin fazla kilolu veya

obez olmasi beklenmektedir (37).

Tiirkiye’de ise beden kitle indeksi verilerine gore 15 yas ve iistii obezite
prevelans1 2016’da %19,6’yken 2019 yilinda %21,1 olarak belirlenmistir. 2019 yilinda
kadinlarin %24,8'i obez ve %30,4'i fazla kilolu, erkeklerin ise %17,3'i obez ve
%39,7's1 fazla kilolu olarak belirlenmistir (38). Ayrica cocukluk cagi obezitesi 21.
ylzyilin en 6nemli halk saglig1 sorunlarindan birisidir. 2019°da 5 yas altindaki 38
milyon ¢ocuk fazla kilolu veya obezdir ve ¢ocukluk ¢ag1 obezitesi yetiskinlikte de

devam etmeye egilimli olup c¢esitli saglik sorunlarina yol ac¢tigindan ayrica énemlidir

).



2.1.2 Obezitenin Etiyolojisi

Obezite en sik enerji tiiketiminin enerji harcamasini gegmesiyle pozitif enerji
dengesizligi sonucu olugsa da obezitenin etiyolojisi komplekstir; genetik, fizyolojik,
cevresel, psikolojik, sosyal, ekonomik bir¢ok faktorii ve bunlarin etkilesimlerini
kapsar (39). Beslenme aliskanliklar1 disinda fiziksel aktivite azligi, uyku yetersizligi,
endokrin bozucular, kilo alimina neden olan ilaglar gibi ¢esitli faktorler obezite

epidemisine katilir (40).

Obezite ve fazla kiloluluk; tip 2 diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastaliklar, baz1 kanser tiirleri, inme, astim gibi ¢esitli hastalik komorbiditilerine neden
olmakta ve hastalik yiikiinii artirmaktadir (41). Obezite ayrica depresyon gibi
psikolojik rahatsizliklarla da iliskilidir (42).

2.1.3 Yiiksek Yagh Diyet ve Metabolik Etkileri

Yiiksek yagli diyet obezite arastirmalari igin laboratuvar hayvanlarinda
uygulanan insan obezitesi modellerinden biridir (43). Besinlerin asir1 tiiketimi ile
olusan metabolik durumlar obezite, insiilin direnci, tip-2 diyabet, non-alkolik
steaohepatit ve dispilidemidir. Obezitenin yani sira hiperglisemi, insiilin direnci ve
hipertansiyon gibi komorbiditelere yol agan yiiksek yagli diyet metabolik sendrom
modeli i¢in de siklikla kullanilir (44,45).

Yiiksek yagli diyetle birlikte adipoz doku kiitlesi artar ve periferal dokularda
inflamasyon gelisir ve organizma boyunca metainflamasyon da denilen diisiik dereceli
kronik bir inflamasyona neden olur (46). Adipoz dokudaki metabolik ve endokrin
degisikliklerle birlikte yliksek yagl diyet adipoz dokudan tiimdr nekrozis faktor alfa
(TNF-0), interldkin-1 beta (IL-1B), interldkin 6 (IL-6) gibi proinflamatuar sitokinler,
serbest yag asitleri ve leptin salinimina neden olur (47). Karaciger ve adipoz doku gibi
dokularda immiin hiicrelerin aktivasyonu inflamatuar mediatorlerin {iretimine, doku
stresinin gii¢lenmesine ve dolasimdaki proinflamatuar sitokinlerin artisina neden olur
(46). Proinflamatuar sitokinlerin artisinin da metabolizma iizerine etkisi vardir ve

TNF-o'nin adipozitlerde lipolizi uyardigi gosterilmistir (48). Adipoz doku nedenli
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insiilin direncine sekonder olarak artan lipoliz durumundan serbest yag asitlerinin
artmas1 karacigerde, Kkasta insiilin direncine neden olur veya insiilin direncini
siddetlendirir. Yiiksek miktarda lipoliz ile karaciger, beyin, kas ve pankreasta kronik
bir serbest yag asidi akist olusur. Bu da yag asidi oksidasyonunun bozulmasina ve

ektopik yag depolanmasina neden olup insiilin direnci ile karakterizedir (49).

Yiiksek yagl diyet tiiketimi ve obezitenin dislipidemiyle iligkisi gosterilmistir
ve yapilan arastirmalarda yiiksek yagli diyet tiikketiminin serum total kolesterol, serum
LDL seviyelerinde ve trigliserid miktarinda artis ve HDL diizeyinde azalisa neden

oldugu belirtilmektedir (50,51).

Kalori alimi, enerji harcamasi, periferal glikoz, yag metabolizmast merkezi sinir
sisteminde noronal olarak diizenlenir (52). Obezojenik diyetler enerji homeostazini
diizenleyen hipotalamusta periferal dokulardan 6nce gelen inflamatuar bir duruma
neden olur. Insiilin ve adipoz dokudan salgilanan leptin hormonu hipotalamusta arkuat
niikleusta enerji homeostazinin diizenlenmesine katilir. Obezite ve metabolik
sendromda gelisen insiilin ve leptin sinyallerine direng besin ve kilo aliminin artmasina
neden olur (53,54).

2.1.4. Leptin

‘Obese’ gen olarak adlandirilan leptin adipositlerden salgilanan protein yapida
bir hormondur (55). Insan leptin geninin mutasyonunda erken baslangigli morbid
obeziteye neden oldugu gosterilmistir (56). Ob proteinin, adipoz doku kiitlesini
diizenledigi; diyet kaynakli obez farelerde periferal leptin uygulanmasiyla kilo kaybi
saglandig1 ancak bu farelerin zayif farelere gore daha duyarli olduklari ve bunun leptin
direncine baglh oldugu gosterilmistir (57). Endokrin islev de gosterdigi farkedilen
leptin hipotalamusa negatif geri besleme ile etki eder ve enerji alimini diizenleyerek
obezitenin patogenezinde 6nemli rol alir (58) . Adipoz dokunun yanisira bu hormonun
akcigerler, bagirsaklar, bobrek, karaciger, cilt, mide, kalp, dalak ve gesitli organlarda
da eksprese edildigi goézlenmistir (59). Dolasimdaki leptin seviyesi viicut yag

kiitlesiyle iligkilidir ve obezlerde yiiksek oldugu goriilmiistiir (60).



Leptin kan beyin bariyerini gegerek hipotalamik niikleusta anoreksik etkiyi
artirmasi ve oreksijenik aktiviteyi baskilamasiyla istahin ve besin aliminin azalmasini
ve enerji harcamasinin artmasini saglar. Enerji aliminin ve beslenme davraniginin

noronal olarak diizenlenmesine beyinde bulunan reseptdrleri araciligiyla katilir (61).

2.1.5 Yiiksek Yagh Diyet ve Noronal ve Davranigsal Etkileri

Yiiksek yagli beslenme beyinde nérokognitif bozukluklara neden olur ayrica
diyet kaynakli obezite depresyon gibi davranis bozukluklari ile iligkili bulunmustur
(62,63). Ozellikle gelisimsel periyot olan erken donemde yiiksek yagh diyet tiiketimi
gibi erken yasam miidahaleleri yetiskinlikte depresyon gibi psikopatolojilere yatkinligi
arttirp uzun siireli kalic1 etkilere yol agabilir (12). Onemli miktarda arastirmaya gére
adolesan/jiivenil donemde yiiksek yagli diyet tiikketimi yetiskinlikte hipokampal bellek
ve noronal iglevler tizerinde negatif etkilere sebep olur (64). Addlesan donem yiiksek
yagl diyetin zararli norokognitif etkilere hassasiyetini artiran bir donemdir ve bu
etkiler diyet kompozisyonu, diyetin siiresi, baslama yasi, test yast ve farkli bellek

Olciimleri gibi calismalar aras1 farkliliklara ragmen yaygin olarak gézlemlenmektedir

().

Jivenil donemde de yiiksek yagli diyetin proinflamatuar sitokinleri arttirip
spasyal 6grenme ve bellekte bozulmaya neden oldugu gosterilmistir (14).Yiiksek yagh
diyet nedenli kognitif bozukluklarda esas olarak ileri siiriilen mekanizmalar; azalmig
norogenez, ndroinflamasyon, degismis sinaptik plastisite, leptin gibi istah diizenleyen

hormonlarin fonksiyon kaybidir (7,65).

Yiiksek yagli diyet beyinde morfolojik degisimlerle depresyon benzeri

davraniglara neden olur (66).



2.2 Ogrenme ve Bellek

Ogrenme diinya hakkinda yeni bilgi edinilmesi ile ilgili biyolojik siiregleri
kapsarken ilgiliyken bellek ise bilginin alinip depolanip daha sonra yeniden
hatirlanmas1 ve yeniden yapilandirilmasi ile ilgilidir (67). Ogrenme ve bellek
birbirleriyle alakali olup insan ve hayvanlarin bagimsiz bir sekilde yasayabilmesi i¢in
onemlidir. Ogrenme ve bellek bu agidan davramgsal olarak da degisen ¢evresel
etkenlere uyum saglamay1 saglar. Beyinde 6grenme ve bellek islevinin olusumunda ve
bellegin alt tiirlerine gore birbirleriyle de iliskili olarak degisik rollere sahip birgok
beyin yapisi ve yolak bulunmaktadir (68,69).

2.2.1. Bellekte Rol Alan Beyin Bdolgeleri

Bellek islevlerinde beyinde bir¢cok bolge ve yolagin rolii bulunmakta olup
ozellikle de medial prefrontal korteks, amigdaloid niiklear kompleks, hipokampal
formasyon, niikleus akiimbensten olusan limbik sistemin de rolii vardir (70). Bu
yapilar arasindan hipokampal formasyon uzun siireli bellek olusumu ve bilginin
depolanmasina katilir. Medial temporal lobta yer alan hipokampal kompleksinde hasar
bulunan hastalarda geriye doniik hafiza kaybi gelistigi ve bunun yasam boyu da devam
edebildigi goriilmiistiir. Ayrica yapilan gesitli hayvan caligmalariyla da hipokampal

formasyonun ve alakali yapilarin bellek olusumuna katildigi gosterilmistir (71).

Limbik sistemin bir parcasi olan amigdala da bilgi isleme siirecinin farkli
asamalarinda ortaya c¢ikabilen emosyonel bellege aracilik eder ve emosyonel

deneyimlerin uzun siireli bellege doniistimiinde 6nemli yer alir (72).

2.2.2 Bellek Tiirleri

Bellek tiirleri genel ve en yaygin olarak kisa siireli bellek, orta- uzun siireli bellek
ve uzun siireli bellek olarak siniflandirilir. Kisa siireli bellek tiirii, saniyeler ve
dakikalarla 6l¢iiliip orta- uzun siireli bellek giinler ve haftalar arasi bir stire ile uzun

stireli bellek tiiriinde ise an1 yillarca ve yagam boyunca hatirlanir (73).



2.2.2.1. Kisa Siireli Bellek

Kisa siireli bellek duyusal bilgilerin kisa donem bellege donistiiriilmesi ve
saniyelerle saatler arasi bir zaman diliminde hatirlanmasi ile ilgilidir. Kisa dénemli
bellegin olusumu sinapslarda olusan gecici kimyasal degisikliklerle iliskilidir ancak
protein sentezi ve yapisal degisiklikleri icermez. Ogrenme siirecinin baslangi¢ fazi
ndronal mekanizmada protein sentezini igeren yapisal degisiklikler olugsmadan kisa

donemli bellek olusumudur (74).

Kisa donemli bellek olusumu sinaptik iletideki kisa siiredeki degisiklikler,
sinaptik baglantinin gii¢clenmesi ve presinaptik noéronlardan norotransmitterlerin

salinmasi yoluyla gerceklesir (67).

2.2.2.2 Uzun Siireli Bellek

Bilginin edinildikten sonra giinler, haftalar, aylar ve yillar gibi bir siirecte kalici
olarak uzun siireli depolanmasi ve saklanmasi uzun siireli bellegin olusumunun altinda
atan molekiiler mekanizmalarina baglidir. Uzun doénemli bellek olusumu gen
transkripsiyonu, yeni protein olusumu gibi yapisal degisiklikler ve sinaptik gliclenme

gibi noronal aglarda yeniden diizenlenmeyi icerir (74,75).

Uzun siireli bellek olaylar, gergekler, insanlar, yerler ve nesnelerle iliskili olan
deklaratif bellek (eksplisit bellek) ve algisal ve motor becerilerle iligkili olan non-

deklaratif bellek (implisit bellek) olarak da 2 major tipe ayrilir (68).

2.2.2.2.1 Deklaratif Bellek (Eksplisit Bellek)

Deklaratif bellek, yerler, meydana gelen olaylar ve gerceklerle ilgili olan
bilgilerin hatirlanmasidir. Deklaratif bellek olusumu bilingli farkindalig1 gerektirir ve
ozellikle hipokampiis deklaratif bellek olusumuna katilir. Epizodik bellek ve semantik
bellek olarak ikiye ayrilmaktadir. Semantik bellek genel bilgiler ve gergeklerle ilgili

bilgilerin hatirlanmasi olup epizodik bellek meydana gelen olaylardan olusur (67,76).



2.2.2.2.2 Non-DekKlaratif Bellek (Implisit Bellek)

Deklaratif olmayan bellek bilingli farkindaligi gerektirmez ve eksplisit bellek
gibi hipokampusa bagli olmay1p neokorteks, serebellum, striatum, amigdala gibi beyin
yapilarina ve bazi omurgasiz hayvanlarda refleks yolaklarina baglidir. Non-deklaratif
bellek beceri ve aliskanliklari igeren prosediirel 6grenme, algisal 6grenme, emosyonel
yanitlar1 ve iskelet yanitini igeren klasik kosullanma ve refleks yolaklarini igeren non-
asosiyatif bellek basliklar1 altinda siralanabilir (68).

2.3 Depresyon

Depresyon vyiiksek prevelans oranlarina sahip en sik rastlanan psikiyatrik
bozukluklardandir. Depresyonun belirtileri baslica ¢okkiinliik, ilgi ve istek azalmasi
ile yorgunluk, degersizlik ve sugluluk gibi diisiincelere sahip olma, istahsizlik, uyku
bozuklugu gibi psikofizyolojik bozukluklar ile karakterizedir. Depresyon kroniklesme
egilimi gosterip intihar vakalarina da neden olabildiginden toplum saglig1 agisindan

oldukg¢a 6nemlidir (77).

2.3.1 Depresyonun Epidemiyolojisi

Kiiresel olarak depresyondan her yastan toplam 264 milyondan fazla insan
etkilenmektedir (78). Metaanaliz ¢alismasina gore de yasam boyu yayginlik orani

%10.8 bulunmus olup kadinlarda daha yiiksek prevelansa sahiptir (79).

2.3.2 Depresyonun Etiyolojisi

Depresyonun etiyolojisi ve olusma mekanizmasi siklikla arastirilmasina ragmen
heniiz aydilatilamamistir. Depresyonun genetik, biyolojik ve psikososyal etkenlerin
etkilesimine bagli olarak gelismesi olasidir. En yaygin olarak goriilen psikiyatrik
bozukluklardan olan major depresyon bozuklugun (MDB) gelisimine genetik,
norolojik, immiinolojik, hormonal, ndroendokrinolojik mekanizmalar gibi biyolojik

faktorler, cevresel ve kisisel yatkinliklar ve eslik eden hastaliklar katilir (80,81).
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2.3.3 Depresyon ve Obezite

Meta analiz galismalarina gore depresyon ve obezite arasinda pozitif korelasyon
vardir. Depresyon ve obezite iligkisi ¢ift yonlii olup ortak biyolojik mekanizmalar ve
bunlarin aydinlatilmasi tedavisi agisindan 6nem tasimaktadir. Depresyon ve obezite
komorbiditesine genetik etkenler, hipotalamo-pitiiiter-adrenal (HPA) aksinin
hiperaktivasyonu, leptin-melanokortin yolagi ve insiilin yolagindaki degisimler gibi
nodroendokrinolojik mekanizmalar ve merkezi sinir sistemindeki istah ve homeostatik

mekanizmalardaki biyolojik degisiklikler neden olabilir (82).

2.4 Sirtuinler

Sirtuinler, transkripsiyonda 6nemli bir rol alan histon deasetilaz ailesi i¢inde yer
alirlar ve her deasetilasyon dongiisii boyunca bir NAD+ molekiilii kullanan histon III
tip deagilazlardir (83) (Sekil 1). Sirtuinler katalitik yapida bir ¢ekirdekle (NAD
baglayici) terminal boliimlerinde farklilik bulunan bir alandan olusur. Memelilerde
sirtuinlerin SIRT1-7 olarak adlandirilan 7 tipi vardir. Sirtuinler hiicre i¢inde farkli
boliimlerde bulunur (Tablo 1). SIRT1, SIRT6 ve SIRT7 baslica niikleusta yerlesmis
olup bu yiizden epigenetik olarak gen ekspresyonlarini etkiler. SIRT2 baslica
sitoplazmada bulunur (84). SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 ise mitokondride bulunmakta
olup baslica metabolizma, apoptoz ve hiicre sinyalinde rol alir (85). Sirtuinler biyolojik
olarak kromatin yapis1 ve transkripsiyonu, apoptoz ve hiicre yasami, DNA onarimu,
iyon kanali diizenlenmesi, gelisim, inflamasyon, enerji metabolizmasinin

diizenlenmesi gibi 6nemli fonksiyonlara katilir (16).

Sirtiiinlerin fonksiyonlar1 hiicresel metabolizma ile baglantili olup sirtiiinler
sadece enerji durumunun algilayic1 olarak degil ayrica metabolik streslere karsi

hiicreleri koruyucu fonksiyona sahiptir (22).
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Tablo 1. Sirtuin proteinlerinin lokalizasyon ve fonksiyonlar1 (86).

Sirtuinler Hiicre Aktivitesi Fonksiyonu
i¢indeki
Lokalizasyonu
SIRT 1 Cekirdek Deasetilaz Fakiiltatif ve yapisal kromatin
Sitoplazma olusumu
Mitokondriyal Biyogenez
Yag asidi oksidasyonu
Kolesterol ve safra asit
homeostazinin diizenlenmesi
SIRT 2 Sitoplazma Deasetilaz Hiicre dongiisii diizenlenmesi
Niikleus (gegici | Demiristoilaz Adipositlerde lipolizi arttirma
olarak) Tiimor baskilama ve arttirma
Norodejenerasyon
SIRT 3 Mitokondri DeasetilazDekrotonilaz | Mitokondriyal aktivitenin
diizenlenmesi
Oksidatif strese kars1
koruyucuTiimér baskilayici
SIRT 4 Mitokondri ADP-ribozilaz Glikoz metabolizmasi
Lipoamidaz Amino asit katabolizmasi
Timor baskilayici
SIRT5 Mitokondri Deasetilaz Ure dongiisii
Sitoplazma Demalonilaz Yag asidi metabolizmasi
Niikleus Desiiksinilaz Amino asit metabolizmasi
Deglutarilaz
SIRT 6 Cekirdek ADP-ribozilaz DNA onarimi
Deasetilaz Glikoz ve lipid metabolizmasi
Deagilaz Inflamasyon
SIRT7 Cekirdek Deasetilaz Ribozom biyogenezi

Timor baslatic
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Sekil 1.Sirtuinlerin enzimatik aktivitesi; Deasetilasyon ve ADP Ribozilasyon (87).

2.4.1 SIRT1 Yapist ve Fonksiyonu

SIRT1 proteini en ¢ok arastirilan ve en iyi tanimlanan sirtuinlerdendir. SIRT1
karaciger, kas, adipoz doku, kalp, endotelyum gibi ¢esitli hedef dokularda tanimlanmas

olup giiglii deasetilasyon aktivitesi ile metabolik olarak 6nemli bir role sahiptir (22).

SIRT1 hem yapisal hem fakiiltatif kromatin olusumunda gorev alir ve kanser
olusumunda baskilayic1 ve baslatic1 olarak 2 farkli role sahiptir (88). SIRT1 enerji

metabolizmasi Ve stres cevabi gibi 6nemli hiicresel islevlere katilir (89).

SIRT1 noronal gelisim boyunca yapisal olarak beyin morfolojisini etkiler.
Sinaptik plastisiteyi etkileyerek bellek olusumuna katilir ve hipotalamik olarak da
beslenme davranisini, endokrin fonksiyonu ve sirkadiyen ritmi diizenler. Alzheimer,
Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklar, anksiyete ve MDB gibi yaygin psikiyatrik
bozukluklarla da iligkisi bulunmaktadir (90).

Transgenik ve nakavt fare modellerinde insiilin hassasiyeti, hepatik lipit
metabolizmasi, pankreatik insiilin salgilanmasi, yag hiicrelerinin olgunlasmas: ve

yeniden modellenmesi, inflamatuar cevap, sirkadiyen gen ekpresyonunda olusan

13



degisiklikler SIRT1’in sistemik enerji homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli roliinii

gosterir (89).

SIRT1 aktivitesindeki azalma diyet nedenli kognitif bozulmaya eslik edebilir ve
uzun donemli yiiksek enerjili diyet nedenli bellek bozukluklarinda SIRT1 aktivitesini

artiran molekiillerin arastirilmasi ve kesfi bu ylizden 6nemlidir (91).

Resveratrol ve kalori kisitlamas1 SIRT1 aktivitesinde artisa ve azalmis reaktif
oksijen tiirleri, korunmus mitokondriyal fonksiyon ve genislemis insiilin biiylime
faktorii sinyal yolagina neden olmaktadir (92). Noronal gelisim sirasinda SIRT1’in
aksonal uzama, ndrit biiyiimesi, dendritik dallanmay1 tesvik ederek beyin yapisini
etkiledigi gosterilmistir. SIRT1 sinaptik plastisiteyi diizenleyerek hafiza olusumuna da
katilabilir. Ayrica SIRT1 Alzheimer, Parkinson, motor néron hastaliklarini kapsayan
cesitli norodejeneratif hastaliklarda koruyucu bir role sahiptir (90). Yapilan calismalar
sirtiiin protein ailesinin enerji metabolizmas: ve inflamasyon ile ilgili 6nemli
baglantilarin1 ortaya koymustur (93,94). SIRT1 metabolizmay1 artirma etkisi bulunan
PGCla'y1 aktive eder ve resveratrol gibi molekiiller ile aktive edilmesinin yiiksek yagli
diyetin neden oldugu metabolik bozukluklara kars1 koruyuculugu gosterilmis olup
metabolik sendromun tedavisinde de SIRT aktivasyonunun yeni bir strateji olabilecegi
diistiniilmektedir (95).

2.5 Spirulina Platensis

Spirulina filamentdz mavi yesil alg olup ¢ogu tiirleri diinyada bilinen en eski
yasam olan 3,5 milyon yildan beridir degismeden kalan siyanobakteri tiiriine aittir ve
baz1 Afrika toplumlar tarafindan gida olarak da tiiketilmistir. Spirulina dogal olarak
alkali sularda yetisir ve ayrica kontrollii kosullarda iiretilebilir. Spirulina Maxima ve
Spirulina Platensis besin endiistrisinde takviye amacl ve aragtirmalarda da en yaygin
kullanilan tiirleridir. Spirulina Platensis 6zellikle Afrika’da yayilmis olup Spirulina

Maxima tiirii Meksika’ya 6zgiidiir (26).
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2.5.1 Spirulinanin Besinsel Degeri ve Yapisi

Spirulina, protein, ¢esitli vitamin ve minerallar, polisakkaritler, esansiyel
aminoasitler ve esansiyel yag asitleri igeren yiiksek besin degeri olan bir mikroalgtir
ve %60-70 protein igerigiyle soyanin iki, et ve baligin 3 kattan daha fazlasi protein
icerigine sahip bitki kokenli olarak da bilinen en zengin igerige sahip gidalardandir
(26,27). Spirulina hiicre duvarlarinda seliiloz bulundurmaz bu nedenle kolay
sindirilebilir ve sindirilebilirligi %85-90’dir. Spirulina yiiksek miktarda B vitamini,
kalsiyum, magnezyum, demir, manganez, potasyum, ¢inko ve fikosiyanin gibi ¢esitli
bilesenlere sahiptir. Spirulina daha ytiksek oranda omega-6 olmak iizere omega-3 ve
omega-6 gibi esansiyel yag asitleri ve esansiyel amino asitleri igerir (96,97). Spirulina
ayrica A vitamini kaynagidir (98). Spirulinanin yiiksek B-karoten igerigi ile 6zellikle
serbest radikallere kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (99). Spirulina dogal bir B12
vitamini kaynagidir bu da 6zellikle vejeteryanlar ve degisen besin aliskanligi ve saglik
durumlarina gore ihtiyact olan bireylerde giinliik B12 vitaminin karsilanmasi i¢in
onemlidir (100). Spirulina a-tokoferol icerir (101). Spirulina fikosiyanin olarak
adlandirilan bir protein-pigment kompleksi igerir. Fikosiyaninin in vitro ve in vivo
calismalarda serbest radikallere karsi etkili oldugu gosterilmistir ve bu da Spirulinanin

antioksidan ve antiinflamatuar 6zelligini agiklar (102,103).

Spirulina akut, kronik veya subkronik bir toksisiteye neden olmamaktadir.
Malniitrisyonu veya besin yetersizligi olan ¢ocuklarda Spirulina tedavi edici olarak

kullanilabilecek fonksiyonel bir gidadir (28,97).

2.5.2 Spirulinanin Obezite Uzerine EtKisi

Spirulinanin antiobezite etkisi ¢esitli calismalarla gosterilmis olup bir metanaliz
calismasinda spirulinanin viicut agirligi, viicut yag yiizdesi ve bel ¢evresini diisiirmede
anlamli olarak etki gosterdigi otaya konmustur (104). Bir hayvan ¢alismasinda yiiksek
yagl diyete bagli obez ratlarda Spirulina AMPK (adenozin monofosfat aktive edilmis
proein kinaz) ve SIRT1 yolagimin aktivasyonuyla viicut agirlig1 gibi parametrelerle
obez fenotipinde iyilesme serum metabolik parametrelerinde diizelme ve adipozit

biiyiikligiinde azalmayi1 saglamistir (34).
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Obeziteye inflamatuar siire¢ eslik eder ve obezite disiik dereceli bir
inflamasyon durumu olarak da diisiiniilebilir (46). Spirulinanin antiobezite etkisi de
fenolik bilesikler, fikosiyanin, B-karoten gibi igeriklerinin sagladigi antioksidan,

antiinflamatuar ve immiin diizenleyici etki ile olabilir (104).

2.5.3 Spirulinanin Antidiyabetik Etkisi

Spirulinanin glikoz diizeyleri iizerine etkisi bulunmaktadir. Diyabetik ratlarda
hiperglisemi, oksidatif stres ve alloxan nedenli karaciger hasar1 spirulina
suplementasyonu ile diizelmistir (105). Yiiksek yagli ve siikroz igerikli diyetle
beslenen ratlarda 8 haftalik spirulina suplementasyonu bozulmus glikoz toleransini

diizeltmistir (106).

Baz1 galismalarda diyabetin oksidatif stresle birlikte pankreas langerhans
adaciklarinda biiziilme ve adaciklarda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ratlarda
diyabet nedenli pankreas P hiicrelerinin azalmasinda spirulina suplementasyonu
apoptozu engellemistir ve glikoneogeneze karsi savasarak glikoz disiiriicii etki
gOstermistir, benzer bir ¢alismada da yine diyabet nedenli pankreas langerhans
adaciklarindaki degisimler Spirulina suplemantasyonu ile diizelmis ve B hiicrelerinden

insiilin salinimi artmistir (32,107).

Spirulinanin 6nemli bilesenlerinden olan C-fikosiyaninin insiiline direngli
hepatositlerde hepatik glikoneogenezi azalttigi ve glikojen sentezini arttirirarak
hepatik insiilin direncini diizenledigi gosterilmistir (108). 2 ay boyunca haftada 2 kez
500 mg/kg Spirulina Platensis uygulamasi streptozotocin nedenli diyabette serum
glikozunu anlamli olarak diistirmiis ve serum insiilinini anlamli olarak artirmustir.
Spirulina antidiyabetik etkisini oksidatif stresi diisiirerek ve antioksidan enzimleri

artirarak gostermistir (32).
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2.5.4 Spirulinanin Beyin ve Biligsel Fonksiyonlara Etkisi

Maternal protein malniitrisyonunun beyin gelisiminde negatif etkilere yol actig1
ve depresyon ve anksiyete gibi davranigsal bozukluklara da yol agtig1 gosterilmistir
(109). Ratlarda maternal protein malniitrisyonuna kars1 gebelik ve laktasyon
doneminde Spirulina uygulanmasi yavrularda yavru boyu, agirligini artirmis ve
maternal protein malniitrisyonunun yavrularda neden oldugu spasyal 6grenme ve

bellek bozukluklar1 spirulina suplementasyonu alinmasi ile engellenmistir (110).

Inflamasyonun neden oldugu néronal siireclerde bozukluklara kars:
Spirulinanin ndroprotektif etkisinin antiinflamatuar ve antioksidan 6zellikleriyle
iligkili oldugu diisiiniilmektedir (111). Literatiirde cesitli ¢calismalarla da spirulinanin
bu siireglerdeki noroprotektif etkisi gosterilmistir. Lipopolisakkarit uygulanan ratlarda
Spirulina ile zenginlestirilmis diyet hipokampiiste progenitor/kok hiicrelerdeki

lipopolisakkarit nedenli azalan proliferasyonu artirmastir (112).

Parkinson hastaligi modelinde de spirulinanin ndroinflamasyonla savagarak
noroprotektif 6zellikler gosterdigi ortaya konmustur (111,113). Spirulinanin igerdigi
C-fikosiyanin ratlarda antioksidan ve antiinflamatuar o6zelllikleriyle glial hiicre

aktivitesini diizenleyerek akut norotoksisiteye karsi koruyuculugu gosterilmistir (114).

Yaglanma nedenli B adrenerjik reseptorlerindeki bozulma Spirulina
suplementasyonu ile diizelip, yaslanma nedenli artan proinflamatuar sitokinler
Spirulina uygulanmasi ile anlamli olarak azalmistir (115). Hepatoksisite olusturulan
ratlarda spirulinanin antiinflamatuar ve antioksidan etkileri gosterilmistir (116).
Spirulina antihipertansif de etkiye sahiptir (30). Bir ¢alismada spirulinanin

icerigindeki fikosiyaninin antihipertansif etkisi gozlenmistir (117).

2.6 Deney Hayvanlarinda Ogrenme Bellek ve Davramisin Degerlendirilmesi
2.6.1 Morris Su Tank

Morris su tanki testi RICHARD G. MORRIS tarafindan 1981°de sicanlarda
spasyal bellegi degerlendirmek amaciyla tanimlanan bir testtir. Test dairesel igi

opaklastirilmig su dolu ve gizli bir kagma platformu bulunan su tankina birakilan
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ratlarin tekrarli denemeler sonunda kagma platformunu 6grenmesine dayanir (118).
Morris su tanki testi, sigan ve farelerde spasyal bellek, uzun dénemli spasyal bellek ve
hipokampal 6grenmenin degerlendirilmesi igin siklikla kullanilmaktadir (119).
Ogrenme Ve bellegin degerlendirilmesi igin siklikla kullanilan pasif sakinma gibi diger
modellere gore Morris su tanki test modeli daha fazla avantaja sahiptir ve bu yiizden
o0grenme ve bellek aragtirmalarinda ‘altin standart’ haline gelmistir. Ayrica su tanki
testi hipokampus disfonksiyonunun degerlendirilmesi i¢in kullanilabildigi igin
aragtirmacilar tarafindan 6grenme ve bellek sistemlerinin ¢alisilmasina olanak tanir.
(120). Sicanlarda hipokampal sinaptik plastisitide degisikliklerin bozulmus morris su

tanki performansina neden oldugu gosterilmistir (121).

2.6.2 A¢ik Alan Testi (Open Field Test)

Acik alan testi duygusal davranis durumlarinin 6lgtimii ve degerlendirilmesi igin
tasarlanan bir testtir. Yabanci ve yeni bir uyarana maruz kalinmasiyla donma davranist
sergilenir ve otonom sinir sistemi tetiklenir. Boyle bir durumda hayvanlar emosyonel

olarak yeni bir uyaranla birlikte hareket edemez ve defekasyon sayis1 artar (122).

Prosediir dairesel, kare veya dikdortgen 1siklandirilmig bir alana yerlestirilen
hayvanlarin 2-20 dk arasi ve genellikle 5 dk olmak tizere stresli bir durum karsisindaki
davranisini horizantal hareketleri, sahlanma, kendi kendini temizleme frekanslarinin
Olgimiiniin kaydedilmesine dayanir. Hayvanlar boyle bir durumda merkeze gore
alanin kenarlarinda durmay tercih ederler ve merkez alanda gegirilen zamanin artmasi
ve merkez alana giris latansinin azalmasi anksiliyozisi gosterir. Anksiyolitik tedaviler

kesfetme davraniginin stres nedeniyle inhibisyonunu azaltirlar (123).

2.6.3 Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test)

Yiikseltilmis art1 labirent testi ylikseltilmis 2 acik ve 2 kapali kola sahip art1
seklindeki bir diizenekten olusur. Hayvanlarin normalde kapali kollarda daha fazla
zaman gecgirme egilimi vardir ve acik kollardan daha sik olarak kapali kollara girerler
bu da korku ve anksiyete ile agik kollardan kaginma davranigini yansitmaktadir (124).

Anksiyete davranigi yeni ve farkli bir ortama konulan hayvanin kesif davranisi ile
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Olciiliir. Yikseltilmis art1 labirent testinde orta alandan birakilan hayvan 5 dakika
boyunca gozlemlenir ve hayvanin agik kollara giris, agik kollarda kalma siiresinin
yiizdesi ve acik kollarda toplam kalma siiresi gibi parametrelerle anksiyete davranigi
degerlendirilir. Genel aktivitenin 6l¢iilmesi i¢in kapali kollara giris de degerlendirilir.
Anksiyolitik ilaglar ile hayvanlarin agik kollarda gecirilen zaman oraninin arttigi
anksiyojenik ilaglar ise bu 6l¢timiin azaldig1 gériilmekte olup yiikseltilmis art1 labirent
testi hem anksiyolitik hem de anksiyojenik etkinin degerlendirilmesini saglayabilir

(125,126).

2.6.4 Zorlu Yiizme Testi (Forced Swim Test)

Porsolt testi olarak da adlandirilan zorunlu ylizme testi depresyon
arastirmalarinda ve antidepresanlarin etkinligini 6l¢mek igin hayvanlarda siklikla
kullanilan bir depresyon test modelidir. Zorlu yiizme testinde i¢i su dolu silindir bir
kaba konulan sican veya farenin belirli bir siire igerisinde ylizme davranisi ve
hareketsiz kalma siiresi gibi parametrelerin 6l¢iilmesine dayanir. Stresli ortama maruz
kalmis olan hayvanlar 6grenilmis caresizlige benzer sekilde bir siire sonra kagma
cabasin1 sona erdirir. Hareketsiz kalincaya kadar olan siire ve hareketsizlik siiresi
depresyon davranisinin yorumlanmasinmi saglar. Antidepresan tedavi ile hareketsiz
kalincaya kadar gecen siirenin uzamasi ve hareketsizlik siiresinin azalmasiyla

antidepresan etkinlik gozlenir (127,128).

19



3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanmin Tipi

Deneysel bir ¢alismadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1 Deney Arastirma
laboratuvarinda Aralik 2019- Mayis 2021 tarihleri arasinda gergeklestirildi (Tablo 2).

Tablo 2. Aragtirma Plami ve Takvimi

Projelenin planlanmasi Mart 2019-Haziran 2019
Etik Kurul Onay1 ' Mayis 2019- Temmuz 2019
Bap Projesi Giris ve Onay1 ' Temmuz 2019 -Ocak 2020

Sarflarin ve analizler i¢in gerekli malzemelerin = Mart 2020 -Aralik 2020
alimi

Deney gruplarinda yiiksek yagl diyet uygulanmast = Nisan 2020- Temmuz2020

Deney hayvanlarina Spirulina uygulamasi Haziran 2020 — Temmuz 2020

Davranis deneyleri Temmuz 2020

Eyliil 2020- Kasim 2020
Biyokimyasal ve molekiiler deney agamalari

Bulgularin degerlendirilmesi ve istatiksel analizler = Ekim 2020- Ocak 2021

Tez ve Yaym Yazimi Kasim 2020- Mayis 2021

3.3 Arastirmanin evreni ve 6rneklemi

Arastirma deney hayvanlari ile yapildigindan arastirmanin evreni ve 6rneklemi

yoktur.
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3.4 Calisma materyali

Aragtirmada Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel
Arastirmalar Birimi laboratuvarindan temin edilen ayni yas grubundan 28 adet
Sprague Dawley cinsi erkek si¢an kullanildi. Siganlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik

siklusunda ve 22+2°C sicaklikta standart kafeslerde standart kosullarda

barindirilmigtir. Sicanlar kontrol yemi ve yiiksek yagl diyet ile ad libitum olarak

beslenmistir. Sicanlarin agirliklar: haftalik olarak kaydedilmistir.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh

degiskenler:

Ogrenme ve bellek, depresyon ve anksiyete

degerlendirme test sonuglari, plazmada leptin ve HDL, LDL, doku leptin, TNF-a ve

SIRT-1 ol¢iimleri

Bagimsiz degiskenler: Yiksek yagl diyet ve Spirulina uygulamalari

3.6. Veri Toplama Araclar:

Calismanin akis semas1 Sekil 2°de gosterilmistir.

L 1
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S i !
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Sekil 2. Calismanin akis semasi
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3.6.1 Calisma Gruplari

Toplam 28 sigan rastgele secilerek 7°ser olarak 4 gruba ayrilmistir. Grup
dagilimlan su sekildedir:

Grup Kontrol (K): Siganlar 12 hafta ve Morris su tanki testi boyunca ad libitum
olarak standart kontrol yemi ve ¢esme suyu aldi. Ayrica ilk 6 hafta sonundan deney

sonuna kadar siganlara gavajla 2 ml salin verilmistir.

Grup Yiiksek Yagh Diyet Grubu (YYD): 12 hafta boyunca ve Morris su tanki
testi boyunca yiiksek yaglh diyetle beslendi ve ilk 6 hafta sonundan deney sonuna kadar

siganlara gavajla 2 ml salin verilmistir.

Grup Yiiksek Yagh Diyet + 150 mg Spirulina Grubu (YYD+SP150): 12 hafta
boyunca ve Morris su tanki testi boyunca yiiksek yagl diyetle beslendi ve ilk 6 hafta
sonundan deney sonuna kadar sicanlar 150 mg/kg/glin Spirulina 2 ml salinde

cozdiiriilerek gavajla verilmistir.

Grup Yiiksek Yagh Diyet + 450 mg Spirulina Grubu (YYD+SP450): 12 hafta
boyunca ve Morris su tanki testi boyunca yiiksek yagl diyetle beslendi ve ilk 6 hafta
sonundan deney sonuna kadar sicanlara 450 mg/kg/giin Spirulina 2 ml salinde

¢ozdiiriilerek gavajla verilmistir.

3.6.2 Yiiksek Yagh Diyet Uygulamasi

Hayvan yemleri deney baslamadan once Arden Arastirma Deneysel Tip
Malzemeleri firmasindan standart ve yiiksek yagli yem seklinde 2 ¢esit olarak temin
edilmistir (Tablo 3-4). Siganlar deney siiresince ad libitum olarak beslenmis ve diizenli
olarak giinliik yem alimlar1 hesaplanmistir. Sicanlar 12 hafta boyunca ve davranig
testleri siiresince diyet igerigi %60 yag, %20 protein ve %20 karbonhidrat olan yiiksek

yagli yem ve standart kontrol yemi ile beslenmistir.
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Tablo 3. Yiiksek yaglh diyet yemi igerigi.

YUKSEK YAGLI YEM
ENERJI- BESIN OGELERI
(%)
Besin Yap1 Taslar1 Kcal (%)
Gr (%)
Protein 20
26.2
Karbonhidrat 20
26.3
Yag 60
34.9
YEM ICERIGI
Casein, 30 Mesh 2000
200
L-Cystine 3 30
Misir Nisastast 0 0
Maltodekstrin 500
Siikroz 275,2
125
Seliiloz, BW200 200
68.8
Soya fasulyesi yagi
50
Palmiye yag 1080
245
Mineral karigimi S10026 40
10
Dikalsiyum Fosfat 52
13
Kalsiyum karbonat 22
55
Potasyum sitrat,1 H20 66
16,5
Vitamin karigimi V1001 40
10
Kolin Bitartrate 8
2
Toplam
773.8 3095,2
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Tablo 4. Standart kontrol yemi icerigi.

TAM YEM ENERJi- BESIN OGELERI (%)

Ham Protein (%) 24
Ham Seliiloz (%) 2,8
Ham Yag (%) 55
Ham Kiil (%) 7,48
Kalsiyum (%) 1,1
Fosfor (%) 0,76
Magnezyum (%) 0,23
Lizin (%) 1,38
Methionin (%) 0,63
Sistin (%) 0,41
A vitamini (1w/kg) 35000
D vitamini (1w/kg) 6500
E vitamini (mg/kg) 90

Hammaddeler

Soya kiispesi, bonkalit, misir, piring
kepegi, bitkisel yag, melas, kalsiyum
karbonat, DCP, vitamin mineral premiksi,
tuz, toksin baglayici, kiif 6nleyici, maya.

3.6.3 Spirulina Uygulamasi

Egert Dogal Uriinler Uretim Ltd.Sti. tarafindan Ege Universitesi Egert ortaklig1

ile Ege Universitesinde iiretilen Spirulina Platensis %100 saf toz seklinde temin edildi.

Spirulina siganlara verilmeden once salin igerisinde 15 dk boyunca manyetik

karistiricida karigtirilarak homojenize edildi. Spirulina, spirulina grubundaki siganlara

salinde ¢oziindiiriilerek yiiksek yagl diyetle beslenmenin son 6 haftasi ve davranig ve

ogrenme ve bellek testleri sliresince 150 mg/kg/giin ve 450 mg/kg/gilin olacak sekilde

2 ml olarak oral gavaj yoluyla verildi.

3.6.4 Davrams Deneyleri

3.6.4.1 Morris Su Labirenti Deneyi:

Siganlarda spasyal 6grenme ve bellek degerlendirilmesi amaciyla Morris

labirenti testi yapildi. Morris su tanki testi davranissal noérobilimde altin standartlardan
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biri olmasi sebebiyle secilmistir (129). Morris su tanki, 140 cm c¢apinda, 75 cm
yiiksekligine sahip kuzey, giiney, bati, dogu olarak hayali olarak dort kadrana
boliinmiis bir tanktir. Morris su tanki su seviyesinden 1 cm agagiya yerlestirilmis bir
kagma platformuna sahiptir ve 22+1°C sicakliktaki su ile dolduruldu. Tank deney
sonrasi bosaltilip tankin suyu her giin deney oncesi yeniden dolduruldu. Yer bulma
ogrenmesinin degerlendirilmesi i¢in; ardisik 5 giin siiresince, giinde 4 deneme
yapilarak sicanlarin su igindeki platformu bulma siireleri ve platformlu kadranda
gecirdikleri stire kaydedildi. Tankin ¢evresine hayvanlarin gevreyi taniyabilmelerini
saglamak i¢in renkli objeler yerlestirildi. Su igerisine birakilan hayvanin ka¢gma
platformunu bulmas: i¢in 1 dakika yiizmesine izin verildi. Bir dakikalik siirede
hayvanin platformu bulamamas: durumunda hayvan platforma yonlendirilerek
platform iizerine alinip 15 sn siiresince etrafi tanimasi saglandi. Yiizdiirme
denemelerinin tiimiinde, her bir sigan i¢in platformu bulana kadar gecen toplam siire
ve platformlu kadranda gecirdikleri siire 6l¢iildii. Deneyin besinci giiniinde platform
kaldirilip ve hayvanin 60 sn yilizmesine izin verilerek bu siire igerisinde dnceden
platformun bulundugu kadranda ne kadar siire gecirdigi degerlendirildi (probe trial).
Sicanlarin 6nceden platform bulunan kadranda gecirdikleri siirenin toplam siireye (60

sn) gore yiizdesi cinsinden degerleri hesaplandi.

3.6.4.2 A¢ik Alan Testi:

Sicanlarda lokomotor aktivitenin ve anksiyetenin degerlendirilmesi amaciyla
acik alan testi yapildi. Agik alan testi havanlarin genel lokomotor aktivite ve anksiyete
iliskili duygusal davranisglarin 6l¢timii igin hizli ve goreceli olarak basit bir test olmasi
nedeniyle segilmistir (130). Acik alan test 6zellikle anksiyetenin degerlendirilmesi igin
kullanilan yaygin testlerden biri olmasi nedeniyle seg¢ilmistir. Deney hayvani, 35
likksliik bir 11k ile aydinlatilan 1mx1m’lik bir alanin tam ortasina birakilarak toplamda
5 dakika boyunca alan igerisindeki hareketleri kaydedildi. Zemin 12 kare kenarlarda
(%75) ve 4 kare merkezde (%25) olmak lizere 16 kareye boliinmiis bir zemindir.
Deney sonunda hayvanlarin hareketlerinin kaydedilmesiyle analiz edilen test alaninin
kenarlarinda ve orta alanda gecirdigi siireler, yiiriime siiresi, toplam Kkatedilen

mesafeler ile kullanilan hiicre sayisi ve yiizdesi degerlendirildi.
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3.6.4.3 Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi:

Yikseltilmis art1 labirent testi, sicanlarda anksiyetenin test edilmesi igin
yapildi. Yiikseltilmis art1 labirent testi davranigsal bilimde yaygin kullanilan testlerden
biri olmasi nedeniyle seg¢ilmistir (131). Labirent; yerden yiiksekligi 50 cm olan
merkezde 5x5 cm’lik bir alan ile iki agik (50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde ve
0,5 cm kenar yiiksekliginde) ve iki kapali (agik kollar ile ayn1 6lglide, yalniz kenar
yiiksekligi 40 cm) koldan meydana gelmistir. Sicanlar agik kollara dontik olarak
platforma konuldu ve 5 dk siireyle gozlenerek analiz edildi. Ag¢ik ve kapali kollara
girme sayisi1 ve agik ve kapali kollar ile merkezde gecirilen siireler Olgiiliip

degerlendirildi.

3.6.4.4 Zorlu Yiizme Testi:

Depresyon davraniginin degerlendirilmesi igin zorlu ylizme testi yapildi. Zorlu
ylizme testi depresyon benzeri davraniglarin 6l¢iimiinde yaygin kullanilan ve yiiksek
gecerlilige ve hassasiyete sahip bir test oldugu i¢in se¢ilmistir (132). Porsolt yilizme
testi i¢in sicanlar ayr1 ayr1 50 cm yiikseklik ve 30 cm ¢apinda olan suyla dolu silindir
seklindeki bir kaba birakildi. Suyun seviyesi si¢anlarin disariya atlamasina olanak
tanimayacak sekilde ayarlandi (38-40 cm). Silindirdeki suyun 1s1s1 25°C ayarlandi ve
siganlarin davranislar1 bir video kamera ile izlendi. Toplam 5 dk siiresince toplam

hareketsiz durma siiresi ile hareketsiz ve hareketli durma sayilar 6l¢iildii.

Deneylerin tamamlanmasinin ardindan tiim siganlar hafif eter anestezisi altinda
sakrifiye edildi ve kan alimin1 takiben beyin dokusu hizla ¢ikarildi. Buzla sogutulmus
ortamda biligsel fonksiyonlar ve davranisla iligkili beyin bolgesi olan hipokampus ve
prefrontal korteks disseke edildi. Beyin dokularinin yarisi ELISA ve biyokimyasal

Ol¢iimler i¢in diger yarisi da immunhistokimyasal degerlendirme i¢in ayrildi.
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3.6.5 Sakrifikasyon ve Dokularin Ayrimi

Davranis deneyleri tamamlandiktan sonra tiim siganlara hafif eter anestezisi
uygulanip sakrifiye edildi ve kan alimindan sonra beyin dokulart ¢ikarildi. Buzla
sogutulmus ortamda davranisla ilgili beyin bolgelerinden amigdala, prefrontal kortex

ve hipokampus alindu.

3.6.6 Biyokimyasal Degerlendirme:

Sakrifikasyondan sonra tiim hayvanlarin kanlar1 intrakardiyak olarak alinarak
plazmalar1 ilgili analizler yapilincaya kadar —80°C’de saklandi. Alinan &rneklerde
leptin, LDL, HDL seviyeleri 6lgiildii. Doku SIRT-1 seviyeleri ticari ELISA kitleri ile
kit protokoliine gére 6lciildii. inflamasyonla iliskili sitokinlerden TNF-alfa seviyeleri

ticari ELISA Kkitleri ile kit protokoliine gore 6l¢iildii.

3.6.6.1 Leptin ol¢iimii

Leptin seviyeleri, Elabscience Rat Leptin ELISA Kit (Katalog numarasi: E-
EL-R0582, USA) kullanilarak o6l¢iildii.

Kitin duyarliligt 0.1 ng/mL, olgim araligi ise 0.16-10 ng/mL’dir. Kitler

protokoldeki asamalara gore uygulandi:

e ELISA plagindaki ilk siituna 100 pl standartlar yerlestirildi ve diger
kuyucuklara 6rnekler yerlestirildi. Her kuyucuga 100 pl 6rnek konulup plagin
lizeri kapatilarak 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi.

e inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki soliisyon dékiilerek her kuyucuga 100 ul
biotinize galigma soliisyonu eklenerek plagm iizeri kapatilip 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildi.

e inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 pl
yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

e Plaktaki biitiin kuyucuklara 100 pl HRP konjugat calisma soliisyonu koyuldu
ve plagin iizeri plak filmi ile kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildu.
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e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 pl

yikama soliisyonu ile 5 kez yikanda.

e Plaktaki biitiin kuyucuklara 90 pul substrakt reaktifi koyuldu. Plagin iizeri yeni
bir plak filmi ile kaplanarak 37°C’de 15 dakika inkiibasyonda bekletildi. Plagin
1siktan korunmasina dikkat edildi.

e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu koyuldu.

e Absorbans 6l¢iimleri mikroplak okuyucu ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda yapildi. Konsantrasyonlar ng/mL olarak hesaplandi.

3.6.6.2 SIRT-1 Ol¢iimii

SIRT1 seviyeleri, Elabscience Rat SIRT (Sirtuin 1) ELISA Kit (Katalog
numarasi: E-EL-R1102, USA) kullanilarak o6lgiildii.

Kitin duyarlilig1 0.1 ng/mL, dl¢iim aralig1 ise 0.16-10 ng/mL’dir. Kitler

protokoldeki asamalara gore uygulandi:

e ELISA plagindaki ilk siituna 100 pl standartlar yerlestirildi ve diger
kuyucuklara 6rnekler yerlestirildi. Her kuyucuga 100 pl 6rnek konulup plagin
lizeri kapatilarak 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek her kuyucuga 100 ul
biotinize galigma soliisyonu eklenerek plagm iizeri kapatilip 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 pl
yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

e Plaktaki biitiin kuyucuklara 100 pl HRP konjugat ¢alisma soliisyonu koyuldu
ve plagin iizeri plak filmi ile kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 pl
yikama soliisyonu ile 5 kez yikand.

e Plaktaki biitlin kuyucuklara 90 pl substrakt reaktifi koyuldu. Plagin iizeri yeni
bir plak filmi ile kaplanarak 37°C’de 15 dakika inkiibasyonda bekletildi. Plagin

1siktan korunmasina dikkat edildi.
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e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu koyuldu.

e Absorbans 6l¢iimleri mikroplak okuyucu ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda yapildi. Konsantrasyonlar ng/mL olarak hesaplandi.

3.6.6.3 TNF-a Olciimii

TNF-a seviyeleri, Elabscience Rat TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha)
ELISA Kit (Katalog numarasi: E-ELR0019, USA) kullanilarak 6l¢iildii.

Kitin duyarlilig1 46.88 pg/mL, 6l¢iim aralig1 ise 78.13- 5000 pg/mL’dir. Kitler

protokoldeki asamalara gore uygulandi:

e ELISA plagindaki ilk siituna 100 pl standartlar yerlestirildi ve diger
kuyucuklara drnekler yerlestirildi. Her kuyucuga 100 pl 6rnek konulup plagin
lizeri kapatilarak 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi.

e inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki soliisyon dékiilerek her kuyucuga 100 pl
biotinize ¢alisma soliisyonu eklenerek plagm iizeri kapatilip 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakildu.

e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 pl
yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

e Plaktaki biitiin kuyucuklara 100 ul HRP konjugat ¢alisma soliisyonu koyuldu
ve plagin iizeri plak filmi ile kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar 350 ul
yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi.

e Plaktaki biitiin kuyucuklara 90 pul substrakt reaktifi koyuldu. Plagin tizeri yeni
bir plak filmi ile kaplanarak 37°C’de 15 dakika inkiibasyonda bekletildi. Plagin
1siktan korunmasina dikkat edildi.

e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu koyuldu.

e Absorbans olgiimleri mikroplak okuyucu ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda yapildi. Konsantrasyonlar ng/mL olarak hesaplandi.
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3.6.6.4 HDL ol¢iimii

HDL Roche Reflotron HDL test kitleri kullanilarak 6lgiildii. Olgiim aralig1 10-
100 mg/dL veya 0.26-2.59 mmol/L’dir.

HDL test seritleri Reflotron cihazina yerlestirildikten sonra 30 ul plazma

ornegi seridin tizerine pipetlenip HDL olgiimleri yapildi.

3.6.6.5 LDL Olg¢iimii

LDL ol¢timii AFG Bioscience Rat low density lipoprotein (LDL) ELISA kiti
(katalog numarasi: EK720763) ile yapildi. Kitin duyarliligi: 0.1 ng/mL ve 6lgiim
araligr; 1 ng/mL-80 ng/mL’dir.

e ELISA plagmna 50 ul standartlar yerlestirildi ve diger kuyucuklara 40 ul 6rnek
dilienti ve daha sonra 10 pl 6rnek yerlestirildi.

e Plagin iizeri kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Yikama soliisyonu distile su ile 30 kat diliie edildi.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dékiilerek kuyucuklar yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

e Plaktaki kor disindaki biitiin kuyucuklara 50 pul HRP konjugat galisma
soliisyonu koyuldu

e Plagn iizeri plak filmi ile kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki soliisyon dokiilerek kuyucuklar yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

o Plaktaki biitiin kuyucuklara 50 pl Chromogen A soliisyonii ve 50 pl
Chromogen B soliisyonu koyuldu. Plagin iizeri yeni bir plak filmi ile
kaplanarak 37°C’de 15 dakika inkiibasyonda bekletildi. Plagm 1siktan
korunmasina dikkat edildi.

e Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu koyuldu.

e Absorbans olgiimleri mikroplak okuyucu ELISA cihazinda 450 nm dalga
boyunda yapildi. Konsantrasyonlar ng/mL olarak hesaplandi.

30



3.6.7. Immunhistokimyasal inceleme:

Dokular rutin takip sonrast parafine gdmiildii. 5 mikron kalinliginda kesilen
dokulara, SIRT-1 proteininin davranigla iliskili farkli beyin bolgelerindeki
immunreaktivitesini géstermek i¢in immunhistokimyasal inceleme yapildi. Bu amagla
rat spesifik SIRT-1 antikorlar1 kullanildi. Immunhistokimyasal yontemle boyanan
parafin kesitlerde antikor reaktiviteleri 1s1tk mikroskopik goriintiilemesi degerlendirildi

ve semikantitatif olarak skorlandi.

3.6.7.1 Doku Takibi

1-Fiksasyon: Alinan dokular oda isisinda %10’luk formalin igerisinde 48 saat
bekletildi.

2-Fiksatiften uzaklastirma: Dokular 1 gece boyunca fiksatiften uzaklastirmak

amaciyla akan su altinda birakildi.

3-Dehidrasyon: Dokular sirasiyla 20°ser dakika %70-%80-%96 etil alkol serisinden
gecirildi.
4-Postfiksasyon: Dokular sirastyla 20°ser dakika Aseton I-11-111-IV’ten gecirildi

5-Seffaflandirma: Dokular 30’ar dakika Ksilol | ve Ksilol 11 *den gegirildi.

6-Parafinizasyon: Dokular 60 °C’lik etiivde erimis parafin I ve parafin II’de 1’er saat
bekletilip sert parafin icerisine gomiildii. Hazirlanan doku bloklarindan daha sonra
mikrotom ile (Finesse ME +, Thermo Scientific) ile lizinlenmis lamlara 5 mikrometre

kesitler alindi.

3.6.7.2 Boyama

1-Deparafinizasyon: Laml kesitler 1 gece 60 °C etiivde bekletildi. Ksilol Ide
etlivde 20 dakika bekletildikten sonra Ksilol II ve Ksilol III’te oda sicakliginda 10’ar
dakika bekletildi.

31



2-Rehidratasyon: Kesitler sirasiyla absolu alkol ve %96-%80-%70’lik alkollerde

’er dakika gegirilip rehidratasyonu saglandi.
3- Yikama: Kesitler 5 dakika distile suda bekletildi.

4- Boyama: Kesitler Proteinaz K soliisyonu (Digest-All 4, Life Technologies)
icinde 15 dakika tutuldu. Daha sonra doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amactyla 5 dk %3’liikk Hidrojen peroksit uygulandi. Kesitler 3 defa 5’er dakika fosfat
tampon soliisyonu ile yikandiktan sonra 20 dk oda sicakligunda bloklama soliisyonu
(Histostain Plus Broad Spectrum, Life Technologies) ile inkiibe edildi. Ardindan rat
spesifik anti-SIRT-1 (1:200, Bioss Antibodies) antikoru ile 1 gece 4°C’de bekletildi.
Ertesi giin fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder
antikor soliisyonu (Histostain Plus Broad Spectrum, Life Technologies) eklenerek 30
dk bekletildi. Sekonder antikor enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) soliisyonu (Histostain Plus Broad Spectrum, Life Technologies) ile
baglandiktan ~ sonra  antikor-biyotin-avidin-peroksidaz ~ kompleksi  %0.02
Diaminobenzidin (DAB) kullanilarak goriiniir hale getirildi. Mayer’s hematoksilen ile
zemin boyamasi yapildi. Kesitler, dereceli alkollerde dehidratasyon ve ksilol ile
seffaflagtirma islemlerinden sonra entellan ile kapatildi. Boyanan parafin kesitlerde
antikor reaktiviteleri 11k mikroskobik goriintileme sistemi ile degerlendirildi

(Olympus CX-41, Olympus DP21) ve semikantitatif olarak skorland.
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3.6.8 Kullanmilan Cihazlar, Sarf Malzemeler ve Geregler

Tablo 5. Calismada kullanilan cihazlar

Adi/Modeli Calismada Kullanilma
Amaci
Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Hetric Mikro | Deneylerde coktiirme
200R) Islemleri

Vorteks (IKA VF2)

Karistirma Islemleri

Buzdolab1

Orneklerin, kimyasallarin

ve kitlerin saklanmasi

Derin Dondurucu (-80 °C)

Orneklerin Saklanmasi

Nothus Ethovison XT Video Tracking

Sistem

Davranis Testleri

Terazi (Kern EMB 1200-1)

Hayvanlarin Tartim1

Hassas Terazi (Kern ABS 220-4)

Dokularin tartimi

Ultrasonik ~ Homojenizator ~ (Bandelin | Homojenat Hazirlanmasi

Sonopuls)

Inkiibator (JP Selecta) Immunhistokimyasal
Inceleme

Mikrotom  (Finessa ~ME+, Thermo | Immunhistokimyasal

Scientific) Inceleme

Isik Mikroskobu (Olympus CX41RF) Immunhistokimyasal
Inceleme

Elektrofotometrik Plak Okuyucu | ELISA

(BiotekEL X 800)

Manyetik Karistirict (VELP Scientifica) Cozelti

homojenizasyonunun

saglanmast

Reflotron Plus (Roche)

HDL 6lciimii
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Tablo 6. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Adi

Kullanim Amaci

Sekabol (C. Erba)

Dezenfeksiyon amaciyla

Dietil Eter (VWR)

Sakrifikasyon sirasinda

Serum Fizyolojik

Sakrifikasyon sirasinda
ve ¢ozelti hazirlanmasi

PBS (phosphate buffered

(Panbiotech)

saline)

Doku homojenizasyonu
igin

2 ml eppendorf tiip (Kirgen)

ELISA yonteminde

15 mL falcon tiip (Kirgen)

Santrifiyj islemi i¢in

50 mL falcon tiip (Kirgen)

Santrifiyj islemi i¢in

Reflotron test strips for Cholesterol (Roche)

Kolesterol 6l¢iimi

Eldiven nitril ISOLAB)

Deney asamalarinda

Doku takip kasedi (kapakli, mega boy)
(Biooptica)

Doku takip asamalarinda

Deney tiipii polistren 5 ml (BD)

Olgiim amaciyla

Rat LEP (Leptin) ELISA Kit (Elabscience)

Leptin 6lgtimii

Rat LDL (Low Density Lipoprotein)
(Elabscience)

LDL 5lciimii

Rat SIRT1 ELISA Kit (Elabscience)

Sirt-1 proteini 6l¢timi

Rat TNF-a ELISA Kit (Elabscience)

TNF-o 6l¢timii

Rat SIRT1 antibody (Bioss Antibodies)

Sirt-1 immiinreaktivitesi
Ol¢iimii

3.7 Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler IBM SPSS Statistics 24 Programi ile tek yonli ANOVA ile

degerlendirildi. Veriler ortalama +/- standart hata olarak eklendi. Gruplarin

ortalamalar1 arasindaki farklar SPSS 22.0 programiyla One-way ANOVA Post-hoc
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LSD testiyle incelendi. Bagimsiz gruplarda ikili gruplarin karsilastirmalar: t-testi ile
yapildi (133). Anlamlilik p<0.05 olarak alindi.

3.10 Arastirmanmin Sinirhiliklari

Destek yetersizligi nedeniyle yapilmasi planlanan trigliserit ve kortikosteron

Olctimleri yapilamamustir.
3.11 Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(DEU-TF HADYEK) tarafindan kurulun 04.07.2019 tarihli toplantisinda

gergeklestirilmesinin uygun olduguna karar verilmistir (karar no 68/2019).
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4, BULGULAR

4.1 Viicut Agirhg Takibi
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Sekil 3. Sicanlarin 12 haftalik ortalama agirliklar: (gr)
* p<0.05 12. Haftada kontrol grubuyla karsilagtirildiginda

Deney sonunda gruplar arasi karsilastirmada YYD grubu, YYD+SP150 ve
YYD+SP450 gruplarinin agirliklart kontrol grubuna gére anlamli olarak daha fazladir
(p<0.05). Ayrica YYD+SP150 grubunun agirlig1 YYD gore anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur (Sekil 3).
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Tablo.7 Siganlarin Agirlik Olgiimleri.

Gruplar Grupl Grup 2 Grup3 Grup4 p
YYD+SP150 YYD+SP450
KONTROL YYD

Baslangi¢ 83.6857 94.6286 78.8429 88.1143 p=0.269
Agirhiklar: (g)
Son agirliklar (g) 340.9429 487.0429 414.1286 452.0714 1-2 i¢in p=0.000

1-3 igin p=0.005
1-4 igin p=0.000
2-3 igin p=0.006

6. - 12. Hafta 59.5857 115.3571 106.1571 87.1571 1-2 i¢in p=0.024
agirhk  kazamim 1-3 igin p=0.000
(9) 1-4 i¢in p=0.000

2-4 igin p=0.020

Toplam  Agwrhk 257.2571 392.4143 335.9000 364.0714 1-2 i¢in p=0.000
Kazammu (g) 1-3 i¢in p=0.002
1-4 igin p=0.000
2-3 igin p=0.028

Spirulina uygulamasinin yapildigi 6. ve 12. Hafta agirhk kazanimi
karsilagtirildiginda YYD, YYD+SP150 ve YYD+SP450 gruplar1 kontrole gore
anlamli olarak daha fazla kilo artis1 olup YYD+SP450 grubu YYD grubundan anlaml
olarak daha az kilo artigina sahiptir (p=0.020). YYD+SP450 grubu ve YYD grubunun
12 haftalik toplam agirlik kazanimlari anlamli olarak farkli olmayip spirulina
uygulamasinin yapildig 6. ve 12. hafta son 6 hafta YYD+SP450 grubu YYD grubuna
kiyasla 28.2 gr ve %24,4 daha az kilo artisina sahip bulunmustur (Tablo 7).
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4.2 Serum Leptin Diizeyleri

Serum leptin diizeyleri YYD grubunda kontrol grubuna goére daha yiiksektir.
(p<0.05) (Sekil 4).

6,00 -
5,00 -

4,00 -

3,00 -

2,00 -

1,00 -

Leptin Seviyeleri (ng/mL)

0,00 -
COKONTROL BYYD MYYD+SP150 8 YYD+SP450

Sekil.4 Serum Leptin Diizeyleri (ng/mL).* p<0.05; kontrole gore.

4.3 Serum HDL Kolesterol Diizeyleri

Serum HDL kolesterol degerleri gruplar arasinda anlamli olarak farklidir
(p<0.05). YYD+SP450 grubu kontrole ve YYD grubuna gore ve YYD+SP150 grubu
kontrole gére anlamli olarak daha yiiksek HDL seviyesine sahiptir (p<0.05) (Sekil 5).
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Sekil.5 Serum HDL Kolesterol Diizeyleri. **p<0.05 kontrol ve YYD grubuyla
karsilastirildiginda.
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4.4 Serum LDL Diizeyleri

Serum LDL seviyeleri gruplar arasinda anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0.05) (Sekil 6).

20,00 -
18,00 -
16,00 - [
14,00 -

12,00 -
10,00 - I
8,00 -
6,00 1 T
4,00 A
2,00 -
0,00 -

Serum LDL Seviyeleri (ng/mL)

OKONTROL BYYD DOYYD+SP150 HBEYYD+SP450

Sekil 6. Serum LDL Seviyeleri (ng/mL).

4.5 Davramis Deneyleri Bulgulari
4.5.1 Morris Su Labirenti Bulgular:

Ogrenmeyi degerlendirdigimiz, platformu bulma siireleri tiim gruplarda 1.giine

gore azalmig ve 6grenme giine bagli olarak artmistir (p<0.05) (Sekil 7).

YYD+SP150 grubunun platformu bulma siiresi 3. giin kontrol ve YYD grubuna
gore ve 4. Giin kontrole gore anlamli olarak diistiktiir (p<0.05). YYD+SP450
grubunun platformu bulma siiresi 4. Giin kontrol ve YYD grubuna gore ve 3. Giin
kontrole anlamli olarak diistiktiir (p<0.05) (Sekil 8).
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1. ve 4. giinler karsilastirma grafigi
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Sekil 7. Sicanlarin 1. ve 4. giinler platformu bulma siireleri.
* p<0.05; Tiim gruplarda 1. Giine gore karsilastirildiginda.
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Sekil 8. Morris su labirenti testi 4 giinliik platformu bulma siireleri.

* p<0.05; kontrole gore, **p<0.05; kontrole ve YYD’ye gore.

40



30 ;

252 i

20 .

15 ]

10

Hedef kadranda gegirilen zaman (5)

OKONTROL HEYYD @DYYD+SP150 HYYD+SP450

Sekil 9. Morris probe testi; hafizanin degerlendirildigi 5. giinde sicanlarin

platform bolgesinde bulunma siireleri (s).

Morris su labirentinde probe denemesinde hedef kadranda gegirilen siireler
arasinda gruplar arasi farklihk gdzlenmemistir (p<0.05) (Sekil 9). Ikili grup
karsilagtirmalarinda YYD+SP450 grubu kontrole gore hedef kadranda daha az zaman
gecirmistir (p<0.05).

4.5.2 Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan testinde katedilen mesafeler karsilastirildiginda, gruplar arasinda
anlaml1 bir fark bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 10).
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Sekil 10. A¢ik alan testi katedilen mesafe.
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Sekil 11. Orta alanda gegirilen siire. *p<0.05;kontrol ve YYD+450SP’ye gore.

Agcik alan testinde, orta alanda gegirilen siire YYD+SP150 grubunda kontrol ve
YYD+SP450 gruplarina gore anlamli olarak farklidir ve YYD+SP150 grubunun orta
alanda daha fazla zaman geg¢irdigi gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 11).

4.5.3 Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgular

Yikseltilmis art1 labirent testinde katedilen mesafelerde gruplar arasinda

anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p<0.05) (Sekil 12).
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Sekil 12. Yiikseltilmis art1 labirent testinde katedilen mesafeler.

Yiikseltilmis art1 labirent testine gore agik kollarda YYD grubu kontrol

grubuna gore anlamli olarak daha az zaman gegirmistir (p<0.05) (Sekil 13).
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Sekil 13. Acik kollarda gegirilen zaman.

*p<0.05; kontrole gore.



4.5.4 Zorlu Yiizme Testi Bulgulari

Zorlu ytizme testinde hareketsiz gegirilen siire gruplar arasinda anlamli olarak
farklidir (p=0.002). Yiiksek yaghh diyet grubunun kontrol, YYD+SP150 ve
YYD+SP450 gruplarina gore anlamli olarak daha fazla hareketsiz zaman gecirdigi
gozlendi (p<0.05) (Sekil 14).
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Sekil 14. Zorlu yiizme testi hareketsiz durma zamanu.
*p<0.05; kontrol, YYD+SP150 ve YYD+SP450’ye gore.

4.6 Doku Leptin Seviyeleri

Prefrontal korteks leptin diizeyleri karsilastirildiginda kontrol, YYD ve
YYD+SP150 gruplar arasinda anlamli fark olustugu goriildii. YYD ve YYD+SP150
gruplarinda leptin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulundu
(sirastyla p=0.045 ve p=0.009). YYD grubu ile YYD+SP150 ve YYD+SP450 gruplari
arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 15).
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Sekil 15. Prefrontal korteks leptin seviyeleri. *p<0.05; kontrole gore.

4.7 Doku Tnf-o Olciimleri

Prefrontal korteks TNF-o diizeylerinde gruplar arasi anlamli farklilik
bulunmaktadir. Y'YD+SP450 grubu kontrol grubuna gére (p<0.001) ve YYD grubuna
gore (p=0.012) anlaml olarak diisiiktiir. YYD+SP150 grubu TNF-a kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiiktiir. Hipokampus TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda
anlamli  farklilk bulunmamaktadir (p>0.05). 1kili grup karsilastirmalarinda
YYD+SP150 grubunda kontrole gore disiiktiir. Amigdalada TNF-a diizeylerinde
gruplar arasinda anlaml fark bulunmamaktadir (p>0.05) (Sekil 16).
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Sekil 16. Doku TNF-a Seviyeleri.
*p<0.05; YYD ve kontrole gore.

4.8 Doku SIRT-1 Ol¢iimleri

Prefrontal korteks SIRT-1 seviyeleri gruplar arasinda anlamli olarak farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Hipokampus SIRT-1 seviyelerinde gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Amigdala SIRT-1 seviyelerinde gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 17).
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Sekil 17. Doku SIRT-1 Seviyeleri.
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4.9 immunhistokimyasal degerlendirme

Beyinde prefrontal korteks, hipokampus ve amigdalada SIRT-1 immiinhistokimyalar1
yapilmistir (Sekil 18). Incelenen beyin bélgelerinde SIRT-1 immunreaktivitesi
semikantitatif olarak skorlanmig ve gruplar arasinda anlamli fark olmadig
goriilmistir (p>0.05) (Tablo 8).

Tablo 8. Prefrontal korteks SIRT1 immunreaktivitesi.

Gruplar SIRT1
KONTROL 2.50+0.22
YYD 2.0+0.25
YYD+SP150 2.33+£0.30
YYD+SP450 2.16+£0.21
KONTROL YYD SP-150 SP-450

Hipokampus

S[E
=
=
X
g
-

Sekil 18. Beyin bolgelerinde SIRT1 immunhistokimyasal boyama goriintiileri.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde yetersiz ve dengesiz beslenme, degisen yasam kosullari, azalmig
fiziksel aktivite, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkileri ile obezite ve fazla kiloluluk
artmaktadir. Obezitenin de ana nedenlerinden biri de yiiksek yagh ve seker igerikli
sagliksiz gidalarin asir1 tikketimidir (134). Hayvanlarda cgesitli obezite modelleri
bulunsa da diyet kaynakli olarak yiiksek enerjili ve yliksek yagl diyetler siklikla
kullanilmaktadir ve siklikla kullanilan diyetler %45-%60 yagh diyetlerdir (43). %30
ve tizeri yagh diyetler kolaylikla obeziteye neden olmaktadir (135).

Ratlarda yag alimi, viicut yag ve kilo kazanimi arasinda pozitif bir iliski vardir.
Bununla birlikte alinan yag yiizdesi arttik¢a kilo aliminin arttig1r goriilmiistiir (136).
Enerji degerinin %60’1 yaglardan meydana gelen yiiksek yagl diyetle beslenen
Sprague Dawley sicanlar ile yapilan 12 haftalik bu calismada YYD grubunda kilo
alimi kontrol grubuna gdre anlamli olarak artmistir. Literatiirde de kemirgenlerde
yiiksek yagli diyetle birlikte belirgin kilo artist gozlenen calismalar bulunmaktadir
(135). Kemirgenlerde yiiksek yagli diyet ile beslenmeyle belirgin agirlik artist
olustugunu gosteren ¢alismalar olmasina ragmen Omagari ve ark. (2008) yaptiklar
calismada yiiksek yagl diyetle beslenmeyle agirlikta anlamli bir artisin olmadigini

gostermiglerdir (137).

Bu calismada agirlik degisim farklart YYD, YYD+150SP ve YYD+450SP
olmak iizere 3 grupta da baslangica ve kontrole gore 12 haftanin sonunda artmis ve bu
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). En fazla agirhik
degisimi YYD grubunda gdzlenmistir. Arastirmacilara gore kilo aliminin kontrol
ratlara gore viicut agirhi@inin %10-25 daha fazla olmasi 1limli obezite olarak
degerlendirilebilir (138,139). Bizim caligmamizda SP uygulamasmin yapildig: 6.

haftada kontrol grubuna gore diger gruplarda obezitenin gelistigi goriilmektedir.

Bir obezite tedavisinin etkinligi daha c¢ok kilo alimini o&nlediginde,
baslangigtaki agirliktan %5-10 kilo kayb1 olusumuna neden oldugunda ve kilo kayb1
uzun siireli saglandiginda basarili kabul edilmistir (140). Calismamizda 12 haftalik
yiksek yagl diyet tiiketimi ile YYD grubu kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
fazla kilo almistir. YYD+SP150 ve YYD+SP450 grubu da kontrol grubuna gore daha
fazla kilo kazanmustir. Spirulina uygulamasinin yapildigi 6-12. haftalar arasinda kilo
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alimlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda YYD+SP450 grubunun YYD grubuna
gore anlamli olarak daha az Kkilo alimmna sahip oldugu gozlenmistir. Spirulina
uygulamasi ile agirlikta azalma olmamis ancak YYD+SP450 grubunda kilo aliminin
YYD grubuna gore %24,4 oraninda baskilandigi goriilmektedir. Literatiirde
spirulinanin obezite, viicut agirligi ve metabolik parametreler tizerine olumlu etkisi
hakkinda Klinik ve hayvan c¢alismalart1 bulunmaktadir (141). Bir metaanaliz
caligmasina gore spirulina tiiketimi obezlerde viicut agirligi, viicut yag yiizdesi ve bel
cevresi kalinligimi anlamli olarak diistirmiistiir (104). 10 hafta yiiksek yagh diyet
tilketen ratlarda 4 hafta 250 mg/kg Spirulina maxima uygulamasi kilo alimin1 doz
bagimli olarak anlamli olarak diistiirmistiir (34). YYD tiiketen farelerde 2 g/kg
Spirulina platensis protein hidrolizati viicut agirligi kazanimi %39,8 oraninda
baskilamistir (142). Zucker ratlarda ise 12 hafta 28,5 mg/kg Spirulina platensis
uygulamasi viicut agirligi tizerinde bir etkiye neden olmamustir (143). 8 hafta boyunca
yiiksek yagl ve siikroz igerikli diyetle beslenen ratlara 150 mg/kg Spirulina Platensis
%55 ethanol ekstrati verilmis ve kilo kazaniminin yiiksek yagli diyet grubuna gére bu
grupta daha az oldugu goriilmiistiir (144). 6 hafta boyunca 150 mg/kg ve 450 mg/kg
Spirulina Maxima uygulamas: anlamli olarak anti-obezite etki gostermistir (33).
Klinik olarak da 52 obez hastada yapilan ¢caligmada 12 hafta boyunca kalori kisitlamali
diyetle giinliik 2 gr Spirulina alim1 viicut agirligini, viicut yagini, BKI ve bel ¢evresini
anlamli olarak diistirmistiir (145). Bizim ¢alismamiza gore de 12 haftalik yiiksek yagl
diyet alan ratlarda 6 hafta 150 mg/kg SP uygulamasi kilo kazanimi iizerinde etki
gostermemis ancak 450 mg/kg SP kilo alimini baskilamistir. Mikroalglerin antiobezite
etkisi bilinmektedir (146) ve bizim ¢alismamizda literatiir verilerine benzer sekilde

450 mg/kg SP Kkilo alimi iizerinde olumlu etki gostermistir.

Obezite dislipidemi ile iliskili olup literatiirde bir ¢alismada 16 haftalik yiiksek
yagl diyet ile beslenen ratlar normal diyetle beslenen ratlarda gore serum trigliserid,
total kolesterol, LDL kolesterol ve VLDL kolesterol seviyeleri artmis HDL kolesterol
seviyesi ise azalmistir (147). Amin ve Nagy (2009)’nin c¢alismasina gore 14 hafta
yiksek yagh diyetle beslenen ratlarin daha yiiksek serum trigliserid, total kolesterol,
LDL kolesterol seviyelerine ve daha diisiik HDL kolesterol seviyesine sahip oldugunu
bildirmiglerdir (148). Bu calismada YYD grubunda HDL seviyeleri kontrole gore

farkli bulunmamistir. Calismamizda serum LDL seviyelerinde ise anlamli farklilik
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bulunmamustir. Yiiksek yagl diyetle beslenmis ratlarda 8 haftalik 150 mg/kg Spirulina
platensis proteaz hidrolizat1 yiiksek trigliserit, total kolesterol ve LDL seviyelerinin
diismesini, HDL seviyelerinin ise artmasini saglamistir (149). Ayrica Li ve arkadaslari
yiiksek yagli diyetle beslenmede 8 haftalik Spirulina uygulamasinin HDL kolesterolii
artirdigin1 ve LDL kolesterol trigliserit ve total kolesterol seviyelerini diistirdiigiinii
gostermistir (144). Calismamizda SP’nin LDL seviyeleri iizerinde etkisi gézlenmemis
olup YYD+SP450 grubu HDL seviyeleri kontrol ve YYD grubuna gére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Klinik olarak da 62 obez hastada yapilan ¢alismada 12
hafta boyunca giinlilk 1 gr Spirulina uygulamasit HDL kolesterolii anlamli olarak

artirmistir (150).

Yiiksek yagli diyetin neden oldugu obezite ve metabolik bozukluklar sonucunda
depresyon ve bilissel fonksiyonlarda bozulma gibi psikopatolojiler olusabilmektedir.

Insan ve hayvan calismalarina gére obezite azalmis bilissel fonksiyonlar ile iliskili

bulunmaktadir (5,14,15,151).

Caligmamizin ana hipotezlerinden biri de yiiksek yagli diyet ile beslenmenin
kontrol grubuna gore 6grenme ve bellek bozuklugu gosterecegi ve yiiksek yagl diyet
ile beslenen ratlarda Spirulina uygulamasinin ile 6grenme kabiliyetlerinin anlaml
sekilde gelisecegi tizerine kuruldu. Literatiirde yiiksek yagli diyet maruziyetinin
kognisyon iizerinde olumsuz etkisi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir. Morris su
tank1 testi de hipokampal bagimli spasyal bellegi degerlendirmek igin siklikla
kullanilan testlerden biridir (62). Morris su tanki testi o6zellikle Alzheimer gibi
norokognitif bozukluklarda spasyal 6grenme ve bellegi degerlendirmek igin
kullanilmaktadir (119).

Caligmamizda 12 haftalik yiiksek yagli diyet ve 6 hafta Spirulina uygulamasinin
spasyal bellek {izerindeki etkisi Morris su labirenti testi ile degerlendirildi.
Calismamizda ratlarda 4 giinliik 6grenme periyodunda tiim gruplarda 1. Giin ve 4. Giin
karsilastirmalarinda anlamli farklilik bulunmus olup ratlarin platformu 6grenmistir
ancak probe test periyodunda hedef kadranda bulunma siiresinde gruplar arasinda
farklilik gozlenmemistir. Calismamizda Morris su labirenti testi verilerine gore
sicanlarda 12 hafta yiiksek yagh diyet tiketimi 6grenme ve bellek bozuklugu
gostermemistir. Literatiirde bir¢ok ¢alismaya gore yiiksek yagli diyetin Morris su tanki
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testinde hipokampal bellegi bozdugu gosterilmistir (8). Ancak literatiirde yiiksek yagl
diyet tiiketimi ile 6grenme ve bellek bozuklugu gerceklestigi goriilmeyen az sayida
caligma da bulunmaktadir. Mielke ve arkadaslarinin uzun siireli 5 ve 10 ay %45 yiiksek
yagl diyet tiiketimi ile farelerde anlamli olarak kilo alimima neden olmus, ancak
Morris su tanki verilerine gore spasyal 6grenme ve bellek bozukluguna neden
olmamustir. Spasyal performansa genetik egilim g6z ontinde bulundurulursa C57BL/6
farelerde morris su tanki testinin yeteri kadar hassas olamayabilecegi diistiniilmiistiir
(152). %60 YYD ve %55 yiiksek fruktoz igerikli diyetin karsilastirildigi bir ¢calismada
yiiksek fruktozlu diyet morris su tanki performansini bozarken 10 haftalik YYD morris
su tanki testinde bir etkiye neden olmamustir (153). Yiiksek yagh diyet ile kognitif
bozulma arasinda giiclii bir iliski bulunmasina ragmen kullanilan hayvan cinsi, yasi,
diyet uzunlugu, diyet iceriginin farkli oldugu cesitli arastirmalar bulundugu i¢in bu
farkliliklar bunlardan kaynaklaniyor olabilir (62,64). Ayrica 6grenme ve bellek
tizerinde ve depresyon gibi davranmis bozukluklari {izerinde Spirulinanin etkinligi
hakkinda literatiirde olduk¢a az ¢alisma bulunmaktadir ve diyete bagl spasyal bellek

bozuklugunda Spirulinanin etkisi hakkindaki ¢alismalar sinirlidir.

Kainik asit uygulamasi ile norotoksisite ve spasyal d6grenme bellek eksikligi
gelisen farelerde Spirulina maxima uygulamasi Morris su tankina gére doz bagiml
olarak (200,400,800 mg/kg) spasyal 0grenmeyi artirmistir ve Spirulina uygulamasi
oksidatif stresi azaltip ndroprotektif etkiler gostermistir (154). Scopolamine nedenli
demans olusturulan farelere 50, 100, 200 ve 400mg/kg fermente Spirulina Maxima
ekstrat1 uygulanmis ve 200 ve 400 mg/kg Spirulina maxima ekstratinin benzer olarak
morris su tanki performansini artirdigi gosterilmistir. Spirulinanin kognitif fonksiyonu
artirict  etkisinin  iceriginde f-karotenin antioksidan 6zellige bagli oldugu
diistintilmektedir (155). SAMPS tiirii farelerde 12 hafta 50 mg/kg ve 200 mg/kg
Spirulina Platensis uygulamasi pasif sakinma testinde spirulina gruplarinda pasif
sakinma zamanini artirmigtir. Hipokampiiste de B-amiloid birikimini doza bagimh
olarak azaltarak bellek kaybini azalttigi bildirilmistir (156). AB1-42 enjeksiyonu
yapilan farelerde 4 hafta boyunca 150 mg/kg ve 450 mg/kg %70 Spirulina Maxima
etanol ekstrat1 uygulanmis Spirulina uygulamalart morris su tankinda platformu bulma
zamanini azaltmistir (157). Adolesan donemde stres uygulanan ratlarda 2 haftalik 200

mg/kg Spirulina platensis uygulamasi morris su tankinda hedef kadranda gegirilen
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zamani artirmistir. Ayrica pasif sakinma testinde 200 mg/kg ve 400 mg/kg Spirulina
uygulamasinda 200 mg/kg Spirulinanin daha etkili oldugu goriilmiistiir (158).

Anksiyetenin degerlendirilmesi i¢in yapilan acik alan testinde literatiirde bir
calismada 12 ve 16 haftalik YYD, kontrol grubuna gore merkezde gecirilen zamani
azaltmistir (159). Baska bir ¢alismada 12 hafta %58 yag icerikli diyet tiiketen farelerde
acik alan testinde merkezde gecirilen zaman ve merkez alana giris sayisini1 azaltmistir
(63). Bir diger ¢alismada ise 4 haftalik YYD agik alan testinde anksiyolitik etkiye
neden olmus ancak 12 haftalilk YYD tiketimi agik alan testinde bir farklilik
yaratmamistir (160). Calismamizda agik alan test bulgularina goére buna benzer sekilde
katedilen mesafelerde anlamli bir fark bulunmayip YYD+SP150 grubu kontrole gore
orta alanda daha fazla zaman gec¢irmistir. Literatiirde bir ¢alismada adolesan stres
nedenli anksiyetede acik alan testinde 2 haftalik 200 mg/kg Spirulina Platensis

uygulamasi merkezde gegirilen zamani anlamli olarak artirmistir (161).

Calismamizda anksiyeteyi degerlendirdigimiz bir diger test olan yiikseltilmis
art1 labirent testinde katedilen mesafelerde anlamli bir fark bulunmayip YYD grubu
acik kollarda daha az zaman gecirmistir. 12 haftalik %58 yag icerikli diyet tiikketen
farelerde yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollara giris sayist etkilenmezken
calisgmamizla benzer olarak acik kollarda gecirilen zaman azaltmistir (63). 4 aylik
yiksek yagli diyet tiiketimi yiikseltilmis arti labirent testinde yiiksek yagli diyet
tiketenler agik kollarda daha az zaman gecirmislerdir bu da yiiksek yagli diyetin
anksiyete benzeri davranisa neden oldugunu gostermektedir (162). Bunlarin aksine bir
diger ¢alismada ise 4 haftalik YYD yiikseltilmis art1 labirent testinde anksiyolitik
etkiye neden olmus ancak 12 haftalik YYD tiiketimi yiikseltilmis art1 labirent testinde
bir farklilik yaratmamistir (160). Yiiksek yagli diyetin anksiyete {izerine etkisi
hakkinda literatiirde celigkili calismalar bulunmakta olup bu farkliliklar kullanilan
hayvan cinsi ve diyetin uzunlugu gibi farkliliklardan kaynaklanmakladir (163,164).
Calismamizda SP’nin anksiyete benzeri davranisa etkisi gézlenmemis olup bu konuda
az calisma bulunmaktadir. Spirulinanin anksiyolitik etkisinin incelendigi bir ¢alismada
300 mg/kg ve 400 mg/kg Spirulina Platensis yiikseltilmis art1 labirent testinde agik
kollarda gegirilen zamani1 anlamli olarak artirmistir ve anti-anksiyete etkiye neden
olmustur (165). Diger bir ¢alismada adolesan stres nedenli anksiyetede 15 giin 200

mg/kg SP uygulamasi agik alan testinde merkezde gegirilen zamani ve yiikseltilmis
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art1 labirent testinde agik kollarda gegirilen zamani artirmistir ve anti-anksiyete etkisi
gozlenmistir (161). Ancak yiiksek yagli diyete bagli anksiyete {izerine Spirulina
Platensis’in etkisini inceleyen bir ¢alisma bulunmamakta olup calismamizda da

Spirulinanin anti-anksiyete etkisi gézlenmemistir.

Zorlu ylizme testi hayvan modellerinde depresyon davranisini degerlendirmek
icin siklikla kullanilan bir test (132) olup ¢alismamizda zorlu ylizme testine gore
kronik yiiksek yagl diyete maruz kalan hayvanlarda depresyon benzeri davranis
gbzlenmistir. Literatiirde de yiiksek yagl diyet tiiketimi depresyon benzeri davranislar
olusan caligmalar bulunmaktadir. Bir ¢alismaya gore 12 haftalik %58 yagl diyet
tiikketen farelerde YYD grubunda zorlu yilizme testinde hareketsizlik zaman1 artmistir
(63). Buna benzer olarak c¢alismamizda zorlu yiizme testinde yiiksek yagli diyet
grubunda immobilite zaman1 kontrol grubuna goére anlamli olarak artmustir. Yiiksek
yagl diyetle beslenen ve 150 mg/kg ve 450 mg/kg Spirulina Platensis uygulanan
gruplarda immobilite zaman1 YYD grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Bu da yiiksek yagl diyet grubunda artan depresyon benzeri davranislarin Spirulina

uygulamasi ile diizeldigini géstermektedir.

Literatiirde Spirulinanin depresyon lizerindeki etkisini inceleyen az sayida
calisma vardir ve yiiksek yagli diyete bagl depresyonda Spirulinanin etkisini
inceleyen c¢alisma bulunmamaktadir. 14 giin siireyle 10ml/kg/giin Spirulina
uygulamasi zorunlu yilizme testinde kontrol grubuna gére immobilite zamanini anlamli
olarak diisiirmiistiir ve antidepresan etkisi olabilecegi disiiniilmektedir (166).
Deneysel depresyon olusturulmus farelerde 7 giinliik 100, 200 ve 400 mg/kg Spirulina
Platensis tedavisi zorunlu ylizme testinde immobilite zamanini anlamli olarak
diisiirmiis ve Spirulina Platensisin antidepresan etkisi gosterilmistir (167). Baska bir
calismada adolesan stres nedenli depresyon benzeri davranislarda 15 giinliik 200
mg/kg SP uygulamasi zorunlu yilizme testinde hareketsizlik zamanin1 anlamli olarak
diisiirmiis ve depresyon benzeri davraniglar iizerinde olumlu etki gdstermistir (161).
Calismamizda da bu caligmalarla benzer sekilde Spirulina tedavisi depresyon benzeri

davranislar lizerinde olumlu etkiye neden olmustur.

Adipoz dokudan salinan leptin besin alim1 ve viicut agirliginin diizenlenmesi

stireglerine katilan 6nemli role sahip bir hormondur (168). Calismamizda yiiksek yagl

53



diyet (YYD) grubunda serum leptin seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
artmis; YYD+SP150 ve YYD+SP450 gruplarinda ise YYD grubuna gore daha diisiik
gozlenmis olup anlamli bir fark bulunmamistir. Leptin  hormonu beyinde
noroplastisitede dnemli bir rol oynar ve beynin prefontal korteks ve hipokampus gibi
boliimlerinde fonksiyonel ve yapisal degisiklikler ile ruh hali ve kognisyonu
etkileyebilmekte olup ayrica antidepresan ozellikler gosterir (169). Gegici ve
arkadaslar1 atipik semptomlara sahip depresif hastalarin serum leptin seviyelerinin
kontrole gore daha yiliksek bulundugunu gostermislerdir (170). Bazi depresyon
vakalarinda goézlemlenen hiperleptinemi bozulan leptin hassasiyetine bagli olarak
adipozite ve metabolik bozukluklarla birlikte olusan leptin direnciyle iliskilidir. Ruh
hali bozukluklar1 ve metabolik sendrom birlikte ortaya ¢ikip patofizyolojik siireglerde
de iliskili olduklarindan dolayr artmis leptinin depresyona bagli metabolik
anormalliklerin dolayl1 bir aracis1 gibi goriilebilecegi diistiniilmektedir (169). Leptinin
diisiik seviyeleri rodent ve insanlarda depresyonla iliskili bulunmustur leptin hayvan
modellerinde depresif davraniglar1 6nledigi igin leptin direnci obezlerde daha yiiksek
depresyon oranina neden olabilir ve leptin direncinin obezite ve depresyon
komorbiditesinde ortak bir biyolojik faktor olabilecegi diistiniilmektedir (171). Ayrica
obezite iliskili depresyonun hipokampusta bozulmus leptin aktivitesine bagh
olabilecegi de disiiniilmektedir (172). Bu ¢alismada yiiksek yagli diyet grubunda
leptinin plazma seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis olup prefrontal
kortekste ise yiiksek yagli diyet grubunda ve YYD+SP150 grubunda leptin seviyeleri
kontrol grubuna gbre anlamli olarak azalmistir. Bu da yiiksek yagl diyet grubunda
olusan leptin direncini gosterebilir. Spirulina uygulanan gruplarda ise leptinin plazma
seviyelerinde farklilik bulunmamistir. Ayrica galismamizda depresyonu belirten zorlu
yiizme testinde YYD grubunda kontrol grubuna gore immobilite zamani artmis olup
depresif davraniglar gostermistir. YYD+SP150 ve YYD+SP450 gruplar ise YYD
grubuna gore immobilite zamani anlamli olarak farkli olup kontrol grubu
seviyelerindedir. Bu da spirulina uygulamasi ile YYD grubunda goriilen depresyon
benzeri davranislarin diizeldigini kontrol seviyelerine geldigini gdstermektedir.
Leptinin plazma seviyeleri YYD+SP150 ve YYD+SP450 gruplarinda YYD grubuna

gore daha diisiikk olmasina ragmen anlamli bir farklilik bulunmamuistir ve spirulinanin
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zorlu ylizme testinde depresif davranislar lizerindeki etki mekanizmasi leptine bagl

olmayabilir ve daha ¢ok arastirmaya ihtiyag vardir.

Sirtiiinler yaglanma, inflamasyon ve stres direnci dahil ¢esitli hiicresel siiregleri
diizenler. Noronal sistemlerin korunmasinda ve yaglanma siirecinde de 6énemli bir rol
oynadigi goriilmektedir. Beyinde SIRT1, kalori kisitlamas1 ve egzersiz ile artip yasla
ve yiiksek yagl diyet tiiketimiyle birlikte azalmaktadir (173). SIRT1 beyinde sinaptik
plastisite ve bellek diizenlenmesiyle iliskili bulunmustur ve merkezi sinir sistemi
bozukluklarinin tedavisinde terapotik bir hedef olabilecegi one siiriilmiistiir (23).
Yiiksek yagl diyet beyinde SIRT1 diizeylerinde azalmaya yol agmaktadir (174). Bir
caligmada farelerde 27 haftalik yiiksek yaglh tiiketimiyle diyete bagli obez farelerde
hipokampiiste azalmig SIRT-1 gen ekspresyonuna neden olmustur (175). Diger bir
caligmada da 13 haftalik yiiksek yagh diyet diyete bagli obez farelerde hipokampiiste
PGC1l-a ekspresyonunu azaltirken SIRT-1 ekspresyonunda azalma egilimine neden
olmus ancak anlamli bir fark yaratmamistir. Ayrica bellek tizerinde bir etki
yaratmamistir ancak 20 haftalik YYD ile diyete bagli obez farelerde ise SIRT-1

ekspresyonunda azalma ve spasyal bellek bozuklugu gézlenmistir (25).

Biz de ¢alismamizda prefrontal korteks, hipokampus ve amigdala SIRT1
seviyelerini 6l¢tiikk. Beyin bolgelerinde SIRT1 seviyeleri lizerinde anlamli bir fark
gozlenmedi. SIRTI’in ayrica depresyonla da iligskisi bulunmakta olup SIRT1
ekspresyonun azalmasinin depresyon benzeri davranislar ile iligkili oldugu gézlendigi
gibi SIRT1’in overekspresyonun anksiyete ve depresyonu artirdigini gosteren ¢eligkili
calismalar da bulunmaktadir (176,177). Medial prefrontal kortekste SIRT1 knock
down erkek fareler depresif benzeri davramiglar gostermistir. SIRT-1’in 6n beyin
eksisator noronlarda depresyon benzeri davranislarda cinsiyete bagli olarak 6nemli bir
diizenleyici oldugu gosterilmistir. SIRT1’in kaybi ile mitokondriyal biyogenezde
azalma, artmis asetilasyon ve azalmis PGCl-a’ya yol acabilecegi diisiiniilmektedir
(178). Bu calismalarla geliskili olarak baska bir ¢alismada nukleus akumbenste SIRT-
1‘in ekpresyonunun artis1 agik alan, yiikseltilmis arti1 labirent ve zorunlu yiizme
testlerine gore depresyon ve anksiyete davranislarinda artisla iliskisi goézlenmistir

(179).
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4 haftalik yiiksek yaglh diyet tiiketimi farelerde medial prefrontal korteks ve
amigdada SIRT1 diizeylerinde azalma ve anksiyolitik etkiye neden olmustur ancak 12
haftalik yiiksek yagli diyet ile medial prefrontal korteks ve amigdalada SIRT1
diizeylerinde bir etki gdzlenmemis ve anti-anksiyete etkisi olugsmamaistir (160). Bizim
caligmamizda da buna benzer sekilde 12 haftalik yiiksek yagli diyet tiiketimi ile
hipokampus, prefrontal korteks ve amigdala SIRT1 seviyelerinde anlamli bir
degisiklik olugsmamigtir. Calismamizda beyin bolgelerinde incelenen SIRT-1

immiinhistokimyasal sonuglara gore de bir farklilik gdzlenmemistir.

Obezitede inflamatuar sitokinlerden olan TNF-o’nin asir1 tiretilmesi obezitenin
onemli bir 6zelligi olarak ortaya ¢gikmakta ve insiilin direncine de neden olabilmektedir
(180). Ayrica obezitenin neden oldugu kronik inflamasyon beyin dokularini da
etkilemekte olup obeziteyle iliskili anksiyete gibi duygu-durum bozukluklarina yol
acabilir (181). Biz de bu sebeple prefrontal korteks, hipokampus ve amigdala TNF-a
seviyelerini olgtiik. Prefrontal korteks TNF-o diizeylerinde YYD+450SP grubu
kontrol ve YYD grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Hipokampus ve
amigdalada TNF-a diizeylerinde gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir. Bir
calismada 16 haftalik %60 YYD tiiketimi ile hipokampiis TNF-a diizeyleri anlamli
olarak artmistir (164). Literatiirde bir ¢alismaya gore LPS nedenli sitotoksisitede
Spirulina Platensis mikroglial hiicrelerde TNF-o gibi inflamatuar sitokinleri
azaltmistir (182). iki hafta siireyle 5 mg Spirulina uygulanan yaslanmis ratlarda
serebellumda artan proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ve TNF-f mRNA seviyeleri
Spirulina uygulamas: ile anlamli olarak azalmistir (115). Spirulinanin TNF-a

tizerindeki olasi etkisi antiinflamatuar 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (183).
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde 6nemli bir saglik sorunu haline gelen obezite sadece yasam
standartlarin1 diistirmekle kalmayip birgok ek hastaliga ve hastalik yiikiine neden
olmaktadir. Bu baglamda obezitenin tedavisinde ve kilo kontroliiniin saglanmasinda
diyet tedavisinin yaninda alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. SP’nin yiiksek
yagli diyete bagli obezite ve obezite nedenli olusabilecek spasyal 6grenme bozuklugu

ve depresyon gibi durumlara etkisi incelenmistir.

Bu ¢alismada kronik yiiksek yagli diyet tiiketimi obeziteye neden olmustur ve
450 mg/kg SP uygulanmas1 YYD’e gore kilo kazanimin1 %24,4 oraninda baskilamis
olup SP kilo kontroliinde etkili olabilir. Calismamizda yiiksek yagli diyet 6grenme ve
bellek bozukluguna neden olmamistir ve yiiksek yagl diyet tiiketimine bagl bilissel
fonksiyon bozuklugu ve Spirulinanin 6grenme ve bellek {izerine etkisi hakkinda daha
fazla aragtirmaya ihtiyag bulunmaktadir. Calismamizda yiiksek yagli diyete bagh
SIRT-1 diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunmamais olup obezite ve SIRT-1 iliskisi
hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yiiksek yagli diyet tiketen hayvanlar depresyon benzeri davranisglar
gostermistir ve 150 mg/kg ve 450 mg/kg Spirulina uygulamasi ile depresyon benzeri
davraniglarda diizelme gozlenmistir. Ancak yiiksek yagl diyete bagli depresyon
benzeri davranista Spirulinanin depresyon tizerindeki etki mekanizmasi hakkinda daha

fazla arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.
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