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BOLUM 1. GIRiS VE AMAC

Hibernasyon, belirli hayvan tiirlerinin agir1 soguk ve smurli yiyecek kaynagiyla
karsilagtiginda gosterdigi (74), hipotermi, bradikardi, uzun stireli afaji ve genel
metabolik baskilanma gibi birgok fizyolojik degisimi iceren biyolojik bir fenomen (73)
olup, hayvanlarin- enerjilerini korumalarim1 ve uzun siireli besin yoklugunda hayatta

kalmalarini saglayan essiz bir fizyolojik adaptasyondur (123).

Hibernant olmayan tiirler -1,3 °C* ye kadar diigen kolonik 1s1 (4), ylizde birine
diisen bazal metabolizma (114), ellide birine diisen oksijen tiiketimi, dakikada 1-2’ye
diisen solunum sayisi1, 3—10 atima diisen kalp frekansi (62, 78) ve % 90 oraninda diigen
beyin kan akimi (6) gibi fizyolojik parametrelerdeki asir1 degisimleri tolere edemezler.
Ozellikle beyin dokusunda ciddi anlamda azalan kan akimi ve oksijen miktar1 g6z
Oniine alindifinda hibernasyon, 6termik ve non-hibernant hayvanlarda dakikalar iginde
sinir 6liimii ve beyin hasar yaratacak kosullara kars: dogal bir adaptasyon olusturur (6,

28, 123).

Bu néroprotektif adaptasyon mekanizmalarinin insanlarda iskemi-reperfiizyon,
travmatik beyin yaralanmalar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi durumlarda tedaviye
yonelik etkileri olabilir. Yine insanlarda sofuga toleransi arttiracak yOntemler
hipoterminin tedavisel yararliligimi arttirmak igin kullanilabilir ve hibernasyon
esnasindaki metabolik supresyondan sorumlu faktorlerin detayli olarak anlagilmasi ¢ok

genis terap6tik uygulama alanlari bulabilir (28).

Hibernasyon fizyolojisi iskemi, kemik ve kas atrofisi, hipotermi, ketozis, organ
transplantasyonu, obesite, bobrek yetmezligi, kardiyak aritmogenez ve alzheimer

¢aligmalan igin de dogal bir model olusturur (13, 34, 76, 115, 118, 128).

Dawe ve Spurrier (23) hibernasyondaki yer sincaplarimin (Ciftellus
tridecemlineatus) kanim 6termik yer sincaplarina transfer ederek bunlarda yaz aylarinda
hibernasyon olusturmusglardir. Bu ¢alisma ilk kez hibernant memelilerde dogal

hibernasyondan sorumlu bir “tetikleyicinin” kanda tagindigim ve kan transflizyonu ile



aymt tiirin hibernasyonda olmayan Otermik bireylerine transfer edilerek bunlarda
hibernasyon olusturulabilecegini gOstermistir. Daha sonra hibernasyondaki dag
siganindan (Marmota monax) Stermik yer sincabina (Citellus tridecemlineatus) yapilan
kan transflizyonunun yer sincabinda hibernasyonu indiikledigi bulunmus ve

hibernasyon indiikleyici maddenin (HIM) tiire 6zel olmadigx gosterilmistir (24).

Sonraki yillarda HIM’in hibernant olmayan tiirler iizerindeki etkilerini inceleyen
birgok c¢alisma yapilmig ve genis fizyolojik etkilerinin oldugu belirtilmistir (5, 73).
Swan ve Schaette (101) 1976 yilinda yaptiklani bir caligmada hibernasyondaki yer
sincaplarindan elde ettikleri beyin ekstraktini sicanlara intravendz vererek oksijen
tiketimlerinde % 35°lik bir azalma ve viicut isilaninda da 5 °C’lik bir diisme
gozlemlemislerdir. Yapilan ¢alismalarda HIM’in primatlarda renal fonksiyonu
baskiladif (73), hipotermi, bradikardi, afaji ve beyin fonksiyonlarinda opioid benzeri
baskilayici etki (71, 75) olusturdugu bildirilmistir.

HIM molekiilleri saflagtinlamamis  ve kimyasal yapisi tam olarak
belirlenememis olmakla beraber, plazma albumin fraksiyonlarina bagh 88 kDa’hk
opioid benzeri kii¢iik termolabil bir protein oldugu yoniinde bulgular bulunmaktadir (6,
8, 10, 47, 55, 72). Bruce ve ark. (9) HIM’ in endojen opioidlerin prekiirsérii oldugu ya
da bu opioidlerin salimmim uyararak hibernasyonu indikledigini belirtmislerdir.
Oeltgen ve ark. (74) yaptiklan calismada bir delta—2 opioid olan D-Ala®, D-Leu’-
Enkephalin (DADLEY’in yazin aktif olan yer sincaplarinda hibernasyon olusturdugunu
ve bunun dogal HIM ile karsilagtinldiginda aym oranda etkin oldugunu tespit etmigler
ve hayvanlarda hibernasyonun indiiksiyonunda delta opioid reseptérler ve bunlarn

ligandlarinin rol oynadigins ileri siirmiiglerdir.

DADLE’nin direkt infiizyonu da HiM’e benzer sekilde, hibernant olmayan
hayvanlarda solunum depresyonu, analjezi, hipotansiyon ve kalp atim sayisinda azalma

gibi hibernasyon benzeri etkiler olusturur (5, 46)

Zhou ve ark. (128) hibernasyonun serebral iskemi toleransi i¢in dogal bir model
olusturmasindan yola ¢ikarak yaptiklan caligmada, hibernasyondaki yer sincaplarinin
Otermik olanlarla karsilastinldifinda travmatik beyin yaralanmalarina kars: bir toleransa

sahip oldugunu saptamis ve hibernasyonun néroprotektif oldugunu belirtmislerdir. Bu



konuya paralel olarak yapilan ¢aligmalar sonucunda hibernasyonu indiikleyen
DADLE’nin normoksik ve hipoksik kosullarda kortikal ndronlar igin ndroprotektif
oldugu (126, 127), Bax’a bagli apoptotik siirecleri bloke ettigi (106), beyinde sinir
bliyime fakt6riinii artirdigi ve bu nedenle norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde

onemli bir klinik uygulama alani bulabilecegi (43) bildirilmistir.

Hibernasyonun ndroprotektif etkisi, olusan ileri diizeyde hipotermi, siddetli
lokositopeni, artan antioksidan savunma, azalan protein sentezi, olusan
hipokoagulasyon ve metabolik supresyonun additif ve sinerjik etkilerinin sonucudur
(28, 128). Hibernasyonu indiikleyen DADLE’nin genel doku koruyucu etkilerinde ise
serbest radikal olusumunu engelleyici ve lipid peroksidasyonunu azaltict 6zelliginin

biiylik 6nemi bulunmaktadir (98, 105).

Bugiine kadar DADLE’ nin hayvanlar iizerindeki genel doku koruyucu etkilerini
inceleyen in vivo ve in vitro g¢aligmalarda, akut ve kronik DADLE uygulamalar
yapilmustir. (39, 43, 98, 99, 104, 105, 106, 110, 121). Ancak s6z konusu ¢aligmalar
icinde DADLE’nin siirekli enfiizyonunun etkilerinin incelendigi herhangi bir galismaya
rastlamlamamustir. Bu calismada HIM ile benzer etkiler gosteren ve opioid bir madde
olan DADLE’nin, si¢anlarda ilk kez 28 giinliik strekli enfiizyonunun (2,5 pl/saat
hizinda; % 0,5 lik DADLE ¢ozeltisi),  hibernant hayvanlarda noroprotektif
mekanizmanin temelini olugturan hipotermi (viicut isis1), antioksidan savunma (total
antioksidan diizeyi, malondialdehid miktari, askorbik asit diizeyi), immun diizenleme
(akyuvar sayis1) ve hipokoagulasyon’a (aktive parsiyel tromboplastin zamani,
protorombin zamani, trombin zamani, pihtilagma siiresi) iliskin bazi fizyolojik ve
hematolojik parametreler iizerine etkileri arastirilacaktir. Eger boyle bir etkinin varlig
ortaya konabilirse, DADLE’nin bu etkisinin travmatik beyin yaralanmalari, iskemi-
reperfiizyon durumunda goriilen sinir dokusu harabiyeti ve insanlarda alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarin tedavisiyle ilgili arastirmalara katk: saglayabilecegini

distinmekteyiz.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hibernasyon

Hibernasyon, yer sincabi, hamster, kirpi, kostebek, porsuk, yarasa, yediuyur, dag
sigan1 gibi kiiglik memeli tiirlerini de igeren bazi hayvanlarin agirt soguk ve sirli
yiyecek kaynagtyla karsilagtiginda gosterdigi (7, 74), hipotermi, bradikardi, uzun siireli
afaji ve genel metabolik baskilanma gibi birgok fizyolojik degisimi iceren biyolojik bir
fenomen (73) olup, hayvanlarin enerjilerini muhafaza etmelerini ve uzun stireli besin

yoklugunda hayatta kalmalarint saglayan egsiz bir fizyolojik adaptasyondur (123).

Hamster ve yer sincabi gibi hibernant memelilerde, derin hibernasyon esnasinda
viicut 1s1s1 0 °C’ nin biraz {izerine kadar diigerek ¢evre 1sisina yaklasir. Bazi ektotermik
omurgalilar antifiriz proteinler sayesinde viicut sivilarimin donmasim engelleyerek ya da
donmay1 tolere ederek sifirin altindaki viicut isilarina ulagabilirler, ancak hibernant
olmayan endotermik tiirler bu 1silar1 dogal olarak tolere edemezler. Barnes (4) yaptigi
¢aligmada hibernasyondaki kutup yer sincaplarinda heterojen olarak viicut 1sisinin
(kolonik 1s1) 3 haftalik bir siire boyunca yer yer -1,3 °C’ ye kadar diistligiinii ve bu
1silarda bile kan akiminin stirdligiinii tespit etmistir. Aym g¢alismada bir hayvanda
-2,9 °C’lik bir gekirdek 1s1 bulgulanmigtir. Caligma sonras1 hayvanlardan alinan kanda

antifriz maddelere rastlanmamagtir (4).

Viicut 1sisindaki 40 °C’° yi bulan bu nemli diisiis hiicresel olaylarin yavaglamasina
neden olur. Oksijen tiiketimi Stermik diizeyin otuz ila ellide birine (6), metabolizma ise

normal bazal metabolizmanin yiizde birine kadar diiser (62).

Dakikada 120 olan solunum sayisi dakikada 1-2 solunuma diiger. 5-10 adet normal

solunum sonrasi bir saati bulan apne dénemleri gortilebilir (6).

Dakikada 200-300 olan kalp atim sayisi hibernasyonda 3-10 atima kadar diigebilir
(62), buna ragmen kalp kas1 diizenli olarak kontraktil fonksiyonunu stirdiiriir (70). Oysa

hibernant olmayan tiirlerde viicut 1s1s1 azalmasina bagh olarak, 32 °C’ de aritmi, 30



°C’de atrial fibrilasyon baglar ve 15 °C’de artan ventrikiiler uyarilabilirlikle birlikte,

ventrikiiler fibrilasyon, asistol ve kalp durmas: sekillenir (50).

Azalan kalp frekansi ve kan basinci beyindeki kan akimin Stermik diizeylerin %
80-90’1na diisiirlir. Bu denli bir azalma sican ya da insan gibi hibernant olmayan

tiirlerde kisa siire i¢inde beyin dokusunda hasara ve sinir §liimiine neden olabilir (6).

Hibernasyondan g¢ikan hayvanlarda, baskilanan dolagima bagli olarak iskemik
hale gelen organlarin yeniden normal kan akimina kavugmasi sonucu herhangi bir
iskemi-reperfiizyon hasari gozlenmemesi sonucundan yola ¢ikilarak yapilan
calismalarda DADLE’nin non-hibernant hayvanlara ait karaciger (121), kalp (90),
jejunum (107), ve akciger (119) gibi organlarda iskemik toleransi artirdig:

belirlenmisgtir.

Iskemi hibernant olmayan tiirlerde tiim hiicresel fonksiyonlardaki homeostatik
kontrolii bozarken, hibernantlarda bu fonksiyonlar kontrollii olarak durdurulur ve
homeostatik denge korunur. Protein sentezi normal sartlarda bozulmaya en yatkin
hiicresel fonksiyonlardan biridir. Iskemiye bagh olarak baskilanan protein sentezi,
hibernant olmayan tiirlerde iskemi sonrast hiicre nekrozuna neden olurken,
hibernantlarda bu baskilanma herhangi bir patolojik durum yaratmamanin yani sira

iskemiye kars1 gosterdikleri toleransa da katki saglar (37).

Hibernasyon esnasinda genel kan voliimii, eritrosit ve 16kosit sayilar1 azalirken,
pihtilasma siiresi uzar (6). Hizla olusan 16kopeni, dolasan ISkosit sayisinin normal
diizeyin % 90 ‘ma diismesi kadar ileri derecede olabilir ve bu sayr hayvanin

uyanmasiyla birlikte kisa stirede normal diizeylere ulasir (62, 85, 95, 123).

Plazmadaki en 6nemli antioksidanlardan olan, normal sinir fizyolojisinde Snemli
rolii bulunan ve beyin i¢in néroprotektif olan askorbik asit (86), hibernasyonda normal

diizeyin dort katina kadar ¢ikar (27).



2.1.1. Hibernasyon ve klinik uygulama alanlan

Hibemnasyon fizyolojisi iskemi, kemik ve kas atrofisi, hipotermi, ketosis, organ
transplantasyonu, obesite, bobrek yetmezligi, kardiyak aritmogenez ve alzheimer

¢alismalari i¢in dogal bir model olusturur (13, 34, 76, 115, 118, 128).

Hibernasyon insanlara yonelik c¢esitli klinik uygulama alanlan agisindan birgok
aragtirmacinin ilgi odagi olmus ve hibernasyon biyolojisi ve fizyolojisinde rol alan

faktorlerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmgtir.

2.1.1.1. Hibernasyon ve noroproteksiyon

Hibemant olmayan tiirler, hibernasyona yonelik fizyolojik parametrelerdeki asin
degisimleri tolere edemezler. Hibernasyon, 6zellikle beyin dokusunda ciddi anlamda
azalan kan akimi ve oksijen miktar1 g6z Oniine alindiginda, 6termik ve non-hibernant
hayvanlarda dakikalar i¢inde sinir &liimii ve beyin hasar yaratacak kosullara kars1 dogal
bir adaptasyon olusturur (6, 28, 123).

Bu noroprotektif adaptasyon mekanizmalarinin insanlarda iskemi-reperfizyon,
travmatik beyin yaralanmalar1 ve nrodejeneratif hastaliklar gibi durumlarda tedaviye

yonelik etkileri olabilecegi diisiintilmektedir (28).

Zhou ve ark. (128) yer sincaplan ile yaptiklan ¢alismada, hibernasyondaki ve
aktif durumdaki gruplar arasinda mikrodializ problarmin penetrasyonu ile beyinde
olusturulan travmatik beyin hasarina verilen yangisal cevab: karsilastirmuslardir.
Hibernasyondaki hayvanlarda yangisal cevabin 6nemli 6l¢lide azaldigim bulgulamuglar

ve hibernasyonun travmatik beyin hasarlarinda néroprofektif oldugunu belirtmislerdir.

Hibernasyonun noroprotektif etkisi, olusan ileri diizeyde hipotermi, siddetli
lokositopeni, artan antioksidan savunma, azalan protein sentezi, olusan
hipokoagulasyon ve metabolik baskilanmanin additif ve sinerjik etkilerinin sonucudur
(28, 128).



2.1.1.1.1. Hipotermi

Hipotermi merkezi sinir sistemi dokularinda hiicresel hasan sinirlamak igin
kullamlan en eski tedavi yontemlerinden biridir. Isidaki kii¢iik bir azalma bile iskemi ve
travmatik beyin yaralanmasindan kaynaklanan sinirsel hasan azaltir (11, 66). Bununla
birlikte hafif bir hipotermi ancak simrli bir sinirsel koruma saglar. Frerichs ve
Hallenbeck (35) yaptiklann calismada hibernasyondaki yer sincaplarimin beyin
dokusunun, siddetli hipotermik durumda (7 °C) hipoksi ve hipoglisemiye 6nemli 6l¢iide
toleransh oldugunu bulgulamislar ve bunun néroprotektif 6zelligine dikkat ¢cekmislerdir.
Ancak siddetli bir hipotermi hibernant olmayan tiirlerce tolere edilemez ve doku
hasarina yol agabilir (116). Hibermnant olmayan tiirlerde soguga toleransi arttiracak

yontemler hipoterminin tedavisel yararliligim arttirmak igin kullamlabilir (28).

2.1.1.1.2. immun diizenleme

Inme, travmatik beyin yaralanmalari ve norodejeneratif hastaliklara eslik eden
immun aktivasyon ve yangisal reaksiyonlar néronlarn ilerleyen dejenerasyonuna katki
saélar (26). Lokosit infiltrasyonu, oksijen radikalleri olusumuna ve proteolitik
enzimlerin salmmmina neden olarak ve kan akimina fiziksel engel olusturarak doku
hasarim arttinr (45). Lokositopeni de hipotermi gibi hibernasyonun en Onemli
ozelliklerinden biridir (62) ve diger bir potansiyel noroprotektif adaptasyondur (28).
Arktik yer sincaplarinda hibernasyon esnasinda 16kosit sayis1 normalin % "1 ‘ine kadar
azalabilir (102, 128). Azalma tiim hiicre tiplerinde goriiliir ve formiil 16kosit agisindan
onemli bir degisiklik gbzlenmez (128, 36). Uyanma ile birlikte azalan 16kosit sayisi

hizla 6termik diizeylere doner (62).

2.1.1.1.3. Antioksidan savunma

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile hiicresel antioksidan savunma
arasindaki dengesizliktir ve lipid, protein, niikleik asit gibi biomolekiillerin

oksidasyonuna yol acgar (28, 29). Bu durum kronik nérodejeneratif hastaliklar, iskemi-



reperfiizyon ve travmatik beyin hasarlanindaki sinir hiicresi 6liimleriyle yakindan
ilgilidir (15, 21, 60, 87). Iskemi ya da travmatik beyin hasari sonrasinda serbest
radikallerin olusumu endojen antioksidanlarin tilkenmesi ile iligkilidir (63, 92).
Hibernant hayvanlar plazma ve serebrospinal sividaki 3-5 kata varan askorbik asit
(Vitamin C) artig1 sayesinde, sik sik periyodik olarak uyanmanin ve yeniden 1sinmamn
yarattign siddetli oksidatif stresten korunurlar (27, 29, 102). Uyanma sirasinda,
dokularda oksijen tilketiminin maksimuma ulastifi ve serbest radikallerin (reaktif
oksijen tiirleri) en iist diizeyde oldugu durumda, plazma ve sereberosipnal sividaki
askorbik asit miktan giderek azalir ve Stermik hayvanlardaki diizeylere diiser. Bunun
nedeni suda ¢oziinen bir molekiil olan askorbatin bir antioksidan ve serbest radikal
temizleyici ajan olarak dokulara penetre olmasidir. Bu veri, giiclii bir antioksidan ve
noroptoktif madde olan askorbik asidin dokular1 hibernasyondan uyanma esnasindaki
oksidatif stresten korudugunun bir gostergesidir (28, 29). Hibernasyonda, ozellikle
uyanma sirasinda metabolik aktivitenin yogun oldugu interskapular kahverengi yag
dokuda askorbik asidin yam sira siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) diizeyleri de artar (12). Artan antioksidan savunma sayesinde
hibernasyondaki bir hayvann sinir dokusunda 6termik hayvandakiyle ayn1 derecede bir
hasar yaratmak igin ¢ok daha siddetli bir etki gereklidir. Tiim bu veriler hibernasyon
esnasinda artan antioksidan savunmanin hibernasyon fizyolojisinin 6nemli néroprotektif

bilesenlerinden biri olduguna isaret eder (28, 29).

2.1.1.1.4. Hipokoagulasyon

Beyinde kan akiminin bozulmasiyla sekillenen kan pulcugu aktivasyonu,
adezyonu, agregasyonu ve fibrin olusumu I6kositlerin de olaya dahil olmasiyla
mikrovaskiiler perflizyonu zayiflatarak iskemik beyin hasarinda 6nemli rol oynar (25,
28). Bu nedenle trombolitik ilaglar, akut iskemik inme durumlannda potansiyel
terapdtik ajanlar olarak dikkat ¢ekmistir (53). Hibernasyon esnasinda diger potansiyel
noroprotektif adaptasyonlara uyumlu olarak pihtilasma siireleri de dnemli Gl¢lide artar
(100). Pihtilasma siiresinin 5-6 kat artmasimn yam sira pihti olustugunda, kalitesinin

cok diisiik ve dayamkliligmin ¢ok az oldugu gdzlenmistir. Pihtilagma siiresinin uzamasi



hibernasyon esnasinda kan akimi ¢ok azaldifinda trombus olusumu riskini agikg¢a
azaltmaktadir (28).

Pihtilagsma siiresinin uzamasindan sorumlu mekanizmalar tiirler arasinda farkliliklar
gosterebilir. Bazi tirlerde hibernasyon esnasinda kan pulcuklan sayis1 % 90 oraninda
azalirken bazilarinda artis gOsterebilir (28, 58). Bazi durumlarda kan pulcugu sayisi
degismezken pihtilagma siiresi uzayabilir (28). Hibernasyondaki yer sincaplarinda
faktor VIII ve IX un azalmasina bagli olarak intrinsik pihtilasma mekanizmasinin
aksadig1 uzayan aktive parsiyel tromboplastin zaman: (APTT ) ile ortaya konmustur
(58).

0-2 makroglobulin genel bir proteaz inhibitdriidiir (94). Pihtilasma zinciri iginde
FXII'nin aktivasyonunu engelleyerek kallikreini, FXa’y1 ve trombini baglayarak bircok
basamagi inhibe eder (32, 68, 109). Srere ve ark. (96) yaptiklann calismada a-2
makroglobulin’in yer sincaplarinda hibernasyon esnasinda artis gdsterdigini
bulgulamiglardir. o-2 makroglobulin ekspresyonundaki bu artiy pithti olusumunu
engelleyerek (96, 97) hibernasyon fizyolojisindeki néroprotektif adaptasyonlardan biri

olan hipokoagulasyona 6nemli bir katk: saglar.

2.1.1.1.5. Metabolik baskilanma

Enerji tilkketen islevlerin zayiflamasiyla karakterize olan metabolik baskilanma
hibernasyonun diger bir 6nemli 6zelligidir. Hibernasyonda viicut isisinin diigmesine
eslik eden metabolik baskilanma sadece termodinamik bir olay degil, hassas bir sekilde
ayarlanan metabolik olaylarin bir sonucudur (13, 28). Beyin travmalan ve
norodejeneratif hastaliklarda beyindeki kan akiminin enerji ihtiyacini karsilayamadigi
g6z Oniline alinirsa, hibernasyonun bu yonii ndroproteksiyon agisindan oldukga
onemlidir (28). Hibernasyon esnasinda metabolik hiz 6termik diizeylerin % 1’ine kadar

diiger (62).



2.1.2. Hibernasyonu indiikleyici madde (HiM)

Dawe ve Spurrier (23) hibernasyondaki yer sincaplarinin (Citellus tridecemlineatus)
kanm o&termik yer sincaplarina transfer ederek bunlarda yaz aylarinda hibernasyon
olusturmuglardir. Bu ¢aligma ilk kez hibernant memelilerde dogal hibernasyondan
sorumlu bir “tetikleyicinin” kanda tasindigmu ve kan transfiizyonu ile aym tliriin
.hibernasyonda olmayan otermik bireylerine transfer edilerek bunlarda hibernasyon
olusturulabilecegdini gdstermistir. Daha sonra hibernasyondaki dag sicanindan (Marmota
monax) Stermik yer sincabina (Citellus tridecemlineatus) yapilan kan transflizyonun yer
sincabinda hibernasyonu indiikledigi bulunmus ve hibernasyon indiikleyici maddenin

(HIM) tiire 6zel olmadig gosterilmistir (24).

HIM molekiilleri saflastirilamamig ve kimyasal yapisi tam olarak belirlenememis
olmakla beraber, plazma albumin fraksiyonlarina bagh 88 kDa’lik opioid benzeri kii¢iik
termolabil bir protein oldugu ydniinde bulgular bulunmaktadir (6, 8, 10, 47, 55, 72) .

Bruce ve ark. (9) HIM’ in endojen opioidlerin prekiirsorii oldugu ya da bu

opioidlerin salimini uyararak hibernasyonu indiikledigini belirtmiglerdir.

2.1.3. DADLE - HiM fliskisi ve Etkileri

HIM’in hibernant olmayan tiirler iizerindeki etkilerini inceleyen birgok ¢alisma
yapilmis ve genis fizyolojik etkilerinin oldugu belirtilmistir (5, 73). Swan ve Schaette
(101) 1976 yilinda yaptiklar1 bir ¢aliymada hibernasyondaki yer sincaplarindan elde
ettikleri beyin ekstraktini sicanlara intravendz (IV) vererek oksijen tiiketimlerinde %
35°lik bir azalma ve viicut 1silarinda da 5 °C’lik bir diigme gozlemlemislerdir. Yapilan
calismalarda HIM’in primatlarda renal fonksiyonu baskiladigr (73), hipotermi,
bradikardi, afaji ve beyin fonksiyonlarinda opioid benzeri baskilayic: etki (71, 75)

olusturdugu bulgulanmstir.

Hibernasyon sirasindaki fizyolojik degisikliklerin profili opioidler tarafindan

organizmada olusturulan etkilere paralellik gosterdigi i¢in  hibernasyonun
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indiiksiyonunda delta opioid reseptorler ve bunlarin ligandlarimn rol oynadigi goriisii

ortaya atilmis ve bu goris iki temel bulguyla desteklenmigtir:

1. HIM’in primatlara intraserebroventrikiiler uygulanmasi ile yarattif
davranigsal ve fizyolojik degisiklikler opioid antagonistlerle baskilanmis ya da
durdurulmustur (75).

2. Delta-2 opioid olan D-Ala?, D-Leu’-Enkephalin (DADLE)’in yazin aktif olan
yer sincaplarinda hibernasyon olusturdugu ve bunun dogal HIM ile karsilastinldiginda
aym oranda etkin oldugu, aym etkinin kapa ve mii opioid reseptdr agonistleriyle

olusmadig tespit edilmistir (74).

2.2. Opioid Reseptorler, Agonistler (ligandlar) ve Etkileri

Morfin ¢ok eski gaglardan beri medeniyetler tarafindan iyilestirici etkileri
nedeniyle tibbi amagh olarak kullamlmugtir. Aragtirmalar morfin ve morfin benzeri
(opioid) maddelerin analjezi, miosis, bardikardi, genel sedasyon, hipotermi, ve
depresyon gibi bir gok biyolojik etkisinin varligim ortaya koymustur (51). Opioidler
etkilerini MSS ve diger dokularda bulunan membran reseptorleri aracilifn ile
olustururlar. Bu reseptorler MSS’de yaygin ama diizensiz bir dagilim gosterirler; limbik
sistem ve omurilikte yiiksek yogunlukta bulunurlar ve karmagik bir endojen

norotransmitter sistemi ile etkilesim igindedirler. (52, 54).

1972 wilinda ilk olarak memeli beyninde opioid reseptorlerinin varlig
bulunduktan sonra (81, 82, 93), 1975 yilinda opioid reseptorlerle etkilesime giren
morfin benzeri endojen bir maddenin varligi tespit edilmis ve enkephalin olarak
isimlendirilmigtir (56, 49). Met-enkephalin ve Leu-enkephalin pentapeptidlerinin
bulunusunu takiben yapilan arastirmalar morfin-benzeri aktivite gdsteren ¢ok sayida
endojen peptidin varlifimi ortaya koymus ve bunlar opioid peptidler olarak
adlandinlmislardir (108). Bu endojen opioid peptidler enkefalinler, dinorfinler ve
endorfinler olarak gruplamirlar (1).
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Opioid reseptorleri ile farkli ligandlar kullamlarak yapilan farmakolojik
calismalar sonucunda dagilimlan, bagladiklan ligandlar ve fonksiyonlar agisindan
farkliliklar gosteren Gi¢ opioid reseptor tipi ortaya gikarilmistir; kappa-«, delta-6 ve mii -
p (16, 51, 59, 80). Opioid arastirmalant farkli etkinlik ve reseptor tipleri icin farkli
afinite ve segicilik gosteren ¢ok sayida opioid ligandin belirlenmesini saglamigtir.
Bunlanin kullamilmasiyla da reseptér alt tiplerinin varlifit ortaya konmustur.
Gozlemlenen farmakolojik farkliliklar esas alinarak bu alt tipler kappal,kappa2,
kappa3, deltal, delta2, miil, mii2 ve mii3 olarak gruplanmgtir. (51, 103).

Opioid reseptorlerin endojen ya da eksojen ligandlarla aktivasyonu ile analjezi
solunum depresyonu, motorik depresyon, &fori, hormon salinimi, gastrointestinal
gecisin inhibisyonu, hipotermi, sedasyon, hipotansiyon gibi sonuglar ortaya ¢ikar (65,
111). Opioidler ve reseptorleri solunum, termoregiilasyon, gastrointestinal motilite gibi
otonom fonksiyonlar1 kontrol ederler (54, 57). Genel olarak endokrin olaylar
diizenleyebilirler (38, 51, 64, 89) ve immun cevabi etkileyebilirler (88).

2.2.1. DADLE
2.2.1.1. Kimyasal Yapi ve Genel Ozellikleri

DADLE (D-AlaZ,D-LeuS—Enkephalin; Cy9H39NsO,) delta-opioid reseptorlerde
secici agonistik etkiye sahip, enkefalin analogu, sentetik, stabil bir peptiddir. (41, 42).
Sistemik uygulamalarda kan-beyin bariyerini gecebilir (3).

DADLE’nin direkt infiizyonu da HiM’e benzer sekilde, hibernant olmayan
hayvanlarda solunum depresyonu, analjezi, hipotansiyon ve kalp atim sayisinda azalma

gibi hibernasyon benzeri genel etkiler olusturur (5, 46).
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2.2.1.2. Etkileri ve Olas1 Klinik Kullanim Alanlan

Hibernasyondaki hayvanlarda aylar boyunca hipoksik kosullarda kalan
organlarin hibernasyondan uyanma sonrasi herhangi bir iskemi reperfiizyon hasan
gostermemeleri, bu hayvanlarin sifira yakin viicut isilanimi ve hayati organlarda 6nemli
diizeyde azalan kan akimum tolere edebilmeleri, DADLE ve HIM ‘in hibernasyonu
indilklemenin yami sira organlarin hayatta kalmalarimi da destekledikleri ve koruyucu
ozelliklerinin bulundugu olasihigim akla getirmis ve bu alanda yapilan bir¢ok galisma ile

bu koruyucu etkiler dogrulanmgtir.

DADLE’nin .genel doku koruyucu etkilerinde serbest radikal olusumunu
engelleyici ve lipid peroksidasyonunu azaltici 6zelliginin bliylik 6nemi bulunmaktadir
(98, 105).

2.2.1.2.1. Iskemi-reperfiizyon

DADLE’nin non-hibernant hayvanlara ait karaciger (121), kalp (90), jejunum
(107), ve akciger (119) gibi organlarda iskemik toleransi artirdig: belirlenmistir.

Yamanouchi ve ark. (121) yaptiklan c¢alismada DADLE ‘nin karacigerde
normotermik iskemi-reperfiizyon hasarmna etkisini incelemislerdir. IV olarak 5 mg/kg
dozunda DADLE uygulanan siganlarda hepatik arter ve portal venlerde kan akimim
engelleyerek iskemi olusturmuslardir. 45' dak. sonra kan akimimi yeniden saglayarak
organ reperfiize etmisler ve sonrasinda aldiklan serum ve karaciger dokusu drneklerini
iskemi-reperflizyon hasart yoniinden incelemislerdir. DADLE uygulanan hayvanlarda
serum GPT degerleri ve karaciger dokusunda lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresin
gostergesi olan malondialdehid (MDA) degerlerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak Onemli Sl¢iide diisiik oldugunu bulgulamiglardir. Sonu¢ olarak DADLE ile
yapilan 6n tedavinin hepatositler ic¢in iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu
oldugunu ve bu etkiden DADLE’nin antioksidatif 6zelliginin sorumlu olabilecegini
belirtmiglerdir.
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Summers ve ark. (99) DADLE’ nin iskemik durumlardaki koruyucu etkisinden yola
¢ikarak, ayn1 koruyucu etkinin varlifini genel bir iskemik durum olan hemodinamik sok
i¢in incelemislerdir. Calismada kullanilan siganlarda, femoral arterlerine yerlestirilen
kateterler yoluyla kontrollii olarak kan alinarak, deneysel bir hemoraji olusturulmus,
deney grubuna kanamadan 20 dak. énce DADLE uygulanmustir (1 mgkg, IV).
Hayvanlar deney boyunca monitorize edilmigtir. 3,5 saatlik deney sonunda DADLE
verilmeyen kontrol grubundaki hayvanlardan hig biri hayatta kalmazken (ortalama Sliim
stiresi 57 dak.), kanama Oncesi sistemik DADLE uygulanan grupta % 50 lik hayatta
kalma oraru (ortalama Oliim siiresi 163 dak.) bulgulanmigtir. Siddetli hemorajik sokta
DADLE uygulamasimin hemodinamik stabiliteyi artirdifi ve hayatta kalma siiresini
6nemli Olgiide uzattigi sonucunu elde eden aragtirmacilar sonu¢ olarak DADLE ile
yapilacak fizyolojik manipiilasyonun sok durumunda hayatta kalmayi arttirmak ve

morbiditeyi diisiirmek i¢in bir yontem olabilecegini bildirmislerdir.

Tubbs ve ark. (107) izole edilmis jejunumda in vitro olarak iskemi-reperfiizyon
olugturmus ve DADLE ile 6n tedavinin iskemik toleransi arttirdigini bildirmislerdir.

2.2.1.2.2. Organ transplantasyonu

HiM, organ transplantasyonu Oncesi multiorgan prezervasyon preparatlarina
venalar yoluyla enjekte edildiginde organlann hayatta kalma siiresini 8 saatten 44 saate
kadar uzatabilmektedir (18), bu prezervasyon preparatina DADLE uygulandiginda siire
46 saate gikmaktadir ki, bu da kalp ve akciger igin tarihteki en uzun korunum siiresidir

a7.

2.2.1.2.3. Kardiyoproteksiyon

Memelilerde hibernasyon biyolojisi, insanlarda kalp operasyonlarinda kullanilan ve
miyokardiyal koruma saglayan hipotermik global iskemide goriilen degismis kalp
hiicresi fizyolojisi ile yakin paralellik g6sterir. Bununla birlikte bu degisimler hibernant

hayvanlar tarafindan aylarca tolere edilebilirken insanda bu siire 46 saattir (5). Bolling
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ve ark. (5) bu paralellikten yola ¢ikarak izole edilmis tavsan kalbi tizerinde yaptiklan
cahismada HIM ve DADLE ile yapilan 6n tedavinin iskemi sonrasi miyokardiyal
metabolizma ve fonksiyonlarda gelisme sagladigim bulgulamiglar ve bunun klinik

uygulamalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

2.2.1.2.4. Gastroproteksiyon

Gyires ve ark. (39) sicanlarda intraserebroventrikiiler olarak uygulanan
DADLE’nin etanol ve indometazin tarafindan olusturulan gastrik mukozal hasan
engelledigini bulgulanmglardir. DADLE aside bagh (indometazin iilseri) ve aside bagh

olmayan (etanol ilseri) iilser modellerinde gastroprotektif olarak etkili bulunmustur.

2.2.1.2.5. Noroproteksiyon

Zhou ve ark. (128) hibernasyonun serebral iskemi toleransi i¢in dogal bir model
olusturmasindan yola g¢ikarak yaptiklan ¢aligmada, hibernasyondaki yer sincaplarimin
otermik olanlarla karsilagtirildifinda travmatik beyin yaralanmalarina karsi bir toleransa
sahip oldugunu bulgulamis ve hibernasyonun ndroprotektif oldugunu belirtmislerdir. Bu
konuya paralel olarak, yapilan bircok ¢aligmada hibernasyonu indiikleyen DADLE’nin

néroproteksiyona yonelik etkileri incelenmigtir.

Parkinson hastaliZi nigrostriatal dopaminerjik sistemin ndrodejeneratif bir
hastalifidir ve metamfetamin tarafindan olusturulan dopaminerjik terminal hasarn
Parkinson hastali1 igin bir model olarak onerilmistir (105, 112). Tsao ve arkadaslarn
1998 yilinda (105) yaptiklar bir ¢aligmada IP olarak uygulanan (2-4 mk/kg) DADLE’
nin merkezi sinir sisteminde dopaminerjik néronlarda metamfetamin’in olusturudugu
hasara karst koruyucu oldugunu bulgulamiglardir. DADLE nin bu koruyucu etkisini bir
agonist olarak delta-opioid reseptorleri aktive etmesinin yam sira in vitro olarak da
antioksidatif bir ajan olarak rol oynamasina baglamig ve DADLE’ nin Parkinson
hastalannin tedavisinde L-Dopa ile kombine olarak kullanim alam bulabilecegini

belirtmislerdir. Aym arastumacilar (104), 1999 wyilinda yaptiklann ¢aligmada
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Metamfetaminin uygulanmasindan iki hafta sonra tek doz halinde (18 mg/kg, IP)
verilen DADLE’nin azalmis olan dopamin tagiyicis1 miktarim normal diizeye getirdigini
yani metamfetamin tarafindan olusturulan sinirsel hasan geri doniistirebildigini

bulgulamuglardir.

Glutamat nérotoksisitesi, hipoksi, iskemi, hipoglisemi, epilepsi, travma ya da benzer
nedenlerle gergeklesen sinir hiicresi kaybinin patogenezinde 6nemli rol oynar (19, 20).
Zhang ve arkadaslan (127) delta-opioid reseptorlerin DADLE ile aktivasyonunun sinir
hiicrelerinde glutamatin neden oldugu hasant azalttigini, bir delta-opioid resept6r
antagonisti olan Naltrindol’un DADLE nin bu koruyucu etkisini bloke ettigini ve aym
koruyucu etkinin kapa ve mu reseptér agonistleri ' tarafindan gosterilmedigini
belirlemislerdir. Yine Zhang ve ark. 2002 yilinda yaptiklan bir in vitro ¢alisma sonrasi
DADLE ile delta opioid reseptér aktivasyonunun normoksik ve hipoksik kosullarda
noroproteksiyon agisindan ¢cok 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir (126).

Hayashi ve Su (43) yaptiklan ¢aligmada kronik DADLE uygulamasinin (8 giin
boyunca 16 mg/kg) farelerde beyindeki sinir biiylime faktSrini (SBF) arttirdigim
bulgulamislar ve SBF’nin beyindeki noroprotketif 6zelligine dayanarak DADLE’ nin
norodejeneratif hastaliklann tedavisinde énemli bir klinik uygulama alani bulabilecegi

gOriisiinii bildirmislerdir.

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii, kanser olusumu ve nérodejenerasyonla
yakindan ilgilidir. Sitosolden mitokondriye Bax translokasyonu ve bunun sonucunda
mitokondriden sitokrom c salimmu tip II apoptoziste ¢ok 6nemli basamaklardir (122).
Tsao ve (106) yaptiklar1 c¢aligmada DADLE’nin Bax’la ilgili kritik apoptotik
basamaklar bloke ettigini bulgulamuglardir.
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BOLUM 3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec

Arastirma, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda
yiriitdlda.

Arastirmada 48 adet geng erkek Wistar albino sigan kullanild: (ortalama agirlik:
250,09 +24,59). Siganlar istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlan Uretim ve Arastirma Laboratuvari *ndan saglandi.

Sicanlar deneysel siireg boyunca 1.U. Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim

Dali biinyesinde olusturulan deney hayvanlari odasinda banindirildi.

Deney hayvanlan odasinda 1siklandirma sistemine baglanan zamanlayici 12/12
saat aydinlik/karanlik periyodu uygulanacak sekilde ayarlandi. Yine bir zamanlayici
aracihifn ile periyodik olarak ¢ahistirilan iki adet fan ile odanin havalandirmas: saglandi.
Deney boyunca odanin nem ve 1s1 degeri kaydedildi. (ortalama 1s1: 25,3 °C; ortalama

nem: % 66,5)

Siganlar 28x40x16 ebatlarinda tizerleri tel 1zgarali plastik bireysel kafeslerde
bakildi. Altlik olarak yonga talag kullamild:. Beslemede ticari pelet sigan yemi kullanildi
ve peletler 1zgara iizerine konularak, su ise 330 ml’lik celik bilyeli ticari kemirgen

suluklar1 (IMAC-Biber) ile ad libitum olarak verildi.

Hayvan materyali disindaki geregler ilgili yontemlerin baghg altinda

verilmektedir.
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3.2. Yontem

Arastirmada kullanilan siganlar kontrol ve deneme olmak iizere 24’erli iki gruba
ayrildi. Hayvanlar deneysel calismadan bir hafta 6nce deney odasina alinarak ortama
adaptasyonlan saglandi. Bireysel kafesler ¢elik raflara gruplara gére dizilerek kontrol
grubu tek, deneme grubu c¢ift numaralar alacak sekilde numaralandinldi. Gerek

adaptasyon, gerekse deneme siiresi i¢inde hayvanlann viicut 1silan dijital termometre ile

giinliik olarak 6l¢iildi ve kaydedildi.

Deneysel caligmanin ilk giiniinde deney grubu hayvanlara DADLE, kontrol
grubuna ise serum fizyolojik iceren ozmotik mini pompalar interscapular bdlgeye

implante edildi.

28 giinliik deney asamas: siiresince deneme grubu si¢anlar deri alt1 yolla ozmotik
pompalarin pompalama hizina bagli olarak saatte 2,5 pul % 0,5’lik DADLE c¢6zeltisi

aldilar.

Deneme siiresi sonunda kardiyak ponksiyonla alinan kan Ornekleri ve beyin

dokudan alinan 6meklerde Tablo 1.’deki analizler yapildi.
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Tablo 1. Elde edilen 6rekler ve aragtinlan parametreler:

Ornek

Parametre

Antikoagulansiz kan

Pihtilagma siiresi

% 3,8’lik sodyum sitratli kan plazmasi

Aktive parsiyel tromboplastin zamam (APTT)

Protorombin Zamam (PT)

Trombin zamam (TT)

Heparinli tam kan

Akyuvar sayist
Askorbik asit
Heparinli kan plazmasi Malondialdehid (MDA)

Total antioksidan diizeyi (TAD)

Beyin doku homojenizati

Malondialdehid (MDA)

Total antioksidan diizeyi (TAD)
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3.2.1. Ozmotik pompa implantasyonu

3.2.1.1 Kullanilan ara¢ ve malzemeler

e Ozmotik mini pompa (2ML4, Durect — Alzet)

e Hassas terazi (Precisa, 1620D)

e Dijital termometre (Kruuse)

e Steril yumusak doku operasyon seti
e Steril serviyet bezi

e Steril eldiven

e Cerrahi dikis ipligi (ipek - 2/0)

e Enjektor (2 ml)

3.2.1.2. Ozmotik pompa

Ozmotik pompalar fare, sigan ve

diger laboratuar hayvanlarinda  yapilan
aragtirmalar igin dizayn edilmis implante
edilebilir minyatiir pompalardir. Uygulanacak
kimyasal ajanlari pompanm tipine gore saatte
025 -10 ul

hizlarda bir giinden dort haftaya kadar degisen

arasinda degisen kontrollii
siireler boyunca infiize edebilirler. Deri alt1 ya
da periton i¢i implante edilerek sistemik
uygulamalar i¢in kullanilabildikleri gibi bir
kateter aracihigiyla intravendz, intraarteryel ya
da herhangi bir hedef organa infiizyon

amactyla da kullanilabilirler.

Yarigegirgen
membran

Akis yavaslatici

Osmotik
tabaka

Gegirgen
olmayan
rezervuar

Test maddesi

Sekil 1. Ozmotik pompanin yapis
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Pompalar ozmotik yer degistirme esasina gore calisirlar. I¢ ige gegmis iic
silindirden olusurlar. En dig tabaka selilozik yapida yan gegirgen bir zardir. Bu
silindirin i¢inde, en igteki gecirgen olmayan rezervuan cevreleyen asiri doygun bir tuz
¢ozeltisi (ozmotik tabaka) vardir. En icte bulunan rezervuar deney hayvanina
uygulanacak madde ile doldurulur. Pompa implante edildiginde dokulararasi sivi,
pompada bulunan tuz ¢bzeltisi ile arasindaki ozmotik fark nedeniyle yar gegirgen
membrani gegerek pompaya girmeye baglar. Bu sivi tuz tabakasinin genlesmesine neden
olarak en icteki esnek test maddesi rezervuarina baski yapar. Bu baski sonucu test
maddesi akis moderatorii yoluyla pompa disina itilir. En dis membran sert bir yapida
oldugu ve genlesemedigi i¢in dokulararasi sivinin pompaya giris hizi ile pompaya

doldurulmus olan test maddesinin disartya pompalanma hizlar1 aymdir.

3.2.1.3. Pompalarm doldurulmasi

implantasyon éncesi pompalara doldurulacak olan DADLE ¢ozeltisi 5 mg/ml
konsantrasyonunda (% 0,5) hazirlandi. Tkiser ml hacimli 24 adet ozmotik pompa igin
240 mg DADLE 48 ml steril distile su i¢inde ¢ozdurildi. Steril kosullarda, 24 adet
pompaya, hazirlanan % 0,5 ‘lik DADLE ¢ozeltisi, diger 24’tine de serum fizyolojik
dolduruldu.

Steril ortam saglandiktan sonra oda 1sisindaki DADLE ¢ozeltisi ve serum
fizyolojik hava kabarcigl kalmamasina 6zen gosterilerek enjektére gekildi. Enjektoriin
ucuna kiit uglu doldurma kaniilii takildi ve kaniil dik olarak tutulan pompa igine tst
kisimdaki agikliktan ucu pompamin dip kismina ulasacak sekilde ilerletildi. Enjektordeki
sivi yavasca pompaya enjekte edildi. Kaniil gikarildiktan sonra aym acikliktan akis
moderatorii  tizerindeki kapak pompaya temas edecek sekilde yerlestirildi. Akas

moderatoriiniin yerlestirilmesiyle pompanin ucunda olusan sivi damlasi silindi.
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3.2.1.4. Anestezi ve operasyon

Operasyon oncesi tartilan ve viicut agirliklari not edilen siganlara ketamin/
xylazin anestezisi uygulandi. Anestezi igin ketamin 75 mg/kg, xylazin ise 10 mg/kg
dozunda aym enjektore cekilerek intramuskuler olarak uyguland:. Interskapular bolge

tiras ve dezenfekte edilerek operasyon i¢in hazirlandi.

Operasyon ig¢in kullanilacak alet, malzeme ve operasyon alaninin sterilizasyonu
saglandi. Anesteziye giren sicanlar operasyon ortiisii tizerine yiiz tistii yatirildi. Makasla
interskapuler bolgede deri iizerine yaklasik 1 cm genisliginde sagital bir kesik yapildi.
Yapilan kesitten sokulan bir hemostatik pensle deri alti bag doku kaudale dogru kit
olarak diseke edilerek pompanin sigabilecegi bir cep olusturuldu. Pompalar akis
moderatoriiniin bulundugu u¢ kaudale gelecek sekilde, acilan cep icine yerlestirildi.
Operasyon yarasi ipek iplik kullanilarak basit ayri dikisler ile kapatildi. Operasyon
sonrasi hayvanlar bireysel kafesler i¢inde ayilmalart icin hazirlanmis olan 1sitilmig
odaya alinarak viicut 1silari takip edildi. Anesteziden ¢ikan ve viicut isilari normale

dénen sicanlar deney odasina alindi.

Sekil 2. a, b.
Deri altinda
ozmotik
pompalarin
verlestirilecegi
cebin
olugturulmast.

Sekil 2. a Sekil 2. b

Sekil 3. a, b.
Ozmotik
pompalarin
olugturulan
cebe
verlestirilmesi.

Sekil 3. a Sekil 3. b
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3.2.2. Kan drneklerinin alinmasi

3.2.2.1. Kullanilan ara¢ ve malzemeler

e Sogutmali santrifiij (Medifriger BL, JP Selecta)

o Ug pargali, tek kullanimlik plastik enjektér; 2 ve 10 ml.
e Antikoagulansiz kapiller tiip.

e Deney tiipii; EDTA’T1 ve kuru.

e Sodyum sitrat; %3.8

e Heparin ¢ozeltisi; 7500 U/ml

3.2.2.2. Yontem
Kullanilacak tiim tiipler ve enjektorler dnceden numaralandirilarak hazirlandi.

Anestezi altindaki hayvanlar 6nceden numaralanmis plastik tablalar tizerine sirt
iistii yatirilip kollarindan bantlanmak suretiyle sabitlendiler. Kardiak ponksiyon igin
enjektorle mediandan sfenoid kikirdagin altindan girilerek kaniil hayvamn sol omzuna
dogru yonlendirildi. APTT, PT ve TT degerlerinin belirlenmesinde kullanilacak kan,
onceden 0.2 ml % 3,8’lik sodyum sitrat ¢ekilerek hazirlanmis olan 2 mI’lik enjektorlere
(sodyum sitrat / kan orani; 1 / 9) alindi. 2 mI’lik hacmin dolmasindan sonra enjektor
kaniilden ayrldi ve pihtilagma siirelerinin belirlenmesi igin her hayvan i¢in iki adet
antikoagulansiz kapillar tiip dolduruldu. Sonrasinda kaniile takilan heparin ile

kaplanmig 10 mI’lik enjektdrlere kan alindi.

Heparinli kanin 0,5 ml’si akyuvar sayilari belirlenmek {izere ayri bir tiipe alindi.
Kalan kan santrifiije edilerek askorbik asit, MDA ve total antioksidan (TAD)
degerlerinin belirlenmesi igin plazmalari ayrildi. Sodyum sitrathi kanlar santrifiije edildi
(3500 devir/dak., 15 dk.), APTT, PT ve TT degerlerinin belirlenmesi igin plazmalari
ayrildi.



3.2.3. Beyin doku dérneklerinin alinmasi ve homojenizasyon

3.2.3.1. Kullanilan ara¢ ve malzemeler

e Sogutmal santrifiij (Medifriger BL, JP Selecta)
e Derin dondurucu (Argelik)

e Homojenizator (Ultra Turrax — IKA)

e Dijital biiret (Isolab- Digitrat 50ml)

e Hassas terazi (Precisa — 125ASCS)

e pH-metre (Hanna Instruments — HI 9321)

e Plastik kapakl tiip (Eppendorf)

e Bugz, buz akiisi, termos

e Saat camu

e Makas, disli penset, bistiiri ucu

e Tampon ¢ozelti (140 mM KCI igeren 20 mM Tris-HCI, pH 7,4)
e 25 ml kapakl plastik santrifiij tiipi

3.2.3.2 Yontem

Kan alinarak sakrifiye edilen hayvanlar yiiz istii ¢evrilerek kafatasi tizerindeki
deri tabakasi uzaklagtirildi. Egri uglu bir otopsi makasi ile cranium ile atlas arasindaki
baglanti ayrildi. Agiga ¢ikan foramen occipitale magnumdan sokulan makas ile her iki
yandan yaklagik olarak parietal ve temporal kemiklerin birlesim yerine kesikler atildi.
Daha sonra her iki goziin i¢ agilarim birlestirecek sekilde lakrimal kemiklere atilan bir
kesikle kafatasinin st gatisini olusturan parietal ve frontal kemikler uzaklastinldi.
Agiga ¢ikan beyin dokusu bir pensetle kafatas: iginden biitiin olarak ¢ikarilarak pH’s1
7,4 olan, 140 mM KCI igeren 20 mM’lik Tris-HCl soguk tampon ¢ozeltisi igine
daldinlarak yikandi, kurutma kagidi ile fazla sivi alindi ve derin dondurucudan ¢ikarilan
bir saat camu lizerine alnarak tartildi. Agirlign not edilen doku buz i¢inde bekletilen

santrifiij tiipti i¢ine konuldu. Uzerine dijital biiretle agirhgimn 10 kati oraminda soguk
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bir saat cami iizerine alinarak tartildi. Agirhgi not edilen doku buz i¢inde bekletilen
santrifiij tiipii i¢ine konuldu. Uzerine dijital biiretle agirligimin 10 kati oraninda soguk
tampon ¢ozelti cklendi. Homojenizatér ucu tiipiin igine daldirilarak beyin doku
homojenize edildi. Homojenizat sogutmali santrifiij ile 20.000 g ve 4 °C’de 10 dakika

santrifiij edildi. MDA ve TAD degerleri belirlenmek {izere stipernatantlar ayrildi.

3.2.4. Analizler

3.2.4.1. Koagulasyon parametrelerinin belirlenmesi

3.2.4.1.1. Kullanilan ara¢ ve malzemeler

e Koagulometre (KC1 — Amelung)

e APTT, PT ve TT Kitleri (Diagnostica Stago)
o CK.Prest2 (APTT)
o Neoplastine Cl Plus 2 (PT)
o STA Thrombin 2 (TT)

e Antikoagulansiz kapiller tiipler

e Kronometre

e Otomatik pipet (100, 200 pl)

e (elik bilye

e 0,025 M CaCl ¢ozeltisi
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3.2.4.1.2. Pihtilagma siiresinin belirlenmesi

Pihtilagma siireleri kapillar tiip yontemi (22) ile belirlendi. Her hayvan igin iki
adet antikoagulansiz kapiller tiipe kan dolduruldu. Iki dakikalik bekleme siiresinden
sonra kapiller tiipiin bir ucuna yakin kisminda cam testeresi ile bir ¢entik olusturuldu.
Bu noktadan kirilan tiipiin her iki pargasi arasinda fibrin iplikgiklerinin varhg kontrol
edildi. Ayni igleme fibrin olugumu goriilene kadar 30’ar saniye araliklarla devam edildi.

Iplikgikler goriildtigiinde pihtilagma siiresi not edildi.

3.2.4.1.3. Aktive Parsiyel Tromboplastin Siiresinin (APTT) belirlenmesi

Test kitinin iginde bulunan reaktif 2’nin tamami reaktif 1’e eklendi ve oda

sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve hafif¢e ¢alkalanarak homojen hale getirildi.

Koagulometre ¢aligtirilarak 37 °C’ye ulagmasi beklendi. 0,1 ml Plazma
koagulometredeki plastik tiipe pipetlendi ve tiipiin i¢ine ¢elik bilye atildi. Plazmanin
iizerine 0,1 ml reaktif eklendi ve 37 °C’de 3 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
tiipe, kronometre aktif hale getirilerek 0,1 ml 0,025 M CaCl, pipetlendi. Pihtimin
olugmasiyla birlikte otomatik olarak duran kronometredeki zaman degeri okunarak not

edildi.

3.2.4.1.4. Protorombin Siiresinin (PT) belirlenmesi

Test kitinin iginde bulunan reaktif 2’nin tamamu reaktif 1’e eklendi ve oda

sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve hafifce ¢alkalanarak homojen hale getirildi.

Koagulometre ¢alistirilarak 37 °C’ye ulagmasi beklendi. 0.1 ml Plazma
koagulometredeki plastik tiipe pipetlendi ve tiipiin igine ¢elik bilye atildi ve 37 °C’de 2
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipe, kronometre aktif hale getirilerek 0,1 ml
reaktif pipetlendi. Pthtimin olugmasiyla birlikte otomatik olarak duran kronometredeki

zaman degeri okunarak not edildi.



3.2.4.1.5. Trombin siiresinin (TT) belirlenmesi

Test kitinin iginde bulunan reaktif 2 ml distile su ile sulandirildi. Oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve baloncuk olugsmamasina dikkat edilerek hafifce

galkalanarak homojen hale getirildi.

Koagulometre ¢ahstirilarak 37 °C’ye ulagmasi beklendi. 0,2 ml Plazma
koagulometredeki plastik tiipe pipetlendi ve tiipiin igine gelik bilye atildi ve 37 °C’de 2
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipe, kronometre aktif hale getirilerek 0,2 ml
reaktif pipetlendi. Pthtimn olugsmasiyla birlikte otomatik olarak duran kronometredeki

zaman degeri okunarak not edildi.

3.2.4.2. Lokosit sayim

Lokosit sayilar elektronik impedans esasina dayali olarak otomatik kan sayim

cihazi (Medonic 570) kullanilarak belirlendi.

3.2.4.3. Total antioksidan diizeyi (TAD) ‘nin belirlenmesi

Beyin doku ve plazmada total antioksidan diizeyleri (TAD) Erel (30, 31)

tarafindan gelistirilen kitler kullanilarak otoanalizirde (Aeroset — Abbott) belirlenmistir.

3.2.4.4. Beyin dokuda protein miktari tayini

Beyin dokuda protein miktar1 Lowry (61)'nin yontemine gore belirlenmis ve

beyin dokudaki MDA ve TAD miktarlar belirtilirken protein miktarina oranlanmigtir.
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3.2.4.5. Malondialdehit (MDA) miktarmn belirlenmesi

3.2.4.5.1. Kullanilan ara¢ ve malzemeler

Santrifij (Heraeus, Labofuge 400)

Su banyosu (Niive — BM600 )

Spektrofotometre (Shimadzu, UV 1201)

Hassas terazi (Precisa — 125ASCS)

Vorteks kanigtinie1 (IKA-MS2)

Isiticih manyetik karistirict (Elektromag — M221, M22)
Ayarlanabilir otomatik pipet (100-1000 pl; 1-5 ml)
Dispenser (2-10 ml)

Vidali kapakli cam deney tiipti

Balon joje

Tiip sporu

3.2.4.5.2. Kullamlan kimyasal maddeler

Trikoloroasetik asit (Riedel-de Haén, C,HC130,, Katalog No.27242)
2-Tiyobarbitiirik asit (Fluka, C4HsN,O,S, Katalog No: 88481)
1,1,3,3-Tetraetoksipropan (Fluka, C;1H2404, Katalog No: 86570)
n-Butanol (Riedel-de Haén, C4H,;(0O, Katalog No: 34931)

Etanol (Riedel-de Haén, C2H¢O, Katalog No: 32221)
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3.2.4.5.3. Kullamlan soliisyonlar ve hazirlamslar

o Triklorasetik asit soliisyonu: (%20) (TCA):

200 g Trikolorasetik asit tridistile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi.

e Tiyobarbitiirik asit soliisyonu (% 0,67) (TBA):

1,675 g Tiyobarbitiirik asit tridistile suda ¢6ziilerek 250 ml’ye tamamlandi
(buzdolabinda saklandi).

e 1.1.3.3.Tetraetoxipropan (TEP) (Standart soliisyon):

0,494 ml 1.1.3.3.Tetractoxipropan etanol ile 100 mI’ye tamamlandi. Bu

karigimdan 0,1 ml alinarak tridistile su ile 100 mI’ye tamamlandi (20 umol/l).

3.2.4.5.4. Analiz prosediirii

MDA’nin analizi Yoshioka ve ark.’in (124) gelistirdigi “Tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeleri” yontemi ile yapildi. Analiz igin numune sayist kadar vidali kapakli
cam deney tiipii numaralanarak kor ve standart tiipleri ile birlikte bir tiip sporuna dizildi.
Standart tiiptine 0,5 ml TEP standard1 pipetlenirken, deney tiiplerine 0,5’er ml numune
(plazma / beyin doku homojenizati) pipetlendi, kér tiipiine ise bir sey konulmadi. Deney
ve standart tiiplerine 2,5 ml, kor tiiptine ise 3 ml TCA soliisyonu eklendi. Tiim tiiplere 1
ml TBA soliisyonu eklendi ve vorteks mikserde karistinldi. Tipler kapaklan sikica
vidalanarak kaynar su banyosunda 30 dak. tutuldu. Siire bitiminde akan su altinda
sogutularak tiim tiiplere dispenser ile 4’er ml n-Butanol eklendi. Tiipler vorteks
mikserde karistirldi ve 3000 rpm’de 10 dk. santriftj edildi. Ayrilan butanol tabakasi
ayr1 tiiplere aliarak absorbanslan spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda kore karg
okundu. Absorbanslar asagidaki formile konarak MDA degerleri nmol/ml olarak
hesaplandi.
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MDA (nmol/ml)=

Ornegin absorbansi

x20

Standartin absorbansi

Tablo 2. Malondialdehit (MDA) analiz prosediirii

Deney Kor Standart
1. Plazma 0,5 ml - -
2. Standart - - 0,5 ml
3. TCA sol 2,5ml 3ml 2,5ml
4. TBA sol 1 ml
51 Vortex
6. Su banyosu (100 °C) 30 dk
A Sogutma
8. n-Butanol 4 ml
9. Vortex
10. Santrifiij (3000 rpm, 10 dak.)
4. Butanol tabakasinin ayr tiipe alinmasi
125

Koére karst absorbansin okunmasi: A = 535 nm

p=
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3.2.4.6. Askorbik asit (Vitamin C) miktarinin belirlenmesi

3.2.4.6.1. Kullamlan ara¢ ve malzemeler

Santriftij (Heraeus, Labofuge 400)

Su banyosu (Memmert -WB22)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV 1201)

Hassas terazi (Precisa — 125ASCS)

Vorteks karnigtiricr (IKA-MS2)

Isiticih manyetik karistiricr (Elektromag— M221, M22)
Ayarlanabilir otomatik pipet (100-1000 pl; 1-5 ml)
Dispenser (2-10 ml)

Cam deney tiipli

Balon joje

Tiip sporu

Parafilm

3.2.4.6.2. Kullamlan kimyasal maddeler

Trikoloroasetik asit (Riedel-de Haén, C;HCI30,, Katalog No0.27242)
2.,4-Dinitrofenilhidrazin (Fluka, C¢HgN4O4, Katalog No: 42210)

Tiyotire (Riedel-de Haén, CH4N,S, Katalog No: 33717)

Bakar 11 stilfat pentahidrat (Riedel-de Haén, CuO4S 5H,0, Katalog No: 12849)
Siilfiirik asit (% 95-98) (Merck, H,SOj, Katalog No: 100713)

Askorbik asit (Riedel-de Haén, Cs HgOg, Katalog No: 33034)
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3.2.4.6.3. Kullanilan soliisyonlar ve hazirlamislan

Triklorasetik asit soliisyonu: (%6) (TCA):

60 g Trikolorasetik asit distile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi.

2.4-Dinitrofenilhidrazin ayraci:

2 g kristal madde 100 ml 4,5 M silfirik asit i¢inde ¢dzdiruldd, filtre kdgidindan
gecirildi.

Tiyoiire soliisyonu (%S5):

5 g Tiyoiire bir miktar distile suda ¢dziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
(buzdolabinda saklandi)

Bakarsiilfat soliisyonu:

0,94 g bakarsiilfat bir miktar distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
Renk ayracr:

20 kisim 2,4-Dinitrofenilhidrazin ayracina 1 kisim bakir siilfat, 1 kisim tiyotire
solisyonu eklendi.

Siilfiirik asit:

o 4,5M : 75 ml distile su sogutularak konsantre silfurik asitle 100 ml’ye

tamamlandi.
o 12 M: 33 ml distile su sogutularak konsantre siilfiirik asitle 100 ml’ye
tamamlandu.

Askorbik asit standart cozeltileri:

50 mg askorbik asit 50 ml %6 TCA iginde ¢6zdurildi. Boylelikle 1 mg/ml

konsantrasyonunda stok soliisyon elde edildi.



Stok soliisyondan belirli miktarlar alinip 50 ml’ye tamamlanarak Tablo 3.” deki

sekilde dilue edildi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli olan soliisyonlar hazirlandi.

Tablo 3. Askorbik asit standart soltisyonlari i¢in dilusyon tablosu

Stok soliisyonu Toplam hacim Askorbik asit
(ml) (ml) konsantrasyonu (pg/ml)
1 0.1 50 2
2 0.3 50 6
3 0,5 50 10
4 0,6 50 12
5 0.9 50 18
6 1 50 20
A 12 50 24
8 1,8 50 36
9 2 50 40
3.2.4.6.4. Analiz prosediirii

Askorbik asit analizi Haag (40)'m yontemine goére yapildi Analiz i¢in 6rnek
sayist kadar santrifiij tiipii numaralanarak bir tiip sporuna dizildi. Tiiplere 0,5’er ml
plazma ve tizerine 1 ml %6 TCA soliisyonu pipetlendi. Vorteks mikserde
karistirldiktan sonra 3000 devir/dak. 4° C’de 15 dakika santrifiij edildi ve
siipernatantlar numaralanmig yeni tiiplere alindi. Deney tiiplerinin yam sira 0,5 ml % 6
TCA igren kor tiipti ve askorbik asit stok ¢ozeltisinin hazirlanmig olan dilusyonlarindan
0,5%er ml iceren 9 adet tiip hazirlandi. Tiim tiiplere 0.2’ser ml renk ayraci eklendi ve
tiipler agizlari parafilmle kapatilarak 38 C’ ye ayarlanmis su banyosunda 4 saat inkiibe
edildiler. Inkiibasyon sonunda iizerlerine 1'er ml 12 M siilfiirik asit eklenen tiipler
vorteks mikserde karigtirildilar ve absorbanslari spektrofotometrede 520 mm dalga

boyunda kore karst okundu.

(9%}
(5]



Tablo 4. Askorbik asit analiz prosediirii

1 Deney Kor Standart
2 Plazma 0,5 ml - -

3 % 6 TCA 1 ml - -

4 Vorteks - -

5 Santrifij 4°C /3000 rpm /15 dak. | - -

6 Siipernatant 0,5 ml - -

7 % 6 TCA - 0,5 ml -

8 Standart sol. - - 0,5 ml
9 Renk ayraci 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
10 Su banyosu (38 °C 4 saat)

11 12 M H,S0O4 1 ml

12 Vorteks

13 Kore karsi absorbansin okunmasi: A =520 nm
3.2.4.6.5. Sonuclarin hesaplanmasi

Hazirlanmis askorbik asit stok soliisyonundan elde edilen dilusyonlarin kére

kars1 absorbanslan okunarak not edildikten sonra, her dilusyonun askorbik asit

konsantrasyonu ve verdigi absorbans bir tabloya tagmarak Excel (MS® Office 2003)

programinda bir x-y dagilim grafigi olusturuldu (Sekil 4.). Olusturulan grafikteki veri

serisi igin dogrusal bir egilim ¢izgisi eklendi. Bu egilim dogrusunun denklemi grafik

iizerinde gosterildi. Test tiipleri i¢in okunan absorbanslar elde edilen denkleme

konularak her numune i¢in askorbik asit konsantrasyonlan hesaplandi.
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1,8
1,6
14
1,2
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Absorbans

20 30 40 50

Konsantrasyon (ug/ml)

[— Egilim dogrusu

Sekil 4. Askorbik asit analizi kalibrasyon grafigi
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BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Viicut 1silan

Gruplarin giinliik viicut 1s1 ortalamalarina ait grafik Sekil 5.’de gosterilmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark gozlenmemistir.

| = Kontrol
37,90
\ — Deneme |
37,70 ‘ |
=) B
e 37,50 %
(=
i,
» 37,30 - = -
-
3 37,10
s |
36,90
670+ + "1 T T T T 1
1 3 5 i 9 6 13 SEISRZT 19 21
Giinler

Sekil 5. Kontrol ve 28 giin boyunca % 0,5 lik DADLE verilen sicanlarin Viicut isilart

Giinliik ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.

4.2. Koagulasyon parametreleri

Pihtilasma siiresi  (PS), Aktive parsiyel tromboplastin zamani (APTT),
Protorombin zamani (PT) ve Trombin zamani (TT) sonuglari Tablo 5.de verilmistir.
Trombin zamani deneme grubunda kontrole oranla uzamistir (p<0,05). Diger
parametrelerde her iki grup arasinda istatistiksel agidan dnemli bir fark gozlenmemistir.

APTT, PT ve TT degerleri Sekil 6.a’da, PS ise Sekil 6.b de grafikle gosterilmistir.
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Tablo 5. Koagulasyon parametreleri

x + Sy
APTT K 10,00 1.3
(sn) D 10,23 0,7
PT K 14,76 0,5
(sn) D 1527 1.3
g il I K 22,71 | B
(sn) D 47,90 4,0

*

PS K 4,25 0.4
(dk) D 394 0,3

K: kontrol, D: deneme, APTT: aktive parsivel tromboplastin zamani, PT: protrombin zamani, TT:
trombin zamani, PS: pihtilasma siiresi

* Kontrol ve deneme gruplarina ait ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel diizeyde onemlidir.
(P<0,05)

‘ @ Kontrol

90 4 ‘l Deneme
‘ — 8

10

75 1

(sn)
(dk)

| APTT PT hp g PS

Sekil 6.a. APTT, PT ve TT degerleri Sekil 6.b. PS degerleri

* Kontrol ve deneme gruplarina ait ortalamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel diizeyde Gnemlidir.
(P<0,05)
Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.




4.3. Lokosit sayilar

Lokosit sayilari Tablo 6.’da ve Sekil 7.’de gosterilmektedir. Gruplar arasinda

istatistiksel agidan 6nemli bir fark gozlenmemistir.

Tablo 6. Lokosit sayilar

X + Sy

Lokosit K 6,35 0,51
(10°/mm’) D 610 0.48

K: kontrol, D: deneme,

i
68 | @ Kontrol
- m Deneme
6,6

6,4 |
6.2

5,8
5,6
5,4
5,2

10.000/mm3
()

Lokosit sayilan

Sekil 7. Likosit sayilart

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar: seklinde gosterilmistir.
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4.4. Total antioksidan diizeyleri (TAD)

Beyin doku ve plazmada belirlenen total antioksidan diizeyleri Tablo 7.’de
verilmistir. Gruplar arasinda plazma ve beyin doku total antioksidan diizeyleri agisindan
istatistiksel oGnemde bir fark gézlenmemistir. Degerler ait grafikler Sekil 8.a. ve 8.b.” de

gosterilmistir.

Tablo 7. Plazma ve beyin dokuda TAD

X + Sx
TAD (Beyin doku) K 4 115992 0,18
(mmzllgtzﬂrlgtxeienfi“iv-/ D 11810 0,10
TAD (Plazma) = 4
(mmol trolox equiv./l) D 0,745 0,01

TAD: total antioksidan, K:Kontrol, D: Deneme.

oo AN @ Kontrol o @ Kontrol
m Deneme B Deneme

= I

8 24—

0 = 075 1

= 2

E 115 g

é_ 3 o7

% 11 ‘_3

: 2

g E 065

3 105 — —

E

10 0,6
TAD (Beyin doku) TAD (Plazma)

Sekil 8.a. Beyin dokuda TAD Sekil 8.b. Plazmada TAD

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.
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4.5. Malondialdehit (MDA) diizeyleri
Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri Tablo 8.’de

verilmistir. Degerlere ait grafikler Sekil 9.a. ve b.’de gosterilmistir. Degerler agisindan

her iki grup arasinda istatistiksel 6nemde bir fark gozlenmemistir.

Tablo 8. Plazma ve beyin dokuda MDA degerleri

X + Sx¥
MDA (plazma) K 10415 0,32
(nmol/ml) D 10,967 0,22
MDA (beyin doku) | K 0,7999 0,04
(nmol/mg protein) D 10,8262 0,05

MDA.: malondialdehid, K:Kontrol, D: Deneme.

08— |wKontrol 15 - N | @ Kontrol
m Deneme ® Deneme
0,85 |- "
= 10,5
'§ 08
g g 10
o 075 3
E E 95
3 £
E 07 B
= 9
0,65 o
06 8
MDA (Beyin doku) MDA (Plazma)

Sekil 9.a. Beyin dokuda MDA diizeyleri Sekil 9.b. Plazmada MDA diizeyleri

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklart seklinde gosterilmistir.
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4.6. Askorbik asit (AA) diizeyleri

Plazma askorbik asit diizeyleri Tablo 9.’da verilmistir. Degerlere ait grafikler
Sekil 10.’da gosterilmistir. Plazma AA diizeyleri agisindan her iki grup arasinda

istatistiksel dnemde bir fark gozlenmemistir.

Tablo 9. Askorbik asit diizeyleri

% + Sy
AA ) 83 0,92
(uMol/L) (D 21,96 0,70

AA:Askorbik asit; K:Kontrol, D: Deneme.

24 —

vl Kontrol |

B Deneme

(uMol/l)

Askorbik Asit

Sekil 10. Plazma Askorbik asit (AA) diizeyleri

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklari seklinde gosterilmistir.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

DADLE’nin yer sincaplaninda dogal HIM ile aym etkinlikte hibernasyon
olusturan 28 giinlik stirekli enfiizyonunun siganlardaki etkilerinin incelenmesinin
amaclandigr bu calismada deneme ve kontrol grubu hayvanlarin viicut 1sis1, 16kosit
sayilar1, koagulasyona iliskin parametreler (APTT, PT, TT ve PS degerleri) , plazma ve

beyin dokuda TAD ve MDA degerleri ve plazma askorbik asit degerleri incelenmistir.

Yapilan kaynak taramasinda DADLE’nin siganlarda uzun siireli uygulanmasina
iliskin bir arastirmaya rastlanilamadi. Bu ¢aligmada ise % 0,5°’lik DADLE ¢6zeltisinin
2,5 pl/saat hizinda 28 giin siireyle stirekli deri alt1 enflizyonu viicut 1sisinda istatistiksel

o6nemde bir degisiklige neden olmadi (Sekil 5.).

Applebaum ve Holtzman (2) fiziksel kisitlanma stresi uyguladiklar1 siganlarda
DADLE’nin intraserebroventrikiiler (ICV) verilmesinin viicut 1sisinda artisa, stres
uygulanmamus hayvanlarda ise diismeye neden oldugunu bildirmektedirler. Vybiral ve
Jansky (110) yaptiklan cahismada tavsanlara hipotalamus igine 50 pg DADLE
uyguladiklarinda kisa siireli bir hipotermi bulgulamiglar, DADLE’nin aym yolla daha
diisiik dozda (5 pg) ve intravendz uygulamada (500 pg) viicut 1sis1 tizerine herhangi bir
etkisinin gozlenmedigini belirtmislerdir. Tsao ve ark. (105) DADLE’ yi intraperitoneal
(iP) olarak 4 mg/kg, Yu ve ark. (125) ayni yolla 18 mg/kg dozunda uyguladiklarinda

farelerde viicut 1sisinda bir degisim gézlemlememislerdir.

Literatiirden de izlenildigi gibi DADLE uygulamasinin viicut 1sis1 iizerine
etkileri uygulama yolu, doz (110) ve tire (79) gore degisiklikler gosterdigi gibi
hayvanin uygulama sonrasinda strese maruz kalip kalmamasi da viicut 1sisinda diisme

ya da yiikselmeye yol agacak kadar zit sonuglar dogurabilmektedir (2).

Bu veriler 15:181inda genel olarak DADLE’nin MSS igine yapilan uygulamalarda
doza bagli olarak hipotermik bir etki gosterebilirken, sistemik uygulamalarda viicut 1s1s1

lizerine bir etkisinin olmadig: sdylenebilir.
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Yapilan literatiir taramalarinda bugiine kadar DADLE’nin ya da diger delta
opioidlerin koagulasyona yonelik parametrelere etkilerinin incelendigi herhangi bir
calismaya rastlamlamamistir. Ancak yapilan ¢alismalarda hibernasyonun (6, 28, 123,
128) ve keza DADLE’ nin (43, 104, 105, 106, 126, 127) sinir koruyucu etkilerinin
oldugu ileri siiriilmiis, Drew ve ark. (28) sinir korunumuyla ilgili adaptif mekanizmalari
inceledikleri derlemede hipokoagulasyonun hibernasyonda oénemli bir néroprotektif

mekanizma oldugunu belirtmislerdir.

Bu ¢alismada DADLE uygulanan grupta TT degeri artarken (p<0,05) gruplar
arasinda APTT, PT ve PS degerleri agisindan istatistiksel ©onemde bir fark
gozlenmemigtir (Tablo 5.). Yapilan ¢alismalarda (96, 97) hibernasyon esnasinda a-2
makroglobulin (a-2M) diizeyinin arttigi ve bunun da hipokoagulasyondan sorumlu
oldugu belirtilmistir. a-2M koagulasyon zincirinde faktér Xa’ yi1 baglayarak, aktive
olmus bu faktérii intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma mekanizmalarinin  kesisim
noktasinda inhibe eder (68), ayrica trombini baglar (32) . Bu ¢aligmada pihtilasma
zincirindeki bu iki 6nemli unsuru (FXa ve trombin) sinayan TT ‘deki uzama deneme

grubu hayvanlarda 0-2M diizeyinin artmis olma olasilig ile agiklanabilir.

Lokopeni, hibernasyonun karakteristik 6zelliklerinden biri olmasinin (6, 62, 85,
95, 102, 123, 128) yam sira, hibernasyonda goriilen diger bir potansiyel sinir koruyucu
adaptasyondur (28) ve hibernantlarin iskemi-reperfiizyon hasarlarina kars1 gosterdigi
toleransin temellerinden birini olusturur. Hibernasyon esnasinda énemli 6lgiide diisen
l6kosit sayisimin, uyanma sirasinda hizh bir sekilde normal diizeye donmesi (36, 62, 85,
95), hiicrelerin depolandig: ve hazirda bekledigi seklinde, yani vaskiiler endoteldeki
marjinasyonlariyla agiklanmaktadir (28). Yasuma ve ark. (123) hibernasyondaki yer
sincabi plazmasmin sigan mikrovaskiiler endotel doku kiiltiiriine uygulandiginda
endotel hiicrelerinde doza bagh olarak ICAM-1 (interseliiler adezyon molekiilii)
ckspresyonunun artigim ve bunun da I6kositlerin endotele yapismak suretiyle
marjinasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir. House ark. (48) hiicre Kkiiltiirii
kullanarak yaptiklar1 in vitro galismada DADLE’nin dogal 6ldiiriicti (Natural Killer,
NK) hiicre aktivitesini, Wang ve ark. (113) DADLE nin dalak hiicre kiiltiiriinde antikor
ve lokotrien C4 olusumunu baskiladigini bulgulamiglardir. DADLE nin ve opioid

agonistlerin immun diizenleyici etkilerini konu alan ¢alismalar (33, 44, 69, 91, 120)
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yapilmig olmasina ragmen, yapilan taramalarda sistemik DADLE uygulamasimin 16kosit
sayilar tizerine etkilerinin incelendigi bir aragtirmaya rastlanilamamistir. Bu ¢alismada
% 0,5°lik DADLE ¢ozeltisinin 2,5 pl/saat hzinda 28 giin siireyle stirekli deri alti
enflizyonu sonucunda deneme grubunda 16kosit sayisimin  kontrol grubu ile
karsilastinldiginda diisik oldugu ancak iki grup arasindaki farkin istatistiksel dneme
sahip olmadig1 saptand: (Tablo 6.). Opioidler tarafindan olusturulan immun diizenleme
opioidlerin immun sistem hiicreleri iizerine direkt etkileri ya da, opioidlerin MSS
yoluyla indirekt olarak immun sistemi etkilemeleri seklinde iki temel mekanizma ile
ortaya ¢ikabilir (117). Delta opioid agonistlerin ozmotik pompa yoluyla siirekli
verilmesinin immunosupresif etkili oldugu belirtilmistir (83). Bu ¢aligmada deneme
grubu hayvanlarda 16kosit sayisinda kontrol grubuna oranla goriilen diisiis istatistiksel
6nemde olmasa bile, benzer bir imunosupresif etkinin genel bir sonucu olabilecegi gibi,
hibernasyondakine benzer bir mekanizma ile 16kositlerin marjinasyonunun artmasindan

da kaynaklanmus olabilir.

Hibernasyonda metabolik aktivitenin yogun oldugu interskapular kahverengi yag
dokuda askorbik asit, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
diizeyleri artar (12). Hibernant hayvanlar plazma ve serebrospinal sividaki 3-5 kata
varan askorbik asit artis1 sayesinde, sik sik periyodik olarak uyanmanin ve yeniden
1simmanin yarattigi siddetli oksidatif stresten korunurlar (27, 29, 102). Artan antioksidan
savunma hibernasyon fizyolojisinin énemli noroprotektif bilesenlerinden biridir (28,
29). Yapilan taramalarda DADLE’nin kronik olarak sistemik uygulanmasinin
antioksidan diizeyleri ve oksidatif stres iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya
rastlamlamamustir.  Tsao ve ark. (105) IP olarak uygulanan (2-4 mg/kg) DADLE’ nin
merkezi sinir sisteminde dopaminerjik néronlarda metamfetamin’in olusturudugu hasara
karsi koruyucu oldugunu bulgulamislar ve DADLE nin bu koruyucu etkisini delta-
opioid reseptorlerinin aktivasyonunun yani sira in vitro olarak da antioksidatif bir ajan
olarak rol oynamasina baglamislardir. Rebrova ve ark. (84) delta opioid reseptor
agonistlerinin izole, perfiize sigan kalbinde antioksidan etkileri oldugunu, oksidatif
stresi azalttifini, Maslov ve Rebrova (67) delta-2 reseptor agonistlerinin olusturdugu
antioksidan etkinin izole perfiize sigan kalbinde serbest radikal hasarina kars1 koruyucu
oldugunu belirtmiglerdir. Bu bulgularla celiskili olarak, DADLE’nin delta opioid

reseptorleri stimiile ederek, G-proteinler araciligiyla ATP’ye duyarli potasyum
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kanallarimin agilmasini sagladigi ve bunun serbest radikal olusumuna neden oldugu da

bildirilmektedir (14, 77, 90).

Bu ¢ahgmada ise % 0,5°’lik DADLE ¢ozeltisinin 2,5 pl/saat hizinda 28 giin
siireyle siirekli deri alti enfiizyonu sonucunda deneme grubunda plazma askorbik asit,
plazma ve beyin dokuda total antioksidan diizeylerinin diistiigii ve buna uyumlu olarak
plazma ve beyin dokuda MDA diizeylerinin yiikseldigi ancak gruplar arasindaki farkin
istatistiksel olarak énemli olmadig saptandi (Tablo 7, 8, 9.). DADLE’nin diisiik dozda,
uzun siireli siirekli perfiizyonunun antioksidan savunmada bir iyilesmeye ve dolayisiyla
oksidatif streste bir azalmaya neden olmamasi, diisiik dozlarda maddenin, Tsao ve ark.
(105) nimn belirttigi sekilde serbest radikalleri elimine edici bir antioksidan ajan olarak
etkimesinden ¢ok opioid bir agonist olarak delta opioid reseptorlerle etkileserek ATP’ye
duyarh potasyum kanallarimin agilmasini sagladigi ve serbest radikal olusumuna neden

oldugu seklinde yorumlanabilir.

Bu calismada yer sincaplarinda dogal HIM ile ayni etkinlikte hibernasyon
olusturan 28 giinliik siirekli DADLE enfiizyonu TT’de 6nemli &l¢ilide uzamaya neden
olurken, noroproteksiyona yonelik diger parametrelerde istatistiksel onemde bir

degisiklik olugturmamustir.

Sonug¢ olarak bu doz ve siirede uygulanan DADLE’nin in vivo yapilan bu
calismada, organ prezervasyon preparatlart ve hiicre kiiltiirleriyle yapilan in vitro
caligmalarda oldugu gibi belirgin doku koruyucu etkileri gézlenmemistir. Ancak bu
galismanin DADLE ‘nin farkli kronik dozlar ile yapilacak c¢aligmalara 151k tutacag:

kanisindayiz.
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BOLUM 6. OZET

Bu calismada ilk defa, DADLE’nin yer sincaplarinda dogal HIM ile aym
etkinlikte hibernasyon olusturan 28 giinliik siirekli enfiizyonunun = si¢anlardaki
etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir.  Incelenecek parametreler, hibernasyonun
néroprotektif Gzelliginin temelini olusturan hipotermi, antioksidan savunma, immun
diizenleme ve hipokoagulasyon’a iliskin bazi fizyolojik ve hematolojik parametreler

arasindan secgilmistir.

Aragtirmada 247i kontrol ve 24> deneme grubunu olusturmak {izere toplam 48
adet genc erkek Wistar albino sigan kullamldi. Deney grubu hayvanlara D-Ala%, D-
Leu’-Enkephalin (DADLE), kontrol grubuna ise serum fizyolojik igeren ozmotik mini
pompalar interskapular bélgeye implante edildi. Béylece 28 giinlik deney stiresince,
deneme grubu siganlar % 0,5’lik DADLE ¢ozeltisini 2,5 pl/saat hizinda surekli olarak
deri alti yolla aldilar. Tim hayvanlarin viicut 1sis1 deney stiresince giinlitk olarak

izlendi.

Deney sonunda deneme ve kontrol grubu hayvanlarin 16kosit sayilari, APTT,
PT, TT ve PS degerleri, plazma ve beyin dokuda TAD ve MDA degerleri ve plazma

askorbik asit diizeyleri incelendi.

Deneme grubu hayvanlarda kontrol grubuna oranla TT degerinin arttigs
gozlendi. Tiim diger parametreler yoniinden gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel

dneme sahip olmadigi bulgulandi.
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BOLUM 7. SUMMARY

The Effects of D-Ala?, D-Leu’-Enkephalin (DADLE) on Some Parameters Related

to Neuroprotective Adaptation in Rats

In this study, for the first time, it is aimed to investigate the effects of D-Ala?,
D-Leu’-Enkephalin’s (DADLE) 28 days continuous infusion to rats, that induces
hibernation in ground squirrels with the same efficiency of natural HIT (hibernation
induction trgigger). Investigated parameters have been selected among hypothermia,
physiological and hematological parameters related to antioxidant protection, immune
regulation and hypocoagulation which constitutes the bases of the neuroprotective

feature of hibernation.

A total of 48 young Wistar male albino rats were used. Animals were divided
into control and experimental groups each consist of 24 rats. Osmotic mini pumps
containing DADLE and saline implanted to interscapular region of experimental and
control groups of animals respectively. Therefore, experimental group animals received
a 0,5 % DADLE solution subcutaneously with a pumping rate of 2,5 pl/h during 28
days experimental period . Body temperature of all animals scored daily throughout the

experiment.

Leukocyte numbers, APTT, PT, TT values, coagulation time, total antioxidant
and MDA levels in plasma and brain and plasma ascorbic acid levels of experimental

and control groups animals were investigated.

It was found that TT increased in experimental group compared to control. It
was determined that differences between all other parameters were not statistically

significant.
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