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OZET

Bu c¢aligmada, bir hafta (7 giin) acliktan sonra beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital bdlgelerindeki ndtral
peptid hidrolaz (NPH)’larin aktifligi ve histokimyasal degisikliklerin belirlenmesi amaglanmistir. Arastirmada 40
adet Wistar Albino sigan kullanildi. Sicanlar bir hafta (7 giin) siireyle a¢ birakildi. Belirtilen giiniin sonunda usuliine
uygun olarak oldiiriildii. Bu hayvanlarin, beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital bolgelerindeki ndtral
peptid hidrolaz aktivitesi biyokimyasal olarak belirlendi. Ayrica, bu bolgelerde meydana gelen histokimyasal
degisiklikler de incelendi.

Bir hafta agliktan sonra sensomotor, limbik ve orbital bdlge homojenatindaki NPH aktivitesi azalmisti.
Sensomotor, limbik ve orbital bolgelerde acliga bagli olusan histolojik degismeler belirgin olarak artmusti.

Anahtar Kelimeler: Aclik, Korteks, Noétral peptid hidrolaz.

THE EFFECTS OF STARVATION ON NEUTRAL PEPTIDE HYDROLASE
ACTIVITY AND HISTOCHEMICAL CHANGES IN THE DIFFERENT AREAS AT
THE CORTEX OF BRAIN.

ABSTRACT
The present study was designed to determine the histochemical changes and neutral peptide hydrolyse activity
(NPH) in the sensorymotor (SC), limbic (LC) and orbital cortex (OC) of the brain after one week starvation. The
study was performed forty Wistar-Albino rats. The rats were suffered starvation for seven days period. At the end
of the starvation period, the rats were sacrificed. The activity of NPH was determined in the sensorymotor, limbic
and orbital cortex. Histochemical changes which take please in these areas were also studied.

The activity of NPH in homojenat at sensorymotor, limbic and orbital areas were decreased after one week
starvation. Histological changes which depend on starvation at sensorymotor, limbic and orbital areas were

significantly increased.

Keywords: Starvation, Cortex, Neutral peptide hydrolase.

*E-posta: temurat@yahoo.com




A. Temur, F. Askerov, H. B. Temur / Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 23 (1-2) 69
68 - 74 (2007)

1.GiRiS

Proteolitik fermentlerin ilk siniflandirilmast Haurowitz [1] tarafindan yapilmistir. Noropeptidlerin proteolitik
parcalanmasi diger metabolitlerin proteolitik par¢alanmasindan farkli safhalar igermektedir. Noropeptidlerin farkli
fonksiyonel gruplari vardir. Bu gruplar proteinle birlesmis halde bulunurlar. Bu peptidlerin ekzopeptidazlar
tarafindan parcalanmasiin nedeni peptidlerin halkali yapiya sahip olmasindandir. Bu yiizden bu tiir peptidlerin
cogunlukla nétral peptidhidrolazlar tarafindan parcalandigi diisiiniilmektedir [2,3].

Brecher [4] memelilerin beyin dokusunda dihidrolaz ve trihidrolaz homojenatlarinin dagilimmin esit oldugunu
bildirmektedir. Aminopeptidazlarin mitokondrilerde fazla miktarda bulunmasi bu enzimlerin bazi fonksiyonlarla
iligkili oldugunu gostermektedir. Mitokondrilerde ¢ok miktarda ekzopeptidaz ve endopeptidazlar bulundugu
bildirilmektedir [5].

Palladin [6] aglik zamaninda proteolizlerin beyin dokusundaki ak maddenin boz maddeye oranla daha yogun
oldugunu vurgulamaktadir. Besinde yetersiz protein olmasit durumunda proteolizler daha yogun bulunmaktadirlar.
Beyin dokusunda protein yapisinin bozulmasi ve besindeki protein azlig1 organizmanin embriyonal gelisimini de
ciddi oranda etkilemektedir [7,8]. Rosenberg ve ark., [9] metalloproteinazlarin nétral proteinazlar olup, hiicre ici
maddelerin parcalanmasinda gorev aldiklarini gostermislerdir.

Auer [10] yaptig1 bir caligmada, beyin zedelenmesinden iki saat sonra stoplazmada nétral proteinazlarin aktifliginin
arttigini ve sonugta dis etkiden dolayr beyin dokusunun sistigini goézlemlemistir. Marks ve ark., [11] nin
arastirmalari, biitiin yas gruplarinda dipeptidazlar ve tripeptidazlarin asit proteinazlara oranla 7-15 kat daha fazla
aktif oldugunu gostermistir. Organizmada peptidlerin biyolojik aktivitesi bunlarin sentezi ve pargalanma hizi ile
iligkilidir [12].

Aclik donemindeki gida motivasyonu sensomotor, limbik ve orbital korteks tarafindan kontrol edilmektedir [13].
Kotov [14] yaptig1 ¢calismada, tok hayvanlarda aglik merkezinin elektrikle uyarilmasi sonucu, sensomotorun korteks
noronlarinda aktifligin arttigin1 saptamistir. Yine Kotov [15], Tempel ve ark., [16] aclik aninda sensomotor korteks
noronlarinda aktivitenin yiikseldigini de gostermiglerdir.

Bu calismada, achigin beyin korteksinin farkli bdlgelerindeki (sensomotor, limbik, orbital) nétral proteinlerin
yenilesme intensifligi ile morfolojik degisiklikler arasindaki iliskiyi saptamak amaglanmustir.

2. MATERYAL VE METOT

Bu arastirmada 40 adet yetiskin, Wistar albino sigan kullanildi. Bu hayvanlar 20’serli iki gruba ayrildi. Bunlardan
biri kontrol, digeri ise deney grubunu olusturdu. Her gruptan 10 hayvan histokimyasal, 10 hayvan da biyokimyasal
calismalar i¢in kullanild:.

Kontrol grubu: Bu grupta 20 sigan kullanildi. Bu hayvanlar ticari yem (VAN-YEM A.S., VAN) ve su ad libitum
beslendi.

Deney grubu: Bu grupta 20 hayvan kullanildi. Bu hayvanlar 7 giin siire ile a¢ birakildi. Fakat su ad /ibitum verildi.

Biyokimyasal Metotlar: Deneme siiresi sonunda hayvanlar servikal dislokasyonla o6ldiiriildii. Beyin korteksinin
sensomotor, limbik ve orbital bdlgelerinin homojenat ve ndronlarmmin fraksiyonlarnda (¢ekirdek, mitokondri,
sitosol) arginin diizeyleri belirlenerek nétral peptid hidrolazin (NPH) 6zel aktifligi tayin edildi [17]. Elde edilen
bulgular, kontrol grubu degerleri ile karsilagtirildi.

Histokimyasal Metotlar: Beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital bolgelerinden doku 6rnekleri alinarak
Carnua ¢ozeltisinde (6:3:1 alkol, kloroform ve asetik asit) bir saat bekletildi. Daha sonra alkol, alkol-kloroform,
kloroform-parafin karigimlarindan gecirilerek bloklar hazirlandi. 6 um kalinliginda kesitler alinarak Nissl yontemi
(18) ile %0,1 cresyl-violet ile boyandi. Hazirlanan preparatlarda beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital
bolgelerinin II1. ve V. katlar1 incelenerek uygun bolgelerin resimleri ¢ekildi (Nikon, Optiphot II).
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Istatistiki analiz: Biitiin verilerin varyans analizi SAS paket programu [19] kullanilarak yapildi. Gruplar aras1 farklar
ise Duncan’1in “t” testi ile belirlendi [20].

3. BULGULAR

Biyokimyasal bulgular: Bu arastirmada elde edilen homojenatlara ait NPH aktifligi degerleri tablol'de,
subfraksiyonlara ait degerler ise tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. A¢ligin farkli donemlerinde beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital bdlgelerinin homojenatlarinda
notral peptid hidrolazlarin 6zel aktifligi (saatte 1 mg proteinden pg arginin olusumu).

Beyin korteksi bolgeleri

Gruplar
Sensomotor bolge (ug) Limbik bolge (ug) Orbital bolge (ug)
Kontrol grubu 5,9+0,5 7,1+0,3 6,6 £0,6
Deney grubu 4,2 £ 0,65%** 4,2+0,38% 4,9 £0,13%**

Kontrol grubu ile arasindaki fark 6nemlidir. ¥*P<0.05, ***P<0.001.

Tablo 2. Acligin farkli donemlerinde beyin korteksinin sensomotor, limbik ve orbital bdlgelerindeki hiicrelerin
subfraksiyonlarindaki nétral peptid hidrolazlarin 6zel aktifligi (saatte 1 mg proteinden pg arginin

olusumu).
Hiicre fraksiyonlari
Gruplar
Cekirdek (ug) Mitokondriyon (ug) Sitosol (ug)

Sensomotor Bolge
Kontrol grubu 42,3+3,0 8,620 1314+ 6,0
Deney grubu 17,1 &£ 4,0%** 22,4 + 3,0%** 1340+ 1,0
Limbik Bolge
Kontrol grubu 85,0+ 1,0 27,7+2,0 68,9 +3,0
Deney grubu 12,1 £2,0%** 35,2+ 1,0%** 115,0 £4,0%**
Orbital Bolge
Kontrol grubu 57,5+3,0 92,9+2,0 110,2 + 10,0
Deney grubu 16,6 +2,0%** 61,2 £2,0* 97,9 + 3,0%*

Kontrol grubu ile arasindaki fark énemlidir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<(.001.

Acligin 7. giiniinde kontrol grubuna gore; sensomotor ve orbital bolgedeki ¢ekirdek ve mitokondri
fraksiyonlarinda azalma, limbik bélgede ise Onemli bir atis (p<0,001) goézlendi. Limbik bolgedeki sitosol
fraksiyonunda aglik periyodunda kontrol grubuna gére énemli oranlarda (P<0.003) artis gozlendi. Sensomotor ve
orbital bolgelerde ise azalma oldugu saptandi.

Histolojik bulgular: Kontrol grubunda sensomotor, limbik ve orbital bolgelerin 3. katlarinin (afferent sinir hiicreleri
bolgesi) ¢ogunlukla orta biiyiikliikteki piramit noronlardan olustugu gozlendi. Noronlarin ¢ekirdekleri sentrik



A. Temur, F. Askerov, H. B. Temur / Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 23 (1-2) 71
68 - 74 (2007)

yerlesimliydi. Nissl cisimcigi orta hacimli parcaciklardan olusmustu. Karyoplazma esasen ¢ekirdegin periferinde
yerlestigi goriilmiistiir. Cekirdekgik nokta seklinde ve ¢ekirdegin merkezinde bulunmaktayd: (Sekil 1. A,C,E). Bu
bolgelerin 5. katlari biiyiik piramidal noronlardan olustugu tesbit edilmistir. Bu néronlar 2,3’er biiyiik, 3-5° er adet
kiigiik piramit noronlardan olusan gruplar yapmislardi. Biiyllk ndronlarin g¢evresinde yer yer astrositler ve
oligodendrositler bulunuyordu, oligodendrositler limbik ve orbital bdlgede sensomotor bolgeye gore daha gok
oldugu gozlendi (Sekil 1. B,D,E).

Sekil 1. Kontrol grubunda sensomotor (A: 3. kat, B: 5. kat), limbik (C: 3. kat, D: 5. kat) ve orbital (E: 3. kat, F: 5. kat)
bolgelerin histolojik goriiniimii. Cresyl-violet, X560.

Acligin 7. giiniinde sensomotor ve limbik bdlgelerin 3. katindaki histolojik degisikliklerin derinlestigi goriildii.
Noronlarda hiperkromatoz, ektopia ve hidropia belirlendi (Sekil 2. A,C). Orbital bolgede meydana gelen degisimler
sensomotor ve limbik bolgenin 3. katindaki histolojik degisimlerden daha az oldugu tesbit edildi (Sekil 2. E).
Sensomotor ve limbik bdlgelerin 5. katinda bazi ndronlarda hidropia, okromatik ¢ekirdek ve ektopia gozlendi. Bu
katta da yine norofaji gézlendi (Sekil 2. B,D). Orbital bolgede de ayn1 degisiklikler gézlendi fakat diger bolgelere
gore daha az oldugu saptand (Sekil 2. F).
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Sekil 2. Deney grubunda beyin korteksi boliimleri (Sensomotor, A,B; limbik, C,D; orbital, E,F). Cresyl violet,
X560.

Ayrica, acligin 1-3 giiniinde sarth refleks faaliyetinin arttigi goriilmiistiir. A¢ligin 4. giiniinden itibaren refleks
zayiflamaya basladi. 5-7. giinlerinde refleks tamamen durdu. Bu durum hayvanlarin davraniginda agikga
goriilmiistiir. Kendini aktif koruma refleksine karsi egitim almis hayvanlarda agligin 5-7. giinlerinden sonra giiglii
elektrik uyartilar1 verildigi zaman bile, hayvanlar sert bir sekilde higkirmalarina ragmen, bu durumdan kurtulma
yoniinde herhangi bir gayret gostermedikleri tesbit edilmistir.

4. TARTISMA VE SONUC

Hayvanlarin maksatli davranislarini (aglik, tokluk, susuzluk, cinsel diirtiiler v.b.) saglamak icin, i¢ organlardan
somato-visceral yollarla beyindeki 6zel merkezlere gelen farkli kodla kodlanmis bilgi uyartilari nérokimyasal
sistemler araciligl ile beyin korteksinin 6n lobuna (frontal kabuk) gonderilir. Beyin korteksi, gelen uyartilar
dogrultusunda maksatli davranislari olusturur [21]. Bu davraniglar lateral hipotalamustaki sensomotor ve limbik
bolgeler arasinda olusan gegici iligkilerle diizenlenir. Agligin farkli donemlerinde peptid hidrolazlarmn,
hipotalamusun ¢ekirdeklerinde bulunan néronlarin protein degisimini kontrol ettigi ileri stiriilmiistiir [22].
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Rossi [23], rhombencephalon ve mesencephalon'un retikular merkezlerinden orbital kortekse daima inhibitor etkili
sinyallerin geldigini bildirmistir. Bu inhibitdr etkili anabolik faaliyetlerin arttigi ve NPH’larm katilimi ile
proteinlerin bazik yenilenmeleri, normale gore daha yiiksek olacagi kanisina varilnmustir.

Bir hafta acliktan sonra sensomotor, limbik ve orbital bdlge homojenatindaki NPH aktivitesi azalmisti. Limbik,
sensomotor ve orbital bdlgelerin biitiin fraksiyonlarinda azalma gézlenmistir. Ancak, kontrol grubuna kiyasla limbik
bdlgenin sitosolii ile orbital bolgenin c¢ekirdek ve sitosoliinde NPH aktivitesi artmisti. Bu bulgulara gére, nétral
proteinlerin yenilesme intensifligi ile bu bolgelerin morfo-fonksiyonlart arasinda bir iligki oldugu diistiniilmektedir.
Qersteyne gore de [24] sensomotor ve limbik bolgede nétral proteinlerin yenilesme intensifligi orbital bolgeye gore
daha hizlidur.

Acligin siiresi uzadik¢a sensomotor bélgeden sonra ilk olarak limbik bolgede ve daha sonraki aclik giinlerinde de
orbital bolgede histolojik degisiklikler meydana gelmektedir.

Bu morfolojik degisimlerin beyin kabugu noéronlarinin sensomotor, orbital kortekste ve hipotalamusta diizenlenmesi

ile ilgili oldugu bildirilmektedir [25,26]. Sensomotor boélgenin 5. katindaki biiyiik piramit ndronlarin ¢ekirdeginde
goriilen aktiflesme, glia hiicrelerinin apikal dendritlere yakinlagsmasindandir. Bu sensomotor boélgenin bir integratif
merkez olarak hayvanlarin maksatli davranislarin ve gida motivasyonunun olugsmasindan sorumlu oldugunu
gostermektedir [21].

Acligin 7. giiniinde sensomotor, limbik ve orbital bolgelerde acliga bagli olusan histolojik degismeler derinleserek
devam etmektedir. Ancak, orbital bolgenin diger iki bolgeye gore daha az etkilendigi gozlenmistir.

Sonug olarak, bir hafta agliktan sonra hayvanlarin beyin kabugu kontrolii altindaki enerji merkezi daha yavasg is
yapma pozisyonuna ge¢gmektedir. Digardan gelen uyartilara refleks gostermeyerek ve daha az hareket ederek kendi
varligimi devam ettirmek istedikleri anlagilmigtir. Ayrica, elde edilen verilere dayanarak peptidhidrolazlarin sinir
dokusunda ve Merkezi Sinir Sisteminin fonksiyonel faaliyetlerinde dnemli rol oynadigi, hiicre i¢i sinaptik ve yapisal
esnekligin diizenlenmesinde gorev yaptig1 soylenilebilir.
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