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ONSOZ

Uziim, insanlik tarihinin her asamasinda var olan mey velerden biri olma 6zelligini
tasimaktadir. Bilim tarihinde de beyin fonksiyonlarina duyulan merakmn ayn1 dlciide eski,
ancak hala giincel oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu proje ile iki konu bilimsel arastirma
ortamina taginmustir. Birincisi tiziim cekirdeginin antioksidan etkisi, digeri ise beyin
fonksiyonlarindan 6grenme ve bellegin anatomik yapilaridir. Her iki konu da diiny ada en ¢cok
arastirilan konular arasinda yer almaktadir. Ticari kay gilardan uzak olarak, bu ¢alisma i¢cinde
iziim ¢ekirdeginin in vivo etkisi ve sonuglar1 in vitro etkilerle karsilastirilarak arastirildi.
Beyin arastirmalarinda en cok konu edilen yapilardan hippocampusun tabakalar1 incelenerek
hem patolojik degisiklikleri agiklayacak, hem de beynin 6grenme ile ilgili y apilarin
fonksiy onlarina 151k tutacak bilgilere ulagildi. Ulkemizde gidadan saghga uzanan ara
basamaklarda yapilacak olan temel arastirma caligmalarina katki sunacak olan bu projenin
sonugclar1 yeni aragtirmalarla gelistirilmeyi beklemektedir. Bilimsel deneyin olmaz ise olmazi
olan tekrarlanabilirlik kapis1 da aciktir. Biiyiik zahmetlerle elde edilen bu sonuglarin daha ileri
calismalara yol gosterici olmasi en biiy ik beklentimizdir.

Bu calisma siiresinde ve daha dncesinde gerek laboratuvar olanaklarin1 gerek ise engin
bilgisini karsiliks1z bize sunan Prof.Dr. George Paxinos’a (Neuroscience Research Australia,
Sydney ) tiim destekleri icin minnettariz. Laboratuvar ¢calisanlarimiz Veteriner Hekimi
Barbaros Sahin ve Laborant Erdin¢ Karatas emekleri ile bu projeye destek oldular. Projenin
Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (2008 TPF 005) ve TUBIT AK
(108 S 157) tarafindan desteklenmesi, bilimsel agidan bagimsiz bir ¢alisma ortaya
konulmasini sagladi. Bu agidan biitiin proje personeli her iki kuruma ve destekleyen

calisanlara tesekkiirlerini sunar.
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Ozet

Baslk: Hiphoksik—isker'r'lik Beyin Hasarit Modeli Uy gulanan Yeni Dogan Si¢anlarda Uziim
Cekirdegi Oziitii’niin Ogrenme-Bellek ve Hipokampus’un Histolojik Yapis1 Uzerine Etkisi

Amag:

Bu ¢alismada iiziim ¢ekirdegi dziitiiniin yenidogan siganlarda hipoksik iskemik ensefalopati
modeli ile olusturulan beyin hasarinda koruyucu etkisi olup olmadig arastirildi. O grenme ve
bellek fonksiyon kaybi ile hipokampus piramidal néron sayilar1 arasindaki iliski arastirildi.
Gereg, yontem:

Denizli y oresi sezon iiriinii tiziimlerin pekmez atig olan ¢ekirdeklerden liy ofilize tiztim
cekirde gi oziitii hazirland1. Oziitiin antioksidan 6zelligi ve fenolik bilesik icerigi saptandi.
Erigkin sicanlarda enjeksiyonla 6ziit verilerek plazmada ve beyin dokusunda antioksidan
kapasite Ol¢iildii. Hipoksik iskemik ensefalopati deney1 i¢in kullanilan yenido gan sican
yavrular1 dort gruba ayrildi. 1.Grup: hipoksik iskemi modeli uy gulanarak liy ofilize iiztim
cekirdegi oziiti (cilt alt1 enjeksiyonu) ile tedavi edildi, 2.Grup: liziim ¢ekirde g 6ziitii ile
tedavi edildi, 3.Grup: saglikl kontrol, 4.Grup: Hipoksik iskemi modeli uy gulandi. Si¢anlar
eriskin hale gelince su tanki ve sekiz kollu labirent 6grenme testleri uy gulandi. Cikartilan
beyinler tartild1 ve histopatolojik degerlendirmeye alindi. Sag hipokampus CA3-2 alt
bolgelerinde stereolojik y ontemlerle (optik parcalama) piramidal néron say imi y apildi. Hiicre
gruplarinin hasardan etkilenme derecelerini saptamak i¢cin immunohistokimyasal y ontemlerle
kalsiyum baglayan protein boyalar1 yapildi (Parvalbumin, NeuN). Immunpozitif hiicreler H-
Score Hesaplamasi yapilarak degerlendirildi.

Bulgular:

Elde edilen liyofilize iiziim ¢ekirde g Oziitiiniin literatiirde bildirilen drnekler diizeyinde
antioksidan maddeler icerdigi gosterildi. Cilt alt1 6ziit enjeksiy onunun sican plazmasinda
antioksidan kapasitey1 istatistiksel olarak anlamh diizey de artirdig1 (p<0,05) beyin dokusunda
ise degisiklige yol agmadi@ saptandi (p>0,05). Su tanki testinde 1.Grubun diger gruplara gore
en kotii performansa sahip oldugu goriildii. Sekiz kollu labirent testinde 4.Grubun
performansi diger gruplara gore daha diisiiktii (p<0.05). Beyin agrlig1 ortalamasi bakimindan
1.Grubun en diisiik agirliga sahip oldugu saptandi (p<0,05). Saghipokampal CA3-2
bolgelerinde piramidal néron sayis1 bakimindan gruplar arasinda fark saptanmadi.
Parvalbumin pozitif hiicrelerin 1.Grupta arttigl, NeuN pozitif hiicrelerin ise azaldi1g saptandi.
(her iki parametre i¢in p<0,05).

Sonug:

Liyofilize hale getirilen iiziim ¢ekirdegi dziitiiniin antioksidan madde i¢eriginin yiiksek
oldugu gosterildi. Cilt alt1 enjeksiyonla uy gulanan iiziim ¢ekirdegi oziitiiniin hip oksik iskemik
ensefalopati olusturulmus sigan yavrularinda uzun donemde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir iyilesme saglamadig, , hipokampus CA3-2
bolgesi piramidal noéronlarda parvalbumin pozitif hiicrelerde artisa, NeuN pozitif hiicrelerde
azalmay a neden oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: vitis vinifera, parvalbumin, NeuN, hipokampus, piramidal noron,
yenidogan
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Abstract

Title: Effects of grape seed extract on histological structure of hipokampus and learnin g-
memory in the hypoxic-ischemic neonatal rats

Aim:

In this study, the grape seed extract was investigated that it has whether protective effect on
induced brain injury in hypoxic ischemic encephalopathy model of neonatal rat.

Relationship between the number hippocampal pyramidal neurons and memory dy sfunction
was investigated.

M aterials, methods:

Freeze-dried grape seed extract was produced from byproduct of grape juice from seasonal
grapes of the Denizli region. Antioxidant properties and phenolic content of the extract was
determined. Antioxidant capacities in plasma and brain tissue were measured in the extract
injected adult rats. The newborn rats used to establish the hypoxic ischemic encephalop athy
model were divided into four groups; Group 1: hypoxic ischemic encephalopathy was
performed and treated by freeze-dried grape seed extract (subcutaneous injection); Group 2:
treated by grape seed extract, Group 3: healthy controls, Group 4: hypoxic ischemia model
was performed. Learning tests of the water maze and eight-arm maze were performed after
the rats become adult. The removed brains were weighed and evaluated about
histopathological changes. The pyramidal neurons of CA3-2 sub-regions of the right
hippocampus of the rats were counted by the stereological methods (optical fractionator).
Immunohistochemical methods to stain calcium-binding protein (Parvalbumin, NeuN) were
performed to determine the degree of damage of affected neuron cell groups. Immunpositive
cells were evaluated by H-Score calculation.

Results:

It is shown that the produced freeze-dried grape seed extract contained antioxidant substances
at the level of that reported in the literature. Subcutaneous injection of the extract significantly
increased the antioxidant capacity of plasma of rats (p <0.05), but there was no changes in
brain tissue (p> 0.05). Water maze performance of Group 1 was the worst in the groups. The
eight-arm maze performance of Group 4 was significantly lower than the other groups (p
<0.05). The means of the brain weight was the lowest in Group 1 (p <0.05). There was no
difference between the groups the total number of right hippocampal pyramidal neurons in
CA3-2 area. H-Score of parvalbumin-positive cells were higher, and the NeuN positive cells
were lower in 1. Group then those of the others (p <0.05 for two parameter).

Conclusion:

Freeze-dried grape seed extract has been shown to have a high content of antioxidant
substances. Subcutaneous injection of the grape seed extract did not provide a significant
improvement compared with the control group in the long term. It was shown that freeze-
dried grape seed extract injection in rat pups subjected to hypoxic ischemic encephalopathy
caused to increase in parvalbumin-positive pyramidal neurons, to decrease in NeuN-positive
pyramidal neurons in right hippocampal CA3-2 areas.

Key words: vitis vinifera, Parvalbumin, NeuN, hippocampus, py ramidal neurons, neonatal



GIRIS

Beyin arastirmalar1 giiniimiiziin en yay gin arastirma alanlarindan birisidir. Bu konu
gerek sinir sistemi fonksiyonlarinin ¢oziimlenmesi, gerek ise sinir sistemini ilgilendiren
hastaliklara tedavi olanaklar1 y aratilmas1 agisindan bilim insanlarmin ilgisini cek mektedir.
Perinatal donemde serebral iskemik olaylarin 2-4/1000 do gum olacak kadar yay gmliga
ulastign g6z oniine alindiginda bu ilginin nedeni anlasilabilir (VANNUCCI, 2000). Yenido gan
hipoksik iskemik ensefalopatisi (HIE) iilkede iilkeye degisen bir prevalansa sahiptir.
Ispanya’da yapilan ¢alismada HIE goriilme siklig 0,49/1000, izlanda’da ise 1,4/ 1000 olarak
bildirilmistir (GARCIA-ALIX, 2009; PALSDOTTIR, 2007).

Dogum sirasinda olusan hipoksi ve iskeminin yol actig beyin hasari, yeni do gan
Oliimleri ve norolojik hasarlarin baslica nedenlerindendir. Erken dogum ve dogum sirasinda
olusan kordon dolanmasi, aspirasyon gibi olay lar 6liim ve beyin hasar1 gelisimini
artirmaktadir, yasay an bebeklerde de %25-30 oraninda zeka geriligj, iist motor noron tipi
felcler, 6 grenme zorlugu gibi sekeller goriilmektedir (VANNUCCI, 2000; GARCIA-ALIX,
2009; PALSDOTTIR, 2007; STOLL, 2004).

Bu hasarin olusumuna oksijen eksikligi ile ortaya ¢ikan oksidan maddelerin lipid,
protein ve polisakkaritlerin oksidasyonu ve DNA hasar1 yaparak yol actig bilinmektedir
(BUONOCORE, 2001). Tedavi ve ya koruma amaciy la antioksidan maddeler iizerinde
yapilan caligmalar olduk¢a yay gindir. Antioksidanlar ticari miistahzar olarak (E vitamini gibi)
elde edilebilecegi gibi, heniiz aragtirma seviyesinde olan, tam tanimlanmanus maddeler de
kullanilmaktadir.

Antioksidan maddelerin serbest radikalleri y akalay arak hipoksik iskeminin
olusturdugu tabloyu diizeltebildigi gosterilmistir (VOLPE, 2001). Uziim cekirdegi de bu
maddelerden biridir. Uziim ¢ekirdeginden elde edilen iiriinler icerik olarak elde edildigi
donem ve sartlar altinda oldukg¢a degiskenlik gosterir. Glintimiizde tiiketimi 6zendirilen tiziim,
kabugunda ve ¢ekirdeginde bulunan flavonoidler (catechin, epicatechin, procy anidins and
anthocy anins), fenolik asitler (gallic and ellagic acids) ve stilbenler say esinde kuvvetli bir
antioksidan etkiye sahiptir (YILM AZ, 2006). Bu maddelerin etkin serbest radikal temizleyici
oldugu, miyokard infarktiisiine kars1 korudu gu, aterosklerozu azalttig daha 6nceki
calismalarda da gosterilmistir (DA SILVA, 1991; SATO, 1999; YAMAKOSHI, 1999; FENG,
2005). Uziim ¢ekirdegi oziitiiniin, viicut agirligia gore esit dozlarda alian C ve E vitaminleri

ile kars1lastirildiginda daha tistiin antioksidan etki sagladig one siirtilmektedir (BAGCHI,



1997). Uziim cekirde §i oziitiiniin, yenidogan sican hip oksik-iskemik ensefalopati modelinde
lipid oksidasyonunu baskiladigi ve beyin hasarin1 azalttig1, dolayisi ile sinir hiicresini
koruyucu etkisi oldugu savunulmustur (FENG, 2005). Bu ve benzeri antioksidan amacla
kullanilan bitki tiirevi iiriinlerin y ararlar1, zararlar1, dozlar1 ve etki mekanizmalar1 konusunda
in vivo artamda y apilmis arastirma ve bilgi olduk¢a sinirlidir (PRASAINA, 2010). Yenido gan
HIE modelinde de 6 grenme, bellek ve hipokampus piramidal hiicre tabakasi iizerine iiziim
cekirdegi oziitiiniin etkilerini uzun déonemde inceleyen caligmay a rastlanmamustir.

Hipokampusun 6grenme ve yeni bellek olusumunda rol ald1g bilinmektedir (COHEN,
1993). Insanlarda ve hay vanlarda olusan hipokampus lezy onlar, bilgilerin kisa siireli
bellekten uzun siireli bellege aktarilmasinda gesitli sorunlara yol acar (SQUIRE, 1987).
Bellek olugmasi ile ilgili mek anizmalar {izerine yapilan caligmalarda hipokampus ilgi odag
haline gelmistir. Hipokampus serebrumun kortikal y apilarindan olmasinin y aninda ii¢ tabakal
yapist ile dikkat ¢eker. Burada bulunan sinir hiicreleri iki ana gruba ayrilabilir; temel néronlar
(pyramidal noronlar) ve diger néronlar. Temel ve diger ndronlar yapisal 6zelliklerine gore
kimy asal isaretleyiciler ile ayirt edilebilirler NOMURA, 1997). Bu néron gruplarinin da
kendi icinde fark hliklar1 s6z konusudur. Ug tabakali yap1 icinde ayr1 6zellikler gosteren
tabakalanmalar gérmek miimkiindiir. Bundan dolay1 hipokampus y ap1ilarmin fonksiyonel ve
morfolojik 6zellikleri tizerine yap1ilan arastirmalar halen giincelligini korumaktadir.

Bu bilgiler altinda hazirlanan bu arastirma projesi iki ana konu iizerine planlandi:

. Uziim cekirdeginden elde edilecek 6ziitiin antioksidan ozelliklerinin 7n vivo
ortamda arastirilmasi

. Yenido ganin hipoksik-iskemik ensefalopatisinde hipokampustaki hiicre
kay binin, bellek hasarinin 6zellikleri ve 6nlenebilirliginin y ani sira hipokampus yapisi ve
fonksiyonu agisindan hiicre gruplarinin 6zeliklerinin arastirilmasi.

In vivo y apilan temel arastirmalarin bir basamagi da deney sel hay van modelleridir. Bu
konuda gelistirilmis olan deney modelleri, hastalik bazinda belirli hasarlar1 taklit edecek
sekilde planlanmustir. Bunlar arasinda en yay gin olanlar1 sicanlar tizerinde gelistirilmistir.
Burada konu olan iskemi ile ilgili modeller fokal iskemik olaylardan, genel iskemik olaylara
kadar uzanan genis bir hasar taklidini icermektedir. Her aragtirmanin hipotezine y 6nelik
modifiye deney modelleri denenmektedir. Bu calismada da yeni dogan sicanlarm genel
hipoksik iskemik beyin hasarin1 taklit eden modifiye Levin modeli uy guland1 (LEVINE,
1960). Yenido gan doneminde olusan hasarin ileri y aglardaki etkilerinin gozlenebilmesi i¢in

hay vanlar eriskin oluncay a kadar beklenerek, modifiye bir deney ger¢eklestirildi.



Toplumsal ekonomiy e katki ve gelisim saglamak amaciy la, ticari olarak bulunan tiziim
cekirdeginden iiretilmis miistahzarlar yerine, y 6resel olarak iiretilen iiztimlerin
cekirdeklerinden proje ekibi tarafindan elde edilen 6ziit kullanildi.

Bu aragtirma ag¢isindan ii¢ hipotez one siiriildii:

1. Hipotez: Hipokampusa ait hiicre gruplar1 hip oksik-iskemiy e ay n1 6lciide duy arl
degildir.

2. Hipotez: Uziim cekirde§i icerdigi antioksidan 6zelligj sayesinde hipokampusdaki
hipoksik-iskemik hasar1 azaltir.

3. Hipotez: Hipokampustaki hiicre gruplarinin sayisal olarak hip oksik iskemiden
etkilenme diizeyleri ile 6 grenme ve bellek fonksiyonu arasinda iligki vardir.

Bu hipotezleri kanitlamak i¢in 6 grenme ve bellegin olusumunda gorev alan yapilardan
hipokampusun hiicre gruplarinin immunohistokimy asal 6zelliklerinden y ararlanarak hip oksik-
iskemiye kars1 duyarlihik farklar1 gdsterildi. Antioksidan oldugu kabul edilen {iziim ¢ekirdegi
Oziitiintin hip oksik-iskeminin meydana getirdig olumsuz siiregten koruyucu etkisi sinandi.
Deneyin etkileri 6 grenme ve bellek acisindan M orris su tanki ve sekiz kollu labirent testleri
ile dl¢iildii (MORRIS, 1981; OLTON, 1976). Histopatolojik degerlendirmede stereolojik
yontemler ve H SCORE degerlendirmesi uy guland1 (ERSOY, 2009; WEST, 1991). Burada
hip oksik-iskemi modeli hedef yapida hasar meydana getiren hastaliklari, iiziim ¢ekirdegi ise
hasar1 engellemek icin kullanilan ilaglar1 temsilen kullanildi.

Elde edilen bulgular literatiir bilgileri 1s1&inda tiziim ¢ekirdeginin antioksidan
ozellikleri, hipoksik iskeminin beyin hasar1 olusturma 6zellikleri ve hipokampus yapisal

ozellikleri acisindan tartigildi.



GENEL BIiLGILER

Uzom CEKIRDEGI ve ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI
Serbest radikallerin hiicre iizerindeki olumsuz etkilerinin fark edilmesi ile serbest

radikal y akalay1ic1 molekiillerin arastiriimay a basland1§ soy lenebilir (BAGCHI, 2000). Uziim
cekirdegi, zengin polifenol icerigi nedeni ile bu arastirmalara konu olmustur. Aynizamanda,
tiziimden elde edilen sarap, pekmez ve sira gibi liriinlerden artan iiziim kabugu ve
cekirdeginin ticari olarak degerlendirilmesi kay gisinin, bu iiriinlerin arastirma konusu
olmasinda katkis1 olabilir.

Serbest radikaller giiniimiizde artrit, hemorajik sok, ateroskleroz gibi hastaliklardan
iskemi- reperfiizy on hasarina kadar yiizlerce hastaligin olusmasindaki mekanizmalarda yer
almaktan sorumlu tutulmaktadir. Antioksidanlarin ise bu hastalik siireclerini olumlu y 6nde
engelleyecegi veya geri cevirecegi beklentisi vardir. Bu amagla, in vitro ortamda serbest
radikal baglayici olarak bilinen ve mey ve, sebze gibi dogal iiriinlerde bol miktarda bulunan
oligomerik proantosiy anidinler basta olmak {izere C ve E vitaminleri ile B-karoten gibi insan
sagliga faydal bilesikler bilimsel arastirma konusu olmuslardir. Epidemiy olojik
caligmalarda bu tiir dogal besinleri iceren diyetlerin daha uzun yasam sagladig ve
hastaliklardan korudu gu rapor edilmistir (HOCMAN, 1989; TEEL, 1992). Cesitli bitkilerdeki
proantosiy anidinler, elliptisin ve taksol, indol tiirevleri, ditioltionlar ve fitoostrojenlerin
antikanserojen vey a kemoprotektif oldugu ileri siiriilmiistiir (HOCMAN, 1989; TEEL, 1992).

Uziim cekirdegi ve tiirevleri en ¢ok arastirma konusu olan maddedir. Bunun nedeni
kimyasal iceriginin antioksidan 6zellikli maddeler agisindan ¢cok zengin olmasidir. Bunlar
arasinda E vitamini, flavonoidler (fenolikler veya polifenoller), linoleik asit ve oligomerik
proantosiy anidinler gelmektedir (HAMM ERSTONE, 2000). Dort binin iizerinde flavonoid
tanimlanmistir, bu maddeler mey ve-sebzenin renginden sorumlu oldugu gibi renksiz olanlar
da vardir (Sekil 1). Flavonoidler, ortasinda bulunan halk anin oksidasy onuna gore temel olarak
on dort sinifa ayrilsa da diyette alt1 grup olarak siniflanir (Sekil 2) (PETER SON, 1998).

Antosianidinler (delfinidin, sianidin, petunidin, peonidin ve malvidin gibi) kirmizi,
mavi, mor renkli maddelerdir. Dut, iiziim, kiraz pathcan gibi mey ve, sebzelere rengini verir.

Flavonoller (kuersetin, kaemferol ve kuersetagetin gibi), sogan, cilek, kiraz, brokoli,
elma, greyfurt, ¢cay ve lizlim ile tizlim iiriinii olan sarapta bol miktarda bulunur.

Flavanoller (flavan-3-ol’ler veya katesinler olarak da adlandirilirlar) proantosianidinler
flavanollerin dimer, trimer, oligomer ve polimerleridir. Bu grupta: katesin, epikatesin,

epikatesin gallate, and epigallokatesin-3-gallate vb yer alir. Kara iiziim, kirmiz1 sarap, ¢ayda



bol miktarda flavanol bulunur (Tablo 1).

s Catechin {C)
| = Gallocatechin (GC)
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| \ Isoflavanes _.-'! Lonchocarpane
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=+ Mivetin

Sekil 1: Flavonoidlerin siniflandirilmasi (izinli kopya © Nevit Dilmen,
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Flavonoids.svg).



Isoflavonoidler (isoflavon’lar da denir Orne gin genistein, diadzein, formononetin,
biokanin A, koumestan’lar).
Flavonlar (6rnegin: rutin, apigenin, luteolein, and krisin). Sogan, elma kabugu, cilek,

cay, limon, zeytin, kereviz, kirmizibiberde bulunur (Sekil 2).

OH
HO
Tumnt;giller
Kereviz o ] Flavanone o Soya sitii
Maydanoz OH K . Soya peyniri
¢ . |
OH O '.-' 1x‘1 OoH O OH
Flavone Isoflavone
R OH
HO o g
e
Brokoli Z0oH Yabanmersini
Sarmisak Kiraz-vigne
Sogan OH O OH Sarap
Flavonol Anthocyanin

OH Elma
Armut
Catechin Gay
Falvans

Sekil 2: Flavanoid yapis1 ve bulunusu. Propanoid yapis1 iki birlesik halk adan olusur.
Birinci (A) halka aromatiktir, ikinci (C) halka oksijen tasiy an heterojenik bir halka olup
karbon-karbon bag ile liciincii (B) halkaya baglanmistir. Bu flavonoidler digerlerinden C
halkas1 itibar1 ile farkli bir yap1ya sahiptirler. Flavanlar biflavanlari, katesinleri,
proantosiy anidinleri ve taninleri igerirler. Biflavan sekilde bir prosiy anidin olarak
gosterilmistir (PETERSON, 1998).

Flavanonlar (Ornegin: myricetin, hesperidin, naringin, narin genin). Limon, portakal ve

bunlarin sularinda bol miktarda bulunur.



Tablo 1: Flavanol’ lere ait kimyasal yap1 ve oligomerlerini gosteren tablo

(http://en.wikipedia.org/wiki/Flavan-3-ol).

Flavan-3-ol (Flavanoller)

Kimyasal Yapr Isim

-
=1

- Katesin, C, (+)-Katesin

L o -Epikatesin (cis)
If;l_.;
-CMI.MJ“ -~ - Epigallokatesin, EGC
N,
i
Epikatesin gallat, ECG
d o A
. " Epigallokatesin gallat,
T.];"-m.e . EGCG, (-)-Epigallokatesin
"L gallat
Y Y Epiafzelesin
e ---1 Fisetinidol
L L Guibourtinidol

e B e M eSkUItOI
2 e

O

- i | Robinetinidol

T

Formiil Oligomerler
CysH40¢ Proantosianidinler
C,5H40¢ Proantosianidinler
C,sH404 Prodelfinidinler
CH 3010

CyH 301y

Ci5H1405
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Cy5H40¢ Prorobinetinidinler



Uziim binlerce y1l 6nce 1slah edilmis bir bitkidir. Zen gin seker iceriginin yani sira
yapisinda bulunan antioksidan maddeler nedeni ile koruyucu, iyilestirici 6zellik leri oldu gu
eski toplumlarda da bilinmektedir. Hem mey vesinin hem de iiriinlerinin kutsal olarak kabul
edilmesi de bu 6zelliklerinden kay naklan maktadir. Ancak son zamanlarda kesfedilen, iiziim
cekirdeginde ve kabu gunda bulunan gallik asit, katesin ve epikatesin gibi kimy asallar
nedeniyle diyete antioksidan olarak eklenmesi arastirma konusu olmustur (YEM S, 2008).
Uziim tiiriine gore farklihk gosterse de bu antioksidan maddeler agisindan olduk¢a zen gin bir
mey vedir. Vitis rotundifolia v ary etesi M uskadin, Vitis viniferavaryetesi Merlot, Chardonnay
iiziimlerinde yapilan arastirmalarda gallik asit, katesin and epikatesin konsantrasy onu
bakilmis, Muskadin ¢ekirdeginde 68, 7 ve 69mg/100gd.m. Chardonnay cekirdeginde 10,
211 ve 303mg/100g d.m., Merlot ¢ekirdeginde 7, 74 ve 83mg/100g d.m. olarak bulunmustur
(YILM AZ, 2002).

Bu maddelerin dogal mey ve olarak tiiketilmesinden ortaya c¢ikan herhangi bir
olumsuzluk bildirilmemistir, ancak iiziim ¢ekirdegi gibi tiriinlerden elde edilen ekstraktlarin

tiiketimi ile ilgili giivenlik sinirlart heniiz calisma konusudur (RAY, 2001).

SINIR DOKUSU ve MERKEZI SINIR SISTEMININ OZELLIKLERI
Canli dokular yagamsal olaylar1 gerceklestirebilmek icin enerjiye ihtiy a¢ duyarlar.

Sinir dokusunu diger dokulardan ayiran 6zellikleri vardir. Ozellikle merkezi sinir sistemi bu
bakimdan ayrica ele alinmay1 gerektirecek farkliliklara sahiptir. Dinlenme halinde iken
toplam metabolizmanin %15°1 beyin faaliyetleri tarafindan olusturulur. Sinir hiicrelerinde
gerceklesen bu olaylar sirasinda gerekli enerjinin biiy iik kismi iy onlarm hiicre memranmdan
transportu icin gereklidir. Aksiyon potansiyelinin sinir uzantilari1 boyunca iletilmesi i¢in, iy on
transportunun da bu alanlarda siirdiiriilmesi anlamina gelmektedir. Bu da metabolizmann

ciddi oranda artmas1 demektir (JESPER SEN, 2012; PRESTON, 1997; FITCH, 1994).

Beyine kan akimi erigkin insanda ortalama her dakika i¢in 0,5-0,65 ml/gr beyin
dokusu olacak sekilde gerceklesir.(FITCH, 1994). Diger dokularin aksine sinir dokusu,
ozellikle beyin anaerobik metabolizma ile enerji elde etme konusunda gerekli enzimatik
yapilara sahip degildir ya da ¢ok kisith bir yetenegi vardir. Cok yiiksek enerji ihtiy acinin
olmas1 anaerobik yollardan elde edilen verimsiz enerji ile calismasma engel olmaktadir. Bu
nedenle oksijen ve glikojen depolanmas1 bakimmdan da fakirdir. Kandaki glikoz ise
insiilinden bagimsiz olarak beyin dokusun girer. Beyin fonksiyonu agisindan her an kan akimi

ile saglanan glikoz ve oksijene ihtiyac oldugu i¢in, ani akim yetersizlikleri bilincin kay bina



yol agabilir (PRESTON, 1997; FITCH, 1994; HAM NER, 2000). Bu nedenlerden dolay1 beyin
kan akimi siki bir diizenleme mekanizmasina sahiptir. M etabolizma, bu diizenlemed eki en
onemli faktorlerden biridir. Ug faktor beyin kan akimu kontroliinde giiclii etkiye sahiptir.
Bunlar,

karbon dioksid konsantrasy onu,

hidrojen iy onu konsantrasyonu ve

oksijen konsantrasy onudur.
Oksijen azlhig, karbon dioksid veya hidrojen iyonu artig1 beyin kan akimini arttirmaktadir.
Beyin damarlarinda PO, 20 mm H g’ nin altina diismesi beyin fonksiyonlar1 iflasina neden olur.
Arteriyel PCO,’de %70’lik bir art1s, beyin kan akimini y aklasik iki misli arttirmaktadir
(GUYTON, 2000). Viicut sivilarinda eriy en karbondioksidin olusturdugu karbonik asit
hidrojen iy onu artigina, bu da damarlarda vazodilatasy onayol acarak kan akim1 artisina yol
acmaktadir (PETERSON, 2011; KARIBE, 1994). Hidrojen iy onu konsantrasy onunun
artmasina neden olan durumlar beyin kan akim artisina y ol acarken, ndronal aktivitey1 biiyiik
oranda baskilamaktadir. Bu mekanizmanin y ani sira kan akiminin yeterli olmasi i¢in sistemik
arteriy el kan basincini 60-140 mm H g arasinda tutulmasi gerekir. Bu aralikta seyreden
basing degisiklikleri beyin kan akimini degistirmez. Daha yiiksek basing de gerleri
kanamalara, ddeme, daha diisiik degerler ise beslenme bozuklugu, iskemiye yol acar
(GUYTON, 2000). Ancak yenidogan doneminde beyin arteriel kan akiminin diizenlen me
mekanizmalar1 heniiz yeterli degildir. Oksijen azliginda bu mekanizmalar yeni doganda daha
da bozulur, beslenme sadece pasif basingla saglanir. Bu durum kapillerlerdeki perfiizy on
basmcinin kontrolsiiz degisimine neden olur, adaptasyon gerceklestirilemez. Yiiksek basinglar
tolere edilemedig icin periventrikiiler ve intraventrikiiler kanama riski artar (BASSAN,
2005). Sempatik innervasy onun kan-beyin akimu iizerine etkisi olmadig goriisii hakim olsa da
son calismalarda asir1 egzersiz veya uyarilma ile ortaya ¢ikan sempatik aktivasyonla artan kan
basincinin, kapillerlerde yirtilmalara yol acarak beyin dokusuna zarar verebilecek etkisini
azaltan, orta ve biiyiik arterlerde vazokanstriksiyona yol acan mekanizma gosterilmistir
(GUYTON, 2000; PETERSON, 2011; KARIBE, 1994; BASSAN, 2005; SEIFERT, 2011).

Beyinde, kapiller diizeyinde kan beyin bariyerini de olusturan siki bir hiicre iliskisi
bulunmaktadir. Diger dokulardan farkh olarak beyin dokusunda kapillerlerin etraf1 glia
hiicrelerinin uzantilar1 ile ¢epecevre sarilmistir (PATESTAS, 2006). Gri cevherin metabolik

hiz1 bey az cevhere gore daha fazla oldugu i¢in bu bolgelerdeki kapiller sayis1 da fazladir



(FITCH, 1994; GUYTON, 2000). Glia hiicrelerinin sagladig1 destek ile kapillerler beyin

dokusunu yiiksek basinca kars1 da korumanin yani1 sira gegirgenligi de kontrol etmis olurlar.

SINIR HUCRESININ ISKEMI ve HIPOKSIYE DUYARLILIGI

Beyin dokusu iskemi ve hipoksiye duyarli dokulardandir. M etabolik beyin zedelenmelerinde
hipoksik-iskemi en basta gelen nedenlerdendir. Do gum sirasinda mey dana gelen
olumsuzluklar yeni doganin hipoksik-iskemisine yol acar. Heniiz gelisimini tamamlamamis
beyin dokusu bu asamada maruz kald1g hip oksik-iskemi nedeni ile geri doniisiimii zor olan
kayiplara ugrar. Bu siire¢c HIE olarak adlandirilir. Buradaki beyin hasari, hip oksik-iskeminin
baslan gicindan reperfiizy on sonrasi iyilesme siirecine kadar devam eden bir dizi olay1 igerir
(DANI, 2004; VANNUCCI, 1997).

Beyindeki hasar, sinir hiicresinin nekrozu veya infarkt olarak meydana gelmektedir.
Dokunun tiimiinde (sinir hiicresi, destek hiicreler ve damar y apilart dahil) hasar olusmaktadir.
Olayn merkezinden cevresine dogru yayilan kademeli bir etkilenme s6z konusudur (HAKIM,
1998). M erkezdeki infarkt alaninda siddetli hasar olurken, cevresel yapilar hasarin derecesine
gore nekroz veya apopitoz ile kaybedilecek hiicrelerin yani sira, iyilesebilecek hiicreleri icerir
(PERLM AN, 2006; MEM EZAWA, 1992; VEXLER, 2001).

Iskemi ve hipoksinin beyin dokusundaki etkisi ile hiicre icindeki normal biy okimy asal
yollar bozulur. Oksijen azlig1 nedeni ile enerji elde edilmesinde anaerobik mekanizmalar
devreye girer. Normalde tolere edilebilecek diizeylerin iistiine ¢cikmay an maddelerin
birikimine neden olur (nikotinamid-adenin-diniikleotid, flavin-adenin-diniikleotid, laktik asit
ve H"). Anaerobik yoldan elde edilen enerji normal metabolizmanin devam etmesine
yetmey ecegi i¢in iyon pompalar1 bozulur, bu durum intraselliiler iyon ve su birikimine, y ani
sitotoksik ddeme yol acar. Ayrica eksitator aminoasitlerin aksonal u¢lardan salinarak
membran reseptorlerini uy armasi ile hiicre icine fazla Na', Ca'" iyonu girisine neden olur. Bu
siire¢ sirasinda y apimu tetiklenen diger maddeler prostaglandin, ksantin ve iirik asittir. Normal
metabolizmanin bozulmasi ile sitozolde biriken serbest yag asitlerinin serbest oksijen
radikalleri ile perokside olmas1 ortam den gesini daha da bozar. Enerji yetmezliginden
kaynaklanan iy on transp ortundaki bozukluk kalsiy um iy onlarinin hiicre i¢inde birikimine
neden olur. Bu olaya hiicre i¢i organellerden cikan kalsiyum iyonlar1 da eklenir. Kalsiyumun
aktive ettigi nitrik oksit ¢evre hiicrelere diffiize olarak toksik etki gosterir. Sonugcta hiicred eki
enerji ac181, asidoz, glutamat nitrik oksit, serbest radikal olusumu, Ca’™" birikimi ve lipit

peroksidasy onunun birlikte etkileri dnce hasara, sonunda da hiicrenin liimiine neden olur
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(VANNUCCI, 1997; HAKIM, 1998; PERLMAN, 2006; MEM EZAWA, 1992; VEXLER,
2001).

Tedaviye duyarhilik, hasari olugsma zaman ile y akindan ilgilidir. Yeni doganda bu
siire eriskine gore daha kisadir. Yeni doganda saatler, eriskinde ise giinler arasinda
degisebilen bu siirey e terap ttik pencere denir (PERLM AN, 2006; 45, LIN, 2011; PARK,
2006; ISLAM, 1995).

Yeni doganda hiicre yikim saatler iginde gerceklestigi icin tedaviye bir iki saat icinde

baslanmasi 6nerilir (VANNUCCI, 1997).

HIPOKSI-ISKEMININ OZELLIKLERI VE BEYIN DOKUSU UZERINE ETKILERI
Hipoksi kan akiminin azalmasimnin y ani sira, pulmoner veya plasental gaz degisiminin

bozulmasi sonucunda da goriiliir. Hipoksemi veya hiperkapni, oksijenin dokularda kismen
azalmasi1 vey a tamamen olmamasi halidir, doku kan akiminda azalma olarak
tanimlanmaktadir (VANNUCCI, 2000). Iskemi ile birlikte hipoksi, dokuda karbondioksid
fazlali@ (hiperkapni-hiperkarbi) ve asidoza yol acar (AM ATO, 2000). Beyin dokusunu
ilgilendiren hipoksi durumunda otoregiilasy on mekanizmalar1 bey nin arteriel kan akimim
artirir, ancak hipoksinin uzamasi bu refleksi bozar, kan akimi azalir (AM ATO, 2000; VOPE,
2001).

Insanda goriilen HIE nin arastirilmasinda laboratuvar ortaminda deney sel hay van
modelleri kullanilmaktadir. Kan akiminin azalmasini (tikanma) taklit i¢cin bir tarafta a.carotis
communis baglanir. Hipoksinin ger¢eklesmesi i¢in denek bir siire hipoksik ortamda tutulur
(Vannucct, 1990). Bu y6ntemin insandaki HIE hasarma benzer sekilde beyin hasarma yol
actig1 gosterilmistir. Deney sel modellerde iskemi tam ya da odaga 6zel (global, fokal) olarak
da gercek lestirilebilir. iskemi yaninda hipoksik ortamn y aratilmast ise hipoksi/iskemi olarak
adlandirimaktadir. Eriskindeki beyin metabolizmasi ile heniiz gelismekte olan beyinin
metabolizmas1 birbirinden farklidir. Bu nedenle yapilan deney sel ¢aligmalardaki y dntemler de
farklilik gosterir (VANNUCCI, 2004; HOCHACHKA, 1996; SCHM IDT-KASTNER, 1990).
Hastalik veya bu deneyler sonucunda kan akiminin azalmasinin derecesine bagh olarak beyin
dokusunda sirasi ile

elektron transport sisteminin inhibe olmasi,

ATP azalmasi,

serbest radikal olusumu,

s6z konusudur. Son olay ozellikle reperfiizy on ile en yiiksek seviyede gerceklesir. Bu

da reperfiizy on hasarmna yol acar.
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Hipoksi-iskemi sonucunda hiicre 6liimii apopitozis ve otofagositoz ve nekroz olmak
lizere ii¢ sekilde gelisir (M AJNO, 1995; BURSCH, 1996; CLARKE, 1990). ilk iki tip hiicre
kaybi1 daha ¢ok gelisim sirasinda goriilen fizyolojik siirecler olmasina ragmen, agr hiicre
zedelenmesi sonucu ortay a ¢ikan hiicre 6liimiinde otofagositoz daha ¢ok goriiliir (BURSCH,
1996; CLARKE, 1990; NIXON, 1993). Nekroz ise yalmzca dis etkilerle olusur. Iskemik
olaylarda birden fazla yolla hiicrelerin 6 liimiiniin gerceklestigi gosterilmistir (TRUMP, 1980).
Bu siireg:

oksidatif fosforilasy onun inhibisyonu,

hiicre zedelenmesi siireci aktivasyonu,

pH’da azalma,

ATP’de azalma ve buna bagl1 olarak serbest radikal y apiminin baglamasi,

intraselliiler Na" artis,

ATP ag1d1 sonucu Na'™-K* pompasinin yetmezligi ve membran depolarizasy onu
seklinde sey retmektedir.

Yukardaki olaylara ilave olarak iyon dengesizligi (6zellikle hiicre i¢i kalsiyum artisi)
ve hiicre i¢i kimy asal de gisikliklerin ortay a ¢ikmasi ile hiicre 6liim mekanizmalar1
tetiklenmektedir (Sekil 3) (LEE, 2000).

Her bir sonraki basamagin devreye girmesi geri doniisii zorlastirdi@ gibi ortaya
cikacak sonucun agirligini da artirmaktadir. Parcalanmaya ve durumun geri doniisiimsiiz hal
almasina neden olan maddeler (proteazlar, fosfolipazlar ve serbest radikaller) nekrotik siirecte
onemlidir. Kaspaz ve diger faktorlerle ilgili bilgiler olmasina ragmen iskeminin apoptozisi
nasil tetikledigi tam olarak aciklanamamaktadir (LIPTON, 1999).

Beyin kan akimi iskemiye duyarlidir. iskeminin baslangicinda 15 dakikadan az
olmay an bir siire ile kan akim y aklagik ii¢ kat artar (CRUMRINE, 1991; PULSINELLI,
1982).Takip eden giin i¢inde ise ciddi kan akim azalmasi olusarak normalin yarisina kad ar
iner (KAGSTROM, 1983; STEN, 1978).Iskemi sonras1 dokularda metabolizma
yavagladigindan glikoz kullanimi da azalir (KAGSTROM, 1983; JR EDM ONDS, 1985;
MICHENFELDER, 1990; KOZUKA, 1989). Kan akimimin ve glikoz kullaniminin azalmasi
lokal iskemilerde de goriilen bir durumdur (CHEN, 1995; MURPHY, 1990; BELAYEV,
1997, ZHAO, 1997).

Iskeminin etkiledigi mekanizmalardan bir digeri de kan-beyin bariyeridir (YANG,
1994). iskeminin ardindan altinci saatte solut maddelerin bariyerden gegisi katlanarak

artmaktadir, ancak bir giin sonra normale donmektedir (PRESTON, 1997). Beyin dokusunda
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protein tutulumu da iskemi sonrasinda goriilen olay lardandir. Reperfiizy on sirasinda endotel
hiicrelerinin etkilenmesi ve serbest radikal artis1 damar hasarini ileri boyuta tasir, bu da
dokudaki 6demin gelismesini hizlandiran ortam1 hazirlar (YANG, 1994; OLESEN, 1987).

Viicut sicakliginin diisiiriilmesi ise hiicre 6liimiinii azaltmaktadir (BAENA, 1997;
BAKER, 1992).Bu nedenle uy gulanacak deney sel hay van modellerinde sicakligin sabit
tutulmas1 6nemlidir.

Beyin dokusunun her alani iskemi ve hipoksiye kars1 ayn1 duy arlilikta degildir. En
duyarli olan bolgeler limbik sisteme ait kortikal alanlardir. Ayrica serebellum, striatum,
serebral korteksin derin tabakalar1 da iskemiye duyarli hiicrelerden olusmaktadir (NIXON,
1993).
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Sekil 3: Lee ve ark. makalesinden alman bu semada kirmizi oklar ile gosterilen yolakta beyin
dokusunda iskemi ile uyarilmig hiicre 6liimii sematize edilmektedir. Ayni anda mavi oklarla iskemiye
kars gelisen tolerans ve koruyucu mekanizma temsil edilmistir. Iskemi sirasinda glutamatm sinaptik
araliga bosaltilmast ve NMDA reseptorlerinin aktive edilmesi kalsiyum girigini artirmaktadir.
Kalsiyum ise sonunda hiicre 6liimii ile sonuglanan bir¢cok yolagr aktive eder (oksijen ve NO radikal
artist, katabolik enzimatik aktivasyon gibi). T am 6liimle sonuclanmayan zedelenmeler ayni zamanda
cogu NMDA reseptorleri ve kalsiyum kontrollu yolaklar iizerinden olan hiicre koruyucu sistemleri de
harekete gecirir. Koruyucu sistem agirlikli olarak sinir sonlanmalarmda GABA salinimini arttrrarak
glutamat salinimmi azaltyor olabilir. Bilyiik olasilikla GABA presinaptik olarak GABA-B reseptorleri
ve G proteinlerini etkileyerek glutamat salinimini azaltirken, postsinaptik membranda GABA-A
reseptorleri etkileyerek kalsiyum girisi ve membran depolarizasyonunu kontrol etmektedir (LEE,
2000).
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M itokondri hasar1 da hiicre 6liimiinde 6nemli dl¢iide role sahiptir (KLUCK, 1997;
KROEMER, 1998; YANG, 1997). iskemi sonucu mitekondrideki ATP diizey inin azalmasi,
serbest radikal olusumu, Ca’" tamponlama etkisinin ortadan kalkmas1 zedelenmeyi iist diizeye
tasimaktadir. Bu durum mitokondrial enzimlerin ¢alismasini ve mitokondri membranind aki
gecirgenligi etkilemektedir. Artan gecirgenlik mitokondri icinde iy on ve molekiillerin
birikimine neden olmaktadir. M embran transport proteinlerinin agilmasi apoptozu baslatan
proteinlerden birinin serbestlesmesine, bu da apoptozun baglamasina neden olmaktadir
(ESKES, 1998; REED, 1997).

Enerji metabolizmasi ve iy on konsantrasy onunun bozulmasinin etkiledigi diger bir
siirec de protein sentezidir. Iskemi sonras1 beyinde, protein sentezinde derin bir inhibisyon
gozlenir. Yikim sonucu olusan protein ihtiy aci karsilanamaz. Bu protein sentezi inhibisy onu
uzun siirecek olursa yikimin tamiri miimkiin olamay acagi i¢in hiicre kay bedilir. Deney sel
iskemi modellerinde deneyin 6zelligine gore bu inhibisyonun siiresi bir giine kadar uzay abilir.
(COOPER, 1977; WIDM ANN, 1993). Geri kazanilacak hiicrelerde protein sentezinin bir iki
giin i¢inde tamamen normale dondiigii gosterilmistir. Ancak kaybedilen hiicrelerde sentez
normale donmemektedir (WIDM ANN, 1993; DIENEL, 1980; DIENEL, 1986). Enerji acig
hiicre iskeletinin de cok mesine neden olur. Sinir hiicresine 6zgii transportu saglay an
mikrotubuler yapilar da bundan etkilenir ve dagilir. Bu durum da 6deme yol acar (KALIM O,
1982; KALIMO, 1981).

Tiim bunlarin yani1 sira yapisal zedelenmeyi hizlandiran baz1 faktorler s6z konusudur.
Bunlar:

Serbest Radikaller

Ca"" Bagimh Proteaz

Prostaglandinler ve Lokotrienler

Nitrik Oksit Uretimi

Aralarinda nitrik oksit’in de (NO) yer aldig serbest radikaller ¢ok kiiciik
konsantrasy onlarda olusan ve stabil bir yapiya sahip olmay an yiiksek enerjili bir many etik
alan olusturan molekiillerdir. Olustuklar1 bolgeden cok uzaklasamaz ve birbirleriyle birleserek
stabil bir molekiil olusturabilir vey a bagka bir molekiille birleserek yeni serbest radikal

olusturarak hiicre zari, DNA gibi yapilarda hiicre hasari ile sonu¢lanan zincir reaksiy onlarin

baslamasina neden olabilirler (VANNUCI, 1990; VANNUCI, 1997; MILDE, 1994).
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Hiicredeki oksijen kaynakl serbest radikallerin biiy iik boliimii serbestlesmeden sitokrom
oksidaz tarafindan rediikte edilir. Geriye kalan kii¢iik bir boliim siiperoksit any on radikalini
olusturan sitoplazma ve mitokondrideki oksidasy on-rediiksiy on olay larina katilir
(DELIVORIA-PAPADOPOULOS, 1998). Yani normal sartlar altinda da serbest radikaller
olusmaktadir (VANNUCI, 1997).

Hiicreler, serbest oksijen radikallerinin tahrip edici etkilerine kars1 kendilerini
korumak i¢in enzimatik ve enzimatik olmay an yollara sahiptir. Enzimler siiperoksit dismutaz,
endoperoksidaz ve katalazdir. Bu enzimler hidrojen peroksidi suya veya stabil oksijene
doniistiiriirler. Ek koruma mek anizmalar1 kolesterol, alfa-tokoferol (E vitamini), askorbik asit
(C Vitamini) ve glutatyon gibi tiyol iceren bilesiklerdir (VANNUCI, 1997; DELIVORIA -
PAPADOPOULOS, 1998). Serbest oksijen radikalleri hip oksik-iskemi sirasinda ve
sonrasinda cesitli yollarla olugsmaktadir. Bu yollardan birisi sitokrom oksidazin oksijenle tam
olarak doy gunluga ulasmadi @ durumda mitokondride serbest radikal olusumudur. Tam olarak
elimine edilemeyen bu molekiiller serbest dolasima gecer.

Hipokside membran reseptorlerinin asir1 aktivasyonunun yol agtify intraselliiler Ca™"
konsantrasy onunda artis, sitototoksisitede son basamaktir (Sekil 4, Sekil 5) (ANNUNZIATO,
2003). Bu olay ayrica fosfolipaz A aktivasy onu siklooksijenaz ve lipooksijenaz y ollari
tizerinden serbest oksijen radikallerinin olusumunu da artirarak olay1 hizlandirir. Serbest
oksijen radik alleri zincirleme reaksiy on sonunda membran lipidlerinin peroksidasyonu ile
membran lar1 parcalay arak hiicrelere zarar vermektedir (DELIVORIA-PAPADOPOULOS,
1998). Eksojen faktorlerin yan1 siran endojen korunma mekanizmalarmin yetersiz oldugu
durumlarda serbest radikaller ve siiperoksid, hidrojen peroksid gibi reaktif oksijen tiirleri doku
hasar1 yaratirlar. Heniiz gelisimini tamamlamamis prematiire bebeklerde stiperoksid dismutaz
ve glutaty on peroksidaz gibi enzim eksiklikligi nedeniyle hipoksi gibi dispozan faktorler daha

cok zarara yol acarlar.
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Sekil 4: Deney sel olarak t-butyl hy droperoxide (¢(BOOH) ile indiiklenmis hiicre
Oliimiiniin sematik aciklamas1 (ANNUNZIATO, 2003).
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Sekil 5: Reactive oxy gen species (ROS) ile uyarilmis apoptozun sematize edilmis
siireci (ANNUNZIATO, 2003).

Ca"" Bagimh Proteazlar hiicre icine asir1 miktarlarda giren kalsiyum tarafindan aktive
edilerek membranlarin parcalanmasinda rol oy narlar. Baslangigta proteaz aktivasy onu
reseptor ve transport sistemlerinin ¢cokmesine neden olur. (MILDE, 1994). Kalsiyumun hiicre

icinde artis1 ayn1 zamanda membran fosfolipidlerinin hidrolizi sonucu serbest yag asitlerinin
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ortaya ¢ctkmasini saglar, bunlarda hasarda etkili olur. (MILDE, 1994; DELIVORIA-
PAPADOPOULOS, 1998).

Prostaglandinler ve 16kotrienler dokularda y ay gin olarak bulunurlar. Hiicre i¢inde yer
alan bu otakoidler baz1 durumlarda hiicreler arasi siviya ve kana karigirlar. Vaskiiler tonus
tizerinde etkili olan bu maddelerin oncii molekiilleri, hipoksik iskemide olusan enerji ac181 ve
ardindan gerceklesen hiicre ici kalsiyum artis1 ile baslay an serbest y ag asitlerindeki artis ile
ortaya cikarlar. En onemlileri aragidonik asit ve lyso-PAF’dir (SIESJO, 1992). Bu maddeler
prostoglandin, l6kotrien ve trombosit aktive edici faktoriin (PAF) oncii maddeleridir (M ILDE,
1994). Prostaglandin ve lokotrienler, serbest radikal olusumu ve inflamasy onu artirarak beyin
zedelenmesinde rol almaktadir (SIESJO, 1992).

Dokuda yogunlugu degisen kalsiyum, ¢inko gibi elementlerin yan1 sira eksitator
aminoasitler ve diisiik pH beyin dokusunda fonksiy onel degisikliklere neden olurlar. iki
degerli kalsiyum, organizmadaki biy okimy asal reaksiy onda kofaktor olarak gorev yapmasi
nedeniy le metabolizma agisindan y agsamsal den gelerin diizenlenlenmesinde 6nemli rol oy nar.
Hiicre ici kalsiyum diizeyinin belli bir aralikta kalmas1 i¢cin enerji gerektiren diizenleyici
mekanizmalar vardir. Kalsiyum yogunlugunda meydana gelecek degisiklikler, 6zellikle hiicre
icinde artis1 hiicre fonksiy onlarimin bozulmasma neden olur (VANNUCI, 1997).

Hipoksik-iskemi sirasinda olusan enerji ac1g1, ATP azli@i nedeniyle kalsiyum
diizenleyici pompalarin ¢alismasinda yetersizlik ortaya cikar ve hiicre i¢inde kalsiyum
birikmeye baglar (DELIVORIA-PAPADOPOULOS, 1998). Hipoksi ile birlikte olan kan
akimindaki yetersizlik glikoz ve oksijen a¢igina, bu durum da enerji acigma yol agarak sinir
hiicresinin depolarizasy onuna neden olur. Dolay1s1 ile depolarize sinir u¢larindan sinaptik
araliga glutamat salinimi gercekleserek AMPA, kainate ve NM DA gibi reseptorleri uyarir. Bu
reseptorlerden hiicre icine kalsiyum girisi baglatihir (Sekil 3-5) (LEE, 1999).

Asil mekanizmasi bilinmemekle birlikte hipoksik ortamdaki néronlarda ¢inkonun da
biriktigi saptanmistir (FREDERICKSON, 1989). Cinkonun néron metabolizmasinda nasil bir
rol oynadig agiklanamamistir, ancak ¢inko bagimh aktif proteazlarla iligkili olabilece§i
diistiniilmektedir (TSUDA, 1997; CHOI, 1998; WEBER, 1996).

Glutamik asit basta olmak iizere beyindeki eksitator aminoasitler hipoksi, iskemi ile
baslatilan patolojik siireclerde ndron hasarinda rol oynarlar. Buradaki temel mekanizma yine
glutamat saliniminin artig1 ve hiicre icine kalsiyum girisinin baglatilmasi ile gerceklesmektedir
(DELIVORIA-PAPADOPOULQS, 1998). Normal uyar stirecinde sinaptik araliga salman

glutamatin presinaptik uca geri alimi nedeni ile sinaptik aralikta konsantrasy onu dengelidir
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(MILDE, 1994). Geri alim mek anizmas1 da ATP bagimli ¢alistig1 icin hip oksi iskemi
sirasinda geri alim mek anizmasi1 bozulur ve sinaptik glutamat konsantrasyonu artar, reseptor
stimulasy onu uzar (DELIVORIA-PAPADOPOULOS, 1998).

Glutamat’in da uyardidy ii¢ reseptor grubundan NM DA reseptorleri telensefalona ait
yapilardan beyin korteksinde, hipokampusun CA1 tabakasinda ve bazal nukleuslarda bulunur.
Diensefalonda ise talamik nukleuslarda saptanmistir. Ayrica serebellum korteksinde de
purkinje ve graniiler hiicre tabakalarinda yer alir. AMPA reseptorleri de ayni1 bolgelerin
degisik tabakalarinda yerlesmistir. Hipokampusun stratum lucidum tabakasinda k ainat
reseptorleri gosterilmistir. Aspartat bu ii¢ reseptor grubundan sadece NM DA reseptorleri ile
etkilesmektedir. Bu reseptorlerin membran katy on kanallar1 ile baglantili olmasi nedeni ile
kainat ve AM PA reseptorlerinin uyaris1 Na * gecisine yol acarken, NM DA reseptorlerinin
uyaris1 Na* ve Ca™" girisine neden olur (MILDE, 1994). Asir1 uyar1 sonucu 6zellikle NM DA
reseptor aracili@y la olusan olusan norotoksisite fetiis beyninde daha siddetlidir (KOZUKA,
1989). Hipokampus CA1 bolgesinde yogun olarak bulunan NM DA reseptorii hafiza ve
ogrenme agisindan 6nemli bir yap1 olmasinin y ani sira hipoksik iskemi sirasinda da
duyarhligin yiiksek oldugu bir alana karsilik gelir (DELIVORIA-PAPADOPOULOS, 1998).
Iskeminin akut doneminde olusan 6deme bagl olarak yukarda agiklanan mekanizmalarla
hiicre i¢i asir1 iy on birikmesi sonucu 24-72 saat icinde ani hiicre 6liimleri gerceklesmektedir.
(MILDE, 1994; SIESJO, 1992).

Hipoksi ve iskeminin yarattig hiicre ici-hiicre dis1 pH azalmasi sonucu enerji
metabolizmas1 bozulur. Oksijenli solunumda enerji verimliliginin yiiksek olmasinin y aninda
ortam pH s diisiirecek metabolitlerin ortaya ¢ikmamasi da s6z konusudur. Oksijensiz
ortamda gerceklesen reaksiyonlarda glikozun yikilmasi ortamda laktik asit ve H iy onlar
birikimine neden olarak ortam pH sin1 diisiiriir. Enerji ac18 nedeni ile iyon pompalarmin iyi
caligmamasi, iyon konsantrasy onunun hiice icinde artis1 ile organellerdeki metabolizma
olaylarmin daha da bozulmasina yol agar. Olayn derinlestigi durumda H" iy onlar1 ortanm
kararsizlagtirarak Ca*" iyonlarin1 bagl1 oldugu bolgelerden ayirarak intraselliiler iyon artisini
zorlar. Parcalanan glikozun yol agtig1 bu asidoz, iskemi hipoksi sirasindaki glikoz

konsantrasy onunun fazlaligi ile orantili olarak artar (SIESJO, 1992).

STEREOLOJIK YONTEMLER VE OPTIK PARCAL AMA

Uzaydaki iic boyutu ifade eden “stereo” kelimesi yay gin olarak bircok alanda

kullanilmaktadir. Ancak stereoloji derinlig goriillemeyen yapilarin inceleyen bilim dallarinin
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ortay a ¢ikardigi bir y6ntem bilimidir. M aden rezervlerinin sap tanmasindan, birbiri i¢indeki iki
biyolojik yapinin hacminin hesaplanmasina kadar genis bir alanda kullanilmaktadir.
Terminoloji olarak 1960’ larda bilimsel alanda telaffuz edilmesine ragmen temelleri
1630’larda Galileo’nun 6 grencisi Bonaventura Cavalieri’ye kadar day anir. Cavalieri’nin

ortaya attig bir teknik, hala cisimlerin hacimlerinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir.

Stereolojik y ontemler, ii¢ boyutlu olarak degerlendirilmesi imkansiz olan biy olojik
yapilardan alinan iki boyutlu kesitlerden yola cikarak, ii¢lincii boyut hakkinda bilgi edinmeyi
saglay an istatistik ve geometrik yontemler yumagidir. De gerlendirilmek istenen yapinin
boyutu ile uyumlu bir sonda sistemi kullan1ir. Burada mantik iki boyutlu kesitlerde ortaya
cikan boyut kaybi tizerine kuruludur. Eger bir nokta ile ilgileniliy or ise mutlaka ii¢ boy utlu bir
sonda kullan1lmahdir, ¢iinkii noktanin uzayda boyutu yoktur. Eger bir ¢izgi ile ilgileniliyor ise

iki boyutlu bir sonda kullanilmalidir. Bir alan ile ilgileniliy or ise bir boy utlu, hacim i¢in ise

nokta sonda kullanilmalidir (Sekil 6).

Sekil 6: iki boyutlu kesitlerle yapilan drneklemelerde ortaya ¢ikan boyut azalmasi
(http://stereoloji.blo gsp ot.com/p/stereoloji-nedir.html).
Sterio takma ad1 ile 1984 yilinda yayinlanan bir makalede disektor y onteminin

tanimlanmas1 mikroskobik yapilarda uy gulanan stereolojik y dntemlere yeni bir boy ut
kazandirmistir (STEREO, 1984). Stereolojik y 6ntemlerin en 6nemli 6zellikleri etkin, tarafsiz
ve kesin olmalaridir. Etkin, tarafsiz, gercek degerden sistematik sapma gostermeyen, giivenlik
sinirlart icerisinde istatistiksel olarak gercek degere en yakin sonug veren yontemler olmalart

nedeni ile tercih edilirler.

Stereolojik kurallara uy gun olarak yapilacak caligmalarin 6nceden belirlenmis

stratejiy e uy gun olarak islemesi gerekir. Bunun i¢in denek se¢iminden itibaren doku
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orneklerinin secimi ve hiicre say imi sirasind aki mikroskop alani se¢cimi, doku kalinlignin
secimi gibi her islemde 6nceden belirlenmis 6rnekleme stratejisi uy gulanir. Bu stratejinin
temel amaci hata oranimi en aza indir gemektir. Bununla ilgili yapilan ¢caligmalarda istatistiksel
yontemlerin 6nerdigi bir evreni en iyi temsil edecek drneklem sayis1 ve dagiliminin se¢iminde

kullanilan y 6ntemler temel alinmigtir.

Burada amag dokunun her alanina esit oranda érnekleme olasilig1 taninmasidir. Bunun
icin ras gele se¢me olasilig1 tantyan par¢alama y ontemleri kullanilir. Bunlar fiziksel
parcalama, diizeltilmis parcalama (smooth fractionator) (GUNDERSEN, 2002), ile saglanan
parcgalardan se¢im yapilirken sistematik rastgele yontem uy gulanirken doku igeriginin
y Oneliminde isector, orientator M ATTFELDT, 1990) gibi y 6ntemler kullanilarak rastgelelik
saglanir. Rastgele orneklemenin tarafsizligina ek olarak tiim alanlarin taranmasi olasiligini
saglamak icin sistematik bir 6ornekleme stratejisi secilir. Bunun i¢in dokunun i¢inden yeterli
say1da ornek alinacak sekilde bir aralik belirlenir (GUNDERSEN, 1988). Elde edilecek 6rnek
say1s1 say1ilacak hiicre yogunlugu ile orantil1 olmalidir. Ciinkii tiim 6rneklerden sayilacak
toplam hiicrenin 150-250 arasinda olmas1 yeterli kabul edilir. Burada hazirlanmig

nomogramlardan yararlanilarak en uy gun hata oran1 ile hesaplamanin y apilmasi planlanir

(GUNDERSEN, 1987).

Sistematik rastgele 6rnekleme stratejisi, belli bir 6rnekleme aralig saptanarak ilk
aralik icinden ras gele bir noktadan baslanip yapinm tamaminmn 6rneklenmesidir. Bu
orneklemenin 6zelligi sistematik olmasi yani1 sira dokunun her alanina esit 6rnekleme sans1
tanimasidir. Stereolojik bir ¢aligma yapilirken hay van seciminden, hiicre se¢imine kad ar

ornekleme gerektiren her seviyede sistematik rastgele drnekleme y apilmalidir.

Sayim ya da 6lciim yapilacak iki boyutlu bir goriintii kullanilacak ise stereolojik
yontemlerin geregi olan bir diger arac tarafsiz sayim ¢ercevesidir (Sekil 7). Doku kesitleri
mikroskop ile ekrana aktarilmis veya fotograf haline doniistiiriilmiis iken goriintii alanina
giren yapilarin degerlendirilmesinde tarafsizlik saglay acak bir yontemdir (STEREO, 1984).
Bu cerceve sayesinde objelerin oldu gundan daha fazla sayilmasinin oniine ge¢ilmistir.
Cercevenin normal bir ¢cerceveden farki, sol kenarmin yukari, sag kenarmnin asagi dogru
uzantilara sahip olmasidir. Sayim sirasinda sol ve alt kenarlar ile uzantilara degen yapilar
dikkate alinmazlar (yasak kenarlar). Yalnizca ¢ercevenin tamamen igerisinde olan veya sag ve
tist kenarlara (serbest kenarlar) degen yapilar sayima dahil edilir. Sayim yapilacak goriintii

izerine bu cerceve herhan gi bir teknik ile konulabilir.
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Sekil 7: Tarafsiz saymm cercevesi (Unbiased counting frame); koyu renkli ¢izgi yasak
kenari, acgik renkli ¢cizgi serbest kenar1 ifade eder. Centik olan partikiiller say ima dahil
edilirken ¢arp1 konulanlar dahil edilmez (http://www stereology .info/criteria-for-counting-
cells/).

Disektor ve optik disektor kavramu iki boyutlu kesitlerin incelenmesinde olusan boy ut
kaybini ortadan kaldirmak amaciyla uy gulanan teknige ait terimlerdir. Biyolojik yapilarin
incelenmesi sirasinda ortay a ¢ikan korpuskiil problemi S.D. Wicksell tarafindan ortaya
cikartilmistir (WICKSELL, 1925). Kesitleri alinan biyolojik yapilarin icinde yerlesmis
cisimcikler sayilirken ger¢cek sayidan daha fazla kesit goriintiisii ortaya ¢iktigl, sayim
sonucunun gercekten daha fazla oldugu gosterilmistir. Buna ¢6ziim olacak disektor prensibi
ilk defa 1984 yilinda Sterio DC tarafindan, optik disektor ise 1986’da Gundersen tarafindan
tamimlanmistir (STEREO, 1984; GUNDERSEN, 1986) (Sekil 8).

0 -

_ 7 look-up plane
=e Q&@/

o DISECTOR
Six objects Ten profiles

Sekil 8: Biyolojik kesitlerde ortaya cikan fazla sayidaki kesit goriintiisii, alt1 objeden
on kesit goriintiisii olusmasi (sol ve ortada). Disektor ile fazla kesit goriintiisiiniin yol acacag
asir1 say imin Oniine gecilmesi (sagda). Disektorle alinan ardisik iki kesitten birinde goriiniip
digerinde gorilnmeyen objeler sayima dahil edilir (STEREO, 1984; http://www.disector.com
/The-History -Of-Modern-Stereology _c_41.html ).
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Fiziksel olarak alinan kesit-goriintii ¢iftleri iizerinden yapilan say imlarm zahmetli
olmasi optik disektoriin dogmasina yol agmistir (GUNDERSEN, 1986). Burada kalin
kesitlerin i¢inde optik olarak elde edilen disektorler kullanilmaktadir. Doku i¢inde ilerlerken
Yontemin temeli seffaf, kalin histolojik kesitlerden sanal olarak optik kesitler elde etmeye
dayanir. Tek kesitte calisma ve daha az kesit alma nedeniyle daha hizli uy gulanan bu y 6ntem,

hizl1 say1im yapmanin yani sira partikiil hacmini 6l¢gme gibi islemlere de olanak saglar.

Optik disektor y onteminde en biiy ik sikint1 kalin kesit alinmasidir. Burada alinacak
kesitin kalinlig say imi y apilacak partikiilden daha biiyiik olmak zorundadir. En az 20 pm
olarak alinacak bu kesitlerde dokunun lam iizerine y apigmasi1 ve boy anmasi ile ilgili sorunlar
ortaya ¢cikmaktadir. Goriintiiniin yatay diizlemdeki keskinligi agisindan sayisal a¢iklig1 biiy iik
objektifler (1,35-1,40) kullanilmas1 gerekmektedir. Bu sayede derinligi en az olan optik
kesitler elde edilecedi i¢in kesitin {ist yiizii ile alt yiizii arasinda ilerlerken ardigik optik
kesitler alinmis olur. Bu goriintii iizerine uy gulanacak bir tarafsiz sayim cercevesi icinde
disektor sayim kuralina gore hiicre-partikiil say imi tamamlanir. Boy lece ii¢ boyutlu bir sonda

ile doku i¢inden gecilmis olur.

Hacim hesaplamas1 gerektiren durumlarda mikroskoba eklenecek mikrokator gibi,
miithendislik alaninda kullanilan mikrometre diizey inde uzunluk 6lcebilen aletlerle dokunun
kalmlig 6l¢iilerebilir. Kalmligin alan ile ¢arpimi sonucu hacim hesaplamasina gidilebilir.

Voliim agirlikli hesaplamalarda bu gereklidir.

Doku kesitlerinin iist ve alt yiizleri diizgiin olmadig gibi, bu yiizlere rastlayan hiicre
kesitlerinde dokiilme ve kayiplar sozkonusudur. Optik disektor uy gulanirken mutlaka
dokunun iist yiizii ile alt yiiziinde olusan diizensiz hiicre kalintilarmi ek arte etmek i¢in

sayilacak partikiiliin yaris1 kadar bir mesafe, giivenlik kusag olarak sayim dis1 tutulur.

Optik parcalama y dntemi hacim hesabindan bagimsiz olarak toplam hiicre-partikiil
say1sinin hesaplanmasina olanak saglay an bir yontemdir (WEST, 1991). Yalniz burada kesit
kalmliginin bilinmesi gerekir. Sayim sonrasinda y apilacak hesaplamalarda optik disektor

sirasida disektor kalinliginm kesit kalmligina oram gereklidir.
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Sekil 9: Optik parcalama y ontemi ile sican hipokampusunda pyramidal ndron sayisinin
hesaplanmasi. Burada solda hipokampusun sistematik rastgele ornekleme y ontemi ile
dilimlenmesi ve i¢inden 6rneklerin secilmesi, sagda ise mikroskop goriintiisii tizerinde optik
parcalama y Ontemi ile sistematik rasgele 6rnekleme stratejisine uy gun olarak alan se¢imi,
optik disektor ile hiicre say imi1 sematize edilmistir (WEST, 1991).

Optik parcalama 0z olarak sistematik rastgele drnekleme stratejisinin kullanild1g bir
yontemdir. Mikroskop altinda inecelenen hacmin tipki fiziksel par¢alamada oldugu gibi
kisimlara ayrilip 6rneklenmesi amaglanmustir. flgilenilen hacimde sistematik rastgele
orneklemey le 6rneklenmis belli bir parcada (fraksiy onda), disektorlerle sayim yap1ilir. Optik
disektor ve fraksiy onlama y ontemlerinin bir kombinasy onudur. Toplam hiicre say1sina

ulasildig1 i¢in hacimsel degisimlerden etkilenmez (WEST, 1991).
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GEREC VE YONTEM
0UzZUM CEKIiRDEGI iLE iLGILi iSLEMLER

Uz UM CEKIRDEGI OzUT U ICiN KAYNAK SECIMI

Analizlerde kullanilacak olan {iziim ¢ekirdekleri ( Vitis viniferal. cv. Calkaras1) sarap
atig ve pekmez iiretimi at1g olmak iizere iki farkli kaynaktan temin edildi. Deneyde
kullanilacak 6ziitiin hazirlanacag iziim ¢ekirde gi kaynagini belirlemek i¢in pilot calisma
yapildi. Bu amagla her iki kaynaktan alinan 6rneklerden liy ofilize 6ziit hazirlanarak derin
dondurucuda sakland1. Her ihtiy a¢ halinde gerekli miktarda liy ofilize 6ziit tartilip uy gun
coziiciide (hay van deney leri i¢cin serum fizyolojik i¢inde) ¢oziilerek deneyler ger¢eklestirildi.

Deney de kullanilmadan 6nce her iki grup cekirdekten (sarap atigi ve pekmez iiretimi
ati@) elde edilen Oziitlerin verimlilik ve antioksidan 6zellik testleri ger¢eklestirildi. Verimli ve
yiiksek antioksidan 6zellik iceren pekmez at1g tiziim ¢ekirdekleri deney de kullanilmak iizere
tercih edildi. Kromatografik analizlerle bu oziitiin, icerdigi gallik asit, katesin ve epikatesin
miktarlar1 sap tandu.

Asagida belirtilen islemlerde kullanilan tiztim c¢ekirde§i 6ziitii miktarlart mg liy ofilize
tiziim cekirde g 6ziitii (LUCO) olarak verildi.

EKTRAKSIYON VELIYOFILIZASYON

Kurutulmus olarak temin edilen tiziim ¢ekirdekleri, manuel olarak saplarindan
ayiklandi ve her iki kaynaktan alinan ¢ekirdeklerden 10’ar gram tartildi. Temizlenmis
cekirdeklerden elektrikli kahve 6 giitiiciistinde (BOSCH, M KM 6000, Type KM 13) iki grup
cekirdek ayri ayri toz haline getirildi. Toz halindeki iiziim ¢ekirdeklerinden 2 g tartilarak
iizerine 20mL %70’1lik metanol-su karigimi (hacim/hacim) ilave edildi ve 15 dakika ultrasonik
bany oda sonikasy ona maruz birakildi. Bu islemin ardindan 30 dakika oda sicakliginda
mekanik ¢alkalayicida karistirildi. Karistirma isleminden sonra karisim santrifiij tiip lerine
konarak sogutmal santrifiijde 4°C’de 20 dakika 8500 devir/dakika hizla santrifiij edildi.
Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlar, pastor pipetiyardimiyla toplanarak 30 mL’ lik
amber cam siselere aktarildi. Kalan tortu iizerine %70’lik etanol-su karisim1 1:10 oraninda
(agirhk/hacim) ilave edilerek ekstraksiyon islemi tekrar edildi. Toplanan siipernatantlar amber
cam siseler icerisinde liy ofilizasy on oncesinde derin dondurucuda (-20°C’de) sakland1.

Siipernatantlardaki etanol, liy ofilizasy on dncesinde rotary evaporatérde (Biichi,

Rotavapor) vakum altinda 40°C’de (~10 dakika) ug¢uruldu. Koyu kivamh ekstrakt -70°C’de
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(Sany o) dondurulduktan sonra derin-dondurucu (Thermo M 230) icerisinde liy ofilize edildi.
Kurutma islemi sonunda elde edilen toz halindeki LUCO bir spatiil y ardimuy la dikkatli bir
bicimde toplanarak amber siseler icerisinde -24°C’de sakland1. Islemler gravimetrik olarak
takip edildi ve ekstraksiyon verimliligi islem sonunda hesaplandu.

VERIMLILIK VE FENOLIK MADDE TAYiNi

Toplam fenolik madde tayininde Micro-adapted Folin Ciocalteu y 6ntemi kullanildi
(OZKAN, 2007). Folin Ciocalteu reagent, hacmen 1:10 oranindan distile su kullanilarak
seyreltildi ve analiz 6ncesinde amber cam sisede saklandi. Gallik asit kalibrasyon egrisi
hazirlamak icin S00mg/L konsantrasy onda stok c¢ozelti hazirland1 ve lineer bolgede son
konsantrasyon 5-100mg/L olacak sekilde seyreltme yapildi. 2mL 6rnek veya standart alindi
ve iizerine 10mL seyreltilmis FC reagent ilave edildi. Reaksiyon baglamadan 8 dakika
oncesinde ve basladiktan 1 dakika sonra 8mL %20’lik sodyum karbonat ilave edildi. Karigim
2 saat karanlik bir ortamda birakildi. Siire sonunda absorbanslar 760nm dalga boyunda

okundu. Degerlerin kalibrasyon egrisi i¢ine diismesi i¢in drnekler seyreltildi.

FERRIK DEMIR iNDIRGEM E ANTIOKSIDAN GUC U (FRAP) YONT EMI iLE
ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINI

Thaipong ve arkadaslarinin belirttigi prosediire gore antioksidan aktivite tayini y apildi
(THAIPONG, 2006). FRAP karisimi hazirlama amaciyla 25mL asetat tamponu (300mM ),
2.5mL TPTZ (10mM) ve 2.5mL FeCl; (20mM ) ile karistirild1 ve kullanilmadan 6nce 37°C
sicakliktaki su bany osunda tutuldu. Bu karisim deney giinii taze olarak hazirlandi. Trolox
kalibrasyon egrisi i¢in spektrofotometre kiivetindeki son konsantrasy on 50uM ’dan diisiik
olacak sekilde Trolox ¢ozeltisi hazirlandi. Deneylerde 150 uL. 6rnek veya standart 2850 L.
FRAP karigimuy la karistirilarak test tiiplerinde karistirild1 ve reaksiyona karanlhk bir ortamda
30 dakika devam edildi. Bu siire sonunda renkli iiriiniin (ferrous tripyridy ltriazine complex)
absorbans1 593nm dalga boyunda okundu. Orneklere ait absorbans degerlerinin kalibrasyon
egrisinin i¢ine diigsmesi i¢in Ornekler sey reltildi.

Calismanin bu asamasinda fark i kaynaklardan elde edilen {iziim cekirdeklerinden,
pekmez atigindan elde edilenlerin hem toplam fenol igeriginin hem de antioksidan
aktivitesinin sarap atiklarindan elde edilenlerden yiiksek (p<0.05) oldugu goriildii. Caligmanin

bundan sonraki kisminda pekmez atigindan elde edilen ¢ekirdekler kullanildi.
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FENOLIK BILESIKLERIN KROMATOGRAFIK ANALIZ ILETAYINi

Uziim cekirdeklerinde fenolik asitlerden gallik asit ve flavanol monomerleri olan
katesin ve epikatesin baskin bilesenlerdir. Yukarida bahsedilen yontemle pekmez atig1 tiziim
cekirdeklerinden elde edilen toz ekstrakttaki bu bilesenlerin miktar: kromatografik olarak
tespit edildi. Bu amacla gradiyen (dereceli) eliisy on kullanild1 (Tablo 2).

Tablo 2: Kromatografik analizlerde kullanilan gradiyen program.
Zaman (dak) A Orani(%)* B Orant (%)

0 84 16
15 75 25
30 75 25
50 70 30
60 20 80
70 20 30

* B:%70’lik metanol:su (hacmen); A: %1’ lik asetik asit:su (hacmen)

Dikkatli bir bigimde tartilan ekstrakt %70’lik sulu metanolde ¢oziildii. Elde edilen
cozelti 0.45 mikronluk siriga filtreden gecirildikten sonra otomatik enjektor kullanilarak
HPLC cihazina (HP Agilent 1200 Series) enjekte edildi. Fotodiyot Array Dedektor (PDA)
kullanilarak 280nm dalga boyunda pikler elde edildi. Gallik asit, katesin ve epikatesin
standartlart M erck (Darmstad, Almanya) firmasindan temin edildi ve farkl
konsantrasy onlarda HPLC cihazina enjekte edilerek standart kalibrasy on egrileri olusturuldu.
PDA dedektoriiy le piklere ait spektrumlar farkli dalga boylarinda taranarak elde edildi ve bu

spektrumlar toz iirtine ait piklerin verifikasy onu amaciyla kullanildi.

LUCO’NUNIN VITRO VEIN VIVO OKSIiDAN ve ANTIOKSIDAN ETKINLiGININ
GOSTERILMESI

H,0, Konsantrasyonunun Krokin Cézeltisi Renginin Agarmasi Uzerine Etkisi

Bekletilen LUCO cozeltilerinde oksidan aktivite gelisip gelismediginin kontrolii i¢in
bu y6nteme bagvuruldu. M etanol icerisinde hazirlanan ve fosfat tamponu (pH 7) ile
seyreltilen krokin c¢ozeltisine su ve %30’luk hidrojen peroksit ilave edildi. Spektrofotometre
kiivetinde toplam hacim 3mL olarak baz alindi, belirtilen hacimler krokin ¢ozeltisi ile toplam
hacme tamamlandi. Seyreltmenin etkisini gorebilmek amaciyla hidrojen peroksit yerine saf su
kullanildi. Hidrojen peroksit giiclii bir oksidan oldugundan ve literatiirde yer alan bilgiler

dogrultusunda bu konsantrasy ondaki hidrojen peroksitin krokin ¢ozeltisinin rengini anlamh
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derecede agmasi (agartma) beklendi. Zaman icinde degerlendirilen agarma oranlari ¢iz gi
grafik olarak yazdirildi. Literatiir bilgisi ile karsilastirilarak agarmanin yeterli olmadigna
karar verildi. Ancak sonuglarin bu raporda yer almasmin gelecek ¢alismalara yol gostermesi
acisindan 6nemli oldugu diisiiniildii.

LUCO’niin Eritrosit Deformabilitesi Uzerine Etkisi

LUCO’niin antioksidan aktivitesinin in vitro ortamda kontrol edilmesi i¢in sigan
eritrositleri kullanild1 (n=7). Genel anestezi altinda aort kateterizasy onu ile sicanlard an
heparinize kan almarak santrifugasy onu takiben (7200 rpm, oda 1s1sinda) list kisimda kalan
plazma-lokosit ve trombosit uzaklastirildi. Kalan eritrositler serum fizyolojik ile iki kez
yikandi. Serum fizy olojik i¢inde kalan eritrosit suspansiy onu hematokrit %40 olacak sekilde
1/1 Lv:v resuspanse edildi. Hazirlanan eritrosit siispansiyonlar1 her bir sican icin {i¢ tiipe
ayrildi. Birinci tiipe oksidan stres y aratmak tizere hidrojen peroksit eklendi (H,0,, 10mM,
inkiibasy on siiresi 1 saat 37°C); ikinci tiipe hidrojen peroksit ve iiziim ¢ekirdegi 6ziitii
(10mg/ml, 1 hour, 37°C) eklendi; iciincii tiip 1se kontrol olarak tutuldu. Eritrosit
deformabilitesi ektasitometre (LORCA) kullanilarak 6l¢iildii (Hardeman, 1994).

LUCO’niin Sican Serum ve Beyin Dokusunda Total Antioxidant Status, Total
Oxidant Status (TAS, TOS) Uzerine Etkisi

Uziim cekirdej 6ziitiiniin antioksidan aktivitesinin 7z vivo olarak kontrol edilmesi icin
serum fizy olojik icinde ¢6ziilmiis LUCO (50mg/k g, ph:7.4) intraperitoneal olarak bir grup
erigkin sicana uy guland1, diger bir grup ise kontrol olarak alindi (her grup igin n=6) .
Uy gulamadan bir saat sonra genel anestezi altinda aorta abdominalis kateterizasyonu ile
sicanlardan heparinize kan alindiktan sonra sol ventrikiile yerlestirilen kaniil aracil1g ile O-
4°C sogutulmus serum fizy olojik kullanilarak damarlar yikandi. Kraniyotomi ile beyinin
tamamu ¢1kartildi, kullanilincay a kadar -20 °C saklandi. Heparinize kanlar ise santrifu gasy ona
tabi tutulup (7200 pm, oda 1s1sinda) plazmalar1 ayrildi ve her si¢can i¢in 1ml plazma
kullanihincay a kadar -20 °C sakland1. Beyinlerin so guk ortamda diseksiyonu yapilip her iki
tarafli hipokampuslari ¢ikartilip 9 mL 50 mmol fosfat tamponu iginde teflon uglu
homojenizator y ardimi ile soguk ortamda homojenize edildi. Elde edilen homojenat
santrifujle (7200 rpm, oda 1s1sinda) ¢evrildikten sonra iistte kalan supernatantdan 1mL alind1.
Plazma ve beyin dokusunda TAS, TOS ticari kit kullanilarak saptand: (Rel Assay
Diagnostic®, Turkey) (EREL, 2004; EREL, 2005). Calisilan TAS-TOS beyin degerleri

Lowry yontemi ile protein tayini yapildiktan sonra doku bagina mg olarak ifade edildi
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(LOWRY, 1951). Elde edilen degereler kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hes aplandi,
hesaplamada [OSI=(TOS/T AS)*100] formiilii kullanilda.

Elde edilen sonuglarda beyin dokusunda kontrol grubuna gore farklilik bulunamay inca
yeni iki grup sicanda (her grup i¢in n=5) deney tekrar edildi. Bu uy gulamada tedavi grubuna
yedi giin siire ile aym dozda LUCO uy gulands.

HiIPOKSI-iISKEMiK ENSEFALOPATI (HiE) MODELI
HAZIRLIK UYGULAMALARI

(Deneyin On Calismalarinda Karsilasilan Sorunlar, LUCO Uy gulama R ejiminin Saptanmasi)

Eriskin sicanlarda daha 6nce yapilan denemelerde tek dozluk LUCO uy gulamanin
beyin dokusundaki total antioksidan kapasiteyi artirmamasina day anarak dogum 6ncesi gebe
sicanlara 6-7 giin siire ile intraperitoneal LUCO enjeksiyonu, dogumdan sonra ise yavrulara
3-12. giinler ve hipoksi-iskemi sonras1 ilk 4 giin 50 mg/k g/giin LUCO enjeksiy onuna karar
verildi (Bknz. Bulgular, Tablo 7-9).

Deneyin uy gulanmas1 amaci ile Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Deney
Hay vanlar1 Arastirma Birimi Laboratuar1 (DEAB) ile gerekli hazirliklar y apilarak damizlhik
disiler ve erkek sicanlar (Wistar Albino) ciftlesmeye birakildi. Vajinal simir yontemi ile
sperm saptanan disiler ayrildi ve tarth gebeligin ilk giinii (0. giin) olarak not edildi. Bu
uy gulamad aki ilk atimda ii¢ gebe si¢can elde edilebildi. Gebeligin 16. giiniinden itibaren
doguma kadar (7 kez) her gebe sicana intraperitoneal olarak serum fizy olojik i¢inde ¢oziilmiis
100mg/k g/giin (pH:7.4) LUCO enjekte edildi. Ekstrakt solusy onu her uy gulamadan &nce taze
olarak hazirlandi. Bu grupta dogum ve erkek-disi yavru daglimi sira ile 2-4, 1-3 ve 3-5
olacak sekilde gerceklesti.

Ikinci atimda yedi sicanda gebelik saptandi. Bir gebe si¢an cok agresif olmas1 nedeni
ile herhangi bir isleme tabi tutulmaz iken diger alt1 sicana gebeligin 16. giiniinden itibaren
intraperitoneal yoldan 100mg/k g/giin LUCO enjeksiy onu yapildi. Hay van say1smin ¢ok
olmas1, gereken soliisy on miktarinin fazla olmasi nedeniy le enjekte edilecek LUCO
solusyonu stok olarak hazirlanip +4 °C’de saklandi. Bu gruptaki bir sican LUCO
enjeksiy onuna baglanmasinin 3. giiniinde (gebeligin 19. giinii) 6ldii. Dogum yapan iki sicandan
birisi sadece bir yavru dogurdu ve bu yavru bir giin sonra 61dii. Dogum yapan ikinci sican ise
tic yavru dogurdu ve yavrular yasamaya devam etti. Geriye kalan ii¢ gebe sican ise siireleri
dolmasina karsin dogum yapmad: ve karin i¢inde yavru oliimleri gelisti. Enjeksiyon

yapilmay an bir gebe sican ise 10 saglikli yavru do gurdu.
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Bu sonuca day anarak stok olarak kullanilan 6ziit soliisy onunun zaman icinde
polimerizasy ona ugray arak oksidan 6zellik kazanabilecegi diisiiniildii. Sorunun
ay dinlatilabilmesi i¢in stok ve taze hazirlanmis 6ziit solusy onlarinda TAS ve TOS tayini
yapild1 (Bknz. Sayfa 26).

[k atimdan elde edilen alt1 erkek yavruya 3.giinden itibaren intaperitoneal olarak
50mg/k g 6ziit enjeksiyonuna devam edildi. Dort yavru dogum sonrasi 12. giinde genel
anestezi ile uyutuldu (ketamin, xilasine). Biy omikroskop altinda boyun 6n yiiziine, sol yanda
yaklasik 0,4 cm kesi ile girilerek fasya ve kaslar ekarte edildi. Sol A.carotis communis
bulundu, 6/0 cerrahi sutur kullanilarak askiya ahnip, kalic1 olarak baglandi. Iki yavruda ise
ayni sartlarda a.carotis communis bulunduktan sonra baglanmadan birakildi. Kesi yerleri
cerrahi suturle kapatilip yavrular anag siganlarin yanina birakilip uy anmalar1 beklendi.
Yavrular uy anmalarini takiben (yaklasik 1 saat) dakikada 5 litre %8 oksijen %92 nitrojen
karigimi verilen kabinde birbucguk saat bekletildiler. Ancak bu siireclerde yavrularmn biiyiik bir
kisminin 6lmesi tizerine deney sonlandirilarak bu yavrular deney dis1 brrakildi.

Bu tecriibe sonucunda LUCO enjeksiy onu rejiminde de gisiklige gidildi. Gebelik
sirasinda anaclara LUCO enjeksiy onundan vaz gecildi, yavrulara yapilan enjeksiyon siireleri
kisaltildi.

Yavru Sicanlann Elde Edilmesi

Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hay vanlar1 Arastirma Birimi Laboratuari
(DEAB) ile gerekli hazirliklar yapilarak iic damizlik disi ve bir erkek sican (Wistar Albino)
olacak sekilde ayri kafeslerde ciftlesmeye birakildi. Her sabah yapilan vajinal lavaj-
aspirasyonlarinda sperm saptanan disiler ayrildi ve tarih gebeligin ilk giinii (0. giin) olarak not
edildi. Sonugta toplam sekiz gebe sicandan 30 erkek yavru elde edildi. On cahigmalarda ortaya
cikan anne ve yavru kayiplarina y ol agmasindan dolay1 gebe sicanlara herhangi bir islem
yapilmadi, sicanlar normal gebelik seyrine birakildi.

Elde edilen otuz yavru erkek sican dort gruba ayrilarak kuyruklari kalici boya ile
isaretlendi. HIE uy gulanan ve LUCO enjeksiyonu yapilan gruplarda 6liimler goriildii &ii igin
bu gruplara ayrilan sican sayisi fazla tutuldu:

1.Grup (n=10): HIE ve sonrasinda bes giin 50 mg/k g/giin iiziim cekirdegi 6ziitii
enjekte edilen grup.

2.Grup (n=9): Bes giin 50 mg/k g/giin sadece iiziim cekirde§i 6ziitii enjekte edilen
gup

3.Grup (n=5): Kontrol grubu (Yalanci operasyon).
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4.Grup (n=6): HIE ve intraperitoneal % 0.9 NaCl uy gulanan grup.

Yavru Sicanlara LUCO Enjeksiyonu ve HIE Uygulanmast

Dogumdan sonraki 10. giinde 1. ve 2. gruplardaki yeni dogan yavrulara ense
bolgesindeki derinin gevsek oldugu bolgeden cilt alti LUCO enjeksiy onuna bagland1
(50mg/k g serum fizy olojik icinde, pH:7.4). Birinci ve dordiincii gruba postnatal 12. giinde
HIE modeli uy gulandi. Birinci ve ikinci gruba postnatal 15.giine kadar (toplam bes giin)
LUCO enjeksiyonuna devam edildi. Dordiincii gruba ise ayn1 miktar ve siirede % 0.9 NaCl
enjekte edildi.

Dogum sonras1 12. giinde 1. ve 4. gruba ait yavrular genel anestezi ile uyutulduktan
sonra (1cc Ketamin+0,5 cc Xilasine+8,5 cc serum fizy olojik solusyonundan 10 gram canli
agirhk bagina 0,2 cc karigim) modifiye Levin modeli HIE uy guland: (LEVINE, 1960;
VANNUCCI, 1990). Bu islem i¢in biy omikroskop altinda si¢an y avrularmin boyun 6n yiizi,
sol yandan yaklasik 4 mm kesi ile girildi. Fasya ve kaslar kiint diseksiyonla ekarte edildi. Sol
a.carotis communis bulundu, 4/0 cerrahi sutur kullanilarak askiya alinip, kalic1 olarak
bagland1 (Sekil 10). Uciincii gruba ise ise aym sartlarda a.carotis communis bulunduktan
sonra baglanmadan birakildi. Kesi yerleri cerrahi suturle kapatilip yavrular anag¢ sicanlarin
yanina birakild1, uy anmalar1 beklendi. Uy anmalarini takiben 1. ve 4. gruptaki yavrular
(yaklasik 1 saat sonra) dakikada 5 litre %8 oksijen %92 nitrojen karisimi verilen kabinde bir
bucuk saat bekletildi. Ortam sicakh g1 uy gulamalar boyunca 33°C civarmda tutuldu.

Daha sonraki siirecte yavrular siit aliminin kesildigi giine kadar kadar anacg
kafeslerinde tutuldu. Kendi kendilerine beslenmey e baslamalarindan sonra ayni grupta olan

sicanlar ortak kafeslerde bakima alinarak 6 grenme testlerinin yapilacagi siire tamamlanincay a

kadar beklemeye alindilar (6-8 hafta).

OGRENME TESTLERININ UYGULANMASI

Morris Su Tanki Testi’nin Uygulanmast

Dogumdan sonraki onuncu haftada su tanki testinin uy gulanmasina baslandi. Su tanki
uy gulamasi i¢in M orris tarafindan tanimlanmis su tankia gore modifiye edilmis dairesel,
celik su tankina (150 cm ¢apinda ve 45-60 cm derinliginde) 23+2 0C” de 32 cm derinliginde
su dolduruldu (M ORRIS, 1981; HOZ, 2005). Pleksiglas materyalden 12 cm x 12 cm
boyutlarinda ve 34 cm yiiksekligindeki platform, yiizeyi su yiizeyinden 2 cm kadar yiiksek
olacak sekilde su tankimin igine yerlestirildi. 4mx3m taban alan1 olan bir odada bulunan su

tankinin etrafindaki duvarlara, havuzun i¢inden goriilebilecek ve sican tarafindan uzaysal
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lokalizasy on i¢in kullanilabilecek, gorsel cisimler yerlestirildi. Test boyunca ¢evre diizeni

degistirilmedi ve test her sican i¢in giiniin ayn1 saatlerinde tekrarlandi (Sekil 11).

Sekil 10: Genel anestezi altindaki si¢can yavrusuna sol a.carotis communis
ligasy onunun uy gulanmasi. Sekilde diseksiy on mikroskobu altinda cilt-cilt alt1 ve boyun
fasyalar diseke edilerek karotis kilif1 agilmis (A), a.carotis communis, sinir ve venlerden
ayrlarak (n. vagus ve v.jugularis interna) 4/0 cerrahi ipek iplikle asilmig olarak goriilmektedir
(B). Islemin devaminda damar i¢i kan akis1 yonii ve pulsasyon (ven ile karigmay1 dnlemek
icin) kontrol edilip baglanma islemi tamamland1. Kan akimimin durdugundan emin olunarak
8/0 polipropilen cerrahi iplikle en fazla iic noktadan cilt kapatildi (Kesi uzunlugu y aklasik 0,4
cm).

Testin uy gulanmas1: Su tanki kendi i¢inde 4 farkh sanal kadrana; kuzeybat1 (KB),
kuzeydogu (KD), giineybat1 (GB) ve giineydogu (GD) ayrildi. Platform, kadranlardan birinin
ortasina sabit pozisyondayerlestirildi.

Testin baglangicinda (1. giin) si¢anlara alistirma y aptirildi (training) : Platform su
istiinde goriiniir oldugu halde sicanlar bir dakika siireyle tank icinde herhangi bir kadrandan
birakilarak yiizdiiriildii. Her islem aras1 bir saat olmak {izere ii¢ kez tekrarlandi. Buradaki
kay tlar istatistiksel degerlendirmede kullanilmadi.
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Sekil 11: A: Su tanki testinde kullanilan havuzun sematik goriiniimii. B: havuzun
kamera ile tespit edilmis iistten goriiniimii. M avi cizgiler kadranlar1 ay irmaktadir. Burada
ornek bir uy gulama sonrasi olusturulan videoda siganin baslan gic noktasindan platforma
kadar izledigi yol goriilmektedir (G.N.Yongu¢’un izni ile).

Ikinci ile altinci giinler arasi: Platform su yiizeyinden asagida olacak sekilde
yerlestirildi, her sican icin, giinde 3 deneme olmak iizere araliksiz 5 giin siireyle denemeler
yapilds. Iki sian denemesi arasindaki siire bir saat olacak sekilde ayarlandi. Her deneme,
platformun bulundugu kadran disindaki 3 kadrandan her birine, sicanlarin yiizleri havuzun

duvarina bakacak sekilde birakilmasiyla bagladi. Her sicanin 3 kadrandan han gisinden

baslay acag rastgele secildi. Her denemede, sican platformun iizerine ¢ikana kadar gecgen siire

(ylizme zamani) kaydedildi. 60 sn sonunda platformu bulamay an si¢anlar deneyi uy gulay an
kisi tarafindan platformun iizerine konularak 30 sn siireyle platform lizerinde kalmasi
sagland1. Her deneme sonunda sicanlar kafeslerine alind1. Denemeler kamera y ardimiy la
bilgisay ara aktarilarak Ethovision 3.1 bilgisay ar programiy la analiz edildi (Sekil 12).

Her sicanin, denemelerdeki performansi,

. denegin platforma ulagmasi i¢in ge¢en zaman,
. platforma ulasmak icin kullanilan yol uzunlugu ve
o hiz1 olmak iizere lic parametre acisindan degerlendirildi.
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Sekil 12: Sekilde bir sicanin testin basinda ve sonunda platformu bulmak i¢in kat ettigi
yolyesil ¢izg ile gosterilmistir goriilmektedir (G.N.Yongu¢’un izni ile).

Sekiz Kollu Labirent Testi (Radial Eight-Arm Maze)Uygulamast

Sekiz kollu labirent uy gulamasi i¢in kullanilan labirentin 6zellikleri daha 6nce yapilan
caliymalarla belirlenmistir (OLTON, 1976). Dairesel cap1 24 cm olan 10 cm’ lik kenarlara
sahip bir sekizgen tablanin tiim kenarlarina eklenmis sekiz koldan olugsmaktadir. Her kolun
genisligi 10 cm, uzunlugu 50 cm’dir. Tiim kollarin ve merkezdeki sekiz gen tablanin tabani
siy ah renkli suntalam malzemeden yapilmistir. Zemin y ar1 mat, orta kay ganlhiktadir. Tiim
kollarm etrafi, 50 cm yiiksekliginde saydam plastik duvarla cevrilmistir. Bu haliyle labirent, 1
m ¢apinda sekizgen bir tabla iizerine yerlestirilerek yerden 50 cm yiikseltildi (Sekil 13-A).
Her kola 1°’den 8’e kadar sira numarasi verildi. Her kolun u¢ kisminin ortasina, 3 cm ¢apinda
Iem yiiksekliginde metal, siy ah renkli yem kaplari konuldu. Ayrica siganlarin teste baglamasi
oncesinde icine konulaca@, opak malzemeden yapilmis 50 cm yiiksekliginde yaklasik 24 cm
capinda iki ucu acik sekizgen bir kutu kullanildi (seperasy on kutusu, Sekil 13-C). Calismanin
yapilacag odaya, sicanlarin gorebilecegi sekilde, labirentin kenarlarindan 50 cm uzaga, gorsel
cisimler yerlestirildi (Sekil 13-A), aydinlatma olarak kullanilan dort adet 50 cm uzunlugunda
standart floresan 151k ve kayit kameras1 labirentin list kenarindan y aklasik 2 m yukarida
konumlandirildi (Sekil 13-B). O grenme testleri boyunca bu cevre diizeni ve aydinlatma
korundu.

Bu testin uy gulanmasidan 6nce si¢an kafeslerindeki giinliik yem tiiketimi 6lciilerek,
iki hafta siirey le her kafese tiiketimin y aklasik %80’ 1 kadar yem konuldu. Boylece
hay vanlarin agrliklarinda %15-18 oraninda bir kay1p saglandi.

Labirent, bir gruba ait sicanlarin testine baglamadan 6nce %0,1’lik sirke soliisyonu ile
silinerek ortam temizlendi. Labirent i¢cine herhangi bir si¢canin digkilamas1 durumunda bu

islem grup degisimini beklemeksizin tekrarlandi.
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Sekil 13: Sekiz kollu labirent testinde kullamlan malzeme ve ekipmanlar. Ornek olarak
labirent i¢inde ve seperasyon kutusunda sican goriilmektedir. A: Labirent diizenegi ve duvar
resimleri, B: Aydinlatma ve kayit kamerasi, C: Seperasyon kutusu.

Testin baslangicinda ortama alismalar1 i¢in labirent icine normal yem pargalari
konularak, her seferde en fazla 5 hay van olacak sekilde (deney gruplar1 birbirine
karigtirlmadan) sicanlar gruplar halinde 10’ar dakika labirent icinde tutuldular (pretraining).
Giinde ii¢ kez (bir saatlik aralarla) olmak iizere {i¢ giin siireyle bu isleme devam edildi.
Dordiincii giin siganlar dinlenmey e birakildi. Bu siire zarfinda herhangi bir kay1t veya test
yapilmadi. Besinci giin ise teste basland1 (Training).

Test i¢in her kolun u¢ kismindaki yem kaplarma 50-60 mg tek parga olarak, sicanlari
cezbeden kahverengi seker parcasi birakildi. Siganlar, sekiz kollu labirentin ortasia konulan
seperasyon kutusu icine yerlestirildi ve bir dakika sonra, kutu kaldirilarak sicanin labirent
icinde serbest dolagmasi sagland1. Sicanin dort ay agiyla bir kola girmesi durumunda kol
ziyaret edilmis sayildi. Kamera y ardimiyla sicanin davramig goriintiileri bilgisay ara
kaydedildi. Siganlarm her kolu ziyaretlerini “zaman, secim say1s1 ve girilen kol numaras1”
iicliisii olarak kaydedebilen ekip tarafindan gelistirilen bir yazilim (Amonra Stop Watch)
kullanilarak veriler hem video goriintiisii, hem de yazili dokiiman olarak kaydedildi ( Sekil
14).

Bir sicanin bir seferlik caligmasi (training), sigan 8 kolun hepsini ziy aret etmesi
durumunda vey a kol ziy aretini tamamlay amamas1 durumunda 10. dakika sonunda
sonlandirildi. Bu uy gulama her sicana giinde ii¢ kez (bir calisma turu; birer saat arayla yapilan
lic tekrar) olmak iizere 14 giin boyunca siirdiiriildii.

Sicanlarin her kola ilk girisleri dogru secim (DS), herhangi bir kola ikinci ve daha
sonraki tekrar girisleri ise yanlig secim veya kol hatasi (Y S) olarak degerlendirildi. Yanlis

kollara birden fazla girislerin toplamu ise toplam hata olarak degerlendirildi. Sicanin her
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turdaki performansi, dogru secim, kol hatast, toplam hata ve tiim sekiz kolu ziyaret edene

kadar gecen siire (running time) olmak iizere dort parametre iizerinden degerlendirildi.

Sekil 14: Bilgisay ar ekranindan alinan bu goriintiide solda kamera kaydi, sagda ise
sicanin kollar1 ziyaret ettiginde zaman ve kol numarasmi kay 1t i¢cin kullanilan (Amonra
Kronometre) eden kronometre goriilmektedir.

PERFUZYON, DEKAPITASYON, KRANYOTOMi VE DONDURMA-KESM E
ISLEMLERI

Deney planma uy gun olarak dort gruba ayrilan erkek sican yavrular erigkin hale gelip
davranis testleri tamamlandiktan sonra genel anestezi altinda perfiizy on ile fiksasyon ve
dekapitasy on islemlerine basland1. Her defasinda, her gruptan birer sican olacak sekilde
isleme devam edildi. Tartilan si¢anlarda intraperitoneal xilazin/ketamin enjeksiyonu ile genel
anestezi olusturuldu. Anestezi altindaki sicana torakotomi y apilarak kalp ortaya ¢ikartildi, sol
ventrikiile kaniil yerlestirildikten sonra sag atrium kesilip kan disar1 akitilarak perfiizy ona
baslandi. Yaklagik 100 ml. %0.9 NaCl 5-8 dk. i¢inde uy gulandi. Sag atriumdan gelen sivi
berraklasmca 0,1 M fosfat tampon (PB, pH 7.4) icinde %4’ liik paraformaldehid eriyigi ile
perfiizy ona devam edildi (600 ml). Her iki solusyon da +4° C’de, serbest perfiizy on ¢eklinde
uy gulandi. Tespit stvisin ilk 200 ml’si hizli, geri kalan 400 ml.” si daha yavas olarak verildi
(2 saat). Fiksasy on s1visiin perfiizy onuna basladiginda tipik kas kasilmalar1 gozlenerek
perfiizy onun amacina ulastig kanitlandi. Daha sonra krany otomi ile ¢ikartilan bey inler tartildi
ve +4°C’ de ayni tespit soliisyonu iginde ii¢ giin bekletildi. Tespit olan beyinler ayn1 soguk
ortamda %30’ luk siikroz soliisy onuna alinarak ii¢ giin bekletildi. Siikroz soliisy onundan
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cikartilan beyinler kriyostat cihazinda -15°C dondurularak 50pm kalinliginda seri kesitler
alindt.

STEREOL OJiK YONT EMLERL E HIPPOCAMPUS CA3-2 TABAKASINDA
PYRAMIDAL HUCRE SAYIMI

Sistematik Rastgele Ornekleme Stratejisinin Planlanmast ve Kesit Ornekleme Orant

Stereolojik y ontemlerin temel ilkelerinden olan sistematik rastgele 6rnekleme stratejisi,
belli bir 6rnekleme aral1g ile ilk aralik i¢inden rasgele bir noktadan baglanmak sartiyla,
ilgilenilen yapinm tamamnin 6rnek lenmesidir. Sistematik rastgele drnekleme stratejisi
stereolojik calisma yapilacak organdan 6rnek alinacak tiim seviyelerde (or gandan alinacak
dilimlerde, dilimlerden alinacak bloklarda, bloklardan alinacak kesitlerde ve kesitlerde
inceleme yapilacak alanlarda) uy gulanmalidir. Sican beyinleri goreceli olarak kii¢iik yapilar
oldugu icin bu caligmada 6rneklemeye mikrotom ile kesitlerin alinmas1 asamasinda baglandi.
Her 12 kesitten bir tanesi 6rnek olarak alindi. Dort ayr1 boya kullanildigr icin her 12. kesitten
itibaren birinci kesit cresyl violet, ikinci kesit parvalbumin, ii¢lincii kesit calretinin, dordiincti
kesit NeuN boyalar1 i¢in ayrildi. Toplam hiicre sayismin hesaplanmasinda kullanilacak olan

kesit 6rnekleme oran1 (KOO) 1/12 olarak gercek lesti.

Immunohistokimyasal ve Histokimyasal Boyama Yontemleri:

Calismada histokimy asal boy a olarak kresil viyole (cresyl violet ) kullanildi. Kesitler
(dokular) swras1ile %100, % 100, % 70 ve % 50’ lik alkol karigimlarinda hidrate edildikten
sonra 2 dk. cresyl viole boy asinda bekletildi. Kesitler yikandiktan sonra siras1 ile %50, % 70,
% 100 ve % 100’ liik alkol karisimlarmda dehidrate edildi. Entellan ile kapatilarak kurutuldu.

Immunohistokimyasal Yontem:

Kriyostat aletinde alinan donmug dokular %100’ liik alkolde tespit edildi. Tespit edilen
kesitler ‘retrival’ solusyonu icinde mikrodalga firinda kaynamaya izin verilmeden on dakika
‘retrival’ islemine tabi tutuldu, sonra distile su ile y1ikanarak retrival solusy onundan
temizlendi ve kesitlerin iizerine hidrojen peroksit damlatildi. Daha sonra PBS ile yikanarak
hidrojen perosit uzeklastirildi. ‘Blocking’ solusyonu damlatilamasi islemleminden sonra PBS
ile yikama tekrarlandi. Doku kenarlar1 6zel kalem ile isaretlenerek damlatilan sivinin akmasi
engellendikten sonra Parvalbumin, Calretinin ve NeuN ic¢in ayrilan kesitlere uy gun primer
antikorlar (Anti Parvalbumin: Millip ore® Cat. #M AB1512, Anti Calretinin: Millip ore® Cat.
#AB5054 ve NeuN: Millip 0re©, NEUronal Nuclei clone 60, Cat. #M AB77B) daha 6nce
saptanan diliisy onlarda damlatilarak kesitler shaker iizerinde +4° C de 24 saat calkalanarak
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bekletildi. Ara kontrollerle iizerinde kuruma olan kesitlere tekrar antikor soliisy onu eklendi.
Islemin sonunda Tekrar PBS ile yikama yapildiktan sonra dokulara yine shaker iizerinde bu
kez sekonder antikor uy guland1 (Invitro gen© Cat. 85-9043) .

Dokular son kez PBS ile yikanarak Peroksidaz kompleksi ile inkiibe edildi.

Distile su ile yikama ve Kromojen uy gulamasi y apildiktan hematoxylen ile zit boy ama

yapildi.

Daha sonra %100’liik alkolden ve ksilenden gegirilen dokular immun boy anma
acisindan 151k mikroskopunda incelendi.

Tarafsiz Sayim Cercevesi ve Optik Disektoriin Uygulanmast

Bu calismada 20X20 mikrometrekare boy utlarinda bir tarafsiz sayim gerecevesi
kullanildr (Sekil 15).

Disektor, goriintii ciftleri kullanilarak (iki boyutlu goriintii) tic boyutlu yap1 hakkinda
bilgi edinme uy gulamasi i¢in kullanilmaktadir (104). Ardisik kesitlerde fiziksel olarak

uy gulanmasinda kolay lik saglay an optik disektor y ontemi tanimlanmistir (GUNDERSEN,
1986). Bu calismada kullanilan optik disektor kalinli@g 30pum olarak belirlen mistir.
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Sekil 15: Tarafsiz sayim cercevesinde koyu gosterilen devaml ¢izgi yasak kenari,
acik renkli ¢cizgi sayima dhil edilen serbest kenar1 gostermektedir. Gri lekeler say ima
dahil eden partikiileri temsil etmektedir.
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Optik Parcalama (Fraksiyonlama) Yonteminin Uygulanmast

Yontem olarak 6rnekleme stratejisi ile iligili istatistiksel y ontemler ve optik disektoriin
birlikte kullanild1& bir y ontemdir. Bu calismada kullanilan 6rnekleme stratejisine gore
yapilan islemler asagida yer almaktadir.

Alan Ornekleme Orani

Sistematik rastgele ornekleme ile secilen kesitlerden ilgilenilen bolgenin alani
mikroskopta belli araliklarla x ve y eksenleri boyunca 6l¢iilmiis alanlara ayrilarak tarandi
(adimlama). Hiicre say im her adimlama sonunda tarafsiz sayim cercevesi igerisinde y apild.
Buna gore toplam hiicre sayisini hesaplamak i¢in gerekli bir bagka parametre alan 6rnekleme

orani, tarafsiz sayim cercevesi alaninin x, y adimlama alana boliinmesi ile belirlendi.

Admmlama i¢cin 50X50 |,Lm2 lik bir ¢erceve hipokampus iizerinde on kez ilerletildi. Onuncu

adimda 20X20 umz tarafsiz sayim cercevesi icinde say1m yapildi. Bu islem icin ekibimiz
tarafindan gelistirilen SHTEREOM © y azilimi kullanild1 (OGUZ, 2007; ADIGUZEL, 2003).
X, y adimlama alanim belirlemek icin kesitler mikroskoba (Nicon Eclipe E 600) yerlestirildi.
Gériintiiler mikroskoba monte edilmis video kamera (Hitachi® OSP Color Video Camera VK-
C220E) ile SHTEREOM © yazilim yiiklenmis ve ekran kalibrasyonu y apilmis bilgisay ar
ekranma aktarildi. Hipokampus pyramidal hiicre tabakas1 4X biiyiitmede bulundu.
SHTEREOM © Progranminin alan hesaplama modiilii a¢ild1. I1gili alan {izerine program
yardimu ile 50X50 umz lik grid atildi. Rastgele bir baslan gi¢ secilerek ilgili tabaka {izerine
diisen her 10 alandan bir tanesi secilerek tarafsiz sayim cergevesi ile sayima gecildi. Sayim
islemi mikroskop objektifi X100 (sayisal aciklik 1.25) biiyiitmeye getirilerek SHTEREOM ©
Programinin hiicre sayim modiilii y ardimu ile gerceklestirildi (Sekil 16).
Boylece iki eksendeki adimlama alan1 (x, y adimlama 50X50X10) 25 000 umz,

tarafsiz saym cergev esinin alan1 400 umz oldugu icin alan 6rnekleme oran1 (AOQ) 400

um’ /25 000 um’ = 4/250 olarak bulundu.

Kesit Kalinliginin Olciimii ve Kesit Kalinligi Ornekleme Orani (KKOO)

Kesit kalinh @ 6l¢timiinde mikroskop tablasina monte edilmis mikrokator kullanild
(HEIDENHAIN®). Her kesitte rast gele bes ayri alan secildi, 100X bilyiitmede kesit
goriintiisiiniin {ist yiiziinde elde edilen goriintii netligi 6lciimiin baglan gic noktasi kabul edildi.
Gorlintii netligi kesitin alt yiiziine dogru hareket ettirilerek mikroskop tablasinin z eksenindeki
(derinlik) hareketi 6l¢iildii. Boylece elde edilen doku kalinliklarinin ortalamalar1 alindi.

SHTEREOM © programinda kesit kalinlig1 boliimiine bu ortalamalar y azildi. Bu ¢aliymada 50
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pm kalinliginda kesitler alindi. Perfiizy on ile fiksasy on ve sonrasinda siikroz soliisy onu iginde

dehidratasyon yapildid i¢in kesilerde 6nemli bir kalinlik farki olusmadig1 gozlendi. Kesitin

alt ve iist yiizlerinden 10 wm béliimler sayim dis1 tutuldu. Boylece kesitin kesilme

say1m cercevesi yardimi ile sayim yapildig i¢in 25000 umz adimlama alan1 i¢inde 400
umz alanda saym gercek lesmektedir.
yiizeyindeki fiziksel bozukluk nedeniyle olusabilecek artefaktlar giderilmis oldu (giivenlik
kusagl). Ayni zamanda ardisik kesitlerde, sayilan bir noronun tekrar sayilmasi da engellendi.
Kesit kahnhg icinde belli bir kalinhk alindig i¢in (30/50 wm) KKOO 3/5 olarak belirlendi.
Toplam Hiicre Sayisinin Hesaplanmast
Bir beyinde yukarida aciklanan 6rneklenmis hacimlerde say1lan hiicre say1s1 Y p olarak
temsil edildiginde:
Toplam hiicre say1s1 (TNN)=Yp.1/KOO.1/A00.1/KKOO carpimu ile bulundu. Elde
edilen sonuclarin hata katsayilar1 (HK; coefficient of error, CE) hesaplandi (GUNDERSEN,
1988).

CE (HK) =V [(3A+C-4B)/12] / ZQ~ (Bknz Tablo 3)
Q-: Kesite ait disektor partikiil sayisi,

XQ- : Toplam disektor partikiil say1st,

Q-+1: Bir sonraki kesite ait disektor partikiil say1s1,
Q-+2: iki sonraki kesite ait disektor partikiil say1s1,
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Bu hesaplamalar ¢alismamizda kulland1@miz bilgisay ar programi y ardimi ile y apild.
SHTEREOM € ile elde edilmis bir si¢cana ait tablo asagida sunulmustur (Tablo 3).

Tablo 3: SHTEREOM © program y ardimu ile elde edilmis, bir si¢ana ait hiicre say imi
ve toplam hiicre say1simi gosterir tablo. Biiyiik tablo hata katsay1s1 (CE ) hesaplanmasinda
kullanilacak olan degerlerin (A, B, C) hesaplanmasmda kullanilacak olan parametreleri

gostermektedir. Kiiciik tabloda ise hesaplanmis hata katsay1s1 ve toplam noron sayis1 (tnn) yer
almaktadir.

shtereom©
stepping +number date time
estimation
02.05.2011 12:44:39
section no, i Qi Qix Qi Qix Qi+l Qi x Qi+2
1 26 676 546 1066
2 21 441 861 252
3 41 1681 492 410
4 12 144 120 96
5 10 100 80 120
6 8 64 96 120
7 12 144 180 108
8 15 225 135 225
9 9 81 135 126
10 15 225 210 0
11 14 196 0 0
total=183
A= 3977
B= 2855
C= 2523
Noise= 183
VAR(srs)= 103.541.667
VAR(total)= 1.933.541.667
CE= 0.0759846
TNN= 823.500

toplam noéron

IMMUN BOYANM ANIN DEGERLENDIRILM ESI

Beyin kesitlerinde hipokampus CA3-2 alanlar1 her sigan i¢in dort kesit taranarak
immun pozitif veya negatif ayrim yapilmadan yiiz piramidal hiicre sayildi. Immun pozitif
hiicrelerde ayrica boy anma y ogunlu gu semikantitatif bir yontem olan H-SCORE
kullanilarak degerlendirildi (ERSOY, 2009; LI, 2011; LEE, 2011). Bu skorlama sistemine
gore sayilan yiiz hiicre i¢inde hi¢ boya almay anlara sifir degeri verilirken, az boya alanlar
1, orta boya alanlar 2 ve ¢ok boya alanlar 3 degeri verilerek her gruba ait hiicre sayis1
ayrica kaydedildi. Bir, iki ve i¢ degeri alan hiicrelerin sayisi1 (yiizde orani) kullanilarak H-
SCORE = XPi (i + 1) formiilii ile hesaplanda.

i = boyanma yogunluk degerini (1, 2 ve 3)
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Pi= yogunluk degeri alan hiicre oranin1

Her yogunluk degeri i¢in yapilan carpma islemi sonuglarinimn toplami ise H-SCORE
olarak ifade edildi.

Ornegin bir hay vanda 1+ boyanan hiicre oran1 %20, 2+ boy anan hiicre oram1 %10, 3+
boyanan hiicre oran1 %5 ise

HSCORE= [20X (1+1)]+ [10X 2+1)+ [5X (3+1)] = 40+30+20 = 90

Yiiz hiicre icinde immun pozitif hiicrelerin sayilar1 ise boy anma orani olarak

degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL YONT EMLER
Istatistik analiz icin tiim say1sal veriler bilgisayar ortanuna girildi. SPSS istatistik

programu (10.0 versiyonu) yardimu ile istatistik analizleri y apildi. Kantitatif verilerde
vary anslarin homojenligi i¢cin Levene testi kullanildi. Homojen dagilim gosteren veriler i¢in
ikili grup karsilastirmalarda bagimsiz degiskenlerde t-Testi uy gulanarak ortalamalar arasinda
fark olup olmadig test edildi. Coklu karsilastirmalar icin tek yonlit ANOVA ve Post Hoc
Bonferroni testleri uy gulandi. Dagilimin homojen olmadig1 durumlarda ikili
karsilastirmalarda M ann-Whitney U testi, coklu karsilagtirmalarda ise Kruskal-Wallis testi ile
gruplarm ortalama degerleri arasind aki fark liligin anlamh olup olmadi1 arastirildi.

Ogrenme testi gibi tekrarlanan dlciimlerde ise tekrarlayan 6lciimlerde ANOVA ve Post

Hoc Bonferroni testi uy gulandi. Anlamhilik smirt tiim testler icin 0,05 kabul edildi.
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BULGULAR

LUCO ELDE EDILMESI, ICERIK VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI
Ekstraksiyon Verimliligi ve Fenolik Madde Tayini

M cro-adapted Folin Ciocalteu y 6ntemi ile hesaplanan toplam fenol ve flavonoid

icerigi asagd aki tabloda gosterildigi gibi saptandi. Islemler gravimetrik olarak takip edildi ve

ekstraksiyon verimliligi islem sonunda hesaplandi (Tablo.4). Toz haldeki ekstraktin

ekstraksiyon verimliligi %1.12 olarak bulundu. Yani, %70’1lik etanol (hacmen) ile hazirlanan

100 mL sulu ekstrakt liyofilize edildiginde elde edilen toz iiriiniin agirh g1 1.12 g olarak
gerceklesti.

Tablo 4: Pekmez at1g1 iztim ¢ekirdeklerinde fenolik madde miktar1 ve ekstraksiy on
verimliligi.

Toplam Fenol Icerigi (kuru agwrlik bazinda) % 45.1 GAE (Gallik Asit Esdegeri)
Toplam Flavonoid Igerigi (kuru madde %27.1 KE (Katesin Esdegeri)
bazinda)

Ekstraksiyon verimliligi %1.12

FRAP Cinsinden Antioksidan Aktivite Tayini
Pekmez tiretiminden elde edilen Vitis viniferal.. cv. Calkarasi ¢cesidi iiziim

cekirdeklerinin sarap atigindan elde edilen cinsine gore toplam fenolik madde icerikleri ile

FRAP cinsinden antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.05, Tablo 5).

Bu bulgular sonucunda ¢alismanin devam eden boliimiinde pekmez atig1 iiziim

cekirdeklerinden elde edilen 6ziit tercih edildi.

Tablo 5: Farkli Kaynaklardan Elde Edilen Uziim Cekirdeklerinin Ortalama Fenolik
M adde Icerikleri (kuru madde bazinda) ve antioksidan aktiviteleri (FRAP y6ntemiyle).

Uziim Cekirdegi Toplam Fenol Icerigi FRAP Sonucu
Kaynag (mg Gallik Asit Esdegeri/g (mikromol Trolox
kurumadde) Esdegeri/g kurumadde)
Pekmez Atig 54.6 = 6.4a 36.2 +5.5a
Sarap Atigt 27.9 +7.4b 20.0 + 6.8b

42



Fenolik Bilesiklerin Kromatografik Analiz ile Tayini

HPLC y6ntemi ile standart kalibrasy on egrileri elde edildi (Sekil 17). LUCO analizi
ile elde edilen kromatogramlar (Sekil 18) degerlendirilerek icerikte yer alan gallik asit, katesin
ve epikatesin miktarlart mg/100 gr toz madde olarak saptandi (Tablo 6).

epicatechin, DAD1 E
Area=449111.538*Amt +217.98077

AreaT] Re| Res%(15): -79.286

0 Correlation: 0.99512
I v v v T v v v
0 002 Amountmg/gll

Sekil 17: Epikatesin standardina ait kalibrasy on egrisi

TRDT E Sig=280,1 6 Ref =36.0,100 (UZUM20 080 900 D)
mAU
16007

3611

14007
12007
10007

8009

5.650

6.46 8

>6.867
7.299

7.76 0
8.054

|1
{ s

T T T - T T T T T T T T T T T T T T T
3 4 5 6

|9 ﬂl
Sekil 18: Vitis vinifera L. cv. Calkarast iiziimiinden elde edilen LUCO ye ait
kromatogram (3.6, gallik asit; 4.2, katesin; 5.1, epikatesin)

oo =1

Kromatografik analizler sonucunda toz haldeki ekstraktin gallik asit, katesin ve
epikatesin icerikleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.

H,0, Konsantrasyonunun Krokin Cozeltisi Renginin Agarmas: Uzerine Etkisi

Sekil 18’de metanol icerisinde hazirlanan ve fosfat tamponu (pH 7) ile seyreltilen

krokin ¢ozeltisine su ve %30’luk hidrojen peroksit ilavesinin etkisi ¢izgi grafik olarak
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goriilmektedir. Spektrofotometre kiivetinde toplam hacim 3mL olarak baz alinms, belirtilen
hacimler krokin ¢ozeltisi ile toplam hacme tamamlanmistir. Sey reltmenin etkisini gdrebilmek
amac1y la hidrojen peroksit yerine saf su kullanilmistir. Hidrojen peroksit giiclii bir oksidandir

ve literatiirde yer alan bilgiler do grultusunda bu konsantrasy ondaki hidrojen peroksitin krokin

Tablo 6. Vitis viniferal. cv. Calkarast iiziimiinden elde edilen LUCO niin gallik asit,
katesin ve epikatesin icerikleri (+ standart sapma).

. Konsantrasyon
Bilegen (mg /100g LUCO)
Gallik Asit 53.5+£5.6
Katesin 65.9+9.5
Epikatesin 454 + 8.7

cozeltisinin rengini onemli derecede agmasi (agarma) gerekiyordu. On bes dakikalik
reaksiyon sonucunda 300 ve 600uL hidrojen peroksit ilavesi absorbans degerlerinde sirasiyla
0.06 ve 0.07’lik diisiis mey dana getirdi (Sekil 19-21). Oysa literatiirde, degerler bu diisiislerin
10 katindan fazla olarak rapor edilmistir.

1,200

100 e —a——up ry
3 N
0,800 - ¥ +

—

=s—150uL H20
=-e—150uL H202
300uL H20
-#-300uL H202
0,400 600uL H2O ||
—e—600uL H202

0,600

Absorbance (443nm)

0,200

0,000

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (min)

Sekil 19: Metanol icerisinde hazirlanan ve fosfat tamponu (pH 7) ile seyreltilen krokin
cozeltisine su ve %30’luk hidrojen peroksit ilavesinin etkisinin ¢izgi grafikle gosterilmesi.

Saf su ilave edilmis (150pL) krokin ¢ozeltisinin 5 farkli zamanda elde edilmis
spektrumu Sekil 20’da goriilmektedir. Ortamda oksidan olmadig1 i¢cin spektrumda zamana
bagli herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Yiizde 30’luk hidrojen peroksit ilave edilmis
(150pL) krokin ¢ozeltisinin alt1 farkli zamanda elde edilmis spektrumu ise Sekil 21°de

gosterilmistir. 443nm dal gaboyunda absorbans degerinde diisme meydana gelmis, ancak bu
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diisiis literatiirde belirtildigi kadar siddetli olmamistir (Bkz. Tartisma, Sekil 44). 360 nm
dalgaboyu 6ncesindeki yiikselme hidrojen peroksitten kaynaklanan interferanstir. Hidrojen

peroksitin spektrumu Sekil 22’deki grafikte gosterilmektedir.
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Sekil 20: Saf su ilave edilmis (150uL) krokin ¢ozeltisinin 5 farkli zamanda elde
edilmis spektrumu.
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Sekil 21: Yiizde 30’luk hidrojen peroksit ilave edilmis (150uL) krokin ¢ozeltisinin 6
farkli zamanda elde edilmis spektrumu.
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Sekil 22: Hidrojen peroksitin spektrumu.
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Sekil 23: Krokin ¢ozeltisine ilave edilen 150uL su, hidrojen peroksit veya LUCO niin
absorbans lizerine etkisi. Krokin olarak isimlendirilen dogru saf krokin ¢ozeltisinin 15 dakika

boyunca absorbansimi gostermektedir.

Sekil 23’deki grafikte ise krokin ¢ozeltisine ilave edilen 150 L su, hidrojen peroksit

veya LUCO absorbans iizerine etkisi goriilmektedir. Krokin olarak isimlendirilen do gru saf
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krokin ¢ozeltisinin 15 dakika boyunca absorbansmi gdstermektedir. Her iki maddey e kars1
reaksiyonun ger¢eklesmemesi nedeni ile deneyin basarisiz oldugu sonucuna varildi

LUCO’niin In Vitro ve In Vivo Antioksidan Etkinligi

In vitro deney:

LUCO niin vitro antioksidan 6zelliginin incelenmesi sonucunda: Iki ayr1 kayma
hizinda (0,95 ve 1,69 Pa) H,0, ile inkube edilmis eritrositlerin deformabilitesi kontrole gore
anlam 6l¢iide diisiik bulundu (p<0.05), yani eritrositler iizerinde oksidan etki y aratilmis oldu.
Antioksidan etki yaratmak icin kullanlan LUCO (10mg/ml) 1 saatlik inkiibasyon sonucunda

in vitro olarak deformabiliteyi artirict y onde etkilemedigi saptandi (Sekil 24, 25).

Elat 0,95 Pa
0,3 1
T

= 025 T :
= 021
3 1
S 0,15 1
o017

0,05 T .

Control H202 H202+Antioxidant

ortalama, standart hata, Test: Friedman+Wilcoxon ikili karsilastirmalar i¢in *: p<0,05 kontrolden fark

Sekil 24: 0,95 kayma hizinda eritrosit deformabilitelerinin karsilagtirmali ¢ubuk
grafigi.

Elat1,69 Pa

Control H202 H202+Antioxidant

ortalama, standart hata, Test: Friedman+Wilcoxon ikili karsilagtirmalar i¢in *: p<0,05 kontrolden fark

Sekil 25: 1,69 kayma hizinda eritrosit deformabilitelerinin karsilastirmali cubuk
grafigi. Kontrol grubuna gore diger iki grubun ortalamasi istatistiksel olarak anlamli dl¢iide
diigiik bulundu. Hidrojen peroksit ile muamele edilen grup ile hidrojen peroksit + antioksidan
(LUCO) uy gulanan grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml degildi.
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In vivo Deney:

[k deneyde iki grup eriskin sicana (n= 6, tedavi grubu ve kontrol grubu ) yapilan bir
dozluk (50mg/k g, ph:7.4) intraperitoneal LUCO uy gulamasindan sonra elde edilen
bulgularda, plazmada kontrol grubuna gore tedavi grubunda daha yiiksek TAS, daha diisiik
TOS ve OSI bulundu (TAS i¢in p=0,009; OSI i¢in p=0,026). Beyin dokusunda ise her iki grup
arasinda ii¢ parametre sonuglarinin anlamli fark géstermedigi saptandi (Tablo7, 8).

Yedi Giinliik LUCO Enjeksiyonu Sonucu Sican Beyin Dokusundaki TAS Tayini

Ikinci deneyde de iki grup eriskin sigan (n= 5, tedavi grubu ve kontrol grubu)
kullanild1. Tedavi grubuna yedi giinliik intraperitoneal LUCO tedavisinin (50mg/k g/ giin,
ph:7.4) ardindan beyin dokusunda y ap1lan inceleme sonucunda OSI ortalamas1 82.07, kontrol
grubunda 50.85 olarak bulundu (Tablo 9). TAS ve TOS sonuglar1 acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi. Yedi giinliik LUCO tedavisinin beyin dokusunda TAS ve TOS

diizeylerini degistirmedigi gbzlendi.

Tablo 7: LUCO’niin antioksidan etkinliginin plazma ve beyin dokusunda
gosterilmesine yonelik ilk deney sonuglari. Her bir sicanda plazma ve beyin (hipokampus)
dokusunda TAS, TOS degerleri ([OSI=(TOS/T AS)*100]).

G Sigan Plazma Beyin
ruplar ; .
No TAS TOS OSI ort+SD | TAS TOS OSI ort+SD
1 2,13 4023 1888,7 4,72 57,73 1223,1
2 2,15 30,17 1403,3 2,33 91,80 | 3939,9
Kontrol 3 2,03 2560 1261,1 1309,8 | 3,31 86,69 | 2619,0 3223,5
grubu 4 2,02 8,57 4243 4847 2,79 85,26 | 3055,9 =*1361,0
5 1,51 20,69 1370,2 3,42 109,22 3193,6
6 1,83 27,66 1511,5 1,51 80,18 5309,9
1 2,65 19,71 743.8 3,99 91,59 | 2295,5
2 2,57 623 242.4 2,76 78,75 28533
Tedavi 3 245 1046 426,9 486,5 2,50 82,01 3280,4 34712
grubu 4 2,10 12,51 595,7 2290 241 9224 | 38274 =38349
5 246 17,20 699,2 1,97 91,14 | 46264
6 230 4,86 211,3 2,24 88,36 | 3944,6
p (T-Test) 0,007 0,71

OGRENME TESTLERINDEN ELDE EDILEN BULGULAR

Morris Su Tank: Testi (Water Maze) Bulgularn

Zaman acisindan (escape latency) 1.Grup (HIE+LUCO) ile 2.Grup (LUCO) ve 3.Grup
(kontrol grubu) arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 10, Sekil 26). Yol
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acisindan (path length) ise sadece 1. ve 2. gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulundu (Tekrarlay an dl¢iimlerde tek yonlii ANOVA, Post Hoc Tukey).

Tablo 8: Gruplarin plazma ve beyin dokusunda TAS, TOS degerleri, karsilastirma sonuglar1.

GRUP N Ortalama Std.D. P (T-Test)
BEYIN-TAS mmolTrolox kontrol 6 3,01 1,06 0.50
Equiv./L/mg tedavi 6 2,64 0,7 ’
BEYIN-TOS pmol H,0, kontrol 6 85,15 16,2 0.77
Equiv./L/mg tedavi 6 87,35 5,6 ’
) kontrol 6 1,94 0,2
Plazma-TAS mmolTrolox Equiv./L rodavi C WG, 02 0,004
) kontrol 6 25,49 10,5
Plazma-TOS pmol H,O, Equiv./L redavi 3 11.83 5.0 0,025

Tablo 9: Yedi giinliik intraperitoneal LUCO enjeksiyonu sonrasi1 beyin (hipokampus)
dokusunda TAS, TOS degeri ortalamalar1 ve karsilastirma sonuclari. Gruplar arasinda
ortalamalar aras1 farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir.

Gruplar Sican | Beyin TOS Beyin TAS Oksidatif stres indeksi
No [pmol H,0, Equiv./L/mg] [mmolTrolox Equiv./L/mg] [OSI=(TOS/TAS)*100]
1 2,11 5,86 36,01
2 1,92 14,64 13,12

Kontrol [ 3 8,21 43222,61% [946 |922+332% [86.88 | 50,85£29,57*
4 3,89 8,73 44,60
5 5,47 7,42 73,64
1 1,85 9,47 19,48
2 5,81 7,42 78,30

Tedavi |3 11,56 6,80 £3,57* | 7,91 8.92 £2,98* 146,22 82,07+47,43*
4 6,34 6,03 105,20
5 8,43 13,78 61,14

Px* 0,25 0,91 0,2

(*Ort £SD, **T-Test).

Hiz (velocity ) bakimindan gruplar arasinda fark olmamasi, deneye katilan hay vanlarin

su tanki testini etkiley ecek herhangi bir motor bozukluk géstermedikleri y oniinde

degerlendirildi. Bu sonug testin giivenilirligini artirmaktadir.

Zaman agisindan olusturulan ¢iz gi grafikte (Sekil 26) Birinci grubun (HIE+LUCO) en

kotii performansi gosterdigl goriilmektedir. Gruplar arasind aki fark istatistiksel olarak anlamh

bulundu (Tablo 10). Birinci giin pretrainingsathasi oldugundan istatistik islemlerine

alinmamustir. Ancak diger giinlerde kontrol grubu da dahil olmak iizere performansin

degismeler gosterdigi aciktir.
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Tablo 10: Morris su tanki testi (M orris Water M aze) sonuglariin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi ile elde edilen p degerleri tablosu. (tekrarlayan ol¢iimlerde tek y onlii
ANOVA, Post Hoc Tukey testi).

Gruplar Karsilastirilan gruplar  Escape Latency Path Length  Velocity,
(Duration, zaman) (Distance, yol) Hiz
) P P p
1 (HIE+UCO) 2(UCO) 0,012 0,031 0,957
3 (KONTROL) 0,034 0,062 0,943
4 (HIE) 0,226 0,495 0,625
2UCO) 3 (KONTROL) 0,999 0,998 0,767
4 (HIE) 0,828 0,738 0,375
3 (KONTROL) 4 (HIE) 0,822 0,722 0,951

Escape latency

50,001 Grup

=—1.Grup (hig+uco)
—2.Grup (uco)

3.Grup (kontrol)
=4 Grup (hig)

50,00

40,00

Ortalama Escape Latency

30,00

20,00

Gin

Sekil 26: Sicanin platforma ulagmasi i¢in gecen zaman acisindan (Escape Latency,
saniye) gruplarin karsilastirimasi. Birinci grubun (HIE+LUCO) en kétii performansi
gosterdigi goriilmektedir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulundu, p
degerleri Tablo 10’da verilmistir.

Yol uzunlu gu karsilastirmasi ile ilgili ¢izgi grafikte (Sekil 27), zaman ile uy umlu
olacak sekilde 1.Grubun en kotii performansa sahip oldugu goriilmektedir. 2.Grup ile
3.Grubun, 1.Grup ile 4.Grubun benzer grafiklere sahip oldugu goriilmektedir. Ancak 4.Gruba
gore 1.Grubun daha kotii performansa sahip olmas1 HIE nin yan1 sira verilen LUCO niin

tabloyu agirlastirdi@ anlamu ¢ikartilabilir.
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Sekil 27: Denegin platforma ulagmas1 icin kat ettigi yol (Path Length, cm) agisindan
gruplarin Kargilastiriimasinda 1. grubun en kotii performans: gosterdigi goriilmektedir, sadece
HIE uy gulanan 4. grup ise nispeten daha iyi bir performans gdstermesine ragmen kontrol
gruplarma (2, 3. gruplar) gore daha uzun yol kat etikleri goriilmektedir. Bu karsilastirmada da
1. ve 2. gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (Bkz Tablo 10).

Sekiz Kollu Labirent Testi (Radial Eight Arm Maze) Bulgulan

Degerlendirme dort parametre agisindan yapildi: Dogru sayisi, kol hatasi, toplam hata
ve siire. Ortalamalar arasi farkin karsilagtirilmasinda M ann-Whitney U testi, tekrarlay an
Olciimlerde iki yonlit ANOVA, Post-Hoc Tukey testleri kullanilda.

Elde edilen sonuglara gore HIE uy gulanan siganlarin performansi dort parametre
acisindan (dogru saysi, kol hatasi, toplam hata ve zaman) diger gruplara gore daha kotii
bulundu. Dogru sayis1 bakimindan 3 ile 4. grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1
bulundu. 3.grup ile 1 ve 2. gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil
29). Yani iiziim ¢ekirde i 6ziitii enjeksiy onu HIE olusturulan hay vanlarda davranis boyutunda
anlaml bir iyilesme saglamamstir.

Kol hatas1 ortalamalar1 agisindan 4. grup en fazla hata yapan grup olarak goriildii. Bu
grup ile 3. grup arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli idi (Sekil 30).

Toplam hata ortalamalarina bakildiginda 3. grup ile 4. grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 31).

Testi tamamlama siirelerinin ortalamalar1 acisindan kontrol grubu (3.grup) en kisa

siirey e sahip olsa da aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamistir.
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Sekil 28: Ortalama hiz (Velocity, cm/sn) acisindan karsilastirildigindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadi@ goriildii (Tablo.10). Bu durum test
edilen sicanlarda motor yerersizlikten kaynaklanan bir fark olmadi1gini kanitladigi i¢in testin
giivenilirligini artirmaktadir.

Sonug olarak LUCO enjeksiyonu, HIE olusturulan hay vanlarda davranis boy utunda

istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme saglamamistir.

Tablo 11: Davranis testi verilerinin ortalama, standart hata olarak gruplara dagilimi.

Gruplar 1 2 3 4
Dogru Sayist 6,75+0,16 7,14+0,14 7,36+0,15 6,46+0,2
Kol Hatast 1,17£0,15 0,84+0,14 0,63+0,15 1,42+0,19
Toplam Hata 1,39+0,2 0,93+0,17 0,69+0,17 1,57+0,23
Siire (sn) 102,83+10,63 88,61+5,26 70,66+5,53 120,73+12,51
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D OGRU SAYISI GRAFiGi

GRUPLAR

| 1(hieuc)

= 2uc)
M 3kont)
B 4hie)

ORTALAMA DOGRU SAYISI

DOGRU SAYISI

8,5

GUNLER

gurup

a 1(hieuc)

Sekil 29: Do gru says1 ortalamalarmin ¢ubuk ve ¢izgi grafigi. Ugiincii (Kontrol grubu)
grup ile 4. (HIE) grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p=0.04). HIE
grubunun do gru sayist anlaml derecede azalmistir. Kontrol grubu ile 1. ve 2. gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

KOLHATASI GRAFi GI

KOL HATASI ORTALAMASI

1
GRUPLAR

KOL HAT ASI ORTALAMASI

KOL HATASI

GUNLER

gup

9 4 (hieuc)

Sekil 30: Kol hatas1 ortalamalarim1 gosteren ¢ubuk ve ciz gi grafikleri. Kontrol grubu
ile HIE olusturulan grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p=0.007). Diger
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml bulun mamistir.
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Sekil 31: Toplam hata ortalamalarin1 gosteren cubuk ve ¢izgi grafigi. Kontrol grubu ile

HIE olusturulan grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p=0.02).
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Sekil 32: Testi tamamlama siirelerinin ortalamalarin1 gosteren ¢ubuk ve cizgi

grafikleri. Burada gruplar arasi farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii.

BEYIN AGIRLIGI ACISINDAN GRUPLARIN KARSILASTIRILMASI

Dekapitasyon ile sonlandirilan deney siireci sonunda si¢anlarin viicut ve beyin

agirliklar1 bakimindan gruplar arasinda farkliliklar oldugu goriildii (Tablo 12, Sekil 33).

Birinci grupta (HIE+LUCO uy gulanan grup) olanlarin diger gruplara gore en az viicut agirhg
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ve beyin agirlig ortalamasina sahip olduklari, arad aki farkn istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi (Tablo 12, Sekil 33).

En yiiksek viicut agirlig ve beyin agirh @ ortalamasinin 3. gruba (saglam kontrol) ait
olmasi1 deneyin giivenilirligi acisindan olumlu bir bulgu olarak degerlendirildi.

Beyin agirlig ortalamasi bakimindan 3. Gruba gore tiim gruplarin beyin agrliklar
daha az bulundu. Bu fark sadece 3 ile 1. Grup arasindaki istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0,000). 1. Grubun diger ii¢ gruba gore farki ise istatistiksel olarak anlamh idi (bkz. Tablo
1). M akroskopik incelemede de 6zellikle 1. Grupta yer alan sicanlarin biri hafif, dordii agir
olmak iizere besinde beyin dokusu kayb1 oldugu saptandi (Sekil 34).

Viicut agirlig bakimindan 3. grubun en yiiksek ortalamaya sahip oldugu, diger tiim
gruplarla olan farkin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu saptandi. Birinci ile 2. Grup, 2. ile 4.
Grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadi g, 1. Grup ile 4. Grup arasindaki
farkin ise anlamh oldugu goriildii (Tablo 12).

Bu sonuca gore beyin ve viicut agirlig bakimmdan HIE uy gulamasimnin y ani sira
LUCO enjeksiyonu yapilan sicanlarda (1.Grup) daha fazla beyin dokusu kayb1 ve viicut
agirh@inda azlik olustugu saptandi. Sadece HIE olusturulmasi veya sadece LUCO
enjeksiyonu yapilan sicanlarda ise normal si¢canlara gore istatistiksel olarak anlamli olmay an
beyin ve viicut agirliginda azlik olustugu goriildii. HiE olusturulmasi ve LUCO
enjeksiy onunun ayr1 ayri bu olgulara katkida bulundu gu, ancak her ikisinin bir arada

uy gulanmasinin olay1 daha da artirdid@ izlenimine varildi.

Tablo 12: Gruplara ait beyin ve viicut agirlik ortalamalari. Tek yonli ANOVA testi ile
gruplar aras1 ortalamalarin farklilig test edildi. Post Hoc test olarak Bonferroni kullanildi. P
degerleri gruplar aras1 karsilastirmay1 gosterecek sekilde verilmistir (1-2, 3: birinci ile ikinci
ve liciincii grubun karsilagtirilmasi gibi).

Beyin agrlik Grup- Grup-
ortalamalan grup: Viicut agirlik grup:
Gruplar | (gr) SE | SD | Pdegeri |ortalamalar (gr) | SE |SD | Pdegeri
1-2:
] 0,006 ] 3-1,2:
1. 1,98 (175-2.37) | 006/ 0.18| 1+ 248,90 (227-274) | 5,30 | 16,76 100
0,000 3-4:
2. 2,21 (2,07-2,42) | 0,04| 0,11 | 1-4: 271,78 (232-310) | 8,58 | 25,74| 0,010
0,037 ﬁ=1
3. 2,40 (2,15-2,50) | 0,06| 0,14 (3)-12’41 329,20 (314-347)[ 6,01 | 1344 1 010
214: 4-2:
4. 2,19 (2,06-2,30) | 0,04] 0,09/ 1 285,83 (260-321)| 8,57 [ 20,99] 1
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Sekil 33: Gruplara ait beyin ve viicut agirlik ortalamalarinin ¢ubuk grafik ile
gosterilmesi. (Beyin agirlig agisindan p degerleri: 1-2 gruplar= 0,006, 1.-3. gruplar arasi=
0,000, 1-4 gruplar arasi= 0,037, 3-2. ve 3-4. gruplar arasi= 0,1, 2-4 gruplar arasi= 1 olarak
bulundu. Viicut agirhiklari agisindan p degerleri: 3-1. ve 3-2. gruplar aras1 =000, 3-4 gruplar
aras1=0,010, 1-2gruplar arasi= 1, 4-1 ve 4-3 gruplar aras1=0,010, 4-2 gruplar arasi=1. Viicut
agirliklar1 bakimindan p degerleri 3.-1.ve 2. gruplar arasi=0,000, 3-4 gruplar aras1=0,010, 1-
2gruplar aras1 = 1, 4-1 gruplar aras1 =0,010, 4-2 gruplar arasi=1)

SAG HIPPOCAMPUS CA3-2 ALANLARINDAKI TOPLAM PYRAMIDAL

HUCRE SAYILARI

Elde edilen bulgulara gore sag hipokampus CA3-2 tabakalarindaki toplam
pyramidal noron sayis1 ortalamalarina gore kontrol grubu (3. Grup) en yiiksek
pyramidal hiicre sayisina sahipken (703020), en diisiik hiicre say1s1 tedavi edilmemis
HIE uy gulanan (4.Grup) si¢anlarda bulundu (578250). LUCO verilen normal sicanlarda
(2.Grup) kontrol grubuna gore hiicre sayisinim az oldugu (628312), HIE +LUCO
verilen 1.Grupta ise tedavi edilmemis HIE grubuna (4.Grup) gore daha fazla oldugu
goriildii (595125) (Tablo 13, Sekil 36). Ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunamad1. Ancak daha dnce yapilan 6 grenme-bellek testleri ile bu donemde

hesaplanan toplam pyramidal hiicre sayilarinin ortalamalar1 arasinda paralellik olmasi1
dikkat c¢ekici bulundu.
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C D

Sekil 34: Beyinlerdeki makrosopik degisiklikler ile ilgili resimler: A: Uciincii gruba ait
normal beyin, B,C,D: Birinci gruba ait sicanlardan birinde goriilen hafif doku kayb.

A B

Sekil 35: Birinci gruba ait bir sicanda goriilen yogun doku kaybi ve kistlesme. A:
Soldan goriiniim. B: Ustten goriiniim.
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Tablo 13: Gruplara ait sag hipokampus CA3-2 alanlarindaki toplam pyramidal néron
say1s1 ortalamalarin1 gosterir tablo. 1.Grup: HIE-LUCO uy gulannus grup, 2.Grup:
Herhangi girisim yapilmadan LUCO verilmis grup, 3.Grup: Normal kontrol grubu,
4.Grup: HIE uy gulanmis grup. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir.

GRUP ORTALAMA Standart hata
1 595125 56479,35
2 628312,5 89863,04
3 703020 55428,25
4 578250 36442,59
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Sekil 36: Gruplara ait sag hipokampus CA3-2 alanlarindaki toplam pyramidal néron
say1s1 ortalamalarmi gosterir cubuk grafik. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunamadi.

LUCO enjeksiyonu, HIE olusturulan hay vanlarda sag hipokampus CA3-2
tabakasindaki pyramidal noron sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

yaratmamistir.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL  YONTEMLERLE BOYALI  KESITLERIN
DEGERLENDIRILMES I

Elde edilen sonuglara gore 1.Grup en fazla PV + hiicre oranma sahip bulundu. Gruplar
arasindaki fark 1.grup agisindan istatistiksel olarak anlamli bulundu (14. Tablo, 37. Sekil).

Tablo 14: Hipokampus CA3-2 alanlarinda parvalbumin + piramidal hiicre oranin1 (%)
gosteren tablo. Parvalbumin + hiicrelerin orani acisindan gruplarin karsilastirilmasinda 1. grup
ile diger ti¢ grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu bulundu. (Tek yonlii
ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni Testi. Her ii¢ grup icin P=0.000).

Standart|Standart
Gruplar|Ortalama| sapma | hata [Minimum|M aksimum

1 16,88* | 3,47 1,74 13,25 20,30

2 8,08 1,38 0,56 5,92 10,00
3 7,09 0,89 0,39 6,00 8,00
4 5,93 1,05 0,43 4,91 7,50

*p=0,000 diger ii¢ grupla olan fark

o
500

Ly

T B

1 P | b A6 1,00

Parvalhumin boyanma oran (*)

Gruplar

Sekil 37: Hipokampus CA3-2 alt bolgelerinde, piramidal hiicre tabakasinda
parvalbumin + piramidal hiicre oran1 ortalamalarmm grafig. 1.grup ile diger gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Diger i¢ grup i¢in p=000).

Dort gruba ait hipokampus CA3-2 bolgelerindeki parvalbumin + piramidal hiicreler
acisindan H-Score ortalama degerleri karsilastirildi§inda gruplar arasinda en yiiksek degerin

1.gruba ait oldugu goriildii. Diger gruplara gore iki kat ve daha fazla boyanma y ogunlugu
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gosteren bu grubun farki istatistiksel olarak diger her ii¢ grup acisindan anlamh bulundu
(ANOVA, Post Hoc Bonferroni test. Her ii¢ grup icin p=0,000). Asagida Tablo 15 ve Sekil

38’de bulgularla ilgili ayrintil bilgi bulunmaktadir.

Tablo 15: Hipokampus CA3-2 bolgelerindeki parvalbumin + piramidal hiicrelerin
boyanma yogunlugu acgisindan hesaplanan H-SCORE degerlerini gosteren tablo. H-Score
karsilastirmasinda 1. grup ile diger li¢ grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh
oldugu bulundu. (Tek yonlii ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni Testi. Her ii¢ grup igin

p=0.000).
Standart|Standart
Gruplar{Ortalama| sapma | hata |Minimum|M aksimum)|
1 40,19 7.57 3.79 31,50 4747
2 19.80 3.55 145 15,64 25,60
3 17,61 391 1,75 12,00 22,75
4 13,51 243 0.99 11,60 18,17
[N By
-
40,2
o
5
T L
c
E ROM B
=1
L2
s
-
: I
o
2C,2C
1€.9C

T T
) 2,00 200
Gruplar

Sekil 38: Hipokampus CA3-2 alt bolgelerinde, piramidal hiicre tabakasinda
parvalbumin + piramidal hiicrelerin boyanma yogunlugu agisindan hesaplanan H-SCORE
acisindan gruplarm karsilastirilmasinda 1. grubun diger gruplardan daha yogun boy anma
gosterdigl ve bu farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu bulundu (p=0,000).
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NeuN + piramidal hiicreler agcisindan hipokampus CA3-2 alanlarmin incelenmesinde

ise en yiiksek oranda NeuN + hiicrenin 2. grupta, en az oranda boy anmanin ise 1.grupta

oldugu goriildii. H-Score karsilastirmasinda yine 1. grup en diisiik degere sahip iken en yiiksek

deger 3. gruba aitti. Istatistiksel acidan immunpozitif hiicre oran1 farkinin 1.grup ile 2. grup ve

3. grup arasinda anlamh oldugu goriildii. (Tek yonlii ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni
Testi. 2.grup icin P=0.016, 3. grup i¢in p=0,008). Dordiincii grup ile 1.grup arasindaki fark
acisindan p degerinin sinirda olmasi da dikkate de ger bulundu (p=0,057).

H-Score acisindan gruplar arasindaki fark 1.grup ile 3. grup arasinda anlamli

bulunurken (p=0,008), diger gruplar acisindan anlamli degildi. On altinci ve 17. tablo ile 39.

ve 40.sekillerde konu ile ilgili detay It bilgi verilmistir.

Tablo 16: Hipokampus CA3-2 alanlarinda NeuN+ piramidal hiicre oranin1 (%)
gosteren tablo. NeuN + hiicrelerin orami agisindan gruplarin karsilastirilmasinda 1. grup ile
2.grup ve 3. grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu bulundu. (Tek y 6nlii
ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni Testi. 2.grup i¢in P=0.016, 3. grup i¢in p=0,008).

Standart | Standart
Gruplar | Ortalama | sapma hata |Minimum|M aksimum
1,00 80,6667 242212 98883 78,00 84.00
2,00 90,6667 469042 156347 84,00 98,00
3,00 88.4000 6.18870[ 276767 80,00 95.00
4,00 88,6000 456070  2.03961 82,00 93,00
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Gruplar

Sekil 39: Hipokampus CA3-2 alt bolgelerinde, piramidal hiicre tabakasinda NeuN +
piramidal hiicre orani ortalamalarmin grafigi. 1.grup ile 2.grup ve 3. grup arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu. (Tek yonliit ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni
Testi. 2.grup i¢cin P=0.016, 3. grup i¢cin p=0,008)).

Tablo 17: Hipokampus CA3-2 bolgelerindeki NeuN + piramidal hiicrelerin boy anma

yogunlugu acisindan hesaplanan H-Score degerlerini gosteren tablo. Boyanma y ogunlugu
acisindan H-Score karsilastirmasinda fark 1.grup ile 3. grup arasinda fark anlamh bulundu.
(Tek yonlit ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni Testi. P=0.008)

Standart | Standart
Gruplar |Ortalama sapma hata |Minimum|M aksimum
1,00 232,17 14,54 5,94 213,00 254,00
2,00 251,25 10,79 3,82 237,00 272,00
3,00 265,60 22,01 9,84 232,00 288,00
4,00 257,40 12,64 5,65 239,00 272,00
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Sekil 40: NeuN + piramidal hiicrelerin boyanma yogunlugu acisindan H-Score
karsilastirmasinda 1. grup ile 3.grup arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. (Tek yonliit ANOVA testi, Post Hoc Bonferroni Testi. P=0.008).
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Parvalbumin NeuN

1.Grup

2.Grup

3.Grup

4.Grup

Sekil 41: Hipokampus CA3-2.alanlarina ait 10X biiy titmede mikroskop goriintiileri
(kilavuz ¢izgi 150 pm). Sol siitunda yer alan goriintiiler parvalbumin, sag siitunda yer alan
goriintiiler ise NeuN immun pozitif boy anmay1 gostermektedir. Kalin oklar piramidal hiicre
tabakasinin sinirini isaret etmektedir. Ince oklar parvalbumin pozitif hiicre drneklerini
gostermektedir. NeuN pozitif hiicre oraninin oldukca fazla oldugu, parvalbumin pozitif hiicre
oraninin az oldugu goriiliiyor.

Yukarida goriilen Sekil 41, parvalbumin ve NeuN pozitif hiicrelerin pyramidal nron
tabakas1 icinde dagilimini gostermektedir. Skorlama yapilmadan yapilan degerlendirmede
elde edilen sonucun yaniltici olabilecegi de agiktir. Yine Sekil 42’de skorlamada boy anmanin
siddetinin de gerlendirilmesi acisindan yapilan ayrim gosterilmistir.

Calretinin acisindan yapilan immunohistokimy a uy gulamasinda elde edilen boy anmis
kesitlerin degerlendirilmesinde, literatiirde bildirilen boy anma orneklerinden ¢cok daha yogun
bir boyanma gbzlendi. Bu sonucun normal olamay acag diisiiniilerek bu konuda deneyimli

laboratuvarlarla goriisiildii. Projeye destek veren Prof.George Paxinos (Neuroscience
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Research Australia, Sydney) yapilan birebir goriismede preparatlerimizdaki boy anmalar

yalanci pozitif boyanma olarak degerlendirildi. Bu nedenle calretinin boy ali preparatlar

degerlendirmey e alinmad1.

Sekil 42. A: Parvalbumin sentezi acindan immunohistokimyasal olarak boyanmis hipokampus
horizontal kesitinde gyrus dentatus graniiler hiicre tabakasi (tek ok) ve CA3 pyramidal hiicre tabakasi
(cift ok) goriilmekte. B: Parvalbumin pozitifligi acisindan skorlamada kullanilan 1-2-3 skorlamasinda
hafif yogunluklu boyanmis hiicre kiigiik tek ok, orta yogunluklu boyanmis hiicreler biiyiik tek ok ve

cift ok, gok yogun boyanmis hiicre ii¢ ok ile gosterilmigtir. Parvalbumin negatif hiicreler ise acik mor
olarak goriilmektedir.

65



TARTISMA

Antioksidan gidalarin laboratuvar ortaminda arastirilmasi uzun bir siire gida ve kimya
ile ilgili bilim insanlarin1 mes gul etmistir. Iinternette “Google© Akademik” tarama motoru ile
“grape seed” olarak yapilan bilimsel makale taramasmda 1990 yilina kadar y ayinlanmis 238
makalenin yaklasik tamam gida ve kimya dergilerinde y ay inlanmistir. Ancak 1990 ile 2000
yillar1 arasinda hem bu konud aki makalede (913 makale) hem de saghk bilimleri ile il gili
dergilerde artma goze carpmaktadir. Iki bin yilindan giiniimiize kadar ise on dort bin civarmda
yay mlanmis mak ale bulunmaktadir. Bu artis dogal antioksidanlar {izerindeki ilginin giderek
arttigiin da kanitidir. Uziim ¢ekirdeginden izole edilen maddelerin ticari sunumunun yani
sira dogrudan iiziim ¢ekirdeginin 0 gitiilmesi vey a ekstraksiyonu ile elde edilen iiriinler de
pazarlanmaktadir. Ancak gerek dogrudan tiiketilen iiziim ¢ekirdegi, gerek ise iiziim
cekirdeginden izole edilen maddelerin giivenilirligi ve etkinligi arastirma konusu olmaya
devam etmektedir (YAM AKOSHI, 2002). Bunun nedeni deney tiipiinde gerceklesen
reaksiyonlarin tam benzerinin do gal ortamda, y ani organizmanin i¢ sartlart altinda
olusmamasidir. Uziim cekirdegi gibi do gal antioksidanlarmn or ganizma iizerindeki etkilerinin
ortaya cikartilabilmesi i¢in canli hay van deney leri ka¢inilmazdir. Aragtirmamizin sonucunda
hem in vitro hem de in vivo deneylerle elde edilen sonuclarin karsilagtirilma imkani1
saglanmustir. Ayrica fonksiyonel testlerle morfolojik degisimin fonksiyon ile iliskisi de ortaya
konulmustur.

Daha 6nce yapilmis arastirmalarin sonucu olarak iiziim ¢ekirdeginin antioksidan
icerigi bilinen bir gercektir (YILM AZ, 2004). Ancak bu 6zellik iiziimiin yetistigi ortam ve
mevsim farklarinin yani sira tiir ve toprak ozelliklerinden etkilenmektedir (XU, 2010). Bu
nedenle arastirilacak iiziim ¢ekirdeginin 6zelliklerinin ve igeriginin tanimlanmis olmasi
gerekmektedir. Bu arastirma sirasinda da kullanilacak tiziim ¢ekirde g tiirtine karar verilirken
on deney ler yapilarak kullanilacak iiziim cekirdegi 6zellikleri ortaya konuldu. Ticari olarak
dretilip pazarlanan yurt dig1 menseli iiziim ¢ekirde g oziitlerinin ¢alisilmasi yerine toplum
yarar1 ve ekonomik katki prensibinden hareketle Denizli ¢cevresinde yetisen iiziimlerin
cekirdekleri tercih edildi. Cekirdek kayna@ olarak, y drede yay gin olan pekmez ve sarap
yapimu yan iiriinii olan atiklarin degerlendirilmesi amaclandi. Yapilan inceleme sonunda
pekmez ati iiziim ¢ekirdeklerinin daha yiiksek oranda fenolik madde icerdigi ve daha
yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu goriildii. Bu sonucun nedeni sarap tiretimi

sirasindan uy gulanan “cibre fermantasyonu” esnasinda cekirdeklerde bulunan fenolik
bilesiklerin saraba dogru kiitle transferinin olmasidir (FERNANDEZ-PACHON, 2004, OUA,
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2006). Sarabin fenolik madde icerig artip, antioksidan aktivitesi y iikselirken; presleme
sonrasinda elde kalan cekirdeklerin fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi
azalmaktadir. Kiitle transferinin fermantasy onun erken asamalarinda gerceklestigine dair
kanitlar da vardir (ROGINSKY, 2006). Pekmez iiretiminde ise iziimler sira elde etmek icin
hemen preslenir. Presleme ¢ekirdeklerin fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi
tizerine etkili degildir. Bu nedenle pekmez ati iztim ¢ekirdeklerinde antioksidan 6zellik
daha yiiksektir.

Liyofilizasyon sirasinda verimliligi etkileyen faktorlerden birisi de ¢oziiciilerdir. Bu
konuda kullanilan ¢oziiciiler arasinda yapilan karsilastirmada su, saf etanol, %75 etanol,
aseton, %70 aseton, metanol, n-butanol, dietil eter, etil asetat ve son iki maddenin
kombinasyonu ile yapilan ekstraksiy onlarda metanoliin katesin, epikatesin ve epigallokatesin
ekstraksiy onu agisindan, %70 asetonun prosiy anidinler acisindan, %75 etanolun gallik asit
acisindan en 1yi ¢oziiciiler oldugu y6niinde bulgular yayinlanmistir (KALLITHRAKA, 1995).
Calismamizda kullanilan ¢oziicii % 70 metanol oldugu i¢in {iziim pekmezi atig iiziim
cekirdeklerinden elde ettigimiz LUCO’de katesin ve epikatesin oraninin yiiksek olmasi olagan
goriinmektedir (Sekil 17). Bu sonug tiziim ¢ekirdegi oziitii ile yapilacak ¢aligmalarda, 6ziitiin
hazirlanmasi sirasida kullanilacak ¢oziiciiniin nemini ortay a koy maktadur. Ilgilenilen
antioksdan maddenin 6ziit i¢indeki oranin1 artirma agisindan solvent tercihi 6nemlidir.

Elde ettigimiz LUCO’niin 6zelliklerinin sanmas1 icin yapilan in vitro deneylerde
elde edilen sonuglarda toplam fenolik madde ve FRAP yontemi ile elde edilen antioksidan
ozellik diizey leri acisind an literatiir ortalamalarma y akin sonuglar elde edildi. Xu ve
arkadaslarmin 2010 yilinda gerceklestirdikleri calismada, Cin’de yetistirilen {iziim tiirleri
fenolik madde ve FRAP yontemi ile antioksidan dzellikler sap tanmistir (XU 2010). Bu
calisma sonuglar1 ile karsilastirildiginda bizim ¢alismanuzda elde edilen LUCO’niin Euro-
Amerikan hibridler ve muskadin icerigine yakin fenolik madde igerigi bulunmaktadir (Tablo
5, Sekil 43). Bizim ¢aliyjmamizda kullanilan tiziim ¢ekirdeklerinin, vitis vinifera L. Cv.
Calkarasi iiztimlerine ait olmasina ragmen Xu ve arkadaslarinin ¢alismalarindaki vitis vinifera
tiziimlere ait fenolik icerigin ancak yaris1 kadar bir icerige sahip oldugu goriilmektedir. Bu da
liziimiin yetistirilme ortaminin y ani sira tiiriin ¢esitliliginden kaynaklanaca gibi, Xu ve
arkadaglarmin do grudan taze iiziim ¢ekirdegi iizerinde ¢aligmalarinin sonucu da olabilir (XU
2010). Bizim uy guladigimiz ekstraksiyon ve liy ofilizasy on y ontemlerin fenolik i¢erigin
kaybin yol agmas1 muhtemeldir. Ayrica yan iiriin olan pekmez atig ¢ekirdekleri kullanmamiz

da bu sonucu dogurmus olabilir. Ayrimin yapilabilmesi icin Xu ve arkadaslarinin yaptig
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calismay a benzer bir karsilastirma ¢aligmasi ile taze ve yan tiriin iiziim ¢ekirdeklerinin

icerikleri arastirilmahidir.
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Sekil 43: Literatiirden alinan bu tabloda Xu ve arkadaglar1 tarafindan Cin’de
yetistirilen {iziimlerde y apilan fenolik madde miktar1 tayininde Euro-Amerikan hibridler ve
muskadin cekirdeklerinin fenolik iceriginin calismamizda elde edilen LUCO icerigine
(54.6+£6.4 mg Gallik Asit Esdegeri/g kurumadde) yakin diizeyde oldugu goriilmektedir (Xu,
2010).

Bu calisma sirasinda stok olarak bekletilen LUCO soliisy onlarinin enjeksiy onu sonucu
sicanlarda ortaya ¢ikan yavru kaybi ve dliimlerin ay dinlatilmast i¢in, bekletilmis LUCO
soliisy onlarinda oksidan 6zellik olup olmadi1gnin tayini i¢in literatiirde belirtilen y ntemin
uy gulanmasinda basar1 elde edilemedi. Bunun i¢in tercih edilen krokin agarmasi ile hidrojen
peroksitli ortamda oksidan aktivite tayinine ¢alisild1. Sekil 44’de M anzocco ve arkadaslarinin
saffrondan saflagtirilmak suretiy le elde edilen krokinin fark i konsantrasy onlarda hidrojen
peroksit ile reaksiy onu sonucunda elde ettikleri renk agarmasina ait grafik goriilmektedir
(MANZOCCO, 2002). Literatiirden alinan bu grafige gore ilgili ¢calismada hidrojen peroksit
konsantrasy onu arttik¢a renk agarmasi belirgin bir bicimde artmaktadir. Calismamizda ise ¢ok
yiiksek konsantrasy onlarda dahi krokinde literatiirdekine uy gun sekilde bir renk acilmasi elde
edilemedi (Sekil 22). Bunun olas1 nedenleri {izerine arastirmalarimiz devam etmektedir.
Calisma fosfat tamponu, saf su, metanol ve etanol i¢cerisinde de denenmis ancak farklilik

gozlenmedi. Dolayis1 ile M anzocco ve arkadaslarinin rapor ettigi sekildeki bir grafik elde
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etmek miimkiin olmadu, saf su ve LUCO gibi diger bilesiklerin oksidan aktivitelerinin nicel
analizleri elde edilemedi (M ANCOZZO, 2002).
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Sekil 44: Literatiirden alinan grafikte saffrondan saflastirilmak suretiyle elde edilen
krokinin farkli konsantrasyonlarda hidrojen peroksit ile reaksiy onu sonucunda elde edilen
renk agarmasi goriilmektedir (M ANCOZZO, 2002).

Ayrica yazarlarla irtibata ge¢ilip, durumun olas1 nedenleri soruldu. Gelen cevapta
“krokinin ¢ok cabuk okside oldugu, muhtemelen heniiz caliymay a baslamadan hava ile temas
eden krokinin zaten okside oldugu i¢in beklenen reaksiy onu vermedigi, bu nedenle saffrondan
saflastirilacak krokin ile ¢alisilmasinin sorunu ¢dzecedi” Onerisi yapildi (Lara M anzocco, e-
mail, 8 Ekim 2010). Safronla yapilan deneylerde de sonug¢ alinamamistir. Bu konunun ayri1 bir
calisma i¢inde yiiriitiilmesi daha uy gun oldu gundan daha ileri asamalar gecilmedi.

Eritrositler iizerinde yapilan antioksidan etkinlik de gerlendirmesinde LUCO
uy gulanan hidrojen peroksit (oksidan) etkisindeki eritrositlerin deformabilite kap asitelerinde
degisim olmamas1 LUCO niin in vitro ortamda antioksidan olarak gorev yapmadi§ seklinde
yorumlanabilir. Ancak her ne kadar dogal olusmus hiicreler olsa da damar digma cikartilan
eritrositlerin davranislari damar i¢indeki gibi degerlendirilemez. Damar i¢inde bulunan
eritrositler oksijen azlifinda veya stres altinda deformabilitelerini artirabilirler (ADIGUZEL,
2006). Adigiizel ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir ¢alismada penisilin ile indiiklenmis
epilepsi nobeti geciren sicanlarda yapilan arastirmada eritrosit deformabilitesinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde arttig1 gosterilmistir. Burada gelisen

solunum distresinin olusturdugu hipoksik etki aciktir. Ancak in vitro olusturulan oksidatif
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stresin eritrosit deformabilitesini bozdugu bilinmektedir (AYDOGAN, 2008). Yine benzer bir
olay melatonin i¢in de gecerlidir. M elatoninin giiclii bir antioksidan oldugu ¢alismalar ile
gosterilmistir (HARDELAND, 2005; DIKM ENOGLU, 2008). In vitro olusturulan oksidatif
streste olugsan deformabilite bozulmas: eritrositlerin melatonin ile inkiibasyonu ile
diizelmemistir (DIKM ENOGLU, 2008). Bu literatiir bilgisi 1s18inda in vitro y apilan oksidatif
stres ile elde edilen bulgularin in vivo ortama uyarlanmasi bire bir miimkiin goriillmemektedir.
In vivo olusan ortamda endojen antioksidan savunma mekanizmalar1 gibi diger faktorlerin
etkenin ortay a ¢ikaracagi sonuglari etkiledigi anlasilmaktadir.

LUCO enjeksiyonu yapilan sicanlarda plazma ve beyin dokusunda yapilan TAS ve
TOS diizeyi ile ilgili yaptigimiz deney den elde edilen sonuglara day anarak LUCO niin
antioksidan 6zelliginin in vivo olarak plazmada ortay a cikt1g sdylenebilir (Tablo 7, Tablo 8).
Burada kullandigimiz LUCO verilis yolu parenteraldir. Genelde literatiirde bildirilen yol ise
enteral yoldur (RAY, 2000). Bizim ¢alismamizda parenteral yolun tercih edilme nedeni
LUCO dozunun standardizasy onunun saglanmasi kay gisidir. Uy gulamanin yapildig1 yavru
sicanlarin heniiz agizdan besleme i¢in gelisimlerini tamamlamamis olmalar1 da bir diger
nedendir. Bu nedenle caligmamizda eriskin sicanlarda yapilan deneylerde de parenteral yoldan
LUCO verilmesinde tercih edilmistir. Bir dozluk enjeksiy ondan sonra plazmada yapilan
testler kontrol grubuna gore anlamli bir TAS artisina yol agmistir (Tablo 7). Ancak bir veya
yedi giinliik LUCO enjeksiy onunun beyin dokusunda TAS agisindan degisiklik yaratmamast,
kan beyin bariyerinin LUCO icinde bulunan biiyiik molekiillii antioksidan maddelerin beyin
dokusuna gecememesinden kaynaklanabilir. Zay1f bir olasilik olarak deney sirasinda kanin
alinmasindan sonra damarlarin yikanmasi da bir neden olabilir (Bkz Gere¢ Yontem sayfa 27).
Ancak LUCO enjeksiy onu sonras1 beyin dokusunda TAS diizeyinin degismemesi yaptigimiz
deneyin kurgusunda hata oldugu anlamina gelmez. Ciinkii oksidan stres altindaki beyin
dokusuna tasinan kan plazmasinda bulunacak antioksidan maddelerin stres altindaki dokunun
cevresinde yaratacagi etkinin dolay 1 olarak dokuya yansiy acagini diisiiniiy oruz. Bunun icin
plazmada elde edilen TAS yiikselmesi deneyin giivenilirligi agisindan olumlu bir veri olarak
degerlendirilmistir. Literatiirde de eriskin si¢anlara oral yoldan verilen iiziim ¢ekirde ginden
elde edilmis proantosiyanidin’in (75mgk g) beyin dokusunda (hipokampus) superoksit
dismutaz aktivitesini anlaml1 bir diizeyde artirdig1 rapor edilmistir (DEVI, 2006). Ad1 gecen
calismada proantosiyanidin’in endojen antioksidan mekanizmalar1 harekete gecirdigi one

siiriilmektedir. Bu ve benzer calismalarda elde edilen sonuclar da bu hipotezi destekler

niteliktedir (BAGCHI, 2000).
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Arastirmanin ikinci kismin1 olusturan, yenidogan sicanlarda HIE uy gulanmasi ile
olusturulan yenidogan hipoksik iskemik ensefalopati modelinde 12 giinliik si¢an yavrulari
kullanilmigtir (ROMIJN, 1991). Literatiirede rapor edilen benzer caligmalarda genellikle 7
giinliik s1can yavrularinin kullanild1g goriilmektedir (WANGA, 2008; MISHIM A, 2005).
Ancak insan ve si¢an, fetal gelisim kronolojisi acisindan karsilastirildiginda 7 giinliik sicanlar
insanda gebeligin 32.haftasina karsilik gelmektedir (Sekil 45). Eger uy gulanacak model ile
miadinda yenidogan insan fetiisii taklit edilecek ise si¢an fetiisiiniin dogumdan sonraki 12.
glinii insanda miadinda (term) fetiise karsilik gelmektedir (SQUIRE, 1987; MISHIMA, 2005).
Buna ragmen yedi giinliik si¢an yavrular1 ile yapilan ¢aligmalarin yeni dogan donemi olarak
degerlendirilmesi do gru bir y aklagim olarak goriilmemektedir. Dogumdan sonra 7. giiniin

tercih edildigi calismalar Sekil 45°de de goriilecegi lizere insandaki preterm doneme daha

uy gundur.
RHT ].‘.",:|
E13 Elé birth P2 P7 P10 P15 P30
A I ! I
[ Genesis p{;T_ _______ ! Differenciation Pufkinje cells" j
! I Co
1st wave : [{ . i :
genesis GI : ll""‘”‘ll of genesis :
2nd wave gettesis and migration of grajiular cells
I | I
| I |
Human ! | !
| | 38w
7gw 13gw 24gw 28w 32gw  birth 40pnw 7pnm
T “ — : - i -t T T -
Genesis PC Preterm injury j|(
Differenciation Purkinje cells
]'\[ wave ]{ 7,
genesis Gl Peak of genesis

2nd wave genesis and migration of granular cells
Embryoenic day (E), postnatal day 0 (P0), gestational weeks (gw), postnatal weeks (pnw),
postnatal months {pnm).

Sekil 45: Biran ve arkadaglarmin yaptig derlemeden aliman bu kronolojik grafikte
insan ve sican fetiisiindeki donemsel 6zellikler karsilastirilmaktadir. Serebellum acisindan
yapilan karsilagtirma beyinin diger boliimleri agisindan da benzerlik gostermektedir (BIRAN,
2012).

Hipokampustaki olusan bellek hasari ile ilgili testlerde, eriskin hale gelen HIE uy gulannus

sicanlarin 0 grenme performanslart Morris su tanki testi ve sekiz kollu labirent testi ile kontrol
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edildi. Genel olarak elde ettigimiz sonuclara bakildiginda tiim gruplarda test uy gulamasinin
sonunda tiim si¢anlarin test siirecinde amaglanan davranis1 6 grendigi goriilmektedir (Sekil 26-
32). Ancak 6grenmenin siire, y ol uzunlugu, hata sayis1 gibi parametrelerin ortalamalar1
gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Sonugta & grenmenin gerceklesmesi HIE modeli ile
olusturulan beyin hasarinin 6 grenme fonksiy onunu tamamen ortadan kaldirmadigmnin bir
kamtidir. Bu aragtirmanin sonucunda beklenilen sonu¢ HIE uy gulanan grubun kontrol
grubuna gore anlamli bir fonksiyon kaybi gostermesi idi. Ancak bulgularimizda su tanki testi
sonuclarma gore HIE uy gulanan 4.Grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir fark bulundu (Tablo 10, Sekil 25, Sekil 26). Hem HIE uy gulanip hem de LUCO
enjeksiyonu yapilan grupta (1.Grup) ise kontrol grubuna gore olumsuz olmak iizere
istatistiksel olarak anlamh bir fark goriildii. Bu sonug¢ denek sayisinin azlig nedeniyle
istatistik testlerinin sonuglarinin etkilenmesinden kaynaklanacag gibi, dordiincii grupta HIE
uy gulanmasinin basarisiz oldugu y 6niinde bir siipheyi de dogurmaktadir. Beyin agrliklar
acisindan yapilan karsilastirmada HIE uy gulanan 4. grup sicanlarin kontrol grubuna gore daha
diisiik beyin agirli& ortalamasina sahip olmasi, bu farkin da istatistiksel olarak anlamli olmasi1
bu siipheyi ortadan kaldirmaktadir. Deney hazirliklart asamasinda LUCO verilen sicanlarda
goriilen yavru kaybi ve 6liimlerin goriilmesi de gbz Oniine alindiginda (Bkz. Gere¢ Yontem
sayfa 28) HIE olusturulan sicanlarda LUCO enjeksiy onunun hasar1 daha da artirdig ortaya
cikmaktadir. Ancak bu iddiay1 giiclendirmek i¢in deneyin tekrar edilmesi sarttir.

Mishima ve arkadaslarmin yaptig calismada da uzun siireli takipte HIE nin 6grenme,
ozellikle uzay sal hafiza ile il gili progressif bozulmaya yol actid1 sekiz kollu labirent testi ile
gosterilmistir (MISHIMA, 2005). Bizim cahsmamizda da HIE uy gulanan grubun do gru
say1smin diger gruplara gore az oldugu Sekil 29°da goriilmektedir. Bu karsilastirmada 3.Grup
(Kontrol grubu) ile 4. Grup (HIE) arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu
(p=0.04). Kontrol grubu (4.Grup) ile 1. ve 2.Gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamh olmamas1 (p>0,05), LUCO tedavisinin iyilestirici bir etkisi oldugu anlamma gelebilir.
Ancak su tanki testinde ayn1 sonucun elde edilememesi bu tespiti zay iflatmaktadir.

Deneysel HIE olusturulan siganlarda beyin agirlig1 ve hacmindeki azalma daha 6nceki
calismalarda da gosterilmis bir bulgudur (VADIM, 2003). Bu azalma dokudaki biiyiik
defektlerin yan1 sira daha iliml1 kayiplari da icermektedir. Vadim ve arkadaslarinin farelerde
yapt1g1 calismada a.carotis communis ligasy onunun y ani sira 30 ve 60 dakik alik hip oksi
uy gulanan iki gruptaki infarkt alanlarinm karsilagtirilmasinda 60 dakika hip oksi uy gulanan
grupta infarkt alaninin daha genis oldugu gosterilmistir (VADIM, 2003). Benzer calismalarda
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da infarkt alan1 veya hipoksik iskemiden etkilenen beyin dokusu mm” olarak Ol¢lilmiis ve

ogrenme-bellek azalmasi ile iliskisi arastirilmistir (MISHIMA, 2005). Mishima ve

arkadaslarmin yaptig calismada bu durum hem MRI goriintiileri, hem de post-mortem beyin

kesitlerinde yapilan dl¢timler ile ortay a konulmus, hasarin zamana bagl1 olarak progressif

oldugu da kanitlanmistir. Bizim ¢alismamizda beyin agirliklar1 dlgiilerek yapilan

karsilastirmada HIE+LUCO uy gulanan birinci grubun beyin agirlig diger gruplara gore daha

az bulundu (Tablo 12). Bu durum 6grenme testleri sonuclari ile paralellik gostermektedir

(Sekil 46).
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Sekil 46: Calismamizda elde bulgulara gore beyin agirlhigi (A), hipokampus CA3-2
bolgesindeki piramidal néron sayis1 (B), su tanki testinde ortalama yol uzunlugu (C) ve sekiz

kollu labirent testinde ortalama dogru say1s1 ¢ubuk grafikleri karsilastirildiginda her dort

parametrenin de birbiri ile uyum gosterdigi goriilmektedir. Gruplar icinde en az beyin agirlig
olan 1.Grubun 6grenme testlerinde de performansa sahip oldugu goriilmektedir.

Gruplar arasindaki farklarm istatistiksel acidan beklenen sonucu vermemesi ¢alismamizda

kullandigimiz sigan sayisi1 ile ilgili olabilir. Benzer ¢calismalarda kullanilan sican say1s1 bizim
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calismamizda birk ac kat fazla oldugu halde elde edilen sonuglarin benzer olmasi ve

istatistiksel olarak anlamli bulunmas1 bu varsaym gii¢lendirmektedir IKEDA, 2004).

Sag hipokampus Ca3-2 bolgesinde yapilan piramidal hiicre sayim1 sonucu elde edilen
bulgular gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigin1 géstermistir. Palmer ve
Vanucci tarafindan sicen yavrular1 iizerinde yap1ilan HIE deneyinde de uy gulanan modifiye
Levin modelinin karotis ligasyonu yapilmay an taraftaki beyin hemisferinde agrlik agisindan
degisiklik yaratmadig1 gosterilmistir (PALMER 1990). HIE hay van modellerinde yapilan tek
tarafh karotis ligasyonu ayni taraf beyin hemisferlerinde degisik oranlarda doku hasari ile
sonlanmaktadir (PALMER, 1990; FENG, 2005; FENG 2007). Feng ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada HIE uy gulanan sican yavrularinda intraperitoneal enjeksiy onla verilen
25mg-50mg/k g viicut agirhi§ oraninda LUCO niin beyin hasarinda anlamli bir azalmaya y ol
actig1 rapor edilmistir. M etodolojik olarak bizim ¢alismamz ile karsilastirildiginda adi1 ggen
calismada sicanlarin HIiE uy gulamasindan 22 giin sonra dekepite edildigi goriilmektedir.
Davranis testleri y apilmamasinin yani sira beyin hasarinin degerlendirilmesinde skorlama
yontemi kullan1ldi181, hasarli beyin tarafinin (karotis ligasy onu yapilan) deger lendirildigi
goriilmektedir (FENG, 2005; FENG, 2007). Ad1 gecen calismalarda sadece LUCO
enjeksiyonu yapilan kontrol grubu olmamas1 da dikkat ¢ekicidir. Bu ac¢ilardan bizim
calismamizda LUCO verilen HIE’li grubun Feng ve ark adaslarmin bildirdiginin aksine HIE
grubundan daha fazla doku kaybma ugradig goriilmektedir. C aismamizda dekapitasy on
isleminin eriskin donemde y apildig dikkate alinir ise uzun déenmde olusan hasarin, kisa
donemde olusand an farkli oldugu sdylenebilir. Ancak iki ¢alisma arasindaki farkin nedenini
ortaya ¢cikarmak amaci ile ayn1 zamanda hem uzun donem hem de kisa donem serebral
hasarmn degerlendirildigi HIE calismasi yapilip LUCO’niin her iki donem acisindan etkisi
arastirilabilir. Boylece kisa donemde olumlu etki yapiyor gibi goriinen LUCO’niin uzun
donemde olumsuz etkili olabilecegi y oniindeki olasilik netlestirilmis olur.

Immunohistokimy asal y 5ntemlerle y ap1tigimiz incelemede hiicre ici kalsiyum
homeostasisinde rol oynay an kalsiy um baglay an proteinlerin y apilan deney sel miidahale ile
etkilendigi goriilmektedir. Bu konuda daha 6nce yapimis benzer ¢alismay a rastlanmamasi
nedeni ile bir karsilagtirma y apmak miimkiin olmamistir. Bu etkilenme HIE+LUCO tedavisi
uy gulanan si¢canlarda sag hipokampus CA3-2 bolgesindeki Parvalbumin pozitif piramidal

hiicreler acisindan artma, NeuN pozitif piramidal hiicreler acisindan ise azalma seklindedir.
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Istatistiksel olarak anlaml1 olan bu farklihgnhippokampal sinir hiicrelerinin hasar ve
tedaviden ayni1 oranda etkilenmediklerini gdstermektedir. Calretinin boy anmasi ise yalanci
pozitif olarak degerlendirildigi icin ¢aligmaya dahil edilmemistir (Sekil 47).

Von Bohlen und Halbach tarafindan yapilan derlemede eriskin si¢anlarin hipokampusunda
kalsiyum baglay an proteinlerin agisindan pozitif boy anan sinir hiicrelerinin norogenez ile
iliskisi tartisilmistir (VON BOHLEN UND HALBACH, 2007). Bu literatiire gore NeuN’in
gyrus dentatus’daki postmitotik immatiir ve matiir graniiler hiicreleri boy adigi
bildirilmektedir. Gyrus dentatus’un eriskin donemde de norogenez acisidan aktif olduguna
dair bulgular vardir. Ancak hipokampus CA bdlgeleri i¢in boyle bir goriis bulunmamaktadir.
Bu nedenle bizim ¢alismamizda NeulN pozitif sinir hiicresi azalmasini agiklay acak bir goriis
one siirmek i¢in ileri caligmalara ihtiy a¢ vardir. Parvalbumin immunoreaktivitesi ile il gili
olarak Jetkins ve arkadaslarmin yaptig1 calismada yenido gan si¢anlarda lippolisakkarid ile
uy arilan patolojide hipokampus CA3-2 bolgelerinde parvalbumin pozitif hiicrelerde azalma

protokolii farkli olsa da hasar olusan beyinde parvalbumin pozitiflignde azalma oldu gu
gosterilmigtir. LUCO niin hasarh beyin dokusunda Parvalbumin pozitifliginde artisa neden
oldugu bulgusu kuvvetlenmektedir.

.l’ﬁu e 3 ity 85y B Y fin e
Sekil 47: Solda calismamizda elde edilen hipokampus kesitinde Calretinin boy anmasina ait
ornek, sagda ise Geloso ve arkadaslarinin caligmasindan aliman Calretinin boy ali hipokampus
kesiti goriintiisii y er almaktadir (GELOSO, 1997). Calismamizda ortay a ¢ikan Calretinin
boyanmasinin yalanci pozitif oldugu kanaati ile bu boya ile elde edilen goriintiiler
degerlendirilmemistir.
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Bu calismada elde edilen bulgular 6zetlendiginde:

Bu cahsma dahilinde iiretilen LUCO niin antioksidan 6zellig hem in vitro hem de in
vivo olarak gosterildi.

Ogrenme ve bellek fonksiyonlar1 acisidan HIE li siganlarda LUCO tedavisi su tank1
testinde iyilesme saglamazken, sekiz kollu labirent testinde sadece HIE’li gruba gore
istatistiksel olarak anlaml olmak iizere daha iy1 sonuclar elde edildi.

LUCO tedavisi yapilan HIE’li sicanlarda hipokampusdaki doku kay b1, kontrol grubu
ve HIE’li gruba gore istatistiksel olarak anlaml1 diizey de fazla bulundu.

LUCO tedavisi uy gulanan HiE’li sicanlarda saglam hemisferlerdeki hipokampus CA3-
2 bolgelerindeki piramidal néron sayilar1 bakimimdan diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlami bir fark goriilmedi.

Hipokampusta CA3-2 bolgesindeki Parvalbumin pozitif, NeuN pozitif piramidal
hiicreler HIE ve LUCO tedavisine karsi farkli duyarlihga sahip oldugu gosterildi. HIE’ Ii
sicanlarda LUCO tedavisi Parvalbumin pozitifliginde artisa, NeuN pozitifliginde azalmaya
neden oldu.

Bu bulgular dogrultusunda sonuc olarak:

° Arastirmaniz dahilinde iiretilen LUCO niin literatiirde bildirilen diizeylerde
antioksidan ozellikleri vardir.

. Uzun donemli 6grenme testleri agisndan HIE’li siganlarda LUCO tedavisi sekiz kollu
labirent testinde performansi olumlu y 6nde etkilemektedir.

. HIE’li yenidogan sicanlarda LUCO enjeksiy onu beyin dokusu kay b1 agisindan
olumsuz etki gostermektedir.

o Lii¢o tedavisi HIE’1i siganlarin hipokampusCA3-2 bolgelerindeki piramidal

noronlarda Parvalbumin pozitifliginde artisa, NeuN pozitifliginde azalmay a neden olmaktadir.

Oneriler:

° Bu calisma ile elde edilen bulgularin daha ileri asamalara taginmasi i¢in degisik
labortuvarlarda tekrarlanmasi gereklidir. Ancak elde edilen sonuglarin giivenilirligi
saglandiktan sonra toplumla paylasilmalidir. Giiniimiizde yay ginlig1 giderek artan tiziim
cekirdegi veya diger antioksidan oldugu iddia edilen bitkisel iiriinlerin giivenilirlik smirlar:
saptanmadan tiiketilmesi tesvik edilmemelidir. Elde ettigimiz deneyim sonucunda bundan
sonra yapilacak iiziim ¢ekirdegi calismalarinda asa@idaki onerilerin dikkate alinmas1 elde

edilecek sonuglarin giivenilirligi ve zaman tasarrufu ag¢isindan 6nemlidir.
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° Uziim cekirdei oziitii ile yapilacak calismalarda, 6ziitiin hazirlanmas1 sirasinda
kullanilacak coziiciiler, calismanin amacina gore secilmelidir. I1gilenilen antioksidan
maddenin 6ziit icerisindeki miktar1 kullanilan ¢oziicii ile baglantilidir.

o Uziim cekirdegi kayna@ secilirken dikkat edilmelidir. Taze iiziim cekirdekleri tiziim
tiirli ve liretim sartlarina gore, yan iiriin olan ¢ekirdekler ise gecirildikleri igslemlere gore
degisen oranlarda antioksidan icerige sahiptir. Ayrimin yapilabilmesi icin Xu ve
arkadaslarmin yaptig calismay a benzer bir karsilagtirma ¢alismasi ile taze ve yan iiriin tiziim
cekirdeklerinin igerikleri arastirilmahdir (XU, 2010).

. Antioksidan aktivite tayini ile ilgili caligmalarda beyin dokusunda TAS-TOSyerine
malondialdehid, katalaz, superoksid dismutaz gibi endojen antioksidan sistem p arametrelerine
bakilmahdir.

° HIE arastirmalarinda kullamlacak sican sayilar literatiirde de rastlandid iizere her
grup acisindan anlamh sonuclar elde edilen deneylerdeki diizeyde tutulmalidir. Boylece
fakliliklarin anlamlilik diizeyi artabilir.

. HIE’de kisa donem ve uzun donem serebral hasarin de gerlendirilecedi deney sel
calisma yapilip, LUCO niin her iki donem agisindan tedavi edici etkisi arastiriimahdir.
Boylece literatiirde kisa dosnemde olumlu etki yap1y or gibi goriinen LUCO’niin uzun
donemde olumsuz etkili olabilecegi y oniindeki olas1lik netlestirilmis olur.

. Oral olarak verilen LUCO ile parenteral verilen LUCO tedavisi arasind aki fark m
arastirilmasi gereklidir.

. Sekiz kollu labirent ve su tanki 6grenme testleri agisidna bu ¢alismada ortaya ¢ikan

tutarsiz sunucun giivenilirliginin saglanmasi icin deney tekrar edilmelidir.
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Uziim cekirdeginde bulunan antioksidan maddelerin yenidogan sicanlarda, hipoksik iskemik ensefalopati
modeli ile olusturulan beyin hasarinda koruyucu etkisi olup olmadig1 arastirildi. Uzun dénem etkilerin
ortaya konulmasi i¢in eriskin hale gelen hipoksik-iskemik sicanlarda 6grenme testleri yapildiktan sonra
histopatolojik incelemeler gergeklestirildi. Sonug olarak liyofilize hale getirilerek cilt alt1 enjeksiyonla
uygulanan iiziim cekirdegi Oziitiiniin hipoksik iskemi modeli olusturulmus si¢an yavrularinda uzun

donemde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli biriyilesme saglamadigi sonucuna

ulasildi.
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