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SICANLARDA GLUTENLI BESLENMENIN BIiLISSEL iSLEVLERE
NMDA RESEPTORU ARACILI ETKISI

Yiiksek Lisans Tezi

Nevin Deniz KIRCA

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Sinirbilimler Anabilim Dah
OZET

Giinliik diyetimizin énemli boliimiinii olusturan bugday, cavdar, yulaf igeren
besinlerde bulunan glutenin, gluten intolerans1 olmayan bireylerdeki etkileri ve bu
etkilerin olusum mekanizmasi gilinlimiizde héalen bir tartisma konusudur. Gluten
proteini olan gliadine kars1 olusan bir immiin yanitin, gliadin ile NMDA reseptoriiniin
aminoasit dizilimindeki benzerlik sonucu bir ¢apraz reaksiyona neden olabilecegi ve
biligsel fonksiyonlar1 etkileyebilecegi hipotezi ileri siiriilebilir. Bu ¢alismada, gelisim
doneminde, glutensiz ve farkli diizeylerde gluten igeren diyetle beslenmenin anksiyete,
lokomotor aktivite, 6grenme ve bellek fonksiyonlari {izerine etkilerini ve bu etkilerin
olas1 olusum mekanizmalarini belirlemek amag¢lanmustir.

Infantil dénemden itibaren erkek Wistar albino sicanlar 3 ay boyunca esit
kaloriye ve protein icerigine sahip standart (%0,56, n=7), glutensiz (%0, n=8) ve
yiiksek glutenli (%12,56, n=7) yemle beslendi. Anksiyete ve lokomotor aktivite
degisimleri, agik alan testi; 6grenme ve bellek islevleri, Morris su tanki testi ile
degerlendirildi. Beyin dokusu NMDA reseptor diizey degisimlerinin yani sira plazma
anti-NMDAR, anti-doku transglutaminaz, anti-gliadin antikor ve alfa-2-
makroglobulin diizeyleri IIFT ve ELISA yontemleriyle belirlendi. Ayrica plazma total
protein, alboumin ve globulin diizeyleri fotometrik yontemle 6lgtildii.

Yiiksek gluten grubunun beden kitle indeksi, glutensiz beslenen gruba gore
daha yiiksek bulundu (p<0,05). Tiim diyet gruplarinda beyin ve serebellum agirliklari,
NMDA reseptor diizeyleri, anksiyete ve lokomotor aktiviteleri bakimindan anlamli bir
fark yoktu. Ancak beyin NMDA reseptor diizeylerinin, diisiik anksiyete gostergesi
olan acik alan testi merkez alanda bulunma siireleri ile ters yonde korelasyon gosterdi
(r=-0,713, p=0,004). Morris su tanki testinde tiim diyet gruplar1 4 giin egitimin
sonunda benzer mekéansal 0grenme performansi gosterdi. Ancak yiiksek gluten
grubunun toplam hareket siiresi ve hizi, glutensiz gruba gore anlamli olarak yiiksekti
(p<0,05). Ortalama hiz 18,20 cm/sn olarak alindiginda ise glutensiz grubun platformu
bulma siiresinin yiiksek glutenli gruptan anlamli olarak kisa oldugu bulundu(p=0,016).
Yiiksek glutenle beslenme, sicanlarda, gliadin, doku transglutaminaz ve NMDA
reseptoriine karst immiin yanit olusturmadi ancak total protein ve globulin
diizeylerinin glutensiz beslenen gruba gore anlamli olarak yiiksekti (p<0,05).



Sonug olarak, literatiir taramamiza gore ilk kez bu tez calismas ile sicanlarda
infantil donemden itibaren uzun siireli glutensiz ve farkl diizeylerde glutenli diyet ile
beslenmenin, fiziksel gelisim, immiin yanit, anksiyete, lokomotor aktivite, dgrenme
ve bellek fonksiyonlari lizerine etkileri gosterildi.

Anahtar Sozciikler: diyet, gluten, mekansal 6grenme, NMDA Reseptorleri, sigan
Tezin sayfa adedi: 96
Damisman: Prof.Dr. Pinar AKAN
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THE EFFECT OF GLUTEN IN RATS ON COGNITIVE FUNCTIONS VIA
NMDA RECEPTOR

Master Thesis

Nevin Deniz KIRCA

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE

Department of Neuroscience
ABSTRACT

The impact of gluten in foods containing wheat, rye and oats, as a large part of
our daily diet, on individuals without gluten intolerance and the mechanisms behind
these effects are still a matter of debate today. It can be hypothesized that an immune
response to gliadin, a gluten protein, may cause a cross-reaction with NMDA receptor,
and affect cognitive functions due to the similarities between the protein and the amino
acid sequence of the receptor. In this study, it was aimed to determine the effects of
long-term diets with different levels of gluten on anxiety, locomotor activity, learning
and memory functions during the developmental period and to evaluate the possible
mechanisms of these effects.

Male Wistar albino rats, in the infantile period, were fed standard (0.56%, n=7),
gluten-free (0%, n=8) and high-gluten (12.56%, n=7) pellet feeds with the same calorie
and protein content for 3 months. The open field maze was used to assess anxiety and
locomotor activity changes, while the Morris water maze was used to assess learning
and memory skills. The alterations in the levels of NMDA receptor in brain tissue,
plasma anti-NMDAR, anti-tissue transglutaminase, anti-gliadin antibody and alpha-2-
macroglobulin levels were measured using IIFT and ELISA methods. The levels of
total protein, albumin and globulin in plasma were also determined by using the
photometric method.

Body mass index of high-gluten group was higher than that of gluten-free
group (p<0.05). There was no significant difference among the diet groups in terms of
brain and cerebellum weights as well as NMDA receptor levels, anxiety levels and
locomotor activities (p <0.05). However, the NMDA receptor levels were negatively
correlated with the time spent in the central area, an indicator of low anxiety in the
open field maze (r=-0,713, p=0,004). After the training in the Morris water maze, all
diet groups showed similar spatial learning performance. However, the total moving
duration and the velocity of the high-gluten group were significantly higher than those
of the gluten-free group (p<0.05). When the average velocity was taken as 18.20
cm/sec, it was found that the time spent finding the platform area in the gluten-free
group was significantly shorter than in the high-gluten group (p=0,016). High-gluten
diet did not result in an immune response against gliadin, tissue transglutaminase and
NMDA receptor in rats, but total protein and globulin levels were significantly higher
in high-gluten group with respect to the gluten-free group (p<0,05).

Vil



In conclusion, according to our literature review, this thesis study demonstrated
the effects of long-term feeding with gluten-free and the diets which have different
amounts of gluten on physical development, immune response, anxiety, locomotor
activity, learning and memory functions in rats from the infantile period for the first
time. In addition, the relationship between the levels of brain tissue NMDA receptor
and rat behavioral tests were evaluated.

Keywords: diet, gluten, NMDA receptors, rats, spatial learning
Page number: 96

Advisor: Prof.Dr. Pinar AKAN
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1. GIRIS VE AMAC

Gluten enteropatisi ya da duyarliligi olan kisiler i¢in temel tedavi yontemi
olarak glutensiz beslenme Onerilir. Ancak giliniimiizde glutensiz beslenme konusu
saglikli kisiler i¢cin de popiilerlik kazanmis ve bu beslenme sekli, sagladig1 faydalar

acisindan bir tartigma konusu haline gelmistir.

Gluten, giinliik diyet ile aldigimiz bugday, ¢avdar, yulaf gibi bazi tahillarin
yapisinda bulunan ve gliadin ile glutenin adinda iki bilesenden olusan bir
glikoproteindir (1). Glutene maruziyet sonucu Colyak, bugday alerjisi, gluten
duyarlilig1 gibi birgok patoloji ortaya ¢ikabilir (2). Ayrica Colyak ve Colyak olmayan
gluten duyarhiligi  (NCGS); ataksi, periferik noropatiler gibi norolojik
komplikasyonlara da neden olabilir (3). Giiniimiizde, C6lyak ve bugday alerjisi i¢in

kullanilan baz1 biyobelirtegler bulunsa da NCGS hastaligmi saptamak oldukc¢a zordur.

Colyak, gliadin ile tetiklenen ve ince barsaklarin yapisina zarar veren bir oto-
immiin hastaliktir. Toplumda goriilme sikligi % 1 olan Colyak, bireylerde anti-doku
transglutaminaz ve anti-gliadin antikorlarinin tespiti gibi serolojik yontemlerle, ince
bagirsak biyopsisinde epitel i¢i lenfosit artisi, kript hiperplazisi, villus atrofisi gibi
barsak dokusundaki bozulmalarla ve bunlarin yam1 swra HLA-DQ2/DQ8
haptotiplerinin varligini arastiran genetik yontemler ile tespit edilebilir (4). NCGS ise
barsaklarda siskinlik hissi, abdominal agr1 gibi bazi rahatsizliklar olarak kendini
gosterir. Toplumda %0.5-6 arasinda goriilen NCGS i¢in, Colyak hastaliginin aksine,

tanimlanmig bir biyobelirte¢ heniiz bulunmamaktadir (5).

Son zamanlarda yapilan arastrmalar, Colyak hastaligi ve NCGS’ye sahip
bireyler arasinda biligsel bozukluk goériilme riskinin, genel toplumla
karsilastirildiginda, daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Goriilen bu biligsel
bozukluklarm seyri, hastaligin kendini gosterme bi¢imine ve hastaligmn bireylerde
teshis edilmesine kadar gegen siireye gore farklilik gosterebilir (6). Bunun yani sira
ozellikle NCGS’ye sahip bireylerde, biligsel olarak bir bozulmadan ziyade, gecici,
hemen goze carpmayan ve kiside bellek, dikkat, karar verme gibi islemlerde
yavaslama olarak tanimlanan “Beyin Sisi” (Brain Fog) durumu da gozlemlenen bir

olaydir (7). Ayrica Colyak hastaligina sahip bireylerde, sizofreni ve major depresif
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bozukluk gibi hastaliklarin goriilme riski de genel topluma gore daha yiiksektir (1).
Ancak ¢olyak hastaligi ya da gluten duyarliligindan bagimsiz olarak, uzun siireli
glutensiz veya glutenli beslenmenin biligsel fonksiyonlar ve sinir sistemi gelisimi

iizerine etkileri giiniimiizde heniiz net olarak tammlanmamstir.

Hipokampal Ogrenme reseptorii olarak da bilinen N-Metil-D-Aspartat
(NMDA) reseptorii glutamat duyarli néronal iyon kanali proteini olup noéronal
plastisitede anahtar role sahiptir. (8). Arumungham ve meslektaglar1 2019’da
yayinladiklari ¢aligmalarinda, glutenin temel proteini olan gliadin ile NMDA reseptor
proteini arasinda amino asit dizilimi agisindan bir benzerlik olabilecegini ileri
stirmiislerdir (9). Bu olast homoloji nedeniyle gliadine karsi olusan antikorlarin,
NMDA reseptorii ile capraz reaksiyona girerek NMDA reseptér fonksiyonunu
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.  Bununla birlikte, heniiz yiiksek gluten ile
beslenmenin, immiin yaniti tetikleyip tetikleyemeyecegi ve gluten ile iliskili olarak

NMDA reseptoriine kars1 da bir immiin yanit olusup olusamayacagi bilinmemektedir.

Yiiksek oranda gluten igeren diyetin genel fiziksel gelisim ve sinir sistemi
gelisimi ile birlikte 6grenme, bellek gibi bilissel fonksiyonlar1 etkileyebilecegi ve bu
olas1 fonksiyonel degisimlerin beyin dokusu NMDA reseptor diizeyi ile iliskisinin
olacagi hipotezi ileri siiriilebilir. Literatiir taramamiza gore heniiz infantil
dénemden itibaren uzun donemli ve farkli diizeylerde gluten igeren diyet ile
beslenmenin, bilissel fonksiyonlara ve NMDA reseptor ndromodiilasyonuna etkileri

kontrollii ortam sartlarinda inceleyen bir ¢calisma yoktur.

Bu tez galigmasi ile standart, glutensiz ve yiiksek diizeyde gluten i¢eren diyet
ile uzun siireli beslenmenin, gluten iliskili immiin yanit, beyin dokusu NMDA reseptor

diizeyi ve biligsel fonksiyonlar {lizerine etkisini degerlendirmek amaclanmstir.



Calismamizin hedefleri asagida belirtildigi sekilde 6zetlenebilir:

> Infantil donemden itibaren yiiksek diizeyde glutenli veya glutensiz
beslenmenin, gluten iligkili immiin yanita etkisinin belirlenmesi,

» Yiiksek gluten ile beslenmenin genel fiziksel gelisim ve sinir sistemi gelisimi
ve 0grenme, bellek gibi biligsel fonksiyonlar lizerine etkisinin belirlenmesi,

» Ginliik diyetteki gluten miktar1 degisimlerinin, beyin dokusu NMDA reseptor
diizeylerine etkisinin belirlenmesi,

» Sinir sistemi gelisimi ile iliskili olast lokomotor aktivite ve bilissel fonksiyon
degisimlerinin beyin dokusu NMDA reseptor diizeyi ile iliskisinin olup

olmadigmin belirlenmesi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Giinliik Diyet ve Gluten

Saglikli yasam ve saglikli beslenme her zaman oldugu gibi giinlimiizde de dnem
tagtyan konular arasindadir. Saglikli bir yasama sahip olmak i¢in uygulanmasi
gerekenler arasinda saglikli bir beslenme diizenine sahip olmak gelir. Son zamanlarda
glutensiz beslenme gittik¢e popiiler hale gelmis ve bazi kisilerce bir yasam bigimi
olarak benimsenmistir. Glutene karsi hassasiyeti olan kisilerin yan1 sira herhangi bir
saglik problemi olmayan kisiler de “saglikli beslenme” ya da zayiflama amaciyla
glutensiz beslenmeye baslamistir. Ancak yeni bir trend haline gelen ve gluten
bakimindan zengin bugday, arpa ve ¢avdar iceren gida maddelerinin azaltilmasini
gerektiren bu beslenme bi¢iminin -6zellikle bugdaym lif, demir, magnezyum ve bazi
B grubu vitaminler bakimindan zengin bir besin oldugu goz oniine alinirsa- saglikli

yetigkinler tizerindeki etkileri belirsizligini korumaktadir (10).

Tahil tiiketimi, diyetin tamamlayic1 bir parcasidir. Giinliik olarak tiiketilen
ekmek, makarna, kahvaltilik gevrekler gibi bazi besinler, bugday, arpa, misir, yulaf,
cavdar gibi tahillardan elde edilen tohumlarin unundan yapilir. Bir tahil tohumu 3
bilesenden olusur: kabuk, ruseym ve endosperm (11). Genel adiyla prolamin olarak
bilinen proteinler, bir tohumun depo besinini olusturan proteinlerdir ve endosperm
kisminda bulunur. Her tahil tiiriiniin kendine has prolamin proteinleri bulunur. Arpada
bulunan prolamin proteinleri hordein, ¢avdardaki sekalin ve yulafta bulunan ise avenin
proteinleridir. Gliadin, bugdayda bulunan prolamin proteinidir. Bugday gluteni,
gliadin monomerleri ve glutenin polimerlerinin bir araya gelerek olusturdugu karmasik
yaptya verilen isimdir (12). Bugday tanesinde bulunan proteinler, kuru agirligin %8-

13"linii olusturur. Gluten ise toplam proteinin % 80-90'mn1 olusturmaktadir (13).



Glutenin
(cross-linked molecules)

Gliadin
(single molecules)

Gluten: Gliadin + Glutenin
(stable, light and airy structure)

Sekil 1: Gluteni olusturan gliadin ve glutenin proteinleri (13)

Tahil bazh tiiretilen ¢ogu gida bugday kullanilarak tretilir. Giinlik diyetle
cokca tiliketilen ekmek, makarna, kek, kurabiyeler, hamur isleri ve birgcok
atistrrmaliklarm yani sira islenmis etlerde, vejetaryen et ikamesi iiretiminde, bazi
sekerler, tereyagi ve soslarda kivam artiric1 olarak, hatta ilaglarda kaplama olarak bile

bugdaydan elde edilen glutene rastlamak miimkiin (14).
2.1.1. Proteinlerin Sindirimi ve Gluten

Diyet ile alinan proteinlerin sindirimi (proteoliz), midede pepsin enzimi ile
baslar. Bir kisim peptit baglar1 pargalanmis polipeptitler, ince barsagin ilk boliimii olan
duodenuma geger ve burada pankreastan salgilanan tripsin gibi proteazlar sayesinde
daha kiiciik oligopeptitlere ayrilir. Bu oligopeptitler, jejenumda, fir¢a kenar (brush-
border) yiizey zar1 olarak adlandirilan miktovilliislerde bulunan ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar ile daha kiigiik oligopeptitlere pargalanir. Ortaya ¢ikan aminoasit,
dipeptit ve tripeptitler barsak epiteli boyunca tasmirken kilcal damarlara sahip lamina

propria tabakasindan emilirler.

Gluten kompleksini olusturan proteinlerden biri olan gliadin, epitop olarak
adlandirilan baz1 peptit dizilerine sahiptir. Bu gluten oligopeptitleri, gastrointestinal
sistem boyunca gastrik, pankreatik ve intestinal sindirim enzimleri tarafindan
parcalanmaya oldukga direng gosterir. Bunun nedeni olarak, gliadin proteininin prolin
ve glutamin aminoasitleri bakimindan zengin olmasi ileri siiriilmektedir. Ayrica,
parcalanamadan intestinal boslukta kalan oligopeptitlerin ince barsak bariyerini

gecmesi sonucu viicutta bir immiin yanit olusabilir (15).



2.2. Glutene Bagh Gelisen Hastahklar

Glutene bagli gelisen hastaliklar, genel toplumun yaklasik %1 ile %7 sini etkiler.
Otoimmiinite kaynakl, alerji kaynakli ya da bu iki nedene de bagli olmadan gelisen
olmak iizere 3 ana grupta toplanabilirler (16).

/ { Gluten-Related Disorders ] \

e ] 7%
7%
0% || ereic : Autoimmune s kiato
Immunity?
) S
m;\ celiac |HETOR Dermatitis Non-celiac
Allergy Disease Ataxia Herpe.tl- Gluten
< < formis Sensitivity

Respiratory  Food Contact

WDEIA* 2 Silent = Potential = Synthomatic
ng Allergy Urticaria Y Svste:mlc/

*wheat-dependent induced anaphylaxis

Sekil 2: Glutene bagli olusan hastaliklar ve toplumda yiizde gériilme sikliklar1 (16)

Sekil 2’de de ifade edildigi gibi glutenin tetikledigi otoimmiin kaynakli olan
hastaliklar Colyak hastaligi, gluten ataksisi ve Dermatitis Herpetiformis (Duhring)
hastaligidir. Bunlar arasinda en yaygin goriileni Colyak hastaligidir (2).

2.2.1.  Coélyak Hastalig1

Colyak hastaligi, gluten tiiketimiyle tetiklenen ve genetik bir yatkinlhiga sahip
kisilerde ince barsak mukozasinda hasara neden olan bir otoimmiin enteropatisidir.
Hastaligimn klasik belirtileri, kusma, ishal veya kabizligin eslik ettigi abdominal agri,
siskinlik, barsaklarda emilim bozuklugu ve kilo kaybidir. Ayrica atipik olan
hastalarda, anemi, osteoporoz, periferik noropati, bas agrisi, yorgunluk gibi belirtiler
goriilebilir. Ancak Colyak tanisinda altin standart, ince barsak mukozasinda lezyonlar,
villus atrofisi ve kript hiperplazisi gibi durumlarin tespitidir. Hastaliga ait

semptomlarin ortaya ¢ikmasi genelde belli bir zaman sonra olur. Avrupa toplumlarinda
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goriilme sikhig1 %1 civarindadir (4). iginde Tiirkiye’nin de bulundugu bir arastirmada,
Asya-Pasifik bolgesinde aile ge¢misinde CoOlyak hastaligi olmayan kisilerde
hastaliginin goriilme siklig1 %0,23 ile %1,41 arasinda degismektedir (17).

Colyak hastaliginin, bazi gastrointestinal belirtilerin yani sira gastrointestinal
sistem ile dogrudan ilgili olmayan gesitli belirtiler de i¢erebilmesi, hastaligin kesin
olarak teshis edilebilmesini geciktirebilir. Klinik muayene sonrasi yapilacak serolojik
testler ve histopatolojik degerlendirme, hastaligin dogru olarak tespit edilmesine
yardimct olabilir (18). Serolojik testlerle anti-doku transglutaminaz (tTG) olmak
tizere, anti-deamide gliadin (DGP) ve anti-endomisyal (EMA) gibi bazi antikorlar
tespit edilmeye calisilir. Ayrica Colyak hastaliginin olusmasinda genetik faktorler de
onemli bir rol oynar. Colyak tanis1 almis hemen her hastada Insan Lokosit
Antijenleri’nin (HLA), DQ2 (%90-95) ya da DQ8 (%5) varyanti1 bulunmaktadir.
Colyak tedavisi i¢in kabul edilen neredeyse tek tedavi yolu, dmiir boyu glutensiz
beslenmeye gegmektir (19).

2.2.2.  Bugday Alerjisi

Bugday alerjisi, glutenin de i¢inde bulundugu bugday proteinlerinin tetikledigi
ve kiside tipik alerjik bir tepkinin olusmasinda neden olan bir hastaliktir. En sik
goriilen besin alerjilerinden biridir. Genelde bebeklik ya da erken donem cocukluk
caginda ortaya ¢ikar. Hastaligin goriilmeye baslandigi yas yaklasik 5,5 civaridir ve
diinya genelinde yaygmligi %0,5-1 arasindadir. IgE antikor artig1 ile tespit edilir.
Kisinin diyetinden bugday ve bugday iirinlerini ¢iktiginda ve diizenli anti-histaminik

kullaniminda hastaliga ait semptomlarda azalma goriiliir (19).
2.2.3.  Colyak Olmayan Gluten Hassasiyeti

Colyak olmayan gluten hassasiyeti (NCGS) ya da kisaca gluten hassasiyeti ise
alerjik ya da otoimmiin kaynakli olmayan bir durumdur. Kisilerde, kilo kaybi,
siskinlik, abdominal agr1, ishal gibi gastrointestinal belirtilerin yani sira yorgunluk, bas
agris1 hatta depresyon gibi semptomlar gorilebilir. Ancak glutensiz beslenmeye
gecildiginde bu belirtiler ortadan kaybolur. NCGS ilk olarak Cooper ve meslektaglar1
(20) tarafindan 1980 yilinda tanimlanmistir. Toplumda goriilme sikligi konusunda

heniiz kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bunun nedeni, hastaligin kesin teshisinde
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kullanilacak giivenilir bir biyobelirte¢ bulunamamasidir. Ayrica, NCGS ile ortaya
¢ikan bazi belirtiler irritabl Barsak Sendromu ile de benzerlik gosterebilir. Ancak son
zamanlarda diinyanin c¢esitli bolgelerinde yapilan bazi arastirmalara gore goriilme

sikliginin %0,6 ile % 10,6 arasinda degistigi tahmin edilmektedir (21).
2.3. Ogrenme ve Bellegin Norobiyolojik Temelleri

Ogrenme, duyularimiz araciligiyla cevremiz hakkinda topladigimiz bilgilerin
davranisa yansimasi olarak tanimlanir. Aslinda giiniimiizde 6grenme ile ilgili bir¢ok
kuram mevcuttur. Ornegin davranis¢1 kurama gore dgrenme, bir uyaran ve davranis
arasinda kurulan bag sonucu ortaya ¢iktigini ve bu bagin pekistirme yoluyla davranis
degisimini meydana getirmesidir. Bilissel kuramda 6grenme, kisinin cevresinde
gerceklesen seylere bir anlam yiiklemesidir. Norobiyolojik dgrenmede ise kisinin
cevresiyle olan etkilesimleri sonucu beyinde fizyolojik bir degisim gerceklesir; bu
durum 6grenme olarak tanimlanir (22). Bellek ise 6grenilen bilginin kodlanmasi,
depolanmasi, pekistirilmesi ve ihtiya¢ aninda geri ¢agrilmasidir. Giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalar sonucunda bellegin birgok tiirii oldugu ve beyinin farkli alanlarinda
depolandig1 ortaya konulmustur Dolayisiyla bellek tiirleri, islevi (¢alisma bellegi-
referans bellek), icerigi (episodik-semantik), depolanma siiresi (kisa siireli-uzun
stireli) ve bilingli hatirlanmas1 (agik-Ortiik bellek) gibi ¢esitli sekillerde kategorize
edilebilir (23).

2.3.1. Hipokampiis

Hipokampiis, bir gri cevher tabakasi olup simetrik olarak beynin iki tarafinda
bulunan medial temporal lopta yer alir. Ogrenme, bellek, iggiidiisel davraniglar ve

duygulanimda 6nemli bir rol oynayan limbik sistemin bir bolimiidiir.

Hipokampiis, hipokampal formasyon adi verilen, entorinal korteks ve
subiculumu kapsayan parahipokampal girus ve dentat girusun da bulundugu bir
olusumun pargasidir. Anatomik olarak dort boliime ayrilir: CA1,CA2,CA3 ve CA4.
Hipokampiisiin gorevleri, yeni bellek olusumu, kisa siireli bellegin uzun siireli bellege

cevrilmesi, mekansal bellek olusumudur (24).



Hipokampiisiin multimodal duyusal ve mekansal bilgilerin aldig1 yer entorinal
kortekstir. Entorinal korteksten ¢ikan aksonlar, dentat girusun graniiler hiicrelerine
ulasir. Bu yolak perforant yolak olarak adlandirilir. Bu bolgeden ¢ikan aksonlar ise
yosunsu lifler yolagi olarak adlandirilan yol {izerinden hipokampiisiin CA3
bolgesindeki piramidal hiicrelere ulasir. Son olarak CA3 bolgesinden ¢ikan aksonlar,
Schaffer kollateral yolagi tizerinden CA1 bolgesindeki piramidal hiicre dentritleri ile
uyaricit sinaps olustururlar. CAl bolgesine ulasan bilgi subiculum {izerinden
hipokampal olusum disina iletilir. Entorinal korteksten gelen bilgi, li¢ sinaps baglantis1
iizerinden hipokampiisiin CAl bdlgesindeki noronlara iletildigi i¢in bu yolun adi
trisinaptik yolak olarak adlandirilir. Ogrenme ve bellek olusumunda CA1 néronlari

kritik dneme sahiptir (25).
2.3.2.  Hipokampal Ogrenme Modeli

Sinaptik plastisite, cevresel uyaranlara bagli olarak sinapslarda meydana gelen
degisimlerdir. Bu degisimler, gecici ya da kalict olabilir. Hiicresel ve molekiiler
diizeyde gergeklesen bu degisimler, uzun siireli uyarilma (LTP) ve uzun siireli
depresyon (LTD) modelleri ile agiklanmaktadir. LTP modeli, iki noron arasindaki
sinyal iletiminin frekans artisina bagl olarak bu néronlarin sinaptik baglanti giiciiniin
ve sayisinin kalic1 olarak artmasi seklinde tanimlanir. LTP modelinde erken donem

LTP ve ge¢ donem LTP olmak tizere iki doneme ayrilir.

Istirahat membran potansiyeline yakin negatif potansiyellerde, NMDA
reseptdriinii bloke eden Mg*? iyonlar1 herhangi bir iyon gegisini engeller. Presinaptik
ndronlardan saliman glutamat ndrotransmitterleri postsinaptik ndronlarda bulunan
AMPA ve NMDA reseptorlerine baglanir. Ancak bu reseptorlerden sadece AMPA
reseptorleri agilarak hiicre i¢ine Na* girisine ve bir miktar K* ¢ikigina izin verir.
Presinaptik ndrondan yeterli miktarda veya siklikta glutamat sentezlenmesi,
postsinaptik ndéronda depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon, NMDA
reseptorlerini bloke eden Mg*? iyonlarinin digar1 atilmasini saglar. Boylece NMDA

reseptorleri, Na* ve Ca*? iyonlarmin hiicre igine girmesine izin verir.

Ca*?, hiicre igi sinyal yolaklarinda ikincil mesajci olarak gdrev yapan cok énemli

bir molekiildiir. Konsantrasyonu artan Ca*? hiicre icinde birgok mekanizmayi



tetikleyerek postsinaptik membran lizerinde AMPA reseptdr sayisini artirir ve yeni
sinaptik baglantilarin kurulmasini saglar. Bu evreye kadar gerceklesen degisimler LTP
modelinin erken déneminde gergeklesir. Erken donem LTP bellek edinimi olarak da

tanimlanabilir.

Geg¢ donem LTP’de sinapslardan ndron ¢ekirdegine sinyal tasiyan mesajci
proteinler vasitasiyla, yeni AMPA reseptorlerinin  olusumu Ve yeni dentrit
¢ikintilarinin olugmasini saglayacak proteinlerin sentezi tetiklenir. Noronlar arasi yeni
sinapslarin olustugu (sinaptogenez) ge¢ dénem LTP, edinilen bellegin korunmasina

karsilik gelir.

NMDA reseptor bagimli LTP modeli en ¢ok hipokampiisiin CA3 ve CAl

piramidal hiicreleri arasinda bulunan Schaffer kolleteral sinapslarinda ¢alisilmustir.

Sinaptik plastisitenin diger bir formu olan LTD ise baz1 sinaps baglantilarinda
zayiflama durumudur. Presinaptik norondan belli bir siire boyunca diisiik frekansta
gonderilen sinyaller, postsinaptik néronda yeteri kadar gii¢lii olmayan depolarizasyona
neden olur. Bunun sonucu hiicre igine, LTP durumuna kiyasla, daha az miktarda Ca*2
girisi olur. Belirli bir esik degerinin altinda kalan Ca*?, hiicre i¢inde cesitli yolaklar1
tetikleyerek AMPA reseptdrlerinin endositoz ile hiicre i¢ine alinmasina neden olur.
Gegici olarak baglantilar1 zayiflayan sinapslar icin LTD durumu bir siire daha devam
ederse artik kullanilmayan sinaptik baglantilar ortadan kaldirilir (sinaptik budanma).
LTD, hem LTP sayesinde gii¢lenen sinaptik baglantilar1 dengelemek hem de 6grenme
ve yeni hatiralar olusturmanin hayat boyu devamliligi i¢in gereklidir (25)(26)(27).

2.3.3.  Sicanlarda Mekinsal Ogrenme ve Hipokampiis

Mekansal 6grenme, 6grenileni hatirlama ve edinilen bu bilgiyi ¢cevre uyaranlarla
birlestirme yetisi, canlinin hayatta kalmasma biiyiik katki saglayan bir davranistir.
Mekéansal bellek tanim olarak, canlinin c¢evresini ve uzayda bulundugu konumu
kaydetmesidir. Giliniimiize kadar insanlar ve hayvanlarla yapilmis bir¢ok c¢alisma
sonucunda mekansal yon bulma ve bellegin hipokampiis ile iligkili oldugu ortaya

konmustur (28).

Mekansal bellek iki farkli kaynaktan gelen bilgiler dogrultusunda olusturulur:

egosantrik (canlinin kendini merkez alarak olusturdugu uzamsal bilgi) ve allosentrik
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(canlin ¢evresine gore olusturdugu uzamsal bilgi). O’Keefe and Nadel tarafindan
1971°de yapilan ¢alismalara gore sicanlarin hipokampiisiinde, bulunduklar1 mekanlara
ait bir kognitif harita bulunmaktadir. Hipokampiisin CA3 ve CAl bolgelerinde
bulunan ve place cell ad1 verilen piramidal hiicre topluluklar1 bu haritanin olusumunu
saglar. Cogunlugu hipokampiiste olan bu hiicreler, hipokampal formasyonun gesitli
bdlgelerinde de bulunmaktadir. Hayvan, tanidik bir yere girdiginde, daha 6nce bu yer
i¢in tanimlanmig néronlar (place cell) uyarilir. Hayvan yeni bir ortama girdiginde ise
birka¢ dakika icinde hipokampiiste bu alana ait yeni bir haritalama yapilir. Yeni

olusturulan bu bilgiler birkag hafta ile birkag ay arasinda korunabilir (25).
2.4. N-Metil-D-Aspartat (NMDA) Reseptorleri

N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, postsinaptik néronlarda bulunan bir
tiir glutamat reseptoriidiir. Memeli beynindeki uyarici sinyal iletiminde esas aminoasit
olarak gérev yapan glutamatin baglandigi glutamat reseptorlerinin, iyonotropik ve
metabotropik olmak {izere iki tipi bulunur. Iyonotropik glutamat reseptorleri ise
NMDA reseptorleri (GIuN), AMPA (2-amino-3-3-hidroksi-5-metil-izoksazol-4-il
propanoik asit, GluA), Kainat (GluK) ve 6 (GluD) reseptorleridir. Ayrica, NMDA

reseptorleri, sinaptik plastisite ve bellek olusumunda 6nemli bir rol oynar (29).
2.4.1. Ozellikleri, Alt Tiirleri

NMDA reseptor ailesi, sinaptik reseptorler arasinda 6zel bir yere sahiptir. Bu
reseptorler hem ligantlara karsi hem de voltaj degisimlerine karsi hassastir; NMDA
reseptorlerinde iyon gegisi igin glutamatin baglanmasini, postsinaptik néronun

depolarize olmasi takip etmelidir.

NMDA reseptor ailesinin {i¢ ana alt birimi bulunur: NR1, NR2 ve NR3 alt birimi.
NR1 alt birimi tek bir genden (GRIN1) kodlanirken; NR2 alt birimleri GRIN2A,
GRIN2B, GRIN2C, GRIN2D olmak iizere dort farkli gen tarafindan; NR3 alt birimleri
ise GRIN3A ve GRIN3B olmak iizere iki farkli gen tarafindan kodlanir. Fonksiyonel
NMDA reseptorleri heterotetramer yapida bulunur: NR1 dimer yapist her NMDA
reseptoriinde zorunlu olarak bulunurken, karsisinda NR2 dimeri ya da NR3 dimeri
gelir. NR1 alt birimi glisin baglanma bdlgesine sahipken, NR2 alt birimleri glutamat

baglanma bdlgesine sahiptir (30).
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Sekil 3: NMDA reseptor yapisi ve baglanma (30)
2.4.2. Kemirgen Beyninde NMDA Reseptorlerinin Yerlesimi

Beyin gelisimi siiresinde NMDA reseptor kompozisyonlar1 degisime ugrar.
Ornegin, NR1 alt birimi fetal dsnem kemirgen beyninde hipokampiis ve serebral
korteksin temporal bolgesinde diisiik diizeyde bulunur. Ancak yeni dogan dénemine
gelindiginde beyinde yaygm olarak eksprese edilir ve Omiir boyu bol miktarda

varhigini stirdiiriir (31).

NR2 alt birimleri ise ekspresyon diizeyleri olarak daha ¢arpict degisimler
gosterir. Siganlarda, prenatal embriyonik donemde, diisiik seviyede de olsa yalnizca
NR2B ve NR2D alt birimleri eksprese edilir ve zamanla ekspresyonlari gogalir. NR2B
ekspresyonu, dogumdan sonraki ilk 3 hafta iginde hipokampiis ve korteks bolgesinde
en iist seviyeye ulasir. Yetiskinlik doneminde ise hafifce diiser. Postnatal 7.glinde en
iist seviyeye ulasan NR2D ekspresyonu, sonrasinda ciddi anlamda diislis gosterir ve
yetiskinlik doneminde sadece diensefalon ve mezensefalon bolgelerinde goriiliir.
Basta, hipokampiis ve korteks bdlgesinde diisiik seviyede olan NR2A ekspresyonu ise,
dogumdan sonraki ilk 3 hafta icinde beynin tamaminda artis gosterir. NR2C

ekspresyonu, sadece serebellum ve olfaktor bulbusta goriiliir (32).

NR3A ve NR3B alt birimleri, embriyonik dénem gibi erken bir donemde tespit
edilebilir. NR3A ekspresyonunun oldugu bolgeler, serebral korteksin tiim alanlari,
amigdaloid ¢ekirdekler, hipokampiis, talamus, hipotalamus, beyin sap1 ve omuriliktir.
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NR3A, sican beyninde, dogum sonrasi erken donemde en iist seviyede eksprese olsa
da birka¢ giin sonra kademeli olarak diismeye baglar. NR3B alt birimi, sadece pons,
orta beyin, medulla ve omurilikte bulunur. Postnatal yaklasik 14.giinde en iist seviyeye

¢ikan ekspresyon, yetiskinlik boyunca yiiksek seviyede kalir (33).
2.4.3.  NMDA Reseptirii ve Gliadin Homolojisi

2019 yilinda Arumungham tarafindan yayinlanan bir makalede, asilarda
yardimct madde olarak kullanilan bitki proteinlerinden biri olan glutenden

kaynaklanan NMDA reseptor oto-immiinitesine dikkat ¢ekilmistir.

HINI1 viriistine kars1 gelistirilen bir asinin, HIN1 niikleoprotein peptiti ile insan
hipokretin reseptdr 2 proteinleri arasindaki benzerlik nedeniyle narkolepsiyi tetikledigi
ortaya konmustur. Bu benzerligi kanitlayan BLASTP eslesme skoru baz deger olarak
alindiginda, gliadin proteini ile insan NMDA reseptorii arasinda da giiclii bir sekans
uyumunun oldugu Arumungham’in ¢alismasiyla gosterilmistir. Ayrica bazi kisilerde
asilandiktan sonra bugdaya karsi artan bir alerjik tepki ile NMDA reseptoriine karsi
olusan ve daha 6nce var olmayan antikor yanit bildirilmistir. Bunun sonucu olarak, as1
yoluyla immiinizasyonun ardindan NMDA reseptor antikorlarinin de novo sentezi,
diyetle alinan gliadin antijenlerine maruziyet sonucu artabilir. Daha detayl analizler
sonucu, sadece bugdaya karsi degil, soya, yer fistig1, susam, misir gibi besinlerin de
glutamat reseptorlerinin hem iyonotropik hem de metabotropik reseptor proteinleri ile
giiclii bir sekans uyumunun oldugu gdsterilmistir. Dolayisiyla, beyin, kalp, pankreas
ve bagisiklik sisteminin T hiicrelerinde eksprese edilen glutamat reseptorleri, asi ile

indiiklenen antikorlarla karsilastiginda tahrip olabilir (9)
2.5. Gluten ve Bilissel Bozukluklar

Colyak ve NCGS ‘nin; ataksi, periferik noropati gibi bazi ndrolojik “yan etkilere”
sebep oldugu bilinen bir durumdur (3). Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalar sunu

gosteriyor ki gluten, kisilerde bilissel islev bozukluklarina da neden olabilir.

Colyak ve NCGS hastalari, gluten tiiketiminden kisa bir siire sonra ortaya ¢ikan
ve halk arasinda “Beyin Sisi” olarak ifade edilen, bilissel islevlerde hafif bir

gerileme/yavaslama durumu bildirmektedir. Beyin Sisi; bellek, dikkat, karar verme ve
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bilissel islevlerin hizinda yavaglama olarak tanimlanabilir. Hemen fark edilemeyecek
kadar hafif seyirli olan bu yavaslama durumunun, kisinin gluten tiiketimini kesmesiyle

birlikte ortadan kalktig: ileri siiriilmistiir (7).

2014 yilinda yayinlanan bir boylamsal pilot ¢aligmada, glutensiz diyetin, hafif
biligsel bozukluk, yani “Beyin Sisi”, gosteren kisiler iizerinde etkisi incelenmistir.
Arastirmada, ortalama yasi1 30 olan ve yakin zamanda biyopsi ile Colyak tanis1 almis
11 kisilik grup, bir y1l boyunca glutensiz diyet uygulamistir. Ik hafta dlgiilen kan tTG
antikor seviyesi, barsak gecirgenligi ile bilgi isleme etkinligi, bellek, dikkat gibi
biligsel islev testlerinden elde edilen skor, calismada referans deger olarak alinmis ve
52 hafta sonra bu testler tekrar edilmistir. Sonuglar karsilastirildiginda siki bir
glutensiz diyet programi uygulamanin, dikkat, motor fonksiyonlar ve soézel akicilik
gibi bilissel islevlerde gelismeyle birlikte, barsak mukozasinda iyilesme sagladigi

ortaya konulmustur (34).

2016 yilinda yaymnlanan ¢ift kor, plasebo kontrollii capraz ¢alismada, NCGS
kriterlerini tasiyan kisilerde gluten tiiketiminin anksiyete, depresyon ve bilissel islevler
tizerine etkisi arastirilmistir. Glutensiz diyet uygulayan altis1 erkek toplam 16 katilimci1
(ortalama yas 51) 12 gr gluten igeren veya igermeyen (placebo) besin takviyesi
tilketmistir. 14 gilinliik beslenme diizenini takiben diger diyet diizenine gegcmeden 14
giinliik armma siiresi verilmistir. Beslenme donemi 6ncesinde ve sonrasinda kisilere
Depresyon, Anksiyete ve Stres Olgegi (DASS), Hafif Bilissel Bozukluk Testi (SCIT)
gibi testler uygulanmistir. Alinan sonuglara gore gruplar arasinda depresyon ve
anksiyete durumlar1 arasinda anlamli bir fark bulunamamasma ragmen gluten
tilketiminin, beslenme donemi Oncesi alman baz verilere kiyasla SCIT yanit

stirelerinde yavaslamaya neden olabilecegi one siiriilmiistiir (35).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanmn Tipi
Aragtirma, in vivo deneysel arastirma niteliginde bir ¢aligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri Ve Zamani

Arastirmada hayvanlarin beslenmesi, bakimi, agik alan ve Morris su tanki testleri
Kasim 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii  Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali’nda tamamlandi.
Kasim 2020-May1s 2021 tarihleri arasinda ELISA testleri Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’nda, tiim sonuglarin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizler Sinirbilimler

Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.
3.3. Cahsma Materyali

Arastirmada, Dokuz Eyliil Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Laboratuvar
Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali Laboratuvarindan temin edilen, laktasyon donemini
tamamlamis ve oral yem tiiketimine baslayan (yaklasik 25 giinliik) 22 adet erkek
Wistar albino ki1 yavru kullanildi. Hayvanlar, Kasim 2019 tarihinde Laboratuvar

Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali’ndan temin edildi.
3.4. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimsiz degisken, diyet yoluyla farkli oranlarda gluten alimidir.

Bagimli degiskenler; acik alan ve Morris su tanki test sonuglari, deney
hayvanlarmin agirliklari, boy uzunluklari, plazma anti-tTG IgG, anti-gliadin 1gG, anti-
NMDA IgG ve anti-NMDA reseptor 1gG antikor diizeyleri, beyin dokusunda NMDA
reseptor protein diizeyleri, plazma alfa-2-makroglobulin, glukoz, total protein,

globulin ve albumin diizeyleridir.
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3.5. Veri Toplama Araclar
3.5.1.  Kullanilan Cihazlar

Arastirmada kullanilan cihazlar ve cihazlarm marka-model bilgisi Tablo 1°de
verildi.

Tablo 1: Calismada kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihaz Markasi/Kodu

Derin Dondurucu Thermo Forma Model 705

Inkiibator ThermoFisher Scientific, Steri-Cycle i160
TissueLyser Il Qiagen 85300

Santrifiij Nuve NF400

Santrifuj Eppendorf 5810 R

Mikroplak okuyucu AMR-100

Floresan Mikroskobu Euroimmun AG - EUROStar

Rutin biyokimya analizorii Beckman Coulter AU5800
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3.5.2.

Kullanilan Kimyasallar, Kit Ve Malzemeler

Arastirmada kullanilan tiim sarf malzemeleri Tablo 2°de verildi.

Tablo 2: Kullanilan sarf malzemeleri

Malzeme Ad1

Markasr/Kodu

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)(pH 7.4)

Gibco (70011-036)

BCA Protein Tayini Kiti

ThermoFisher Scientific (23225)

Rat NMDA Reseptor 2 ELISA kit Bioassay Technology Laboratory
(E2430Ra)

Rat Anti-NMDA Ab 1gG ELISA kit | Bioassay Technology Laboratory
(ED0071Ra)

Rat Anti-doku Transglutaminaz Bioassay Technology Laboratory

ELISA kit (ED0O072Ra)

Rat Anti-gliadin Ab 1gG ELISA kit | Bioassay Technology Laboratory
(ED0070Ra)

Indirekt Immiinfloresan Test (IIFT)
glutamat reseptor (NMDA tip) Kit

EUROIMMUN (FA 112d-1010-51)

Rat Alpha2Macroglobulin ELISA kit

LifeSpan BioSciencec,Inc (LS-F15622)
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3.5.3. Deney Akig Semasi

Aragtrma kapsaminda yapilan caligmalar akis semasi halinde Sekil 4’te

gosterildi.

Hayvanlarin temini

NS

3 ay besleme va haftalik agirlik 6l¢iimii

NS

Acik alan testi ve Morris su tanki testi

NS

Sakrifikasyon ve kan, beyin dokusu alimi

NS

ELISA testleri ve Verilerin Analizi

Sekil 4: Calisma akis semasi
3.5.4.  Gruplar ve Kullanilan Yem Icerikleri

Siganlar, kontrol grubu (K) (n=7), glutensiz grup (Gs) (n=8) ve yiiksek glutenli
grup (YG) (n=7) olmak iizere ti¢ yem grubuna ayrild1 ve ii¢ ay boyunca beslendi.
Kullanilan yemlerin (ARDEN Arastrma & Deney, Ankara) igerigi Tablo 3’te
gosterildi. Yemlerin igerigine ait daha detayli bilgi Ek-1‘de verilmistir. Yiiksek
glutenli grup, standart yem igerigine 12 gr gluten (Vitalek) eklenerek olusturuldu.
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Tablo 3: Kullanilan yemlerin igerikleri (2900 kcal/Kg)

Diyet icerigi Kontrol (K), Glutensiz (Gs) Yiiksek Glutenli (YG)
(gr/100g1) (Standart_ vem Yem
Sican Yemi) (+12gr gluten/100gr yem)

Toplam Protein 22 22 22
Kepek + - +
Bugday 3.5 - 3.5
Soya kiispesi 10 12 6.5
Misir 3.0 - -
Gluten (Dogal) 0.56 - 0.56
Gluten (Vitalek) - - 12.0
Aycicegi kiispesi - - -
Stit tozu 9.0 15,5 2,3
Kuru madde 87.76 87.76 87.76
Ham Yag 4 4 4
Fiber 5.00 5.00 5.00
Mineral 7.74 7.74 7.74
Lizin 1.31 131 131
Metionin 0.50 0.50 0.50
Threonin 0.83 0.83 0.83
Triptofan 0.20 0.20 0.20
Metionin+Sistein 0.86 0.86 0.86
Su 5.7 4.2 5.2
ENERJI 2900 2900 2900
(kcal/kg)
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3.5.5. Deney Hayvanlarinin Barindirilmast

Deney hayvani calismalari, Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Protokol no: 14/2019) onayr ve hayvan
deneyleri ile ilgili yerlesik etik kurallara uyularak gerceklestirildi.

Calisma baslangicinda, Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvari
Deney Hayvanlar1 Biriminden yaklagik 25 giinliik, Wistar albino k1 22 adet erkek
sican temin edildi. Deney siiresince siganlar, 20-24°C oda sicakliginda ve nisbi nem
degeri %45-65 arasinda olacak sekilde 12 saat giindiiz/12 saat gece fotoperiyodu
uygulanarak barindirildi. Boyutlar1 482 x 267 X 210 mm olan polikarbon kafesler

icindeki hayvanlarin yem ve su ihtiyaci deney boyu ad libitum olarak karsiland1.

Sicanlarin agirliklar: her hafta 6lciildii. Hayvanlarin Beden Kitle Indeksi (BKI)
hesaplamasi, sakrifikasyon giinii dl¢iilen viicut uzunlugu verileri kullanilarak viicut
agirhgi(gr)/viicut uzunlugunun Karesi (cm?) seklinde yapildi. Cikan sonug 0,68 gr/cm?

‘den biiyiikse hayvan obez olarak degerlendirildi (36).

Hayvanlarda obezite durumunu belirlemek icin kullanilan Lee Indeksi
hesaplamasi, viicut agirhigmnm kiip kokii (3/gr)/ viicut uzunlugu(cm) seklinde yapildu.

Ik kez Lee tarafindan gelistirilen bu hesaplamada sonug¢ 1000 ile ¢arpilir, son ¢ikan
deger 310 ‘dan biiyilkse hayvan obez olarak degerlendirilir (37). Yapilan bazi
calismalarla Lee indeksi ve sicanlarda viicut yag: arasinda korelasyonlar olabilecegi

ortaya konmustur (38).
3.5.6. Actk Alan Testi

Acik alan testi, davranis calismalarinda en sik kullanilan testlerden biridir. {1k
olarak 1932 yilinda Hall ve Ballachey tarafindan, siganlarda anksiyete ile ilgili

davranislar, kesfetme davranisi gibi eylemleri gozlemlemek i¢in kullanilmistir (39).

Acik alan testinde, hayvan, 4 duvarla ¢evrilmis agik bir alan iginde serbestce
dolasir. Boyutlar1 100 x 100 cm? ile 60 x 60 cm? arasinda degisebilen bu alan iginde
hayvanin ne kadar siire merkez alanda durdugu, ne kadar siire kenar/kdse alanlarda

durdugu, lokomotor aktivitesi gibi degiskenler Ol¢iilir. Hayvanin agik alandan
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kacinmast ve gezme/dolasma davranisinda bir diisiis olmasi anksiyete gdstergesi

olarak degerlendirilir (40).

Calismamizdaki siganlara, {i¢ aylik beslenmenin ardindan agik alan testi
uygulandi. Davranis c¢aligmalarinda kayit ve bilgisayarli veri toplama islemi,
Ethovision XT 13 (Noldus Information Technology b.v., Hollanda) davranis yazilim

paketi ile yapildi.

Kullanilan agik alan 60 x 60 cm?

Olctilerinde, siyah zeminli, 40 cm
yiiksekliginde duvarlara sahiptir. Test alani, sanal olarak 16 kareye boliindii ve bu
karelerden ortadaki 4 tanesi “Merkez”, geri kalan kenar ve koseleri kapsayan 12 kare
“Perifer” olarak adlandirildi. Merkez alana birakilan siganlarin davranislar1 5 dakika

kayit altina alind1.
3.5.7.  Morris Su Tank: Testi

Morris su tanki testi ya da baska bir adiyla Morris su labirenti testi, ilk olarak

1984 yilinda Morris tarafindan, mekansal 6grenme ve bellegi 6lgmek icin gelistirilmis

bir testtir (41).

Testte, 120-200 cm ¢apinda yuvarlak bir ylizme tanki, bir platform ve tankin
cevresine yerlestirilmis gorsel ipuglar1 bulunmaktadir. Hayvan, gorsel ipuglarini
kullanarak platformun yerini bulmay1 6grenir. Siganlar ve fareler, iyi yiiziiciilerdir.
Kisa siireli yiizme aktiviteleri bu hayvanlarda strese neden olmaz. Hayvanin sudan
kagmak icin caba sarf etmesi ve su ortammin, koku gibi baska ipuglarindan
faydalanmay1 engellemesi gibi nedenlerle Morris Su Tanki testi diger testlere gore
avantajhidir (42).

Morris su tanki testi, iki boliimden olusur: egitim (trial) ve test (probe trial)
boliimleri. Egitim boliimii, 2-5 giin arasinda ve her giin 4 ya da 8 yiizme egitiminden
olusur. Egitim giinlerinde hayvan, su tanki kadraninin farkli yonlerinden suya birakilir
ve hayvanm, ¢evresel ipuglarmi kullanarak su altinda bulunan platformu bulmasi
beklenir. Test giiniinde ise, platform kaldirilir ve su tanki kadraninin tek bir yoniinden
suya birakilan hayvan, 60 saniye boyunca kamera kayit sistemi ile kayit altina alinir
(42).
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Basit olmasi, mekansal 6grenme ve bellegin hipokampiis ile baglantisini agik bir
sekilde ortaya koymasi nedeniyle Morris su tanki testi “altin standart” olarak kabul
edilir (43).

Deneyimizde siganlar, ii¢ aylik beslemenin ardindan glutenin 6grenme iizerine
etkisini incelemek i¢in Morris su tanki testine tabi tutuldu. Davranig ¢alismalarinda
kayit ve bilgisayarli veri toplama islemi, Ethovision XT 13 (Noldus Information

Technology b.v., Hollanda) davranig yazilim paketi ile yapildi.

123 cm ¢apinda, 63 cm yiiksekliginde olan tank, 40-45 cm yiikseklige kadar su
ile dolduruldu. Suyun yiizeyi, hayali olarak belirlenen, kuzey-giiney ve dogu-bati
eksenli olmak {izere birbirine dik iki ¢izgi ile 4 esit alana ayrildi. Bu iki ¢izgi arasinda
kalan kadranlar kuzeydogu, kuzeybati, giineydogu, giineybati olarak tanimlandi. Cap1
12 cm olan bir platform suyun yaklasik 1 cm altinda goriinmeyecek sekilde giineybati
kadranimna yerlestirildi. Tankin etrafina 4 ana yonde bulunacak sekilde gorsel ipuglari
yerlestirildi. Testin ilk 4 giinli hayvanlara, 4 egitim yiizdiirmesi yapildi. Hayvanlar
yiizleri tank duvarina bakacak sekilde yavasca suya birakildi. Her bir egitim giiniinde
suya birakilma yon kombinasyonlar1 degistirildi (bu calisma i¢in giin giin Sirasiyla
giiney-kuzey-dogu-bati, bati-dogu-kuzey-giiney, kuzey-bati-giiney-dogu, dogu-
giiney-bati-kuzey seklinde). Egitim giinlerinde platformu bulmalari i¢in sicanlara 60
saniye verildi. Bu siire i¢inde platformu bulan siganlarm 10 saniye daha platformda
kalmalarmna izin verildikten sonra platformdan alindi. 60 saniye i¢inde bulamayanlar
ise, arastirmaci tarafindan platforma yonlendirilip platform iizerinde 10 saniye
bulunmalar1 saglandi. Siire sonunda siganlar platformdan alindi. Test giinii olan 5.
giinde ise platform kaldirild1 ve hayvanlar tek bir yonden (kuzey) suya birakildi. 60
saniye kayit alindiktan sonra hayvanlar sudan alindi. Deney siiresinde sudan ¢ikan her

bir hayvan elektrikli 1sitic1 ve havlu yardimiyla kurutuldu (44).
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3.5.8. Sakrifikasyon Sonrast Kan ve Doku Ornegi Alimi

Davranis testleri tamamlandiktan sonra siganlara eter anestezisi uygulandi. 11k
olarak boy uzunluklar1 6lgiildii; burun ucu ile kuyruk baglangici arast boy uzunlugu
olarak alindi (36). Sonrasinda si¢anlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Beyin
dokular1 uygun yontemler ile ¢ikarildi. Cikarilan biitiin beyin dokular1 buz akiisii
tizerine hipokampiis, frontal korteks ve serebellum bolgelerine ayrildi ve yapilacak

analizler i¢in -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

Ayrica siganlarin vena kava kaudalisinden kan 6rnegi alindi. Kan 6nekleri, ayni
giin 2000 g’de 10 dakika 4°C sicaklikta santrifiij edildi. Elde edilen slipernatant plazma
ornekleri ependorf tiiplere ayrilarak sonraki analizlerde kullanilmak tizere -80°C’lik

derin dondurucuya kaldirild1.

Sekil 5: Biitiin beyin dokusu

3.5.9.  Beyin Dokusu Homojenizasyonu

Soguk zincire uygun olarak her bir beyin dokusu tartildi. Uzerlerine 1 mL soguk
PBS eklendi ve ornekler soguk zincir bozulmadan TissueLyser Il (Qiagen)
kullanilarak frekans=30 (1/sn), 2 dakikalik periyotlar halinde 10 dakika homojenize
edildi. Sonrasinda 6rnekler 4°C sicaklikta 10.000 g’de 10 dakika santrifiijlendi. Olugan
stipernatantlar, her biri 150 pL olacak sekilde epperdorflara ayrilip -80°C derin
dondurucuya kaldirilda.
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3.5.10. Sican Beyin Dokusunda NMDA Reseptir 2 Olgiimii

Siganlara ait beyin 6rneklerinden Rat NMDA reseptor 2 konsantrasyonlarini
(ng/mL) o6lgmek i¢in kantitatif sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemi kullanildi. Kit (Bioassay Technology Laboratory China, Kat No:
E2430Ra) asagida belirtilen sekilde uygulandi.

e Beyin ornekleri PBS kullanilarak 1/200 oraninda seyreltildi.

e Kit igeriginde bulunan ve konsantrasyonu bilinen standart kullanilarak 80 ng/mL,
40 ng/mL, 20 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 0 ng/mL standart igerecek
sekilde seri diliisyonlar hazirlandi.

e Hazirlanan standartlar kuyucuklara 50 pL olarak, hazirlanan 6rnekler ise 40 pL
olarak eklendi. Orneklerin iizerine kit iceriginde bulunan 10 uL anti-NMDAR2
antikoru eklendi.

e Sonrasinda 0 ng/mL standart (blank) bulunan kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 50
L streptavidin-HRP eklendi. Tyice karistirilip iizeri kapatilan kuyucuklar 37°C’de
60 dakika inkiibe edildi.

e Uzeri acgilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

e Her bir kuyucuga kit igerigindeki Substrat A soliisyonundan 50 pL, Substrat B
soliisyonundan 50 pL eklendi. Kuyucuklarm iizeri kapatildi ve 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 50 pL sonlandirma soliisyonu eklendi. Tiim orneklerde maviden
sartya renk degisimi gézlemlendi.

e Kuyucuklarin absorbans degerleri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 450nm
dalgaboyunda 6lgiildii.

e Hazirlanan standartlarin absorbans degerlerine gore bir standart egrisi olusturuldu
ve orneklerin konsantrasyonlar1 bu egriye gore ng/mL cinsinden hesaplandi.

e Sonuglar, es zamanli yapilan ve beyin dokusu Orneklerinde BCA yontemi ile

hesaplanan protein degerlerine oranlanarak verildi (ng/mg protein).
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3.5.11. Sican Beyin Dokusu Protein Olgiimii

Her bir beyin 6rneginin protein miktar1 BCA Protein Assay kit (ThermoFisher
USA, Kat No: 23225) kullanilarak 6l¢iildii. Kit uygulamasi asagidaki sekilde yapildi.

e Konsantrasyonu bilinen Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilarak seri diliisyonlar
halinde 2000 pg/mL, 1000 pg/mL,750 pg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL, 125 pg/mL,
25 pug/mL ve 0 pg/mL yogunlugunda standartlar hazirland1.

e Kit yonergesine uygun bir sekilde working reagent hazirlanda.

e BSA standartlar1 ve 1/5 oraninda seyreltilen 6rneklerin her birinden 25 pL almip
mikroplak kuyucuklarina konuldu.

e Her kuyucuga 200 puL working reagent konuldu. Tiim kuyucuklarin iistii kapatildi
ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibatérden ¢ikarilan plak oda sicakligina gelene kadar beklendi. Absorbans
degeri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 562 nm dalgaboyunda okutularak
olctildi.

e Elde edilen absorbans degerlerine gore bir standart egri grafigi olusturuldu. Grafik
egim formiiliine gore Orneklerin igerdigi protein miktar1 “mg/mL” cinsinden

hesaplandi.
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3.5.12. Indirekt Immiinfloresan ile Plazmada Anti-NMDAR Ol¢iimii

Sicanlara ait plazma 6rneklerinde anti-NMDAR IgG 6lglimii igin semi kantitatif
Indirekt iImmiinfloresan test (IIFT) yontemi kullanildi. Kit (EUROIMMUN Germany,
Kat No: FA 112d-1) uygulamasi asagida belirtilen sekilde yapildi.

e Plazma ornekleri 1/10 oraninda kitin i¢inden ¢ikan ve distile suyla hazirlanan PBS-
Tween ile seyreltildi.

e Hazirlanan 6rnekler 30 uL olarak reaktif tepsisi iizerine eklendi. Tiim 6rneklerin
iistli kullanima hazir BIOCHIP slaytlar1 ile kapatilip oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrast BIOCHIP slaytlar1 nceden hazirlanan PBS-Tween soliisyonu
ile yikanip i¢inde PBS-Tween bulunan kiivet i¢cinde 5 dakika bekletildi.

e Tepsi lizerinde buluna her bir 6rnek tizerine 25 pL konjugat eklendi ve drneklerin
kurumasina izin vermeden Tzerlerine BIOCHIP slaytlar1 kapatildi. Oda
sicakhiginda 30 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonunda slaytlar PBS-Tween ile yikanip taze PBS-Tween ile
doldurulan kiivetlerin iginde 5 dakika bekletildi.
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e Lameliizerine max 10 pL olacak sekilde gdmme ortami (mounting medium) kondu
ve kiivetten ¢ikarilan slaytlar, reaksiyon yiizeyleri lamel ile temas edecek sekilde
kapatild1.

e Sonuglar, 450-490 nm’de floresan mikroskopu (EUROSTAR) ile incelendi.

3.5.13. Sican Plazma Anti-gliadin Olciimii

Sicanlara ait plazma Orneklerinde Rat Anti-gliadin IgG 6l¢tiimii i¢in kalitatif
sandwich ELISA yontemi kullanildi. Kit (Bioassay Technology Laboratory China, Kat
No: ED0070Ra) uygulamasi asagida belirtilen sekilde yapildi.

e Plazma ornekleri PBS kullanilarak 1/20 oraninda seyreltildi.

e Bir kuyucuk bos (blank) olarak secildi ve hi¢bir soliisyon eklenmedi.

e Kit igeriginde bulunan pozitif ve negatif standartlar 50 pL olarak ayri1 ayri
kuyucuklara konuldu.

e Ornek kuyucuklarma énce 40 pL Sample Diluent, sonra 10 uL seyreltilen
orneklerden konuldu.

e Tiim kuyucuklarn iistii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Uzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

e Bos (blank) kuyucugu harig¢ tiim kuyulara 50 uL streptavidin-HRP eklendi.

e Tiim kuyucuklarn iistii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Uzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikand:.

e Her bir kuyucuga kit igerigindeki Substrat A soliisyonundan 50 pL, Substrat B
soliisyonundan 50 pL eklendi. Kuyucuklarn tizeri kapatildi ve 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 50 pL sonlandirma soliisyonu eklendi. Tiim orneklerde maviden
sartya renk degisimi gozlemlendi.

e Kuyucuklarin absorbans degerleri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 450nm
dalgaboyunda 6l¢iildii.
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3.5.14. Sican Plazma Anti-doku Transglutaminaz Olgiimii

Sicanlara ait plazma 6rneklerinde Rat Anti-doku Transglutaminaz IgG 6lgtimii

icin kalitatif sandwich ELISA yontemi kullanildi Kit (Bioassay Technology

Laboratory China, Kat No: ED0072Ra) uygulamasi asagida belirtilen sekilde yapildi.

Plazma 6rnekleri PBS kullanilarak 1/20 oraninda seyreltildi.

Bir kuyucuk bos (blank) olarak segildi ve higbir soliisyon eklenmedi.

Kit iceriginde bulunan pozitif ve negatif standartlar 50 pL olarak ayri ayri
kuyucuklara konuldu.

Ornek kuyucuklarma once 40 pL Sample Diluent, sonra 10 pL seyreltilen
orneklerden konuldu.

Tim kuyucuklarm iistii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Uzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

Bos (blank) kuyucugu harig¢ tiim kuyulara 50 pL streptavidin-HRP eklendi.

Tim kuyucuklarm iistii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Uzeri ag1lan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

Her bir kuyucuga kit igerigindeki Substrat A soliisyonundan 50 pL, Substrat B
soliisyonundan 50 pL eklendi. Kuyucuklarm iizeri kapatildi ve 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi.

Kuyucuklara 50 pL sonlandirma soliisyonu eklendi. Tiim orneklerde maviden
sartya renk degisimi gozlemlendi.

Kuyucuklarin absorbans degerleri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 450nm
dalgaboyunda 6l¢iildii.

3.5.15. Sican Plazma Anti-NMDA Olciimii

Siganlara ait plazma 6rneklerinde Rat Anti-NMDA Antibody IgG 6l¢iimii igin

kalitatif sandwich ELISA yontemi kullanildi. Kit (Bioassay Technology Laboratory

China, Kat No: ED0071Ra) uygulamasi asagida belirtilen sekilde yapildi.
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e Plazma 6rnekleri PBS kullanilarak 1/20 oraninda seyreltildi.

e Bir kuyucuk bos (blank) olarak secildi ve higbir soliisyon eklenmedi.

e Kit igeriginde bulunan pozitif ve negatif kontroller 50 uL olarak ayri ayri
kuyucuklara konuldu.

e Ornek kuyucuklarina dénce 40 pL Sample Diluent, sonra 10 pL seyreltilen
orneklerden konuldu.

e Tiim kuyucuklarn istii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Uzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

¢ Bos (blank) kuyucugu harig¢ tiim kuyulara 50 pL streptavidin-HRP eklendi.

e Tiim kuyucuklarn iistii kapatilip 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e  Uzeriagilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1 dakika siirecek
sekilde 5 kere yikandi.

e Her bir kuyucuga kit igerigindeki Substrat A soliisyonundan 50 plL, Substrat B
soliisyonundan 50 pL eklendi. Kuyucuklarm iizeri kapatildi ve 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 50 pL sonlandirma soliisyonu eklendi. Tiim orneklerde maviden
sartya renk degisimi gozlemlendi.

e Kuyucuklarm absorbans degerleri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 450nm
dalgaboyunda 6lgiildii.

3.5.16. Sican Plazma Rutin Biyokimyasal Olgiimler

Rutin biyokimyasal analizler icin TURKAK ISO15189 tibbi laboratuvarlar i¢in
akreditasyon belgesine sahip Dokuz Eylil Universite Hastanesi Merkez

Laboratuvarindan hizmet alim1 gerceklestirildi.

Plazma glukoz, total protein, aloumin ve globulin diizeyleri Beckman Coulter

AU 5800 otoanalizoriinde ayn1 marka kit kullanilarak fotometrik olarak 6l¢iildii.

29



3.5.17. Sican Plazma Alfa 2 Makroglobulin Olgiimii

Sicanlara ait plazma 6rneklerinde Alfa-2-Makroglobulin 6lgtimii igin kantitatif
sandwich ELISA yontemi kullanildi. Kit (LifeSpan BioSciences,Inc USA. Kat No:LS-
F15622) uygulamas1 asagida belirtilen sekilde yapildi.

e Plazma oOrneklerinde bulunan antijenin kuyucuklardaki antikorlara daha iyi
tutunum saglamasi i¢in plazma ornekleri asit ile 6n islemden gecti:

50 pL plazma 6rneginin tizerine 50 uL HCI eklenip vortekslendi. Tiiplerin i¢inde
ortami notrlemesi i¢in 100 pL 0,1 N NaOH eklendi ve 6rnekler 4000 rpm’de 5 dk
santriftijlendi.

e Kit igeriginde bulunan ve konsantrasyonu bilinen standart kullanilarak 500 ng/mL,
250 ng/mL, 125 ng/mL, 62,5 ng/mL, 31,25 ng/mL, 15,63 ng/mL, 7,815 ng/mL, O
ng/mL standart i¢erecek sekilde seri diliisyonlar hazirlandi.

e Hazirlanan standartlar ve Ornekler kuyucuklara 100 pL olarak eklendi.
Kuyucuklarin tistii kapatildi. Plate, shaker iizerine yerlestirildi ve bir gece boyunca
4°C’de inkiibe edildi.

e Ertesi giin kuyucuklarda bulunan sivi ¢ekildi ve her bir kuyucuga 100 uL. Detection
Reagent A eklendi, kuyucuklarin stii kapatildi, 37°C’de shaker tiizerinde 60
dakika inkiibe edildi.

e Ugzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1-1,5 dakika
stirecek sekilde 3 kere yikandi.

e Her bir kuyucuga 100 pL Detection Reagent B eklendi, kuyucuklarin istii
kapatildi, 37°C’de shaker iizerinde 60 dakika inkiibe edildi.

e Uzeri agilan kuyucuklar 0,35 mL yikama tamponu ile her yikama 1-1,5 dakika
stirecek sekilde 5 kere yikandi.

e Kuyucuklara 90 pL TMB solution eklendi, kuyucuklarin wistii kapatildi, yeterli renk
degisimi gozlemlenene kadar (~11 dk) 37°C’de inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 50 pL sonlandirma soliisyonu eklendi. Tiim 6rneklerde maviden
sartya renk degisimi gozlemlendi.

e Kuyucuklarin absorbans degerleri plak okuyucu (BioTek ELX 800) ile 450nm
dalgaboyunda 6l¢iildii.
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3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Aragtirmanm sonuglarina ait istatistiksel analizler SPSS 24.0 versiyonu
kullanilarak yapildi. Cikan sonuglar ortalama + standart hata(SEM) olarak verildi.
Sicanlarm agirliklarinin, BKI ve Lee indeksi skorlarmnmn, boy uzunluklarinin, biitiin
beyin ve serebellum agirliklarinin karsilagtirmasinda ayrica agik alan testinde toplam
alman yol, ortalama hiz, merkezde bulunma siiresi ve periferde bulunma siiresi
degiskenlerinin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Morris su tanki
testinin 1-4.giinleri i¢in degerlendirilen platformu bulma siiresi (PB) verilerinde
yinelenen Olglimler varyans analiz testi kullanildi. Morris su tanki testinin besinci
giiniinden elde edilen toplam alinan yol, ortalama hiz, hedef kadrana girme frekansi
(HKF), hedef kadranda gegirilen siire (HKS), hedef kadran1 bulma siiresi (HKB),
platform alanina girme frekansi (PF), platform alaninda gegirilen siire (PS), platformu
bulma siiresi (PB) ve toplam hareket edilen siire (THS) degiskenlerinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanild1. Fark yaratan grubun belirlenmesi
i¢in yapilan ikili karsilastirmalarda, Dunn teoremine dayali post-hoc testleri kullanildi.
Glutensiz (Gs) ve yiksek glutenli (YG) diyet gruplarinin Dbirbirleri ile
karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Gs ve YG gruplar1 arasinda
platformu bulma siiresi (PB) ve hedef kadran1 bulma siiresi (HKB) degiskenleri,
ortalama hiz degiskenine gore kovaryans analizi kullanilarak diizeltildi. Diizeltme
oncesi ortalama hiz degiskeni ile bagimsiz degisken olan yem gruplar1 arasindaki olas1
iliski regresyon analizi ile kontrol edildi ve herhangi bir iliski olmadig1 goriildii. Beyin
dokusu NMDA reseptor 2 diizeylerinin gruplar arasinda karsilastirilmasinda Kruskal
Wallis testi kullanildi. NMDA reseptorii ve acik alan degiskenleri arasindaki iligkinin
belirlenmesinde Spearman korelasyon analizi kullanildi. Siganlarin glukoz, total
protein, globulin, albumin ve alfa 2 makroglobulin degerlerinin gruplar arasi
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Tiim istatistiksel verilerde
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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3.7. Arastirmanin Sinirhhiklar

Calismamizda kullanilan siganlar, 6zel olarak tretilen izokalorik yemlerle
beslenmistir. Yemlerde toplam protein miktarlarini esitlenmek i¢in siit tozu gibi
proteinler kullanilmigtir. Saf gluten ya da gliadinin etkisi tespit edilememistir. Ayrica,
kullanilan hayvan sayilar1 az olmasindan dolay1 gruplar arasinda fark olmasina ragmen
istatiksel olarak bu farklar ortaya konulamamis olabilir. Calismamizda, Morris su tank1
testi ile 0grenme fonksiyonlar1 6l¢iildii. Dort giin egitim, bir giin test giinii olarak
uygulanan su tanki testi, tamamlandiktan bir hafta sonra tekrar edilerek siganlarin
hatirlama kapasiteleri 6l¢iilebilirdi ancak zaman ve yem kisit1 nedeniyle dl¢iilemedi.
Ayrica, hipokampal bolge noron sayisi ve beyin dokusu NMDA reseptor ekspresyonu
gosterebilecek histopatolojik inceleme ig¢in beyin kesitleri alinmis olsa da zaman

kisitlamas1 nedeni ile sonug¢lar sunulamamuistir.
3.8. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma 8 Mayis 2019 tarihinde 14/2019 protokol numarasi ile Dokuz Eyliil
Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

tarafindan onaylanmistir. Belge EK-2’de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Haftahk Agirhk Olciimleri

Siitten kesilmis siganlarin kati yem ile beslenmeye basladiktan sonra yem

gruplarma gore on ii¢ haftalik agirlik ortalamalar1 asagida Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9: Sicanlarin Kontrol, Glutensiz, Yiiksek Glutenli yem gruplarina gore haftalik

agirlik ortalamalar1 (Ortalama + SEM)

Siganlarin ilk hafta viicut agirliklarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). On ii¢ haftalik beslenmenin ardindan, gruplar

arasinda, son viicut agirhigr ve toplam agirlik artisi bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmad: (p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4: Siganlarin gruplara gore ilk hafta agirliklari, son hafta agirliklari ve toplam

agirhik artis1 grup ortalamalari

Ol¢iimler Kontrol Glutensiz Yiiksek
(K) (Gs) Glutenli (YG) p
(n=7) (n=8) (n=7)
I1k viicut agirhigs (gr) 128,29+3,50 114,56+£7,87 129,64+8,41 p>0,05
Son viicut agirligi (gr) 418,29+19,13  423,25+20,75 470,64+18,26 p>0,05
Toplam agirlik artis1 (gr) 290,00+£19,42  308,69+16,36 341,02+12,85 p>0,05

Sonuglar ortalama + SEM olarak verildi.
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4.2. Sicanlarin Boy Uzunluklan

Sakrifikasyon giinii eter anestezisi altinda dlgiilen boy uzunluklari, K grubunun
ortalama+SEM degeri 25,07+0,07, Gs grubunun ortalama+SEM degeri 25,75+0,45 ve
YG grubunun ortalama+SEM degeri 25,43+0,57 olarak olgiildii. Gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi (p> 0,05) (Tablo 5).

Tablo 5: Siganlarin gruplara gore boy uzunluklar1 grup ortalamalar1

Olciimler Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=7) (n=7)

Boy Uzunluklari (cm)  25,07+0,07 25,75+0,45 25,434+0,57 p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi.

4.3. BKI ve Lee indeksi Sonuclar

Sakrifikasyon giinii dlciilen boy ve agirlik verileri ile hesaplanan BKI skoru, K
grubunun ortalama+SEM degeri 0,665+0,03,Gs grubunun ortalamat+SEM degeri
0,636+0,05 ve YG grubunun ortalama+SEM degeri 0,727+0,04 olarak hesaplandi. Gs
grubunun BKI degeri YG grubunun BKI degerine gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiik bulundu (p=0,023) (Tablo 6). K grubunun BKI degeri ile Gs ve YG
gruplarinm BKI degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05) (Sekil 10). Ayrica, erkek Wistar albino siganlar i¢in normal kabul edilen BKi
araliginm 0,45-0,68 g/cm? oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda(36), YG grubunda
bulunan siganlarin obez smifina girdigi belirlendi. K ve Gs yem gruplarmm BKI
degerlerinin, belirtilen aralik iginde yer aldig1 gozlemlendi (Tablo 6).

Sakrifikasyon giinii 6lgiilen boy ve agirlik verileri ile hesaplanan Lee indeks
skoru, K grubunun ortalama+SEM degeri 297,84+11,41, Gs grubunun ortalama+SEM
degeri 291,14+8,21 ve YG grubunun ortalama+SEM degeri 306,02+9,70 olarak
hesaplandi. YG grubunun Lee indeks degeri, K ve Gs gruplarina gore yiiksek olmakla
birlikte bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Sekil 11). Siganlarda obezite
degerlendirilmesinde 310 ve altindaki degerler normal olarak kabul edilir (37). K ve
Gs gruplari, bu degerin altinda kalirken, YG grup ortalamasi 310 sinirina yakin oldugu
gbzlemlendi (Tablo 6).
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Tablo 6: Siganlarin gruplara gére BKI ve Lee indeks skoru grup ortalamalari

Olciimler Kontrol Glutensiz Yiiksek
(K) (Gs) Glutenli (YG)  p® pb
(n=7) (n=8) (n=7)
BKIskoru = 4 665,003 0,636:0,05  0,727+0,04° p=0,020% p=0,023*
(gricm?)
Lee Indeksi

2 4+11,41 291,1448,21 2+9,7 > -
skoru(’/gr/cm) 97,8 , 91,1448, 306,02+9,70  p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Kruskal Wallis testi. b ikili karsilastirmalar Dunn teoremine dayali
testleri ile yapildi. ¢ Gs gruba gore anlamli fark *Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi
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Sekil 10: Gruplara gore BKI (Ortalama + SEM *istatiksel olarak anlaml1 fark p<0,05)
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Sekil 11: Gruplara gore Lee Indeksi (Ortalama += SEM)
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4.4. Sicanlarin Beyin Agirhiklan

Sakrifikasyon sonrasi elde edilen “biitiin beyin” agirhiklar1 K grubunun
ortalama+SEM degeri 2,016+0,02, Gs grubunun ortalama+SEM degeri 2,049+0,05 ve
YG grubunun ortalama+SEM degeri 2,070+0,10 olarak hesaplandi. Serebellum
agrliklar1t K grubunun ortalama+SEM  degeri 0,300+£0,01, Gs grubunun
ortalamatSEM degeri 0,297+0,004 ve YG grubunun ortalamatSEM degeri
0,292+0,01 olarak hesaplandi. Biitiin beyin ve serebellum agirliklar:
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi (p>0,05)
(Tablo 7). Sakrifikasyon sirasinda glutensiz gruba ait bir sicanin beyin Ornegi

almamadigidan bu grup i¢in n=7"dir.

Tablo 7: Siganlarin biitiin beyin ve serebellum agirligi grup ortalamalari

Olciimler Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=7) (n=7)

Biitiin beyin agirhg1 (gr) 2,016£0,02  2,049+0,05 2,07040,10  p>0,05

Serebellum agirhg: (gr)  0,300+0,01  0,297+0,004 0,292+0,01 p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi.
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4.5. Ack Alan Testi

Ug aylik besleme siireleri tamamlandiginda siganlara agik alan testi uygulanda.
Agik alan testinde farkli miktarlarda gluten tiiketiminin sicanlarda lokomotor aktivite
ve anksiyete iizerine etkisi degerlendirildi. Test sonucu elde edilen toplam alinan yol,
ortalama hiz, merkez alanda bulunma siiresi, perifer alanda bulunma siiresi ve toplam
hareket edilen siire (THS) degiskenleri analiz edildi. Bu degiskenlere ait grup
ortalamalar1 Tablo 8’de ifade edildi.

Tablo 8: Gruplara gore toplam alinan yol, ortalama hiz, merkezde ve periferde

bulunma siireleri, toplam hareket edilen siire (THS) grup ortalamalar1

Olciimler Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=8) (n=7)
Toplam alinan yol(cm)  800,44+83,36 965,57+99,62 1034,92+163,30 p>0,05
Ortalama hiz (cm/sn) 2,71+0,28 3,26+0,34 3,50+0,55 p>0,05
Merkezde bulunma(sn)  11,61+2,97 9,55+3,62 6,64+2,54 p>0,05

Periferde bulunma(sn)  283,64+2,86  286,40+3,58 288,86+2,37 p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi.

Hayvanlarin lokomotor aktivitelerini karsilastirmak i¢in toplam aliman yol ve
ortalama hiz degiskenleri incelendiginde, yem gruplar1 arasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 8) (Sekil 12) (Sekil 13).
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Sekil 12: Gruplara gore toplam alman yol (Ortalama + SEM)
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Sekil 13: Gruplara gore ortalama hiz (Ortalama = SEM)

Hayvanlarin anksiyete durumunu degerlendirmek i¢in toplam hareket edilen
stire (THS) ile merkez alanda ve perifer alanda gegirdikleri siireler yem gruplarina gére
karsilastirildiginda, gruplar arasi istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05)
(Tablo 8) (Sekil 14) (Sekil 15).
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Sekil 14: Gruplara gore merkez alanda bulunma siiresi (Ortalama = SEM)
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Sekil 15: Gruplara gore perifer alanda bulunma siiresi (Ortalama + SEM)

Merkezde ve periferde bulunma siireleri, grup i¢i birbiriyle karsilastirildiginda,

hayvanlarm yem grubu fark etmeksizin, perifer alanda merkez alana gore daha fazla

zaman geg¢irdigi gozlemlendi (Tablo 8).
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Sekil 16: Kontrol (A), Glutensiz (B) ve Yiiksek Glutenli (C) gruplardan rastgele

secilmis siganlarin acik alan testinde izledigi yollarin sematik goriiniimii
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4.6. Morris Su Tanki Testi

Ug ayhik beslenme siireleri tamamlandiginda siganlara Morris su tanki testi
uygulandi. Morris su tanki testinde farkli miktarlarda gluten tiikketiminin siganlarda
mekansal 6grenme iizerine etkisi degerlendirildi. Morris su tanki testinde ilk dort giin
egitim, egitimleri takip eden gilin test giinii olmak iizere toplam bes giin boyunca
siganlar yilizdiriildii. Platformun bulundugu giineybat1 kadrani, hedef kadran olarak
adlandirild1.

Ik dort giinliik egitim yiizdiirmesi sonucunda elde edilen platformu bulma (PB)
stirelerinin grup ortalamalar1 asagida Tablo 9’da verildi. Ayrica gruplara gore
sicanlarin 1-4. giinlerdeki (egitim giinleri) PB degerinin grup ortalamalar1 asagida

grafik olarak ifade edildi (Sekil 17).

Tablo 9: 1-4.giinlerde platformu bulmak i¢in gegen siirelerin (PB) grup ortalamalari

Kontrol Glutensiz Yiiksek Glutenli
PB (sn) PB (sn) PB (sn)
(n=7) (n=8) (n=7)
Giinler

1 37,58+4,14 30,42+4,17 31,83+4,40

2 15,96+3,46 20,05+3,62 14,39+3,16

3 6,07+1,02 16,41+3,67 13,45+2,99

4 12,04+3,10 12,7842,50 13,754+2,49

PB: Platformu bulma siiresi grup ortalamalari. Sonuglar ortalama+SEM olarak verildi.
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Sekil 17: Gruplara gore siganlarin 1-4. giinlerdeki PB degeri grup ortalamalari
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Dort giinliik egitim asamast yinelenen Olgiimler varyans analizi ile
degerlendirildi. Yapilan istatiksel analizde, 1. ve 4. giinler arasinda PB degerlerinde
anlamli fark bulundu (p<0,001) (Sekil 17). Ancak yem gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunmadi (p= 0,734). Ayrica, giinler x yem gruplar1 etkilesimi de incelendiginde
anlaml1 bir fark olmadig1 gézlemlendi (p=0,206).

1-4. giinlerdeki egitim yiizdiirmesi sonucunda elde edilen platforma giden
toplam yol ve hedef kadranda gegirilen siirelerin yiizdesine ait grup ortalamalar1
asagida grafik olarak ifade edildi (Sekil 18) (Sekil 19).
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Sekil 18: Sicanlarin 1-4. giinlerdeki platforma giden toplam yol grup ortalamalar1
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Sekil 19: Sicanlarin gruplara gore 1-4. giinlerdeki hedef kadranda gegirilen siirelerin
ylizdesi

Testin 5. giinii su i¢ine gizlenmis platform ¢ikarildi. Siganlarin ortalama hiz

degerleri analiz edildi. Ortalama hizlara ait grup ortalamalar1 Tablo 10°da ifade edildi.

Tablo 10: Yem gruplarina ait ortalama hiz grup ortalamalari

Ol¢iim Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=8) (n=7)

Ortalama hiz 17.9541,35 16,7041,07 19,91+1,182 p=0,049*
(cm/sn)

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Glutensiz gruba gore anlamli fark *Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edildi.

Gruplar ikili olarak karsilastirildiginda, YG grubun ortalama hizinin Gs gruba
gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 10).

Gs ve YG yem gruplar1 arasinda ortalama hizda tespit edilen bu anlamli farkin
platformu bulma siiresi (PB) ve hedef kadrani bulma siiresi (HKB) degiskenleri
iizerindeki etkisini ortadan kaldirmak i¢in kovaryans analizi yapildi. Ortalama hiz
degiskenine gore diizeltilen PB degiskeninin, yem gruplari arasinda istatiksel
bakimdan anlamli oldugu (p=0,016) ve Gs grubun platform alanmna YG grubuna
kiyasla daha kisa siirede buldugu tespit edildi (Tablo 11).
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Tablo 11: Gs ve YG yem gruplarina ait diizeltilmis PB ve HKB grup ortalamalar1

Olciim Glutensiz Yiiksek Glutenli
(Gs) (YG) p
(n=8) (n=7)
Platformu bulma siiresi 3.9945,21 26,7245 62 p=0,016*
PB (sn)
Hedef Kadran1 Bulma 4.40+2,26 3.9342. 44 0>0,05

Siiresi HKB(sn)

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. Tiim degerlere ortalama hiz diizeltmesi (Ortalama hiz=18,20)
uygulanmstir. *Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Testin 5.giiniine ait toplam alman yol, hedef kadrana girme frekans1 (HKF),
hedef kadranda gegirilen stire (HKS), hedef kadrani bulma siiresi (HKB), platform
alanmna girme frekansi (PF) ve platform alaninda gegirilen siire (PS) verilerinin

ortalama hiz degiskenine gore diizeltmis sonuglar1 Tablo 12°de verildi.

Tablo 12: Gs ve YG yem gruplarina ait toplam alinan yol, ortalama hiz, HKF, HKS,
PF, PS ve THS 6lgtimleri grup ortalamalari

Olciimler Glutensiz Yiiksek Glutenli
(Gs) (YG) p
(n=8) (n=7)
Toplam 1064,46+2,83 1086,77+3,06 p<0,001*
alinan yol(cm)
HKF 5,13+0,27 5,57+0,29 p>0,05
HKS (sn) 24,20+2,24 23,99+2 41 p>0,05
PF 5,03+1,07 4,97+1,15 p>0,05
PS(sn) 2,62+0,64 1,71+0,69 p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Ortalama hiza gore diizeltilmis deger (Ortalama hiz=18,20).
HKF: Hedef kadrana girme frekansi, HKS: Hedef kadranda gegirilen siire, PF: Platform alanina girme
frekansi, PS: Platform alaninda gegirilen siire

Yem gruplari arasinda, toplam alinan yol bakimindan istatiksel olarak anlamli
fark oldugu belirlendi (p<0,001); YG grup, Gs gruba gore daha fazla mesafe kat etti.
Hedef kadrana girme frekansi1 (HKF), hedef kadranda gegirilen siire (HKS), platform
alanina girme frekansi (PF), platform alaninda gecirilen siire (PS) sonuclari

bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Tablo 12).
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Testin 5. giliniine ait toplam hareket edilen siire (THS) degerleri analiz edildi.

THS’ye ait grup ortalamalar1 Tablo 13’te ifade edildi.

Tablo 13: 3 yem grubuna gore THS 6lgtimleri grup ortalamalari

Gruplar THS (sn) p? Post-hoc pP

Kontrol (K)  (n=7) 57,56+2,45 K-Gs p=1,000

Glutensiz (Gs) (n=8) 54,69+2,46 p=0,001* K-YG p=0,006*

Yiiksek

. = + _ — *
Glutenli (Yg) ("=7) | 5923+0.13 Gs-YG | p=0,002
THS: Toplam hareket edilen siire. Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Kruskal Wallis testi

yapildi. b Ikili karsilastirmalar Dunn teoremine dayali post-hoc testleri ile yapildi. * Anlamlihik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi.

Sicanlarin toplam hareket edilen siire (THS) sonuglar1 karsilastirildiginda,
gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p=0,001). Post-hoc analizlerine
bakildiginda, K ile Gs gruplar1 arasinda istatiksel anlamlilik bulunmadi (p=1,000).
K ve YG gruplar1 incelendiginde, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
vardi; YG grubunun THS degeri, K grubundan anlamli olarak yiiksekti (p=0,006).
YG ile Gs gruplari incelendiginde, gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark
oldugu ve YG grubunun THS degerinin Gs grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu
gbzlemlendi (p=0,002) (Tablo 13).

Ayrica, su tanki testi 5.giin verilerine ait video goriintiileri tek tek incelendi.
Yiiksek glutenli grup toplam hareket siiresi bakimindan en ¢ok hareket eden grup
olmasma ragmen bu gruptaki siganlarin yiizme performansmm platformu bulmaya
yonelik olmadig goriildii. Glutensiz gruptaki ¢ogu hayvanin ise suya birakildigi anda

platformun bulundugu alana yoneldigi gézlemlendi.
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Sekil 20: Morris su tanki test giinii
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Sekil 21: Kontrol (A), Glutensiz (B) ve Yiiksek Glutenli (C) gruplardan rastgele
secilmis sicanlarin Morris su tanki testinin 5.glinlinde kuzey (K) yOniinden suya

birakildiginda izledigi yollarin sematik goriiniimii
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4.7. Sigan Beyin Dokusu NMDA Reseptor 2 Diizeyi

Sicanlarin  beyin dokusunda NMDA reseptor 2 diizeyleri K grubunda
ortalama+SEM degeri 840,22+66,34 ng/mg, Gs grupta ortalama+SEM degeri
785,32+62,38 ng/mg ve YG grupta ortalama+SEM degeri 826,56+97,71 ng/mg olarak

olciildii. Gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi (p> 0,05).
4.8. NMDA Reseptor 2 Diizeyi ve A¢ik Alan Testi Korelasyon Analizi

Sicanlarin agik alan testi degiskenleri ile NMDA reseptor 2 diizeyleri arasindaki
olasi iligkiler degerlendirildi. Glutensiz ve yiiksek glutenli grubun NMDA reseptor 2
diizeyleri ile agik alan testi sonucu elde edilen merkez alanda gegirilen siire (%)
degiskeni arasinda istatiksel olarak anlamli negatif yonde giiglii bir korelasyon oldugu
goriildi (r=-0,713) (p=0,004). Yani, NMDA reseptor diizeyleri arttik¢a hayvanlarin
merkez alanda gecirdigi siire azalmistir. Bu sonucu destekleyecek sekilde, reseptor
diizeyleri ve perifer alanda gegirilen siire ylizdeleri arasinda ise istatiksel olarak
anlamli pozitif yonde bir korelasyon goriilmektedir (r=0,564) (p=0,036). Bu sonuca
gore, hayvanlarin NMDA reseptor diizeyleri ile perifer alanda gecirdikleri siireler
dogru orantilidir; reseptor diizeyi daha fazla olan hayvanlar perifer alan1 daha ¢ok

tercih etmislerdir.
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4.9. Indirekt Immiinfloresan ile Plazmada Anti-NMDAR Diizeyi

Rat plazmalarinda anti-NMDAR antikor tespiti i¢in IIFT yontemi kullanildi. Kit
protokoliine uygun sekilde gerceklestirilen analiz sonuglari kitin sagladigi pozitif ve

negatif kontrol ile karsilastirildiginda, tiim yem gruplarinin plazma orneklerinde

NMDA reseptoriine kars1 anti-NMDAR 1gG antikor artisi tespit edilemedi.

Sekil 22: Sigan plazmasinda anti-NMDAR antikor tespiti sonucu elde edilen 20X
biiyiitmedeki goriintiiler. Pozitif kontrol (A), Negatif kontrol (B), Ornek slayt (C)

4.10. Sigcan Plazma Anti-gliadin IgG Diizeyi

ELISA yontemi kullanilarak kit protokoliine uygun sekilde gergeklestirilen
analiz sonuglari, kitin belirttigi cut-off degerine gore degerlendirildiginde, tiim

gruplara ait plazma anti-gliadin IgG sonuglar1 negatif cut-off degerin altinda kaldu.
Pozitif kontrol absorbansi=2,684

Negatif kontrol absorbansi1=0,091

Cut-off degeri asagidaki gibi hesaplandi:

Cut-off: Negatif kontrol absorbans1 + 0,15 = 0,241
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4.11. Sican Plazma Anti-doku Transglutaminaz IgG Diizeyi

ELISA yontemi kullanilarak kit protokoliine uygun sekilde gerceklestirilen
analiz sonuglari, kitin belirttigi cut-off degerine gore degerlendirildiginde, tiim
gruplara ait plazma anti-doku transglutaminaz 1gG sonuglar1 negatif cut-off degerin
altinda kald.

Pozitif kontrol absorbansi=1,737
Negatif kontrol absorbansi=0,076
Cut-off degeri asagidaki gibi hesaplandi:

Cut-off: Negatif kontrol absorbansi1 + 0,15 = 0,226

4.12. Sigan Plazma Anti-NMDA 1IgG Diizeyi

ELISA yontemi kullanilarak kit protokoliine uygun sekilde gergeklestirilen
analiz sonuglari, kitin belirttigi cut-off degerine gore degerlendirildiginde, tiim

gruplara ait plazma anti-NMDA IgG sonuglar1 negatif cut-off degerin altinda kald:.
Pozitif kontrol absorbansi=1,313

Negatif kontrol absorbansi=0,064

Cut-off degeri asagidaki gibi hesaplandu:

Cut-off: Negatif kontrol absorbansi + 0,15= 0,241
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4.13. Sican Plazma Biyokimyasal Analiz

Siganlarin plazmasindan 6lgiilen glukoz, total protein, globulin ve albumin

diizeyleri asagida Tablo 14°de verildi.

Tablo 14: Yem gruplarna ait glukoz, total protein, globulin, aloumin diizeyleri

Olciimler Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=7) (n=7)
Glukoz (mg/dL) 155,57+8,16  168,57+14,18 197,43+31,17¢  p=0,007*
Total Protein (gr/dL)  5,97+1,94 5,84+0,21 6,34£0,28°  p=0,004*
Globulin (gr/dL) 2,9240,19 2,8440,13 3,18£0,24°  p=0,016*
Albumin (gr/dL) 3,05+0,03 3,010,06 3,16+0,04 p>0,05

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Kontrole gére anlamli fark b Kontrol ve Glutensiz gruba
gore anlamh fark ¢ Glutensiz gruba gore anlamlh fark *Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

Yem gruplarina gore karsilastirildiginda, YG grubun glukoz degeri, K grubuna
gore ylksekti (p=0,007). Ayrica YG grubun total protein diizeyinin, hem K hem de Gs
gruba gore yiiksek oldugu gozlemlendi (p=0,004) (Tablo 14).
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4.14. Sigan Plazma Alfa 2 Makroglobulin Diizeyi

Sicanlarin plazmasindaki alfa 2 makroglobulin (A2MG) diizeyleri K grubunda
ortalama+SEM degeri 50,98+0,48, Gs grupta ortalama+SEM degeri 52,96£1,51 ve
YG grupta ortalama+SEM degeri 51,00+0,40 olarak o6lgiildii. Gruplar arasinda total
protein diizeyleri bakimindan anlaml fark oldugu icin A2ZMG degerleri total protein
degerlerine boliindii ve gruplar yeniden karsilastirildi. Alfa 2 makroglobulin/total
protein oranlar1 (A2MG/TP), K grubunda ortalama+SEM degeri 854,95+16,52,
Gs grupta ortalama+SEM degeri 912,64+30,14 ve YG grupta ortalama+SEM degeri
805,48+12,48 olarak hesaplandi. Elde edilen bu sonuglara gore gruplar arasinda
anlamli bir fark oldugu belirlendi (p= 0,008). YG grubun A2MG/TP orani, Gs gruba

gore istatiksel olarak anlamli sekilde diistiktii.

Tablo 15: Gruplara gore alfa 2 makroglobulin diizeyleri ve total proteine oranlanmig

diizeyleri
Olciimler Kontrol Glutensiz  Yiiksek Glutenli
(K) (Gs) (YG) p
(n=7) (n=7) (n=7)
A2MG (ng/mL) 50,98+0,48  52,96+1,51 51,0060,40  p>0,05

A2MG/TP (ng/gr) 854,95+16,52 912,64+30,14  805,48+12,48% p=0,008*

Sonuglar Ortalama+SEM olarak verildi. a Glutensiz gruba gore anlaml fark * Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edildi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi ile laktasyon donemini tamamlamis ve kati yem tiiketimine
baslayan, yaklasik 25 giinliik temin edilen Wistar albino erkek si¢an yavrulari, infantil
donemden itibaren, pubertal donemlerini (postnatal yaklasik 1,5 ay) ve sosyal
olgunlagsma donemlerinin bir kismini kapsayacak sekilde toplam 3 ay siire standart,
glutensiz ve yiiksek diizeyde gluten iceren yem ile kontrollii ortam sartlarinda
beslenmislerdir. insan 6mrii igin 18 yasa kadar sosyal olgunlugun tamamlandig: var
sayildiginda, toplam 3 aylik beslenme siiresi fiziksel ve psikososyal gelisimin
etkilenmesine firsat verebilecek, olduk¢a uzun bir siire olarak degerlendirilebilir (45).
Standart sigan yemlerinde dogal olarak yaklasik ortalama 0,56gr/100gr gluten
bulunurken, yiiksek gluten igerikli yemlerde 12,56gr/100gr gluten oranina ulagilmustir.
Enerji alimmni dengelemek amaciyla, glutensiz ve glutenli tiim yemlerin enerji
degerleri 2900 kcal/kg olacak sekilde belirlenmistir. Wistar albino ki siganlar i¢in
genetik olarak herhangi bir gluten duyarliligi tanimlanmamistir (46). Transgenik
hayvanlarda gluten duyarlilik modelleri olusturmak i¢in literatiirde farkli ¢alismalar
mevcuttur. Ornegin, bir gluten duyarlihigi deney hayvan1 modelinde, disaridan 7 hafta
boyunca intragastrik gavaj yoluyla 2 mg glutenin haftada 3 kez olacak sekilde
uygulanmasimin, inflamatuar yanit1 tetiklemeye ve intestinal hasar olusturmaya yeterli
oldugu gosterilmistir (47). Ayrica, farkli probiyotik tiirlerinin gluten duyarliliginin
gelisimi tizerine etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir (48). Bizim ¢alismamizda, sigan
basina glinliik ortalama yem tiiketiminin yaklasik 20 gr oldugu varsayildiginda (49),
dogal oral beslenme yolu ile alinan gluten miktarinin, yiiksek glutenli grup i¢in giinliik
toplam 2,5 gr gluten oldugu hesaplanabilir. Standart yem igin giinliik gluten aliminin
yaklasik 0,112 gr oldugu hesaplandiginda, yiiksek gluten tiiketimiyle standart yeme
gore yaklasik 22 kat daha fazla gluten alindigi goriilecektir. Diger taraftan bir grup
sican, glutensiz yem ile kontrollii ortam sartlarinda, bulas riskine imkan vermeden
beslenerek fiziksel gelisimleri takip edilmistir. Bizim calismamiz ile literatiir
taramamza gore ilk kez, gluten duyarhhigi olmaksizin infantil dénemden itibaren
uzun donemli glutensiz ve farkh diizeylerde gluten iceren diyet ile beslenmenin,
fiziksel gelisim ve bilissel fonksiyonlara etkisi kontrollii ortam sartlarinda

incelenmistir.
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Glutene kars1 herhangi bir hassasiyeti olmayan kisilerin de “saglikli beslenme”
yontemi olarak giinliik diyetlerinden gluteni c¢ikarmasinin sagladigi faydalar,
giiniimiizde bir tartigma konusudur. Yapilan bazi insan ve hayvan ¢aligmalarinda,
glutensiz diyetin obezite riskini diisiirdiigii, dolayisiyla obezitenin neden oldugu tip2
diyabet olusumunu etkiledigi ve ayrica prenatal donemde annenin uyguladig glutensiz
diyetin, postnatal donemdeki bebekte tipl diyabet olusum riskini diistirdiigii ileri
stirilmektedir (50). Ancak glutenin diyetten uzaklastirilmasi ile ortaya ¢ikan bazi
vitamin, mineral ve ozellikle posa alim1 gibi besin 6gesi eksiklikleri de géz Oniinde
bulundurulmasi gereken Onemli faktorlerden biridir (51). Calismamizda, farkli
oranlarda gluten igeren diyet ile ii¢ aylik besleme siiresince, sicanlarin fiziksel
gelisimleri takip edilerek besleme siiresi sonunda viicut agirliklari, boylari, beyin
dokusu ve serebellum agirliklar1 6l¢iildii. Ayrica kan glukoz, total protein, albumin,
globulin diizeylerinin yan1 sira NMDA reseptor fonksiyonu ile iligkili olabilecek
biyokimyasal parametreler degerlendirildi. Calismamiz ile si¢anlarin kan ve beyin
dokusu orneklerindeki biyokimyasal degisimlerin, hayvan davranis testleri ile iliskisi

belirlenmeye c¢alisild1.

Infantil donemden pubertal donemi kapsayacak sekilde ii¢ ay siiren besleme
stiresince, yem gruplarinin haftalik viicut agirliklarinda diizenli olarak bir artis oldugu
goriildii. Hayvanlarin ilk hafta 6l¢giilen viicut agirliklar1 ile son hafta dlgiilen viicut
agirliklarinin, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi
belirlendi. Ayrica son hafta Olclilen viicut agirliklar: ile ilk hafta oOlciilen viicut
agirliklarinin farkindan elde edilen toplam viicut agirligi artislari gruplar arasi
karsilastirildi. Yiiksek gluten ile beslenen grubun ortalama toplam viicut agirligi artist,
tim gruplara gore en yiiksek ve standart yem ile beslenen kontrol grubunda ise en
diisiik olmakla birlikte, viicut agirhklar: arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
degildi. Yemlerin toplam kalorilerinin 2900 kcal/kg diizeyine esitlendigi gbz Oniine
alindigida bu durum dogal olarak kabul edilebilir. Caligmamizda kullanilan diyetlerin

toplam protein, yag, mineral ve esansiyel aminoasit miktarlar1 da esitlenmistir.

Caliymamizdaki diyetlerde protein kaynagi olarak cesitli besin maddeleri

kullanilmakla birlikte tiim yemlerde protein miktar1 22gr/100gr yem olacak sekilde
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esitlenmeye c¢alisilmistir. Ayrica, glutensiz yem igeriginde siit tozu miktar1 yliksek
glutenli yeme gore yaklasik 7 kat daha yiiksek diizeyde bulunmaktaydi. Diyet ile
alinan protein cesidinin gelisime etkisini inceleyen Alippi ve meslektaslar1 2012
yilinda yayinladiklar1 arastirmada, diyetlerinde protein kaynagi olarak sadece kazein
veya sadece bugday gluteni kullanilan 30 giinliik Sprague-Dawley irk1 si¢anlarin iki
aylik gelisimlerini takip etmistir. Protein kaynagi olarak bugday gluteni igeren yem
grubundaki hayvanlarin, kazein iceren yem grubundaki hayvanlara gore agirhk
artiglarinin daha az oldugu bulunmustur (52). Ayrica Alippi ve meslektaslari, gelisim
slireci boyunca gluten grubundaki siganlarin boy uzunluklarinin kazein grubuna gore
daha kisa oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte viicut agirligi-boy uzunlugu
arasindaki korelasyonun oldukca yiiksek oldugu, yani hayvanin sahip oldugu kilo ile
boyunun uyum i¢inde oldugu gézlemlenmistir. Arastirmacilar, agirlik-boy arasindaki
bu iliskiden dolay1 hayvanlari boy uzunlugunun, diyet igerigindeki protein ¢esidinden
bagimsiz oldugunu ve diyetin yeterli miktarda protein icerdigi siirece sicanlarin boy
uzunlugu bakimindan gelisimini etkilemeyecegini ileri slrmiislerdir. Bizim
calismamizda ise benzer sekilde diyet ile alman gluten miktarinin, siganlarin boy
uzunlugu tizerine ayirt edici bir etkisi olmamustir. Siganlarm agirlik artis1 bakimindan
ise Alippi ve meslektaslarinin bulgularinin aksine, gluten ile beslenme herhangi bir
degisim olusturmamustir. Bu farkli sonuglarin olasi nedeni, li¢ diyet iceriginde de siit
tozu (kazein) bulunmasi olabilir. En yiiksek glutensiz diyette (15,5gr/100gr yem)
olmak tizere, kontrol diyetinde (9gr/100gr yem) ve yiiksek glutenli diyette
(2,3gr/100gr yem) siit tozu bulunmaktadir. Diyetlerinden gluten proteini ¢ikarilan
sicanlarin giinliik almas1 gereken protein ihtiyaglari, iiretici firma (Arden Yem®)
tarafindan yemlerine siit tozu/kazein proteini eklenerek desteklenmistir. Yemlerin
iceriginde bulunan kazein proteininin, glutenin viicut agirligi tizerine olas1 etkisini
engellemis olabilecegi diistiniilmiistiir. Bununla birlikte ¢alismamizda yiiksek gluten
ile beslenmenin beden kitle indeksleri (BKI) iizerine anlamli olarak artiric1 etkisi
oldugu belirlenmistir. Gelecekte, diyetteki protein kaynaklarma goére karsilagtirmali
olarak yapilacak metabolik ¢alismalar, kazeinin etki mekanizmasmin anlasilmasina

katkida bulunabilir.

BKI, yetiskin insanlarmn viicut yag oranlarini dolayli yoldan belirlemek igin

kullanilan bir yontemdir. BKI skorlamasi sonucu kisilerin sahip oldugu yag oralarina
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gore belirli kategorilerde degerlendirilirler. Yaygin kullanimi, viicut yag yiizdesini
belirlemek olsa da BKI skorlamasinim insanlarda yag yiizdesini tespit etmekte olduk¢a
zayif bir yontem oldugu 6ne siiriilmektedir (53). Ancak 2007 yilinda yaymlanan bir
calismada, siganlarda obezite belirteci olarak kullanilabilecek gostergeler
arastirilmistir. Erkek Wistar ki sican kullanilarak gerceklestirilen deneylerde, BKI
degerleri ile hayvanlarin sahip oldugu karkas yag arasinda pozitif korelasyon oldugu
ve BKI hesaplamasimnin, sicanlarda viicut yagmni tahmin etmede basit ve giivenilir bir
Olciim oldugu ortaya konmustur. Ayrica ayni ¢alisma kapsaminda Wistar ki erkek
sicanlara ait BKi deger araliginm 0,45-0,68 gr/cm? oldugu bildirilmistir (36).
Calismamizdaki yem gruplar1 arasmmda BKI degerleri karsilastirildiginda glutensiz
beslenen grubunun BKI degerleri yiiksek glutenli beslenen gruba gére anlamli sekilde
diisiiktii. Gruplar karsilastirildiginda BKI degeri en yiiksek olan yiiksek gluten grubu
(0,727+0,04 gr/cm?) olurken, kontrol grubu (0,665+0,03 gr/cm?) ve glutensiz grubun
(0,636+0,05 gr/cm?) BKI degerlerinin birbirine yakm oldugu gdzlemlendi. 2013
yilinda yayinlanan bir arastrmada glutensiz diyet ve viicut yaglanmasi arasindaki
iligki incelenmistir. Arastirmada iki aylik C57BL/6 fareleri iki gruba ayrilmig ve bir
grup yliksek yag ve %4,5 bugday gluteni iceren yem ile beslenirken diger grup yiiksek
yag iceren ancak gluten igcermeyen yemle beslenmistir. Sekiz hafta sonunda toplam
yaglanma miktarlar1 karsilastirildiginda, iki grubunda yem ile toplam enerji alimi ayni
olsa da glutensiz grubun yaglanma miktarmin diger grubu goére diisiik oldugu
gozlemlenmistir (54). Ayrica, bugday gluteni tiiketimi ve viicut yaglanmasi arasindaki
iliskiyi incelen bagka bir arastirmada, standart diyet ve %4,5 bugday gluteni igeren
standart diyet ile sekiz hafta beslenen C57BL/6 farelerin yaglanmalari
karsilastirildigina, yem ile alinin toplam enerjiler ayn1 olmasina ragmen glutenli yem
tilketen hayvanlarin i¢ organ yaglanmasi ve derialt1 yaglanmasinin kontrol grubuna
gore anlamli sekilde fazla oldugu tespit edilmistir (55). Birbirini tamamlayan bu iki
arastirma sonuglarindan yola ¢ikarak, calismamizdaki yiiksek glutenli grubun BKi
degerinin, glutensiz beslenen gruba gore yiiksek ¢ikmasi, gluten tiiketimi ile viicut
yaglanmasi arasindaki olasi iliski ile paralellik gostermektedir. Glutensiz beslenen
grubun BKI skorunun ii¢ yem grubu arasinda en diisiik degerde olmasi, giiniimiizde
oldukca giindemde olan glutensiz beslenmenin kilo-boy oraninin korunmasi ve

yaglanma acisindan ileri siiriilen olumlu etkilerini desteklemektedir.
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Calismamizda, BKI skorlamasmin yani sira Lee Indeks skorlamasi da yapildi.
Lee indeks skorlamasi 1929 yilinda Lee tarafindan tanimlanmis ve siganlarda,
insandaki BKI skorlamasma benzer sekilde, obezite degerlendirmesinde
kullanilabilecek bir gosterge oldugu ileri siiriilmiistir (37). Ancak konu ile ilgili
yaymlanan ¢alismalara bakildiginda, Lee indeksinin, siganlarda yiizde viicut yagi
hesaplanmasinda, dolayisiyla sicanlarda obezitenin tespitinde, kullanilabilecek
giivenilir bir dlciim yolu olup olmadigi konusunda kesin bir karara varilamadigi
goriilmektedir. Yapilan bazi ¢ahismalarda Lee Indeksi ile sicanlarin viicut yag
yizdeleri arasinda Onemli korelasyonlar gosterilirmistir (56)(57). Ancak bazi
calismalarda ise, siganlarin viicut yagi yiizdelerinde istatiksel bir fark olmasina ragmen
Lee Indeks degerlerinde herhangi bir farklilik tespit edilemedigi, bu nedenle Lee
Indeks hesaplamasinin siganlarda obezite degerlendirilmesinde kullanilamayacagi 6ne
stirilmistiir (58). Calismamizdan elde edilen Lee indeks verileri incelendiginde,
degeri en yiiksek olan grubun yiiksek gluten grubu (306,02+9,70) oldugu, kontrol
grubu (297,84+11,41) ve glutensiz grubun (291,14+8,21) degerlerinin birbirine
olduk¢a yakin oldugu gozlemlendi. Yiiksek gluten grubu en yiiksek Lee Indeks
degerine sahip olmasina ragmen bu fark, diger iki gruba gore istatiksel olarak anlamli
degildi. Gruplar aras1 BKI degerleri karsilastirmasinda elde edilen istatiksel anlamlilik,
Lee indeks degerleri arasinda bulunamadi. BKI skorlamasmin genel olarak Lee Indeks

degerlendirmesine gore daha duyarl bir degerlendirme yontemi oldugu diisiiniildii.

Yem gruplar1 arasinda biitiin beyin agirliklar1 karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatiksel bir fark bulunmadi; li¢ grubun biitliin beyin agirliklar1 birbirine
oldukca yakindi. Piao ve meslektaglarinin Sprague-Dawley ki erkek sicanlarla
yaptig1 bir arastrmada, yaklasik 19 haftalik erkek sicanlarin beyin agirligmmin 2 gr
civarinda oldugu belirtilmistir (59). Calismamizda kullanilan siganlar da yaklagik ayni
yasta sakrifiye edildi. Yem ile alinan farkli miktarlardaki glutenin biitiin beyin agirligi
iizerinde bir etkisi gézlemlenmedi. Ayrica sicanlarin serebellum agirliklar1 gruplar
arasinda karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatiksel bir fark bulunmadi. Yem ile
alinan farkli miktarlardaki glutenin serebellum agirhigi iizerine bir etkisi olmadigi

belirlendi.
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Farkli miktarlarda glutenle beslenmenin siganlarda lokomotor fonksiyon ve
anksiyete iizerine etkisini incelemek i¢in hayvanlara agik alan testi uygulanmustir.
Sicanlarda lokomotor aktivite, agik alan i¢inde aldig1 toplam yol, toplam hareket siiresi
gibi verilerdeki degisimler {izerinden degerlendirilir. Kas/lokomotor fonksiyonlarinda
azalma olan hayvanlarin genelde daha az hareket etmesi, dolayisiyla daha az mesafe
kat etmesi beklenir (60). Anksiyete degerlendirilmesi ise yine lokomotor aktivitedeki
gibi, toplam hareket siiresi, toplam alman yol verilerindeki degisimin yani sira
merkez/perifer alanda bulunma siiresindeki degisimler iizerinden yapilir. Yeni bir
ortama girdiklerinde kemirgenlerin, daha az hareket etme ve a¢ik alanlarda daha az
bulunma egiliminde olduklar1 gosterilmistir (40)(61). Calismamizdaki yem
gruplarinin toplam alinan yol verilerini inceledigimizde, en ¢ok mesafe kat eden
grubun yiiksek glutenli (1034,92+163,30 cm) grup oldugu, onu sirasiyla glutensiz
(965,57+99,62 cm) ve kontrol (800,44+83,36 cm) grubunun takip ettigi gortldii.
Ancak gruplar istatiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilmedi.
Dolayisiyla, ¢alismamizdaki hayvanlarm, farkli oranlarda gluten tiiketimine bagli
olarak lokomotor aktivitelerinde anlamli bir degisim olmadigr diisiiniildii. Ayrica
merkezde/periferde bulunma verileri anksiyete bakimindan degerlendirildiginde,
kontrol grubunun merkezde en ¢ok bulunan grup ve yiiksek glutenli grubun yem
gruplar1 arasinda acik alanda en az bulunan grup oldugu belirlendi. Ancak gruplar
istatiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark tespit edilmedi. Farkli miktarlarda
glutenle beslenmenin, sicanlarda anksiyete benzeri davranis farkina neden olmadigi
diisiiniildii. Her bir hayvanin merkez ve perifer alanda gegirdigi siireler grup i¢i
birbiriyle karsilastirildiginda, tiim yem grubundaki hayvanlarin perifer alanda
gecirdigi siirenin, merkez alanda gecirdikleri siireden olduk¢a fazla oldugu
gbzlemlendi. Bu durum, yukarida bahsedildigi gibi, kemirgenlerin yeni bir alana
girdiklerinde gosterdikleri dogal bir davranis olan agik ve yabanci alandaki olasi
“tehlikelerden” kaginma davranisi ile paralellik gostermektedir (61). Sonug olarak,
calismamizda farkli miktarlarda gluten ile beslenen siganlarin literatiirdeki gibi benzer
kacinma davranig1 gosterdigi, lokomotor fonksiyonlarinda ve anksiyete benzeri
davraniglarinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Ortalamalarda gdzlemlenen farkin

istatiksel olarak tespit edilememesi, denek sayisinin az olmasidan kaynaklanmig
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olabilir. Gelecekte, denek sayisi artirilarak yapilacak benzer galismalarda, glutenin

etkisi konusunda daha kesin sonuglar elde edilebilir.

Mekansal 6grenmenin degerlendirildigi Morris su tanki testinde, ilk dort giin
egitim, egitimleri takip eden giin test giinii olmak iizere toplam bes giin boyunca
sicanlar yiizdiiriildi. Egitim giinlerinde hedef kadran i¢ine bir platform yerlestirildi.
1. ve 4. egitim giiniindeki platformu bulma siireleri (PB) giinler arasinda
karsilastirildiginda, son giin tiim hayvanlarin platformu daha kisa siirede buldugu
goriilmektedir. Yine benzer sekilde, platforma giden toplam yol degerleri, ilk giine
kiyasla, son egitim giiniinde diismiis, hedef kadranda gecirilen siireler yiizde olarak
tiim gruplarda artmustir. Istatiksel olarak ilk giin-son giin karsilastirmas1 yapildiginda,
bu iki giin arasinda anlamli fark oldugu belirlendi. Ilk ve son giiniiniin PB verileri, yem
gruplar1 arasinda karsilastirildiginda ise, bu iki giinde yem gruplar1 arasinda PB
degerleri1 bakimmdan fark olmadigi goriildii. Sonug¢ olarak, dort giinlik egitim
yiizdiirmelerinin sonunda tiim hayvanlarin mekansal ipuglarini kullanarak platformun
yerini 6grendigi gosterildi.

Egitim giinlerinden elde edilen PB degerleri birbirini takip eden giinler
arasinda karsilastirildiginda, tiim gruplarda 1.giin ve 2. giin arasinda hizli bir diisiis
oldugu goriilmektedir. 1. ve 2. glinlerden elde edilen PB degerleri istatiksel olarak
karsilagtirildiginda, tiim yem gruplarinda bu iki giin arasinda anlamh fark oldugu
belirlendi. 2. ve 3. gilinler arasinda PB degerlerindeki degisim incelendiginde, kontrol
ve glutensiz yem gruplarinda diisme devam ederken, yiiksek glutenli grubunun PB
degerinin neredeyse sabit kaldigi gozlemlendi. Ancak 1. ve 3. giinler
karsilagtirildiginda, ilk {i¢ giin boyunca hayvanlarin, yem grubu fark etmeksizin,
platforma daha kisa siirelerde ulastigi, yani platformun yerini tespit etmede daha
basarili oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Platforma giden toplam yol ve hedef
kadranda gecirilen siirelerin yiizde verileri incelendiginde de benzer sonuglar
gozlemlendi (Sekil 18, Sekil 19). Ilk ii¢ giin i¢indeki yiizdiirmeler boyunca platforma
giden toplam yol, tiim gruplarda diismiis ve hedef kadranda gegirilen siire yiizdeleri

giinden giine artmigtir.
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Son egitim giinii olan 4. giin ile 3. giine ait PB degerleri karsilastirtildiginda,
glutensiz grubun PB degerinin, ilk ii¢ giindeki gibi son egitim giiniinde de istikrarli
sekilde diisiis gostermesi dikkat ¢ekmektedir. Glutensiz grubun platformun yerini
tespit etmedeki performansi giin gegtikge artmistir. Son egitim giiniinde, kontrol
grubunun PB degerlerinde bir gerileme oldugu, yiiksek glutenli grubunun PB
degerinin ise bir 6nceki giinle ayni oldugu goériilmektedir. Son giin, kontrol ve yiliksek
glutenli gruplarinda goriilen bu sabitlesme ve gerilemenin nedeni, egitim giinlerinin
sayist ile ilgili olabilir. Barnhart ve meslektaglarinin 2015 yilinda yayinladig: bir
aragtirmada, Morris su tanki testinde egitim giinlerinin artirilmasi, hedef kadranda
gegirilen siirelerinde azalmaya neden olmustur. Son giin elde edilen hedef kadranda
gegirilen siire, bir 6nceki giinden elde edilene gore kisalmis, yani hayvanlari hedefe
ulagma performanslar1 diismiistiir (62). Farkli arastirmacilar tarafindan da Wistar tiirti
sicanlarda iki ya da ii¢ glinliik egitimin, platformun yerini 6grenmeleri icin yeterli
olabilecegi ve su tanki c¢apmm performans iizerinde etkili olabilecegi ileri
stirtilmiistiir(63)(44). Calismamizda, kontrol ve yiiksek gluten grubunun 4. egitim
giiniinde bir onceki giine kiyasla, platformu bulma siirelerinin daha fazla ve hedef
kadranda bulunma siirelerinin daha az olmasi, 2-3 giinliik egitimin 6grenme icin yeterli
oldugunu distiindirmiistiir (Sekil 17, Sekil 19). Platformun yerini 6grendikten sonra
alisma (habituation) nedeniyle Morris su tanki testinin, siganlarda Ogrenme
performansmi Olgme giici azalmig olabilir. Diger taraftan, glutensiz beslenen
sicanlarda platformu bulma siirelerinin egitim giinlerinin sonuna kadar istikrarl bir

sekilde kisalmasi ilgingtir.

Morris su tanki testinin 5. giiniinde, hedef kadran icinde bulunan platform
c¢ikarildi ve 60 sn boyunca hayvanlar yiizdiiriildii. Sicanlara ait ortalama hiz degerleri
gruplara gore karsilastirildiginda, glutensiz ve yiiksek glutenli grup arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark oldugu tespit edildi. Hizdaki bu fark, diger degiskenlerin
sonucunu etkileyebilecegi icin (64), hiza bagl istatiksel bir diizeltme uygulanarak
ortalama hiz 18,20 cm/sn olarak hesaplandiginda platformu bulma (PB) siirelerinde
anlaml farkli oldugu; glutensiz grubun, yiiksek glutenli gruba gore platform alanma
daha oOnce ulastigi goriildi. Sicanlarin ortalama hizi 18,20 cm/sn olarak kabul
edildiginde, yiiksek glutenli grup, ortalama 27 saniye sonra platform alanina ulasirken,

glutensiz grup suya birakildiktan ortalama 4 saniye sonra platform alanina girmistir.
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Diizeltilmis hedef kadrant bulma silireleri (HKB) bu iki grup arasinda
karsilastirildiginda, siirelerin  birbirine benzer oldugu gozlemlendi. Du ve
meslektaglarinin 2018 yilinda yayinladiklar1 bir arastirmada, besinlerdeki protein
kaynaginin 6grenme ve bellek iizerine etkisi arastirilmigtir. Bu amagla, Sprague-
Dawley 1rki1 erkek siganlar, standart yemin yani sira protein kaynagi olarak yumurta
beyazi ve bugday gluteni iceren 6zel yemlerle beslenmis. Besleme sonrasinda
uygulanan 6grenme-bellek testinde, glutenli beslenen siganlarm, standart ve yumurta
beyazi igeren yem ile beslenen sicanlara gore daha kotii performans gosterdigi
belirlenmistir (65). Bu durumun, besin ile alinan proteinlerin sindirildikten sonra
dolasima karismasi sonucu, hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki olasi1 degisikliklerden
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Ayrica yiiksek gluten ile beslenen siganlarin platformun
yerini bulma performansinin glutensiz beslenenlere gore daha diisiik olmasi, gluten
hassasiyetine sahip kisilerde de goriilen beyin sisi durumu ile ilgili olabilir. Colyak
olmayan gluten hassasiyeti (NCGS) ya da kisaca gluten hassasiyeti, bazi kisilerde
dikkat, karar verme ya da bellek gibi bilissel igslevlerde yavaslama olarak tanimlanan
bir duruma neden olabilir. Beyin sisi olarak adlandirilan bu durum, hemen goze
carpmaz ve gecici 0zelliktedir. Ancak tespit edilmesinin zor olmasi ve kaynaklandigi
olas1 mekanizmalarin, 0zellikle NCGS hastalarinda, hentiz net olarak
tanimlanamamasi nedeniyle bu konu hakkinda ¢alismalar devam etmektedir (7)(66).
Glutensiz diyetin beyin sisi tizerine etkisinin arastirildigi, Lichtwark ve meslektaslar1
tarafindan 2014 yilinda yaymlanan boylamsal pilot ¢alismada, bir senelik siki1 bir
glutensiz diyet programi uygulayan kisilerin, dikkat, motor fonksiyonlar ve sozel
akicilik gibi biligsel islevlerinde ve barsak mukozasinda eskiye gore bir “iyilesme”
oldugu ileri siiriilmiistiir (34). Ayrica 2016 yilinda yaymlanan ¢ift kor, plasebo
kontrollii ¢apraz ¢alismada, glutensiz ve glutenli diyet uygulanan kisilerin beslenme
oncesi ve sonras1 Hafif Biligsel Bozukluk testi (SCIT) sonuclar1 karsilastirildiginda,
gluten tiiketiminin SCIT yanit siirelerinde bir yavaslamaya neden olabilecegi tespit
edilmistir (35). Bizim ¢aligmamizda da glutensiz grubun platformun yerini hatirlama
gibi biligsel bir islemi gergeklestirmede yiiksek glutenli gruptan daha iyi performans
gostermesi, yukarida bahsedilen beyin sisi durumundan kaynaklanmis olabilir. Gluten
hassasiyetinin kesin tespitini saglamak amaciyla yapilan ¢alismalarda, gluten

hassasiyetine sahip kisilerin barsak gegirgenliginin, gluten tiiketimi ile birlikte arttig1
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ortaya konulmustur (67)(68). Gelecekteki ¢alismalarda, kisilerde gézlemlenen beyin
sisi durumu, barsak gecirgenligindeki degisimler ve bu degisimlerin mikrobiyota
tizerindeki etkileri yoniinden arastirilarak beyin sisinin olasi olusum mekanizmalar1

ortaya konulabilir.

Diger taraftan, glutensiz beslenen siganlarm Mg*? diizeyleri NMDA
reseptorlerinin uyarilmasini etkilemis ve hipereksitabilite durumu ortaya ¢ikmis
olabilir. Bilindigi lizere NMDA reseptorlerinde kanal blokeri olarak goérev yapan
Mg*2, NMDA reseptor hiperaktivitesini dnler ve ndron icine giren Ca*? akigmi
dengeler (69). Sicanlarin ortalama hizlar1 esitlendiginde, glutensiz grubun platformu
daha kisa siirede bulmasi, Mg*? eksikliginde NMDA reseptdrlerinin asir1 duyarl hale
gelmesi sonucu orta ¢ikmis olabilir. Ancak calismamizda Mg*? diizey &lgiimii

yapilamamastir.

Sicanlarin toplam aldig1 yol verileri karsilastirildiginda, yiiksek glutenli ve
glutensiz gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi; yiiksek
glutenli grup glutensiz gruba gore daha fazla yol almistir. Benzer bir sekilde toplam
hareket edilen siireler (THS) gruplar arasinda karsilastirildiginda, yiiksek glutenli
grubun tliim gruplar arasinda en ¢ok siire hareket eden grup oldugu goriilmektedir.
Yiiksek glutenli grubun toplam hareket siiresi diger gruplara gore istatiksel olarak daha
fazla olmasina ragmen video kayitlar1 tek tek incelendiginde yiiksek glutenle beslenen
siganlarin bu performansinin, platformu bulmaya yonelik olmadig: goriildii. Glutensiz
gruptaki ¢cogu hayvanm ise suya birakildigi anda platformun bulundugu alana
yoneldigi gozlemlendi. Bu durum, yiiksek gluten ile beslenen siganlarm, anksiyete
artigina bagli olarak glutensiz yem ile beslenenlere gére daha hareketli olabilecegini
diisiindiirmekle beraber, bu konuda gluten ve anksiyete benzeri davranis kaliplarinin

daha detayli incelenecegi ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Merkezi sinir sistemindeki uyarici glutamat reseptorlerinden olan NMDA
reseptorleri, sinaptik plastisiteden ve bellek iglevlerinden sorumlu reseptorlerdir.
Beyindeki, ozellikle hipokampiis ve korteksteki, sinaptik plastisitenin kapasitesi,
NMDA reseptorlerinin alt tiirii olan NR2 alt birimlerinin kompozisyonu ile ilgilidir(8).
Mekansal 6grenme i¢in gerekli olan bilgi, hipokampiiste toplanir ve gerekli oldugunda

buradan geri ¢agrilir. Ayrica hipokampiis, mekansal bellegin saglamlastirildigl ve
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depolandig1 yerdir (70). Son zamanlarda hipokampiiste bulunan NMDA reseptor NR2
alt birimlerinin, LTP ve LTD gibi sinaptik plastisite modellerinde 6nemli bir yeri
oldugu diistiniilmektedir (8)(30). Calismamizda, sigan beyinlerinde NMDA reseptor 2
(NR2) diizeyleri, yem gruplar1 arasinda karsilastirildi. Gruplar arasinda, NR2
diizeyleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark belirlenemedi. Bunun nedeni,
olas1t NR2 ekspresyon degisimlerinin, bu reseptorlerin en yogun oldugu beyin bdlgesi
olan hipokampiis bolgesi Ozelinde Olgiilememesi olabilir. Hipokampal reseptor
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi, reseptdr diizey degisimleri hakkinda daha
aciklayici veriler elde etmemizi saglayabilir. Gelecekteki caligmalarda, hipokampiis
bolgesindeki reseptor diizeyleri Olgiilerek farkli miktarlarda glutenle beslenmenin
NMDA reseptor 2 ekspresyonuna etkisi ortaya konulabilir. Ayrica beyin dokusu
hipokampal ndéron sayisi ve NMDA reseptor ekspresyonunu gosterebilecek
histopatolojik incelemenin yapilmasi planlanmis, beyin dokusu kesitleri alinarak
deneylere baslanilmistir ancak siire kisitlamasi nedeni ile sonuglar bu tez ¢alismasinda

sunulamamustir.

Calismamizda, NMDA reseptor 2 diizeyleri ve agik alan testi degiskenleri
arasindaki korelasyonlara da bakildi. NMDA reseptor 2 diizeyi ve agik alan testi
merkez alanda gegirilen siire yiizdeleri arasinda negatif yonde giiglii bir korelasyon
oldugu goriildii (r=-0,713, p=0,004). Ogrenme reseptdrii olarak bilinen NMDA
reseptorii ile anksiyete arasinda tespit edilen bu korelasyon oldukga ilgi uyandiran bir
veri olabilir. Kavrama, anlama, degerlendirme, bellek gibi yetenekleri kapsayan
biligsel islevler ile korku, anksiyete veya depresyon arasindaki iliskiyi NMDA
reseptorii tizerinden arastiran ¢aligmalar bulunmaktadir (71)(72)(73). Bu ¢alismalarda,
birgok NMDA reseptor antagonistinin, kemirgenlerde anksiyolitik etki yarattig1 ve
sosyal etkilesimi arttigi gosterilmistir. Ayrica, NMDA reseptoriiniin bazi alt
birimlerine sahip olmayan knock-out fareler ile yapilan arastirmalarda, yine benzer
sonuglar elde edilmistir. Barkus ve meslektaglari, hipokampal bolgede, 6zellikle dentat
girusta bulunan graniiler hiicrelerde, NMDA reseptor NR1 alt birimi olmayan knock-
out farelerin, ayn1 zamanda dogan ve genetik olarak normal olan farelere gore daha az
anksiyete gosterdikleri goriilmiistiir (74). Aynmi ekibin yaptig1 bagka bir ¢alismada,
hipokampal graniiler ve piramidal hiicrelerde, NMDA reseptor NR2B agisindan

knock-out farelerin, genetik agidan normal olan farelere gore daha az anksiyete benzeri
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davranig gosterdigi ortaya konulmustur (75). Ac¢ik alan testinde merkez alandan
kacinma davranisi, sicanlarda anksiyete benzeri davraniglardan biri olarak tanimlanir
(76). Calismamizda, NMDA reseptor diizeyleri arttikga, siganlarin perifer alanda
gecirdikleri siireler artmistir. Calismamizdaki siganlarin merkez alandan kaginma
davranis1 gostermesi yukarida belirtildigi gibi bir anksiyete gostergesi olabilir.
Giiniimiizde anksiyete tedavisi i¢in kullanilan farmakolojik tedavilerin yan1 sira yeni
tedavi secenekleri de arastirilmaktadir. Potansiyel tedavi yontemlerinden biri olarak,
glutamat sistemini degistiren ilaglar iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir (77). NMDA
reseptor diizeyleri ve anksiyete arasindaki olasi iliskinin daha kapsamli arastirilmasi,

anksiyete tedavisi i¢in dnemli veriler sunabilir.

Bugday gliiteninde bulunan gliadin proteinine ve gliadin proteinini parcalayan
doku transglutaminaz enzimine karsi olusabilecek 1gG antikor yanitina bakilmustir.
Tim yem gruplarindaki siganlarin anti-gliadin 1gG ve anti-doku transglutaminaz IgG
sonuglari, kitin belirttigi cut-off sinirlarinda kalmistir. Herhangi bir gluten duyarlilig:
olmayan ve infantil donemden genc yetiskin olduklar1 déoneme kadar beslenen
sicanlarda, yem igeriginde bulunan glutene karsi IgG antikor yanit1 gergeklesmemistir.
Colyak hastaligi i¢in, gliadin ve doku transglutaminaza karsi olusmus IgG ve IgA
antikorlarinin varligi, hastaligin tanisinda en sik kullanilan serolojik belirteglerdir (78).
Glutene baglh gelisen hastaliklardan biri olan gluten hassasiyeti ya da diger adiyla
¢olyak olmayan gluten duyarlihiginda (NCGS) ise, serolojik biyobelirte¢ belirleme
caligmalar1 hala devam etmektedir. Ancak NCGS tanisinda kullanilabilecek giivenilir
ve Ozellesmis bir biyobelirte¢ heniiz bulunamamistir (19). Volta ve meslektaslarinin
2012 yilinda yaymladig1 bir ¢alismada, NCGS’ye sahip kisilerin ancak %56,4’tinde
anti-gliadin IgG antikoru ve %?7,7’sinde anti-gliadin IgA antikoru tespit edilirken,
higbir hastada anti-doku transglutaminaz IgA antikoru tespit edilememistir (79).
Gluten duyarliginin serolojik olarak Kkesin tespiti i¢in ¢aliymalar devam etmektedir.
Insanda yapilan gluten duyarliigi calismalarindaki gibi bizim calismamizda da,
siganlarda gliadine ve doku transglutaminaza karsi bir antikor yanit tespit
edilememesi, s6z konusu antikor testlerinin tanisal sensitivite ve spesifisitesinin
yetersizliginden kaynaklanmis olabilir. Diger taraftan, yem iceriginde bulunan gluten,
sicanlarda barsak mikrobiyal iceriginin degisimi ve/veya inflamatuar yanitin

tetiklenmesi gibi farkli mekanizmalar iizerinden etki gostermis olabilir.
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Gliadin ve gliadini pargalayan bir enzim olan doku transglutaminaza karsi
olusan antikor yanitin yani sira NMDA reseptoriine karst olusan antikor yanit da
degerlendirilmistir. Sicanlarin anti-NMDA reseptor IgG sonuglar kitin sagladigi
pozitif ve negatif kontrol ile karsilagtirilmig ve tiim yem gruplarindaki hayvanlarin
NMDA reseptor IgG bakimindan anlamli bir antikor yiiksekligine sahip olmadigi
belirlenmistir. Calismamizda, gliadine kars1 da bir antikor yanit olusmadigi i¢in, anti-
gliadin antikorlar1 ile NMDA reseptor diizeyi veya NMDA reseptoriine karst olusan
antikor diizeyleri arasindaki iliski degerlendirilememistir. Calismamizda, gliadin ve
NMDA reseptor antijenik yapist arasinda bir ¢apraz reaksiyon olup olmadiginin

degerlendirilmesi miimkiin olamamustir.

Sicanlara ait glukoz, total protein, albumin ve globulin diizeyleri
degerlendirildi. Gruplarin glukoz degerleri karsilastirildiginda, yiiksek glutenle
beslenen grubun degerlerinin diger gruplardan anlamli olarak yiiksek oldugu goriildii.
Bu durum, glisemik indeks degeri daha yiiksek olan glutenli diyet igin beklenen bir
durum olabilir. Ayrica gruplar arasi total protein ve globulin degerleri bakiminda
anlaml bir fark oldugu belirlendi. Yiiksek glutenli grubun total protein degeri, hem
glutensiz gruba hem de kontrol grubuna gore daha yiiksekti. Globulin degerlerinin ise
yine yiiksek glutenli grupta glutensiz gruba gore daha yiiksek oldugu gozlemlendi.
Karacigerde sentezlenen ana plazma proteini olan albuminde ise gruplar arasinda bir
fark gozlenemedi. Albumin diizeylerinin degismemesi, diyet gruplarinda karacigerin
protein sentez fonksiyonunda bir sorun olmadigini diisiindiirdii. Alfa 2 makroglobulin
diizeyleri karsilastirildiginda ise, gruplar arasinda anlamli bir fark saptanamadi; ancak
alfa 2 makroglobulin diizeyi, total protein diizeyine oranlandiginda, glutensiz grubun
en yiiksek orana sahip oldugu belirlendi. Alfa 2 makroglobulin, yaralanma,
enflamasyon, stres gibi durumunda artis ya da siroz gibi karacigeri ilgilendiren
dejeneratif hastaliklarda azalma gosteren ve siganda kuvvetli bir sekilde pozitif yanit
veren bir akut faz proteinidir (80). Yiiksek glutenli grupta alfa 2 makroglobulin
diizeyinin artmamasi, glutenli beslenmenin gluten intoleransi olmayan siganlarda
inflamatuar yanit iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigint disiindiirebilir. Ayrica
2020 yilinda yaymlanan bir ¢aliymada, gluten bakimindan zengin yemle beslenen
sicanlarm total protein degerlerinin, kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu;

albumin degerlerinin ise kontrol ile benzer seviyede oldugu gozlemlenmistir (81).
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Diger taraftan, serum albumin seviyelerinin diisiik olmasi, alfa 2 makroglobulin
seviyelerini etkileyebilir. Nefrotik sendromda biiyiik molekiiler agirliga sahip olan alfa
2 makroglobulinin, diger kii¢iik molekiiler agirlikli proteinler atilirken, dolagimda
tutuldugu ve plazma diizeyini goreceli olarak artirdig1 Stevenson ve meslektaglarinin
yaptig1 ¢alismalarla ortaya konulmustur (82). Bizim ¢alismamizda glutensiz beslenen
grubun goreceli olarak artmus alfa 2 makroglobulin seviyeleri, Stevenson ve
meslektaglarinin ileri siirdiigli sekilde kan albiimin diizeyi azalmasi durumunda, alfa
2 makroglobulin  proteinin  post-transkripsiyonel ~mekanizmalarla artiginin
tetiklenmesine bagl olabilir. Ayrica Onceki calismalardaki plazma alfa 2
makroglobulin diizeyleriyle karsilastirildiginda, yaklasik 50 ng/mL diizeyinde olan
sonuglarimiz ¢ok diisiik bulunmustur (83)(84). Bu durumda kitin analitik sensitivite
ve spesifisitesinin daha detayl ¢aligmalarla degerlendirilmesi ve sonuglarin ona gore

yorumlanmasi uygun olabilir.

Colyak hastaliginda ya da ¢olyak olmayan gliiten duyarliliginda (NCGS),
gluteni diyetten ¢ikardiktan sonra gastrointestinal sistem basta olmak iizere genel
olarak glutenin tetikledigi semptomlarda gerileme olmasi beklenmektedir. Ancak
gluten duyarliligi oldugunu iddia eden kisilerle yapilan ¢ift kor bir ¢alismada, bu
kisilerin biiyiik bir yiizdesinin, gluten tiiketiminde ortaya ¢ikan belirtileri hissetmedigi
gosterilmistir (85). Buna ek olarak gluten tikketmenin sagliklari i¢in zararl olduguna
inanan bazi ebeveynlerin, c¢ocuklar1 igin glutensiz diyetleri benimsedikleri
goriilmektedir. Mevcut literatiir bulgularina gore glutensiz diyet ile beslenme genel
olarak diyet icerigindeki lif ve mineral kaybi ile vitamin eksikliklerine neden
olabilir(86). Bununla birlikte, bir akut faz reaktani olan ve karacigerde sentezlenen alfa
2 makroglobulin diizeyleri yine glutensiz beslenen grupta daha yiiksek bulunmustur.
Bu durum, glutensiz diyetle beslenme durumunda, eksik kalan protein ve karbonhidrat
iceriginin siit tozu gibi farkli kaynaklardan saglanmasma bagli olabilir. Ozellikle
glutensiz diyetin benimsenmesi siipheli oldugu durumlarda, glutensiz diyetin
potansiyel zararini en aza indirmek i¢in bir beslenme danigmanligi alinmas: ve kan

mineral diizeyinin takibinin yapilmasi uygun olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu tez ¢aligmasi ile literatiir taramamiza gore ilk kez infantil
donemden itibaren uzun dénem farkli diizeylerde gluten igeren diyet ile beslenmenin
fiziksel gelisim, bilissel fonksiyonlar, NMDA reseptor diizeylerine etkileri kontrolli

ortam sartlarinda gosterilmistir.
Calismamizin sonuglar1 asagida belirtildigi sekilde 6zetlenebilir:

> Infantil donemden itibaren yiiksek diizeyde glutenli veya glutensiz beslenmenin,
gluten ile iligkili immiin yanita ve NMDA reseptor 1gG antikor yanitina anlamli
bir etkisi bulunamada.

» Yiiksek gluten ile beslenme genel fiziksel gelisimi etkilemekte ve kan glukoz, total
protein ve globulin diizeylerini degistirmektedir. Ancak sinir sistemi gelisimi ve
o0grenme, bellek gibi bilissel fonksiyonlar {izerine anlamli etkisi belirlenememistir.

» Ginlik diyetteki gluten diizey degisimleri, beyin dokusu NMDA reseptorii
diizeylerini istatistiksel olarak anlamli sekilde degistirmedi. Ancak sinir sistemi
gelisimi ile iligkili olabilecek anksiyete benzeri davranisin, beyin dokusu NMDA

reseptor diizeyi ile ters yonde anlamli bir iliskisinin oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasi ile yiiksek diizeyde gluten igeren diyet ile uzun siireli
beslenmenin, gluten iligkili immiin yanit1 degistirmedigi, anksiyete, lokomotor aktivite
ve beyin dokusu NMDA reseptor diizeylerinde anlamli etki olusturmadigi belirlendi.
Yiiksek glutenle beslenen siganlarin, Morris su tanki testinde hiz, toplam alinan yol ve
hareket siirelerinin daha fazla olmasina ragmen viicut kiitle indeks degerlerinin
glutensiz beslenen gruba gore daha yiiksek oldugu bulundu. Ogrenme ve bellek
fonksiyonlarmm dort gilinliik egitimin sonunda, gluten igeriginden bagimsiz olarak
tim diyet gruplarinda benzer gelistigi gozlemlendi. Ancak egitim sonunda uygulanan
test giinlinde gruplara uygulanan hiz diizeltmesinden sonra yiiksek glutenli grubun
platformu bulma siiresinin, glutensiz gruba gore daha uzun olmasi, gluten tiiketimine
bagli olarak ortaya c¢ikan hafiza, dikkat gibi bazi biligsel islevlerde hafif yavaslama
olarak ortaya ¢ikan beyin sisi durumundan kaynaklanabilecegini diisiindiirdii. Ancak
caligmamizda, gluten tiiketimi sonucu olusan anti-gliadin 1gG ve anti-doku

transglutaminaz 1gG gibi antikorlar tespit edilememistir.
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Glutensiz beslenme kosullarinda d-serin gibi agonistler ile NMDA reseptor
uyarimimin 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi,
toplumda giderek artan bir sosyo-ekonomik problem olan demansiyel hastaliklarin

Onlenmesi i¢in koruyucu tip uygulamalarina énemli veriler sunabilir.

Calismamizda, gruplar arasinda yem tiiketimi sonucu kalori bakimindan bir fark
olusturmamak icin izokalorik yem kullanildi. Dolayisiyla, yemlerin igerigindeki
toplam protein miktari, siit tozu, soya kiispesi gibi besin maddeleri eklenerek esitlendi.
Siit tozunun, 6zellikle glutensiz yemlerde, diger yem gruplarma gore fazla olmasinin,
hayvanlarin gelisimi ya da kan degerleri ilizerinde bir etkisi olabilir. Gelecekte
yapilacak ¢aligmalarda, saf bugday gluteni veya gliadinin intragastrik gavaj yoluyla
hayvanlara verilerek glutenin olas1 etkileri daha net bir sekilde ortaya konulabilir.
Ogrenme fonksiyonlarinm 6l¢iildiigii Morris su tanki testi, dort giin egitim ve bir giin
test olmak iizere toplam bes giin uygulandi. Test giliniinde bir hafta sonra tekrar
uygulanacak ikinci bir test yiizdiirmesi ile hayvanlarin, 6grendikleri bilgiyi hatirlama
kapasiteleri 6lgiilebilir. Ayrica 6grenme reseptorii olarak bilinen NMDA resept6riiniin,
hipokampal alandaki ekspresyonu, calismamiza onemli bir katki saglayabilirdi.
Planlarimiz arasinda, hipokampal bolge noron sayisi ve beyin dokusu NMDA reseptor
ekspresyonlarinin histopatolojik olarak gosterilmesi olsa da zaman kisitlamasi nedeni

ile sonuglar sunulamada.
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8. EKLER

8.1
Kontrol (DIET-1) yemi:

DSA

AGRIFOOD PRODUCTS INC.

Yem Icerikleri

ANKARA - ARDEN DENEY
DIET-1 RAT (SICAN) YEMI

[ BAKON

MRS TER FORMULN

Kimes Mo :
Hayvan Cinsi :
Hammaddeler
M. Zahin Akgenizil
Iw m
Tl 360,40
SOYA FASOLYESI KUSPESI 45. 178.89
AYGIGEK KDSPES] 36 126.82
SUT TOZU 35 100.00
RAZMOL - 75.00
PETNIRALTI TG 7 o0.00
BUGDAY 12 3500
503 BAKON MF STARTER YK %2.5 25 00
BITHISEL HAMYAS 18.72
MERMER TOZU_Cac03 917
TUZ [NaCl). 1.00
1000,00
Analiz
| m =y Toner m [t
Ty i i P LEUE o pa ey g
PROTEIN 72,00 |SOLEUCINE 0.o7 COPPER [CU) 5,00
W.ENERGY PoUTy (Real) 2 500,00 DIG. ISOLEUGINE 088 TODINE {1} 0.52
SODIUM 0.18 VALINE .11 SELENIUM (58] 0.20
CALCIOM 1.00 TRYPTOPHAN 032 COBALT|CO) 0.00
AV PHOSPHORUS 0.51 DIG.TRYPTOPHAN 027 CANTHEXANTHIN %10 [K) 0,00
C.FAT 400 ELECTROLYIE R APD ESTER %10 (3) 0.00
CFIBER 452 SUGAR 273 ANTICKIDAN 105.00
CASH B4 STARCH 475 PHYTASE 1.000,00
LYSINE 1.40 WITAMIN-A 12.000,00 XYLANASE 1.000,00
DIG. LYSINE 1,24 VITAMIN-D3 2.400,00 GLUCANASE 250,00
METHIONINE 0,53 VITAMIN-E 20,00 MANNANNASE 100,00
DIG. METHIONINE 0,48 VITAMIN-KG 3.00 PROTEASE 100,00
METH + CYS 0,83 VTAMIN-E1 1.00 ALPHA-AMYLASE 150,00
DIG. MET +CYS 0,82 VITAMIN-BZ B.00 LIPASE 100,00
LINOLEIC ACID 2,83 VITAMIN-BE 3.00 PECTINASE 80,00
T PHOGPHORUS 0,63 VITANIN-B12 0.0z TOXIN BINDER 3. 500,00
POTASSIUM 1.05 NIACIN 30,00 DRGANIC ACID MIX 750,00
CHLORINE 0,20 CALPANTAGID 8.00 BAGILLUS CEREUS 0.00
ARGININE 1.60 FOLIC ACID 1.00 HERBAL EXTRACT 00,00
DIG. ARGININE 1.52 BICTIN 0.05 GACC.CEREVISIAE [CELL 1.000.00
THREUNINE 0,80 CHOLINE 300,00 DIG..PROTEIN 7358
DIG THREOMINE 078 MANGANESE (M) 100,25 DIE ENERGY 265040
LEUCINE 176 IRON [F2] 75 05 M.E. FORMULA 275353

Factory: Onganize Sanayl Boiges, Kinkkaie / Torkiye

Tek +20 318 321 32 03 (pox)
WWLOS3-IT.COm -InToEdsa-tr.com
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Glutensiz (DIET-2) yem:

DSA

AGRIFOOD PRODUCTS INC.,

Kimes Mo :
Hayvan Cinsi :
Hammaddeler

ANKARA - ARDEN DENEY

DIET-2 RAT (SIGAN} YEMI

BAKON

M. Sahin Akdenizl

| Hammadds Adi &H
Sl 7. 449 22
AVCICEK KOSPES 36 709,74
SOVA FASOLYES] KUSFESI 26, 13596
SUT TOZU 35 100.00
FEYNIRALTI TOZU 7 =000
503 BAKCH WF STARTER VK %23 25 00
BITKISEL HAMYAG 19.73
WERMER TOZU_Caco3 g 34
TUZ (NacT). 1.00
1000,00
Analiz
Besin Maddes] Degar Beain Maddss] Deger ‘Besin Maddas| Deger
ey ey gl Yo TR 71 i3 i o L]
PROTEIN 2200 ISOLEUCINE 1.00 COPPER (CU) 5.00
W.ENERGY Poultry (keal) 282176 DIGISOLEUCINE 0.91 10DINE [1] 0.62
I D.1E VALINE 1.12 SELENIUM [Se) 0.20
CALCIUM 1.00 TRYETGRHAN 0.3z COBALTICO) 0,00
AV PHOSFHORUS 051 TG TRYFTOERAN 027 CANTRARANTHIN %10 K] 0.00
C.FAT 2.00 ELECTROLYTE 260,00 APOESTER %10(3) 0.00
TFEER 5.00 TUGAR Y ANTIGNIDAN 105.00
CTASH 511 STARCH 36,34 PHYTASE 1.000,00
[YSINE 135 VITAMIN-A 12.000,00 KYLANASE 1.000,00
DIG. LYSINE 1.10 VITAMIN-DS 2.400,00 GLUCANASE 250,00
METHICNINE 0.56 VITAMIN-E 20.00 MANNANNASE 100.00
DIG. METHIOHINE 0.51 VITAMINGG 3.00 EROTEASE 100,00
WETH=CY5 0.96 VTAMING? 1,00 ALPHA-AMYLASE 150,00
DIG. MET £ CY5 0,25 VITAMINGZ 8,00 LIFASE 100,00
LINGLEIC ACID 286 VITAMIN-GE 3.00 FECTINASE £0.00
TEAOSEAORUS 0,63 VITARINETZ 0.02 TOXIN BINDER 3.500,00
POTASSIUM 1.07 MIACIN 30.00 ORGANIC ACID MIX 750,00
THLORINE 0,20 CALFANTACID 200 BACILLUS CEREUS 0.00
ARGININE 1.70 FOLIC ACID 1.00 HERBAL EXTRALCT 200,00
DIG. ARGININE 157 BICTIN 0.05 SACC CEREWIGIAE [CELL 1.000,00
THRECHINE oo CHOLINE 300,00 DIG.FPROTEIN 23.65
DIG.THRECNINE 0.76 MANGANESE (Mn) 100.25 DIG.ENERGY 2.671,68
[EUCIHNE 170 RGN [Fe] 365.05 W.E FORMULA T 60444

Factory: Crganize Sanayl Biges!, Kinkkale | Torkiye

Tel: +90 318 321 32 93 {pow)
WA Cs3-Ir.com o ds3-r.com
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DSA

Yiiksek glutenli (DIET-3) yem:

| mAdTen poRmeta ]
AGRIFOOD FRODUCTS INC.
ANKARA - ARDEN DENEY
DIET-3 RAT (SIGAN) YEMI
Kiimes Mo -
Haywvan Cinsi
Hammaddeler
WL Saihin Akenizil
Hammadde L1 WIKEar
W 391,33
AYCICER KOSPES] 36 176.40
SOTA FASUOLTES] RUSPES] 46, 12471
SUT TOZU 35 100.00
RAZMOL . 56,16
PEYMIRALTI TGZU 7 £0.00
BUEDAY 12 35.00
503 BAKON MF STARTER TH 2.5 25 00
BITHISEL HAMYAS 15.68
GLUTEN 75 12.00
MERMER TOZU_CaC03 .51
TUZ [MaCl). 1.00
1000,00
Analiz
| =y Tome EEEL Teger [
g T Erivrd o] (e Wm0 01 T.00 il g L5 ]
PROTEN 22,00 ISOLEUCINE 0.05 COPPER [CU) 5.00
WM.ENERGY Poullry (kcal) 2.000,00 DIG ISOLELICINE 0.88 WGDHNE [T) 062
SO0IM 018 VALINE 111 SELENIUM [S2) 020
CALCIIM 1.00 TRYPTOPHAN 0,31 COBALT([CO) D.0D
AV PHOSPHORUS D51 DIG TRYFTORHAN 0.28 CANTHAXANTHIN %10 (K] 0,00
C.FAT 400 ELECTROLYTE 247 81 APC ESTER %10 (5] 0.00
C.FIBER 5.00 SUGAR 4 54 ANTICKIDAN 105,00
TASH 504 STARCH 3518 PHYTASE 1.000.00
LYZINE 133 WITAMIN-A 12.000.00 KfLANASE 1.000.00
NG. LYSINE 1.18 VITAMINGDS 2 400,00 GLUCANASE 250,00
METHICHINE D55 VITAMINE 20,00 WMANMANMASE 100,00
DMG. METHICNINE 050 VITAMIN-KS 3,00 PROTEASE 100,00
METH + CYS 084 VTAMIN-E1 1,00 ALPHA-AMYLASE 150,00
NG. MET + CYS D83 VITAMIN-BZ 8,00 LIFASE 100,00
LINGLEI: ACID 7 80 VITAMIN-DE 3,00 PECTINASE 20,00
T PHOSPHORUS 053 VITAMINE 12 0.02 TOXIN BIMDER 3.500,00
POTASSION 102 MIACTH 30,00 ORGANIC ACID MIX 750,00
CHLORIME 020 CALPANT ACID 3,00 BACILLUS CERELS 0,00
ARGININE 154 FOLIC ACID 1,00 HERBAL EXTRACT 200,00
TAG. ARGIMINE 1.50 BIOTIN 0.05 SACC CEREVISIAE [CELL 1.000.00
THREGHINE ] CHOLINE 300,00 DIG. PROTEIN 73,47
DI THREGHINE 075 WMEHGANESE [Win) 100,25 DI _ENERGY 764329
LEUCINE 1.50 RO [Fe) 7525 MLE. FORMULA 273414

Facbory: Organize Sanayl Boiges], Knkkake | Torkiye

Tel: #20 318 321 32 93 phu)
WAW.CS3-T.com AnfoEdsa-.com
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8.2  Etik Kurul Onay1

f, DOKUZ EYLUL UMVERSITES! MULTIDISIPLIN LABORATUVARI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

Glndem No/ Toplanti No/Yil : 05/09/2019
Toplants Tarihi

: 08 Mayis 2019

AR340 Incicalts brmie.230 4122234

Sayin, Prof.Dr.Pinar AKAN
DEU Tip Fakilltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

14/2019 Protokol No'lu; yiruticusu

oldugunuz “Siganlarda glitenli beslenmenin

bilissel isleviere NMDA reseptéri aracili etkisi” isimli; Pinar Akan, Osman Yilmaz, Aydan
Ozkituk, Nevin Deniz Kirca, Gorsev Yener, Alper Bagriyanik,  aragtirici oldugu, 42 adet
Wistar Albino Erkek Rat verilen projenin uygulanmasinda etik agidan sckinca olmadigina oy

birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof.Dr.Osman YILMAZ
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkani
(Arastirici)

Préf D Gafiye AKPAS
Uye

Prof.Dr.Zekiye julfon ALTUN
Uy

Prof.Dr.Nergiz DURMUS
Uye(Topl.Katilamad)

sze CAPA KAYA

Uye

Prof.Dr Getin PEKCETIN
Uye

' Uye

Prof.Dr.Ali Necati GOKMEN
Bagkan Vekili

Prof.Dr. Hatice Nur OLGUN
Uye (Topl.Katilamadi)

Prof I T OM

Prof.Dr.Pembe UVl kEskino&LY

Danisma

Prof( D/v?ﬁ':mro KOCTURK
Uye

_Doc.Dr.Scfo KURT
Uye(Topl.Katilamadi)

Vet.Hekim AdnalV SERPEN

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin metin iginde bold karakter kullanilarak yapilmas:

projenin incelenmesi agisindan saghikli olacaktir.
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8.3  Ozgecmis

NEVIN DENiZ KIRCA
Egitim Bilgileri
08 Agustos 2018 - Su Anda (2 yil 10 ay)
Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, TEMEL SINIRBILIMLER (YL) (TEZLI)
Diploma Numarasi: -

Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 4.0 / 4.0

03 Eyliil 2012 - 23 Ocak 2018 (5 y1l 5 ay)

Lisans, Anadal/Normal Ogretim, BOGAZICI UNIVERSITESI, TURKIYE
FEN-EDEBIYAT FAKULTESI, MOLEKULER BIYOLOJI VE GENETIK PR.
(INGILIZCE)

Diploma Numarasi: 14367

Agirlikli Genel Not Ortalamasi: 3.17 / 4.0

Yabana Dil Bilgileri
INGILIZCE (Okuma: lyi, Yazma: Iyi, Konugma: lyi)

Bildiriler

B. SERT SERDAR, N.D. KIRCA, P. AKAN, S. KOCTURK,

Evaluation of Neuronal SH-SY5Y Cell Differentiation Process with Neuronal Markers
and Catecholamine Levels, Poster Sunumu, Cell Death: Degeneration and
Regeneration Uluslararasi Sempozyumu 2019, 3-5 EKim 2019.

M. ARAYICL N.D. KIRCA, S. BUYUKCOBAN, O. YILMAZ, P.AKAN,

The Effect of Gluten Content of Diet on Anxiety Behavior and Learning in Rats, Poster
Sunumu, The Virtual Congress on Brain Health, Innovation & Technologies
(Brain-HIT2020), 12-13 Ekim 2020.
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Panelisttik/izleyicilik/Raportorliik Sayisi
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