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Soguk stresinin memeli hayvanlarda adrenerjik sistemi uyardigr ve katekolamin sentezinde anahtar rolii olan
tirozin hidroksilaz (TH) enzim aktivitesini artirdigs bilinmektedir. Bu ¢alismada epinefrin ve soguk stresinin sigan
adrenal medulla, kalp ve hipotalamus dokularinda TH enzim aktivitesi ve total RNA seviyesi tizerine etkileri
karsilastirmalt olarak arastirildi. Epinefrin uygulamasi ile her ¢ dokuda TH enzim aktivitesi ve total RNA
miktarinda belirgin artis kaydedildi. 48 saat soguk stresi uygulamast sonucunda her ii¢ dokuda TH enzim
aktivitesinin arttig1 belirlendi. Benzer sekilde adrenal medulla hari¢ kalp ve hipotalamus total RNA miktarinda da
artts kaydedildi.

Anahtar kelimeler: Epinefrin, Soguk stresi, Tirozin Hidroksilaz, Sican
Effects of Epinephrine And Cold Stress On Tyrosine Hydroxylase Enzyme Activity

It has been known that the cold stress inducts the adrenergic system and increases tyrosin hydroxylase (TH)
enzyme activity which has a key role on the catecholamine synthesis. In this study, the effects of epinephrine and
cold stress on TH enzyme activity and total RNA level of rat adrenal medulla, heart and hypothalamus were
examined comparatively. It was found that there was clear increase of TH enzyme activities and total RNA
concentrations in three tissues with administration of epinephrine. It was also observed that there was an increase
in TH enzyme activity at the end of the 48-hour cold stress treatment. Similarly, total RNA concentration was
increased in heart and hypothalamus except adrenal medulla.
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+ Bu calisma Inonii Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 97/06 nolu proje kapsaminda desteklenmis ve 2-5 Kasim 2000 tarihleri arasinda Denizli’de
diizenlenen 6. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresinde poster bildiri olarak sunulmustur.

Katekolaminler, homeostazisin korunmasinda etkin rol oynayan endokrin ve nérotransmitter aktiviteye sahip
biyokimyasal maddelerdir.

Katekolaminler kan-beyin engelini asamadiklarindan beyinde lokal olarak sentez edilmeliditler. Katekolaminler
merkezi sinirsel islevlerde nérotransmitter ve modilatér olarak aktivite gosterirler. Katekolaminlerin sentezi ve
salinmast beyinde, adrenal kromaffin hiicrelerde, sempatik ganglionlarda ve kalpte meydana gelmektedir. Katekol-
aminlerin biyosentez hizi, biyosentezde yer alan enzimlerin aktivitesinin artmasinin bir sonucudur. Bu enzimlerden en
cok ifade edileni, reaksiyonun ilk basamagini katalizleyen tirozin hidroksilaz (TH) enzimidir. TH enzim aktivitesinde-
ki degisiklikler pretranslasyonal ve posttranslasyonal dizenlemeleri i¢eren ¢ok yonlii hiicresel kontrol mekanizmalari
tarafindan kontrol edilmektedir.

Soguk stresi simpatoadrenal sistemde katekolamin sentez ve salinimini artirmaktadir. Kronik soguk stresinin beyin,

adrenal bez, kalp gibi cesitli dokularda TH sentezindeki degisiklikleri indiikledigi, béylece TH enziminin aktivitesini,
mRNA ve protein miktarint 6nemli Slctide arttirdigt bildirilmistir.!->
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Bu calismada, 48 saat 8 °C’de soguk stresine maruz
birakilan ve 1 mg/kg epinefrin uygulanan (ip) sican-
larin adrenal medulla, kalp, hipotalamus gibi organla-
rinda TH enzim aktivitesi ve total RNA seviyeleri
degisikliklerin saptanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deneylerde Kullantlan Sicantar: Deneylerde Inént Uni-
versitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezince
tiretilen 150-250 gr. agirliginda Ug aylik toplam 21
adet Sprague-Dawley sicani kullanildi. Siganlar 12 saat
aydinlik/karanlik, havalandirmali, sabit 1sili odalarda
ve 6zel kafeslerde barindirildi.

Epinefrin (Adrenalin) Uygnlamasi: Alti adet sicana epi-
nefrin (Drogsan) ticari preparatindan hazirlanan so-
lisyon 1 mg/keg dozda enjekte edildi (ip). Uygulama-
dan sonra hayvanlar bir saat siire ile dinlenmeye
birakildi bu siireden sonra diseksiyon islemine gegildi.

Soguk stresi uygnlamasi: Soguk stresi uygulamasi igin
sekiz adet sican 48 saat sire ile +8 °C'de soguga
maruz birakildi. Her kafeste bir hayvan olacak sekilde
sicanlar 30 dakika ara ile buzdolabina yerlestirildi.
Kontrol grubunu olusturan 6 adet sigan ise oda sicak-
liginda muhafaza edildi. Hayvanlara yeterli miktarda
yem ve su verildi.

Diseksiyon islemi ve Dokularmn almmasi: Tim uygulama
ve kontrol grubu sicanlara ketamin 75 mg/kg (ip)
olacak sekilde verilerek anesteziye edildi. Hayvanlarin
abdomenlerine bir kesik yapilarak viicudun i¢ kismi
yukart dogru gégis kafesine kadar agildi. Vena kava
kesilip kalbe 20 ml %0.9’luk NaCl enjekte edilerek
perfiizyon islemi tamamlandi. Adrenal bezlerin me-
dulla kismu, kalp ventrikilii ve hipotalamus dikkatlice
alinarak agirliklart kaydedildi. Sonifiye edilen homoje-
natlar kullanilincaya kadar —40 °C’de derin donduru-
cuda saklandr.

Total Protein Saptanmas:: Total protein miktarini sapta-
mak i¢in Bradford yontemi kullanid1.®

TH Engim Aktivitesinin Oliilmesi: TH enzim aktivitesi
Reinhard 19867 metodu esas almnarak tamponlar ve

bilesenlerin konsantrasyonlarinda degisiklikler yapila-
rak modifiye edildi ve spektrofotometrik olarak sap-
tandu.

Total RNA Eldesi: Dokulardaki total RNA'nin eldesi
icin ekstraksiyon, presipitasyon ve yikama-yeniden
c6zme islemleri uygulandi (Chomzynski 1987)8. Total
RNA miktart spektro fotometrik analiz ile 6l¢tldi.

Lstatistiksel Yintem: Tstatistiksel ~degerlendirmelerde
SPSS for Windows programi kullanildi. Tstatistiksel
analizler her bir dokuda 6l¢tlen parametrelerin uygu-
lama gruplarinda, gruplar arasi ile kontrol grubu
degerleri arasinda farkin 6nemlilik derecesi ANOVA
ve Least Significant Differences Testi (LSD) ile yapil-
di Sonuglar ortalamatstandart hata olarak gosterildi.

BULGULAR

TH Enzim A#ktivitesi Degigimi: Adrenal medullada TH
enzim aktivitesi kontrol grubu siganlarda 32.9140.60
nmol/mg.  protein.saat,  epinefrin  grubunda
68.21£6.13 nmol/mg. protein.saat ve soguk stresi
grubunda 52.30£7.15 nmol/mg. protein.saat olarak
Slctildd. Uygulama gruplart ile kontrol grubu arast
farklilik 6nemli bulundu (P<0.05).

Kalpte TH
28.40£4.46 nmol/mg. protein. saat, epineftin grubun-

enzim aktivitesi kontrol grubunda
da 37.60£3.32 nmol/mg. protein.saat ve soguk stresi
grubunda 43.84£6.01 nmol/mg. protein.saat olarak
Olctldt. Epinefrin uygulamasi ile kalp TH aktivitesi
azalmasina karsin kontrolden farkinin 6nemli olma-
dig1 buna karsin soguk stresi uygulamasinin TH enzim

aktivitesini 6nemli 6lctide artirdigy belirlendi (P<0.05).

Hipotalamusta TH enzim aktivitesi kontrol grubu
sicanlarda 50.37+4.13 nmol/mg. protein.saat olarak
Olctldd. Epinefrin grubunda TH enzim aktivitesi
54.81+2.82 nmol/mg. protein.saat, soguk stresi gru-

bunda ise 54.381+3.58 nmol/mg. protein.saat olarak
saptandt ve uygulama gruplarinin kontrolden fark:
o6nemli bulunmadi (Tablo 1, Sekil 1).

Total RNA Seviyesi Degisimi: Adrenal medulla total

Tablo 1. Epinefrin ve soguk stresi uygulamast ile TH enzim aktivitesi degisimi.
Grup TH Aktivitesi (nmol/mg.protein. saat)
Adrenal medulla Kalp Hipotalamus
Kontrol 3291+ 0.61 28.40%4.46 50.37+4.14
Epinefrin 68.21 % 6.14 * 37.60%3.32 54.8142.83
Soguk Stresi 52.30+7.15 * 43.8516.01 * 54.38+3.58

* : Kontrolden anlamli farkls
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Sekil 1. Kontrol, epinefrin ve soguk stresi uygulanan sicanlarda
adrenal medulla, kalp ve hipotalamusta TH enzim aktiviteleri

RNA  miktart  kontrol  grubu  sicanlarinda
0.82£0.27ug/ul olarak ol¢uldu. Epinefrin uy
grubunda total RNA miktarmin arttu@g (1.26+0.23
pg/ul) ve kontrolden farkinin anlamli oldugu belir-

ama

lendi (P<0.05). Soguk stresi uygulanan sicanlarda ise

total RNA miktart 0.60£0.07 pg/ul olarak bulundu ve
kontrol degerden farkinin 6nemli olmadigs saptandi.

Kalp total RNA miktari epinefrin uygulama grubunda
2.06£0.18 ng/ul ve soguk stresi grubunda 2.88%0.26
pg/ul olarak olculdi. Kontrol grubu sicanlatin kalp
total RNA miktari ise 0.65+0.10 pg/pl olarak kayde-
dildi. Epinefrin ve soguk stresi uygulamasinin kalpte
total RNA seviyesini 6nemli 6l¢tide artirdigt ve bu at-
tisin anlaml oldugu belitlendi (P<0.05).

Hipotalamus total RNA miktari kontrol grubu sican-
larda 0.20+0.04 pg/pl olarak bulunurken epineftin uy-
gulamast ile bu degerin 0.50£0.06 pg/ul'a, soguk stre-
si uygulamast ile 0.52£0.08 pg/ul yukseldigi ve bu ar-
tisin 6nemli oldugu saptandi (P<0.05) (Tablo 2, Sekil
2).
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Sekil 2. Epinefrin ve soguk stresi uygulamasinin total RNA
seviyesine etkisi.

katekolaminler, norotransmitter madde olarak hem
sinirsel hemde hormonal fonksiyona sahip bilesikler-
dir. Katekolaminlerin biyosentezi ve salinmasi kisa
strede gerceklesmektedir. Katekolaminlerin biyosen-
tezinde ilk basamak reaksiyonu katalizleyen TH en-
zimi, katekolaminlerin sentez hizini kontrol etmede
anahtar rol oynamaktadir. TH enzim aktivitesi, ad-
renal medullada katekolamin sentez kapasitesinin bir
gOstergesi ve cesitli hayvan tiirlerinde kronik stresin
indikatéri olarak kabul edilmektedir.

Epinefrin, genellikle adrenal medullada sentezlenip
salinan nérohormonal bir katekolamindir. 4 asamali
reaksiyon serisinden sonra epinefrin biyosentezi ger-
ceklesmektedir. Epinefrinin biyosentez hizi, reaksiyo-
nun ilk basamagini katalizleyen TH enzimi tarafindan
kontrol edilmektedir. Epinefrin 6zellikle asir1 fizyolo-
jik uyarim durumunda kardiyovaskiler sistemi etkile-
yerek organizmayt acil duruma hazirlamaktadir. Dola-
stmda bulunan epinefrin adrenal medullada sentezlen-
mekte ve adrenal medullar aktiviteyi karekterize et-
mektedit.’

Tirozin hidroksilaz, aromatik I.-amino asit dekarbok-
silaz ve dopamin beta hidroksilaz gibi katekolamin
biyosentetik enzimler adrenal medulladaki biitin
kromaffin hucrelerinde bulunmaktadir. Adrenerjik
hiicre gruplarida katekolamin tretiminden O6ncelikli
sorumludurlar.!0

Yapilan bir ¢alismada, sicanlara dopamin verilmesi

Tablo 2. Epinefrin ve soguk stresi uygulamasi ile total RNA seviyesi degisimi.

Grup Total RNA (ug/pl)

Adrenal medulla Kalp Hipotalamus
Kontrol 0.82 £ 0.27 0.65 + 0.11 + 0.05
Epinefrin 1.26 £ 0.23 * 2.06 £ 0.18 * 0.50 £ 0.07 *
Soguk stresi 0.60 % 0.07 2.88 £ 0.26* 0.52 % 0.08 *

*: Kontrolden anlamli farkli
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sonucu adrenal bezlerde DOPA birikiminin arttigi
bununda TH enzim aktivitesinin stimtlasyonunun bir
gostergesi oldugu rapor edilmistir. Boylece dopamin
uygulamasinin katekolamin sentezini uyararak TH
aktivitesini artirdigy bildirilmistir.!!

Calismamizda sicanlara disaridan epinefrin verilmesi
ile adrenal medullada TH enzim aktivitesinin ve total
RNA konsantrasyonunun 6nemli seviyede arttif1 sap-
tanmigtir. Epinefrinin adrenal medullada TH aktivitesi
total RNA miktari Gizerine etkisi diger uygulama grup-
larindan ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu
durum literattr bilgilerini desteklemekte ve benzer ¢a-
lismalatla uygunluk gostermektedir.

Epinefrin uygulamasinin veya viicutta epinefrin mik-
tarinin bir sekilde artmasinin kalp fizyolojisi tizerine
dogrudan etkisi oldugu bilinmektedir. Baz1 arastiricilar
kalp regillasyonunda adrenal medullanin rolinin,
kalpte adrenerjik noral etki azaldigt anda daha 6nemli
oldugunu rapor etmiglerdir.’> Yaptigimiz ¢aligmada
epinefrin uygulamast ile kalp dokusunda total RNA
miktarinin yitksek oldugu saptand.

Soguga maruz kalmak, sempatik sinir sisteminin ak-
tivitesini katekolaminlerin sentez ve saliniminin ar-
tistna bagh olarak artirmaktadir. Soguk stresinin TH
enzim aktivitesi, miktart ve TH mRNA'st lizetine
etkileri konusunda bir ¢ok arastirma yapilmistir.
Literattir bilgileri soguk stresinin tirozin hidroksilaz
enziminin mRNA miktarini, aktivitesini ve konsant-
rasyonunu artirdigs yonindedir.!> 13

Yapilan bir ¢alismada soguk uygulamasindan sonra bir
saat gibi kisa siire i¢inde adrenal bez ve beyinde TH
mRNA seviyesi normalden %71 oraninda artis géster-
digi rapor edilmistir. Protein seviyesi 24 saat sonra
maksimum seviyeye ulasirken enzim aktivitesi ancak
48 saat sonra maksimum seviyeye ulastigt bildiril-
mistir.3

Tarafimizdan yapilan galisgmada soguk stresinin kate-
kolamin biyosentezi ve salinmast tizerine etkileri, TH
enzimi tzerinde aragtirilmistir. Yaptgimiz ¢aligmada
sicanlar 48 saat stre ile 8 °C'de kronik soguk stresine
maruz birakilmis ve adrenal medullada TH enzim
aktivitesinin arttigt bulunmustur. Soguk stresi uygula-
mastnin siganlarin adrenal medullasinda total RNA
konsantrasyonunu degistirmedigi saptanmistir. Yap-
tigimiz ¢aligmada soguk stresine maruz kalmig sigan-
larda TH enzim aktivitesinin artmasi literatiir bilgileri
ile uygunluk gostermektedir.
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Calismamizda soguk stresine maruz kalmis sicanlarin
kalplerinde TH enzim aktivitesinin ve total RNA
miktarinin arttgl bulunmustur.

Rat beyninde ventral tegmental boélge ve orta
substantia nigradaki dopamin néronlarin  stresin
algilanmast  ve davranissal etkilerde 6nemli rol
oynadigi belirlenmis ve ayni calismada kronik soguk
stresin (4 °C-17 giin) dopamin ndron aktivitesini %
64 oraninda azalttigl rapor edilmistir.'* Yine akut
soguk stresinin merkezi sinir sistemindeki néronal
aktivitesi tizerine yapilan bir ¢alismada TH ve fos-gift
immiinoreaktivite yapilarak soguga duyarlt néronlarin
basta rat beyninde pons retikiiler bélge olmak tizere
talamus, hipotalamik dorsomedial ve supramamillary
bélgede lokalize olduklart  bildirilmis, bdylece
hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenden bagka sistemle-
rinde soguk siresince homeostasisin saglanmasinda
rol oynadiklari iddia edilmistir.!> Sicanlara 4 gin 4
°C'de kronik soguk stresi uygulanan bir calismada;
farkli beyin bolgelerinde TH enzim aktivitesi, TH
protein miktart ve TH mRNA seviyesi degisimleri
arastirtlmis ve her U¢ parametrede Onemli artis
kaydedilmistir. Kronik soguk stresinin etkileri RNA-
DNA hibridizasyon teknigi kullanilarak arastirilmis ve
TH mRNA miktarini 4-5 kat artirdigr bildirilmistir.'o
Calismamizda hipotalamusda TH enzim aktivitesi
artmasina ragmen bu artigin  kontrolden farkinin
6nemli olmadigi, total RNA miktarinin ise 6nemli
Olcide arttift saptanmustir. Total RNA miktarindaki
artislar transkripsiyonel prosesteki artisin gostergesidir
dolayistyla total RNA miktarindaki degisiklikler her
zaman protein sentez hizint yansitmayabilir.
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