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Immobilizasyon Stresine Maruz Kalmis Farelerde Etil Piriivatin Etkilerinin

Arastirilmasi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Mihrab ABUL
Damismani: Dog¢. Dr. Hasan AKKOC

Anabilim Dali: Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

1.1. OZET

Amac:Bu c¢alismada antioksidan ve antiinflamatuar etkinligi bilinen etil piruvatin;
yasam kalitesini etkileyen en 6nemli saglik problemlerinden biri olan stres {lizerine

etkisini ortaya koymak amaglanmaistir.

Gerec ve Yontem: Immobilizasyon stres modeliyle stres olusturulan fareler gruba
ayrildi; 1.grup kontrol grubu ve 2. grup immobilizasyon stres grubu (IM) (7 giin siire
ile giinde 1 defa 1 ml steril salin enjeksiyonu intraperitoneal (i.p) ), 3.grup IM + Etil
piruvat grubu (EP) ve 4. grup EP grubu (7 giin siire ile glinde 1 defa 50 mg/kg
enjeksiyon (i.p) ), 5.grup IM grubu + Fluoksetin(FLO) (7 giin siire ile giinde 1 defa 5
mg/kg enjeksiyon (i.p) ) verilen farelerden olustu. Yedinci glinden sonra tiim
gruplarda agirlik kontrolii, agik alan testi, zorunlu yilizme testi ve pasif sakinma testi

yapild1 ve gruplarin beyin dokularinda BDNF, NGF, GPX ve SOD diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Deneyler sonucunda; IM grubunda anlamli bir sekilde agirlik azalmas,
motor fonksiyonlarda bozulma, anksiyete ve depresyon benzeri davranislar,
o0grenme-bellek fonksiyonlarinda bozulma ve biyokimyasal analizlerde BDNF, NGF,
GPX ve SOD diizeylerinde azalma gozlenmistir. IM+EP grubunda ise EP’nin kilo
kaybina engel olmadigi, bozulan motor fonksiyonlarina olumlu bir etkisinin olmadigi
ve NGF ve SOD diizeylerine anlaml1 bir katkis1 olmadig1 gozlenmistir. Fakat zorunlu
ylizme testinde hareketlenmeyi arttirdigt ve BDNF ve GPX diizeylerini anlaml1 bir

sekilde normal degerelere yaklastirdig1 gézlenmistir.



Sonug: Etil pirlivatin depresyon benzeri davranislar1 diizeltmede fluoksetine yakin
derecede etki gosterdigi ve bu etkinin oksidatif hasar1 azaltip norotofik faktorlerin
sentezini artirarak gerceklestirdigi soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Stres, depresyon, fluoksetin, etil piruvat, immobilizasyon



Researching of the Effects of Ethyl Pyruvat on Mice Which Expose to

Immobilization Stress

Student’ Surname and Name: Mihrab ABUL
Adyviser of Thesis: Do¢. Dr. Hasan AKKOC

Department:Faculty of Medicine Department of Medical Pharmacology

1.2. ABSTRACT

Aim: In this study we aim to show that the effects of ethyl pyruvat, is known as an
antioxidant and anti-inflamatory agent, on the stress that influence quality of life and

an important health problem.

Material and Methods: Mice which was stressed by immobilization stres model put
into 5 groups: Ist group; control group and 2nd group; immobilization stress group
(IM) (1 ml of sterile saline intraperitoneal (i.p.) once a day for 7 days), 3rd group;
IM+Ethy Pyruvat (EP) groupand 4th groupEP group ; (50 mg/kg (i.p.) once a day for
7 days), 5th group; IM+Fluoxetin (FLO) group; (5 mg/kg (i.p.) once a day for 7 days.
After the 7th days weight controls, open field test, forced swimming test and passive
avoidance test were made. Also in the brain tissue BDNF, NGF, GPX and SOD
levels were measured

Results:The result of the experiment, in the IM group there was a statistically
significant decrease in the weight, deterioration in locomotor activity and learning
and memory fonction and anxiety and behavior like depression. In addition there was
a significantly decrease in the levels of BDNF, NGF, GPX and SOD. In the IM+EP
group; EP has no effect on the decrease of weigt, locomotor activity, learning-
memory fonction and the levels of NGF and SOD. But in the forced swimming test;
EP decreased immobilty timeand also increased significantly BDNF and GPX levels.
Conclusion:As a result, ethyl pyruvat have effect rather like fluoxetin on depression-
like behavior that induced by immobilization stres by reduce oxidative stres and

enhance synthesis of neurotrophic factors.



Key Words: Stress, depression, fluoxetine, ethyl pyruvat, immobilization



2. GIRIS VE AMAC

Stres, fiziksel, psikolojik ve/veya ¢evresel uyarimlar yolu ileolusabilen
psikolojik homeostazisi etkileyebilecek bir faktordiir. Organizmanin nérodavranigsal
yapisint bozarak basta anksiyete bozukluklari olmak iizere bir¢ok psikiyatrik
hastaliga neden olabilir ya da yatkin hale getirebilir. Yaygin otonom ve merkezie
tkilerinin yaninda stres ayni zamanda bir takim emosyonel ve bilissel islevleri de

bozmaktadir (1).

Stres esnasinda serotonerjik, noradrenerjik, dopaminerjik etkinlik azalmaktadir
(2). Serotonerjik sistem psikolojik durumun, duygularin, uykunun, aglik-tokluk
hissinin en 6nemli belirleyicilerinden olup serotonerjik sistemin antioksidan etki
gosterdigine yonelik ¢alismalar devam etmektedir (3). Fluoksetin selektif serotonin
geri alim inhibitorii (SSRI) olarak stres esnasinda azalan serotonerjik etkiden
kaynaklanan depresyon ve anksiyetenin Onlenmesinde ve olusan oksidatif hasara
karsi beyin hiicrelerinin korunmasinda Onemli bir terapétik ajan olarak

kullanilmaktadir (4).

Etil piruvat 6nemli bir role sahip endojen bir metabolit olan piruvatin ester
tirevidir (5). Etil piruvatin noroprotektif etkisi oldugu ve bu etkisinin
antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptoik fonksiyonlarindan kaynaklandig
gosterilmistir. Hemorajik sok, akut pankreatit, sepsis ve inme gibi ¢esitli stresorlerin
neden oldugu hasar1 azalttig1 bildirilmistir. Merkezi sinir sistemini etkileyen cesitli
hastaliklara kars1 koruyucu rolii oldugu bilinmektedir (6). Ayrica etil piruvatin timor

hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (7).

Calismamizda deneysel olarak olusturulan immobilizasyon stres modelinde; etil

piruvatin tedavi edici etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Bu amacla immobilizasyon stresine maruz biraktigimiz deneklere etkilerini
gozlemlemek amaciyla etil piruvat ve fluoksetin uygulandi. Deneklerin lokomotor
aktivitelerini, anksiyete durumlarini, depresyon diizeylerini ve Ogrenme-bellek
kapasitelerini degerlendirmek amaciyla agik alan, zorunlu ylizme ve pasif sakinma

testleri yapildi. Ayrica deneklerden alinan beyin doku orneklerinde beyin kaynakl



norotrofik faktor (BDNF), sinir bliylime faktorii (NGF), glutatyon peroksidaz (GPX)

ve siiperoksid dismutaz (SOD) diizeyleri analiz edildi.



3. GENEL BILGILER

3.1. STRES

Canli organizmasinda homeostasisi bozan her tiirli uyaran stres olarak
adlandirilmaktadir (8). Stres canlilarda adaptasyonu uyarir ve stresorlere karsi
endojen stres cevap sistemi ile adapte olur (9). Genel adaptasyon sendromu olarak da

bilinen stresin {li¢ evresi oldugu belirlenmistir:

I-Alarm evresi: Stres uyarani bu asamada sempatik sinir sistemi harekete
gecirerek viicut savuma sistemlerini etkin hale getirir (10). Adrenalin salinimi ile
kalp atimimin hizlandigi, kan basincinin yiikseldigi, solunumun hizlandigr ve
glukokortikoid salinimmin arttigi  evredir. Bu evrede viicut strese karsi

duyarsizlasmaya baglar (11).

2-Direnme veya adaptasyon evresi: Viicudun strese karst normalin {izerinde
direng gosterdigi normal duruma donmeye c¢alistigi evredir. Viicut direng

gosterebilirse parasempatik sistem bu evrede aktive olur (11).

3- Tiikenme evresi: Stres etkenleri ve yogunlugu arttik¢a viicut strese direng
gosterememektedir. Bu durumda fiziksel ve davranigsal bozulmalar yasanmaya

bagslar ve tiikenme evresine gegilir (11).

Uzun siire strese maruz kalmak viicut i¢in zararli sonug¢lar dogurmaktadir. Stres
major depresif bozukluk gibi, yasam fonksiyonlarini etkileyen bazen intihara
stiriikleyen ¢esitli psikiyatrik haftaliklara neden olmaktadir (9). Depresyon fizyolojik,
davranigsal ve psikolojik semptomlarla karakterize olan karmasik bir hastaliktir (12).
Stres ayn1 zamanda Ogrenme bellek gibi emosyonel ve biligsel islevleri de

bozmaktadir (1).
3.1.1. Stresin Patofizyolojisi

Stresin patofizyolojisi heniiz tam olarak anlasilmamistir. Monoaminerjik
transmitterlerin eksikligi, hipotalamik pituiter adrenal (HPA) aksin hiperaktivitesi,

kronik inflamasyon stresin viicuttaki sonug¢larindan bazilaridir (13).



Stres ve anksiyeteyi konrol eden beyinde birka¢ bdlge bulunmaktadir. Ozellikle
amigdala, hipotalamik pituiter adrenal sistem ve lokus koreleus stres ve anksiyetenin
kontroliinde 6nemli bolgelerdir. Lokus koreleus merkezi néradrenerjik niikleustur ve
stres, korku ve anksiyeteyle ilgili davranigsal ve otonomik cevaplart koordine eder
(14). Stres beyin fonksiyonunu ve davranisini degistiren karmagik bir néroendokrin
cevabr tetikler. Norepinefrin gibi katekolaminlerin ve kortikosteroid gibi stres
hormonlarinin salimimina neden olur (15). Serotonin de(5-HT) duygularin
diizenlenmesinden sorumlu bir ndérotransmitterdir. Stres durumunda 5-HT azalir ve

depresyon gelismesine katki saglar (12).

Stres HPA aksini aktive ederek stres hormonlarinin salgilanmasina yol agar.
Hipotalamusun paraventrikiiler hiicrelerinden kortikotropik salgilatic1 faktor(CRF)
salgilanir. Bu da CRF reseptorlerinin aktive olmasma ve adrenokortikotropik
salgilatict hormonun (ACTH) salgilanmasina yol acar. ACTH adrenal bezlerinden
glukokortikoid ve kortizol salmmasimi uyarir. Glukokortikoidler negatif geri
bildirimle beyinde ve pitiiiterde HPA aks aktivasyonunu azaltmak i¢in gorev alirlar.

Strese kars1 olusan bu yanitlar yasam icin temel olan savas ya da kag tepkisidir (16).

HPA aksinin hiperaktivasyonuyla fazla salgilanan stres hormonlar1 reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 iiretilmesiyle oksidatif stresi uyarir. Oncelikle kortizol kan
basincinin ve kalp hizinin artmasiyla hedef dokulara 6zellikle de beyne daha fazla
oksijen gitmesine yol acgar. Dokulara verilen fazla oksijen hiicre i¢cinde zararh etkiler
ortaya c¢ikarir. Kortizol ayrica mitokondriyal enzimlerin yikilmasiyla elektron
transport zincirini bozar ve elektron sizintisina neden olur. Bu olaylar serbest
elektronlarin salinmasina neden olur. Bu serbest radikallerin yiikselmesi hiicresel
olaylar1 olumsuz etkiler. Tiim hiicreler serbest radikallerin yiikselmesi durumunda
aktive olan antioksidan bariyer olarak adlandirilan 6zel bir sisteme sahiptir.
Antioksidan enzimler serbest oksijen radikallerinin fazla {iretilmesini inhibe eder ve
zararl etkilerine kars1 hiicreleri korur. Siiperoksid dismutaz (SOD) siiperoksid anyon
radikalini oksijen ve hidrojen perokside katalizleyen onemli bir antioksidandir.

Glutatyon peroksidaz ise hidrojen peroksidazi oksijen ve suya indirger (17).

BDNF, NGF gibi norotrofik faktorler noronal plastisitede onemli diizenleyici

bilesenler olarak kabul edilmekte ve depresyon patolojisinde dnemli bir role sahip



olduklar1 bilinmektedir. BDNF’ nin §grenme ve hafizayla ilgili islevlerde énemli bir
katkis1 oldugu bilinmektedir. Strese maruz birakilan hayvanlarda BDNF nin islevinin
azaldign ve antidepresan tedaviyle diizeltilebildigi gosterilmistir. Insanlarda
depresyon durumunda BDNF’nin plazma diizeyleri azalmaktadir. Fakat BDNF nin
bu azalmasi hipokampiis ve prefrontal kortekste smirlidir. Amigdala ve beyin
odiillendirme merkezinde ise BDNF diizeyi artmaktadir. Diger taraftan
antidepresanlarin hipokampiiste BDNF {izerine etkisi giiglii fakat beyindeki beyin

odiillendirme merkezi gibi diger yapilar iizerine ters etkileri bulunmaktadir (18).

Son yillarda yapilan c¢aligmalar stresin immiin sistemi de etkiledigini
gostermektedir (19). Inflamasyon depresyonun patofizyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir (20). Hayvan calismalarinda eksternal ve internal stresin inflamatuar
sistemi aktive ettigi ve immiin hiicrelerden inflamatuar sitokinlerin salindigi ileri
stiriilmigtiir. Stres TNF-a, IL-1B, and IL-6 gibi inmflamatuar sitokinlerin

yiikselmesiyle iliskilidir (21).
3.1.2. Stres Etkenleri
Fiziksel, sosyal ve psikolojik stresorler olarak siniflandirilmaktadirlar (22).

1- Fiziksel stresorler: Travma, yogun egzersiz, giirliltiilii ortam, sicaklik, nem,
cevre kirliligi, gida kisitlamasi, cerrahi girisimler, hareketsizlik gibi

durumlardan kaynaklanan stres vericiler olarak bilinmektedirler.

2- Sosyal stresorler: Alisilan ¢evreden uzaklasma, yabanci bir kiiltiir ortaminda
yasama zorunlulugu, savas, yoksulluk, issizlik gibi durumlardan kaynaklanan stresler

olarak bilinmektedirler.

3- Psikolojik stresorler: Fiziksel ve sosyal etmenlerin sonucu olarak ya da
kendiliginden ortaya cikan genellikle tekrarlanan hayal kirikligi, izolasyon gibi

durumlarin neden oldugu stresler olarak tanimlanabilmektedirler.
3.1.3. Deneysel stres

Deneysel olarak stres modeli olusumu; akut ve kronik stres modelleri olarak iki

baslikta toplanabilir (22).



1. Akut stres modelleri: Zorunlu ylizdiirme, kuyruktan asma, Ogrenilmis
caresizlik modeli, yiikseltilmis t labirenti testi, sicaklik stresi testi gibi testler akut

deneysel stres olusturmak i¢in kullanilabilmektedir.

2. Kronik stres modelleri: Sosyal yenilgi, kronik kisitlanma, kronik degisken

stres modeli ile olusturulmus testler kullanilabilmektedir.
3.1.4. Deneysel Stres Modelleri

Depresyonun norobiyolojisinin anlagilmast ve etkili tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi i¢in hayvan modellerinin gelistirilmesi en temel adimlardan biridir. Bir
hayvan modelinin gegerli sayilabilmesi i¢in insanda da benzer sonuglar gostermesi
gerekmektedir. Gegmis yillarda g¢esitli modeller denenmis fakat depresyonun bazi

semptomlar1 olusturulamadigindan basarili olunamamaistir (23).
3.1.4.1. Sosyal yenilgi/asir1 kalabahk

Denegin agresif hayvanlarin oldugu ortama birakildig1 ve fiziksel yenilgiye izin
verildigi bir modeldir. Bu modelde hayvanlar tekrarlayan sekilde agresif hayvanlara

maruz birakilir (23).
3.1.4.2. Elektrik soku uygulama:

Denegin ayagina elektrik 1zgaralar vasitasi ile elektriksel sok verilmesi fiziksel
ve duygusal bilesenleri olan kompleks bir stres olarak tanimlanabilmektedir.
Elektriksel sok parametreleri uygulanan elektrigin yogunluguna ve siiresine, akut
veya kronik uygulanmasina gore degisiklik gostermektedir. Deneklerin ayaklarina
uygulanan degisik yogunluklardaki elektriksel sokun insanlardaki anksiyete,
depresyon, post travmatik stres bozukluguna benzer davranigsal ve ndrokimyasal

degisiklikler olusturdugu gosterilmistir (24, 25).
3.1.4.3. Suya daldirma:

Denekler hafif eter anestezisi altinda tahta bir levhaya sabitlenmektedirler.
Anestezi etkisi gectikten sonra baslar1 yukarida ksifoid ¢ikintiya kadar su iginde

kalabilecekleri sekilde su dolu bir diizenek igerisine yerlestirilirler. Ve denekler bu



sekilde alt1 saat tutulurlar (26). Bu sekilde olusturulan stres modeli genellikle stres
kaynakli gastrik iilser modeli olusturmak i¢in kullanilmaktadir (27).

3.1.4.4. Kronik hafif stres:

Bu yontemle stres olusturmak icin asagidaki yontemler birkac hafta siire ile

uygulanabilmektedir (11).

1. Denekleri siirekli aydinlatilmis bir ortamda tutmak

2. Ikamet ettikleri kafeste yattiklar1 ortamu siirekli nemli veya 1slak birakmak

3. Ortamda rahatsiz edici stirekli bir ses olusturmak

4. Kafeste siirekli yasadigi eslerin degistirilmesi

5. Kafesin pozisyonunun deneklere rahatsizlik verecek sekilde sik sik degistirilmesi
6. Soguk / sicak uygulama

3.1.4.5. Hareketlerin kisitlanmasi (immobilizasyon stresi)

Bu modelde hayvanlar belirli giin ve saatlerde hareket edemeyecekleri bir
diizenege birakilirlar. Uygulama bi¢imi yoniinden kolay oldugu ve stres sistemini
hizla aktive ettigi i¢in en sik uygulanan stres modellerinden biridir (28, 29). Bunun

sonucunda hayvanlarda depresyon benzeri davranislar gézlenir (12).

Sekil 1. immobilizasyon stres modeli deney diizenegi
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3.2. KULLANILAN DAVRANIS TESTLERI

3.2.1. Acik Alan Testi

Lokomotor aktivitelerin ve anksiyetenin tespitinde kullanilan bir testtir. Eni ve
boyu esit iistli acik bir kutuda deneklerin hareketleri gozlenir. Deneklerin toplam
katettikleri mesafe ve hiz Olgiiliir. Ayrica merkezde ve periferde gecirdikleri siireler
ve bu alanlara giris sayilar1 hesaplanir. Merkezi alanda gegirilen toplam siirenin ve
bu alana giris sayisinin azalmasi anksiyetenin artmasi lehine tam tersi merkezi alanda
gecirilen siire ve girig sayisinin artmasi anksiyetenin azalmasi lehine yorumlanir (30,

31).
3.2.2. Zorunlu yiizme testi

Porsolt’un zorlu ylizme testi olarak da bilinen yiizme testi, siklikla depresyon ve
anksiyete arastirmalarinda, antidepresanlarin etkinligini arastirmada kullanilmaktadir
(30). Bu testte hayvan boyunu gecen en az 18 cm ¢apinda ve 40 cm yiiksekliginde,
15 cm’lik kismi su ile dolu bir silindirde yiizmeye birakilir.Bu testte denegin
yiizmeye terk edildigi suyun 1sis1 25-30 °C arasinda tutulmalidir (11). Hareketsiz
kalincaya kadar gecirdigi siire ve belli bir silire i¢inde ne kadar hareketsiz kaldigi
Olctiliir. Hareketsizlik, kagmaya yonelik davranigta israrin kaybolmasi davranissal
umutsuzluk olarak adlandirilir (32). Deneklerin hareketsiz kalmaya basladiklar

stirenin kisalmasi anksiyetedeki artis ile orantilidir (30).
3.2.3. Pasif sakinma testi

Fare ve sicanlarda 6grenme bellek fonksiyonlarini degerlendirmek amaciyla
kullanilan serotonerjik, glutamaterjik, kolinerjik nérotransmisyonlara duyarli olan bir
testtir (33). Bu testte birbirine esit ebatta olan iki kisim vardir. Bu iki bdlmenin
ortasinda deneklerin gecisini saglayan agilip kapatilabilir kapt bulunur. Bélmelerden
biri karanlik digeri ise asir1 aydinliktir. Deneklerin normal davranigi karanlik alanda
olmak yoniindedir (34). Denekler aydinlik bolmeye konulur ve karanlik bélmeye
gecmek isterler. 300 saniyede karanlik bolmeye gegmeyenler deney disinda birakilir.

Denek karanlik bolime gectikten sonra kapi kapatilarak belirli siire ve siddette



elektrik soku uygulanir. Ogrenme-bellek fonksiyonlar1 yerinde olan denekler bu
edinimin ertesi gilinii ilk giin tercih ettikleri, kendilerine sok verilen karanlik bolme

yerine aydinlik bolmede kalmay1 tercih edeceklerdir (35).

3.3. ANTIDEPRESANLAR

Giliniimlizde antidepresan tedavinin temeli ila¢ uygulamasindan sonra
monoaminerjik (dopamin, noradrenalin, serotonin) yayilimin arttirilmasi {izerinedir.
Antidepresanlar i¢in gerekli adaptasyonun saglanmasinin altinda yatan molekiiler

degisikliklerin mekanizmasinin anlasilmasi i¢in yogun caligmalar yapilmaktadir (18).
Antidepresanlarin Siniflandirilmasi

1. Trisiklik antidepresanlar (TCA)

2. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI)

3. Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAO)

4. Lityum ve diger duygu durum diizenleyiciler

5. Antimanik ve / veya antidepresan etkili diger ilaglar

TCA: Noradrenalin ve serotoninin sinir hiicresine geri alinimini engellerler.

MAQO inhibitorleri: MAO enzimini geri doniislii veya geri doniigsiiz olarak
inaktive ederler ve bdylece norotransmitterlerin yikima ugramadan presinaptik

noronda birikerek sinaptik araliga sizmasini saglarlar.

SSRI: Serotoninin geri almimini baskilayarak sinaptik aralikta nérotransmitter
diizeyinin artmasma ve sonug¢ olarak postsinaptik noéronal aktivitenin artmasina
neden olurlar. Iyilestirici etkileri 2 hafta sonra ortaya cikar. Diger antidepresanlara
gore daha az istenmeyen etkileri vardir. Ancak gli¢siizliik, uyku bozukluklari, seksiiel
disfonksiyon ve ilag¢ etkilesimleri goriilebilir. Bu gruptaki bazi ilaglar fluoksetin,
paroksetin, fluvoksamin, sitalopram, essitalopram, sertralindir (36).

SSRI’ler MAOI ve TCA grubu ilaglara gore giivenilir ve tolere edilebilir olmasi

bakimindan hala depresyon tedavisinde ilk tercih edilen ilaglardir (21). Buna ragmen
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antidepresan tedavide diisiilk yanit orani, terapotik etkinin ge¢ baslamasi ve cesitli
yan etkiler gibi problemler tedavinin bagarisini sinirlamakta ve hastalarda farkl
problemlere neden olmaktadir. Bu nedenle son yillarda yeni ilag arastirma ve

gelistirme caligmalar1 biiyiik 6nem kazanmistir (37).

3.3.1. Fluoksetin
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Fluoxetins

Sekil 2. Fluoksetinin kimyasal yapisi

Fluoksetin giivenligi ve tolerabilitesi nedeniyle yaygin olarak kullanilan bir

selektif serotonin geri alim inhibitoriidiir (20).

Fluoksetin karaciger CYP2D6 enzimleri ile etkin sekli olan norfluoksetine
dontstiirilmektedir. Fluoksetin ve metaboliti nofluoksetin CYP2D6’y1 giiclii,
CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 enzimlerini zayif olarak inhibe eder. Bu nedenle, ayni
enzimlerle metabolize olan trisiklik antidepresanlar ve fenitoin gibi ilaglarin kan

plazma konsantrasyonlarinin yiikselmesine neden olurlar (36).

Fluoksetin ayrica serotonin etkisinin bloke edilmesinden, noraderenalin ve
dopamin salmiminin arttirilmasindan sorumlu olan SHT2C antagonisti etki
gostermistir. Bu 0Ozellik fluoksetinin terapotik etkisinin yani sira tolere edilme
profiline de katki sundugu diisliniilmektedir. SHT2C antagonizmasi ilk dozdan
itibaren enerji verici, yorgunlugu azaltici, dikkat ve odaklanmay1 saglayici olarak

etki gostermektedir (2).



3.4. ETIL PIRUVAT

3.4.1. Piruvat
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PirGvik asit

Sekil 3. Piruvatin kimyasal yapisi

Piruvat (2-oksopropanoik asit) ATP metabolizmasinda bir ara iriindiir.
Glikolizin son iiriinii ve trikaboksilik asit dongiisiiniin substratidir. Disaridan
intravendz piruvat uygulanmasinin iki temel metabolik avantaji vardir. Birincisi
sitozolde piruvat laktata doniiserek NAD’mm NADH’e donilismesini saglamak:
Ikincisi ise mitokondride TCA déngiisiinde ATP sentezinde substrat olarak gdrev

almak. (38).

Sekil 4. Glikoliz sonucu piruvat olusumu
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Sekil 5. Piruvatin krebs dongiisiine girisi
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Priivat yapisindaki alfa ketokarbonil sayesinde serbest oksijen radikallerine ve
kismen de H,O, ye karst onemli bir antioksidan olup noroprotektif fonksiyona
sahiptir. Sonug olarak glikolizle piruvat liretimi oksidatif stresi en aza indirmektedir

(38).
3.4.2. Etil Piruvatin yapisi

Piruvatstabil degildir ve hizla 6nemli bir metabolik inhibitor olan parapiruvata
dontisen piruvat hidrata dimerize olmaktadir (38). Bu nedenle Sims ve arkadaslar
piruvatin bir tiirevi olan potasyum ve kalsiyum iceren tuzlu ¢6zeltide stabil olan bir
tiirevini gelistirmiglerdir (39). Etil piruvat piruvatin stabil ve lipofilik ester tiirevidir.
EP elektriksel olarak ndtiirdiir ve piruvatin hiicre igine girmesi i¢in gerekli olan

tastyicilara EP’nin ihtiyaci yoktur, kolaylikla hiicre i¢ine girer (38).

-

Sekil 6. Etil piruvatin kimyasal yapisi

3.4.3. Etil Piruvatin Etkileri

EP’nin 6ncelikle ratlarda mesenterik iskemi ve reperfiizyonla iliskili yapisal ve
fonksiyonel zararlar iyilestirdigi 2001 yilinda yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
Daha sonraki g¢alismalarda etil piruvatin deneysel modellerde koroner iskemi ve
reperflizyon hasari, ¢esitli sepsisler, hemorajik sok ve akut pankreatit gibi bir¢ok
hastalikta terapdtik faydalari rapor edilmistir. Bunun disinda iskemi sonrasi beyinde

noroprotektif etkileri gézlemlenmistir (40).

Ayrica iskemi veya oksidatif stres sonrast piruvatin olusturmadigi

antiinflamatuar etkiyi olusturdugu gosterilmistir (38).

Son yillarda yapilan calismalar serbest nitrojen radikallerinin Alzheimer,

Parkinson, hungtinton’s gibi ¢esitli norodejeneratif hastaliklara sebep oldugunu



gostermistir. EP’nin serbet nitrojen tlirevlerine karsi da etkili oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur. EP’nin peroksinitritin indiikledigi DNA hasarini inhibe ettigi

gosterilmistir (39).

EP’nin antiinflamatuar, antioksidatif, antiapoptoik ve iyon selasyon etkilerine
sahip multi fonksiyonel bir ajan oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir.
Antiinflamatuar etkisini NF-kB aktivasyonunu ve HMGB1’in (high mobility group
box-1) sekresyonunu ve salinimini baskilayarak gostermektedir. Antioksidan etkisini
ise ROS’nin {iretimini azaltarak ve dopaminle iligkili PC12 hiicrelerinde H,O, nin
parcalanmasini kolaylastirarak gostermektedir. EP’nin ¢inko toksisitesine karsit NAD
replasmant ve direkt Zn"? selasyonu yaparak noroprotektif etki gosterdigi ortaya
atilmistir. Ayrica EP’nin kalsiyumla selasyon yaparak HMGB-1’in mikrogliada

fosforilasyonunu ve sekresyonunu baskiladigi bulunmustur (41).

EP’nin ratlarda serebral arter tikaniklifinda olusan nérolojik hasar1 azalttigi,
onemli 6l¢iide 6lii doku hacmini azalttig, farelerin hipokampiisiinde CA1 Ve CA3’te
kainik asidin indiikledigi noronal hiicre Oliimiinii azalttigi yapilan ¢alismalarla
belgelenmistir. Ayrica Parkinson olusturulan farelerde nigrostriyatal dopaminerjik

noronlarin 6liimiini baskilamistir (41).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec:

4.1.1. Kullanilan aracg ve gerecler:
Zorunlu ylizme testi (MAY FSTM-M)
Pasif sakinma testi (MAY-PA 1014-M)
Agik alan testi (MAY OP-M)
Immobilizasyon diizenegi

Hassas terazi (Sartorius BP 1215)
Santrifiij cihaz1 (Janetzki T5)

Cerrahi alet seti

Bilgisayar

Ethovision XT 11 (Noldus Inf. Tech. Netherlands) bilgisayar programi

Mikro Elisa Okuyucu (Robonik, Thane, Hindistan)

4.1.2. Kullanilan Deney Hayvanlar:

Calismada 30.05.2101 tarihli 6 nolu etik kurul onay: ile Dicle Universitesi

Saglik Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM)’ nden temin edilen 30-

35 gram agirhiginda 35 adet erkek BALB/c fare kullanildi. Calisma siiresince

‘Hayvan Haklarmin Korunmas1’ hususundaki esaslara 6zenle uyuldu.

4.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Etil piruvat (Sigma-Aldrich)

Fluoksetin (Sigma-Aldrich)



Eter

%0.9 Izotonik NaCl

4.2. Yontem

Calisma her grupta 7 hayvan olmak iizere 5 grupta gergeklestirildi.

1. Grupl, Kontrol Grubu; 7 giin siire ile giinde 1 kez 1 ml i.p. yoldan steril salin

sollisyonu uygulandi.

2. Grup 2, immobilizasyon Stres Grubu; 7 giin boyunca giinde 6 saat immobilize
tutulan hayvanlara 7 giin boyunca giinde 1 kez 1 ml i.p yoldan steril salin soliisyonu

1.p yoldan uygulandi.

3.Grup 3, Etil piruvat+immobilizasyon Grubu; 7 giin boyunca 6 saat immobilize

tutulan hayvanlara giinde 1 kez 50 mg/kg (1 ml) etil piruvat i.p yoldan uygulandi.

4. Grup 4, Etil Piruvat Grubu:7 giin boyunca giinde 1 kez 50 mg/kg (1 ml) etil
piruvat i.p yoldan uygulandi.

5. Grup 5, Pozitif Kontrol Grubu, immobilizasyon+Fluoksetin Grubu; 7 giin
boyunca glinde 6 saat immobilize tutulan hayvanlara giinde 1 kez 5 mg/kg (1ml)
fluoksetin 1.p. yoldan uyguland.

Enjeksiyonlar immobilizasyon yapilmasindan 30 dk dnce yapildi.
4.2.1. Davrams Deneyleri:

Kullanilan deney hayvanlarmin 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortama maruz
kalmasina dikkat edildi ve deneklere herhangi bir yiyecek/ su kisitlamasi
uygulanmadi. Immobilizasyon stres; esit bdlmelendirilmis, deneklerin hareket
edemeyecekleri eni 4 cm boyu ayarlanabilir kii¢lik kafeslerde 7 giin boyunca giinde 6
saat tutulmasi ile olusturuldu. 7. Giiniin sonunda davranis testleri uygulandi.
Davranis testleri sonunda denekler eter anestezisi altinda dekapitasyonla sakrifiye

edildi. Beyin dokular1 izole edilerek -80 °C’ de sakland.
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4.2.1.1. Ac¢ik Alan Testi

Acik alan testi i¢in; bir 151k kaynagi ile aydinlatilmig, tamami siyah renge boyali,
40x40 cm boyutlarinda yiiksekligi 20 cm olan bir acik alan diizenegi kullanildi. A¢ik
alan diizeneginin merkezine birakilan farelerin tiim davranislar1 5 dakikalik test
stiresince video takip sistemi ile kaydedildi. Test sonunda her bir denegin periferik ve
santral zonda gecirdigi toplam siireler ile deney siiresince toplam hareketli ve

hareketsiz kaldig siireler hesaplandi.

Agik alan testi i¢in yapilan kayitlar Ethovision XT 11 (Noldus Inf. Tech.
Netherlands) programi kullanilarak analiz edildi. Deneklerin anksiyete diizeyi
periferik zonda kalma siiresi ile degerlendirildi. Her bir deney sonrasi agik alan

diizenegi % 20 alkol ve ardindan ¢cesme suyu ile silinerek kurulanda.
4.2.1.2.Zorunlu Yiizme Testi

Bu test; ¢ap1 30 cm, yiiksekligi 50 cm olan seffaf silindir bir tankin 30 cm' lik
kism1 su ile doldurularak yapildi. Su dolu tankin igerisine birakilan deneklerin kagma
cabasi izlendi ve belirli bir siire icerisinde (6 dk) hareketsiz kalmas1 beklendi. Test
stiresince deneklerde ilave bir strese neden olmamasi i¢in tankin icerisindeki suyun
sicakligr sabit (24-26°C) tutuldu. Deney siiresince deneklerin tiim hareketleri bir
kamera yardimiyla kaydedildi. Deney sonrasinda; deneklerin hareketli ve hareketsiz
gecirdikleri stireler Ethovision XT 11 (Noldus Inf. Tech. Netherlands) programi

kullanilarak analiz edildi.
4.2.1.3. Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma testinde kullanilan diizenek otomatik siirgiilii bir kapi ile birbirine
baglanan eni, boyu ve yiiksekligi 11x12x20 cm olan iki boliimden olugmaktadir.
Aydinlik boliim beyaz 151k ile aydinlatilmakta, karanlik boliimde ise zemini birbirine

paralel tellerden olusan ve sok aletine bagli olan ¢elik bir 1zgara bulunmaktadir.

Pasif sakinma deneyi ardisik iki giinde uyguland. Ilk giin, denekler 2000 lux
1518a maruz birakildi ve ortama alismasi i¢in 30 sn beklendikten sonra iki bolme

arasindaki kapi agildi. Deneklerin karanlik boliime gegmesi beklenildi ve gecis



stireleri (aydinliktan kagma siiresi) kaydedildi. Deneklerin karanlik boliime ge¢mesi
ile birlikte otomatik kapi kapandi ve zeminde bulunan c¢elik 1zgara yardimiyla
deneklere 1 sn siire ile 0,75 mA elektrik soku verildi. 15 sn beklemeyi takiben deney

sonlandirilda.

Ikinci giin ise; denekler 2000 lux 118a 30 sn maruz birakildiktan sonra ara bolme
acildi ve karanlik boliime gegis siireleri (karanliktan sakinma siiresi) kaydedildi. Bes
dk stiresince karanlik boliime gecilmemesi durumunda deney sonlandirildi. Her bir
denek sonrasi pasif sakinma diizenegi % 20 alkol ve ardindan ¢esme suyu ile

silinerek kurulandi.
4.2.2. Biyokimyasal inceleme

Derin dondurucudan c¢ikarilan doku ornekleri hassas terazide tartildi. Ardindan
her bir doku 6rnegine agirliklarinin 9 kat1 hacimde 0.01 M, Ph:7.4 olan buzlu fosfat
tampon soliisyonu eklenerek homojenize edildi. Homejenat 5 dakika 5000 g devirde
santrifuj edildi ve siipernatant analizler i¢in ayrildi. Elde edilen siipernatantlarda
beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), sinir biiylime faktorii (NGF), glutatyon
peroksidaz (GPX), superoksid dismutaz (SOD) diizeyleri Elabscience firmasindan
alman kitler ve Robonik readwell touch (Thane, India) mikroelisa okuyucu cihaz

kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar nanogram/ gram doku olarak ifade edildi.
4.3. Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizinde, SPSS 16.0 (Chicago, Ill. Usa) programi kullanildi. Coklu
gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis, ikili gruplarin karsilagtirilmasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi. 1. ve 8. giinlerdeki agirliklarin karsilagtirilmasinda
Wilcoxon testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Deneklerdeki Agirhik Degisimi

Deneklerin 1. ve 8. gilin arasindaki agirlik degisimi Tablo 1'de gosterilmektedir.
IM VE IM+EP gruplarinda 1. ve 8. giin arasinda anlamli bir kilo kayb1 oldugu
gozlenmistir. (p<0.05, Tablo 1, Sekil 7)

Tablo 1. Deneklerin 1. ve 8. giinkii agirliklar

IM: Immobilizasyon, EP:Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

Ik giinkii agirhk Son giinkii agirhk Agirlik P
(gr) (gr) degisimi
Kontrol 33,8+1,62 33,9+0,68 0,1 >0.05
M 32,6+1,94 30,4+1,75 22 <0.05
IM+EP 33,7+1,36 31,7+1,01 2 <0.05
EP 33,6+3,60 33,343,82 -0,3 >0.05
IM+FLO 32,142,56 31,242,32 -0,9 >0.05
Agirhik Degisimi
40 -
35

30
25 | ilk glinkd agirhk (gr)
20 B Son ginka agirhk (gr)
15
10

5

0

Kontrol iM iIM+EP EP_ IM+FLO
Sekil 7. Deneklerin 1. ve 8. giinkii agirliklar1 IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat,

FLO: Fluoksetin




5.2. Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan testinde yapilan video kaydindan deneklerin 5 dakika siire boyunca
toplam hareket mesafeleri ve bu mesafeleri kat ederken ulastiklar1 ortalama hiz
Ethovision-XT programi ile hesaplanmis ve Tablo 2’de sunulmustur. Acik alan
testinden elde ettigimiz bulgulara bakildiginda IM grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda deneklerin aldiklart mesafe ve hizlarinda anlamli bir azalma
oldugu gozlenmistir. (p<0.01, Tablo 2, Sekil 8, 9). IM+EP grubu IM grubuyla
kiyaslandiginda deneklerin katettikleri mesafede artis olmadigi tam tersine azalma
oldugu gozlenmistir. Tek basma EP uygulanan gruba bakildiginda ise deneklerin
aldiklar1 mesafeve hizlarinda énemli derecede azalma oldugu goriilmiistiir. IM+FLO
grubunda ise EP grubuna kiyasla aldiklari mesafe ve hizda bir artis oldugu
gozlenmistir.(p<0.01, Tablo 2, Sekil 8, 9).

Tablo 2.Gruplarin agik alan testinde aldiklar1 mesafe ve hizlar1 (n=7)

IM: Immobilizasyon, EP: Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, *p<0.01 vs kontrol, ° p<0.05 vs EP, ¢ p<0.05 vs
kontrol,%p<0.05 vs IM, °p<0.01 vs IM+FLO, p<0.01 vs EP

Mesafe* (cm) Hiz* (cm/sn)
Kontrol 1859,2+149,1 5,92+0,61
iM 1457,6+211,5° 5,18+1,22°
IM+EP 1357,04351,1° 4,61+1,38
EP 1075,1£176,5% 3,59+0,61%%¢
IM+FLO 1523,7+266,2" 5,10+0,87"
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Mesafe (cm)
2500 -
2000 -
1500 - a,de

1000 -

500 -

Kontrol iM iM+EP EP iM+FLO

Sekil 8. Acik alan testinde kat edilen mesafe.

IM: iImmobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin. .

p<0.01 vs kontrol, ° p<0.05 vs EP, ¢ p<0.05 vs kontrol, 9p<0.05 vs IM, p<0.01 vs
IM+FLO, p<0.01 vs EP

Hiz (cm/sn)

Kontrol iM iM+EP EP iM+FLO

Sekil 9. Acik alan testinde ortalama hiz.

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.

p<0.01 vs kontrol, ° p<0.05 vs EP, ¢ p<0.05 vs kontrol, 9p<0.05 vs IM, °p<0.01 vs
IM+FLO,p<0.01 vs EP

Acik alan testinden elde ettigimiz bulgulara bakildiginda IM grubu, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda deneklerin santral alanda gecirdikleri siirenin azaldig1 ve

periferik alanda gecirdikleri siirenin anlamli olarak arttigi gézlenmektedir (p<0.05,



Tablo 3, Sekil 10). IM+EP grubuna bakildiginda ise kontrol grubuna gére santral
alanda gecirilen siirede anlamli bir artig, periferik alanda anlamli bir azalma
saptanmamustir. IM+FLO grubunda ise IM grubuna kiyasla santral alanda gegirilen
stirenin artig1 gézlenmistir. (p<0.01, Tablo 3, Sekil 10).

Tablo 3.Deneklerin acik alan testinde santral ve periferik alana giris sayilari ve
buralarda gecirdikleri siire. (n=7)

IM: Immobilizasyon, EP:Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, * p<0.05 vs kontrol, ® p<0.001 vs kontrol

Santral stire* (sn) Periferik siire* Santral frekans  Periferik frekans*

(sn)
Kontrol 53,1+12,8 246,9+12,8 21,146,91 20,8+5,45
iM 29,1+7,20° 270,8+7,20° 18,7+8,17 18,446,75
IM+EP 21,5+16,1% 278,5+16,1° 14,0+4,86 12,444,50°
EP 29,44+10,7° 270,5+10,7° 13,8+6,49 13,8+5,95°
IM+FLO 40,5+13,8 259,5+13,8 12,244,771 11,8+4,05°
350 -
300
250
m Kontrol
200 =M
150 miM+EP
M EP
100 .
m IM+FLO
50
0
Santral siire* (sn) Periferik stire* (sn)

Sekil 10. Acik alan testinde santral ve periferik alanda gegirilen siireler.
IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.
p<0.05 Kruskal-Wallis testi * p<0.05 vs kontrol, b p<0.001 vs kontrol
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30 -
25 -
20 - H Kontrol
miM
15 - _
m IM+EP
10 M EP
® iM+FLO
5 -
0 .
Santral frekans Periferik frekans*

Sekil 11. Acik alan testinde santral ve periferik alana giris sayilari.
IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.
*p<0.05 Kruskal-Wallis testi * p<0.05 vs kontrol, b p<0.001 vs kontrol

5.3. Zorunlu Yiizme Testi Bulgular

Deneysel c¢alismalarda depresyon egilimini belirlemek ic¢in kullanilan zorunlu
ylizme testi bulgular1 Tablo 6’da gosterilmektedir. Calismamizda kontrol grubu ile
karsilastinildiginda IM grubunda hareketsiz gecen siirenin anlamli olarak arttigs,
hareketli gegen siirenin anlamli olarak azaldi1 gozlenmistir (p<0.05). IM+EP
grubunda hareketli ve hareketsiz gegen siireler IM grubuyla kiyaslandiginda bu
siirelerde anlamli bir diizelme gozlenmis olup IM+FLO grubundaki degerlere
yaklasmistir (p<0.01, Tablo4, Sekil 12).



Tablo 4. Zorunlu yiizme testinde hareketli ve hareketsiz gegen siireler. (n=7 sn)

IM: Immobilizasyon, EP:Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, *p<0.05 vs kontrol, ° p<0.05 vs IM+EP, ¢ p<0.05 vsEP,
4p<0.05 vs IM+FLO, °p<0.05 vs IM

Hareketli gegen siire* (sn) Hareketsiz gegen siire* (sn)
Kontrol 142,5+23,1 97,4+23,1
M 107,6+21,9*>4 132,3421,94
IM+EP 136,6+11,1° 103,4+11,1¢
EP 139,5+8,88° 100,5+8,88°
IM+FLO 135,5+13,1° 104,4+13,1°
180 -+
ab e e e a,b
160 -
140 -
120 - H Kontrol
100 - miM
80 - miM+EP
60 - mEP
® iM+FLO
40 -
20 -
0 _
Hareketli gecen siire* (sn) Hareketsiz gegen stre* (sn)

Sekil 12. Zorunlu yiizme testinde hareketli ve hareketsiz gecgen siireler.

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, *p<0.05 vs kontrol, ® p<0.05 vs IM+EP, © p<0.05 vs EP,
45<0.05 vs IM+FLO, °p<0.05 vs IM

27



5.4. Pasif Sakinma Testi Bulgular

Gruplarda iki gilin arka arkaya yapilan pasif sakinma testinden elde edilen veriler
Tablo 5' te gosterilmektedir. Bu verilere bakildiginda IM grubundaki denekler
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 1. giin daha ge¢ gegmistir. IM+EP grubuna
bakildiginda ise 1. giin IM grubuyla karsilastirildiginda daha erken gegmistir ancak

IM grubuyla gegis siireleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

2 giinkii gecis siireleri bakildiginda ise IM grubuna bakildiginda kontrol grubuna
kiyasla daha gec gegmistir. IM+EP grubundaki denekler ise IM grubuna kiyasla daha
gec gecmistir.
TabloS. Deneklerin pasif sakinma test sonuglari. (n=7)

IM: Immobilizasyon, EP: Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, *p<0.05 vs kontrol, ®p<0.05 vs IM+EP, °p<0.05 vs
IM,%p<0.05 vs EP, °p<0.01 vs kontrol

1. giin* (sn) 2. glin* (sn)
Kontrol 29,1+11,1 135,0£71,3
iM 64,5+37,0°° 181,2+104,7
IM+EP 18,5+12,9% 282,5+18,9%¢
EP 61,5+37,6° 140,2+84,5"

IM+FLO 44.5+38,1 186,2+118,1




350 -+
d, e
b
300 - I
250 A
m Kontrol
200 - miM
iM+EP
150 -
a c,d b mEP
100 - ® iIM+FLO
50 -
. I
1. glin* (sn) 2. gun* (sn)

Sekil 13. Pasif sakinma testinde birinci ve ikinci giindeki gegis stireleri

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Biruvat, FLO: Fluoks.etin. p<0.05 Kruskal-Wallis testi,
“p<0.05 vs kontrol, °p<0.05 vs IM+EP, “p<0.05 vs IM,’p<0.05 vs EP, °p<0.01 vs
kontrol

5.5.Biyokimyasal Bulgular

Calismamizdan elde edilen biyokimyasal bulgular tablo 6’da gosterilmektedir.
IM grubuna bakildiginda nérotrofik faktérler olan BDNF ve NGF diizeyinde kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0.05,Tablo 6, Sekil 14, 15).
IM+EP grubuna bakiliginda ise IM grubuna kiyasla BDNF diizeyinde anlamli bir
artls goriilmektedir. NGF diizeyi ise IM+EP grubunda IM grubuna gére artis
gostermekle birliktebu artig anlamli bulunmamistir (p<0.01,Tablo 6, Sekil 14, 15).
IM+FLO grubunda ise IM grubuna gére BDNF ve NGF diizeylerinde anlamli bir
artis oldugu gozlenmistir (p<0.05,Tablo 6, Sekil 14, 15).

IM grubunda GPX ve SOD degetlerine bakildiginda kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0.05,Tablo 6, Sekil 16, 17). IM+EP grubuna
bakildiginda IM grubuna gére GPX diizeyinde anlamli bir artis gdzlenmistir. SOD
degerinde ise IM+EP grubunda IM grubuna gore artis olmasina ragmen bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p<0.01,Tablo 6, Sekil 16, 17). IM+FLO
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grubuna bakildiginda ise IM grubuna kiyaslaGPX ve SOD diizeylerinde anlamli bir

artis gozlenmistir (p<0.05,Tablo 6, Sekil 16, 17).

Tablo 6. BDNF, NGF, GPX, SOD sonuglar1 (n=7)

IM: Tmm

obilizasyon, EP: Etil piruvat, FLO: Fluoksetin

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, p<0.01 vs kontrol, bp§0.01 Vs IM+EP_, ‘p<0.01 vs EP,
9p<0.05 vs IM+FLOp<0.05 vss kontrol, p<0.01 vs IM, £p<0.05 vs iM, "p<0.05 vs
EP,'p<0.01 vs IM+FLO, 'p<0.05 vs IM+EP

BDNF* NGF* GPX* SOD*
ng/gr doku ng/gr doku ng/gr doku ng/gr doku
Kontrol 0,50+0,11 6,80+3,88 0,84+0,33 0,45+0,12
iM 0,09+0,03%>¢4  1,75+0,55%4" 0,05+0,03%"¢! 0,19+0,09*"
IM+EP 0,17+0,04%° 3,55+2,53 0,26+0,07%5 0,29+0,09%¢
EP 0,49+0,23%4f 5,34+3,69¢ 0,83+0,43"" 0,47+0,198
IM+FLO 0,24+0,11%&" 3,46+1,42%¢ 0,56+0,25"" 0,34+0,17
BDNF* ng/gr doku
0.8 1 b,d,f
0,7 -
0,6 -
0,5 -
a,g,h
0,4 - .
ce, m BDNF* dok
03 ng/gr doku
0,2 -
B
O T T T T
Kontrol iM iM+EP EP iM+FLO
Sekil 14. Gruplarin BDNF degerleri,

IM: Tmm

obilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, p<0.01 vs kontrol, bp§0.01 Vs IM+EP_, ‘p<0.01 vs EP,
99<0.05 vs IM+FLO®p<0.05 vss kontrol, ‘p<0.01 vs IM, &<0.05 vs IM, "p<0.05 vs

EP



NGF* ng/gr doku

12 4

10

8 .

6 .

B NGF* ng/gr doku

4 -

. i

0

Kontrol iM+EP iM+FLO

Sekil 15. Gruplarin NGF degerleri,

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, *p<0.01 vs kontrol, “p<0.05 vs IM+FLOp<0.05 vss
kontrol, &p<0.05 vs IM, "p<0.05 vs EP

GPX* ng/gr doku
1,4 -
1,2 -
b,f

1 _

0,8 -
*
06 - . B GPX* ng/gr doku
a,ci

04 - a,b,c,1
0’2 | -

0 - ,

Kontrol iM+EP iM+FLO

Sekil 16. Gruplarin GPX degerleri,

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetln

p<0 05 Kruskal-Wallis testi, “p<0.01 vs kontrol, ®p<0.01 vs IM+EP, °p<0.01 vs EP,
p<0.01 vs IM, 'p<0.01 vs IM+FLO, p<0.05 vs IM+EP
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SOD* ng/gr doku
0,7 -
0,6 -
C, g

0,5 -

0,4 - a, h,j

03 - W SOD* ng/gr doku
0,2 -

0,1 -

O T T T T
Kontrol iM iM+EP EP iM+FLO

Sekil 17. Gruplarin SOD degerleri,

IM: Immobilizasyon, EP: Etil Piruvat, FLO: Fluoksetin.

*p<0.05 Kruskal-Wallis testi, “p<0.01 vs kontrol, °p<0.05 vss kontrol #p<0.05 vs M,
"p<0.05 vs EP,'p<0.01 vs IM+FLO, 'p<0.05 vs IM+EP



6. TARTISMA

Stres mental ve ndrobiyolojik bozuklukla iligkilidir ve organizmanin; tehdit
edici faktorlerin neden oldugu duygusal gerilimin ylikselmesiyle karakterize bir
durumu olarak tanimlanabilir. Stres ayni zamanda viicudun stresdrlere verdigi
tepkiyle dengenin bozuldugu bir siire¢ olarak da ifade edilebilir (17). Stres aninda
beyinden viicuda savas ya da ka¢ mesaj1 gelir. Stres uzun siire devam ederse viicuda
zarar verir ve bir¢ok sistemi de olumsuz etkiler. Beslenme bozukluklari, birgcok
metabolik fonksiyon bozukluklari, enfeksiyonlar, bagisiklik sisteminin ¢okmesi
stresin olumsuz etkileri arasindadir. Kisacasi stres, canlilarin viicut fonksiyonlarini
bozan ve dolayisiyla yasam kalitesini etkileyen ¢agimizin en Onemli saglik
sorunlarindan biridir (8)

Stresin neden oldugu en 6nemli problemlerden biri olan depresyon diinyada
300 milyondan fazla insani etkileyen diinyanin en 6nemli saglik problemidir (37).
Depresyon tedavisinde selektif serotonin geri alim inhibitorleri, trisiklik
antidepresanlar, monoamin oksidaz inhibitorleri gibi ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir
(37, 42). Bu ilaglarin uzun siire kullanilmasi1 gerektigi, ¢esitli yan etkilere sebep
olmasi, depresyonun patojenik faktorlerine bagl olarak ¢ogu hastada etkili bir cevap
alinamamas1 ve hastalarin tedaviye direng gostermesi gibi sebeplerden dolay1 yeni
antidepresan ilaglarin bulunmasini gerekli kilmistir (42). Biz de c¢alismamizda
antiinflamatuar, antioksidan etkinligi oldugu bilinen yan etkisi ¢cok az olan etil
priivatin; strese bagli olusan anksiyete, davranis ve biyokimyasal degisiklikler
tizerine etkisini inceledik. Etil piruvatin bu etkilerini daha 6nce farkli caligmalarda da
pozitif kontrol grubu olarak kullanilan fluoksetinle karsilagtirdik (12, 43).

Calismamizda farelerde hareketlerin kisitlanmasiyla depresyon olusturuldu ve bu
birkag farkli davramis testi ile tespit edildi. Immobilizasyon stres modelinin
uygulandig1 ¢alismalarda deneklerde besin aliminin azalmasina bagh olarak agirlik
azalmasi1 oldugu goriilmiistiir (42, 43). Acik alan testiyle de motor fonksiyonlarinin
olumsuz etkilendigini gdsteren bircok calisma mevcuttur (3, 14, 12). immobilize
halde tutulan deneklerin anksiyete durumunun 6l¢iildiigli zorunlu yiizme testinde
hareketli gecirilen siirelerde azalma oldugu ve hareketsiz gecirilen siirelerde artma

oldugu bir¢ok calisma ile gosterilmistir (12, 43-45). Ogrenme bellek fonksiyonlarinin
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olciildiigli pasif sakinma testinde stresin Ogrenme bellegi bozdugunu gosteren
makaleler bulunmaktadir (46-47). Ayrica stres durumunda 6zellikle BDNF olmak
tizere norotrofik faktorlerde ve oksidatif hasarda artis oldugu yapilan ¢alismalarla

gosterilmistir (45, 46, 49, 50).

Yaptigimiz calismada IM grubundaki deneklerin ilk ve son giinkii agirliklart
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede azalmistir. Agik alan testinden
elde ettigimiz verilere gore IM grubundaki deneklerin aldiklar1 mesafe ve hizlarinda
anlamli bir azalma gozlenmistir. Bu durum IM grubundaki deneklerin motor
fonksiyonlarmin olumsuz etkilendiginin gostergesidir. Santral ve periferik alanda
gecirilen siireler agisindan IM grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise santral
alanda gegirilen siire azalmis, periferik alanda gegirilen siire ise artnstir. IM
grubundaki deneklerin kontrol grubuna gore zorunlu yiizme testinde hareketli
gecirdikleri siire anlaml1 derecede azalmistir. Ogrenme bellek fonksiyonlarini lgmek
icin kullandigimiz pasif sakinma testinde IM grubundaki denekler kontrol
grubundakilere gore 1. giin karanlik alana daha ge¢ ge¢mistir.Yapilan biyokimyasal
analizlerde ise IM grubunda kontrol grubuna gére BDNF ve NGF’ de anlamli bir
azalma sdz konusudur. IM grubunda kontrol grubuna kiyasla oksidatif hasari
gosteren GPX ve SOD degerlerinde anlamli bir diisiis gozlenmistir. Tiim bu sonuglar
calismamizda literatiirlerle de uyumlu olarak immobilizasyon stres modeliyle

deneklerde basarili bir sekilde stres olusturdugumuzu géstermektedir.

Piruvat viicutta bulunan, enerji metabolizmasinda 6nemli bir goreve sahip,
antioksidan etkisi oldugu bilinen bir maddedir. Piruvatin etkilerinden yola ¢ikilarak
piruvattan daha stabil, piruvatin bir tiirevi olan etil piruvat formiilize edilmistir. Etil
priivatin antiinflamatuar ve antioksidan etkisi bircok caligmayla ortaya konmustur
(38). Calismamizda etil piruvatin immobilizasyon stres modeliyle olusturdugumuz

depresyon iizerine etkileri incelendi.

Hareketlerin kisitlanmasiyla stres olusturulup etil piruvat uygulanan IM+EP
grubundaki deneklerin agirliklarina bakildiginda IM grubuna kiyasla anlamli bir
tyilesme gozlenmemistir. Dolayisiyla immobilizasyona bagli olusan stresin neden

oldugu kilo kaybina etil piruvatin olumlu bir etkisi olmamastir.



Stresle bozulan motor fonksiyonlarin antidepresan tedaviyle diizeldigini gdsteren
calismalar daha once yapilmistir (14, 51, 52). Yaptigimiz calismada ise tam tersine
acik alan testinden elde edilen verilere gére IM grubuna kiyasla IM+EP grubundaki
deneklerin yol aldiklar1 mesafe ve hizda Onemli bir azalma go6zlenmistir.
Immobilizasyonun olumsuz etkiledigi motor fonksiyonlar1 etil piruvatin IM+FLO
grubunda goriildiigii gibi iyilesme beklenirken tam aksine daha fazla olumsuz etki
meydan gelmistir. Ag¢ik alan testinde deneklerin anksiyete degerlendirmesi igin
dlgiilen santral ve periferik alanda gegirilen siirelere bakildiginda ise IM+EP grubu
ile IM grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. IM+FLO grubu IM grubuyla
karsilagtirildiginda ise santral ve periferik alanda gegirilen siireler kontrol grubundaki
degerlere yaklasmistir. Sonug olarak etil piruvatin anksiyete lizerine olumlu bir etkisi

gbozlenmemistir.

Zorunlu yiizme testinde hareketli ve hareketsiz gecirilen siireler Olgiilerek
depresyonun varligi ve antidepresan tedavinin etkinligi degerlendirilir. Daha 6nce
yapilan caligmalarda; stresle azalan hareketli gegirilen zamanin; stresin azaldigi
durumlarda yeniden arttig1 gézlenmistir (12, 37,50, 51). Bizim ¢alismamizda ise
makalelerle uyumlu olarak IM+EP grubundaki deneklerin IM grubuyla
karsilastirildiginda hareketli gecen siire artmis ve hareketsiz gecen siire azalmistir.
IM+EP grubunda gozlenen bu sonuglar IM+FLO grubuyla benzerdir. Dolayisiyla
zorunlu ylizme testinden yola ¢ikarak etil piruvat fluoksetinde oldugu gibi
immobilizasyon stresine bagli olusan depresyon benzeri davranislar {izerinde
tyilestirici etki gosterdigini soyleyebiliriz. Strese maruz birakilan farelerde

fluoksetinin zorunlu ylizme testinde antidepresan etkisini gdsteren calismalar

bulunmaktadir (23).

Ogrenme bellek diizeyini olctiigiimiiz pasif sakinma testinden elde edilen

verilere gére IM+EP grubuyla IM grubu arasinda bir fark bulunmamaktadir.

Biyokimyasal analizlerde ise IM+EP grubu IM grubuyla kiyaslandiginda BDNF
ve NGF diizeyinde belirgin artis gézlenmistir. Fakat NGF’deki artis istatistiksel
olarak anlamli degildir. Buna gore etil piruvat immobilizasyon stresine bagli olarak
azalan norotrofik faktor diizeyini diizeltmistir. Antidepresan tedaviyle BDNF ve

NGF degerinin arttigin1 gosteren c¢alismalar mevcuttur (12, 52, 53). Stresin arttig1
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durumlarda azalan GPX ve SOD diizeylerinin stresin azaltilmasiyla tekrar normal
seviyelere geldigini gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. (49, 54). Yaptigimiz
calismada GPX ve SOD degerlerine bakildiginda; IM+EP grubundaki degerler iM
grubuna gore yiikselmistir. Ancak SOD degerindeki artis istatistiksel olarak anlamli
degildir. Bu sonuglar EP'nin etkilerini 6zellikle Glutatyon aracili antioksidan etki
gosterdigini  diisiindiirmektedir. Biyokimyasal analizlerde IM+FLO grubuna
bakildiginda IM grubuna kiyasla BDNF, NGF, GPX ve SOD degerlerinde diizelme

gbzlenmistir.



7. SONUC VE ONERILER

Calismamizda antiinlamatuar ve antioksidan etkisi oldugu bilinen etil piruvatin
strese bagli olusan davranis degisikliklerine, oksidatif hasara ve viicutta bulunan bazi
norotrofik faktorler iizerine etkisi arastirildi. Etil piruvatin etkileri antidepresan

olarak kullanilan fluoksetinle karsilastirildi.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuclara gore immobilizasyon stres modeli
basarili bir sekilde uygulanmis ve yapilan davramis testleri ile deneklerde stres
olustugu tespit edilmistir. Etil piruvatin zorunlu yiizme testinde gézlenen depresyon
benzeri davraniglar {izerinde fluoksetinle benzer sekilde iyilestirici etkileri
bulunmustur. Yapilan biyokimyasal analizlerden elde edilen sonuglara gore etil
piruvatin glutatyon iizerinden oksidatif hasar1 azalttigi ve norotrofik faktorlerin
sentezini artirarak stres tizerine olumlu etkileri oldugu diisiintilmektedir. Yan
etkilerinin ¢ok az olmasit bakimindan etil piruvat etki mekanizmalarinin
aydinlatilacagi yeni arastirmalar ve klinik ¢alismalar yapilarak depresyon tedavisinde

kullanim1 saglanabilir.
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