T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

SEVOFLURANE ANESTEZISi ALAN YASLI
RATLARDA BERBERINE’NIN HAFIZA VE
OGRENME UZERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Dr. Tugba OZYURT

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dah
TIPTA UZMANLIK TEZI

ESKISEHIR
2023






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

SEVOFLURANE ANESTEZISi ALAN YASLI
RATLARDA BERBERINE’NIN HAFIZA VE
OGRENME UZERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Dr. Tugba OZYURT

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dah
TIPTA UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Ferda YAMAN

Bu ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TTU-2022-2529 nolu proje

kapsaminda desteklenmistir.

ESKISEHIR
2023



Eskisehir Osmangazi Universitesi

Tip Fakiiltesi Dekanh@i’na,

Tipta Uzmanlik Tezi olarak hazirlaylp sundugum “Sevoflurane Anestezisi
Alan Yash Ratlarda Berberine’nin Hafiza ve Ogrenme Uzerine Etkisinin
Aragtirilmast” baglikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak
tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimilyle tez danismanim ve
bana aittir. Tezde yer alan arastirma tarafimca yapilmis olup, tim ctimleler,

yorumlar bana aittir.

Bu tez calismasiyla ilgili tiim siirecler Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul tarafindan, 16.06.2022 tarihinde, 893-1

numaral kararla onaylanmaigstir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Adi Soyadi: Dr. Tugba OZYURT
Tarih:

imza:



TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGINA,

Dr. Tugba OZYURT'a ait "Sevoflurane Anestezisi Alan Yashh Ratlarda
Berberine’nin Hafiza ve Ogrenme Uzerine Etkisinin Arastirilmasi" adli calisma
jurimiz tarafindan Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali'nda Tipta Uzmanlik

Tezi olarak oy birligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Bagkani Doc. Dr. Ferda YAMAN

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali

Uye Prof. Dr. Birgiil YELKEN

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali

Uye Prof. Dr. Mehmet Sacit GULEC

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal1

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fakilte Kurulu'nun ...../...../.........

Tarihve ...... /.... Sayili Karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Atilla Ozcan OZDEMIR
Dekan



TESEKKUR

Uzmanlik egitimime bagladigim ilk giinden itibaren, bilgi ve tecriibeleriyle yol
gostericim olan tez danismanim Saym Dog¢. Dr. Ferda YAMAN’a, tez suresince
beraber ¢aligsma firsati buldugum degerli hocalarim Prof Dr Didem Turgut Cosan’a,
Do¢ Dr Semra Yigitaslan’a, Dr Fulya Biige Ergen’e, Dr Cansu Kili¢ Tatlict’ya,
mesleki bilgi birikimleri ve deneyimleri ile bizlere hep yol gdsterici olan degerli
hocalarim Prof. Dr. Mehmet Sacit GULEC’e, Prof. Dr. Birgiil YELKEN’e, Prof. Dr.
Ayten BILIR’e, Prof. Dr. Giillay ERDOGAN KAYHAN’a, Dog. Dr. Serdar
EKEMEN’e, Dog. Dr. Dilek CETINKAYAya, Dog. Dr. Sema SANAL BAS’a, Dog.
Dr. Yeliz KILIC a, Dr. Ogr. Uyesi Meryem ONAY a, katkilarindan dolay1 Eskisehir
Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne, gece giindiiz demeden
yogun mesai kosullarini paylastigim, her biri ile birbirinden degerli anilar biriktirdigim
asistan arkadaslarima, birlikte calismaktan keyif aldigim, saygideger hemsire,
teknisyen ve tekniker arkadaslarima, tiim hayatim boyunca sevgi ve desteklerini her
zaman arkamda hissettigim sevgili annem ve babama, bu zorlu siire¢te yanimda olan

tiim zorluklarda sabirla beni destekleyen esim Furkan OZYURT’ a tesekkiir ederim.



OZET

Ozyurt, T. Sevoflurane Anestezisi Alan Yash Ratlarda Berberine’nin Hafiza ve
Ogrenme Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dah Tipta Uzmanhk Tezi,
Eskisehir, 2023. Calismamizda yash ratlarda Sevoflurane kaynakli norotoksisitede
miR-138, miR-138, miR-138, miR-138, mi-138 ve BDNF (beyin kaynakli norotrofik
faktor) islevini belirlemeyi, berberine’in noroprotektif etkilerini  incelemeyi
amagcladik. 20-24 haftalik 56 adet, Sprague-Dawley tiirii, erkek si¢anlar her grupta 14
adet olacak sekilde Kontrol, Berberine, Sevoflurane-Berberine ve Sevoflurane 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubu %50 O2 ve %50 havaya 2It/dk 6 saat maruz birakild.
Sevoflurane grubu %3 Sevoflurane ile %50 O2 ve %50 hava 21t/dk gaz akisi ile 6 saat
boyunca inhalasyon anestezisi uygulandi. Sevoflurane anestezisinden 1 hafta 6nce
baglanarak her giin, giinde 1 50mg/kg dozunda intraperitoneal olarak berberine
uygulandi. Sonrasinda Morris Su Tanki testi, yiikseltilmis art1 labirent testi ve nesne
tanima testi yapildi. Siganlar ketamin-ksilazin anestezisi altinda servikal disloke edildi
ve dekapite edildi. Dekapitayon oncesi tiim siganlardan kan alindi. Kraniotomi yapilip
her gruptan random segilen 7 rattan hipokampls ve frontal lob bdlgelerinin
diseksiyonu yapildi. Kalan 7 rattan alinan beyin dokulart da TUNEL boyama yapilmak
tizere ayrildi. Frontal Lob, Hipokampiis ve Plazma orneklerinde Real-Time gPCR
Uygulamasi yapilarak miR-138, miR-138, miR-138, miR-138, miR-138 ve BDNF
seviyeleri belirlendi. ELISA analizi ile BDNF seviyeleri 6lciildii. Berberine grubunda
Sevoflurane grubuna gore plazma, frontal ve hipokampiis miR 9, 124, 132 ve BDNF
in anlaml olarak yiiksek oldugu, TUNEL boyamada istatistiksel olarak daha az
apopitotik cisim goriildiigi tespit edildi, Gruplar arasinda morris su tanki testinde,
yiikseltilmis art1 labirent testinde farklilik goriilmedi. Yeni nesne tanima testinde
berberine grubu Sevoflurane grubuna kiyasla anlamli olarak daha iyi yeni nesne se¢me
oranina sahipti.Bu bulgular geriatrik popiilasyonda berberinin molekiiler bazda hafiza
ve 0grenmeyi olumlu etkiledigi fakat bu durumun klinige yansimadigini gosterdi.
Anahtar Kelimeler: Sevoflurane, Berberine, miR-9, miR-124, miR-132, miR-134,
miR-138

Destekleyen Kurumlar: ESOGU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
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ABSTRACT

Ozyurt, T. The Effect of Berberine on Memory and Learning in Elderly Rats
Receiving Sevoflurane Anesthesia. Eskisehir Osmangazi University Faculty of
Medicine, Department of Anesthesiology and Reanimation, Specialization Thesis
in Medicine, Eskisehir, 2023. In our study, we aimed to investigate the function of
miR-138, miR-138, miR-138, miR-138, mi-138 and BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) and to examine the neuroprotective effects of berberine in
Sevoflurane-induced neurotoxicity in elderly rats. 56 Sprague-Dawley type male rats
aged 20-24 weeks were divided into 4 groups: Control, Berberine, Sevoflurane-
Berberine and Sevoflurane, 14 in each group. The control group was exposed to 50%
02 and 50% air at 2It/min for 6 hours. In the Sevoflurane group, inhalation anesthesia
was applied for 6 hours with 3% Sevoflurane, 50% 02 and 50% air 2It/min gas flow.
Berberine was administered intraperitoneally at a dose of 150mg/kg daily, starting 1
week before the Sevoflurane anesthesia. Then the Morris Water Tank test, the elevated
plus maze test, and the object recognition test were performed. The rats were
dislocated and decapitated under ketamine-xylazine anesthesia. Craniotomy was
performed and dissection of the hippocampus and frontal lobe regions was performed
on 7 randomly selected rats from each group. Brain tissues from the remaining 7 rats
were also separated for TUNEL staining. MiR-138, miR-138, miR-138, miR-138,
miR-138 and BDNF levels were determined by Real-Time PCR Application in Frontal
Lobe, Hippocampus and Plasma samples. BDNF levels were measured by ELISA
analysis. It was determined that plasma, frontal and hippocampus miR 9, 124, 132 and
BDNF were significantly higher in the berberine group compared to the Sevoflurane
group, and statistically less apoptotic bodies were seen in TUNEL staining. There was
no difference between the groups in the morris water tank test and the elevated plus
maze test. In the new object recognition test, the berberine group had a significantly
better new object selection rate compared to the Sevoflurane group. These findings
showed that berberine positively affected memory and learning on a molecular basis
in the geriatric population, but this situation was not reflected in the clinic.

Key Words: Sevoflurane, Berberine, miR-9, miR-124, miR-132, miR-134, miR-138
Supporting Institutions: ESOGU Scientific Research Projects Coordination Unit
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1. GIRIS

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), sinir biiyiime faktorii, noérotrofin 4
ve norotrofin 3 gibi az miktarda sentezlenen protein familyasina ait bir molekdldur (1).
Beyindeki yuksek ekspresyon seviyeleri ve gigclii etkisi ile tim ndrotrofinler arasinda
one ¢ikmaktadir ve sinapslart etkiler. BDNF biyolojisinin transkripsiyon, sekresyon
gibi ¢esitli yonleri sinaptik aktivite ile dizenlenir (2). BDNF'nin kendisi sinaptik
plastisitenin uzun vadeli giiglenme gibi formlarini1 diizenleyebilmektedir. Uzun vadeli
guclenmenin uyarici sinaptik etkinligin siirekli bir artis1 olarak 6grenme ve hafizanin
temelini olusturdugu diisiniilmektedir. BDNF'nin uzun vadeli gliclenmede 6zellikle
hipokampusta temel bir rolii vardir (3).

Sevoflurane ameliyat sirasinda yaygin olarak kullanilan bir inhalasyon
anesteziktir. Bir inhalasyon anestezik olan Sevoflurane’a maruz kalmanin deneysel
hayvan modellerinde biligsel islev bozukluguna yol actig1 gdsterilmistir (4). Volatil
anesteziklere uzun siire maruz kalmanin kemiRgen modellerinde otizm spektrumuna
benzeyen semptomlarla sonuglandigi gosterilmistir (5). Anesteziye bagl kognitif
bozukluk, yasli cerrahi hastalarinda sik goriilen bir durumdur ve postoperatif kognitif
disfonksiyon (POKD) olarak adlandirilan bir olgudur ve yaslilarin yaklasik dortte
birinde gorultr. Ameliyattan bir hafta sonra POKD'si olan 60 yasindan biiyiik hastalar
ve etkilenenlerin %10'unda 3 ay veya daha uzun sure devam eden bir durumdur.
POKD, yasl1 cerrahi hastalarda Alzheimer hastaligi ve mortalite ile iligskilendirilmistir
(6). Sevoflurane, ndronal apopitozu indiikleyebilir ve ortaya g¢ikan ndrotoksisite,
yaglilarda biligsel bozulma ve Alzheimer hastaligina neden olur (7). Sevoflurane
inhalasyonu oksidatif strese neden olup hipokampal néronlarda artmis apopitozu
tetikler. Eslik eden 6grenme ve hafiza bozuklugu ve BDNF ekspresyonunda onemli
azalma meydana gelebilir.

Dogal bir iiriin olan berberine izokinolin tuz alkaloidleri grubundan bir
kuaterner amonyumdur. Bitkideki ana bioaktif parcalar, Berberis, altin miihiir
(Hydrastis canadensis) ve Coptis chinensis gibi komponentlerdir. Cin'de geleneksel bir
ila¢ veya besin takviyesi olarak, bazi regeteler biiyiik miktarda berberine icermektedir.
Berberine kapsamli bir sekilde arastirilmis ve anti-inflamatuar, antioksidan, antitimaor

ve kolesterol diisiiriicli etkiler dahil olmak tizere ¢ok cesitli farmakolojik ve biyolojik



aktivitelere sahip oldugu bulunmustur (8). Berberine’nin toll benzeri reseptor
4/nukleer faktor-xB sinyalinin baskilanmasi yoluyla endotoksemik hayvan
modellerinde inflamatuar mediatorlerin tiretimini azalttigir kanitlanmastir.

Bu ¢alismamizda Sevoflurane anestezisi alan yash ratlarda berberinin hafiza
ve Ogrenme lizerine etkisinin arastirilmast ve sonuglarinin degerlendirilmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sevoflurane

Sevoflurane, desfluran gibi florla halojenlestirilmis bir ajandir. Sevoflurane’in
kanda erirligi desflurandan biraz daha fazladir. Keskin kokulu olmamasi ve maksimum
alveolar konsantrasyonunun hizli yiikselmesi Sevoflurane’i pediatrik ve eriskin
hastalarda yumusak ve hizli inhalasyon indiiksiyonunda miikemmel bir se¢enek haline
getirmektedir (9). %50 nitroz oksit ve oksijen karigimi i¢inde %4-8 Sevoflurane ile
inhalasyon induksiyonu bir dakika igcinde gergeklesebilmektedir. Diisiik kanda erirligi,
kesilmesi halinde alveolar anestezik konsantrasyonunun hizli diigmesine ve izoflurana
gore daha hizli bir uyanmaya yol acar. Sevoflurane’in orta derecedeki buharlagsma
basinci geleneksel degisken gecisli vaporizatdrlerin kullanimina imkan verir.

Deney hayvanlarinda soda-lime ve baro-lime ile etkilesmesi sonucu renal,
pulmoner ve serebral toksisitesi olan yikim iiriinleri (olefin) ortaya ¢ikar. Bununla
birlikte insanda kullanildig1 yogunluklarda hentiz bu tiir toksik etkiler bildirilmemistir.
Yine de 2 L/dk altindaki taze gaz akimlar ile birka¢ saat siirecek girisimlerde
nefrotoksisite agisindan dikkatli olunmasi gereken bir ajandir.

Etkisini ¢abuk gostermesi, koklandiginda hos bir etki birakmasi ve irrite edici
ozelligi olmamasi nedeni ile hem cocuklar hem de erigkinlerde ilacin induksiyonu iyi
oranda tolere edilmektedir (10). Pahaliligi ve yikimi ile ilgili bazi belirsizlikler nedeni
ile Amerika Birlesik Devletin’de kullanimindan vazgegilmis ama 1987 yilinda
Japonya’da tekrar kullanilmaya baslanmis ve birgok merkezde halotanin yerini
almistir.

Karaciger mikrozomal enzim P-450 (6zellikle izoform 2E1) Sevoflurane’:
halotanin 4 kati oraninda fakat izofluran ve desfluranin 10-25 kati1 kadar metabolize
eder ve etanol veya fenobarbital 6n tedavisiyle induklenebilir. Sonugta inorganik florur
artisinin olmasi s6z konusu olabilmektedir. Baryum hidroksit lime veya soda lime
(fakat kalsiyum hidroksit degil) gibi alkaliler Sevoflurane’r baska bir kanitlanmis
nefrotoksik son {irlin olan compound A’ya indirgeyebilir (11). Compound A birikmesi;
solunum gazlarinin 1silarinin yiiksek olmasi, diisiik akim anestezi uygulamasi, kuru
baryum hidroksit absorbani, yiiksek Sevoflurane konsantrasyonu ve uzun anestezi
sreleri ile artar. Tim inhalasyon anestezik ajanlar insan metabolizmasinda degisken

yuzdelerde degisime ugrarlar. Sevoflurane’in kisith biyotransformasyonu sonrasinda



heksafloroizopropanol (HFIP) dretir. HFIP hizli bir sekilde glukuronik asit ile
konjugasyona ugrar ve bir ileri asamada idrar metaboliti olarak vicuttan elimine
edilmektedir.

F5C o.__F
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Sekil 2.1. Sevoflurane kimyasal yapisi

2.1.1. Solunum Sistemine Etkileri

Halojen igeren bilinen tim inhalasyon anestezik ilaglar hastada tidal volimu
azaltip solunumu baskilar. Birim zamandaki solunum sayisinda gelisen bu artma,
dakika volimindeki diisiisiin 6nine gecmek icin yeterli olmamaktadir. Sonugta
PaCO2 artarken solunum merkezlerinin CO2’e cevabi azalir. Sevoflurane solunumu

deprese eder ve bronkospazmi izofluraninkine benzer boyutta tersine ¢evirir.

2.1.2. Kardiyovaskduler Sisteme Etkileri

Sevoflurane miyokardin kasilma giiciinii hafifce deprese eder. Sistemik
vaskiiler direng ve arteryel kan basinci izofluran ve desflurandan biraz daha az diiser.
Sevoflurane kalp hizinda artis yapsa da, kiigiik bir artisa neden oldugundan kalp debisi
izofluran veya desfluran anestezisi kadar iyi korunmaz. Kalp hizinda meydana gelen

bu ylkselme, miyokard iskemisi olan hastalarda iskemiyi tetikleyebilmektedir (12).



Sevoflurane QT araligini uzatabilir, bunun klinik 6nemi tam olarak bilinmemektedir.
QT wuzamas1 infantlarda anesteziden uyanmayi takiben 60. Dakikada belirgin
olabilmektedir. Sevoflurane konsantrasyonlarindaki artis genel olarak kan basincinda
azalmaya sebep olmaktadir. Bu diisiis yiiksek MAK degerlerinde izoflurana kiyasla
daha az olmaktadir. Sevoflurane, aynm1 konsantrasyonlarda kullanilmak sart1 ile
izofluran ve desflurana benzer sekilde miyokard kasilma giiclinii azaltmaktadir (13).
Bununla birlikte Sevoflurane’in hem gen¢ hem de 50 yas iizeri olan bireylerde
izoflurana gore kardiyak hemostabilite konusunda daha iyi oldugu gosterilmistir (14).
Desfluran ve Sevoflurane, adrenalinin sebep oldugu kardiyak aritmileri izofluran ve
halotana gore belirgin olarak daha az oranda tetikler ancak her iki ajanin da aritmojenik

etkisi dustiktiir.

2.1.3. Santral Sinir Sistemine Etkileri

Desfluran ve izofluraninkine benzer sekilde Sevoflurane normokapni halinde
serebral kan akiminda ve kafa i¢i basincinda hafif artislara neden olur. Bununla birlikte
bazi ¢aligmalarda serebral kan akiminda azalma olabilecegi de gosterilmistir (15).
Sevoflurane’n yiiksek konsantrasyonlarinda serebral kan akimini bozarak hemorajik
hipotansiyon sirasinda serebral kan akiminda bir diisiise yol acar. Serebral kan akimi
uzerindeki etkisinin izoflurana gore daha az oldugu bilinmektedir. Serebral metabolik
oksijen gereksinimleri azalir ve nobet aktivitesi bildirilmemistir. Aynen izofluranda
oldugu gibi Sevoflurane alan ve epilepsi tanisi alan hastalarda konviilziyon goriilme
sikliginin diistiigi belirtilmektedir (15). Sevoflurane farmakokinetik etkisi sonrasinda
beyinde orta serebral arterde dakikadaki kan akim hizimi diisiirmektedir. Onceleri
inhalasyon ajanlarin serebral damarlar {izerinde vazodilatasyon etkisi nedeni ile kafa
Ici basinci yiikseltebilecegi Ongorulse de Sevoflurane’n kafa i¢i basincini arttirmadigi
tespit edilmistir (16).

2.1.4. Néromuskuler Sisteme Etkileri

Sevoflurane ile uygulanan inhalasyon indiksiyonu ile entiibasyon igin yeterli
kas gevsemesi saglanmaktadir. Buna ek olarak, ¢ogu hekim propofol, lidokain veya
opioidlerin ¢esitli kombinasyonlari; entiibasyondan 6nce bir ndromuskuler bloke edici
uygulamay1 veya bu iki yaklasimin bir kombinasyonu ile anesteziyi derinlestirmeyi

tercih etmektedir. Bununla birlikte etkin anestezi saglayacak dozun altindaki



kullaniminda beyinde aktivator sinapslarda kolinerjik (17) reseptor faaliyetlerini
diistiriir. Bu duruma benzer etkinin post-sinaptik alanda da olusabilecegi ve non
depolarizan néromiiskiiler bloke edici ajanlarin da etkisini bu mekanizma ile daha da

artirdig1 varsayilmaktadir (18).

2.1.5. Renal Etkileri

Sevoflurane anestezisi, propofol anestezisine kiyasla idrar ¢ikigini ve sodyum
atilimini azaltmasi ve plazma reninini arttirmasi ile bilinmektedir (19). Bu durumun
akut bobrek hasar1 ve ameliyat sirasinda siv1 resiisitasyonu tizerindeki etkisi daha fazla
aragtirmay1 gerektirmektedir. Enfluran, izofluran ve metoksifluran gibi Sevoflurane,
potansiyel bir nefrotoksin ve florlu anestezik nefrotoksisitesinden sorumlu ajan olan
inorganik floride metabolize edilir. Sevoflurane anestezisinden sonra, incelenen
hastalarin %7'sinde pik serum inorganik floriir seviyeleri 50 mikrometreyi agmistir.
Metoksifluran anestezisinden sonra subklinik veya klinik nefrotoksisite gelisen
hastalarin bu degerden daha yiiksek serum floriir konsantrasyonlar1 sergiledikleri
gbzlemine dayali olarak, 50 mikromolar serum floriirii genellikle nefrotoksisite esigi
olarak goriilmiistiir (20). Compound A’nin nefrotoksik metabolitlerinin tretiminden
ilacin biyotransformasyonun sorumlu olmasi ile birlikte insanlar Compound A'nin

renal toksisitesine siganlardan daha az duyarl olabilmektedir.

2.1.6. Hepatik Etkileri

Sevoflurane portal ven kan akimini azaltir, fakat hepatik arter kan akimini
arttirir ve boylelikle total hepatik kan akimini artirir, bu duruma sekonder olarak
karacigerde oksijen sunumu artar. Sevoflurane anestezisi genellikle immiin aracili

anestezik hepatotoksisite ile iliskili degildir (21).

2.2. Hipokampus

Sosyal bellek, daha dnce karsilasilanlar1 tanima yetenegini ifade eder ve sosyal
olarak geg¢misle ilgili bilgileri ayirt eder ve kayit eder. Sosyal etkilesimler sirasinda
sosyal tanima, tanidik olmayan bireyleri kesfetmeyi ve tanidik olanlara uyum
saglamay1 dgretir. Ureme davramislarini tesvik eder ve hiyerarsik agidan diger sosyal
bireyler tarafindan isgal edilen pozisyonlari saptamaya yarar (22). Hayvan ¢alismalar1
hipokampus ile sosyal taninma arasinda bir baglant1 géstermistir (23). Medial temporal

lob hipokampustan olusur ve bitisik parahipokampal girus iginde parahipokampal



korteks (daha arkada), perirhinal/entorhinal korteks (daha 6nde) yer almaktadir. Bir
hipotez, parahipokampal korteks siireclerinin baglam bilgisinin perihinal korteks
streclerindeki madde bilgisi ile ve hipokampus araciligiyla bu bilgiyi uzun sdreli
hafiza saglamada rol almakta oldugu yonindedir (24). Diger bir hipotez ise bu
bolgelerin bellek ve baglam bellegi olarak her iki kalemde de bir sistem olarak
calistigidir (25). Bu alternatif hipotezler uzun siiredir tartisiimaktadir. Uzun siiredir
tartisilan baska bir konu bilginin alinmasinin baslangi¢ta hipokampusa bagimli; sonra
hipokampustan bagimsiz (sistem konsolidasyonu) veya her zaman hipokampuse
bagimlt (¢oklu iz teorisi) olup olmadigidir. Diger tartisilan konular arasinda
hipokampusun sadece uzun siireli bellekle mi iligkili oldugu yoksa isleyen bellekle mi
iligkilendirilebilecegi ve hipokampusun uzun siireli bellekle iliskili olup olmadigi
yalnizca agik uzun siireli bellek veya iliskilendirilebilir ortiik bellek ile iliskili olup
olmadigidir. Scoville ve Milner tarafindan 1957'de hipokampusun rezeksiyonunu
takiben medial temporal lob korteksi iligkili siddetli amnezi raporu edilmistir (26).
Milner'ln vaka raporlar1 ve amnezik hastalarla ilgili miiteakip calismalari,
hipokampusun ve onu gevreleyen medial temporal lob korteksinin olusumdaki rolii
tizerine biitiin bir arastirma alanini baslatmis ve bu konudaki arastirmalar sonraki 60

yilda katlanarak artmistir (26).

2.3. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

Beyin kaynakli ndrotrofik faktor (BDNF), memeli beyninde en ¢ok dagitilan
ve kapsamli olarak incelenen norotrofinlerden biridir. BDNF, tropomiyozin reseptori
kinaz B (TrkB) ve diisiik afiniteli p75 norotrofin reseptorii araciligiyla sinyal verir
(27). BDNF, glutamaterjik ve GABAerjik sinapslarin diizgiin bilylimesi, gelismesi ve
plastisitesinde onemli bir rol oynar ve noronal farklilagsmanin modiilasyonu yoluyla
serotonerjik ve dopaminerjik nérotransmisyonu etkiler. BDNF, hem sinaptik 6ncesi
hem de sinaptik sonras1 hedef sitelerde parakrin ve otokrin faktor olarak islev goriir
(28). Sinaptik aktivitenin uzun sireli sinaptik hafizaya doniismesinde ¢ok 6nemlidir.
BDNF, dendritik dikenleri etkileyen, merkezi sinir sisteminde en azindan
hipokampusta, yetiskin nérogenezinde fonksiyonel ve yapisal plastisitenin 6gretici bir
aracis1 olarak kabul edilir Yetiskin norogenez hizindaki ve omurga yogunlugundaki
degisiklikler, ¢esitli 6grenme ve hafiza bigimlerini etkileyebilir ve depresyon benzeri

davraniglara katkida bulunabilir.



BDNF beyin gelisimi ve norogenezinde ¢ok onemli bir rol oynayan
norotrofinler grubunun bir iiyesidir. Hipotalamusta, enerji metabolizmasinda ve
beslenme davranisinda rol oynadigi belirtilmektedir (29). BDNF 'nin hipokampal
konsantrasyonunun oOgrenme ve hafizada Onemli bir rol oynadigina inanilr,
norodejenerasyon ve stres tepkilerinde koruyucu bir rolii vardir. BDNF 'nin ayrica
anjiyogenez, proliferasyon, hlicre migrasyonu ve apopitoz gibi diger bir¢ok siirecte yer
aldig1 bilinmektedir (30).

BDNF’in antidepresan ilag etkisi gosterdigi kabul gérmektedir, psikiyatride
tizerinde en ¢ok calisilan molekiillerden biri olmaya devam etmektedir. Cesitli
psikiyatrik hastaliklar i¢in tartismasiz "en diisiik ortak payda" risk faktorii olmaya
devam eden stres, hastalikla iligkili beyin bolgelerinde ve devrelerinde BDNF'yi
hedefler (31). BDNF eksikliginin in vivo hayvan modellerinde de degisen strese bagli
tepkiler gézlemlenmistir (32). Ek olarak BDNF, kaygi ve depresif benzeri davranislari
guclendiren cevresel faktorler icin yaygin bir araci role sahiptir, bununla birlikte
BDNF'in genis islevselligi, heterojen bir literatiir ortaya koymustur; bu durum
BDNF'in beyinde stres hormonu sinyal iletiminin hem dizenleyicisi hem de hedefi
olarak simdiye kadar yeterince tanmmmayan c¢ok faktorlii bir rol oynadigim
yansitmaktadir (33). BDNF'in stres ve travma sonrasi stres bozuklugu gibi stresle
iliskili bozukluklardaki rolii, ¢ok sayida model, laboratuvar ve disiplinde tutarsiz

etkilerinin oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

2.4. MikroRNA'lar

MikroRNA’lar (miRNA’lar) boliinme ve translasyon saglayarak hayvanlarda
ve bitkilerde 6nemli diizenleyici roller oynayabilen yaklasik 23 niikleotid uzunlugunda
kodlanmayan bir RNA turtdir (34). miRNA'lar protein kodlayan genlerin yaklasik
%30’unu  diizenlerler. mMIRNA’larin  iki ylizden fazla ¢esidi bulundugu
diistiniildiigiinde, miRNA’lar gen aileleri icerisinde en biiyiiklerinden biridir (35).
Guniimuzde insanlarda tespit edilen miRNA geni sayis1 2000’1 gegmistir.



2.4.1. MikroRNA Biyogenezi ve Islevleri

MIRNA genlerinin ¢gogu Pol Il tarafindan en az bir sa¢ tokas1 yapisi i¢eren pri-
MIiRNA adli biiyiik RNA olarak kopyalanir. Tiim kanonik pri-miRNA’larin 5’ bashgi
vardir; ancak 3’ ucunda bir poliadenilasyon sinyali olmayabilir (36). Cekirdekte, pri-
mIRNA’lar, pre-miRNA’lar olarak adlandirilan yaklagik 70 niikleotidlik kok halka
yapisina boliiniir. Bu islem, Drosha’dan olusan bir mikro islemci kompleksi tarafindan
gerceklestirilir. {1k olarak Drosophila’da ve DiGeorge Sendromu Kritik Bolge Geni 8
(DGCRS8) kesfedilmistir. Drosha, ¢ift sarmalli RNA’ya 6zgu bir endoribonikleaz turi
olan Rnaz III enzimlerinin bir {iyesidir. DGCR8, Mikroislemci kompleksinin katalitik
olmayan alt birimi olarak islev goren ¢ift sarmalli bir RNA baglayici proteindir (37).
Pre-miRNA’lar daha sonra kiigiik bir GTP baglayici protein olan Ras ile iligkili niikkleer
protein tarafindan sitoplazmaya ¢ikarilir.

Sitoplazmada, pre-miRNA’lar, halkanin yakininda, 3’ ucunda iki ila Ug
niikleotid ¢ikintist ile karakterize edilen kiigiik dsRNA’lara (biri kilavuz, digeri yolcu
cift iplikli RNA) boliiniir. Bu boliinmeye, ¢ift zincirli bir RNA baglayici protein olan
TAR RNA baglayici protein ile iliskili bir Rnaz III enzimi olan Dicer aracilik eder
(38). RNA susturulmasindaki merkezi rol, argonaute (AGO) ailesi proteinleri
tarafindan oynanir. mMiRNA dubleksi, ATP’ye bagimli saperon proteinlerinin
yardimiyla AGO proteinine yiiklenir. AGO’yu orijinal konformasyonuna
dondirdukten sonra, tek sarmalli olgun MiRNA retmek icin miRNA dupleksinin
yolcu sarmalindan ¢ikilir (36). Yiklemeden sonra AGO, hedeflenen MiRNA’nin
taninmasina aracilik eden, RISC olarak bilinen bir ribonukleoprotein kompleksinin
toplanmasii destekler. Olgun MiRNA’lar, baz eslesmesi yoluyla spesifik mRNA
hedeflerine yonlendirilir (39). Bitkilerde ve ¢ok nadiren hayvanlarda miRNA’lar,
MRNA’nin dilimlenmesiyle sonuglanan kesin dizi tamamlayiciligi ile mRNA

hedeflerine baglanir.
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Sekil 2.2. mMiRNA biyogenezinin sematik olarak gosterimi (39)

2.4.2. RNAI (RNA Interferans)

Susturucu RNA (siRNA) tarafindan tetiklenen RNA interferansi (RNA1)
nematodlarda kesfedilmis olup ¢ogu canli organizmada islev gérdiigii bulunmustur.
RNALI, gen fonksiyonlarini incelemek i¢in bir arastirma araci olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Cift sarmalli RNA aracili girisim (RNA1), bir dizi organizmada gen
ekspresyonunu susturmanin basit ve hizli bir yontemidir. Bir genin susturulmasi,
RNA’nin homolog mRNA’y1 hedeflemek icin riboniikleazlari aktive eden kisa
RNA’lara degisiminin bir sonucudur (40). Ortaya ¢ikan fenotipler, ya genetik bos
mutantlarinkilerle aynidir ya da alelik bir mutant serisine benzemektedir. Spesifik gen
susturmanin iki eski siirecle, bitkilerde ve mantarlarda baskilama ile iliskili oldugu
gosterilmistir ve ayrica transpozon susturma, antiviral savunma mekanizmalari, gen
duzenlemesi ve kromozomal modifikasyon gibi dizenleyici sireclerle

iliskilendirilmistir. Kapsamli genetik ve biyokimyasal analiz, RNAi kaynakli gen
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susturmanin iki asamal1 bir mekanizmasini ortaya ¢ikarmustir. ik adim, dsSRNA nin
bir Rnaz III benzeri aktivite ile 21 ila 25 niikleotid uzunlugundaki SIRNA’larin

bozunmasini igerir. Ikinci adimda, siRNA’lar bir Rnaz kompleksine katilir. (41).

a miRNA b siRNA € piRNA
miRNA intronik miRNA Cift yonli Cift yonli piRNA  Tek yonli
[~ miRNA geni transkripsiyon Ters tekrar |okusu PIRNA lokusu
- = i il o T -
lRNA pol Il ve 11 1 Il ve ?" __—[:—_ —
Pri-miRNA
e — RNA po| n
Tt
splaysozom RNA pol
Poly-A | Mikro- Skson J = /
kuyrugu| prosesor == Intron — — Tek iplikli Tek iplikli
: ——— —’ prekiirsir /N prekiirsor
21 sy
Pre-miRNA \ / Pre-miRNA
E"Déﬂl“ Niikleus ~ Niikleus islenme Piwi
Sitoplazma Sitoplazma
e “.. piRNAlar
== o8 T
\(  Dicer /\
- e -G
L ) > 2. Piwi
L
. Dicer piIRNP kompleksi
) mirisc i - ;
RNT'RISC mRNA  <i mRNA'larin Epigenetik
mRNA m siRISC t l ' e
ranslasyone regulasyon
Translasyonel Translasyonel Hedef mRNA yikimi ve kontrolii
baskilama aktivasyon somatik hicre Germ hatt
transpozonlarinin transpozonlarinin
susturulmasi susturulmasi

Sekil 2.3. RNAI interferans mekanizmasi (42)

2.5. Berberine

Berberine (IUPAC isimlendirmesi 5,6-dihidro-9,10-dimetoksibenzo[g]-1,3-
benzodioksolo[5,6a]kinolizinyum), molar kiitlesi 336.3612 g/mol olan bir izokinolin
alkaloididir (43). Coptis chinensis (Huanglian) veya korteks phellodendri’den
(Huangbai) elde edilir (43). Hafif karakteristik kokusu ve eksi tadi1 olan sarimsi kristal
bir tozdur. Metanolde orta derecede ¢Ozinur, etanol ve suda marjinal olarak ¢ozinur
(44) Berberine 1518a ve 1s1ya kars1 reaktiftir; yiiksek sicaklik ve 1s18a maruz kaldiginda
bozunmaya ugrar ve dolayisiyla stabilitesini etkilemektedir ( 45).

Cin ve Hint bitkisel ilaglarinda olan Berberine, antidiyabetik, anti-

hiperlipidemi, antidepresan, anti-inflamatuar, antibakteriyel, antiprotozoal ve
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antikanser gibi ¢oklu terapotik etkileri nedeniyle son yillarda biiytik ilgi gérmustiir
(46) Ayrica metabolik bozukluklarin neden oldugu nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisi i¢in potansiyel bir ilagtir (47). Genellikle, néronal hasara nérometabolik
hastaliklar neden oldugunda, lizozomlar, peroksizomlar ve mitokondri dahil olmak
tizere ¢cok sayida onemli organel islev bozukluguna ugrayarak metabolik bozukluklara
neden olur ve 6nemli miktarda ndronal apopitozise yol acar (48). Berberine, PI3K-
AKT sinyal yolunu aktive ve NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek, TNF-o (TUmor
Nekrozis Faktor-o), siklooksijenaz-2 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS)
tiretimini de inhibe ederek anti inflamatuar etkiler saglar. iNOS, ndroinflamasyonu
azaltmaya ve kan-beyin bariyeri hasarini1 6nlemeye yardimet olur (49-52). Berberine,
noroinflamatuar hasari iyilestirmenin yani sira, ¢esitli diger mekanizmalar yoluyla
biligsel islev bozuklugunu iyilestirebilir. Ana mekanizma, apopitoz faktorleri kaspaz-3
ve Bax ve apopitozu azaltmak icin anti-apopitotik faktor Bcl-2’yi artirir. Hiicre disi
sinyalle iligkili kinazin (ERK) ve fosforile edilmis hiicre dis1 sinyalle iliskili kinazin
(p-ERK) ekspresyonunu artirarak, WNT/B-Catenin sinyal yolunu aktive ederek pre-
noral faktorlerin ekspresyon seviyelerini artirir (ASCL1 , NeuroG1, NeuroD2 ve
DCX). C17.2 noral kok hiicrelere yonelik oksidatif hasar1 daha da azaltir ve onlar
noronlara farklilasmaya tesvik eder (53). Ayrica arastirmalar, berberinin kronik
serebral hipoperfiizyonun neden oldugu oksidatif stresi antagonize etmek igin
stperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon gibi antioksidan enzimleri aktive ederek
noroprotektif etkiler gosterdigini gostermistir (54,55).

Berberine’in anti-inflamatuar etkileri hem sistemik hem néral yollari pek ¢ok
calismada farkli yolaklarla aciklanmistir. Ornegin LPS (lipopolisakkarit) ile
indiiklenen akut solunum sikintis1 sendromunda modeli si¢anlarda , berberine tedavisi
ile endotelyal glikokaliks hasarmin onlendigi, TNF-o, IL18, IL-6, MMP-9 ve
heparanaz ekspresyonunun inhibe oldugu, pulmoner vaskiiler geg¢irgenligi azalttig
gosterilmistir (56-59). Berberine’nin, artmis kardiyak diyastolik fonksiyon ve
hemodinami ile kendini gosteren kardiyoprotektif etkileri, LPS kaynakli septik
kardiyomiyopatili sicanlarda gozlemlenmistir (60,61). Berberine tedavisinin ayrica
LPS’nin neden oldugu biligsel eksiklikleri azalttig1 ve siganlarda uzamsal 6grenme
yetenegini geri kazandirdig: bildirilmistir (62-64). Bu etkiler, hipokampusta glutatyon

peroksidaz, SOD, CAT ve glutatyonun artmast ve azalmis asetilkolinesteraz,
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malondialdehit, karbonil protein ve kaspaz-3 aktivitesi ile artan antioksidan aktivite ile
iligskilendirilmistir (65).
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Sekil 2.4. Berberine kimyasal yapisi (66)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Saki Yenilli Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Uygulama Tic. Ltd. Sti.’den temin edilen 20-24 haftalik 350-
500 gr. arasi, 56 adet, Sprague-Dawley turi, erkek sican kullanildi. Deney
protokoliimiiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan 16.06.2022 tarih ve 893-1 numarali karar ile onaylandi. Deney
sliresince siganlarin tutuldugu odanin sicakligi 19-21°C’ye ayarlandi. Oda 12 saatlik
periyotlar halinde aydinlik ve karanlik olacak sekilde aydilatildi. Her bir kafeste 4
sigan barindirilacak sekilde, siganlar gruplara ayrildi. Her giin yeterli miktarda yem ve
su ile beslendi. Sican kodlamasi kuyruklar1 kalic1 boyayla boyanarak yapildi.

Sicanlar her grupta 14 sigan olmak tizere 4 gruba ayrildi.

a)Kontrol grubu

b)Berberine grubu

c)Sevoflurane

d)Sevoflurane+ Berberine

Kontrol grubundaki siganlar sadece nemlendirilmis %50 O2 ve %50 havaya
21t/dk 6 saat maruz birakildi. Sevoflurane grubundaki si¢anlar %3 Sevoflurane ile
%50 O2 ve %50 hava 21t/dk gaz akisi ile 6 saat boyunca inhalasyon anestezisi
uygulandi. Berberine’nin LD50 degeri-57.6103mg/kg olarak bilinmektedir. Berberine
grubundaki siganlara berberinin noroprotektif etkisini gozlemlemek amaciyla
Sevoflurane anestezisinden 1 hafta 6nce baglanarak her giin, giinde 1 kez %0.9 salin
(0,2 ml) iginde ¢oziilmiis S0mg/kg dozunda intraperitoneal olarak berberine uygulandi.

Islemden 24 saat sonra (anestezi sonras1 1. giin) 1-5. giinler aras1 saat 09:00-
13:00'de morris su tanki testitank testi farmakoloji ana bilim dali néropsikofarmakoloji
laboratuvarinda yapildi. Anestezi sonrasi. 1.giin ve 2. giin siganlara 09:00-11:00'de
yiikseltilmig art1 labirent testi uygulandi. Anestezi sonrasi 2.gun ve 3. Giin 09.00-12.00
arasinda sigcanlara nesne tanima testi yapildi. Her grubun tiim hayvanlarina davranig
testleri yapildi. Davranis testlerini tamamlandiktan 1 giin sonra kan, frontal lob,
hipokampus, beyin ornekleri toplanarak saklandi. Her grubun tiim hayvanlarina
dekapitasyon 6ncesi kan alinarak ELISA ve qPCR calisildi. Her gruptaki 7 sicandan
alinan Orneklerde apopitoz oranimi gérmek igin histolojik olarak TUNEL boyama
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yapilmak tizere Ornekler ayrildi. Kalan 7 sicandan hipokampus ve frontal loblar

aliarak RT-qPCR ve ELISA calisildi.

3.2. flaclar

Calismamizda berberine hidroklorir, ketamin (Alfamine %210, Alfasan
International B.V., Hollanda) ve ksilazin (Xylazinbio %2, Bioveta PLC, Cek
Cumbhuriyeti) kimyasal ajanlar1 kullanildi. Berberine hidroklorir ilag solisyonu, SF
(serum fizyolojik, % 0.9’luk NaCl izotonik 1lik ¢ozelti) ile karistirict yardimiyla
¢oziilerek kullanilmadan hemen 6nce hazirlandi ve intraperitoneal uygulama yapildi.
ELISA protokoli igin kitler (SUNRED-201-11-0477-96T) Farmasina Tibbi ve
Timyevi Uriinler San. ve Dis Tic. Ltd. Sti.’den satin alindi. Berberine (TCI
CHEMICALS B0450) intraperitoneal olarak uygulandi.

Resim 3.1. Sevoflurane uygulamasi

3.3. Davrams Testleri

3.3.1. Yiikseltilmis arti labirent testi

Sicanlarin anksiyetelerini degerlendirmek iizere yiikseltilmis art1 labirent testi
tercih edildi. Yiikseltilmis art1 labirent testi i¢in yerden 45 cm yiiksekliginde iki tane
acik (50cmx10cm), iki tane de kapali uclu (50cmx10cmx40cm) kollar1 olan ve
ortasinda bu kollar1 baglayan 10cmx10cm’lik alan olan bir diizenek hazirlandi.
Sicanlar agik kolun baslangic noktasindan yiizleri labirente bakacak sekilde
birakildilar ve 5 dk. boyunca acik kolda gecirdikleri siire kaydedildi. Sicanlarin 4
ayaginin da girdigi ve ¢iktig1 anlar arasinda siireler dikkate alindi. Tiim kollar her

deney seansindan sonra %10’ luk etanol ile temizlendi ve kurulanda.
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Resim 3.3. Yiikseltilmis art1 labirent testi

3.3.2. Morris Su Tanka Testi
Si¢anlarin uzun siireli hafizalarinin test edilebilmesi i¢in Morris su tanki testi
(MST) tercih edildi. Deneyler, ses izolasyonu saglanmis bir odada, ¢ap1 150 cm olan

dairesel bir su havuzunda gergeklestirildi. Su havuzunun sicakligi 21-23 °C araliginda
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tutuldu ve igindeki platform, goriinmez hale getirilmesi i¢in mavi renkli boncuklarla
kaplandi. Havuz g¢evresindeki ortam, 1s18in homojen dagilimini saglamak igin los
halojen lambalarla aydinlatildi. Havuzun ¢evresine, hayvanlarin gorebilecegi sekilde
siyah-beyaz ve renkli geometrik sekillerden olusan posterler yerlestirildi. Deneyin
yiriitiiclistiniin deneylerin yapildig1 siire boyunca tek bir noktada durmasina 6zen
gosterildi. Havuz iizerinde 4 adet nokta belirlendi. Bu noktalar B, D, H ve G kadranlari
olarak adlandirildi. Her kadranin orta noktasi belirlenerek hayvanlarin birakilacagi
noktalar tespit edildi. Kagis platformu, B kadraninda havuzun kenarindan 20 cm
uzaklikta ve iist kisminda hayvanlarin durabilecegi 10x10 cm boyutunda bir alana
yerlestirildi. Siganlara 1. giin alistirma, 4 giin boyunca 6grenme ve 6. giin hafiza testi
icin MST yiizdiirme seanslar1 uygulandi.

Alistirma giinii (0. glin) ve diger 4 giin boyunca si¢canlar giinde 3 defa ve her
defasinda farkli bir kadrandan olmak lizere havuza birakildilar. Havuza birakilma
siralamalart Tablo 3.1.’de gosterildi. 1. gin platform su seviyesinin 1 cm
uzerindeyken, 2. ile 5. giinler arasinda platform su seviyesinin 1 cm altinda tutuldu.
Tiim seanslar boyunca siganlarin 60 sn igerisinde kagis platformuna ulagmalar
beklendi. Platforma ulasan siganlar, platform tizerinde 30 sn boyunca bekletildi. 60 sn
igcerisinde platforma ulasamayan siganlarin deney yiiriitiiciisiiniin yardimiyla kagis

platformunu bulmalar1 saglanmis ve yine kagis platformu iizerinde 30 sn boyunca
bekletildi.

Tablo 3.1. Siganlarin havuza birakilma Siralamasi

Gin 1. Seans 2. Seans 3. Seans

0. Gin H Kadram G Kadrani D Kadrani
1. Gin D Kadrani H Kadram G Kadrani
2. Giln G Kadrani D Kadram H Kadrani
3. Gln D Kadrani G Kadrani H Kadrani
4. Gin G Kadrani H Kadram D Kadrani

Son asama olan 6. giin (son 6grenme egitiminden 24 saat sonra) hafiza testi
icin platform tamamen havuzdan ¢ikarildi. Bu testte, hayvanlar tek bir kez ve havuzun
ortasindan suya birakildilar. Siganlarin, platformun bulundugu kadrandaki siireleri,

platforma olan ortalama mesafeleri, yiizme hizlari, platformu bulma slreleri ve
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katettikleri mesafeler tavana monte edilmis bir video kamera ve bilgisayarl izleme
sistemi (Noldus Ethovision XT, Versiyon 9, Wageningen, Hollanda) ile izlendi.
Platformun bulundugu kadrandaki siire (kimilatif sure) ve platforma olan ortalama
mesafe (bolgeye uzaklik), platformu bulma siiresi (kagis gecikmesi) hafiza tizerindeki

etkileri degerlendirmek icin kullanildi.

A

\\

W or
A\

A\\S

[N

AN

Resim 3.4. Morris Su Tanki Testi

3.3.2. Yeni Obje Tanmima Testi

Sicanlarin obje tanima hafizasi fonksiyonunu 6lgmek icin, oncelikle 3 giin
boyunca (Sevoflurane grubu igin Sevoflurane uygulama sonrasi 2., 3. ve 4. giinler)
30x30x40 cm boyutlarinda 6zel bos bir kutu i¢ine yerlestirildi. Siganlar kutunun iginde
15 dakika boyunca kutuyu tanimalari i¢in serbest birakildi. Testin uygulanacagi giin,
kutunun i¢ine birbiriyle ayni1 iki obje yapistirildi. Siganlar 10 dakika boyunca kutuya
birakildi ve iki ayr1 kronometre kullanilarak her hayvanin hangi objeye ne kadar siire

ilgi gosterdigi olculdii.
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Bir saat sonra kutudaki objelerden biri %10’luk etanolle iyice temizlendi ve
farkl bir objeyle degistirildi. Sicanlar tekrar 5 dakika boyunca kutuya birakildi ve yine
iki kronometre kullanilarak hayvanlarin hangi objeye ne kadar siire ilgi gosterdigi
Olglldii. Bu siire degerleri daha sonra analiz i¢in not edildi. Siganlarin biligsel
yeteneklerini analiz etmek i¢in yeni nesne kesfi goreli siiresi = (yeni nesne kesif siiresi
— eski nesne kesif siiresi) / (yeni nesne kesif siiresi + eski nesne kesif siiresi) ve yeni
nesne se¢im orani = yeni cisim kesif siiresi / (yeni cisim kesif siiresi + eski cisim) kesif

suresi indeksleri kullanildi.

Resim 3.5. Yeni Obje Tanima Testi

3.4. Kan ve Beyin Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Davranis deneylerinin tamamlanmasindan 1 giin sonra, siganlara ketamin (80
mg/kg) ve ksilazin (12 mg/kg) intraperitoneal yolla uygulanarak anestezi saglandi.
Saat 10:00-12:00 arasinda intrakardiyak yolla kan 6rnekleri alindi1 ve ardindan servikal
dislokasyon yoluyla siganlarin yasamlarina son verildi. Siganlarin beyinleri ve frontal,
hipokampiis bolgeleri ayrilarak agirliklart 6l¢iildii. Anestezi uygulanan hayvanlardan
torakotomi sonrasi kalbin sol ventrikiiliinden yaklasik 10 ml kan alind1. Alinan kanin
5 ml'lik boliimii EDTA'l1 (etilendiamin tetraasetik asit) tiiplere aktarilarak plazma elde

edildi. Bu kan oOrnekleri 2500 rpm hizinda ve 4°C sicaklikta santrifiij edildi ve
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stipernatantlar1 dnceden hazirlanmis eppendorf tiiplere alindi. Eppendorf tiipleri,

Ol¢lim asamalarina kadar -80°C'de saklandi.

3.4.1. Vicut Agirhiklarinin Belirlenmesi
Kontrol, berberine, Sevoflurane ve berberine+Sevoflurane gruplarinin viicut
agirliklar iizerine etkilerini degerlendirmek haftalik olarak tiim gruplardaki sicanlarin

viicut agirliklart kaydedildi.

Resim 3.7: Deneklerden doku 6rneklerinin alinmasi
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3.4.2. Frontal Lob ve Hipokampus Agirhiklarinin Belirlenmesi

Kan alimini takiben oksipital kemikten baglayarak kraniektomi yapildi. Beyin
biitiin olarak zarar vermeden ¢ikarildi ve buz akiisii tizerine koyuldu. Hipokampus ile
frontal lob bdlgelerinin diseksiyonu yapildi ve iginde RNA later (RNAlater®

Stabilization Solution, Ambion) soliisyonu olan eppendorf tiiplere ayr1 ayr1 konularak
-80°C’de saklandu.

3.5. Real-Time gPCR Uygulamas: ile Frontal Lob, Hipokampiis ve Serum
Orneklerinde miR-138, miR-138, miR-138, miR-138, miR-138 ve BDNF

Seviyelerinin Belirlenmesi

3.5.1. Molekiiler Analizler Oncesi Doku Saklanmasi icin RNA Later

Soliisyonu Hazirlanmasi ve RNA-later Soliisyonunun Hazirlanmasi

-12.61 g EDTA (Amresco) 100ml distile suda ¢6ziilmiis ve pH 8.0 olana kadar
NaOH eklenerek 10 mM EDTA stok soliisyonu hazirlanmistir.

-29.4 g trisodyum sitrat (Kimetsan) 100 ml distile suda ¢ozulerek 25 mM stok

sollisyonu hazirlanmistir.

-1000ml RNA-later soltsyonu icin 40ml EDTA stok solisyonu ve 25 ml
trisodyum sitrat soliisyonu 935 ml distile su ile karistirilarak, 700g amonyum siilfat
(Zag Kimya) bu karisim iginde ¢oziindiiriilmiistiir. Son olarak soliisyonun pH’1 5.2
olana kadar H2SO4 eklenmistir.

3.5.2. Dokularin Homojenizasyonu ve Total RNA izolasyonu

Diseksiyon sonrasi RNA-later icinde -80°C’de saklanan frontal lob,
hipokampiis ve omurilik dokularindan ve serum 6rneklerinden total RNA izolasyonu
yapilmistir. Bu asama i¢in Oncelikle sonikatér (Bandelin Sonoplus UW 2070)
kullanilarak dokular homojenize edilmistir. Daha sonra RNA izolasyon soliisyonu
icindeki doku homojenati, total RNA izolasyon kitinin protokoliine uygun sekilde

islemden ge¢irilmistir.

15 ml’lik santrifiij tiipleri kullanilarak 0.5 ml Bluezol soliisyonu iginde

homojenizasyon yapildi.



22

Homojenat 2 ml’lik santrifiij tiiplerine alindiktan sonra 150 ml kloroform eklenir ve

15000g’de 15 dakika santrifiij uygulandi.

Alinan siipernatant bagka bir tlipe alinarak 250 ml propanol eklendi ve 10 dakika oda
1s1sinda bekletildi.

15000 g’de 10 dk santrifiij uygulandiktan sonra siipernatant atildi ve 500 ml DNaz ve

RNaz igermeyen distile su ile hazirlanmis %75°lik alkol eklendi.
Ornek vorteksle karistirildiktan sonra 7500 g’de 5 dk santrifiij edildi.

Elde edilen total RNA’lar cDNA sentezine kadar -80°C derecede saklanda.

3.5.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi igin kit [A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High
Capacity) (Cat No: C03-01-20)] kullanilmustir. 0,2 ml’lik gPCR tiplerinde; 2 pl
random hekzamer, 10 pl total RNA, 0,5 pl RNaz inhibitord, 2 pl buffer, 1 pl revers
transkriptaz, 1 ul dNTP, 3.5 ul RNaz icermeyen su karisimi hazirlanip kit protokoliine
uygun sekilde (10 dk 25°C, 120 dk 37 °C, 5 dk 85 °C) gPCR yontemi uygulanmistir.
gPCR islemi i¢in Bio-Rad T100 qPCR cihaz1 kullanilmustir.

3.5.4. qPCR Uygulamasi

Her o6rnek i¢in; 0,2 m1’lik optik gPCR tupleri icerisinde 1 pl forward priver, 1
ul reverse priver, 12 pl ddH20, 10 pl master mix (qQPCR Master Mix SYBER GREEN
PROMEGA/A6001), 1 ul cDNA karisimi hazirlanarak 5 dk 95°C, 45 dongii (30 sn 95
°C + 60 sn 55 °C) , 1dk 72°C qCR prosediirii gergeklestirilip, QIAGEN ROTOR
GENE cihazinda gergek zamanli qPCR okumasi yapilmistir. Hipokampiis, omurilik,
serebellum, frontal lob ve serum 6rneklerinde BDNF, miR-138, miR-138, miR-138,
miR-138, MiR-138 ol¢iilmiistiir. Alinan CT degerleri kullanilarak 24 degerleri
hesaplanmis ve istatistiksel analizler i¢in kullanilmistir. Caligsmada kullanilan primer

dizileri Tablo 3.2.'de belirtilmistir.
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Resim 3.8. DNA sentezi ve gPCR uygulamasinda kullanilan cihazlar

Tablo 3.2. Real-Time qPCR isleminde kullanilan primerler

mMiRNA Reverse/forward Primer Dizisi
primer
miR-138 Reverse 5’-CCTCGGACCAGCTGCTTT-3’
miR-138 Forward 5’-AGCCTATATCCATTCCTTGG-3’
miR-138 Reverse 5’-CGGCTAACGTGGCAAGCT-3’
miR-138 Forward 5’-
AAGACAGACCATGGAGCAGAAATC-
3>
miR-138 Reverse 5’-AAGGGACAGACAGATACCCAC-3’
miR-138 Forward 5’-TGAGCCTCAGACCCCTTTCT-3’
BDNF Reverse 5’-AATCGCCAGCCAATTCTCTTT -3’
BDNF Forward 5’-CTACGAGACCAAGTGCAATCC -3’

3.5.5. PCR Veri Analizleri igin 2722CT Degeri Hesaplanmasi

Real-Time qPCR analizleri sonucu elde edilen CT degerlerinden oncelikle
GAPDH genin CT degeri cikarilarak ACT degeri elde edilir. Sonrasinda bu degerden

kontrol grubunun CT degeri ortalamasi ¢ikarilir ve AACT degeri elde edilir. Son olarak

272CT  degeri degisim katsayis1 degeri olarak kabul edilerek istatistiksel

karsilastirmalar i¢in kullanilir.
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3.6. ELiSA Testi Yontemi

BDNF protein seviyesi olcimleri ELISA Kit (Sunred 201-11-0477-96T)“
kullanilarak yapildi. Standart soliisyonlar kit igerisinden ¢ikan seyreltici kullanilarak
hazirland1 ve kuyucuklara eklendi. Kor degeri i¢in 1 kuyucuga 100ul 6rnek seyreltici
soliisyonu eklendi. Plazma 6rnekleri 100 pl olacak sekilde kalan kuyucuklara eklendi.
Kuyucuklar kit icinde bulunan yapiskan seritle kapatilarak 90 dk 37°C’ de inkiibe
edildi. Kuyucuklardan sivi ¢ekildi ve kit icinde bulunan konsantre biyotinlenmis
antikor sisesi 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. 100 pl konsantre biyotinlenmis
antikor soliisyonu 9900 pl biyotinlenmis antikor seyreltici soliisyonu ile karistirildi.
Elde edilen seyreltilmis soliisyondan her kuyucuga 100 ul eklendi ve 1 saat 37°C’ de
inklbe edildi.

Kuyucuklardaki sivi ¢ekildikten sonra biitiin kuyucuklara 200 pl yikama
sollisyonu eklenerek bu islem 3 kez tekrarlandi. Her yikama isleminden sonra
kuyucuklardan sivi ¢ekildi ve tamamen sivinin kuyucuklardan alinabilmesi igin pleyt
kurutma kagidina hafifce vurularak sivi kalmamasi saglandi. Kit iginde bulunan
konsantre HRP konjugat sisesi 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. 100 pl
konsantre biyotinlenmis antikor soliisyonu 9900 pul biyotinlenmis antikor seyreltici
soliisyonu ile karistirildi. Elde edilen seyreltilmis soliisyondan her kuyucuga 100 pl
eklendi ve 30 dk 37°C’ de inkiibe edildi. 5 kere yikama islemi uygulandi. Kitin i¢inde
hazir bulunan suSBtrat soliisyonundan her kuyucuga 90 pl eklendi ve isiktan
koruyarak 15 dakika 37°C’ de inkiibe edildi. 50 pl durdurma soliisyonu her kuyucuga
eklendi ve karistirildi. 450 nm’de ELISA okuyucu ile absorbans degerleri okundu.
Hesaplamalar i¢in standart yiliklenen kuyucuklardaki degerler kullanildi.

3.7. Histolojik Kesitlerin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

Beyin dokusu kesitleri %4'luk paraformaldehid sollisyonunda 24 saat fikse
edildi. Rutin parafine gémme islemi uygulandi. Doku 6rnekleri alindi ve parafin
bloklara gémuldi. Daha sonra mikrotom (RM) kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Histokimyasal, immunohistokimyasal ve terminal deoksinukleotidil transferaz
dUTP etiketleme yapildi. Mum giderme ve dehidrasyon asamalarindan sonra rutin
hematoksilen ve eozin (HE) prosediiri ile histokimyasal inceleme i¢in doku kesitleri
boyandi. Kesitler entellan (UN 1866; Merck, Darmstadt, Almanya) ile sabitlendi.
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Histopatolojik degerlendirme, Olympus marka 151k mikroskobu kullanan bir g6zlemci
tarafindan kor olarak yapildi. BX40 151k mikroskobu ve doku kesitlerinin gordntdleri
(SC50, Olympus, Almanya) fotograflandi.

3.7.1 Immiinohistokimya

Beyin dokusu kesitleri 1 saat 60°C'de deparafinize edildi ve sonra 30 dakika
ksilen iginde bekletildi. Etanolde dehidrasyondan sonra, 6rnekler fosfat tamponlu salin
(PSB) i¢inde yikandi ve 37°C'de 15 dakika %0.5 tripsin sollisyonuna atildi.
(800.729.8350, ScyTek Lab oratories, Inc., Logan, UT, ABD). Endojen peroksidaz
aktivitesi, oksit basma %3 hidrojen kullanilarak inhibe edildi. PSB'de yikamay1
takiben blokaj soliisyonu (TA-125-UB; Orneklere Lab Vision, Fremont, CA, ABD) 1
saat siireyle uyguland1. Immiinohistokimyasal reaksiyon goértinimani belirlemek icin
diaminoben zidine (DAB; ScyTek) boyamas: yapildi. Kars1 boyama i¢in Mayer's
hematoxylin (72804E; Microm, Walldorf, Almanya) kullanildi. Kesitler entellan ile
sabitlendi. Gruplar arasindaki farklar, bir Olympus BX40 (Tokyo, Japonya) 1sik
mikroskobu  altinda  iki  bagimsiz  aragtirmaci  tarafindan  gozlendi.
Immunohistokimyasal gériintilerde 3 kez 6lgme yapildi ve immunohistokimyasal
veriler H skoru olarak degerlendirildi. Boyanmis 6rneklerin degerlendirilmesi; zayif
(+), sirasiyla orta (++) ve giiclii (+++) ve her boyama derecesi i¢in immiinopozitif
hiicreler sayildi. H-Skor = Pi (boyama yogunlugu + 1). Pi; her yogunluk i¢in isaretli

hlcrelerin ylzdesi olarak belirlendi.

3.7.2 TUNEL (Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Aracih dUTP

Nick-End Isaretleme)

Hipokampus (HK) %4 paraformaldehit i¢inde fikse edildi ve ardindan diizenli
isleme tabi tutuldu: etanol iginde dehidrasyon gradyan konsantrasyonlari, ksilende
temizleme ve gémme parafin uygulandi. Daha sonra hipokampus dokular1 pargalara
ayrildi. 4 um kalinliginda kesitler halinde hazirlandi. Doku kesitlerinde TUNEL
boyama kitin talimatlarina gore gergeklestirildi (Boehringer Mannheim) ve sonuglar
mikroskop altinda gozlendi. Hipokampustaki néronlarin apopitotik oran1 TUNEL-

pozitif hiicrelerin ylzdesi ile apopitotik indeks olarak hesaplandi.
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3.7.3. Morfometrik Analiz

Uygulamaya bagli hasarin kantitatif degerlendirilmesinde skorlama sistemi
kullanild1. Korteks (KT) ve HK-Cornu Ammonis (CA1) bélgeleri icin 1 (hasar yok
veya ¢ok az) ile 5 (birden ¢ok alanda hiicre kayb1 ve kistik enfarktiis) arasinda iki farkli
gozlemci tarafindan kor olarak yapildi.

KT parasajital kesitleri, art arda alti katman halinde diizenlenmis normal
histolojik yapisi; distan ice dogru dis molekiiler, dis graniiler, dis piramidal, i¢

grandler, i¢ piramidal ve polimorfik tabaka olarak gorildi (Resim 3.9.).

Resim 3.9. KT histolojisi kii¢ik blyltme

Blyuk buyutmelerde, pia maddesinin altindaki, noroglia g¢ekirdekleri ile
asidofilik néropil gosteren dig molekiiler tabaka izlendi. Diger katmanlar, bir bazofilik
sitoplazma kenar1 1ile ¢evrili belirgin niikleollere sahip yuvarlak agik yiiz
cekirdeklerine sahip ndronal hicre govdeleri sergiledi. Ayrica, noroglial hiicrelerin
cekirdeklerini gozlendi. Bu katmanlarin néropilleri, normal kan kilcal damarlariyla bir
noronal ve glial hucreleri birbiri ile karisik olup asidofilik goriindi. Dis katmanlarin

ndronal hicre gévdeleri, i¢ katmanlardan daha kugukti (Resim 3.9.).
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Resim 3.10. KT histolojisi biyuk buyitme

HK bolgesinin incelenmesinde beyin parasagital kesitleri, temporal lobun
medial yonii lizerinde kavisli bir yap1 olarak goriinen ve lateral ventrikiiliin temporal
boynuzunun tabanina dogru c¢ikintt yapan HK olusumun normal histolojik yapisini
ortaya ¢ikardi. HK olusum, HK, subikulum ve entorhinal korteksi gosterdi (Resim
3.10.).

Resim 3.11. Beyin parasagittal kesitte Hipokamps
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HK, birbirine kenetlenmis iki gri madde yapisindan olustugu izlendi. HK (CA)
ve hipokampal sulkus ile ayrilan dentat girus (DG). CA, ayrica dort bolgeye ayrilan
karakteristik bir C sekline sahipti; CA1l, CA2, CA3 ve CA4. DG ise CA4'U saran V
seklinde bir yap1 olarak goriiniiyordu. Karsilastirmalari standardize etmek icin; CAl
tim gruplarda kullanildi (Resim 3.12.).

100 um
Resim 3.12. HK histolojisi kiigiik biyutme

Kontrol grubundaki CA1 bdlgelerinin daha yiksek biytulmesi, her bélgenin
iyl tanimlanmis li¢ katmandan olustugunu gosterdi; glial hiicrelerin derin ve hafif
lekeli ¢ekirdeklerini gosteren polimorfik katman, ana hiicre katmanini olusturan
piramidal hicre katmani ve piramidal noronlarin dalli apikal dendritlerini ve kiiglik
derin ve hafif boyali gekirdekleri iceren molekiler katman. CA1 bolgesinde Glia
hicrelerin yan1 sira kiigiik yuvarlak, paketlenmis piramidal hiicre gévdeleri vardi.
Astrositler ve noronal hiicre govdelerinin yuzeyinde ve sureclerinde grantller sergiledi
(Resim 3.13.).
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Resim 3.13. HK histolojisi biytk buyitme

KT i¢in HE ile boyanmis kesitlerde normal ¢ekirdekli hiicreler, kromatin ve
belirgin niikleuslar1 ve sitoplazmas1 bazofilikti izlenirken, koyu lekeli ve ¢ekirdegin
kondanse oldugu apopitotik hiicreler gortldu (Resim 3.14.).

HK parasajital kesitlerinde, CA1, CA3 ve DG bolgelerinde minimal diizeyde
bozukluklar goérildi (Resim 3.15., Resim 3.16., Resim 3.17).
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HE Boyamasi

KONTROL BERBERINE

SEVOFLURANE SEVOFLURANE+ BERBERINE

Resim 3.14. HE boyamasi ile kiigiik biiyiitmede KT histopatolojik goériintiileri
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HE Boyamasi

KONTROL BERBERINE

R\ '

SEVOFLURANE T SEVOFLURANE+ BERBERINE _

Resim 3.15 HE boyamasi ile biiyiik blyitmede KT histopatolojik gortntileri
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HE Boyamasi
KONTROL BERBERINE

SEVOFLURANE SEVOFLURANE+ BERBERINE

Resim 3.16 HE boyamasi ile kiigiik biiytitmede HK histopatolojik gorintdleri

HK CA1 daha yiiksek biiylitiilmesi, piramidal hiicre gdvdelerinin ¢ogunun
diizensiz oldugunu, gevsek bir sekilde paketlendigini ve koyu goriindiigiinii,
kiiciildiigtinii ve periselliiler haleler igceren piknotik g¢ekirdeklere sahip oldugunu
gosterdi.
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HE Boyamasi

KONTROL ] BERBERINE

SEVOFLURANE SEVOFLURANE+ BERBERINE

l v ‘

Resim 3.17. HE boyamasi ile biiyiik biiytitmede HK histopatolojik gortntleri
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Korteks icin yapilan TUNEL boyamas: ile apopitotik hiicrelerin varligi
isaretleme ile gosterildi (Resim 3.18., Resim 3.19, Resim 3.20., Resim 3.21.).

TUNEL
KONTROL __BERBERINE

SEVOFLURANE SEVOFLURANE+ BERBERINE

Resim 3.18. TUNEL boyamasi ile kiigiik biiyiitmede KT histopatolojik goriintiileri
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KONTROL

SEVOFLURANE } SOURAE+ BERBEE -

Resim 3.19. TUNEL boyamasi ile biiyiik biiylitmede KT histopatolojik goriintiileri
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KONTROL BERBERINE

SEVOFLURANE

Resim 3.20. TUNEL boyamasi ile kiigiik biiyiitmede HK histopatolojik gorintdleri
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KONTROL BERBERINE

SEVOFLURANE

Resim 3.21. TUNEL boyamasi ile biiyiik biiylitmede HK histopatolojik gorunttleri

Korteks i¢in yapilan morfometrik skorlamada Sevoflurane ile olusan hasarin

berberine ile diizeldigi goriildii (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.3. Korteks Hasar Skorlamasi (KR: Kontrol, BB: Berberine, SF:Sevoflurane,

SB: Sevoflurane + Berberine)

Group  Points Mean Deviation Mean Median

6 1167 0.2582 0.1054 1.000
BB 6 1333 0.4082 0.1667 1.250
6 1917 0.3764 0.1537 2.000
6 1417 0.3764 0.1537 1.500

Korteks igin yapilan morfometrik skorlamada SF ile olusan hasarin anlamli

oldugu ve BB ile diizeldigi goriildii (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Korteks hasar skorlamasinin istatiksel analizi

Comparison Difference q P value
KR vs BB -0.2619 1.695 ns P>0.05
KR vs SF -0.8333 5.394 ** P<0.01
KR vs SB -0.3333 2.157 ns P>0.05
BB vs SF -0.5714 3.850 ns P>0.05
BB vs SB -0.07143 0.4812 ns P>0.05
SF vs SB 0.5000 3.368 ns P>0.05

Hipokampus i¢in yapilan morfometrik skorlamada SF ile olusan hasarin BB ile

diizeldigi goruldii (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Hipokampus hasar skorlamasi

Group  Points Mean Deviation Mean Median

KR 6 1.083 0.2041 0.08333 1.000
BB 7 1.357 0.4756 0.1798 1.000
SF 7 1.857 0.4756 0.1798 1.500
SB 7 1.429 0.4499 0.1700 1.500

Hipokampus i¢in yapilan morfometrik skorlamada SF ile olusan hasarin
anlamli oldugu ve BB ile diizeldigi goriildii (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Hipokampus hasar skorlamasinin istatiksel analizi

Comparison Difference q P value
KR vs BB -0.2738 1.641 ns P>0.05
KR vs SF -0.7738 4.638 * P<0.05
KR vs SB -0.3452 2.069 ns P>0.05
BB vs SF -0.5000 3.119 ns P>0.05
BB vs SB -0.07143 0.4456 ns P>0.05

SF vs SB 0.4286 2.674 ns P>0.05
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4. BULGULAR

Calismaya ait genel parametreler Tablo 1'de gosterilmistir

Tablo 4.1: Calismaya ait genel parametreler

Tablo-1
Min-Mak Medyan Ort.£ss

Organ Agirlig1

Sag Fron 0.09 - 0.24 0.15 0.16 + 0.04
Sag Hkc 0.07 - 0.09 0.08 0.08 £ 0.01
Sol Fron 0.09 - 0.23 0.14 0.14 + 0.03
Sol Hkc 0.05 - 0.10 0.07 0.07 £ 0.01
Nesne Tanima

Tanigmal 4.0 - 69.0 25.0 273 £ 16.3
Tanisma?2 0.0 - 54.0 18.0 19.1 = 124
Eski Cisim 0.0 - 53.0 10.0 12.3 + 10.9
Yeni Cisim 0.0 - 40.0 11.0 12.7 =+ 88
Yeni Nesne Kesfi Goreli Stiresi -1.00 - 1.00 0.00 0.05 = 044
Yeni Nesne Se¢im Orant 0.00 - 1.00 0.50 050 + 0.25
Plas Maze Kapali Alanda Kalma Saati 0.0 - 299.0 254.5 248.1 + 53.6

Berberine, Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplarinda sag frontal lob
agirhigi kontrol grubundan anlamli (p<<0.05) olarak daha yiiksekti. Berberine grubu ile
Sevoflurane +berberine ve Sevoflurane gruplari arasinda sag frontal lob agirlig
istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. Sevoflurane +berberine ve
Sevoflurane grubu arasinda sag frontal lob agirligi istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik gostermemistir. (Tablo 4.2)

Kontrol, berberine, Sevoflurane +berberine ve Sevoflurane gruplari arasinda
sag HK agirligi anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.2)

Berberine, Sevoflurane +berberine gruplarinda sol frontal lob agirlig1 kontrol
grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol grubu ile Sevoflurane
grubu arasinda sol frontal lob agirligi anlamli (p>0.05) farklilik gdstermemistir.
Berberine grubunda sol frontal lob agirhigi Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane

gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sevoflurane +berberine grubu ile
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Sevoflurane grubu arasinda sol frontal lob agirligi anlamli (p>0.05) farklilik

gostermemistir. (Tablo 4.2)

Kontrol, berberine, Sevoflurane +berberine ve Sevoflurane gruplari arasinda

sol HK agirlig1 anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.2)

Tablo 4.2. Calisma gruplart ile frontal lob agirliklart ve HK karsilagtirmasi

" Kontrol 2 : ¥ Sevofluran  _
Grubu Berberin + Berberin " Sevofluran  p
Organ Agirligh
Sag Ortxss 012 = 002 019 = 004 016 £ 002 016 = 002 0.000 A
Frontal = Medyan 0.12 0.19 0.16 0.17 Z0 ’
Ortxss 008 = 001 008 = 001 007 = 001 007 = 000
Sag HKC = 0.091 4
Medyan 0.08 0.08 0.07 0.07
Sol Ort=ss 012 = 002 018 =003 014 = 002 0.14 = 002 0.005 &
Frontal Medyan 0.12% 0.16 0.132 0.132 e
Ort=ss 008 = 001 008 = 001 007 = 001 007 = 0.01
Sol HEC 0.087 E
° Medyan  0.08 0.08 0.07 0.07

AANOVA /EKruskal-wallis (Mann-whitmey u test)
2 Berberin grubu ile fark p<0.05, * Sevofluran + Berberin grubu ile fark p<0.05
O Sevofluran grubuile fark p<0.05
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Sag frontal lob ve sag HK agirlig1 Sekil 4.1.'de verilmistir

Sag Frontal Lob Agirhg: Sag HK Agirhgi

0.20 7 — 0.084

0.16 =1 0.080

Q.12 0.076

Q.08 0.072

0.04 .

0.00 0.068
B E E 8 2 E £ 8
> 5] [<5} (<53 = [<5} [5) <]
5 € € © 5 € £ @

(5] [¢b] [«B] [¢b]

S @O o T 0@
c -5 c o
S > S >
A4 N X (%2}

Sekil 4.1. Sag frontal lob ve sag HK agirlig1

Sol frontal lob ve sol HK agirligi Sekil 4.2.'de verilmistir.

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplari arasinda
tanigsma-I ve tanigsma -1l degeri anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.3.).
Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplarinda eski cisim degeri berberine
grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sevoflurane+berberine ve
Sevoflurane grubu arasinda eski cisim degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. Kontrol grubu ile berberine, Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane
gruplar1 arasinda eski cisim degeri degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.3)

Sag frontal lob ve sag HK agirlig1 Sekil 4.2.'de verilmistir.
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Sol Frontal Lob Agirhig: Sol HK Agirhg:
0.080
8%6) 0.076
0.12 0.072
0.08 0.068
0.04 0.064
0.00 0.060
2 £ £ ¢ 2 £ £ ¢
: 228 g 2 23
© % & = 2 @
s & 3 s & 4
1= o IS 9
2 3 ¥ 3

Sekil 4.2. Sol frontal lob ve sol HK agirlig:

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda yeni cisim degeri
Sevoflurane grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol grubu ile
berberine, Sevoflurane+berberine arasinda yeni cisim degeri istatistiksel anlamli
(p>0.05) farklilik gostermemistir. Berberine ve Sevoflurane+berberine grubu arasinda

yeni cisim degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. Calisma gruplari ile tanigsma I-11 ve eski-yeni cisim karsilagtirmasi

1 Kontrol * Sevofluran

2 : _
Grabu Berberin + Berberin _ Sevofluran p

Nesne Tanima
Ort+ss 263 £ 204 320 £ 195 260 £ 105 253 = 141

Tanisma-I 0.730 &
Medyan 190 28.0 26.0 25.0
- o Onss 1912173 201= 122 169 = 101 | 205294 °
sma- )
TR Medyan 130 205 16.0 20.0
Ot=ss 118 = 108 57 = 48 146 = 60 164 = 162
EskCisim v 85 55 1352 1102 0P
Yeni Octzss 185 % 102 143 =89 118 % 58 58 %41 _
Cisim Medyan 16.0 14.5 10.5 6.0 128

AANOVA /EEriskal-wallis (Mann-whimeyu test)
! Kontrol grubu ile fark p=<0.05, 2 Berberin grubuile fark p<0.05
# Sevofluran + Berberin grubuile fark p=0.05
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Eski Cisim Yeni Cisim
20.0 20.0
16.0 16.0
12.0 12.0
8.0 8.0
4.0 4.0
0.0 0.0
> [ [ o > c [ (@]
S 5 5 3 S 5 5 3
= o e} ()] = e} o (9]
> 3 3 2 & &
£ £ g £
[y [
g 3 g g

Sekil 4.3. Farkl1 gruplarda eski cisim ve yeni cisim karsilagtirmasi

Kontrol ve berberine grubunda yeni nesne kesfi goreli siiresi
Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05)
olarak daha ytksekti. Kontrol ve berberine grubu arasinda yeni nesne kesfi goreli
sliresi istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Sevoflurane+berberine ve
Sevoflurane grubu arasinda yeni nesne kesfi goreli siiresi istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik géstermemistir. (Tablo 4.4)

Kontrol grubunda yeni nesne se¢im orani Sevoflurane+berberine ve
Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
ve berberine grubu arasinda yeni nesne se¢im orani istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik gostermemistir. Berberine grubunda yeni nesne se¢im orant Sevoflurane
grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sevoflurane+berberine
grubu ile berberine, Sevoflurane gruplari arasinda yeni nesne se¢im oran istatistiksel

anlaml1 (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.4.)
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"(I}{:unbtflnl 2 Berberin ’ Sg‘;g:éﬁm 7 = Sevofluran p
Yeni Nesne
Kesfi Ortzss 031 £ 033 040 = 032 -0.12 £ 023 -037 £ 0.38
g;rr:ji Medyan  0.41°3C 0.38 32 0.15 050 2000*
Sepim Ortsss 065 £ 0.17 062 = 032 044 = 0.12 027 = 020 0.000
Orant  Medyan 0.71 0.69 0431 02112

AANOVA /EErskal-wallis (Mann-whitmevu test)

! Kontrol grubu ile fark p<0.05, 2 Berberin grubu ile fark p<0.05
# Sevofluran+ Berberin grubuile fark p<0.05, O Sevofluran grubuile fark p<0.05

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplari arasinda

plas maze kapali alanda kalma siiresi istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik

gostermemistir. (Tablo 4.5.)

Tablo 4.5. Calisma gruplari ile kapali alanda kalma siiresi karsilagtirmasi

" Kontrol R . 3Sevoflurm+ _ _

Grubu Berberin Berberin Z Sevofluran p
PlasMaze oOn=ss 2641 = 396 2324 £ 768 2614 = 359 2324 £ 515
Kapali
Alanda _ 0.179 E
Kalma  Medym 2840 249.0 276.5 243.0
Saati

EKruskal-wallis (Mann-whimev u test)
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Min-Mak Medyan Ort.tss

Kumulatif Stre

0.Gln 3.2 - 156 10.0 10.2 + 31
1.Giln 15 - 173 6.6 73 £ 3.6
2.Gln 15 - 105 5.4 54 + 24
3.Gln 1.3 - 139 4.8 48 = 24
4.Gln 09 - 75 3.7 38 + 16
Hafiza Kiimiilatif Siire Ortalamasi 12.0 - 404 24.9 25.6 = 6.6
Bolgeye Uzaklik

0.Gln 30.3 - 66.9 53.5 525 = 8.7
1.Gun 144 - 66.1 403 411 * 111
2.Gln 16.0 - 68.2 31.9 35.0 = 123
3.Gln 115 - 53.2 254  26.7 £ 10.3
4.Gun 11.2 - 48.2 19.6 222 + 8.8
Hafiza Bolgeye Uzaklik Ortalamasi 144 - 551 34.9 35.6 =+ 8.6
Kacis Gecikmesi

0.Gln 8.5 - 38.0 254 247 = 1.7
1.Gun 3.6 - 29.3 14.2 147 + 5.9
2.Giln 35 - 253 10.9 124 + 56
3.Gln 20 - 26.0 7.7 96 + 55
4.Gin 13 - 17.7 5.6 6.7 £ 3.9
Hafiza Kagis Gecikmesi Ortalamasi 95 - 441 27.6 277 £ 6.4
Hipokampiis 05 - 11 0.8 08 + 0.1
Frontal Lob ELISA 02 - 0.8 0.5 04 £ 0.2
Kan ELiSA 06 - 2.0 1.2 1.2 + 0.3
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Tablo 4.7. Farkli 6rneklerde galisilan miRNA ve BDNF degerleri

Min-Mak Medwvan Ot =ss

Hipokampiis QPCR

miR-9 00 - 44 03 11 £ 14
miR-124 02 - 2.6 09 11 = 0.7
miR-132 02 - 6.2 1.6 20 = 1.7
miR-134 11 - 89 24 32 £ 22
miR-138 00 - 3.1 12 11 = 0.9
BEDNF 00 - 154 15 33 £ 46
Frontal QPCR

miR-9 00 - 6.4 0.8 15 £ 19
miR-124 00 - 3.6 0.8 10 = 0.9
miR-132 03 - 3.0 12 13 = 0.8
miR-134 07 - 5.0 19 23 £ 1.1
miR-138 01 - 33 0.3 11 = 1.0
BEDNF 02 - 45 13 16 = 1.1
Serum QPCR

miR-9 01 - 2.1 09 10 = 0.5
miR-124 00 - 1.7 04 05 = 04
miR-132 02 - 2.3 0.7 09 = 0.6
miR-134 01 - 1.9 0.7 08 = 0.5
miR-138 02 - 47 13 14 = 1.0
BEDNF 01 - 179 13 47 = 38

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplar1 arasinda
0.gun kumulatif stre istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo
4.8.)

Berberine gurubunda 1.gun kimdlatif stre kontrol, Sevoflurane+berberine,
Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Sevoflurane+berberine gurubunda 1.giin kiimulatif stire kontrol grubundan istatistiksel
anlamli  (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sevoflurane grubu ile Kkontrol,
Sevoflurane+berberine gruplart arasinda kiimalatif stre istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik gostermemistir. (Tablo 4.8.)

Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplarinda 2.giin kimdalatif sure
kontrol ve berberine grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Kontrol ile berberine grubu arasinda kimulatif sire istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik gostermemistir. Sevofuran+berberine ile Sevoflurane grubu arasinda

kimalatif stre istatistiksel anlaml1 (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.8)
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Sevoflurane+berberine grubunda 3.gin kumulatif stre kontrol, berberine,
Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
grubu ile berberinin, Sevoflurane+berberine gruplar1 arasinda kimdulatif sire
istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Berberine ile Sevoflurane grubu
arasinda kiimulatif stre istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo
4.8.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
4.gun kumulatif sure istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo
4.8.)
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Tablo 4.8. Calisma gruplart ile kiimiilatif siire ve sifirinci giine gore degisim iliskisi

! Kontrol

* Sevos

Grubu * Berberin B erberin £ Sevo P
Kiumiilatif Siire
Ortzss 04 + 28 103 = 32 100 £ 37 110 = 26 .
0Gon e 07 95 104 112 9%
Ortzss 44 = 20 106 = 37 74 = 30 60 = 26
LGon e 40 10.2 12 6.4 6.8 0.000
Ozss 30 £ 15 43 = 20 69 = 25 66 = 10
2 Giin Mbiyen 10 10 Jou <o 0.000
Otzss 41 = 18 43 = 20 6.6 = 27 30 = 20
3G e 41 43 5.4 41 0.006
Otzss 30 11 47 =19 38 + 13 36 = 18
G e 27 51 3.7 37 0.063
0. Gime Gdre
Degisim
0/1.Giin Otz 40 = 33 03 = 50° 26 = 45 A1 =41 .o
Degisim  Medyan 53 13 33 5.1
Grip i Degisimp ~ 0.000 F 0846 E 0.051 E 0.004 E
072 Giin  Ort=s= -55 = 25 60 = 31 31+ 57 44 + 33 0227 |
Degisim  Medyan 63 -55 25 -50
Grip Ici Degizimp ~ 0.000 F 0.000 © 0.059 F 0.000 =
0/3.Giin Ort=s -52 = 32 60 = 23 34 =55 11=38 .
Degigim  Medyan 45 69 27 -6.1 )
Grup Ii Degisimp ~ 0.000 0.000 E 0.037 © 0.000 ©
0/4.Giin  Ort=s= -63 = 34 36 = 35 62 =42 74 =34
Degisim  Medyan 72 43 55 -6.8 ]
Grip i Degisimp ~ 0.000 F 0.000 = 0.000 £ 0.000 =
Hafiza Ort=ss 244 =+ 65 286 = 53 246 = 60 247 = 81
Kimitatif 0301 -
Siire Medyan 245 26.8 239 244
Ortalamas

AANOVA / FPaired Samples t test

* Kontrol gmbuile fark p<0 .03, * Berberin grubu ile fark p<0.03
* Sevo + Berberin grubu ile fark p<0.05, * Sevo grubu ile fark p<0.05

Kontrol grubunda 1.gin, 2.gin, 3.glin, 4.gin kimulatif sire 0.gline gore
istatistiksel anlaml1 (p<0.05) diisiis gostermistir. Berberine grubunda 1.gin kimdulatif
stire 0.giine gore anlamli (p>0.05) degisim gostermemistir. Berberine grubunda 2.gun,
3.gun, 4.gun kumdlatif sire 0.gline gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diisiis

gostermistir. Sevoflurane+berberine grubunda 1.gln, 2.gtin kiimalatif stire 0.guine gore
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istatistiksel anlamli (p>0.05) degisim gostermemistir. Sevoflurane+berberine
grubunda 3.guin, 4.gun kimulatif stire 0.guine gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diisiis
gostermistir. Sevoflurane grubunda 1.gin, 2.gin, 3.gln, 4.gin kimdlatif sire 0.glne
gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diisiis gostermistir. (Tablo 4.8)

Kontrol grubunda 0/1.giin kimulatif sire disiisi berberine grubundan
istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol ve berberine grubu ile
Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane grubu arasinda kumulatif slre dusisi
istatistiksel anlamli (p>0.05) farkliik gostermemistir. Sevoflurane+berberine ve
Sevoflurane grubu arasinda kimdalatif siire disiisti istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik gostermemistir. Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane
gruplari arasinda 0/2.giin, 0/3.giin, 0/4.giin kimulatif sure diistisii istatistiksel anlaml
(p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.8)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda

hafiza kiimiilatif stire ortalamasi anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.8)
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Sekil 4.4. Gruplarin giinlere gore kiimiilatif siire degerleri
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Sekil 4.5. Gruplarin hafiza kiimiilatif siire ortalamalar1

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
0.gun, 1.gun, 2.gun, 3.gin, 4.gin bolgeye uzaklik degeri istatistiksel anlamli (p>0.05)
farklilik géstermemistir. (Tablo 4.9.)

Kontrol grubunda 1.giin, 2.giin, 3.gln, 4.gin bolgeye uzaklik degeri 0.giine
gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diisiis gostermistir. Berberine grubunda 1.gin,
2.gun, 3.gln, 4.gln bolgeye uzaklik degeri 0.giine gore anlamli (p<0.05) disis
gostermistir. Sevoflurane+berberine grubunda 1.giin, 2.giin, 3.glin, 4.gin bolgeye
uzaklik degeri 0.giine gore a istatistiksel nlamli (p<0.05) diisiis gostermistir.
Sevoflurane grubunda 1.guin, 2.giin, 3.gln, 4.gun bolgeye uzaklik degeri 0.giine gore
anlamli (p<0.05) diisiis gostermistir. (Tablo 4.9.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
0/1.glin, 0/2.gun, 0/3.gin, 0/4.gln bolgeye uzaklik diistisi istatistiksel anlaml
(p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.9.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
hafiza bolgeye wuzaklik ortalamas: istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.9.)



Tablo 4.9. Gruplarin bolgeye uzaklik ve sifirinci giine gore degisim iligkisi
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S Berberine Sevoflurgne+ Sevoflurane p
Grubu Berberine
Bolgeye Uzaklik
ortss 524 + 6.9 51.3 + 9.4 534 + 7.1 52.7 + 11.8
0.GUN evan 53.8 50.8 53.5 58.9 0944
ort+ss 409 + 135 372 + 86 434 + 113 426 + 104
LGN edyan 309 37.2 42.9 w2 4%
i ort+ss 359 + 135 311 + 104 364 + 127 367 + 127
2GUN - edyan 380 30.6 32.1 319 0%
. ortss 22.0 + 6.3 27.0 + 106 299 + 117 281 + 113
36U edyan 21.7 26.4 31.0 30.1 0.209
. ortxss 24.0 + 103 229 + 9.0 205 + 8.1 215 + 8.1
AGUN - edvan 21.3 21.8 18.3 21.2 0.737
0.Gune Gore
Degisim
0/1.Gin Ortsss -115 + 130  -14.1 + 53 100 £ 147 -102 * 183 o,
Degisim  Medyan -15.9 -13.3 -8.7 -7.3 '
Grup I¢i Degisimp ~ 0.005 E 0.000 © 0.025 F 0.017 F
0/2.Gin  Ort#ss -165 + 147 -203 + 149  -17.0 + 166 -161 * 163
Degisim  Medyan -14.4 -21.3 -21.0 -20.8 '
Grup I¢i Degisimp ~ 0.001 F 0.000 F 0.002 © 0.004 ©
0/3.Gin  Ortsss -304 + 9.8 243 £ 124 235 + 157 -247 + 105 .
Degisim  Medyan -25.3 -21.7 -22.4 -22.7 '
Grup Igi Degisimp ~ 0.000 F 0.000 0.000 © 0.000
0/4.Gin  Ortsss -284 + 126 284 % 9.0 330 + 129 812 * 116
Degisim  Medyan -28.8 -32.5 -34.9 -32.7 '
Grup I¢i Degisimp ~ 0.000 F 0.000 F 0.000 © 0.000 ©
Hafiza Ortss 352 + 6.2 32.0 + 8.0 37.8 £ 9.0 37.2 + 105
Bolgeye 0.311
Uzakhk  Medyan 35.7 34.4 37.3 34.1
Ortalamasi

A ANOVA / EPaired Samples t test

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda

0.gun kagis gecikmesi degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.

(Tablo 4.10)

Sevoflurane grubunda 1.gin kacis gecikmesi degeri kontrol grubundan istatistiksel

anlamli

(p<0.05) olarak daha yiiksekti.

Kontrol

grubu

ile berberine ve

Sevoflurane+berberine grubu arasinda 1.giin kagis gecikmesi degeri istatistiksel

anlaml (p>0.05) farklilik gostermemistir
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Sekil 4.6. Gruplarin bolgeye uzaklik ve hafiza bolgeye uzaklik degerleri

Berberine grubu ile Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane grubu arasinda
1.gln kacis gecikmesi degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.
Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane grubu arasinda 1.giin kagis gecikmesi degeri
istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.10) Kontrol, berberine,
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda 2.giin kagis gecikmesi degeri
istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.10)
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Sevoflurane grubunda 3.gun kacis gecikmesi degeri kontrol, berberine,
Sevoflurane+berberine grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Sevoflurane+berberine grubunda 3.glin kagis gecikmesi degeri kontrol grubundan
anlamli  (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Berberine grubu ile kontrol,
Sevoflurane+berberine gruplari arasinda 3.giin kagis gecikmesi degeri istatistiksel
anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.10.)

Sevoflurane grubunda 4.gln kagis gecikmesi degeri kontrol, berberine,
Sevoflurane+berberine grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Kontrol grubu ile berberine, Sevoflurane+berberine gruplari arasinda 4.giin kagis
gecikmesi degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Berberine ile
Sevoflurane+berberine grubu arasinda 4.giin kagis gecikmesi degeri istatistiksel
anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.10) Kontrol grubunda 1.gin,
2.gun, 3.gln, 4.gin kagis gecikmesi degeri 0.giine gore istatistiksel anlamli (p<0.05)
diisiis gostermistir. Berberine grubunda 1.gin, 2.gin, 3.gun, 4.gln kagis gecikmesi
degeri 0O.gine gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diislis gOstermistir.
Sevoflurane+berberine grubunda 1.gin, 2.gun, 3.gin, 4.gln kacis gecikmesi degeri
0.gune gore istatistiksel anlamli (p<0.05) diisiis gostermistir. Sevoflurane grubunda
1.glin, 2.gun, 3.gln, 4.gln kagis gecikmesi degeri 0.giine gore istatistiksel anlaml
(p<0.05) diisiis gostermistir. (Tablo 4.10.)
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25.0
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15.0
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00 S

Kagis Gecikmesi

OKontrol Grubu OBerberin B Sevo+Berberin B Sevo

Sekil 4.7. Gruplarin kagis gecikmesi degerleri
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Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
0/1.gln  kacgis gecikmesi diislisii istatistiksel anlamli  (p>0.05) farklilik
gostermemistir.Berberine grubunda 0/2.gin  kagis gecikmesi diislisii  kontrol
grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrolve berberine
grubu ile Sevoflurane+berberine grubu arasinda 0/2.giin kagis gecikmesi diisiisii
anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Sevoflurane+berberine ile Sevoflurane
grubu arasinda 0/2.glin kacis gecikmesi diislisi anlamli  (p>0.05) farklilik
gostermemistir. Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari
arasinda 0/3.glin, 0/4.giin kagis gecikmesi diisiisi anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.10) Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane
gruplar1 arasinda hafiza kacis gecikmesi ortalamasi anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.10.)



Tablo 4.10. Gruplarin kagis gecikmesi ve sifirinci gline degisim iliskisi
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! Kontrol

* Bevor

Grubu 2 Berbenn B erberin * Sevo p

Kaciy Gecikmesi

) Ot=ss 215 + 61 277 = 58 25 +91 274 = 18 R
06\ ihan 186 205 211 w0 000

) Ot=ss 112 = 46 167 = 43 137 =55 1717 = 69 R
LG isan 102 178 137 g0 012

) Ort=ss 130 = 54 03 = 44 119 = 60 143 = 538 R
260 ke 127 8.7 104 37 00

) Ort=ss 55 = 18 75 = 3.5 103 = 51 153 = 54 R
3G igan 57 6.7 g2 3402 0000

Ot=ss 50 = 15 48 = 18 62 £ 29 112 + 48

G e 43 50 53 g7i= 00007
0.Gime Gire
Degisim
01.Gin Ortzss -103 = 7.8 -110 = 74 88 =126 97105 ...,
Degisim Medwan -84 -116 37 -8.0 |
Grup Ii Degigimp 0000 E 0.000 & 0.021 & 0.006 £
02 Gin Orzs -76 = 7.8 184 = 6.7° -106 = 117 -13.1 = 100 R
Dedisim  Medan =~ -7.4 207 64 156 00

5i i
Grup Ii Degigimp 0003 E 0.000 & 0.005 = 0.000 *
03.Gin Otss -160 = 61 202 =61 122 =98 -121%93 .,
Degisim Medwan 147 200 04 03 |
Grup Igi Degisimp ~ 0.000 E 0.000 = 0.000 £ 0.001 £
04 Gin Ots 165 = 60 220 =62 163 = 101 162=05 .,
Defisim  Medan =~ -143 239 127 159 '
Grup Ici Degisimp ~ 0.000 F 0.000 £ 0.000 £ 0.000 £
Hafiza ~ Opt=ss 276 = 63 288 = 46 270 = 79 275 = 6.8
e 0911 4
Geakmes Medyan 273 276 281 258
Ortalamas

AANOVA /EPaired Samples t test
* Kontrol grubu ile fark p=<0.05, * Berberin grubu ile fark p=<0.03
* Sevo + Berbenin grubu il e fark p<0.03
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Sekil 4.8. Gruplarin hafiza kacis gecikmesi ortalamasi

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
hipokampis degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.11)
Kontrol ve berberine grubunda frontal lob ELISA BDNF degeri
Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha
ylksekti. Kontrol ve berberine grubu arasinda frontal lob ELISA degeri istatistiksel
anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane
grubu arasinda frontal lob ELISA BDNF degeri istatistiksel anlaml1 (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.11.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda kan

ELISA degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gdstermemistir. (Tablo 4.11.)



Tablo 4.11. Gruplarin doku ve kan 6rneklerindeki ELISA iliskisi
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1 Kontrol

)

4

, .
Grubu Berberine Sevoflura}ne Sevoflurane
+ Berberine
0.7 0.1 0.7 0.0 0.1 0.8 0.1
Hlpokamp Ort.tss 0 + 1 6 + 8 0.86 = 2 0 + 0 0.05 A
e Medva 0,68 0.73 0.84 0.80 0
Frontal 05 .01 05, 01 01 03, 01
o Ort.ss 3 + 1 7 i 5 031 # 0 2 + 5 0.00 A
ELISA M g 49 0.55 0.31 0.25 .
1.0 0.1 1.2 0.1 0.4 1.3 0.2
Kal:] Ort.ss 3 + 7 4 + 1 1.14 + 2 1 * 5 0.07 A
ELISA — Medya 4 g 1.22 111 1.30 !

n

AANOVA / EPaired Samples t test
3 Sevo + Berberine grubu ile fark p<0.05, * Sevo grubu ile fark p<0.05

COO000000
ORNWAUION®
Islsistelslalalals]

Frontal Lob Elisa

Berberin

Kontrol Grubu

Sevo ‘

Sevo + Berberin

Sekil 4.9. Gruplarin frontal lob ELISA degerleri
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Sekil 4.10. Gruplarm kan ELISA degerleri

Berberine grubunda miR-138 hipokamplis gPCR degeri kontrol,
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak
daha yuksekti. Kontrol, Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 hipokampis
gPCR degeri Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha
yuksekti. Kontrol ve Sevoflurane+berberine grubu arasinda miR-138 hipokampis
gPCR degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.12.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 hipokampus
gPCR degeri Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha
yuksekti.  Berberine  grubunda  miR-138  hipokamplis qPCR  degeri
Sevoflurane+berberine grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Kontrol grubu ile berberine, Sevoflurane+berberine gruplar1 arasinda miR-138
hipokampiis gPCR degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.
(Tablo 4.12.).

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 hipokamps
gPCR degeri Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha
yuksekti. Berberine grubunda miR-138 hipokampis qPCR degeri kontrol,
Sevoflurane+berberine gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
ve Sevoflurane+berberine gruplari arasinda miR-138 hipokampiis gPCR degeri
anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir (Tablo 4.12.).
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Berberine grubunda miR-138 hipokamplis gPCR degeri kontrol,
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha
yuksekti. Kontrol ~ grubunda  miR-138  hipokampius  gPCR  degeri
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak
daha yuksekti. Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane grubu arasinda miR-138
hipokampls gPCR degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.
(Tablo 4.12.)

Kontrol ve Sevoflurane gruplarinda miR-138 hipokampls qPCR degeri
berberine grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol ve
Sevoflurane+berberine gruplari arasinda miR-138 hipokampis gPCR degeri anlaml
(p>0.05) farklilik go6stermemistir. Sevoflurane grubu ile kontrol, berberine,
Sevoflurane+berberine gruplari arasinda miR-138 hipokampiis gPCR degeri anlaml
(p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.12.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda hipokampis gPCR
BDNF degeri Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha
yuksekti. Berberine grubunda hipokampis qPCR BDNF degeri kontrol ve Sevoflurane
gruplarindan  anlamli  (p<0.05) olarak daha  yiiksekti. Kontrol ve
Sevoflurane+berberine grubu arasinda hipokampiis gPCR BDNF degeri istatistiksel
anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.12)



Tablo 4.12. Gruplarin hipokampiis qPCR ¢aligmasi ile mMiIRNA ve BDNF iliskisi
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" Kontrol

3 Sevoflurane

4

. .
Grubu Boroziine + Berberine Sevoflurane P
Hipokampus
gPCR
Ortsss 067 + 041 326 + 060 031 + 015 004 + 001
miR-138 0.000
Medyan 051 3.19 134 0.30 0.03 13
Ortsss 136 = 056 1.80 + 051 074 = 028 032 + 011
iR-1 .
MIR-138  eayan 117 1.77 0.732 032128 0000
Orttss 1.60 + 046 417 + 162 177 + 073 035 + 013
iR-1 .
MR8 yan 156 4.46 13 1.93 032128 0000
Ort+ss 321 + 088 636 + 1.76  1.80 + 065 159 + 0.35
iR-1 .
MR-138 - yan 330 6.59 134 1.60 1.55 0.000
' Ortss 147 + 059 007 + 002 111 + 080 193 + 0.68
MIR-138  edyan 171 0.06 0.86 1.49 0.000
Ortsss 1.77 = 062 995 + 461 131 + 056 004 + 002
BONF - eayan .76 9.2313 1.29 004128 0000
A ANOVA

t Kontrol grubu ile fark p<0.05, 2 Berberine grubu ile fark p<0.05

3 Sevo + Berberine grubu ile fark p<0.05, * Sevo grubu ile fark p<0.05
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Sekil 4.11. Gruplarin hipokampus PCR ¢alismasi ve BDNF degerleri

Kontrol ve berberine gruplarinda miR-138 frontal gPCR degeri
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak
daha yuksekti. Sevoflurane+berberine grubunda miR-138 frontal gPCR degeri
Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol ve
berberine grubu arasinda miR-138 frontal gPCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.13.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 frontal gPCR
degeri Sevoflurane grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Berberine grubunda miR-138 frontal qPCR degeri Sevoflurane+berberine grubundan
anlamli  (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol grubu ile berberine,
Sevoflurane+berberine gruplar1 arasinda miR-138 frontal qPCR degeri anlaml
(p>0.05) farklilik gdstermemistir. (Tablo 4.13.)

Kontrol grubunda miR-138 frontal qPCR degeri Sevoflurane grubundan
istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol grubu ile berberine,
Sevoflurane+berberine gruplar1 arasinda miR-138 frontal qPCR degeri anlaml
(p>0.05) farklilik géstermemistir. Berberine grubunda miR-138 frontal gPCR degeri
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak
daha yuksekti. Sevoflurane+berberine ile Sevoflurane grubu arasinda miR-138 frontal
gPCR degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir. (Tablo 4.13.)
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Berberine ve Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 frontal gPCR degeri
kontrol, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Kontrol ve Sevoflurane grubu arasinda miR-138 frontal qPCR degeri istatistiksel
anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. Berberine ve Sevoflurane+berberine grubu
arasinda miR-138 frontal gPCR degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. (Tablo 4.13)

Berberine  grubunda miR-138 frontal gPCR  degeri  kontrol,
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak
daha yuksekti. Kontrol grubunda miR-138 frontal gPCR degeri sevflurano+berberine,
Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Berberine ve
Sevoflurane+berberine grubu arasinda miR-138 frontal qPCR degeri anlaml1 (p>0.05)
farklilik gostermemistir. (Tablo 4.13.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda frontal gPCR BDNF
degeri sevo grubundan istatistiksel anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
grubu ile berberine, Sevoflurane+berberine gruplari arasinda frontal gJ°PCR BDNF
degeri istatistiksel anlamli (p>0.05) farklilik go6stermemistir. Berberine ve
Sevoflurane+berberine grubu arasinda frontal gPCR BDNF degeri anlamli (p>0.05)
farklilik géstermemistir. (Tablo 4.13.)



Tablo 4.13. Gruplarin frontal lob qPCR degeri ile mMiRNA ve BDNF

64

karsilastirmast
! Kontrol . * Sevo +
Grubu * Berberin Berberin CLET P
Frontal QPCR
R.9 Ort=ss 165 = 052 412 = 189 026 £ 012 003 = 001 0.000
miR- Medyan  1.60 4423 0254 0.03 )

: Ot=zz 106 £ 037 216 £ 085 069 £ 028 006 = 0.02
miR-124 0.000
Medyan 1.18 1.97 n73z 0.08 122
Ort+ x + + 2 L + 0.

R.132 s 1.31 039 223 0.71 1.00 0.4 0.61 025 0.000
Medyan 131 1.84 862 05812
R_134 Ort+ss 156 = 049 324 = 130 283 £ 086 149 = 053 0.001
muR- Medyan 1.39 3281 256 1.30 ’

: Ort+z 121 = 049 243 £ 070 035 £ 0.14 028 £ 0.09
miR-138 0.000
Medyan 1223 2.43 134 0.38 0.26
Ort = + + + +
BDNF ss 1.76 0.64 2.79 1.38 1.27 043 045 0.19 0.000
Medyan 1.72 223 1.11 0.48 122

AANOVA

! Kontrol grubu ile fark p=i0.05, 2 Berberin grubu ile fark p=0.05

* Sevo + Berberin grubu ile fark p=<0.05, ¢ Sevo grubu ile fark p<0.05
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Sekil 4.13. Frontal gPCR ile gruplarin BDNF degeri karsilagtirmasi

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplari arasinda
miR-138 serum gPCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.14.)

Kontrol ve berberine grubunda miR-138 serum gPCR degeri Sevoflurane
+berberine, Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti.
Sevoflurane+berberine grubunda miR-138 serum @qPCR degeri Sevoflurane
grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol ve berberine grubu arasinda
miR-138 serum gPCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.14.)

Kontrol ve Sevoflurane grubunda miR-138 serum gPCR degeri berberine ve
Sevoflurane+berberine gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
ve Sevoflurane grubu arasinda miR-138 serum qPCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik
gostermemistir. Berberine ve Sevoflurane+berberine grubu arasinda miR-138 serum
gPCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.14.)

Kontrol, berberine, Sevoflurane+berberine gruplarinda miR-138 serum gPCR
degeri Sevoflurane grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol
grubunda miR-138 serum gPCR degeri berberine grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha yiuksekti. Sevoflurane+berberine grubu ile kontrol, berberine gruplari arasinda
miR-138 serum gPCR degeri anlamli1 (p>0.05) farklilik géstermemistir. (Tablo 4.14.)

Kontrol, berberine  gruplarinda miR-138 serum qPCR degeri
Sevoflurane+berberine, Sevoflurane grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha

yuksekti. Kontrol ve berberine grubu arasinda miR-138 serum qPCR degeri anlaml
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(p>0.05) farklilik gostermemistir. Sevoflurane+berberine ve Sevoflurane grubu

arasinda mMiR-138 serum (PCR degeri anlamli (p>0.05) farklilik gostermemistir.

(Tablo 4.14.)
Berberine  grubunda berberine,

serum gqPCR  BDNF

Sevoflurane+berberine, Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha

degeri

yuksekti. Sevoflurane+berberine grubunda serum gPCR BDNF degeri kontrol,
Sevoflurane gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Kontrol grubunda

serum gPCR BDNF degeri Sevoflurane grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha

yuksekti. (Tablo 4.14.)

Tablo 4.14. Gruplarin serum qPCR degeri ile miRNA ve BDNF iligkisi

1 Kontrol

3 Sevoflurane+

4

] )
Grubu Berberine Berberine Sevoflurane P
Serum qPCR
Orttss 113 + 045 124 + 048 102 + 045 071 + 032
miR-1 .054
IR-138  edyan  1.03 1.24 0.85 076 0.05
Ortss 0.81 + 034 082 + 041 032 + 011 003 + 002
miR-138 0.000
Medyan  0.75 1.003% 0.354 0.04
. Ortsss 1.35 + 062 051 + 014 050 + 021 133 + 053
miR-138 0.000
Medyan  1.28 23 051 0.54 1.16 28
_ Orttss 128 + 039 062 + 023 096 + 036 017 + 0.07
miR-138 0.000
Medyan  1.332 0.60 0.94 0.15 123
_ Otsss 1.71 + 046 252 + 107 090 + 034 061 + 0.25
R-138 0.000
mi Medyan 1.5 2313 083 057
Orttss 0.74 + 042 1326 + 469 465 + 210 023 + 0.10
BDNF 0.000
Medyan  0.67 * 14.87 134 5.70 13 023
A ANOVA

1 Kontrol grubu ile fark p<0.05, 2 Berberine grubu ile fark p<0.05

3 Sevo + Berberine grubu ile fark p<0.05, # Sevo grubu ile fark p<0.05
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5. TARTISMA

Sevoflurane ameliyat sirasinda yaygin olarak kullanilan bir inhalasyon
anesteziktir. Bir inhalasyon anestezik olan Sevoflurane’a maruz kalmanin deneysel
hayvan modellerinde bilissel islev bozukluguna yol agtigi gosterilmistir (4).
Sevoflurane, ndronal apopitozu indiikleyebilir ve ortaya ¢ikan nérotoksisite, yaslilarda
bilissel bozulma ve Alzheimer hastaligina neden olur (7). Sevoflurane inhalasyonu
oksidatif strese neden olup hipokampal noronlarda artmis apopitozu tetikler. Eslik
eden 6grenme ve hafiza bozuklugu ve BDNF ekspresyonunda 6nemli azalma meydana
gelebilir. Dogal bir {irin olan berberine izokinolin tuz alkaloidleri grubundan bir
kuaterner amonyumdur. Bitkideki ana bioaktif pargalar Berberis, altin miihiir
(Hydrastis canadensis) ve Coptis chinensis gibi komponentlerdir.

Pu ve ark. (67) 56 berberine verilen sigan ve 50 kontrol grubundan olusan
siganlarda yapmis olduklart ¢alismalarinda streptozosinle diyabetes mellitus
olusturulmus siganlarda gorilen depresyonun berberine verilen siganlarda sonuglarina
bakilmis olup ¢alismamiza benzer sekilde hipokampusta biriken berberinin, BDNF
ekspresyonunu artirdigini ve oksidatif stresi iyilestirdigini gostermislerdir.

Wang ve ark. ¢alismasinda (68) B6C3-Tg (APPswePSEN1dE9)/Nju farelere
100 mg/kg/gun berberine 3 ay oral gavaj ile verilmis olup degerlendirme sonucunda
ogrenme ve hafiza islevinin arttig1, solubl AB1-42 seviyelerinin diistiigii, 1L-13, TNF-
a, IL-6 (MRNA ve protein seviyeleri) diizeylerinin azaldigi saptanmistir. Reaktif glial
hicre belirtecleri olan glial fibriler asidik protein (GFAP) ve iyonize kalsiyum
baglayan adaptor molekiil-1 (IBA1l) diizeyinin diistigi izlenmistir. Bu ¢alismada
transgenik AD (alzehimer hastaligi) fare (B6C3-Tg (APPswePSEN1dE9)/Nju cift
transgenik fareler) modelinde, fareler 3 ay boyunca asagidaki tedavilerle dort gruba
ayrilmis olup kontrol, 100 mg/kg/gun berberine, 200 mg/kg/gun kurkumin ve 100
mg/kg/gln berberine art1 200 mg/kg/giin kurkumin seklinde gruplar1 belirlemislerdir.
Berberine ve kurkuminin tek basina veya kombine tedavisi, inflamatuar ve oksidatif
yanit1 azaltmis olup yalnizca kombinasyon tedavisi, korteks ve hipokampus Ap1-42
seviyelerini 6nemli Olcude diistirmiistiir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkl
olarak 3 ay boyunca berberine uygulanmis olup anlamli sonuglar elde edilmistir. Bizim
calismamizda ise berberine Sevoflurane inhalasyon anestezik maruziyetinden 1 hafta

once uygulanmaya baglanmig olup maruziyet sonrast devam edilmemistir, bu
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caligmaya gore daha kisa slre uygulanmigtir. Berberine ve kurkumin kombinasyonda
antiinflamatuvar ve antioksidatif etki anlamli bulunmusken tek basina berberinin
etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda berberine tek basina uygulanmis
olmakla beraber berberine uygulanan grupta antioksidan 6zelligi oldugu bilinen BDNF
diizeyinin anlaml yiiksek oldugu sonucuna varilmstir.

Bagka bir c¢alismada Morris su tanki testinde kontrol, berberine ve
kombinasyon gruplarinda 2., 3., 4. ve 5. glinlerdeki latans siireleri 1. giine gére anlaml
olarak daha diisiik bulunmustur (69). Agir metal uygulamasi, kontrole kiyasla Morris
su tanki testinde onemli bir 6grenme ve hafiza eksikligi gostermistir. Berberine (50
mg/kg) ile tedavi agir metallerin neden oldugu 6grenme bozukluguna karst 6nemli bir
koruma gosterdigi tespit edilmistir. Bizim g¢alismamizda da ayni doz berberine
uygulanmis olup benzer sekilde kontrol ve tek basina berberine gruplari arasinda
anlamli bir fark saptanmadig1 sonucuna varilmstir.

Boccardi ve ark. (70) 80 yas ve ilizeri insanlarda yapilan ¢alismada Alzheimer
hastalig1 olan hastalarin kanlarinda, kontrollere kiyasla miR-138, miR-21, miR29-b,
miR-122 ve miR-138’nin azaldig1 goriilmiistlr. Baska bir ¢alismada 55 yas ve Uzeri
insanlarda yapilan ¢aligmada Alzheimer hastalig tanisi olan hastalarda miR-138, miR-
29a, miR-126, miR-101, miR-181c, miR-137 ve miR-29b dahil olmak Uzere yedi
potansiyel mMiRNA’nin konsantrasyonlarint degerlendirmislerdir (71). Normal
kontrollerle karsilastirildiginda miR-29a ve miR-101’in Alzheimer hastaligi tanisi
olan hastalarmin periferik kaninda belirgin bir sekilde diistiigi gozlemlenmis olup
diger miRNAlarda degisiklik olmamistir. Bizim ¢alismamizda da serumda gruplar
arasinda miR 9 seviyelerinde anlamli farklilik bulunmamaktadir.

Diger bir ¢caligmada farelerin beyin ve dalak dokularinda miR-331’in ve beyin
dokusunda miR-138’un AD tanist olan hastalarinin erken evresinde 6nemli Olgtide
azaldigini, ge¢ evresinde daha yiiksek ekspresyon seviyeleri gosterdigini ortaya
koymustur (72). Literatlrdeki Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak, ge¢ asamadaki
Alzheimer hastaligi tanist olan farelerde oldugu gibi, ¢alismamizda dahil edilen
sicanlarin daha ylksek miR-138 ekspresyon seviyesine, artmis aktif mikrogliaya ve
daha diisiik néronal hiicre sayisina sahip oldugu belirlenmistir. MiR-138"un islevinin
iki yonl olabilmektedir. MiR-138 ekspresyon duzeyi Alzheimer hastaligi tanisi olan

farelerinde geg evrede yukselir, mikrogliay1 aktive ederek ndronal hiicre 6liimiine yol
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acabilirken erken evrede azaldigi goriilmektedir. MiR-138 un erken evrede azalmasi
bizim ¢alismamizda da siganlardaki hipokampus gqPCR sonuglari incelendiginde
Sevoflurane uygulanan grup ile uyumlu oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
MiR-138 frontal lob ve hipkampuste Sevoflurane ile baskilanmig, fakat Sevoflurane
ve berberine alan grubun anlaml olarak Sevoflurane’dan daha gok miR-138 exprese
ettigi gorilmistir. Bu durum hakkinda Sevoflurane’in bozdugu ndrogenez ve
olusturdugu dejenerasyonun berberine etkisi ile miR-138 artis1 ile dizeldigi
distinilmiistiir.

MiR-138’;iin beynin hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, gog, bellek
olusumu, hiicre apopitozu ve beyin dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok yerde ¢ok yonli
oldugunu bilinmektedir. MiR-138(n, Lhx2i baskiladig1 igin, gelismekte olan retinada
apopitozun 6nlenmesi ve hipokampal noronlarin uygun aksonal gelisimi i¢in gerekli
oldugu bildirilmistir (73) Konjenital hipotiroidizm modelinde, hipotiroidili neonatal
sicanlarin belirgin biiytime geriligi gosterdigi, beyindeki miR-138 seviyesinin normal
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugu ve hipokampal TUNEL-pozitif
hiicrelerin anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur, bu sonu¢ miR-138’(in
azalmasmin apopitotik hiicrelerin artmasiyla iliskili oldugunu diistindiirmektedir.
MiR-138’(in hipotiroidizmde Bax ve Kaspaz-3 ekspresyonunu azaltarak ve Bcl-2
ekspresyonunu artirarak noronlar1 apopitozdan korumasinin olasi mekanizma
olabilecegini dogrulamistir (74). Bizim ¢alismamizda da MIR 124 ekspresyonunun
anlamli olarak azaldigi Sevoflurane grubunda yapilan TUNEL boyamada apopitotik
hiicrelerin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir.

Dutta ve ark. c¢alismalarinda (75) morris su tanki testi ile, miR-138
ekspresyonunu inhibe eden farelerin daha iyi hafiza ve g¢alisma hafizas1 elde
edebildigini gostermistir. Bizim ¢aligmamizda miR 124 {in inhibe oldugu Sevoflurane
grubu ile diger gruplar arasinda yapilan morris su tanki testinde istatistiksel olarak
anlamli farklilik gériilmemistir.

Farelerde miR-138’iin silinmesi, biligsel bozukluga yol acar ve bu farelerin
noronlari, AP stimiilasyonu tarafindan indiiklenen apopitoza kars1 daha duyarlidir.
Alzheimer ve Parkinson hastalarinin beyin dokusunda ve plazmasinda miR-138
ekspresyonu azalmistir. Angelopoulou ve ark. ¢alismasinda (76) miR-138’tin, amiloid

prekursor proteinin bir pargalayici enzimi ve B-amiloid Uretiminin 6nemli bir
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diizenleyicisi olan BACE1/beta sekretazin ekspresyonunu diizenleyerek Alzheimer
hastalarinda hiicresel modellerinde néron hiicresi 6liimiinii inhibe ettigini gostermistir.
Hafez ve ark ise ¢alismalarinda (77) hayvan modellerinde dogal astaksantinin (ATX)
aracilik ettigi noroprotektif etki, miR-138 ekspresyon seviyesinin artmasiyla iligkilidir.
miR-138, asetilkolin, serotonin ve Nrf2’yi artirarak ve kolinesteraz aktivitesini
azaltarak Alzheimer hastaliginin semptomlarini iyilestirdigini saptamistir. Alzheimer
hastaliginda ¢esitli yollardan miR-138’{in azalmas1 daha zor 6grenme ve hafiza kaybi
ile iliskilendirilebilir. Bizim ¢alismamizda hipokampuste Sevoflurane grubunda miR-
138’iin azalmasinin Sevoflurane+berberine grubu ile diizelmekte oldugu tespit
edilmistir.

MeCP2 (X'e bagli metil-CpG baglayici protein 2), ¢ok islevli bir epigenetik
faktordiir ve hipokampal nérogenez dahil olmak {izere normal beyin gelisimi i¢in
onemlidir. MeCP2, miR132 tarafindan diizenlenir. miR-138 asir1 artis oldugunda,
MeCP2'nin azalma olur ve MeCP2'de miR-138 aracili artiglar1 tersine bloke eder (78).
mMiR132'nin kendisi, ekspresyonu sirasiyla MeCP2 tarafindan kontrol edilen bir
ndrotransmiter modiilatorii olan BDNF tarafindan indiiklenirken, MeCP2'nin kayb1 in
vivo olarak BDNF ve miR132 seviyelerini azaltmistir. MeCP2-BDNF-miR132,
dengeyi saglamak i¢in beyindeki homeostaz diizenleyici agin1 dengeleyen diizenleyici
bir geri bildirim dongiisii olusturur. Bizim g¢alismamizda da hipokampal boélgede
Sevoflurane grubunda miR-138’nin ve BDNF’in bu ¢aligmaya paralel azaldigi
goriilmiis olup, berberine ve Sevoflurane+berberine grubunda berberinin etkisiyle bu
bozulmanin diizeldigi goriilmiistiir.

Norotrofin aracili sinaptik plastisite dogrudan miR132 ile ilgilidir. CAMP
response element-binding protein (CREB), hipokampal spinogenezde miR-138
ekspresyonunu arttirir. Hipokampal noronlarda miR-138 ekspresyonunun azalmast,
hafizada yetersizlige yol acan diisiik CREB aktivitesi ile agiklanmaktadir (79).
Calismamizda da hipokampal bolgelerde berberine grubunda miR-138’nin kontrol
grubuna gore arttigi goriilmiis olup MiR-138 aracili sinaptik plastisiteyi artirdigi
diistiniilmektedir.

Ana lokalizasyonu néronlarin sinapto-dendritik bolmesi olan, beyne 6zgu bir
mikroRNA olan MiR-138’lin, dendritik omurga gelisimini ve plastisiteyi negatif

olarak diizenledigi one siiriilmiistiir (80). Son arastirmalardan elde edilen bulgular,
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miR-138"lin, Lim alani igeren protein kinazl (LIMK1) gibi plastisite ile iligkili
proteinlerin miRNA’larin1 inhibe ederek bilissel eksikliklere yol acacak sekilde
hipokampal sinaptik plastisiteyi negatif olarak diizenledigini de gostermistir. Bizim
¢alismamizda bu ¢alismanin aksine MiR-138 berberine grubunda hipokampuste daha
fazla bulunmustur. Chang ve ark. ¢alismasinda (81) sican modellerinde, miR-138,
elektroakupunktur ile azaldigi ve buna bagl olarak iskemik felgten sonra sinaptik-
dendritik plastisiteyi arttirmak i¢in LIMK1 ekspresyonunun arttigini belirtrmislerdir.
Bizim c¢alismamizda serumda miR-138 ekspresyonu kontrol grubunda berberine
grubuna gore daha yuksekti. Sevoflurane grubunda ise tlim gruplardan daha disiikti.
Sevoflurane+berberine grubu ile berberine grubu arasinda ise anlamli farklilik
saptanmadi. Huang ve ark. ¢aligmasinda (82) miR-138’lin asir1 ekspresyonunun, in
vitro olarak oksijen-glikoz yoksunluguna neden oldugu, néron 6liimiini artirdigini
gostermislerdir. Bu ¢alismalara dayanarak Sevoflurane’in sinaptik dendritik diizeyde
gorevli miR-138’ti artirmadigi, miR-138’tin olusturdugu noranal hasara sebep
olmadig1 seklinde yorumlanabilmektedir. Berberine grubunda plazmada miR-138’
azalttig1 gosterilirken, frontal ve hipokampuste kontrole gore yiiksek olmasi bu konuda
daha fazla arastirma yapilmasi ihtiyacini ortaya koymaktadir.

MiR-138, hipokampal noéronlarda dendritik spine boyutunu azaltmaktadir.
MiR-138 ekspresyonunun artmasi minyatlr eksitator postsinaptik akimlarda azalma
meydana getirerek sinaptik iletimi azaltir (83). SIRTI, yaslanma ile iligkili olan
metabolik, gen ekspresyonu ve genomik stabilite sureclerinin ana diizenleyicisi olarak
bilinmektedir. Liu ve ark. (84) ylksek miR-138 seviyelerinin SIRT1 mRNA
translasyonunun baskilanmasina, gelismekte olan kortikal noronlarda akson
blyumesinin inhibisyonuna ve in vivo yetiskin duyusal ndronlarin akson
rejenerasyonunu negatif olarak etkilenmesine bagli oldugunu vurgulamislardir. Bizim
calismamizda  Sevoflurane  grubunda  hipokampus miR-138  degeri
Sevoflurane+berberine ve berberine grubuna goére daha fazla bulundu. Bu sonug
Sevoflurane’in noéronal hasara yol actigini diisiindirmektedir. Li ve ark. yaptigi
calismada (85) hafif kronik stres altinda bulunan farelerde miR-138 ekspresyonu artan
grupta depresif davranis paterninin arttigi gézlemlenmistir. N6ron kiltirinde artan
miR-138’in  SIRT1/PGC-1o/FNDCS5/BDNF  yolu  araciligiyla ~ BDNF’nin

ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da buna paralel olarak
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Sevoflurane grubu hipokampuslerinde diger gruplara gére miR-138 ekspresyonunu
istatiksel olarak anlamli artarken, Sevoflurane grubu hipokampuslerinde diger
gruplara gére BDNF’in istatiksel olarak anlamli azaldig1 gosterilmistir.

Norotrofin ailesinin bir Gyesi olan BDNF, TrkB’nin uyarilmas: yoluyla,
MAPK/ERK ve PI3K yollar1 gibi ¢esitli hiicre i¢i sinyal kaskadlarinin aktivasyonunu
baglatir. Kortikal ndron kilturlerinde BDNF, miR-138 ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir (86). MiR-138 ekspresyonu, birincil néronlarin biiylimesini arttirir.
Bizim c¢alismamizda da bu calismaya paralel olarak frontalde ve hipokampuste
berberine gruplarinda Sevoflurane grubuna gére BDNF ve miR-138 de istatistiksel
olarak anlamli artis mevcuttur. BDNF ve miR-138 arasindaki iligki i¢in ¢alismamiz
Onem arzetmektedir. Guo ve ark. ¢aligmasinda (86), 16-18 aylik Sprague Dawley erkek
siganlar %1,5 veya %2,5 Sevoflurane’m tek bir 4 saat veya giinde 2 saat tekrarlt
Sevoflurane inhalasyonuna maruz birakilmis olup %1,5 Sevoflurane’in tek seferlik
uygulamasinin higbir etkisi goriilmezken, tekrarlanan %1,5 Sevoflurane inhalasyonu
ile BDNF duzeylerinin diistiigii tespit edilmistir. Ji ve ark. (87) 22 aylik siganlara 3
gun sdreyle 2 saatlik %1,5 izofluran inhalasyonu uygulamislar ve hipokampal BDNF
ekspresyonunda azalma oldugunu goéstermislerdir. Calismamizda Sevoflurane diizeyi
monitdrize edilmemis olmakla beraber ayni1 akim kullanilarak standardizasyon
saglanmaya c¢alisilmis olup ve tek seferlik olmak iizere si¢anlar 6 saat maruziyete
birakildi. Bu ¢aligmalara gore siganlarimiz daha yasli olup hem hipokampus hem
frontal hem serumda Sevoflurane grubunda BDNF diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli azalma meydana gelmistir.

Han ve ark. (88) laparoskopik kolesistektomi geciren hastalar1 inceledikleri
caligmalarinda 65 yas {izeri insanlarda yapilan laporoskopik kolesistektomi sonrasi
bakilan serum BDNF konsantrasyonlarinda her grupta artis gozlemlemislerdir.
Anestezi uygulamasi Sevoflurane ve remifenatil infizyonu ile yapilmistir. Bir ¢ok
hayvan c¢aligmasinda inhale ve intravendz anesteziklerin BDNF’yi serumda azalttig
gosterilmesine ragmen bu insan ¢alismasinda tam tersi bir durum s6z konusudur ve
BDNF ilgili ¢aligmalar insanlarda daha fazla yapilmasi gerekmektedir.

Intraoperatif hipotansiyonun farelerde sinaptik islevi etkileyip etkilemedigini
arastirmak i¢in hipokampusta protein imminoblotlama deneyleri ile sinaptofizin ve

BDNF’nin  ekspresyonlarinin  incelendigi bir ¢alismada, Sevoflurane ile
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hipotansiflesen farelerde BDNF diizeyinin azaldigi, fenilefrin  verilerek
hipotansiyonun diizeltildigi farelerde BDNF dizeyinin arttign  goriilmiistiir.
Calismamizda intraoperatif olarak ortalama arter basinci 6l¢lilmemis olup bu durum
calismamizin kisitlamalarindan birisidir.

Lv ve ark. (89) calismasinda erkek Sprague-Dawley fareleri (24 aylik)
Sevoflurane anestezisi altinda abdominal laparotomi yapilmast planlanan siganlara
cerrahi Oncesi bir giin dnce, 15 ve 30 giin sonra, nérolojik bozuklugu degerlendirmek
i¢in agik alan testi, yiikseltilmis labirent testi, yeni nesne tanima, zorlu ylizme testi ve
morris su labirenti testi kullanilmis olup yiikseltilmis labirent testinde cerrahi tedaviye
maruz kalan hastalarin acik kolda gegirdikleri siire kontrol grubu siganlara gore
anlamli olarak azaldig1 sonucuna varmiglardir. Yeni nesne tanima testinde, cerrahi
grupta yeni nesne segcme oranini bozdugunu belirtmislerdir. MST sonuglarinda gruplar
arasinda kacis gecikmesi, egitim agamasinda 6nemli bir etkilesim olmadigini ve test
asamasinda (5.giin), cerrahiye maruz birakilan fareler, kontrol grubu farelerine kiyasla
platformu daha az sayida gectigini cerrahi ve kontrol gruplari arasinda, hedef kadranda
harcanan mesafe (bolgeye uzaklik) ve siire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulamamislardir. Ek olarak, cerrahiye maruz birakilan sicanlar ile kontrol grubu
arasinda toplam mesafe (kiimiilatif siire) ve ortalama hiz agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadigimi belirtmislerdir. Bu ¢alismada, bizim ¢alismamiza
benzer sekilde; sican tiirli ve yasi, Sevoflurane’in bir kutuda verilmis olmasi, yeni
nesne tanima testi, yiikseltilmis labirent testi ve morris su tanki testi kullanilmistir. Bu
calismada Sevoflurane maruziyetinin ne kadar siirdiigiinden bahsedilmemistir. Bizim
calismamizda Sevoflurane %3 konsantrasyonda uygulanmis olup bu ¢alismaya gore
diisiik konsantrasyonda uygulanmistir. Calismamizda literatiire benzer sekilde morris
su tanki testi uygulamasinda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklar
gorulmezken Sevoflurane’in kagis gecikmesinde 1,3 ve 4. Giinlerde anlamli olarak
uzadig1 sonucuna varilmistir. Bu surenin uzamasi 6grenmenin bozulmasi ile iliskili
oldugundan diger gruplara gore Sevoflurane’in o6grenmeyi etkiledigi ortaya
konulmustur ve abdominal Kkesi yapilmasimnin sonuglari negatif etkiledigi
diisiiniilmektedir. Morris su tanki testinde kullanilan suyun yara yerinde enfeksiyona
sebep olabilecegi gz oniinde bulundurulmustur. Benzer sekilde yeni nesne tanima

testinde de yeni nesne segme orani bizim ¢alismamizda da berberine grubunda diger
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gruplara gore istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu seklinde sonuglar elde
edilmistir. Berberine alan grubun eski cismi taniyip yeniyle ilgilenmeye baslamasi
seklinde yorumlanan bu test ile hafizaya berberinin iyi geldigi yonunde
yorumlayabilmekteyiz .Yiikseltilmis art1 labirent testine olan etkisi incelendiginde bu
calismanin aksine ¢alismamizda gruplar arasinda farklilik saptanmamustir.

12 haftalik (200-250 gr) 60 adet erkek Wistar sicani ile kontrol, diyabetik
kontrol, Sevoflurane anestezi, izofluran anestezi, diyabetik Sevoflurane anestezi,
diyabetik izofluran anestezisi olmak iizere 6 grupta yapilan calismada %2.5
Sevoflurane ve %1.5 izofluran ile 2 saat anestezi uygulanmis olup 1 hafta sonra morris
su tanki testi yapilmigtir. Diyabetik kontrol ve Sevoflurane anestezisi alan si¢anlarda
degisiklik gbzlemlenmezken, izofluran grubunda kontrol grubuna gore kagis siiresinde
uzama gorilmiis olup 6grenme ve hafizada zorluk gosterilmistir (90). Diyabetik
sicanlarda Izofluran veya Sevoflurane ile anestezi uygulanan gruplarda, normal
kontrol siganlara kiyasla hedef kadranda gecirilen siirede azalma goriilmiistiir. Bu
calisma bizim calisgmamizdan farkli olarak inhalasyon anestezik maruziyetinden
morris su tanki testini 1 hafta sonra baslatmistir. Bizim ¢alismamizda Sevoflurane
maruziyetinden 1 giin sonra test uygulamasi baslatilmistir. Izofluranin 6grenmeyi
Sevofluranea gore daha ¢ok etkiledigi de gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer
kagis siiresinde Sevoflurane grubunda istatistiksel olarak anlamli uzama oldugu
goriilmiistiir.

Callaway ve ark. ¢alismasinda (91) 35 erkek Sprague Dawley sican 8-10
haftalik, n = 20 ve n = 15, 19-21 aylik siganlar kullanilarak yapilan Anestezi
grubundaki siganlar (n = 10 gen¢ yetiskin, n = 8 yasl), 3-4'li gruplar halinde
Sevoflurane (%S5) ile doldurulmus anestezik kutuda yaklasik 1-2 dakika bilingsiz
kalana kadar yerlestirerek maruziyet saglanmistir. Anestezik maruziyetten 1,4 ve 12
hafta sonra morris su tanki testi yapildi ve 4 saat boyunca 1 MAK Sevoflurane’a maruz
birakilan gen¢ sigcanlar, maruz kaldiktan 1 hafta sonra test edildiklerinde kontrol
grubuna gore siganlara gore dnemli 6l¢iide daha hizli gizli platformu bulabildiklerini
gostermislerdir. Siganlar maruziyetten 4 hafta sonra yeni bir platform pozisyonuyla
yeniden test edildiginde yine kontrol grubuna gore platformu daha hizli bulduklart,
ancak 12 hafta sonra uygulandiginda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ olmadigi

gosterilmistir. Geng yetiskin farelerde oldugu gibi, yash farelerde Sevoflurane
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maruziyeti de kontrol gruplan ile karsilastirildiginda gizli platformu bulmak igin
onemli dlglide daha hizli bir gecikme oldugu sonucuna varilmistir . Yaslh sicanlarda
Sevoflurane sonrasi 4. ve 12. Haftada yeni bir platform test edildiginde kontrole gére
istatiksel olarak anlamli bir fark goriilememistir.

Bizim ¢alismamizda; davranig testleri incelendiginde yapilan ¢alismalardaki
sonuclara benzer istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir, ¢aligmamizin
limitasyonlar1 olarak belirtmekteyiz ki genel anestezi sirasinda ortalama arter kan
basinct ve Sevoflurane MAK monitorizasyonu yapilamamis olmasi1 ve Sevoflurane
anestezisi sirasinda 6 saat boyunca si¢anlara izotonik ile sivi idamesi uygulanmamis
olmasidir. Bu nedenle 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlemlenememistir. Sevoflurane ile ilgili yapilmis olan benzer ¢alismalarda kontrol
grubu ile de fark bulunmusken bizim ¢alismamizda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Bizim ¢alismamizda yapilan morris su tanki testi sonuglari
incelendiginde 2. gunde  kumdlatif ~ surenin  Sevoflurane  grubu ve
Sevoflurane+berberine grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak fazla oldugu
gosterilmistir.

Rammes ve ark. ¢alismasinda (92) in vitro olarak CA1 hipokampal ndronlarda
ve farelerde 2 saat stireyle 1 MAK (%1,3 hacim) izofluran ile anesteziden 24 saat sonra
modifiye hole testinde hipokampal bagimli biligsel performansi iyilesmis oldugunu ve
NMDA reseptort 2B nin hipokampuste segici yukseldigi gosterilmistir. Sevoflurane
da, tum ugucu anestezikler gibi N-metil-d-aspartat reseptorlerini uyardigindan, biligsel
performansi artirmak igin ilerleyen siirecte yapilacak olan caligsmalar i¢in benzer bir
mekanizma iizerinden etkilerinin arastirilmasit uygun olacaktir.

Chen ve ark. ¢aligmasinda (93) erkek Sprague Dawley 18 aylik siganlar, 2 saat
boyunca %3 Sevoflurane inhalasyon anestezisi uygulamislar ve siganlara %3 NaOH
(0.01 M) igeren fosfat tamponlu salin iginde ¢6ziilmiis berberine gibi bir flavanoid olan
Chrysin 25, 50 ve 100 mg/kg/giin dozlarinda 7 giin boyunca gavaj ile uygulanmistir.
Siganlarin kaygi davranislarini 6lgmek i¢in yapilan yiikseltilmis art1 labirent testinde;
Sevoflurane anestezisinin siganlarda merkezde kalma siiresinin arttigi, distal agik
kollarda kalma siiresinin azaldigi, ancak Chrysin alan si¢anlarda doza bagimli bir
sekilde anksiyeteyi Onemli Ol¢iide iyilestirdigini gostermislerdir. Sevoflurane

anestezisinin yeni nesne tanima testinde yeni nesne se¢im oraninda keskin bir diisiis
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oldugunu vurgulamiglardir. Ancak yedi gin boyunca surekli uygulanan Chrysin
tanima indeksini diizelttigini belirtmiglerdir. Bizim calismamizdan farkli olarak
Sevoflurane maruziyetinden sonra chrysin uygulamasi yapilmistir. Calismamizda
berberine Sevoflurane maruziyetinin 6ncesinde 7 gin boyunca verilmis olup
yiikseltilmis art1 labirent testinde gruplar arasinda farklilik goriillememistir, bu
calismada ise Chrysin alan gruplarda Sevoflurane’in anksiyetede azalma. saglamasi
Sevoflurane maruziyetinden sonra uygulanmis olmasi nedeniyle agiklanabilir.
Flavanoidler stabil olmayan ve biyoyararlanimlar1 diisiik olan maddeler olduklar1 i¢in
bu tiir davranis testlerini flavanoid takviyesinin hemen ardindan yapmakta fayda
oldugunu soyleyebiliriz. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak kontrol ve berberine
grubunun Sevoflurane grubundan daha iyi yeni nesne se¢im oranina sahip oldugu
gosterilmistir. Sevoflurane grubunun eski cismi hatirlamasinda bozukluk oldugu ve
yeni nesneye yonelemedigi seklinde yorumlanabilmektedir.

Zhang ve ark. calismasinda (94) Sevoflurane anestezisinden sonra berberine
gibi bir flavanoid olan luteolosidin uygulanan si¢anlarda hipokampustaki néronlarin
apopitozunu etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in, hipokampusta TUNEL
immiinofloresansi yapilmis olup kontrol grubuyla karsilastirildiginda Sevoflurane,
hipokampusun CA1l ve DG bdlgelerindeki apopitotik ndronlarin sayisint nemli
oOl¢iide artirdig1 ve luteolosid 6n tedavisinin, Sevoflurane anestezisinin neden oldugu
hipokampal néronal apopitozu azalttig1 gosterilmistir. Luteolosid de berberine gibi bir
flavanoidtir. Bizim ¢alismamizdaki gibi luteolosid Sevoflurane maruziyetinden énce
verilmeye baglanmistir. Bizim ¢alismamizda tek doz 50mg/kg berberine uygulanmis
olup farkli dozlarda berberine kullanilarak ve dozlar arasinda karsilastirma yapilarak
yeni c¢aligmalara ihtiyag vardir. Bu c¢alismaya benzer sekilde Sevoflurane
maruziyetinden sonra yeni nesne se¢me orani bizim ¢alismamizda da istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulunmustur. Yeni nesne tanima testinde kullanilan kutu bizim
calismamiza gore daha bilylktir. Bizim calismamizda 30x30x40cm ebatlari
kullanilmistir. Alanin genis olmasi sicanlarin segcme algilarini daha iyilestirebilir.
Bizim ¢alismamizda da TUNEL boyama kullanilarak apopitoz incelendigind hem
kortekste hem hipokampuste berberinin Sevoflurane ile olusan hasari diizelttigi

gosterildi.
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Saha ve ark. ¢alismasinda (95) erkek Wistar siganlarinda 6 hafta boyunca iki
guinde bir Pentilentetrazol (PTZ) (30 mg/kg) intraperitoneal uygulamasiyla epilepsi
modeli olusturmuslardir. Ug farkli dozda berberine (50, 100 ve 200 mg/kg) ve nano-
berberine (25, 50, 100 mg/kg) uygulayarak PTZ ile epilepsi olusturulan siganlarda
ndbet skoru, nébet geciren rat ylizdesi, histopatolojik skor, oksidatif stres, inflamasyon
ve apopitoz acisindan incelenmistir. Nano-berberine grubundaki hayvanlarin
hicbirinde ndbet goriilmemistir. Calismada bu durumu Nano-berberinin, SOD, GSH
gibi antioksidanlarin seviyelerini onemli Olgiide arttirmasiyla aciklamislardir.
Berberine verilen grupta ise SOD, GSH diizeylerini 6nemli 6l¢iide artirmadigi
sonucuna varmiglardir. Bu sonuglar, Nano-berberine grubundaki siganlarin
plazmasinda elde edilen daha yiliksek berberine konsantrasyonundan dolayi olabilir,
berberine grubu ile karsilastirildiginda Nano-berberinin daha iyi antioksidan
Ozelliklerinin oldugunu gostermislerdir. Biz ¢alismamizda %0,9'luk izotonik salin ile
karistirict yardimiyla berberine hidrokloriirii ¢ozerek hemen islemden dnce taze olarak
hazirladik. Her ne kadar histolojik olarak TUNEL boyama ile berberine grubunun
Sevoflurane grubuna gdre apopitozu istatistiksel olarak anlamli azalttigi sonucuna
varsak da, davranis testlerinde anlamli bir fark bulamamamizin nedeni berberine
verilmesinden sonra gegen sirede plazmadaki hizli metobolizmasi, eliminasyonunun
yavas olmasi, yar1 Omriiniin kisa olmasi sebebiyle yeterli diizeye ulagamamasi
olabilecegini diisiinmekteyiz. Yeni nano formulasyonlar ile olusturulan berberine
tlrevlerinin biyoyararlaniminin daha iyi olmasi ile bu durumun o6niine gecilmesi
saglanabilir. Nano-berberine ile yapilacak arastirmalarin hem Sevoflurane’a gére hem
kontrol grubuna goére daha anlamli sonuglar verecegi Ongoriilmektedir. Bizim
caligmamizda  nano-berberine  uygulanmamis olmasi  dezavantaj olarak
degerlendirilmistir.

Guo ve ark. ¢alismasinda (86) 100 adet Sprague-Dawley tiirii, erkek siganlar
kullanilmis olup siganlarin 48’ine tek Sevoflurane inhalasyon anestezisi, 52’sine
tekrarlayan Sevoflurane inhalasyon anestezisi uygulanmistir. Calismanin alt gruplarini
kontrol, %1,5 Sevoflurane ve %2,5 Sevoflurane olarak belirlemislerdir. Sevoflurane
maruziyetinden 1 ve 4 hafta sonra yapilan morrris su tanki testi sonuglari
incelendiginde; kagis siresi bir kez Sevoflurane inhalasyon verilen grupta birinci

haftada tekrarlayan Sevoflurane inhalasyonu alan gruba gore daha diisiik saptanmustir.



79

Ayni deger dordiincii haftada bakildiginda yine Sevoflurane tek inhalasyon alan grupta
daha diisik bulunmustur. Alt gruplar incelendiginde %2,5 Sevoflurane inhalasyonu
alan grupta kontrol grubuna gore kagis siiresi hem birinci haftada hem de dérdinci
haftada daha uzun tespit edilmistir. Hipokampustaki piramidal hucrelerdeki BDNF
ekspresyonuna bakildiginda tek inhalasyon ve tekrarlayan inhalasyon alan gruplarda
kontrol grubuna gore BDNF ekspresyonu daha diisiik bulunmustur. Bizim
calismamizda bir kez 6 saat boyunca %3 Sevoflurane uygulanmis olup morris su tanki
testi maruziyetten 1 giin sonra yapilmis ancak istatistiksel olarak gruplar arasinda fark
bulunamazken BDNF diizeyinde berberine ve Sevoflurane+berberine gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatirde Sevoflurane inhalasyonu sonrasi postoperatif kognitif bozulmanin
olduguna dair bir¢ok g¢alismada, farkli mekanizmalar arastirilmistir. Berberine’nin
antioksidan ve antiinflamasyonu 6zellikleriyle ilgili ¢alismalar mevcuttur. Klinik
pratikte yasli hastalarda Sevoflurane anestezisi sonrasi noérokognitif bozukluklarin
yaygin bir sekilde goriildiigiinden dolay1 anestezi oncesi berberine uygulamasinin
noroprotektif etkilerini incelemek amacli yapmis oldugumuz bu deneysel ¢alismada
davranis testlerinde ve molekiiler diizeydeki analizlerde farkl veriler elde edilmistir.
Dendritik uzanimlar1 ve sinaptik aralig1 diizenleyen, uzun siireli potansiyelizasyon
Uzerine etkileyerek hafiza ve 6grenmeyi regiile eden miRNA9, 124, 132,134 ve 138
ile BDNF’in hipokampal, frontal ve serum diizeyleri olgiildiigiinde Berberine’in
Sevoflurane’mn bozdugu etkileri diizelttigi gosterildi. Ayni sekilde TUNEL boyama ile
hipokampus ve kortekste apopitotik indeksin ve hasar skorunun berberine gruplarinda
istatiksel olarak anlamli oranda azaldigi sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte
davranig testlerinden Morris Su Tanki Testinde, Yiikseltilmis Art1 Labirent Testinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmemesi klinige yansimadigi
seklinde yorumlanmaistir.

Klinige yansimasi igin berberinin nano formulasyon seklinde verilmesi, daha
uzun slre uygulanmasi ve Sevoflurane maruziyetinden sonraki suregte berberine
uygulamasimin devam edildigi literatiire katki saglayacak caligmalar yapilmasi

gerekmektedir.
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