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OZET

Yaglanma ve eksersizin tirozin hidroksilaz (TH) enzim
aktivitesi ilizerindeki etkileri erkek VFischer-344 (F-344)
ratlari hipotalamusunda arastirildi. Ayni zamanda TH enzim
aktivitesi ve TH mRNA seviyeleri, 48 saat soguk stresi ve
3 hafta so8uk stresi ve soguk stresitprazosine maruz kalan
Sprague Dawley (SD) ratlarinda adrenal medullada arastiril-
dri.

TH enzim aktivitesi L—I3H1~tirozin’den, L—[SH]—dopa
olusurken L-[3H1—tirozin'in hidroksilasyon irinii olan %%O
olusumunun takip edilmesiyle Olgilildii.

Total adrenal RNA izole edildi ve naylon membrana
ba§land1. Immobilize olan RNA daha sonra cDNA probu ile
hibritlestirildi. Sonugta isaretli RNA-DNA hibritleri Kodak
X-Omat XAR-5 filmi kullanilarak otoradyodgrafi ile saptand1.
I'H mRNA’81 otoradyogramlarinin densitometrik taramasiyla
densitometre kullanilarak olg¢iildi.

Istatistikse!l Gnem Lestli, konlrol ve uygulama yapilan
gruplar arasinda t-lesti ile saplandi.

TH enzim aktivilesinin eksersiz vaptirilan yasli F-344
ratlari: hipotalamusunda 8nemli Olc¢ilide arttlgl bulundu. Ayni
zamanda TH enzim aktivitesi ve TH mRBNA’ sinin 48 saat sofuk
streéine ve 3 haftlta sofduk stresi ve sofuk stresit+prazosin’e
maruz kalan 8D ratlari adrenal medullasinda dnemli Olgiide

arttig:r bulunmustur,
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SUMMARY

The effects of aging and exercise on tyrosine hydroxy-
lase (TH) activity were investigated in hypothalamus of
Fischer-344 (F-344) rats. Also TH activity and TH mRNA
levels were investigated in adrenal medulla of Sprague
Pawley (8D) rals which were exposed to Qold stress for 48
hours and cold and cold stiress+prazosin for 3 weeks sepa-
retely.

TH activity was measured by monitoring the forma-
tion of 3Hz() as a by product of Ix%aﬂl—tyrosine hydro-
xylation, the.formation of1;43HJ—dopa fromI;-NH] tyrosine.

Total adrenal RNA was isolaled and blotted to gene
screen nylon membrane, the immobilized RNA was then hybri-
dized to cDNA probe. The resulting labeled RNA-DNA hybrids
were detected by autoradioraphic method, using Kodak X-Omat
XAR-5 film. The TH mRNA was assayed by densitometric
scanning of the autoradiograms using a densitometer.

Statistical significance between the control and
treatment group was delermined by student's t-test.

TH activity was significantly found to be increased in
hypothalamus of trained old F-344 rats. TH activity and TH
mRNA levels were significantly found to be increased in
adrenal medulla of SD rats which exposed to cold stress for

48 hours and cold stress+prazosin for 3 weeks separetely.
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1.GIR1S

1.1 Genel Bilgiler

Katekolaminler, tirozin aminocasitinden olusturulur ve
katekol vyada 1,2 dihidroksi benzenden koken alir (1),
(Sekil 1.1), Katekolaminler homeostazisin sﬁrdﬁrﬁlmesinde
periferde otonomik fonksiyonlari nedeniyle 6nemli yer tu-
tarlar. Katekolaminler adrenal medulladan salinmalari ile
endokrin, sinir terminallerinden salinmalari ile nbroendok-
rin role sahiptirler (2,3,4). Katekolamin grubunda yer alan
dopamin, norepinefrin ve epinefrin merkezi sinirsel
iglevlerde ndrotransmitter ve modiilatdr olarak gérev yapar.
Norepinefrin yada epinefrin’in yer aldig1 simpatetik sinir
sistemi ayni zamanda adrenerjik sinir sistemi olarak da
bilinmektedir. Adrenerjik sinir sistemi, dogrudan kalp
atiminin homeostatik regiilasyonunda, kalp kasilma gliciinde,
vazomotor tonusda, kan basincinda, brongiyal hava yolu
tonusda. karbohidrat ve yag asit metabolizmasiyla ilgilidir
(2).

Fiziksel aktivite, fizyolojik stres ve genel alerjik
reaksiyonlar organizmsada adrenerjik sinir sisteminin uya-
rilmasint saglar. Genel olarak katekolaminlerin godrevleri
6 grupta toplanabilir; 1)-Periferal uyart: islevi (6rn: kan
damarlarinin biliziilmesi), 2)-Periferal inhibe edici islev

(Orn: bronsgiyal genisleme), 3)-Kalp uyarti islevi
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(6rn: kasilmada artis) 4)-Metabolik islevler (&rn: gliko-
genolizis), 5)-Endokrin iglevlier ve 6)- Merkezi sinir sis-
temi islevieri. Bu islevlierin vani sira katekolaminlerin
ekzokrin bezler, iskelet kasi, uterus kasi, hipotalamus

gibi deBisik yapilarin lzerinde de elkileri vardir,
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Sekil 1.1 Katekolaminler ve katekol koki (1),

Epinefrin, kalp atimini ve kan basincini arttirarak
kardiyovaskliler sistemi acil durum icin hazirlar. Normalde
epinefrinin kandaki seviyesi 0,06 ng/1t civarindadir, Fakat
uyartlma ile kandaki Xkonsantrasyonu saniyeler yada
dakikalar i¢inde bin katina ulasir, Epinefrin karaciger
glikojeninin yikllma81n1iuyar1p kana glikoz vererek anae-
robik kas c¢alismasi ic¢in gereken vakit: saglar ve bu igi
adenilat siklazi1 uyararsk yapar. Bu 8zellikleri nedeniyle
epinefrin bazi hastaliklarin tedavisinde &nem kazanir.

Uzellikle, kardivovaskiller sistem kollaps oldugunda ortaya
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ci1kan hayati tehlikeyvi atlatmada 6nemlidir. Epinefrin ayni
zamanda akciferde brongiyolleri c¢evreleyen dilz kaslarin
gevsemesini saglar ve akut astma semptomlarinin tedavisinde
de kullanil:ir (2, ). Epinefrin ayni zamanda karbohidrat
metabolizmasint ve genel metabolizmay1 hizlandirarak
oksijen tiiketimini arttirir ve hiperglisemiye neden olur
(5). Epinefrin’nin diger fonksivonlar: arasinda karacier
ve kasta glikojenin glukoz'a kadar yikilmasi da yer alir
(2).

Adrenal medulladaki kromaffin hiicreleri katekol-
aminleri salgilar. Yukarida da bahsedildigi gibi, homeo~
stazisin slirdiirilmesi, organizmay1 acil durumlara hazirlama
ve hayati tehlikelerde rolleri &nemli olan katekol-
aminlerin biyosentezi tirozin aminoasitinden baglar. Bu ilk
kademe Tirozin hidroksilaz enzimi tarafindan katalizlen-
mektedir.

Katekolaminlerin biyosentezi beyin hipotalamus,
substantia nigra, locus cereleus, putamen, striatum ve
korteks serebri’de olmaktadir. Beyinde tirozin aminoasi-
tinden olugan dopa’'nin dekarboksilasyonu ile dopamin mey-
dana gelir ve nérotransmitter olarak gérev yapar. Dopamin
tiretiminde cesitli nedenlerle meydana gelen azalma parkin-
son hastaligina neden olur. Parkinson hastaligi1 genellikle
60 yagin lizerinde, nadiren genclerde, goriiliir ve el titre-
mesi geklinde ortaya c¢ikar. Beyinde dopamin sentezinin
vapi1ldig: substantia nigra ve locus cereleus da hUorelerde

dejenerasyon sz konusudur. Dopamin, norepinefrinin
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dnciiliidiir ve norepinefrin kromaffin hilicrelerinde, hormonla
uyarilincaya kadar depo edilirler. Norepinefrin daha sonra
metile edilerek epinefrin’e ddniismektedir (6).

Epinefrin’in hedef dokular: kalb, vaskiiler sistem
karaciger ve iskelet kasidir. Epinefrin ve norepinefrin
suda c¢oziiliiliirler ve adrenerjik reseptérlerle, dopamin de
dopaminerjik reseptorlerle etkilesir (2,7).

Dolasimda bulunan epinefrin adrenal medullada sentez-
lenir ve adrenal medullar aktiviteyi karakterize eder.
Adrenal medullanin 6nemli miktarda norepinefrin igerdigi de
bilinmektedir, bununla birlikte dolasimda bulunan norepi-
nefrin sinir teminallerinde yapilir ve adrenerjik ndronal
aktiviteyi gosterir (2)., Baz1 arastiricilar kalp regiilasyo-
nunda adrenal mediillanin roliintin, kalpte adrenerjik noéral
etki azaldi1g:1 anda daha 6nemli oldugunu rapor etmiglerdir
(8,9). Bu konuda yapilan calismalarda, kardiyak postgang-
lionik sinir ucu reseptdrlerinin secici nérotoksin 6-hid-
roksidopamin ile bozulmasindan sonra, rat adrenal medulla-"
sinda tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinde artis oldugu
gosterilmistir. Bu artan aktivite adrenal aktivitedeki ar-
ti1s1 karakterize etmektedir (9).

Insanlardaki norepinefrin seviyesinin yaslanma 1ile
artt1g1 iyice anlasilmistir. Ratlarda yagslanma ile ortaya
ci1kan degisiklikler insanlarda ortaya ¢ikan degisikliklere
benzemektedir. Sofufa maruz kalma, oral glukoz verilmesi,
izometrik eksersize ve mental hastaliklara karsi, plazma

norepinefrin tepkileri saglikli1 yasl: insanlarda, saglikli



geng bireylere gdre daha yiliksektir (2).

Eksersizin, hipertansiyon ve heyecana bafli stresin
kontrol edilmesine yardimci oldugu ve koroner arter hasta-
li1klarin risk faktérlerinin azalmasina da katkida bulundugu
bilinmektedir. Ayrica eksersizin saglikli yasli erkek ve
kadinlarda kolesterol seviyelerini de disglrdligli ifade

edilmektedir (10).

1.2 Sinaptik Transmisyon ve Norepinefrin Mekanizmasi

Sinapslarda, presinaptik nGronun ucundan salinan madde
postsinaptik néron veya efektdr hiicrenin ylizeyinde bulunan
bir reseptor tarafindan taninip, tutulur ve hiicreyi uyarlé
vada inhibe eder. Katekolaminler grubunda yer alan
norepinefrin, epinefrin ve dopamin’'nin sentezi i¢in gerekli
enzimler presinaptik yumruda bulunur. Kan dolagiminda
bulunan tirozin, tirozin hidroksilaz enzimi ile dopa’ya,
daha sonra da dekarboksile edilerek dopamin’e ¢evrilir.
Dopamin hiicre igindeki salgi veziklillerine girerek norepi-
nefrin’e c¢evrilir. Graniil disinda sitoplazmada kalan
norepinefrin monoaminoksidaz tarafindan mitokondride

parcgalanir (11), (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 S%aptik transmisyvon ve Norepinefrin
Mekanizmasi f11),

tmpuls presnaptik yumruya gelince Norepinefrin salinir ve
bu salinma isinde catt ivonu gereklidir. Norepinefrin salin-
diktan sonra postsinaptik hilcre membranindaki reseptéril ile
birlegir ve etklisini membrana bagimli: adenilat sgiklaz
enzimini uyararak gésterir. Norepinefrin gérevini yaptiktan
sonra presinaptik hillcreye geri alinir. Dolasimdan geri
al inamayan norepinefrin katekol-O-metiltransferaz

tarafindan inaktif hale getirilir (11, 12).

1.3 Reseptdrlerin Yapisi, o ve B Adrenerjik Reseptdrler

Adrenerjik sinyal iletim sistemi U¢ blylik bilegene

sahiptir (§ekil 1.3). Birincisi hilcrenin d1g yﬂzeyine dogru
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verlesmis spesifik tanima bolgesidir ve epinefrin,
norepinefrin ve B-adrenerjik ilaglari baglar. lkinci bile-
sen guanin nilkleotidi baglayan regiilatér proteindir. Uglincii
bilegsen katalitik alt iinite ve ATP'nin cAMP’ye ¢evrildigi
bdlgedir (13,14). & ve B reseptédrlerin yani sira
dopaminerjik reseptdrlerde vardir. Bu resepttrlerde “L o,
s ﬁl, Dl ve D2 olmak lizere jiki alt birime ayrilmislardir.
BI"BZ ve D, reseptdrlerinin aktivasyonu adenilat siklaz
enzimini uyarirken d reseptiérler ve D2 reseptdrlerin
aktivasyonu enzimin inhibisyonunu saglar. a, regseptori
transmitter saliniminin presinaptik oto inhibisyonu ile
ilgilidir. o, reseptorler daha ¢ok postsinaptik tepkilerle
ilgilidir (2, 7,13). Sekil 1.4’de noradrenerjik sinapsta

katekolaminlerin sentezi metabolizmasi, reseptdrleri ve

ikinci mesajlari1 goriilmektedir (12).

H: Hormon
| E: Reseptor

G: Guanin reglilatsr komponenti
C: Katalitik tinite

Sekil 1.3 Hormon-resepttr iligkisinin sematik olarak
gosterilmesi (13),
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Sekil 1.4 Katekolaminlerin sematik olarak metabo-
lizmasi: (12).

1.4 Prazosin

Prazosin etkin bir d-reseptor antagonistidir ve a re-
septbrleri i¢in olduk¢a segicidir (Sekil 1.5), Prazosin
arteriyol ve vendz diiz kasiarinin gevsemesini saglart Insan-
larda yaygin olarak metabolize olur ve ©parcgalanmasi
karacigerde olmaktad:ir. Tansiyon dislirlici prazosin ilacinin
yari omrid lic saattir. Prazosin oy resepttrlerini bloke ede-
rek antihipertansif etki gosterir ve bilizilme ve kasi1lma gibi

postsinaptik tepkilerin azalmasiyla bu etki saglanir (2,15),



CH30 A

NH,

Prazosin

Sekil 1.5 Prazosin’in yapisi.

1.5 Tirozin Hidroksilaz (tirozin 3-monooksijenaz E C

1.14.16.2)

Tirozin hidroksilaz, triptofan hidroksilaz ve fenil
alanin hidroksilaz, aromatik aminoasit hidroksilazlar ola-
rak bilinen enzim grubunda yer alir. Bu ili¢c memeli enzimi
demir iceren oksidazlar olup pterin kofaktoriine ve mole-
kiiler oksijene ihtiyac¢ duyarlar (18). Tirozin hidroksilaz
enzimi (tirozin 3-monooksijenaz; E C 1.14.186.2) L-ti-
rozinden, L-dihidroksifenil alanin olusumunu katalizler
(7,17-25).

Tirozin aminoasiti katekolaminlerin o&ncililii olarak
degerlendirilmekte wve 1ilk basamak tirozin hidroksilaz

enzimi tarafindan katalizlenmektedir (Sekil 1.6},
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TIROZIN
l 3 Tirozin Hidroksilaz
DOPA
b Dopa Dekarboksilaz
DOPAMIN
$ € Dopamin B-Oksidaz
NOREPINEFRIN
&— Feniletanolamin
J N- Metiltransferaz
EPINEFR1IN

Sekil 1.6 Katekolaminlerin tirozinden baslayan sentezi

Tirozin hidroksilaz enzimi katekolaminlerin hormonal isle-
vinde ve ndrotransmisyonunda merkezi rol oynamaktadir.
Hipertansivon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin yani sira,
parkinson hastaligi gibi katekolaminerjik néronlarin bazi
hastaliklarin patojenitesi tirozin hidroksilaz enzimindeki
degigiklerle ilgilidir (26).

Tirozin hidroksilaz enziminin islevinin diizenlenmesi
iki temel mekanizmaya dayanmaktadir; aktivasyon ve indiik-
sivon. Aktivasyon defigsik dokularda sinirsel uyarim (21,
27-32) kisa siireli stres (33-35) yada ilag uygulamalar: ile
olabilmektedir. Yapilan bir calismada da enzimin akti-
vasyon esnasinda fosforillendigi (24) ve bu fosforillen-
menin pteridin icin Km deferini diislirdiifii ve son {iriin

inhibitorlerine ilgiyi azalttig1 gosterilmistir (25). Enzi-
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min indliksiyonu, aktivasyonundan farklldlr ve ortaya ¢ik-
masl icin saatlerce siireye ihtiyag¢ vardir. 1indiiksiyonun
enzim proteininde artisla birlikte oldugu diigiinlilmektedir
(36,37). Indiksiyonda cAMP-bagimli protein kinazlarin
aracilik ettigi gbsterilmistir (27,28).

Tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi, stres, eksersiz
ve yaglanma gibi etkenlere bagli olarak adrenal medulla ve
beyinde defisiklikler gostermektedir. Soguk stresi, ekser-
siz ve yaslanmaya bagli olarak tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi vede tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinde ar-
ti1s gbzlendigi cesitli arastiricilar tarafindan rapor edil-
mistir (12,38-51). Buna karsilik, eksersiz ve hipertansiyon
tedavisinde kullanilan ilaglarin (prazosin Ye phenoxy-
benzamine gibi) tirozin hidroksilaz enzim aktivitesini ve
tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerini dislirdiigli bildiril-
migtir (3,10,15,52-55). Ayrica yaslanma ile kardiyovaskililer
hastaliklar, n6rokimyasal degisimler ve depresyon gibi ra-
hatsizliklar nedeniyle plazmada tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinin artti-
g1 bildirilmistir (12,43,44). Beyinde ise stres ve yaslan-
maya bagli olarak tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinin
azaldig: buna karsilik diizenli eksersizin tirozin hidrok-
silaz enzim aktivitesini arttirdig: rapor edilmigtir
(21,56,57).

Kronik soguk stresi ve simpatektomi adreﬂal medul lada
katekolaminlerin sentezini ve salinmasini arttirir.

Kromaffin hiicreleri degisen fonksiyonel gereksinimlere'
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adapte olmak icin tirozin hidroksilaz enziminin sentezini
arttirir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda tirozin hid-
roksilaz mRNA’sina komplementer ¢DNA probu kullanilmisgtir.
Bbyle bir probu kullanmakla, stresle uyarilan tirozin
hidroksilaz enzim aktivitesindeki degisiklilerin altinda
vyatan genetik mekanizmalarin arastirilmasi mimkin olmugtur
(3,58-60). Soguk stresine maruz kalma ile artan katekolamin
biyosentezi ayni zamanda hipotalamik uyarimin sonucu olarak
ortaya clkmaktadlr. Hipotalamusun uvarilmasi ile
katekolaminler, adrenal medulladan ve periferal sinir
uglarindan salinirlar (39,45). Norepinefrinve epinefrin’nin
sentez orani tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi ile
kontrol edilir (81). Tirozin aminoasiti normal olarak kan
dolagiminda bulunur ve dolasimdan simpatetik n6rona aktif
transport mekanizmasiyla alinir. Néronun yada adrenal
medullanin kromaftin hiicreteri icinde Lirozin, sitoplazmadan
mitokondriye girer ve burada tirozin hidroksilaz enzimi ile
hidroksillenir ve dopa meyvdana gelir. Dopa daha sonra
sitoplazmaya gecger ve dopamine c¢gevrilir (62),

Soguk stresine maruz kalan 31qan1arda tirozin hid-
roksilaz enzim antibadileri ile vapilan ¢calismada enzim mo-
lekiillerinin sayisinin artarak tirozin hidroksilaz en;im
aktivitesinde artisa, avni zamanda medullar cAMP kon-
santrasyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir (58).

Fizyolojik uyarimlarin adrenal tirozin hidroksilaz en-

zim lizerindeki etkileri test edilerek asiri fizyolojik
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uyarimin 6nemli derecede enzim aktivitesinde artisa neden
oldugu gbsterilmistir (63). Hipofiz bezi g¢ikarildiktan
sonra uygulanan stresin de tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesinde artigsa neden oldugu rapor edilmigtir. Artan
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi splanik sinirlerin (ig
organ sinirleri) (64) kesilmesiyle durmustur. Boylece,
stresde artan tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi adrenal
medullanin sinirsel uyarimi sonucunda arttifi1 géste-
rilmigtir (65,66). Ayni zamanda sofuk stresi beyinde
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinin artigina neden
olmaktadir (21). Tirozin hidroksilaz enzim aktivitesindeki
artisin sofuk stresi yada reserpine verilmesinden sonra,
tirozin hidroksilaz mRNA sevivesindeki artistan dolay:i
oldugu saptanmigtir (3). Soguga maruz kalma ile kate-
kolaminlerin simpatoadrenal sistemde sentezi ve salinmasi-
nin artmasina transsinaptik aktivasyon aracilik etmektedir
(67,68), Kronik sofguk stresinin etkileri RNA-DNA
hibridizasyon teknigi kullanilarak arastirilmig ve tirozin
hidroksilaz mRNA seviyesinin 4-5 kat artt;gl saptanmistir
(89,70). Ayni1 konuda vapilan diger arastirmalarda ise
tirozin hidroksilaz mRNA seviyesinde 2 kat artigs oldugu
rapor edilmigtir. Kronik soguk stresi ile adrenal medullada
katekolaminlerin biyosentezinin artmasti, katekolamin
biyosentezinde yer alan enzimlerin aktivitesinin artmasinin
sonucudur. Bu enzimlerden en ¢ok ifade edileni tirozin
hidroksilaz enzimidir (36,56-63, 65-71).

Dopa, norepinefrinve epinefrin gibi katekolaminlerin,
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adrenal medulladan salinmalariyla endokrin ve sinir
terminallerinden salinmalariyla nGroendokrin gorevleri,
merkezi sinirsel islevleri ve buna bagli olarak homeostazi-
sin silirdiirilmesindeki rolleri ¢ok Onemlidir. Tirozin
hidroksilaz enzimi ise katekolaminlerin sentezinde 1ilk
basamagi katalizlemektedir. Di1s ve i¢ uyarimlarinda kate-
kolaminlerin sentezini etkileyecegi sliphesizdir. Bu neden-
le dig ve i¢ degigsimlerin sentezde hangi safhayi etkiledigi
test edildiginde, tirozin hidroksilaz enziminin kata-
lizledigi ilk asamanin o6nemli oOlgiide etkilendigi bulun-
mustur. Daha Once yapilan calismalarda tirozin hidroksilaz
enzimi bu amacgla secgilmistir.

Tarafimizdan yapilan c¢alisma ile soguk stresi ve sofuk
stresi+prazosin’in adrenal medullada tirozin hidroksilaz
enzim aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyeleri
fizerinde etkileri ile yaslanma ve eksersizin beyinde
hipotalamusta tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi

tizerindeki etkilerinin aragtirilmasi hedeflenmistir,.
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2. MATERYAL VE MEYTOD

2.1 Deneylerde Kullanilan Ratlar

Deneylerde, erkek Fischer-344 ve Sprague Dawley si1-
canlari (Hattus rattus) kullanilmigstir. Eksersiz deneylerin-
de 4 ve 24 aylik Fischer-344, soguk stresi ve soguk
stresi+prazosin uygulamasinda 3 aylik Sprague Dawley sican-
lary kullanilmistir. Eksersiz deneylerinde kontrol olarak
kullanilan geng ve yagli sicanlar ayni zamanda vasglanmaya
bagli olarak tirozin hidroksilaz aktivitesi arastirilmasinda
kuliantlmistir. Béylece ayni grupta yer alan geng ve yagli
si1¢ganlarda hem eksersiz hem de vaslanmaya bagli olarak
hipotalamusta Lirozin hidroksilaz enzim akpivitesi
caligsilmasy miimkiin olmustur.

Si¢anlar deneylerden dnce oda sicakliginda (21£1°C) ve
12 saatqyd1n11k/karanln<periyodundatutulmustur.Hayvanlar
rat yemi ile beslenmis ve icebildikleri kadar su

verilmistir. Ratlarin omiir uzunluklar: 27 avdir.

2.2 Eksersiz Uygulamas:

Gené ve yasli gruplara, kosu bandi ile haftada 5 din
olmak tlizere 9 hafta eksersiz yaptirildi. Sicanlar 5 dk.
isinma ile eksersize hazirlandi. Birinci hafta, birinci giin-
de genc¢ hayvanlara 25 m/dk. ve 0 derece eimde, yasli

hayvanlara 15 m/dk. ve O derece e8imde 12 dakika eksersiz
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yaptirildi. Eksersisz stresi 5. hafta sonmanda 1 saate, hiz
gen¢ hayvanlar igin 30 w/dak. s yasli hayvanlar igin 20
m/dak.'a ve egimde %12.5° a yilkseltilmistir. Eksersiz
hizi, egimi ve stresi ile 1lgili veriler EK 1°de veril-
wmistir. Ekeersiz yaptirilmayan kontrol grubu ve ayni za-
manda yvaslanmayva bagli olarak tirozin hidroksilaz aktivi-
tesinin arastirildigi gruplar ds kafeslerde tutulmstor.
Ekseraiz sonunda 7 vasli ve 13 gen¢ sicanin, kontrol ola-

rak da 8 yasli ve 13 genc sicanin dokulari alinmistir,

- 2.3 Souk Stresi Uygulamasa

Séguk stresi uygulamasinda, 10 adet SD sigani 48
saat sire ile +4 (°de pofufa waruz birakildi, 10 adet
sican ise oda sicakliginda muhafaza edildi. Siganlar, her
kafeste bir adet olacak sekilde 30 dakika ara ile buz-
dolabina vyerlestirildi ve yeteri ksdar yiyecek ve Bu
verildi. ©Soguk stresi uygulamasi sonrasinda, her iki

grupta b er sicandan doknlar alinday.
2.4 Sopuk Stresi + Prazosin Uygulamas:

Sopuk stresitprazosin uveulamasinda, 5 sSican oda
s1cakliginda kontrol olarak tuotularken 5 sigan rat +4°C
de, soBuk stresine ve diger 5 sican da sofuk stresi+ pra-

zosin'e {ig hafta siire ile maruz birakilmistir. Pra-
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zosin, 8 mg/kg olacak sekilde yiyecekle birlikte veril-

mistir,

2.5 Diseksiyon Ilslemi

Ratlari baylltmak icin, sodyumpentobarbitol 75 mg/ksg
olacak sekilde abdominal bdlgeye enjeksiyon ile verildi.
Bayilmanin tam olup olmadigini anlamak i¢in ratlarin ayak-
lar: doku pensiyvle sikilarak reaksiyonlari kontrol edildi
ve genellikle bayiltma islemi 2-3 dakika igcinde tamamland:.
Abdomene bir kesik yapilarak viicudun i¢ kismi1 iyice
gdriilecek sgekilde yukariya dogru go68lis kafesine kadar
a¢g1ld1. Bu esnada organlara temas edilmemesine dikkat
edildi. Daha sonra gogiis kafesi agilarak vena cava kesildi,
kalbe 30 ml %0.9 1luk NaCl enjekte edildi ve kan viicuttan

uzaklagtirildi.

2.6 Adrenal Bezlerin Alinmasi ve Homo jenizasyonu

Adipoz doku icerisindeki adrenal bezler c¢ikarildi ve
daras1 bilinen 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiplerine konula-
rak agirliklari kaydedildi. Tartim isleminden sonra 20
nl, 2 mM fosfat tamponu (pH 7.4 ¥ 0.2 triton) ilave edi-
lerek tip buz kiiveti igine yerlestirildi ve 5-10 saniye
icinde ultrasonifikatdrde homojenize edildi. Daha sonra

homo jenata 80 pl tampon ilave edilerek homojenizasyon ig-
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lemi tamamlandi. Homojenata enzimi koruyucu olarak 10 uM,
20 pl leupeptin ilave edildi.

Homo jenatin 75 nl’si RNA calismalari icin, kalan mik-
tar da total protein ve tirozin hidroksilaz aktivitesinin
saptanmas1 icin ayrildi. Homojenatlar vorteks isleminden
sonra kullanilincaya kadar -80°C’'de derin dondurucuda

sakland1.

2.7 Bipotalamusun Alinmasi1 ve Homojenizasyonu

Daha ©nce, adrenal bezin alinmasi1 i¢in bayiltilan
ratin kafatas:1 agilarak 6nce beyin tiim olarak c¢ikarildi ve
hipotalamus bolgesi dikkatlice alindi. Adrenal bezlerin
alinmasinda oldugu gibi 6nce agirliklar kaydedildi ve 10
hacim 2 mM fosfat tamponu (pH;7.4 % 0.2 triton) ilave
edildi (W/V). Hipotalamus cam-cam homojenizatdrde 5-6 vurus
ile homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra dokular
13.500 g'de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
alinarak lizerine 10 uM, 20 nl leupeptin ilave edildi. Elde
edilen siipernatanin 25 nl’si total protein ve tirozin
hidroksilaz enzim aktivitesinin saptanmasi icin ayrildi1 ve

kullanilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandzi.

2.8 Total Protein Saptanmasi

Total protein saptanmasinda standart egri hazirlanma-

sinda Bradford v6ntemi kullanildi. Standart protein olarak
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BSA ve kOr olarak 0.0744 N NaOH kullanildi (72). Standart
eg8ri hazirlandiktan sonra total protein 8lg¢lilmesi asafidaki
sira gozetilerek yapild:.

1- 5 nl homojenat bir test tipline konuldu, 1 pl 7.44
N NaOH ilave edildi ve 20-25 dak. beklendi.

2- 94 pl H,0 ilave edilerek hacim 100 pl'ye tamamlandi
ve 7 rl, 10.5 pl ve 14 pl’lik miktarlar ayri ayri tliplere
iki tekrarli paralel olarak konuldu ve bu tiplerde hacim
0.0744 N NaQOH kullanilarak 800 nl'ye tamamlandi.

3- Standart egri icin kullanilan tiipler hazirlandi.

4- Biitiin tiiplere 200 nl boya c¢dzeltisi (Biorad) ila-
ve edilerek hacim 1 ml’ye tamamlandir ve en az 5 dak.
beklendi, 595 nm’'’de absorbans degerleri kaydedildi TH
aktivitesinin Olcgiilmesinde, total proteinin 20 ug’'ni icginde
bulunduran miktar, 25 mM PIPES tamponu (pH 6, % 0.2 triton)

ile 25 nl’'ye tamamlandi.

2.9 TH Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Enzim aktivitesinin 6lclilmesi, %go’nun 3H-—[3,5]—L—
tirozin’'den salinmas1 esasina dayanir. Bu reaksiyonda aktif
komiir, reaksiyon sonucu olusan izotopik substratlari adsor-
be eder (73). Aktivite 6lg¢lilmesinde kullanilan c¢dzeltiler

ve miktarlari, Tablo 2.1’'de verilmistir.
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Tablo 2.1. Tirozin hidroksilaz aktivitesinin Olg¢lilmesinde
kullanilan ¢ézeltiler ve miktarlari.

Olc¢ilim sayis1 20 30 40 50 60 |son kons,
0.5 M PIPES 100 | 150 200 | 250 300 | 50 mM

1 mg/ml katalaz| 40 | 60 80 | 100 |120 | 40 npg/mi
2 mM tirozin 50 75 100 125 150 100 nM

1 mM DTT 5 7.5 10 12.5 15 5 BM

d H;0 245 |367.5] 490 8612.5] 735 -

i mM

Fe(NHA)l(SOQ)Z 10 15 20 25 30 10 uM
30 mM 6 MPH, 50 | 75 100 | 125 150 1.5 mM
Son Hacim (nl) 500 {750 |1000 [1250 |1500 -

Her o6lgim ic¢in, 0.5 pl3u*tirozin, azot gaz1l altinda vakumlu
mikrosantrifiijde kurutularak kullanildi. Ornegin 20 &lcgiim
igin 10 ul radyoaktif tirozin kullanildi. Tirozin hidrok-
silaz enzim aktivitesinin Olg¢iilmesi agagida belirtildigi
gibi yapild:.

1- Tablo 2.1’de verilen ¢zeltiler Sl¢iim sayi1sina uygun
miktarlarda izotop i¢eren Liipe ilave edildi. Reaksiyonu bas-
latmak ic¢in gerekli olan kofaktior 6 MPH4, reaksiyon bagla-
ti1lmadan hemen 6nce eklendi. Reaksivon baglatilincaya kadar
reaksiyon karigiminiy igeren tilipler buz banyosu ic¢inde
korundu.

2- Enzim o6rnekleri, total protein sonucglarina gére 25
mM PIPES (pH 6, % 0.2 triton) tamponunda 20 ng/25 ul

olacak gekilde iki tekrarl:i olarak hazirland:.
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3- Enzim igeren tiiplere 25 nl reaksiyon karisimi ilave
edilerek hacim 50 pl’ye tamamlandi ve reaksiyon 37°C’lik
su banyosunda baslatildi. Reaksiyonun tam olarak 15 dakika
slirmesi sagland1.

4- Reaksiyon, 15 dakika sonra % 7.5 aktif komiir iceren
1 M HCl’'den 500 pl ilave edilerek durduruldu. Aktif komiir
reaksiyon sonrasi kullanilmayan 3 H-tirozin ve 3H—dopa
iirlinlerini ortadan kaldirir. Aktif komiir ilavesinden sonra
her tiip vorteks edildi.

5- Bilitlin tiiplerde reaksiyonlar durdurulduktan sonra
her tiip yeniden 5 saniye vorteks edildi.

6- Reaksiyon tamamen durduktan sonra tipler 10.000
rpm’de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.

T7- 350 pl silipernatan alinarak yeni, kapakli 1.5 ml 1lik
santrifiij tiliplerine transfer edildi ve ikinci santrifij
10.000 rpm’de 2 dakika’da yapild:i.

B- lkinci santrifiijden sonra 200 nl siipernatan
dikkatlice alinarak sayim vial’ine transfer edildi
ve lizerine 5 ml aguasol sayim ¢dzeltisi konuldu.

9- Do6rt tiip kdr olarak kullanildi ve bu tiiplere enzim
yerine 25 pl, 25 mM PIPES tamponu konuldu ve bu kér tlpler-
de 37°C’'lik su banyosunda 15 dakika inkiibe edildi.

10- 1ki adet standart tipe, 25 pl, 25 mM PIPES tamponu
ve 25 nl reaksiyon karisimi konuldu. Tampon ve reaksiyon
karisimi tiipe konulduktan sonra enzim aktivitesi 1 M HC1

ilavesi ile durduruldu. Bu karisimdan da 200 pl standart
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radyoaktivite sayimi i¢in alinmis ve § ml aquasol ilave
edilmistir. Standart Olcglim ile tiiplerdeki 3H-—tirozin’in
radyoaktiflik orahi belirlendi. Formiilde belirlenen bu
deger kullanildi. Aktivitenin hesaplanmasi ise agafida

verilen formiile gbére yapildi.

[{Xepm(6rnek)] - (Xepm(kdrd} x (550/200)

Aktivite

[Xcpm(std)] x (0.25 saat) x 0.02 mg protein

11

nmol/mg.p.h (mg.protein.saat)
2.10 Total RNA Eldesi

Total RNA eldesi, a) ekstraksiyon, b) presipitasyon ve
c) yirkama ve yeniden c¢izme olmak Uzere {i¢ asamada gercgek-

lestirildi (74),
2.10.1 Ekstraksiyon

Total RNA eldesi, ekstraksiyon asamasinda asagida
aciklanan basamaklar izlendi:

1- Adrenal médullanln homo jenizasyonundan sonra sak-
lanan 75 pl’lik homojenata 800 nl RNAzol ilave edildi.

2- RNAzo!l ilavesinden sonra 80 pl kloroform konularak
tiip si1kica kapatilmis ve elde siddetlice 15 saniye sallan-
d1. Daha sonra 5 dakika buz kiivetinde bekletildi. |

3- Homojenat 12.000 g'de 4 °C’'de 15 dakika santrifilij

edildi.
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2.10.2 Presipitasyon

1~ Total RNA eldesi, ekstraksiyon asamasinda gergek-
lestirilen santrifiij isleminden sonra, elde edilen renksiz
ist tabaka dikkatlice steril bir mikrosantrifiij tipiine
transfer edildi.

2- 400 nl isopropanol ilave edilerek vortekslenen tiip
4°C’de 15 dakika bekletildi.

3- 12.000 g'de 4 °C’de 15 dakika santrifij yapildi.

2.10.3 Yikama ve yeniden c¢dzme

1- Presipitasyon safhasinda elde edilen siipernatan
uzaklagtirildiktan sonra kalan RNA peleti 800 pnl % 75°1ik
etanol ile vortekslenerek yikandi ve sonraki santrifij
islemi 10500 rpm’'de 8 dakika tekrar cevrildi.

2- Santrifiij isleminden sonra, RNA peleti, azot dazi
altinda vakumlu santrifiijde kurutuldu.

3- RNA peleti, % 0.1 DEPC igeren 15 unl steril suda
veniden ¢dziildii. DEPC, RNA’y1 koruyucu Ozellige sahip

oldugundan calisma boyunca kullanildi.

2.11 Total RNA Miktarinin Saptanmas:

TH enzimi gen ifadesi aragtirilmasinda kullanilacak

olan total RNA miktari agagida belirtilen agamalara g0re
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saptandi.

1- Spektrofotometrenin (Shimadzu) okuma yapilmadan 5-
10 dakika o6nce acilarak 1sinmasi saglandi.

2- Dalga boyu 280 nm ve 280 nm’ye ayarlandi.

3- RNA miktari saptanmadan 6nce, RNA'y1 igeren tiip 10
dakika 65°C’de 1si1t1ldi ve hemen buz kilvetine konuldu.

4~ Kor olarak %0.1 DEPC iceren steril distile su
kullanildz.

5- RNA ornekleri, %0.1 DEPC igeren steril distile suda
100 npl ig¢inde 0.5 nl ve 1 nl olacak sekilde hazir-
land:,

6- Absorbans deferleri 260 nm ve 280 nm’'de alindi.
Bu igslemlerden sonra total RNA miktarinin hesaplanmas1 icin
asafidaki formiil kullanild:.
[(40 /(1 x V)] x A = pg/nl RNA ; bu formiilde;
40 : sabit say1; 1 : 1000 pl’lik kiivet hacmi (bu c¢alisgmada
100 nl1’1lik kiivet kullanildig: ig¢in deger 0.1 sgeklinde
degistirilerek kullanilmistir). V : uygulanan RNA &rnek
hacimi ( 0.5 pl yada 1 nl). 0.5 pl’lik ve 1 nl’lik RNA
uygulamasindan sonra elde edilen degerlerin ortalamasi

alinarak ortalama RNA miktari png/nl olarak saptandi.

2.12 RNA Jel Elektroforezi

Ekstraksiyon ve presipitasyon safhalarindan sonra elde

edilen RNA’nin bozulup bozulmadigini ve tam olarak elde
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edilip edilmedigini test etmek ve bu nedenle hibridizasyon
isleminde kullanilip kullanilmayacagini gézlemek icin jel

elektroforezi yapild:i (76),

2.12.1 Jelin hazirlanmasi

RNA elektroforezi icgin 1XTBE (pH;8) tamponu kulla-
nildi. Calismada 40 ml, %1 agaroz kullanildi. Bunun ig¢in
0.4 g agaroz 40 ml, 1XTBE’'de tamamen eritildi. Sicaklik 60-
70°C’ye dlislince bantlarin goriinebilmesi i¢gin etidium bromid
cbzeltisinden 20 pl ilave edildi. Etidium bromid ise ml’de

0.25 ng/ml olacak sekilde hazirlandi.

2.12.2 OBrneklerin jele yiiklenmesi

RNA iceren tiiplerden, 1 pg RNA'y1 veren miktar alina-
rak elektroforez icin kullanildi. RNA'nin yiklenmesi ve
elektroforez asagidaki gibi yapilmistir. Boya g¢bzeltisinden
9 nl, 1 ng BNA’y1 veren X pl RNA &rnegi ve Y nl Hf) , 15
R1l’ye tamamlandi. Ornekler bu sekilde 600 pl’'lik mikrosant-
rifiij tuplerinin iQinde hazirlandiktan sonra jele yliklendi
ve 50 mA akim, 45 dakika oda sicakliginda , uygulandi. Olu-
san bantlar U.V altinda incelenerek M4-P polaroid kamera

ile filmi cekildi.

2.13 Slot Blot tglemi

Total BRNA eldesinden sonra prehibridizasyon ve
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hibridizasyon islemi ig¢in slot blot islemi asagidaki gibi
yvapi1ldil (75).

1; Slot blot cihazi 6nce 0.1 N NaOH ile sonra disti-
le su ile yikandi.

2~ U¢ adet 3 mm’lik whatmann filtre kagidi ve slot
blot cihazi boyutlarinda naylon membran (gene screen) ke~
sildi. Membran ve filtre kagitlari Once steril suda tama-
men 1slatildi ve daha sonra 2xSSC’'de 10 dakika bekletildi.

3~ Slot blot icin, steril 800 nl1’lik kapakli santrifij
tlipline konulan RNA’y1 denatiire halde ve dogrusal sgekilde

elde etmek ic¢in Tablo 2.2°'deki ¢bzeltiler ilave edildi.

Tablo 2.2 Slot blot isleminde kullanilan ¢ozeltiler

Deiyonize formaldehit (% 37) 20 nl
Steril 20 x SSC 30 nl
RNA (3 ng RNA’y1 veren hacim) X nl
H,0 50-X nl

Toplam hacim bu sekilde 100 nl'ye tamamlandi. 100 nl’lik bu
ornekleri iceren tiipler 65°C’'de 15 dakika 1s1tildi ve daha
sonra 5 dakika buzda bekletildi. Tipilin izerine 300 nl, 10
X SSC ilave edilerek hacim 400 pl’ye tamamlandi. Slot blot
cihazina 3 adet filtre kagid: vakum sirasinda naylon memb-
ranin parcalanmamasi i¢in membranin altina yerlestirildi ve
iizerine naylon membran konularak vakuma Baglandl. Slot blot
cihazi kanallarina ¢ok yavas vakum altinda sirayla 150 ul,

100 unl, 70 pl ve 50 nl denatiire edilen RNA d&rnekleri
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yliklendi. Bitiin 6rnekler kanallara uyguland1ktan sonra her
kanal 400 pl, 10XSSC ile yikandi. BSylece RNA'nin membrana
dogrusal sekilde baglanmas: sagland1. Yikama islemi bittik-
ten sonra filtre kaitlari atild: ve membran 6nce havada
kurutuldu. RNA’nin membrana baglanmasinl iyice sabitlegtir-
mek ve daha ©once uygulanan sivilari ugurmak ic¢in membran
daha sonra 80°C’'lik vakumlu firinda 3 saat bekletildi. Bu
slire sonunda vakumlu firindan c¢ikarilan membran kulla-

nilincaya kadar -20°C’de bekletildi.

2.14 Prehibridizasyon

Prehibridizasyon igslemi asgsagidaki gibi vapildi (77).

i- Slot blot firini1 42 °C’'ye ayarland:.

2- Membrana uygun biiyiiklilkte, membranlarin arasina
konularak yapismalarini engelleyen ag kesildi.

3- Membran ve ag uygun bir kap igerisinde 2XSSC ile
dnceden 1slatild:.

4- Birden fazla membran éldugu durumlarda membranlar
birbirinden ag ile ayrilmalari saglandi. Membran ve ag
list liste tamamen kapatilarak rulo yapildi.

5- Rulo prehibridizasyon iglemi ic¢in, vidali kapakl:
bzel sgiseye 10 ml 2XSSC konuldu ve rulo siseye yerlesti-
rildi. Yerlestirme esnasinda sise ve membranlar arasinda
hava kabarclgl olmamasina dikkat edildi.

6- Rulo gsiseye konulduktan sonra sise icindeki 2xSSC

dbklildi ve 1-2 membran icin 1O ml,3—5 membran icin 20 ml
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prehibridizasyon soliisyonu ilave edildi. Sigenin kapag:
sikica kapatild:r ve prehibridizasyon iglemi ig¢in firina

verlestirilerek bir gece 42°C’'de inklibe edildi.

2.15 TH Prob unun isaretlenmesi

TH prob’unun igsaretlenmesinde NEG-012H Deoksiadenosine
5'—Triphosphate,tetra(trietilamonyum)salt,la~uP] kullanil-~
migtir. Probun igsaretlenmesinde kullanilan diger maddeler

Tablo 2.3’de ve ytntem agagida verilmigtir (77).

Tablo 2.3 TH Prob’unun isaretlenmesinde kullanilan
¢bzeltiler

Bilegikler Hacim
5X Random primer tamponu 10 nl
4 mg/m!l BSA 5 nl
dNTP karisimi 3 nl
(dCTP, dGTP, dTTP)

[a-Y2p1-daTP 5 nl
TH probu 3 nl

Toplam hacim steril distile su ile 50 unl’ye tamamlandi.
Probun isaretlenmesi ve DNA sentezini baglatmak igin DNA
klenow (DNA polimeraz)’u ilave etmeden tnce 1 nl total rad-
yoaktivité saymm1 ig¢in alindi. 1 npl DNA polimeraz ilave
edildikten sonra reaksiyon karigimi oda sicakliginda 3 saat
inklibe edildi. inkiibasyondan sonra DNA sentezi, 10 pl, 100

mM TE ilave edilerek durduruldu, tsaretli prob hibridizas-
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yvonda kullanilmasi ic¢in kolon kromotografisi ile bulundugu
¢bzeltiden ayrildi. Kolon kromotografisi ile radyoaktif
igsaretli probun ayrilma islemi sirasiyla;

i- Kolon igindeki sivi dtkiilerek 3 ml TE tamponu ile
yikanda.

2- Kolon 3 ml TE tamponu ile tekrar yliklendikten sonra
alt tipa acildi ve Xolonun bosalmasi sagland:.

3~ tgaretli prob kolona yiliklendi ve daha sonra 400 Rl
TE tamponu ilave edildi. BOylece igaretlenmemis prob ile
nonspesifik fragmentlerin uzaklastirilmasi saglandi.

4- Probun kolona baglanmasi saglandiktan sonra tekrar
400 pnl TE tamponu ilave edilerek kolondan saf olarak
isaretli prob alindi.

Kolondan saf olarak alinan probda radyoaktif iga-
retlenme oranini saptamak icin 1 pnl O6rnek alindi. Daha
bncede total sayim ig¢in ayrilan 6rne§e ve saf Ornee 5 ml
toluen eklenerek B sayicida 2 dakika éaylldl. Probun isa-
retlenmesinden O6nce [a—32 Pl1’deki radyoaktivite ile, isa-
retleme iglemi sonucu TH c¢DNAsi’'nin yapisina giren [a—32
Pl’daki radyoaktivite 8lc¢lilerek yeni sentezlenen DNA da
radyocaktivite saptandi. Olg¢lim sonucunda %60 ve {lizerinde

isaretlenmis prob hibridizasyon igleminde kullanildi.

2.16 Hibridizasyon

TH c¢DNA’s1 igaretlendikten sonra denatiire edilerek

hibritlesmenin olabilmesi icin tek kollu hale gelmesi ve bu
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sekilde kalmasi1 saglandi. Hibridizasyon islemi agagidaki

gibi yapildi. (77)

1- OUnceden hazirlanarak -20°C’'de saklanan hibridi-
zasyon ¢bzeltisi 1s1tilarak 42°C’ye gelmesi saglandi.

2- tgaretli prob 95°C’de 10 dakika 1sitilarak denatiire
edildl. |

3~ Sise firindan ¢gikarilarak igindeki prehibridizasyon
sivis1 ddkildi.

4- tgaretli probu icgeren hibridizasyon g¢bzeltisinden
1-2 membran i¢in 10 ml, 3-5 membran i¢in 20 ml kullanildi.
Sigse tekrar firina yerlegtirilerek 42°C’de bir gece inkiibe

edildi.

2.17 Membranlarin Yikanmasi

Yikama islemi, membrana baglanmamis cDNA ve membran
izerinde baglanma olmayan bdlgelerdeki radyoaktif artik-
larin membrandan uzaklastirilmsi ic¢in yapildi. Membran-
larin yikanmasinda agsagidaki basamaklar takip edildi (77),

i1- Membranlar gsigseden alindi ve radyoaktif sivi dokiil-
di.

2- Membranlarin bulundugu siseye 20 ml, 1XSSC ve %1
SDS ilave edildi ve 10 dakika inkilbe edildi.

3~ tlk inkiibasyondan sonra bu sivi dékildl ve ikinci
asama 4 kez tekrarlandi.

4- Firinin sicakligr 65°C’'ye ayarlandr ve 20 ml,

0.25X8SC ve %1 SDS ilave edilerek 10 dak. inkilbe edildi.
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5~ Siv1 ddkiilerek 4. basamaktaki islem 3 kez tekrar-
landz1.

8-~ Son yvikama igsleminden sonra membranlarin herbiri 2
adet 3 mm’lik filtre kagidi arasinda kurutuldu.

7- Membran daha sonra Saran Wrap ile sarildi ve karan-
11k odada 6rneklerin uygulandig: taraf filme (Xodak,X-OMAT)
gelecek sekilde film kasetine yerlestirildi. Kaset -70°C’de
3 giin bekletildi.

8- Uc¢ giin sonunda kaset derin dondurucudan alindi, 30-
80 dak.icerisinde oda sicaklifina gelmesi beklendi. Daha
sonra kaset karanlik odada agilarak banyo edildi.

Banyo isleminden sonra elde edilen bantlar, standart’a
kargi1lik optik densitometrede okundu ve TH mRNA miktarlari

0D iinitesi pg/ng RNA olarak saptandi.

2.18 1statistiksel Yontem

Yaslanma ve eksersizin F-344 ratlarlnda, hipotalamusta
tirozin hidroksilaz aktivitesi {zerindeki etkileri ile
sofuk stresi ve soguk stresi + prazosin’in Sprague Dawley
ratlarinda adrenal medullada tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyeleri
tizerindeki etkileri, istatistiksel olarak degerlendirilmis-
tir. Fischer-344 ratlarinda, geng-yasgl:i, kontrol-eksersiz
ve Sprague Dawley ratlarinda kontrol-sofuk stresi ve
kontrol-soguk stresi+prazosin gruplari arasindaki farkin

bnem kontrolu "t° testi ile hazir paket program
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kullanilarak yapilmistir. Veriler, ortalama + standart hata

olarak gosterilmistir.
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3. SONUCLAR

Yaglanma ve eksersizin, hipotalamusta tirozin hidrok-
silaz enzim aktivitesi ilizerindeki etkileri ile, 48 saat
soguk stresine maruz kalan ratlarda ve 3 hafta sofuk
stresitprazosine maruz kalan ratlarin adrenal medullasinda
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi ve TH mRNA seviyeleri
arastirild:.

Yapilan c¢alismada, yaslanma ve eksersizin F-344
si1¢canlarinda hipotalamusta tirozin Thidroksilaz enzim
aktivitesi lizerindeki etkileri, kontrol grubu ve 48 saat
soguk stresine maruz kalan Sprague Dawley sicanlarinda
adrenal medullada tirozin hidroksilaz enzim aktivite-
lerinin degisimi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinin
degisimi ve kontrol grubu ve 3 hafta sofuk stresi ve soguk
stresi+prazosine maruz kalan Sprague Dawley sicanlarinda
adrenal medullada tirozinhidroksilaz enzim aktivitelerinin
tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinin degigimi
aragtirild:.

Sonucglar yaslanma ve eksersizin hipotalamusta tirozin
hidrokgilaz enzim aklivitesi iizerindeki etkileri ile, 48
saat sofuk stresine maruz kalan ratlarda ve 3 hafté"so§uk~
stresi+prazosin’e maruz kalan ratlarin adrenal medullasinda
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi ve tirozin hidroksilaz
mRNA seviyeleri ilizerindeki etkileri olmak {lizere {ig ana

baslik altinda toplanmigtair.
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3.1 Yaslanma ve Eksersizin F-344 Ratlarinda Hipotalamusta

TH Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Yaglanmaya bagl: olarak Fischer-344 ratlarinda hipota-
lamusta tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi arastirilmig
ve artan yasa bagl1l olarak tirozin hidroksilaz enzim akti-
vitesinde istatistiksel olarak azalma bulunmustur (P<0.05).
Calismada 4 aylik ratlar geng, 24 aylik ratlar yvagli grup
olarak segilmigstir. Gen¢ ratlarda tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi 3.3%0.1 nmol/mg.P.h olarak bulunurken yasli
ratlarda bu deBer 2.5%0.8 nmol/mg.P.h olarak bulunmustur
(Tablo 3.1, Sekil 3.1). Tablo 3.1’de geng ve yasli ratlarda
yaglanma ve eksersiz uygulamasindan sonra hipotalamusta TH

enzim aktivitesine ait veriler gériilmektedir.

Tablo 3.1 Yaslanma ve eksersizin F-344 ratlarinda
hipotalamusta TH enzim aktivitesi lizerindeki

etkisi.
TH Enzim Aktivitesi (nmol/mg.P.h)
4 aylik 24 aylik
Kontrol 3.3 ¢ 0.1 2.5 + 0.6
Eksersizli 3.4 + 0.2 3.5 + 0.3

Baz1 aragtiricilar beyinde tirozin hidroksilaz enzim akti-
vitesi olmadigini sdylerken (39,78) bazilary da beyindeki
katekolaminlerin biyosentezinde gorevlii enzimlerde ortaya
cikan degisikliiklerin tiire, hatta soya zgli oldufunu rapor

etmislerdir. Bu konuda yapilan diger ¢alismalarda ise kate-
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kolaminlerin metabolizmasinda azalma oldugu belirtilmigtir
(79380) .
B -

B Kontrol
NN Eksersizh

P
1

N
{

TH Aktivitesi nmol/mg.p.h
-t (5]

L

4 Aylik

Sekil 3.1 Yaslanma ve eksersizin F-344 ratlarinda
hipotalamusta TH aktivitesi {izerine etki-
lerini gosteren grafik.

O...,

Eksersizin tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi lize-
rindeki etkileri hipotalamusta arastirilmistir. Eksersiz
vaptirilan geng¢ ve yasli ratlarda tirozin hidroksilai"enzim
aktivitesi sirasiyla 3.4%0.2 nmol/mg.p.h ve 3.5%0.3
nmol/mg.p.h olup aradaki fark istatistiksel olarak Snemsiz
bulunmugtur. Aynit zamanda eksersiz yaptirilan gen¢ ratlar
ile eksersiz yaptirilmayan ratlarda da hipotalamusta TH
enzim - aktiviteleri arasindaki farklilik istatistiksel
olarak Onemsiz bulunmugtur. Tablo 3.1'den goriilecegi lizere
eksersiz yaptirilmayan ve eksersiz yaptirilan vyasgl:

ratlarda TH enzim aktiviteleri sirasiyla 2.5%0.6
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nmol/mgPh ve 3.5£0.3 nmol/mgPh olup istatistiksel olarak
tnemli bulunmustur (P<0.05). Geng ratlarda tirozin hidrok-
silaz enzim aktivitesi incelendifinde eksersiz uygulamasi
vyaptirilan ve yaptirilmayan ratlarda bu degerler sirasiyla
3.3x0.1 nmol/mgPh ve 3.4%+0.3 nmol/mgPh olup istatistiksel

olarak onemli bulunmamist:ir.

3.2 Kontrol ve Sofuk Stresine 48 Saat Maruz Kalan SD Rat-
larinda, Adrenal Medullada TH Enzim Aktivitelerinin

ve TH mRNA Seviyelerinin Degigimi.

Tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi ve tirozin hid-
roksilaz mRNA seviyeleri {izerinde 48 saat slireli soguk
stresinin etkileri arastirilmig ve istatistiksel olarak
dnemli artislar kaydedilmistir. Tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi nmol/mg.p.h ve nmol/adrenal olarak dlglilmiigstir.
Yapilan c¢alismada kontrol ¢grubunda tirozin hidroksilaz
enzim aktivitesi, 31.98%0.79 nmol/mgPh ve 131.31%9,82
nmol/adrenal iken, soguk stresine maruz kalan ratlarda bu
degerler 49.32+3.66 nmol/mg.p.h ve 250,50%23.90 nmol/adre-
nal olarak bulunmustur (Tablo 3.2, Sekil 3.2). Sofuk stre-
sine 48 saat maruz kalan ratlar ile kontrol ratlarinda
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi incelendiginde (Tablo
3.2), sofBuk stresinin enzim aktivitesini arttirdif: ve bu
artisin istatistiksel olarak 6nemli oldufu gboriilmektedir
(P<0.05). Sofuk stresine bagl:i olarak doku agirlifi ve
total protein miktari incelendiginde bir artis kaydedilmis

ancak bu artis istatistiksel olarak ®nemsiz bulunmustur.
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Tablo 3.2 Kontrol ve Soguk stresine 48 saat maruz kalan
SD ratlarinda adrenal medullada TH enzim
aktiviteleri.

l
Doku Agr. Tot.Prot.] TH Akt TH Akt.
(mg) ng/nl mol/mg.P.h nmol/adr,
Kontrol 26.16 41.32 31.98%x0.79 131.31%9.82
Soguk St} 30.98 50.53 49.32+3.66 250.50%£23.90
60 ~
Bl kontrol 270
: 50 N\ soguk stresi \\Q - 240
g - 210
>
g 40 - - 180
o 150
§ 30 -
B - - 120
.s .
ﬂ 20 - 90
5 - 60
10 - §§& \\\
’ - 30

Sekil 3.2 Kontrol ve Soguk stresine 48 saat maruz kalan

SD ratlarinda adrenal medullada TH enzim
aktivitesini gosteren grafik.

Tirozin hidroksilaz mRNA seviyeleri de OD {init/ug RNA

ve OD tinit/adrenal olarak verilmis ve kontrol ratlarinda bu

degerler Tablo 3.3'de verilmistir.

nal

TH Aktivitesi nmol/Adre
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Tablo 3.3 Kontrol ve soguk stresine 48 saat maruz kalan
SD ratlarinda, adrenal medullada TH mRNA se-

viyeleri.
Total RNA OD Unit 0D Unit
ug/nl /ng RNA /adrenal
Kontrol 2.187 4,22+0.93 9.74+x2.170
Soguk Str. 4,024 7.68%20,29 30.68+3.25
10 - - 40
[ kontrol
- 36
g NV soguk stresi "g
- 1 \ - )
; \\\\ %0 ¢
e -
;D 6__ ~~26\\
~ '§
.g '20:""
2 d
b _ [
é 4 - 16
o
(]
o ‘ - 10
2...
L A
0 §A (o}

Sekil 3.3 Kontrol ve 48 saat soguk stresi uygulamasi
yvapilan SD ratlarinda, adrenal medullada TH
mRNA seviyelerinin degisimini gdsteren
grafik.

Kontrol ve soguk stresine maruz kalan ratlarda adrenal me-
dullada tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinde gtriilen bu
degerler istatistiksel olarak snemlidir. Tablo 3.3 incelen-
diginde total RNA miktarindaki artis goériilmiis ve bu artis
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (P<0.05).

Calismamizda total RNA'nin, homojenizasyon ve ekst-
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raksiyon islemlerinin dofru yvapilip yapilmadigi ve intakt
halde elde edilip edilmedigi elektroforez ile test edilmig-
tir. Sekil 3.4'de 1ise elektroforez sonucu elde edilen

bantlar gorilmektedir.

Sekil 3.4 Kontrol ve 48 saat soguk stresi uygulamasina
alt RNA elektroforezi, A- standart B- 48 saat
soguk stresi uygulamas: C- kontrol’ a ait
bantlar. a) 28S RNA, b) 18S RNA.

Kontrol ve 48 saat, 4°C’de sogfuk stresine maruz kalan rat-
larda adrenal medullada tirozin hidroksilaz mRNA slot blot
gsemas1 Sekil 3.5a’'da ve 32 P 1ile gerceklestirilen oto-
radyografileri Sekil 3.5p’de goriilmektedir. Sekil 3.5a da
slot blot semasinda standart RNA ile kontrol ve soguk stre-
si wuygulanan gruplardan elde edilen RNA'nin uygulama
b6lgeleri, Sekil 3.5b’'de ise uygulama sonucu elde edilen TH

mRNA-TH cDNA hibrit otoradyografileri goriilmektedir.
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Sekil 3.5a Kontrol ve 48 saat sofuk stresi uygulamasina
ait slot blot semas:
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Sekil 3.5b Kontrol ve 48 saat sofuk stresi uygulamasina
ait otoradyografik bantlar.
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3.3. Kontrol, 3 Hafta So8uk Stresi ve Soguk Stresi + Pra-
zosin'e Maruz Kalan SD Ratlarinda Adrenal Medullada

TH Enzim Aktitivitesi ve TH mRNA Seviyelerindeki

Deg8igimler.

Calismamizin bu asamasinda ratlarin bir grubu kontrol
olarak oda sicaklifinda bekletilmig, bir grup soguk
stresine diger bir grup da soguk stresitprazosin’e maruz
birakilmistir. Yapilan bu calisma ile sofuk stresinin neden
olabilecegi tirozin hidroksilaz enzim aktivitesindeki ar-
tis, dolayisiyla katekolaminlerin biyosentezindeki artisin,
ve soguk stresi ile beraber uyéulanan prazosin’in hipo-
tansif etkisi arastirildi. Kontrol, sofuk stresi ve soguk
stresi+prazosin uygulamasinin adrenal medullada TH enzim
aktivitesine ait veriler Tablo 3.4 ve Sekil 3.6'd8 goriil-
mektedir.

Soguk stresi ve soguk stresi+prazosin uygulamasi ile
adrenal medullada tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi ve
tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak Onemli artis bulundu (P<0.02).

Bu c¢alismada hipertansiyon tedavisinde kullanilan
prazosin, yiyvecekle birlikte ratlara verilmis ve ratlar iig
hafta boyunca soguk stresine maruz birakilmistir. Soguk
stresi ve sofuk stresi4prazosin’in tirozin hidroksilaz en-
zim aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyeleri ilize-

rindeki etkileri istatistiksel y6nden Onemsiz bulunmustur.
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Tablo 3.4 Kontrol ve 3 hafta sofuk stresi ve sofuk
stresi + prazosin uygulamasi yapilan SD
ratlarinda TH enzim aktivitesi ilizerindeki

etkileri.
Doku Ag. |[Tot.Pr. |TH Akt. TH Akt.
(mg) ng/nl nmol/mg.P.h nmol/adr.
Kontrol 23.90 27.45 18.63%2.20 51.27%16.61
Soguk St. 25,00 26. 44 30.09%1.23 80.41%16.69
Soguk St+ 23.40 22.10 31.47%x4.45 68.93+12.48
Prazosin

Kontrol grubu ratlarda, adrenal medullada tirozin
hidroksilaz aktivitesi 18.63+2.20 nmol/mgPh, 51.27+6.61
nmol/adrenal iken li¢c hafta sofuk stresine maruz kalanlarda
30.09+%1.23 nmol/mgPh, 80.41+6.69 nmol/adrenal ve soguk
stresi+prazosin’e maruz kalanlarda tirozin hidroksilaz en-
zim aktivitesi 31.47%4.45 nmol/mgPh, 68.93+12.48
nmol/adrenal olarak bulunmugtur (Tablo 3.4 ve Sekil 3.6).
Soguk stresi ve soguk stresi+prazosin’in tirozin hidroksi-
laz mRNA seviyelerini kontrol grubuna gére tnemli derecede
arttirdig: ve buartisin istatistiksel olarak dnemli oldugu
bulunmustur. Ancak, soguk stresi ve soguk stresi+
prazosin’in etkileri karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli bulunmamistir (Tablo 3.5, Sekil 3.7). Her li¢
grupta total RNA miktarlari incelendifinde sirasiyla 1.13
ng/nl, 1.21 ng/nl ve 0.77 pg/pl olup gruplar arasindaki
degigiklikler istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur.
Tirozin hidroksilaz mRNA seviyesi ise kontrol grubunda

0.3720.03 OD lnitesi/pg RNA, 0.46%0.15 OD Unitesi/adrenal,
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soguk stresine maruz kalanlarda 1.03%0.22 OD {initesi/ng

RNA, 1.23%0.26 OD iinitesi/adrenal ve soguk stre-
sit+prazosin’e maruz kalanlarda ise 1.51%0.18 OD tinitesi/ng
RNA, 1.15%0.12 OD ﬁnitesi/adrenai'dir. Sekil 3.8'de ise ii¢
hafta soguk stresi ve soguk stresi+prazosin’e maruz kalan
ratlarda adrenal medulladan elde edilen RNA larin jel

elektroforezi goriilmektedir.

40 - 90
Ml kontrol

WWsoguk stresi
lZsisoguk str.

i

+prazosin

w
e |

o
Q
]

N
o
H

N
o
1

. 40

-t
o
1

]
TH Aktivitesi nmol / Adrenal

- 10

Sekil 3.6 Kontrol, soguk stresi ve sofuk stresi + pra-
zosin uygulamasindan sonra SDh Ratlarinda
adrenal medullada TH enzim aktivitesindeki

degigimleri gdsteren grafik.
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Tablo 3.5 Kontrol,
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soguk stresi ve soguk stresitprazo-

sin’in rat adrenal medulla TH mRNA seviyeleri

tizerindeki etkileri.

Sekil 3.7 Kontrol,

Total RNA OD Unitesi 0D Unitesi
ng/nl /ug RNA /adrenal
Kontrol 1.13 0.37+0.03 0.46*0. 15
Soguk str. 1.21 1.03%0.22 1.23%0. 26
Soguk Str + 0.77 1.51%0.18 1.15%0.12
Prazosin.
1.6 - - 1.6
M kontrol
MW scguk stresi
% sopuk stresi +
1.2 prazosin - 1.2
0.8 - §§§§ 0.8
0.4 % - 0.4
N N 0

sofuk stresi ve soguk stresi +

prazosine maruz kalan ratlarda adrenal
medullada TH mRNA seviyeleri.

OD Cnitesi / Adrenal
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Sekil 3.8 Sofuk stresi ve sofuk stresit+prazosin uygu
lamasina ait RNA jel elektroforezi.A-B) Kont
rol, C-D) Soguk Str., E-F) Sofuk Str + Prazo
sin, G) Standart, a) 28S RNA, b) 18SRNA.

Sekil 3.8a, 3.9c ve Sekil 3.9e’'de kontrol ve soguk stresi
grubu ratlarda adrenal medullada, slot blot gsemas1 ve Sekil
3.9b, 3.9d ve Sekil 3.9f'de soguk stresi ve sofuk stresi+
prazosin’'e maruz kalan ratlarda adrenal medullada tirozin

hidroksilaz mRNA otoradyografik bantlari goriilmektedir.
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Sekil 3.9a Standart, kontrol ve soguk stresi grubu ratlarda

total RNA uygulama bOlgelerini gdsteren slot
blot semas:.
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Sekil 3.9b Standart ve kontrol grubu ratlardan elde
edilen otoradyografik bantlar.§
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Sekil 3.8c Standart, kontrol ve sofuk stresi grubu slot
blot semasi.
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Issaas JYng3os

utsozzad
- +
Tsa13s jndos

dﬁwommum

}s8235 jIngos

788338 JN3os

Tsoa13s jngos

‘ugsozead
+
Tsaa3s yngos

ugsozead
+
¥s9138 jngos

T82135 JYngos

Isa13s jyugos

pﬁmommum
Tss13s ¥ngos

soguk stresi ve soguk stresi +
Prazosin uygulam681 slot blot seéemas1.

s

Sekil 3.9e Standart

Sekil 3.9f Standart,

soguk stresi ve soguk stresi +
ugulamasi otoradyografik bantlari.

*

prazosin
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4. TARTISMA

Farmokolojide, fizyolojide ve biyvokimyadaki deneysel
caligmalar, katekolaminlerin merkezi sinirsel isglevlerde
nSrotransmitter ve modiilatdr olarak dnem!li rolleri oldugunu
gostermistir (18).

Cevresel ve kimyasal degisiklikler, yaslanma ve cegit-
1i stres yaratici etkenler katekolaminlerin biyosentezini
etkilemektedir. Yaslanmayva bagli olarak dolagsimda bulunan
katekolaminlerin sevivesinde arti1s gozlenmektedir. Katekol-
aminlerin seviyesindeki bu artig hipertansiyon, kardiyovas-
kiiler hastaliklar, karbohidrat ve yag asit metabolizmala-
riyla ilgili hastaliklarin ortaya c¢ikmasinda Onemli rol
ovnamaktadir. Bazi durumlarda katekolaminlerin biyosente-
zinde meydana gelen azalma ise parkinson hastali1gina neden
olmaktadir (2,81). Sofuk stresi ve gegitli ila¢ uygulama-
lar1 da katekolaminlerin biyosentezini uyarmaktadir.
Gaslrik/duedonal iilser, depresyon durumlarinda katekolamin
seviyelerinin artti18) gosterilmigtir (12).

itnsanlardaki bulgular, ratlarda yaslanmaya bagli ola-
rak yapilan c¢alismalarda elde edilen sonuglara benzerlik
gostermektedir. insanlarda dolasimdaki NE seviyelerinde
yvaglanma ile arti1s oldugu anlasilmistir. insanlarda yagslan-
ma ile siklikla ortaya c¢i1kan hipertansivon, yviiksek koleste-
rol seviyesi, kalp hastaliklar: gibi rahatsizliklarda kate-
kolaminlerin seviyelerindeki degigsimlerde 6nemli rol oyna-
maktadir (2).

Yaglanmanin katekolamin biyosentezi iizerindeki etki-
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leri geng ve yasli ratlarda beyinde, adrenal medullada ve
simpatetik gangliada arastirilmigtir. Katekolamin biyosen-
tezinde yer alan enzimlerden tirozin hidroksilaz ve dopa-
dekarboksilaz enzimlerinin aktivitesinde beyinde onemli
degigiklikler gortilmlls ve enzimlerin gktivitesinde 1.5-2.5
kat kadar artis kaydedilmistir (2). Yaslanmaya bagli olarak
adrenal medullada ve sinir uglarinda katekolaminierin biyo-
sentezindeki bu artis ayni zamanda tirozin hidroksilaz en-
zim aktivitesinin de artti1gini1 gostermektedir. Yaglanmaya
bagly olarak adrenerjik aktivitedeki degisimler yoniinden
adrenal medulla ve kalp arasinda resiprokal bir iliski var-
dir. Kalpte adrenerjik sinir aktivitesi a2a1d1§1 zaman ad-
renal medullada adrenerjik aktivite artmaktadir ve bunun
terside dogrudur. Bu sekildeki resiprokal iliski, organiz-
mada homeostazis'in siirdiiriilmesi i¢in oldukca Onemlidir
(8); Yaslanma ile birlikte kalpte adrenerjik aktivitenin
azaldi1gina dair cok sayvida arastirma vardir ve bu durum
adrenal medullanin Onemini vurgulamaktadlr'(BszE). Yine
yaslanma ile kalpte ortaya c¢ikan ndrokimyasal trdnémisyon-
daki azalmanin presinaptik azreseptér fonksiyonunda azalma
ile birlikte oldufu gosterilmigtir (2). Kisaca, bu bulgular
kalpte azalan adrenerjik aktivitenin homeostaziéin siirdii-
rlilmesindeki tnemini gstermektedir. Ciinkii adrenerjik ginir
sisteminde sinir sisteminde ver alan DOPA, NE ve EPI homeo-
stazisin slirdiiriilmesinde fonksiyoneldir. Yaslanma iie dola-
simdaki katekolaminlerin seviyesi artarken beyinde azalmak-
tadir, 6lUmden hemen sonra insan beyninde yapilan arastir-
malar dopamin ve norepinefrin seviyelerinin hipotalamusta

azaldi1gin1 gostermigtir (86). Yasl: ratlarda da hipotala-
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musta dopamin igerifinin azaldigi rapor edilmigtir (pg).

Eksersiz genglerde oldugu kadar yasli bireyler ig¢inde
tnem tagimaktadir. Eksersiz kardiyovaskiiler kapasiteyi art-
tirabilir ve miyokardiyal oksijen ihtiyaci saglikli1 insan-
larda oldugu gibi kardiyovaskiiler hastaligi olanlarda da
azalir. Eksersiz ayni1 zamanda hipertansiyonu da kontrol
edebilmektedir (3, 10).

Yaslanma ve eksersizin tirozin hidroksilaz enzim akti-
vitesi izerindeki etkileri vapilan bir ¢calismada incelenmisg
ve eksersiz yaptirilmis yasli ratlarda tirozin hidroksilaz
enzim aktivitesi geng ratlardan daha yliksek bulunmustur
(3).

Tarafimizdan yapilan ¢alismada da eksersiz yaptirilmis
vasli ratlarda hipotalamusta, tirozin hidroksilaz enzim ak-
tivitesi, eksersiz yaptirilmamis olan yasli ratlardén daha
yiiksek bulunmustur. Eksersizli yasli ratlardaki tirozin
hidroksilaz enZim aktiviltesindeki arti1s ayn1 zamanda ista-
tistiksel olarak o6nemli bulunmustur. Eksersiz uygulamasi
ile artan tirozin hidroksilaz enzim aktivitesi bulgusu, hi-
potalamusta katekolaminlerin sevivelerinin azalmalari ile
ortaya c¢ikan rahatsizliklarin giderilmesinde onemli olabi-
lecegini gbstermektedir. Beyinde katekolaminlerin sentezi-
nin azalmasi 8zellikle dopamin’in sentezinin azalmasi1 ile
parkinson hastaligi1 ortaya ¢ikmaktadir. Parkinson hastali-
g1, dopamin verilerek giderildigi g6z 6niine alinirsa, be-
vinde katekolaminlerin seviyesinin artmasinda eksersizin
Gnemi ortaya cgikmaktadir,

Adrenal medullada tirozin hidroksilaz mRNA seviyesin-

deki artis biyolojik aktif mesajin artmis oldugunu géste-
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rir. Soguk stresine bagli olarak, tirozin hidroksilaz mRNA
seviyelerindeki degisikliklerin acirklanmasinda iki temel
mekanizma ileri slirtilmektedir. Birincisi, splanik sinir ak-
tivitesindeki artigin, soguk stresi etkisi altinda perife-
ral termoreseptdrlerin uyvarimi ile olmasidir. tkincisi hi-
potansif streslere vada soguk stresine tepki olarak hipofiz
/adrenokortikal yolu ile salinan glukokortikoidlerle olma-
sidir (38,58,63).

Soguk stresine maruz kalmak, cAMP konsantrasyonunu ve
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesini arttirdig: belirtil-
mistir. Bu konuda yapilan bir calismada sofuk stresine ma-
ruz kalma esnasinda adrenokortikotropik hormonun hipofiz
bezinden normal durumlara gére daha hi1zli1 oranda salinabil-
digi goésterilmigtir (51).

Fizyolojik uyarimlarin tirozin hidroksilaz enzim ak-
tivitesi lizerindeki etkileri test edilmis ve agsir1 fizyolo-
jik uyarimlarin 6nemli derecede enzim aktivite arti1gsina ne-
den oldugu rapor edilmistir (8%9). Yapilan bir calismada hi-
pofiz bezi gikarildiktan sonra uygulanan stresin hala tiro-
zZin hidfoksjklaz enzim aktivitesinde Onemli artisa neden
oldugu gésterilmigtir (65,66). Artan tirozin hidroksilaz
enzim aktivitesi splanik sinirlerin kesilmesiyle bozulmus-
tur. Bu durum stresde artan tirozin hidroksilaz enzim akti-
vitesinin, sinir yoluyla gerceklestirildigini géstermekte-
dir.

Kinetik ¢galismalardan elde edilen sonuglarda tirozin
hidroksilaz enzim aktivitesinde meydana gelen artisin, en-
zimin aktif merkezlerinin sayisinin artisindan ileri geldi-

gini gostermigtir (M4p). Bu durumu test etmek igin protein
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sentez inhibitorleri, cycloheximide ve actinomycin-D kul-~-
lanilarak bir calisma yapilmigtir. Reserpine ve Phenoxy-
benzamine gibi adrenerjik bloke edici ajanlarla muamele
edilen ve protein sentez inhibitérleri verilen ratlarda
tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinde artisin devam et-
tigi gozlenmistivr. Bu durum enzimin sentezinin artmasindan
daha ¢ok daha Once sentezlenmis enzimin aktif merkezlerinin
say1sinin arttigini gostermektedir. Ayni zamanda tirozin
hidroksilaz enzim aktivitesindeki bu artis adrenal bezde
simpatetik gangliada sinir impulslarindaki artig: da g0s-
termektedir.

Soguk stresi uygulanarak yapilan baska bir ¢alismada
ise ratlar 6°C’de 4 hafta sofuk stresine maruz birakilmis
ve sonugta sistolik, divastolik kan basincinin arttig: ve
kardiyovaskiiler hipertansiyonun indiklenebildigi rapor
edilmigtir (91).

Soguk stresine maruz kalan ratlarda tirozin hidroksi-
laz enzim aktivitesi ve TH mRNA seviyeleri bircok bilim
adam1 tarafindan arastirilmistir. Yapilan ¢calismalara gore
soguk stresinin TH enzim aktivitesini ve TH mRNA seviyele-
rinin ratlarin adrenal medullasinda arttig1 goésterilmigtir
(32,38,40,41,45,51,57,58,66-71,80,91,92).

Yapilan bir cgalisamada 7 gilin +5°C’de soguk stresine
maruz kalan ratlarda tirozin hidroksilaz mRNA's1i kontrol-
lere gore 2-3 kat artis gostermigtir (38). Baska bir calig-
mada ise 12 saat +5°C’1ik soguk stresi uygulamasinin tiro-
zin hidroksilaz mRNA’51ﬁl 5 kat arttirdig: rapor edilmistir
(41). Diger bir calismada ise tirozin hidroksilaz enzim ak-

tivitesinin +4°C’lik sofuk stresini takiben 24 saat i¢inde
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artti1g1 gosterilmigtir. Tirozin hidroksilaz enzim antibadi-
leri ile yapirlan caligmalarda, enzimin molekiil sayi1sindaki
artisla tirozin hidroksilaz aktivitesinin arttig: rapor
edilmigtir (51). Yapilan bir ¢aligmada, ratlar 4 giin +4°C’
ve maruz birakilmis ve tirozin hidroksilaz enzim aktivite-
sinin % 330, tirozin hidroksilaz mRNA seviyesinin ise %167
oraninda arttig: rapor edilmistir (57). Bu konuﬁa'Yapllan
difier calismalarda da sofuk stresi uygulamasi ile adrenal
medul lada katekolamin sentezinin ve salinmasinin arttig:
rapor edilmistir (40, 57,60,71). Yapilan diger bir calisma-
da ise +5°C’'de 1-48 saat arasi soguk stresine maruz kalan
ratlarda tirozin hidroksilaz mRNA seviyesinin birino} saat-
te kontrole goére %58 oraninda arttigi gﬁsteri]mistif (99).

Tarafimizdan yapillan gcalismada ise ratlar 48 saat'4°C'
de soguk stresine maruz birakilmig ve adrenal medullada ti-
rozin hidroksilaz enzim aktivitesinin artisinin yani sira
tirozin hidroksilaz mRNA sevivelerininde arttigi1 bulunmusg-
tur. Yine iic hafta 4°C’'de soBuk stresine ve sofuk stresi+
prazosine maruz kalan ratlarda da tirozin hidroksilaz enzim
aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyelerinde artisg
bulunmustur. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan prazosin
soguk stresi ile ortaya ¢ikan katekolamin biyosentezindeki
artisi dnleyememistir. Dolasimda artan katekolamin seviyesi
kan basincini ylkseltmektedir. Prazosin etkisini o, resep-
térlerini inhibe ederek damar diiz kaslarinin biizliilme ve ka-
s1lmasin: engelleyerek gésterir ve kan basincini diislirtir.
Soguk stresi ile birlikte uygulanan prazosin’ in etkisini
gosterememesi; sofuk stresinin etkisini sinirsel yolla,

prazosinin etkisini hormonal yolla g&stermesi ile agciklana-
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bilir.

Bu konuda yapilan benzer bir galismada, hipertansiyon
tedavisinde kullanilan reserpine’nin tirozin hidroksilaz
enzim aktivitesi ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyesine et-
kisi arastirilmistir (71). Bu calismaya gore reserpine ile
muamele edilen ratlarda tirozin hidroksilaz enzim aktivite-
si ve tirozin hidroksilaz mRNA seviyesi kontrol grubuna go-
re 2.5 kat artis gbstermigtir. Alfa adrenerjik bloke edici
ajanlarla yapilan baska bir ¢alismada da ratlara piperoxane
(5 mg/kg iv) verildiginde beyinde hippokampliste TH enzim
aktivitesinin arttigi ve frontal korteksde, phentolamine (5
mg/kg ip) yada prazosin (10 mg/kg ip) verildikten 60 dakika
sonra tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinde artig gézlen-
migtir (21).

Bu galismada; a) yaslanmanin, ve eksersizin hipotala-
musta tirozin hidroksilaz aktivitesi lizerine etkisi ve b)
soguk stresi ve soguk stresit+prazosin’in adrenal medullada
tirézin hidroksilaz enzim aktivitesi ve tirozin hidroksilaz
mRNA seviyeleri lizerindeki etkileri galisilmistir. Organiz-
ma i¢ ve dig stres yapici etkenlerden birine maruz kalabi-
lecegi gibi birden fazla etkene de maruz kalabilmektedir.
Soguk stresit+prazosin’in etkisinin arastirilmasinda oldugu
gibi, birden fazla stres yapici etken kargisinda katekola-
min biyosentezinin, &6zellikle tirozin hidroksilaz enzim
biyosentezinin, nasil ve hangi mekanizmayla etkilendigi

bundan sonra yvapilacak olan arastirmalarla a¢ciklanmalidir.
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Ratlarda Eksersiz Uygulamasi
5 aylik ratlar 24 aylik ratlar
Hafta No dg}ﬁ Egim gg?e gi%m % Egim Sgﬂ?
1 25 0 12-20 15 0 12-2
2 25 2.5 22-30 15 2.5 22-30
3 25 5.0 32-40 15 5.0 32-40
4 30 0 42-50 20 0 42-50
5 30 2.5 52-60 20 2.5 52-60
8 30 5.0 60 20 5.0 60
7 30 7.5 860 20 7.5 60
8 30 10 60 20 10 80
9 30 12.5 60 20 12.5 60




EK

2 CALISMADA KULLANILAN COZELT1LER

% 1 SDS (Sodyum dodesil siilfat) c¢ozeltisi

0.2 N NaOH

% 1 SDS (W/V)

Cdzelti 10 N NaOH ve % 10 SDS’den taze olarak

hazirlandi

TE (Tris EDTA) Tamponu
10 mM Tris.HCl (pH 7.5)
1 mM EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) (pH 8.0)

TBE (Tris borat EDTA) Tamponu
108 g Tris‘ba21

55 g Borik asit

40 ml 0.5 M EDTA (pH 8)

20 X SSC (Sodyum salin sitrat)

175.3 ¢ NaCl bir miktar distile suda ¢&ziildii,

88.2 Sodyum sitrat 800 ml distile suda ¢6ziildi,

pH NaOH ile 7.0’a ayarlandi, hacim 1 1t’ye distile

ile tamamland:.

Jel Yiikleme Tamponu

% 0.25 Bromfenol mavisi
% 0.25 Xylene cyanol

% 30 Glycerol

57
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6~ RNA Yikleme Boyasi
25 ml Glycerol
5 ml 100 mM NaH,PO,
0.2 g Brom fenol mavisi yada20 ml % 0.4°1liik soliisyonu
0.4 g Brom fenol mavisi/xylene cyanol boya karigimi
Hacim deiyonize su ile 50 ml'ye tamamlandi 30 dakika

siire ile otoklav edildi.

7- Prehibridizasyon C6zeltisi, (500 ml i¢in) Son Konst.

12.5 ml, 1 M KH,PO, pH 7.4 25 mM

125 ml 20 X SSC , 5 X SSC
25 ml 100 X Denhardts ¢Ozeltisi 5 X

5 ml 5 mg/ml Salmon sperm DNA's1 50 ug/ml
250 ml % 100 formamid % 50

82.5 ml Distile su -
Bu ¢6zelti hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar
-80°C’'de saklandi ve kullanilmadan hemen 6nce 5-10 dakika

95°C’'de 1si1tilarak buz ic¢inde soumasi saglanda.

8- Hibridizasyon (Cdzeltisi (500 ml ic¢in) Son konst.
12.5 ml, 1 M KH,PO, pH 7.4 25 mM
125 ml 20 X SSC 5 X SSC
25 ml 100 X Denhardt c¢6zeltisi 5 X
5 mg/ml Salmon sperm DNA’s1 50 ng/ml
250 ml %100 formamid % 50

50 ¢ dekstran silfat % 10‘
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Yukarda verilen c¢bzeltiler bir gece manyetik karisti-
rictr ile karistirildi ve hacim 500 ml’ye tamamlandi.
Salmon sperm DNA's1 ilave edilmeden 8nce 5-10 dakika 85

°C’de 1s1ti1ldi1 ve sogumasi igin buz kiivetine konuldu.

9- % 1'1ik Agaroz Jeli (RNA ig¢in)
0.5 g agaroz
50 ml 1 X TBE tamponu
50 nl etidyum broid (500 ng/ml)

10- 100 X Denhardt Cézeltisi
5 g ficoll
5 g Polyvinylprolidine
5 g BSA

Hacim deiyonize su ile 250 ml’'ye tamamlandi ve 0.22

am’lik filtreden siizlilerek steril edildi.
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