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ONSOZ
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1. TURKCE OZET

Kronik Arahkh Soguk Stresin Peripubertal Donemdeki Sicanlarin Beyninde Kortizol
Aracili Oksidatif Stres, inflamasyon Ve Anksiyodepresif Benzeri Davramslara Etkisi

Amag: Tehdit altinda homeostaz durumu olarak tanimlanan stres, depresyon ve
anksiyete gibi psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisinde onemli bir risk faktoriidir. Bu
¢alismanin amaci; adolesan donemde kronik aralikli soguk stres maruziyetinin beyinde yol

act1g1 inflamasyon, oksidatif stres, anksiyete ve depresyon benzeri davranislari incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Adolesan donem erkek siganlar, modifiye edilmis kronik aralikli
soguk stres modeline maruz birakilmistir. Soguk maruziyeti kademeli artirilmig ve 21 giin
boyunca giinde 1 saat olarak uygulanmistir. Siganlar kontrol ve stres grubu olarak iki gruba
ayrilmistir. Anksiyete benzeri davranislar agik alan testi, ylikseltilmis art1 labirent, aydinlik
karanlik kutusu testlerinde; depresyon benzeri davraniglar seker secim testi, zorunlu ylizme
testlerinde degerlendirilmistir. Prefrontal korteks, striatum, talamus ve hipokampusta; timor
nekroz faktorii-o, interlokin-1P, beyin kaynakli natritiretik faktor, reaktif oksijen {iriinleri,

malondialdehit, total oksidan ve antioksidan seviyesi, kortizol diizeyleri degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismamizda kronik aralikli soguk strese maruz birakilan adolesan donem
sicanlarda kontrol grubuna kiyasla, anksiyete ve depresyon benzeri davraniglarda artis,
prefrontal korteks ve striatumda azalmis BDNF diizeyi, prefrontal kortekste artmis kortizol
diizeyi, hipokampus ve talamusta artmis IL-1B diizeyi, striatumda artmis protein karbonil

diizeyi, prefrontal korteks ve talamusta azalmig TAS gosterilmistir.

Sonu¢: Adolesan donem, strese duyarliligin arttigi 6nemli bir norogelisimsel
donemdir. Bu calismada adolesan donem erkek sicanlarda kronik aralikli soguk stres
uygulamasimin hem anksiyete hem de depresyon benzeri davraniglara yol acabildigi ve bazi

beyin bolgelerinde inflamasyon ve oksidatif stres artisina neden olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: anksiyete, depresyon, inflamasyon, oksidatif stres, soguk stres



2. ABSTRACT

The effect of chronic intermittent cold stress on cortisol-mediated oxidative stress,
inflammation and anxiodepressive-like behavior in the brain of rats in the peripubertal

period

Aim: Stress, defined as a threatened homeostasis state, is an important risk factor in
the pathophysiology of psychiatric diseases such as depression and anxiety. The aim of this
study is to examine the effects of chronic intermittent cold stress exposure on depression and

anxiety-like behaviors, inflammation and oxidative stress in the brain.

Materials and Methods: Adolescent male rats were exposed to a modified chronic
intermittent cold stress model. Cold exposure was gradually increased and applied 1 hour a
day for 21 days. The rats were divided into two groups as control and stress groups. Anxiety-
like behaviors are determined by open field test, elevated plus maze, light-dark box tests.
Depression-like behaviors were confirmed by the sucrose preferance test and the forced
swimming tests. In the prefrontal cortex, striatum, thalamus and hippocampus; tumor necrosis
factor-a, interleukin-1p; brain derived natriuretic factor, reactive oxygen substrats,

malondialdehyde, total oxidane and antioxidant level and cortisol levels were evaluated.

Results: In this study, adolescent rats exposed to chronic intermittent cold stress,
compared to control group, showed an increase in anxiety and depression-like behaviors,
decreased BDNF levels in the prefrontal cortex and striatum, increased cortisol levels in the
prefrontal cortex, increased IL-1p levels in the hippocampus and thalamus, increased protein

carbonyl levels in the striatum, and decreased TAS in the prefrontal cortex and thalamus.

Conclusions: Adolescence is an important neurodevelopmental period in which
sensitivity to stress increases. In this study, it was shown that chronic intermittent cold stress
application in adolescent male rats can lead to both anxiety and depression-like behaviors and

may cause inflammation and oxidative stress increase in some brain regions.

Key Words: anxiety, depression, inflammation, oxidative stress, cold stress



3. GIRIS VE AMAC

Stres kaynakli hastaliklarin mekanizmasi ve tedavisi, kronik hastaliklarin seyrinde
stresin rolii, strese yanitta fizyolojik slireglerin arastirilmasi i¢in deney hayvanlarinda stres
modelleri olusturulmasi 6nem tasimaktadir. Stresin etkileri; denegin yasina ve tiiriine, maruz
birakilan stresoriin ¢esidine, siiresine bagimlidir. Adolesan donemde hipotalamus hipofiz
adrenal aksimin ve diger beyin bolgelerinin hizli gelisiminin, bu hassas gelisim donemiyle
iliskili davranis degisikliklerinde norobiyolojik bir rol oynadig: bildirilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, adolesan donemde kronik aralikli soguk stres maruziyetinin beyinde yol actigi
inflamasyon ve oksidatif stresle birlikte, depresyon ve anksiyete benzeri davraniglara olan
etkisini incelemektir. Bu caligsma, strese maruz kalindiginda ortaya ¢ikan hormonal yanitlarin

davranis stire¢lerini hangi yonde etkiledigini arastirmayi kapsar. Degerlendirilen hipotezler:

1. Kronik stres maruziyeti, glukokortikoid salgisinda artisa yol agar. Serumda kortizol

diizeyi stres maruziyeti ile artar.

2. Peripubertal donemde kronik aralikli soguk stres maruziyeti adolesan beyninde
prefrontal korteks, hipokampus, striatum ve talamus bolgelerinde noroinflamasyon ve

oksidatif stres diizeylerinde artiga yol agar.

2. Kronik strese maruz birakilan peripubertal siganlarda kontrol grubuna gore depresyon

ve anksiyete benzeri davraniglarda artig olur.

3. Beyinde glukokortikoid reseptorlerince zengin olan prefrontal korteks, hipokampus,
striatum ve talamusun stresin etkilerine duyarliliklar1 karsilastirildiginda glukokortikoid

reseptorlerinin yogun oldugu hipokampus daha duyarhdir.

4. Stres grubunda beyinde beyin kaynakli natritiretik faktor (BDNF) diizeyi azalir.

BDNEF diizeyleri ve depresyon testi sonuglari korelasyon gosterir.



5. Stres diizeyinin belirteci olabilecegi diisiiniilen nétrofil lenfosit orani, kronik stres

maruziyetinde artar.



4. GENEL BILGILER

4.1. Stres

Stres, fizyolojik ve davranigsal degisikliklere yol acan, ¢esitli adaptif cevaplarin
etkinlestirildigi, organizmanin bir tehdit altindaki homeostaz durumudur. Biyolojik stresin ilk
bilimsel agiklamasini yapan bilim insan1 Hans Selye, stresi cok cesitli zararli etkenler
tarafindan iiretilen semptomlarin kesisimini temsil eden spesifik olmayan bir fenomen olarak
tamimlamistir. Selye, stres tepkisinin aglik, soguk ve pek cok farkli stresor tarafindan
olusturulabilecegini ve stresin belirleyicilerinin spesifik olmadigini belirtmistir (1). Daha
sonra, John Wayne Mason, psikososyal stresorlerin 6nemi ve stresin duygusal yonlerini
birlestirerek orijinal Selye konseptini degistirmistir. Stres yanitini, Selye'nin savundugu gibi
spesifik olmayan yanittan ziyade; spesifik hormonal, davranissal ve fizyolojik bir yanit olarak
tammlamustir (2). Stres tepkisi, homeostazda bozulmayla basa ¢ikmak igin viicuttaki
fizyolojik ve metabolik adaptasyonda cesitli mekanizmalar1 igeren, organize edilmis bir
stiregtir (3). Richard Lazarus bir durumun potansiyel olarak tehdit edici olup olmadigini
belirlemede bilissel degerlendirme siireglerinin merkezi oldugunu savunmustur. Ona gore

stres tepkisi, organizmanin basa ¢ikma yetenegini astiginda gelismektedir (4).

Akut stres, baslica iki ana yolun; hipotalamus hipofiz adrenal (HPA) aks1 ve sempatik
adreno-mediiller sistem aktivasyonuna bagli olarak biyolojik olaylar tetiklemektedir (Sekil
4.1). Duygusal veya fiziksel stres, HPA aksi aktivasyonu yoluyla akut artmig plazma kortizol
diizeylerine yol ag¢maktadir. Stres uyarani ile hipotalamustan Kortikotropin Salgilatict
Hormon (CRH) salgilanmakta ve hipofiz bezinden salgilanan Adrenokortikotropik Hormon
(ACTH) etkisi ile adrenal kortekste kortizol tiretilmektedir. Negatif geribesleme ile CRH ve
ACTH baskilanmakta ve kortizol diizeyi normal sinirlar iginde tutulmaktadir. Stres hormonu
olan kortikosteroidlerin sirkadyen salinimi bulunmaktadir. Kortizol diizeyinde en biiyiik pik,
uyanmadan hemen 6nce gdzlenir. Insan gibi diiirnal canlilarda sabah, sican gibi noktiirnal
canlilarda aksam en yiiksek diizeyleri goriilmektedir (5). Akut strese verilen yanit,
organizmanin hayatta kalmasi i¢in kritiktir. Organizma, tehdite maruz kaldiginda

karacigerden glukoz depolarimin salinmasini uyararak enerji depolarini harekete gegirir (6).
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Sekil 4.1. Akut stres cevabi yolaklari. (Antoun ve ark., 2017) kaynagindan dilimize

uyarlanmigtir (7).

Strese tekrarlayan maruziyet sonrasi baglangictaki adaptif cevap yerini, olusan biyolojik
ve davranigsal yanitlarin organizmaya zarar vermeye basladigt maladaptif duruma
birakmaktadir. Ayn1 stresore tekrarlayan maruziyet yani kronik stres durumu HPA aksinda

diizenlenmenin bozulmasina yol agabilmektedir (3).

Allostatik yiik kavrami, 1993 yilinda McEwen ve Stellar tarafindan tanimlanmistir (8).
Stresor maruziyeti sonrast homeostazisin yeniden saglanmasi i¢in fizyolojik ve biyokimyasal
adaptasyona allostazis denilmektedir. Kortikosteroidler, katekolaminler, parasempatik sistem,
proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler, metabolik hormonlar bu yanittan sorumludur.
Allostatik yiikk ise ayni mediyatorlerin uzun siireli olarak fazla kullanimi1 veya iyi
diizenlenememesi durumunda gergeklesir. Bu, bireyler kontrol edilemeyen veya
ongoriilemeyen kronik stresli durumlarla kars1 karsiya kaldiklarinda ortaya ¢ikar. Bu strese

uyumsuz yanitin major psikiyatrik bozukluklarin patofizyolojisini olusturabilecegi kabul
edilmektedir (9).



4.1.1. Stresin Beyinde Olusturdugu Etkiler

Hipokrat’in; iyi sagligin fizyolojik islevi uyumlu bir dengede siirdiirmeye bagli oldugu
varsayimi, Claude Bernard’ mn i¢ ortamin homeostatik diizenleme ile sabit tutulmas1 gerektigi
hipotezinden baslayarak, stresin fizyolojik ve psikolojik refah {izerindeki zararli etkisi uzun
zamandir kabul edilmistir. Beyin stres sistemlerinin ve savunma davraniginin aktivasyonu,

homeostaza yonelik tehditlerden kurtulmak igin kritiktir (10).

Stres hormonu olan glukokortikoidlerin fizyolojik etkileri ¢ok genistir. Sinir sisteminde
homeostazin saglanmasi ve strese yanitta 6nemli islevleri bulunmaktadir (11). Beyin, stresin
ve strese adaptasyonun merkez organidir, ¢linkii hangi uyaranin tehdit edici oldugunu belirler
ve strese karsi davranigsal ve fizyolojik tepkileri diizenler. Hipokampus ve medial prefrontal
korteks (mPFK) gibi beyin bdlgelerinin noroendokrin ve strese davranigsal yanitin

diizenlenmesinde dogrudan rol oynadigi bilinmektedir (12).

Adrenal bezlerden salgilanan glukokortikoidlere hiicresel cevap, reseptorleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Glukokortikoid reseptorleri (GR) beyinde pek ¢ok bolgede bulunur.
Adrenal steroid reseptorlerin beyinde en fazla ifade edildigi bolgeler, hipokampus ve
hipotalamustur (Sekil 4.2). Hipokampusta fizyolojik etkileri; bellek ve ndrogenezin
diizenlenmesi, dendridit diken olusumu, 6grenmeyle ilgili olumlu etkiler ve strese yanitin
saglanmasidir. Glutamat, GABA, noradrenalin, dopamin gibi norotransmitterler; BDNF gibi
norotrofik faktorlerle iligkilidir (13). Kortikosteron seviyelerindeki fizyolojik sirkadiyen
dalgalanmalar, serebral kortekste sinaps dongiisiine pozitif olarak aracilik eder ve motor
ogrenmeyi diizenlemektedir. Beyindeki glukokortikoid seviyelerinin dogru diizenlenmesi

uygun noronal isleyis i¢in gereklidir (14).
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Sekil 4.2. Glukokortikoid reseptorlerinin  beyinde yogun olarak bulundugu yerler
gosterilmistir. (McEwen ve ark., 2015) kaynagindaki bilgiler derlenerek ¢izilmistir (13).

Kortikosteron seviyelerindeki stresle iligkili dalgalanmalar, normal fizyolojik ritimdeki
salgilanmanin {izerine eklenmektedir ve literatiirdeki veriler, stresin Sekil 4.3’ te gosterildigi
gibi dendritik diken ve sinaps islevini siirdiirmek i¢in gerekli olan sirkadiyen dalgalanmalari
bozabilecegini gostermektedir (14). Ornegin, farelere sirkadiyen dongiiniin inaktif fazinda
yani kortikosteron konsantrasyonlarimin disiik olmasi gerektigi donemde ekzojen
kortikosteron verildiginde, dendritik diken stabilizasyonu bozulmaktadir. Aksine, normal
fizyolojik sirkadiyen pik sirasinda kortikosteron diizeylerini artirmak ayni etkiye sahip

degildir (5). Bu nedenle, stresin zamanlamasi ve siiresi ¢ok 6nemlidir.



————

Artan miktar ve siklikta stres maruziyeti Sinaptik fonksiyonlar,

* Sinaptik iletim
* Uzun dénem gug¢lendirme
* Daha az 6nemli 6grenme
baskilanmasi

Sinaptik fonksiyonlar,

* Sinaptil_(_ iletim ) . Adaptif plastisite:
* Uzun dénem gliglendirme * Noérogenezin baskilanmasi
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pekistirilmesi * Noérokimyasal bozulma
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bozulmasi

Hasarin giliclenmesi:
* Eksitotoksite

Yaslanan beyin:

Zaman * Ekstrasinaptik glutamat
Dakikalar-saatler: Giinler-aylar: Aylar-yillar: " Serbest radikaller ve
* orta siddetli akut- * Kronik- adaptif plastisite * Direngte azalma inflamasyon
pekistirme * Direng kaybi- midahale * Kalici hasara artmis duyarlilik
* siddetli akut- baskilama gerekliligi * Miidahale gerekligi

Sekil 4.3. Akut ve kronik stresin beyindeki etkileri. Stres ve glukokortikoid sisteminin diizgiin
islemesi 6grenme, bellek ve duygudurum diizenlenmesi gibi normal beyin fonksiyonlari
acisindan olduk¢a dnemlidir ancak bu sistemin artmis ve uzamig aktivasyonu hastaliklara yol

acabilir (Gray ve ark., 2017) kaynagindan dilimize uyarlanmistir (14).

Adolesan donem, beynin stresin etkilerine en duyarli oldugu dénemdir (15). Adolesan
donemde, amigdala geng yetiskinlige kadar gelismeye devam eder ve bu dénemin sonunda
frontal lob 6nemli bir maturasyona ugrar. Sonug olarak, yetiskinlige ge¢is sirasinda maruz
kalinan stres, frontal lob lizerinde biiyiik etkilere sahip olabilir. Arastirmalar, adolesan
donemde gonadal hormonlardaki pubertal degisiklikler ve HPA aksinin yetiskinlige kadar
devam edebilen duyarliligi nedeniyle strese karsi olduk¢a savunmasiz oldugunu

gostermektedir; bu etki, gliglendirme veya kulugka etkileri olarak adlandirilmaktadir (16).

4.2. Deneysel Stres Modelleri

Klinik oncesi hayvan modelleri, strese yanit olarak viicuttaki fizyolojik veya
patofizyolojik degisiklikleri anlamak ve stres yoOnetimi i¢in yeni farmakolojik ajanlarin
gelistirilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Cesitli akut ve kronik hayvan modelleri insanlara benzer
sekilde hayvanlarda stres durumunu taklit etmek i¢in olusturulmustur (Sekil 4.4). Siklikla
kullanilan modeller; immobilizasyon, kisitlama, ayak tabanindan elektrik soku, sosyal

izolasyon stresi, soguk stres modelleridir (17).
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Sekil 4.4. Hayvanlarda strese neden olmak i¢in kullanilan akut ve kronik stres modelleri.

(Jaggi ve ark., 2011) kaynagindan dilimize uyarlanmustir (17).

Hayvanlarda stres degerlendirmesi; davranissal diizeyde agik alan, sosyal etkilesim,
delikli tahta testi kullanilarak; biyokimyasal seviyede plazma kortikosteron ve ACTH
Olciilerek; fizyolojik diizeyde besin alimi, viicut agirligi, adrenal bez agirligt ve mide ilseri

olgiilerek yapilmaktadir (3).

4.2.1. immobilizasyon Stresi

Kvetnansky ve ¢alisma arkadaslari, laboratuvar hayvanlarinda stresi indiiklemek igin
fareleri ve siganlar belirli bir siire boyunca hareketsiz hale getirerek altin standart bir protokol
gelistirmistir  (18). Daha sonra bu model, kemirgenler i¢in en sik kullanilan stres
modellerinden biri haline gelmistir. Tipik bir immobilizasyon prosediirii, diiz tahta tizerinde
yliziistii pozisyonda fare veya siganin dort ekstremitesinin yapigkan bir bantla sabitlenmesini
icerir. Bu model, hem akut hem de kronik stresi indiiklemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. immobilizasyon, karmasik bir stres etkeni olup hem fiziksel hem de
psikolojik boyutlar1 vardir. Giinlerce tekrarlanan immobilizasyon maruziyetlerinde, hayvanlar
strese aligsma belirtileri gelistirme ve ¢ok daha erken miicadele etmeyi birakma egilimindedir.
Immobilizasyondan kurtulmaya ¢alisma siirecinde miicadele ve kas giicii, stresin fiziksel
bilesenlerini igerir. Ote yandan, hareketsiz pozisyon sirasinda simirli hareket ve agik bir alana
maruz kalma, psikolojik stresi igerir. Hareketsizlestirme, laboratuvar fareleri ve siganlar
tarafindan 1yi tolere edilir ve haftalarca hatta aylara yayilan kronik stres caligmalarinda
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kullanilir. Bu stres etkeni, viicuttaki strese duyarli sistemleri, HPA aksi ve sempatik sinir
sistemini aktive etmek icin yeterince yogundur. Bu tip fiziksel ve psikolojik stres, 6zellikle
stres kaynakli norodejenerasyon, travma sonrasi bozukluklar ve bagisiklik sisteminin
deregiilasyonunu incelemek igin faydalidir (19). Bu modelin kisitliligi, ayak tabanindan
elektrik soku veya soguk stresi gibi diger stres modellerin aksine, stres etkeni siddetinin

degistirilememesidir (3).

4.2.2. Kisitlama Stresi

Kisitlama stresi, hayvanlarin belirli bir siire hareket etmesine izin verilmeyen,
immobilizasyon stresinin modifiye edilmis seklidir. Noral ve endokrin yanitlar, kisitlama
stresinin immobilizasyondan daha az yogun oldugunu gostermistir. Kisitlama stresi,
sicanlarda kronik ve akut stresin indiiksiyonu i¢in daha yaygin kullanilan modellerden biridir
(20). Kisitlama, deney hayvanini iyi havalandirilmis plastik bir tiipe veya tel 6rgiilii bir kaba
yerlestirmeyi igerir. Hayvanin hareket araligi ciddi sekilde sinirli olmasina ragmen,
ekstremiteler sabitlenmemis ve hayvan kapali bir alanda kalmistir. Bu model, uzun siireli uzay
ucusu sirasinda meydana gelen fizyolojik degisiklikleri taklit etmek igin uzun siire agirliksiz

olmanin hayvan modeli olarak da kullanilmustir (21).

4.2.3. Ayak Tabanmindan Elektrik Soku

Ayak tabanindan elektrik soku stresorii hem fiziksel hem de duygusal bilesenleri igerir
ve dogrudan (fiziksel stres) ve dolayli stresor (psikolojik stres) olarak kullanilir. Hem akut
hem de kronik; hafif veya siddetli stres iiretmek igin gesitli derecelerde kullanilmistir. Ayak
tabanindan elektrik soku, temel olarak, bir aparatta elektrikli 1zgara zeminde ayaga, degisken

yogunluk ve farkli siireli akut veya kronik elektrik soku maruziyetini icermektedir (3).

4.2.4. Sosyal izolasyon Stresi

Erken yasam olaylarinin, sonraki yasam kalitesi {izerinde derin sonuglari vardir (22).
Siganlarda yenidogan izolasyonunun yol agtigi erken yasam stresinin, akut ve uzun siireli
biligsel ve davranigsal etkilere neden oldugu gosterilmistir (23). Siganlarin izole olarak
yetistirilmesi, sosyal yoksunlugun hayvan modelidir ve sosyal yoksunluga maruz birakilan

kemirgenler, yeni bir ¢evreye tepki olarak asir1 hareketlilik ve bozulmus arastirma amaglh
11



davranig gibi anormal davranislar sergiler (24). Annenin yoklugunda korumanin olmamasi
yavrulari stresorlere karsi daha savunmasiz hale getirir. Ayrica, erken yasam stresi madde
bagimliligina kars1 savunmasizligi artirir ve bu bazi ¢alismalarda kullanilmistir (25). Tipik bir
yenidogan izolasyon prosediiriinde, yavru dogumdan sonraki ikinci giinde kafesten ¢ikarilir ve
1 saat boyunca opak plastik bir kaba (9 cm ¢apinda ve 8 cm derinliginde) tek tek yerlestirilir.

Bu izolasyon prosediirii, kronik strese neden olmak i¢in 8 giin boyunca tekrarlanir (26).

4.2.5. Soguk Stres

Insanlar ve hayvanlar, ani soguk hava degisimine tepki olarak stres reaksiyonlar
yasamaktadir (27). Deney hayvanlarinda soguk su veya sogutucu kullanilarak olusturulan ani
sicaklik diististi, stresi tetiklemek igin siklikla kullanilmigtir. Soguk ortamda barindirma
yonteminde, sicanlar sicakligi 4°C' de olan bir sogutucuda tutulmaktadir. Sicakliktaki bu
keskin diisiis, stres tepkisinin gelismesiyle sonug¢lanan adrenokortikoid seviyelerinde hizli bir
artisa neden olmustur (17). Soguk stres, diisiik ¢evre sicakligina maruz kalma siiresine goére
akut soguk stres ve kronik soguk stres olarak siniflandirilmaktadir. Soguk stres caligsmalari
icin hayvan modelleri olusturmak amaciyla laboratuvarlarda kronik aralikli soguga (KAS)
maruz kalma kullanilmistir. Soguk stresin sigan beynindeki néroimmiin reaktiviteyi duyarl
hale getirdigi ve karaciger, iskelet kasi, kahverengi yag doku ve kalp gibi soguga duyarl
organlarin metabolizma hizini artirdigr bildirilmistir (28). Soguk stres maruziyetinden hemen
sonra erigkin sicanlarda acik alan testinde (AAT) anksiyete iliskili davranislar gézlendigi
raporlanmistir (29). Strese maruz birakilan hayvanlarin davranmigi Kritik olarak stres etkeni
tirline bagl olmasina ragmen, stres etkeni olarak soguk, caligmalarda nispeten daha az

kullanilmustir (30).

Stres modelleri, strese yanit olarak viicuttaki fizyolojik veya patofizyolojik
degisiklikleri anlamak i¢in ¢ok 6nemlidir (3). Ekzojen kortikosteron uygulamasi, dzellikle gen
ifadesi degisiklikleriyle ilgili olarak in vivo stres deneyimini tam olarak yansitmamaktadir.
Sistemik kortikosteron uygulamasi ve yiizme / kisitlama stresi uygulamasi farkli genlerde
ifade degisikligine neden olmaktadir. Bu nedenle planlanan arastirmada deney hayvaninda
stres modeli kullanilarak stresin etkilerinin daha iyi modellenmesi amaglanmistir. Daha 6nce
yapilmis bir calismada akut stresin, glukokortikoid reseptdr aktivasyonu iizerinden sigan
dorsal subikulumunda kisa ve uzun donem sinaptik plastisiteyi bozdugu, kortikosteron

uygulamasinin ayni etkiyi olusturmadigi gosterilmistir (31).
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Kronik ve yogun stres diizeylerine maruz kalan kemirgenler, insanlarda duygudurum ve
anksiyete bozukluklarinin altinda yatan norobiyolojik mekanizmalar1 incelemek icin

kullanilmistir (32).

4.3. Anksiyete ve Norobiyolojisi

Anksiyete, bir organizmanin aktif olarak ka¢inmaya calistigi uyaranlara beyin tepkisi
anlamma gelmektedir (33). Anksiyete, tehlikeden kaginmayi kolaylastirip adaptif bir yanit
oldugu durumlarda patolojik degildir. Organizmanin tehlikeye verdigi tepki ve tehdit
durumunda aktive olan beyin devreleri adaptif Ozellikler tasimaktadir ancak, isleyisin
bozulmasina yol agtiginda adaptif 6zelligini kaybetmektedir. Bu durum; sik, siddetli ve 1srarci
hale geldiginde ortaya ¢ikmaktadir (33). Anksiyete bozukluklari, Ruhsal Bozukluklarin

Teshis ve Istatistik El Kitab:’ nda tanimlanmus ve siniflandirilmistir (34).

Anksiyete bozukluklari kroniktir ve komorbiditesi yiiksektir. “Tiirkiye Ruh Sagligi
Profili” caligmasi, tlkemizde yapilmis iilke ¢apinda biiyiik olgekli ilk ve tek psikiyatrik
epidemiyolojik ¢aligmadir. Bu ¢alismanin verilerine gore, Sekil 4.5’ te goriildiigi gibi son bir
yilda anksiyete bozukluklari tanist toplumumuzda kadinlarda %7,1, erkeklerde %3,1
oranindadir (35).

Tiirkiye ruh saghgi profili
Cinsiyete gore 12 aylik ICD-10 tanilari
224

Kadin [] Erkek

Depresif bozukluklar Anksiyete bozukluklari  En az bir ruhsal hastalik

Sekil 4.5. Tiirkiye Ruh Sagligi Profili-1 calismasina gore son bir yildaki depresyon ve

anksiyete bozukluklari tanilarinin cinsiyete gore dagilimi (35).
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Duygudurum ve anksiyete bozukluklari, g¢esitli noéroendokrin, ndrotransmitter ve
noroanatomik bozukluklarla karakterizedir. Limbik bdlge, beyin sap1 ve daha yliksek kortikal
beyin bolgelerindeki norotransmitter ve noropeptid iceren devreler arasinda karmagik
baglantilar vardir. Beyin yapisinda, islevinde veya norotransmitter sinyal yolaklarinda
degisiklikler, ¢evresel etkilerden ve altta yatan genetik yatkinliktan kaynaklanabilir; bu tiir

degisiklikler psikopatoloji riskini artirabilmektedir (36).

Duygudurum ve anksiyete bozukluklart semptomlarinin, daha yiiksek biligsel
merkezlerden ziyade, beynin duygusal merkezlerindeki aktivite dengesindeki bozulmadan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Beynin daha yliksek biligsel merkezleri, frontal lobda
bulunur. Prefrontal frontal korteks (PFK) planlama, karar verme, davranislar i¢in sonuglari
tahmin etme ve sosyal davranisi anlama ve yonetme gibi yiiriitiicii islevlerden sorumludur.
Orbitofrontal korteks bilgileri kodlar, diirtiileri kontrol eder ve ruh halini diizenler.
Ventromedial PFK, 6diil islemede ve duygulara i¢giidiisel yanitta yer alir. Saglikli beyinde,
bu frontal kortikal bolgeler, duygusal isleme yapilarini inhibe edici yukaridan asagi kontrolii

yoluyla diirtiileri, duygular1 ve davranislari diizenler (37).

Duygular isleyen beyin yapilar1 limbik sistem olarak adlandirilir (Sekil 4.6). Limbik
korteks, insular korteksi ve singulat korteksi igerir. Limbik korteks, agrinin duyusal, duygusal
ve biligsel bilesenlerini biitiinlestirir ve i¢ bedensel durumla ilgili bilgileri igler (38, 39).
Hipokampus, bagka bir limbik sistem yapisidir; hipotalamik stres yanit sistemi tizerinde tonik
inhibe edici kontrole sahiptir ve hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) aksi igin negatif
geribildirimde rol oynar. Hipokampal hacim ve ndrogenez (yeni hiicrelerin biiylimesi)
duygudurum ve anksiyete bozukluklar: ile baglantilidir, stres duyarliligi ve esnekligi ile
iliskilendirilmistir. Amigdala, duygusal olarak belirgin dig uyaranlari isler ve uygun
davranigsal tepkiyi baslatir. Amigdala, korku ve saldirganligin ifade edilmesinin yani sira tiire
0zgli savunma davranisindan da sorumludur, ayrica duygusal ve korku ile ilgili anilarin
olusmasinda rol oynar. Amigdalanin merkezi ¢ekirdegi, limbik korteks dahil olmak iizere
kortikal bolgelerle yogun sekilde birbirine baglidir. Ayrica hipokampus, talamus ve
hipotalamustan da girdi alir (36). Anksiyete bozukluklarinda, limbik bolgelerde, 6zellikle
amigdalada fonksiyonel hiperaktivite ve yiiksek kortikal yiiriitiicii bolgelerin, uyaranlara
limbik yaniti normallestirememesi gozlenmektedir (Tablo 4.1). Bu beyin bolgeleri arasinda
iletisimi saglayan norotransmitterler Onemlidir. Anksiyete bozuklugu olan hastalarda

duygular isleyen beyin bolgelerindeki artan aktivite, y-amino-butirik asit (GABA) tarafindan
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azalmis inhibitor sinyallemeden veya glutamat tarafindan artan uyarici nérotransmisyondan

kaynaklanabilir (40).

A B

Somatosensoriyel korteks Septum  Korpus kallozum

Anterior Insular
Cortex

Limbik korteks

Frontal
Lobe

arietal Lobe

NAc

OFC / vinPFC

Amigdala Serebellum
Superior PAG
Temporal | g
Sulkus = Beyin sapi Hipokampus VTA Beyin sapi

Sekil 4.6. Limbik sistem bilesenleri insular korteks, singulat korteks, orbital frontal korteks,
hipokampus, amigdala gibi beyin yapilarini icermektedir. (A) Korteksin lateral gériiniimii. (B)
Orta hattan sagital kesit. NAc, nukleus accumbens; OFC, orbital frontal korteks; PAG,
periakuaduktal gri; VTA, ventral tegmental area. (Martin ve ark., 2009) kaynagindan
uyarlanmistir (36).

Tablo 4.1. Normal ve patolojik anksiyetenin fonksiyonel anatomisi. (Martin ve ark., 2009)

kaynagindan uyarlanmistir (36).

Anatomik Bolge Normal ve Patolojik Anksiyete
Insular korteks Akut anksiyete ventral insulay1 aktive eder
Singulat korteks Akut anksiyete posterior singulat korteks aktivasyonunu

azaltir, anterior singulat korteks lizerinde aktivitesi yoktur

Amigdala Semptomlarin ortaya ¢ikmasi sirasinda aktivitesi artar

Anksiyete ile en ¢ok iligkisi olan bolge sag amigdaladir

Monoaminerjik sistemler {iizerinde etkili olan ilaglarin ¢alisilmis anksiyolitik ve
antidepresan Ozellikleri, duygudurum ve anksiyete bozukluklarinin patogenezinde serotonin,

norepinefrin ve dopaminin etkili oldugunu gdstermektedir. Uriinleri monoaminerjik sinyali
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diizenleyen genler, duygudurum ve anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisinde arastirma

alan1 haline gelmistir ve bunlarin antidepresan ilaglarin etki mekanizmasi i¢in kritik oldugu

diistiniilmektedir (41).

Hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdegin parvoseliiler ndronlarindaki CRH, strese yanit
olarak HPA aksi i¢in birincil sekretagogdur. HPA aksinda, CRH paraventrikiiler ¢ekirdekten
salimir ve sistemik olarak salgilanan ve adrenal korteksten glukokortikoid iiretimini ve
salimimi aktive eden adrenokortikotropik hormonun (ACTH) iiretimini ve salinmasini
saglamak i¢in On hipofizdeki reseptorlere etki eder. HPA aks aktivitesi, amigdala ve
hipokampus dahil olmak {izere ¢ok sayida diger limbik sistem yapilar1 tarafindan diizenlenir;

amigdala HPA aks aktivitesini artirirken, hipokampus baskilamaktadir (Sekil 4.7).

" Hipokampus
L T

-
|
Amigdala I
Hipotalamus

Hipofiz

Glukokortikoidler

Adrenal korteks

Sekil 4.7. HPA aksi. Amigdala HPA aks aktivitesini artirirken, hipokampus baskilamaktadir.
(Martin ve ark., 2009) kaynagindan uyarlanmistir (36). Siyah ¢izgi inhibisyon baglantisi;
noktali ¢izgi uyarict baglanti; noktalar ve kisa ¢izgiler dolayli yoldan inhibisyon baglantisini

gostermektedir.
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4.4. Oksidatif Stres ve Beyinde Etkileri

Oksidatif stres; oksidanlar ve antioksidanlar arasinda, pro-oksidan durum lehine bir
dengesizlik olarak tanimlanmaktadir (42). Yiiksek oksidan konsantrasyonlari, proteinler,
lipitler ve niikleik asitler gibi hiicre bilesenlerine zarar verebilmektedir (43). Bu tiir hasarlar
normal hiicre fonksiyonlarinda bozulma, hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir (42). Beyin,
insanlar icin toplam viicut agirhiginin sadece %2' sini temsil eder, ancak toplam oksijen
tiketimimizin yaklagik %20" sini olusturur. Oksijen metabolizmasina olan yiiksek
bagimliligina ragmen, merkezi sinir sistemi ¢esitli faktorlerden dolay1 oksidatif strese karsi
oldukca savunmasizdir: Noronlarin siirli  yenilenme kapasitesinin  olmasi, ndron
membranlarinin doymamis yag asidinden zengin olmasi, ndrotransmitterlerin kolaylikla
otooksidasyona ugramasi, mikroglialarin reaktif oksijen iriinleri (ROS) iretebilmesi,
antioksidan sistemlerin goreceli olarak zayif olmasi bu faktérlerdendir (9). HPA aks
aktivasyonu, hiicresel oksidatif stresi indiiklemektedir. Stresle artan glukokortikoidler
noronlarda reseptorlerine baglanir, glukokortikoide duyarli elemanlar yoluyla gen
transkripsiyonunu diizenlemek igin ¢ekirdege veya mitokondriye translokasyon yapar.
Mitokondriyal membran potansiyelini, kalsiyum tutma kapasitesini ve mitokondriyal
oksidasyonu artirir (44). Boylece strese cevapta hiicresel enerji liretimi artar. Kronik stres ve
yiiksek diizeyde kortikosteron ise, serbest radikal iiretimini, mitokondri fragmantasyonunu

artirir (45). Mitokondri fonksiyonunu bozmaktadir.

Oksidatif stresin, anksiyete patofizyolojisinin major bileseni olabilecegi ortaya atilmigtir
(9). Hayvan modellerinde, redoks dengesi ile ilgili genetik veya farmakolojik miidahaleler
anksiyete iliskili davranis degisikliklerine yol agmistir. Farelerde reaktif oksijen iirlinlerinin
diizenlenmesinden sorumlu olan p66Shc geninin silinmesinin, daha diisiik oksidatif stres
seviyelerine ve yiikseltilmig art1 labirent testi ile degerlendirilen azalmis anksiyete benzeri
davranisa neden oldugunu gostermistir (46). Baska bir ¢alismada siikroz ile zenginlestirilmis
diyetin frontal kortekste protein oksidasyonunu arttirdigi ve si¢anlarda anksiyete benzeri

davranig indiikledigi gosterilmistir (47).

4.5. Stres Modellerinde Anksiyete

Farkli deneysel stres modellerinde, stres maruziyetinin anksiyete benzeri davranislara

yol actig1 gosterilmistir. Strese maruz kalan hayvanlarda gozlenen anksiyete; hayvanlarin
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biyolojik arka plani, sinir sistemindeki degisiklikler ve farkli stresorlerle iliskili olarak
belirtilmistir. Anksiyetenin, kisitlama stresi, gevresel sicakligin neden oldugu tekrarlanan
soguk stresi, sosyal stres vb. gibi birgok stres tiiriiniin neden oldugu olumsuz bir duygu

oldugu diistintilmektedir (48).

Kemirgenlerde anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesinde yiikseltilmis arti
labirent (YAL), acik alan testi (AAT), aydinlik karanlik kutusu (AKK) diizenekleri siklikla
kullanilmaktadir (49). Yiikseltilmis art1 labirent diizeneginin agik kollar1 iizerinde harcanan
zaman ylizdesi, stresli hayvanlarda azalmis bulunmaktadir. Anksiyete diizeyi, alicilarin basa
cikma stratejilerine gore farklilik gosterir. Farkli tiir, cinsiyet, yas veya aileye sahip siganlar,

yiikseltilmis art1 labirentte farkli davraniglar sergiler (48).

Yapilan bir ¢alismada kronik Ongoriillemeyen stres modelinde stres maruziyeti ile
Sprague-Dawley (SD) si¢anlarda kortizol diizeyinin arttigi ve YAL testinde anksiyete benzeri
davraniglarin arttigi gosterilmistir (50). Travma sonrasi stres bozuklugu modelinde AAT ve
YAL test diizeneklerinde anksiyete benzeri davraniglar raporlanmis ve amigdala, prefrontal
korteks, globus pallidus ve superior colliculus gibi stres-anksiyete tepkisi ile ilgili olan beyin

bolgelerinde uzun siireli bozulmalar saptanmistir (51).

Soguk stres modelinde yapilmis calismalara bakildiginda farelerde soguk stresin YAL
testinde anksiyete iliskili davranislara yol actigi, diazepam ve alprazolam ile bu cevabin
inhibe edildigi gozlenmistir (52). Soguk stres farelerde anksiyete benzeri davraniglara yol

acmis ve CRH enjeksiyonu anksiyojenik etki gostermistir (53).

Adolesan donem, beynin stresin etkilerine en duyarl oldugu dénemdir (15). Adolesan
donemde kronik stres ve bunun anksiyete benzeri davraniglara olan etkisini inceleyen iKi
calisma vardir. Periadolesan donemde sporadik stres erigkin si¢anlarda YAL testinde
anksiyete iligkili davranislara yol agmistir (54). Adolesan donemde kronik sosyal stres eriskin
farelerde YAL testinde anksiyete iliskili davraniglara yol agmis, dentat girus subgranular
bolgesinde boliinen hiicre sayisinda (BrdU-pozitif) azalmaya yol ag¢mustir (55). Bu
caligmalarda soguk stres modeli kullanilmamistir ve beyinde oksidatif stres ile inflamasyon

diizeyleri degerlendirilmemistir.
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4.6. Depresyon ve Norobiyolojisi

Major depresif bozukluk (MDB) olduk¢a yaygin bir psikiyatrik durumdur ve diinya
capinda yaklasik 350 milyon insan etkilenmektedir (56). Bu hastaliktan kaynaklanan énemli
sosyal yiikke ragmen, MDB' nin olusumu ve ilerlemesi hakkindaki bilimsel anlayisimizda hala
onemli bosluklar vardir. Mevcut tani sistemleri, hastalardaki davranis kaliplarini olusturan
norobiyolojik degisiklikleri yeterince yansitmamaktadir (57). Ek olarak, MDB ve diger
psikiyatrik bozukluklar genellikle birden fazla beyin bolgesinde (prefrontal korteks,
hipokampus, amigdala, niikleus akiimbens), farkli hiicre tiplerinde (néronlar, astrositler ve
mikroglia) ve ¢esitli biyokimyasal islevlerde (gen ifadesi, biyoenerjetik ve bagisiklik tepkisi)
degisiklikleri igeren multifaktoriyel bir kokene sahiptir (58).

Tiirkiye’de depresyon o6nemli bir hastalik yiikii olusturmaktadir. Ulkemizde Saglik
Bakanlig1 tarafindan yapilmis Tiirkiye Kronik Hastaliklar ve Risk Faktorleri Calismasi’nin

verilerine gore toplumumuzda depresif bozukluk siklig1 %9’ dur (59).

Depresyon, giinlik yasam aktivitelerini olumsuz etkileyen yaygin bir ruhsal
bozukluktur. Depresyon, diinya genelinde engellilikle gegen yillarin ikinci Onde gelen
nedenidir. Depresyon ayni zamanda onemli ekonomik yiik ile iligkilidir (60). Depresif
bozukluk, intihar diisiincesi ve artmis intihar davranisi riski ile iliskilendirilmistir. Mortalite

oran1 yiiksektir (61).

Depresyon, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bildirildigi iizere diinya niifusunun %3,5'
inden fazlasimi etkileyen ciddi bir psikiyatrik bozukluktur. Stres, Ozellikle bazi genetik
yatkinlig1 olan bireylerde duygudurum ve anksiyete bozukluklarinin gelisiminde 6nemli bir

risk faktorii olarak kabul edilmektedir (62).

Anksiyete patofizyolojisinde onemli bir yere sahip limbik sistemin, depresyonun
patogenezinde de dnemli bir rolii vardir. Depresyonla ilgili yapilan son ¢alismalarda limbik
sistemde Onemli bir merkez olan hipokampustaki islev bozuklugunun, major depresif
bozuklugun (MDB) néropatolojisinde 6nemli oldugu ileri stiriilmektedir. Major depresyonun
hipokampuste atrofiye yol agtig1 gosterilmistir. Hipokampus, 6grenme ve bellekte kritik bir
rol oynar ve hipokampal hacim kaybinin biyiikliigii (baz1 caligmalarda yaklasik %20 (63)),

major depresyona eslik eden bazi biligsel bozulmalar1 agiklamaya yardime1 olur (64).
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MDB’nin ana semptomlari, depresif ruh hali, konsantrasyon kaybi, anormal istah, uyku
bozuklugu ve anhedonidir. Bu bozuklugun mekanizmalar1 i¢in monoamin hipotezi,
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ekseninin diizensizligi hipotezi ve beyin kaynakli

norotrofik faktorii (BDNF) igeren bir hipotez 6nerilmistir (58).

Serebrospinal sivilardaki monoamin seviyesi hastalarin bir kisminda azalmistir; ayrica
depresyon benzeri semptomlar, segici serotonin geri alim inhibitorleri, Serotonin ve
norepinefrin geri alim inhibitorleri gibi ilaglar ile azalmistir (65). Bu bulgular, depresyon
benzeri semptomlarin beyindeki monoamin seviyelerinin azalmasiyla baglantili oldugunu

gostermektedir.

Kronik stres ve stresli yasam olaylari, kronik glukokortikoid salinimina neden olur ve
depresyonu tetikler gibi goriinmektedir. Depresyon hastalarinin yaklasik yarisinda HPA
aksimin asir1 aktivasyonu bulunmustur (66). Depresyon patofizyolojisinde HPA aksinin
diizensizliginin roliinii destekleyen g¢aligmalar mevcuttur (67). Stresin neden oldugu kronik
glukokortikoid salinimi, merkezi glukokortikoid reseptor seviyelerini / fonksiyonunu
degistirir. GR' deki degisikliklerin, GR geninin epigenetik modifikasyonu ile indiiklendigi
bildirilmektedir (68). Bu degisiklikler, hipokampus hacminde azalmaya ve prefrontal korteks,
striatum ve amigdala gibi duygu ve bellek ile ilgili diger beyin alanlarinda anormalliklere,

norogenezi veya noroplastisiteyi degistirerek depresyona neden olmaktadir (69).

BDNF' nin depresyonla iliskisi bazi gozlemlere dayanilarak Onerilmistir: Depresif
hastalarin beyinlerinin 6liim sonrasi analizi, azalmis BDNF igerigi gostermektedir ve
depresyon tanili hastalarda dolagimda azalmis BDNF konsantrasyonu bildirilmistir (70).
BDNF'deki bu azalmaya stres kaynakli glukokortikoid artisi aracilik ediyor gibi
goriinmektedir (71). Ayrica antidepresan tedavinin stres sonrasi hipokampustaki azalmis
BDNF igerigini geri kazandirdigi da bildirilmektedir (58). Bununla birlikte, BDNF hipotezi
ile tutarsiz sonuglar da vardir: BDNF reseptoriinden yoksun 6n beyin spesifik TrkB nakavt
fareleri, depresif olmaktan ¢ok hiperaktif davraniglar sergilemistir (72). Antidepresan

fluoksetinin sigan hipokampusundaki BDNF seviyeleri iizerinde higbir etkisi olmamustir (73).

Cesitli klinik ¢aligmalar néroinflamasyonun anksiyete, depresyon ve ndrodejeneratif
hastaliklar gibi ndorolojik bozukluklarin patogenezinde rol oynadigini bildirmistir.

Mikroglialarin anormal aktivasyonu; tiimor nekroz faktorii-a, interlokin-1PB ve Niikleer Faktor
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Kappa B gibi inflamatuar molekiiller iiretilmesine yol acabilmektedir (74). Proinflamatuar
sitokinlerin salinmasindan, stres yaniti sirasinda bu olaylarin baslatilmasindan sorumlu
hiicresel mekanizmalar yeterince anlagilmamasina ragmen ndroinflamasyon, depresyon ve
anksiyete bozuklugu gibi néropsikiyatrik bozukluklarin gelismesine katkida bulunabilir (75).
Artmig sitokin {iretiminin 6nemli ve zararli bir sonucu, artan reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasidir (76). Noroinflamatuar durumlarla iliskili mikroglial hiicre sayisinda artigin, farkli
psikojenik stres faktorlerinin neden oldugu glukokortikoid seviyesinde artma gibi

degisikliklere bagl oldugu ortaya atilmustir (77).

Son yillarda yayinlanan ¢alismalar anksiyodepresif komorbidite tizerinde durmaktadir.
Depresyon ve anksiyete gibi duygudurum bozukluklari siklikla birlikte goriillmektedir.
Depresif bozukluklar ve anksiyete bozukluklari arasinda komorbidite yaygindir. Komorbidite
hastalik siddetinde artis, kroniklik ve giinlik yasamdaki bozukluklarla iliskilidir.
Hastaliklardan birinin varliginin, digerini gelistirmek i¢in bir risk faktori oldugu iyi

bilinmektedir (78).

4.7. Stres Modellerinde Depresyon

Stresli olaylar, duygudurum bozukluklarmin gelisimi i¢in en onemli predispozan
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (79). Depresyonun bazi semptomlar1 (6rnegin
degersizlik hissi, intihar diisiincesi) hayvanlarda modellenemese de, modellemenin yapisal ve
farmakolojik gecerliligi oldukc¢a yiiksektir. Kronik strese, hatta tek bir stres donemine maruz
kalma, standart antidepresan tedavilerle tersine g¢evrilebilen, spesifik depresyon benzeri
davranig degisikliklerine neden olabilmektedir. Temel klinik semptomlardan depresif ruh hali
ve anhedoniye benzeyen depresyon benzeri semptomlar; zorunlu yiizme ve kuyruk
stispansiyon testleri (hareketsizlik siiresi Ol¢timii) ve seker se¢im testi (%1-%2 siikroz
cozeltisi tiiketimi) kullanilarak kemirgen modellerinde degerlendirilmektedir (80). Stresin
neden oldugu depresyon modelleri, stres etkeni ozelliklerine (6rnegin, fiziksel veya sosyal),
sliresine (akut veya kronik) ve maruz kalma zamanina (erken yasam veya yetiskin donem)
gore siniflandirilabilmektedir. Akut stres (6rnegin ylizmeye zorlama stresi) depresif donemleri
tetikleyebilse de, depresif bozukluk semptomlarinin ortaya ¢ikmasmin genellikle kronik
stresli yasam olaylartyla iligkili olduguna dair ¢ok sayida klinik gozlem vardir (81). Kronik

stres paradigmalarinda, kemirgenler giinliik insan yasaminin stresli olaylarini taklit eden dogal
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stresorlere maruz kalmaktadir (82). Siklikla, ayni stres paradigmasi, insanlarda yiiksek

komorbiditeye sahip olan hem anksiyeteyi hem de depresyonu modellemektedir (83).

Sosyal stres modellerinden elde edilen kanitlar stresin etkisiyle, hipokampus CA3 ve
CAl piramidal noronlarinda diken yogunlugunda azalma oldugunu ve bunun hayvanlarda
gbzlenen depresyon benzeri davranislarla iligkili oldugunu bildirmistir (84). Eriskin Sprague
Dawley (SD) siganlarda kronik ongodriillemeyen hafif strese maruziyette, sirkadyen ritimde

bozulma ve seker se¢im testinde siikroz tiiketiminde azalma gozlenmistir (85).

Daha once eriskin SD sicanlarda sofuk stresin, zorunlu ylizme testinde depresyon
benzeri davranislara yol agtigi gosterilmistir, bu ¢alismada stresin BDNF diizeylerine etkisi
olmamustir (69). Peripubertal donem si¢anlarda ise kronik aralikli soguk stres maruziyeti ve

depresyon benzeri davranislara etkisini inceleyen ¢aligma bulunmamaktadir.

Literatiirde soguk stres modeli ve beyinde molekiiler diizeyde ve/veya davranislara olan

etkilerini inceleyen ¢aligmalar Tablo 4.2 de derlenmistir.

Tablo 4.2. Daha 6nce literatiirde soguk stres modeli ve beyindeki ve davraniglara olan etkileri

ile ilgili yapilmis ¢alismalar.

Calisma |Deney Soguk stres |Davrams |Hormon |Beyinde Sonug¢

hayvam |protokol testi molekiiler
calisma

(86) Eriskin 14 giin - Plazma |Hipotalamus |Soguk stresin pro-
erkek boyunca, kortizol, |ve prefrontal inflamatuar sitokin
Sprague- |giinde 6 saat, ACTH kortekste IL1P, | cevabina etkisi
Dawley [4°C IL6, COX2, olmadi,
sigan CxCl1, MCP1, |Lipopolisakkarit

GAPDH gen  |pro-inflamatuar
ifadesi, IL6 ve |sitokin cevabini
IL1p protein | artirdu.

diizeyi
(28) 5 haftalik |14 giin - - Hipokampus, |Soguk stres
erkek boyunca, korteks ve grubunda beyinde
Spargue- |giinde 6 saat, serebellumda | ATP ve ROS artti.
Dawley [4°C ATP, ROS
sican diizeyi
(87) 7 haftalik |14 giin - Serum Hipotalamusta |Soguk stres
erkek boyunca kortizol, |HSP70, c-Fos, |grubunda, IL-9,
fareler giinde 2 saat, ACTH NF-kB, 1L-9, |IL-13, PGE2, NF-
4° C IL-13, PGE1, |kB, HSP70 artt1.
PG 2 Digerleri
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degismedi.

(88) Erigkin 14 giin - Plazma |Hipotalamusta |Soguk stres
Sprague- |boyunca, kortizol, |IL-6 protein ve |grubunda IL-6
Dawley |giinde 6 saat, ACTH MRNA, mRNA artti,
sigan 4° C STAT3 digerleri
fosforilasyonu, |degismedi.
SOCS3 mRNA
(89) laylik |4 hafta - - Frontoparietal |Soguk stres
erkek boyunca, kortekste grubunda MDA,
Wistar glinde 2 saat, MDA, protein |protein karbonil,
albino 5°C karbonil, AOPP, H202 artt.
sigan AOPP, protein
miktar1, H202
(90) Eriskin |30 giin - Ostrojen |Hipokampusta |Soguk stres
erkek boyunca c-fos, COX2, |grubunda oksidatif
fareler kronik 4° C MAP1LC3, stres iligkili c-fos
Ibal, NF-xB- |ve COX2 ifadesi,
p65, CD11b, |MAPLLC3, Ibal-
IL-1p, IL-6, isaretli mikroglia,
GPR30, IL-1p artt1.
MAP1LC3,
Ibal
(91) Adolesan |7 giin boyunca |- Hipokam |Hipokampus |Soguk stres
5 haftalik |giinde 3 saat, pus MAP2, MDA |grubunda MAP2,
disi ve 4 -C kortizol MDA artti.
erkek
fareler
(92) Erigskin |6 giin boyunca | Zorunlu - - Soguk stres
erkek saat 9.00- ylizme testi grubunda
fareler 16.00 arasinda depresyon benzeri
1 saatlik davranig artt1.
araliklarla
24°C ve 4°C
maruziyet
(52) Erigskin |6 giin boyunca | Yiikseltilmi |- - Soguk stres
erkek saat 9.00- s art grubunda agik
fareler 16.00 arasinda | labirent kolda gegirilen
1 saatlik testi siire azaldu.
araliklarla
24°C ve 4°C
maruziyet
(69) Eriskin |5 giin boyunca | Zorunlu - Hipokampusta |Soguk stres
erkek 17.30-10.00 |yiizme testi BDNF grubunda
Sprague- |arasinda 4°C depresyon benzeri
Dawley |de maruziyet davranig artt1.
sigan 10.00-17.30 BDNF degismedi.
arasinda 30
dakikalik
araliklarla
22°C ve 4°C
maruziyet
(53) Erigkin |6 giin boyunca | Zorunlu - - Soguk stres
erkek fare |saat 9.00- yiizme testi, grubunda
16.00 arasinda | Yiikseltilmi anksiyete benzeri
1 saatlik s art1 davranig artt1.
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araliklarla labirent
24oC ve 4°C  |testi
maruziyet
(93) Adolesan |Kronik Moris su Plazma |Hipokampus |Degisken stres

SD sigan |degisken stres |labirenti kortizol |reseptor ve grubunda Moris
modeli (soguk |testi BDNF mRNA, |testi yaniti
maruziyeti TrkB bozuldu. BDNF
4°Cde 1, 2 degismedi.
veta 4 saat
boyunca)
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlan

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalr’ nda
gerceklestirilmistir. Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan etik onay alinmasindan sonra baslanmistir. Yirmi bir giinlik 16 adet
Wistar tiirii erkek sicanlar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Aragtirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Deney hayvanlari, Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda 23+2 °C oda sicakliginda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde, su ve standart pellet yemlerine kisitlama olmaksizin
tutulmustur. Siganlarin 1 hafta siiresince ortama adaptasyonu saglanmistir. Siganlar iki gruba
ayrilarak, birinci grup kontrol grubu, ikinci grup stres modeli uygulanacak grup olarak
belirlenmistir. Her gruptaki deney hayvani sayis1 8 olacak sekilde diizenlenmistir. Ankara
Universitesi 22.07.2020 tarihli ve 2020-13-116 sayili karar numarasi ile alman etik kurul

onay1 Ek 1° de verilmistir.

5.2. Stres Modeli

Sicanlarda stresin fizyolojik parametrelere olan etkisini degerlendirebilmek icin stres
modeli olugturulmustur. Kronik aralikli soguk stres modeli uygulanmistir (94). Bu model 28
giinliik sicanlara gére modifiye edilmistir. Sicanlar i¢in dogumdan sonraki 28 ve 42. giinler
aras1 peripubertal donemdir (95). Yirmi sekiz giinliik siganlar i¢in literatiirdeki ¢alismalarda
uygulanmis en kisa 7 dakika ve en fazla 1 saat soguga maruziyet derlenerek kronik aralikli
soguk stres modeli olusturulmustur (93, 96). Deney protokolii 25 giin siirmiistiir. Soguk
maruziyeti ilk giin 7 dakika olmak iizere takip eden giinlerde 15 dakika, 30 dakika, 45 dakika
ve 21 giin boyunca giinde 1 saat olarak uygulanmistir (Tablo 5.1). Stres grubundaki siganlar
kafeslerinde yiyecek ve su ile beraber sicakligi kontrol edilen haznede giinde 1 saat boyunca
4°C de tutulmustur. Arastirmamizda stres maruziyeti, si¢anlarda kortizol diizeyinin diisiik
oldugu sabah saatlerinde uygulanmis ve sirkadyen ritmin 6nemi gozetilmistir. Her giin saat
9.00’da soguk uygulanmaya baslanmistir. Bu saatlerin disinda si¢anlar standart ortamlarinda
tutulmustur. Kontrol grubundaki siganlar stres grubuna soguk uygulanan siire boyunca ayni

kosullarda oda sicakliginda tutulmustur.
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Tablo 5.1. Kronik aralikli soguk stres modeli uygulama protokolii.

Soguk
Dogum sonras1 |uygulama
giinler (DSG) siiresi

28. giin 7 dakika
29. giin 15 dakika
30. giin 30 dakika
31. giin 45 dakika
32-53. giin 60 dakika

Hayvanlarin davranig testleri yapilmis ve hayvanlar, son soguk uygulamasindan sonra,

saat 12.00°de, 50 mg/kg sodyum tiyopental anestezisi uygulanarak sakrifiye edilmis, kan ve

beyin doku 6rnekleri alinmistir.

Deney protokolii semast Sekil 5.1° de 6zetlenmistir.

Adaptasyon

Soguk stres

] ] ] e B n
DSG 1 21 47 49 52 53 giin
ZYT|MGT ||AAT || YAL 2
YAL
Sakrifikasyon
AKK
>
SST

Sekil 5.1. Deney protokolii semasi, ZYT: Zorunlu yiizme testi, MGT: misket gomme testi,
AAT: Acik alan testi, YAL: Yiikseltilmis art1 labirent, AKK: aydinlik karanlik kutusu, SST:

Seker secim testi, DSG: dogum sonras1 giin.

5.3. Davrams Testleri

5.3.1. Anksiyete Testleri

5.3.1.1. Acik Alan Testi

26



Acik alan testi, genel lokomotor aktivite seviyelerini, kaygiy1 ve hayvanlarda kesfetme
istekliligini 6lgmek i¢in kullanilan deneysel bir testtir. 100 x 100 cm o&lgiilerinden olusan kare
bir acik alan diizenegi olusturulmustur. Alan, kenarlari 20 cm olan Kkarelere
bolimlendirilmistir (Sekil 5.2). Acik alanin merkez bdlgesi, perifer bolgeden ayrilmast i¢in
farkli renkle ¢izilmistir. Sicanin kagmasini onlemek i¢in duvarlari bulunmaktadir. Deneyler
toplam 5 dakika siirmiistiir ve kamera ile kaydedilmistir. Test diizenegi, her hayvan i¢in deney
bittikten sonra %65 etanolle silinmis ve 20 dakika boyunca havalandirilmistir. Deney, siganin
baslangigta merkez bolgeye birakilmasi ile baglamistir. Deney, 11.00-12.00 saatleri arasinda
yapilmistir. Iki ayak iizerine toplam kalkma sayisi, destek almadan iki ayak iizerine kalkma
sayist, destekli olarak iki ayak {lizerine kalkma sayisi, iki ayak iizerine kalkana kadar gecen
stire, toplam katedilen mesafe, ortalama hiz, merkezde gegirilen siire, periferde gecirilen siire,
merkez bolgeye girme sayisi, merkezi ilk terketme siiresi, merkez bolgeye tekrar girme siiresi

parametreleri degerlendirilmistir.

Sekil 5.2. A¢ik alan test diizenegi.

5.3.1.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent
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Yiikseltilmis art1 labirent 1985 yilinda Pellow ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir.
Iki agik ve iki kapali koldan olusan yiikseltilmis art1 labirent, kemirgenlerin dogal olarak agik
ve yiiksek alanlardan hoslanmamasina dayanmakta ve kaygi ol¢iimii ig¢in kullanilmaktadir
(97). 50cmx10cm olgiilerinde agik kol, 50cmx50cmx10cm olgiilerinde kapali kol ve yerden
50 cm yiikseklikte deney diizenegi kullanilmistir (Sekil 5.3). Deney diizenegi beyaz kokusuz
tahtadan yapilmistir. Siganlar, labirentin dort kolunun birlesim yerine, agik kola bakacak
sekilde yerlestirilmis ve kamera ile 5 dakika boyunca kaydedilmistir. Deney bitiminde her
hayvan igin ortam, %65 etanolle silinmis ve 20 dakika boyunca havalandirilmistir. Daha sonra
kaydedilen videolardan analiz yapilmistir. Degerlendirilen parametreler, acik kolda gegirilen
stire, kapali kolda gecirilen siire, toplam acik ve kapali kol gegis sayisi, agik kola girme sayisi,
acik kolu ilk terketme siiresi, arastirma amagli asagi bakma davranisi, strese bagli gergin

durus sayisidir. Saat 11.00- 12.00 arasinda deneyler yapilmistir.

YAL davranis Olgiitlerini biitiinlestiren bir indeks olan anksiyete indeksi asagidaki

sekilde hesaplanmustir:

( acitk kolda gegirilen sire ) ( agik kola girme sayist )
toplam labirentte gegirilen siire toplam acik ve kapali kol gegis sayisi

2

Anksiyete indeksi= 1 —

Anksiyete indeksi degerleri, 0-1 arasinda degismektedir; sayisal degerinde artig, artan

anksiyete benzeri davranigi ifade etmektedir (98).
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Sekil 5.3. Yiikseltilmis art1 labirent deney diizenegi.

5.3.1.3. Aydinhik Karanhk Kutusu

Aydinlik karanlik kutusu deney diizeneginin iki bélmesi bulunmaktadir. 110 X 40 cm
Olciilerinde aydinlatilan bélme ve karanlik bolme olmak iizere esit iki bolmeden olusmaktadir.
Bir kapt iki bolmeyi birbirine baglamaktadir. Deney, sicanin aydinlatilan bdlmeye
konulmasiyla baslamistir ve 5 dakika siirmiistiir, bu siire boyunca siganlarin davranis1 kamera
ile kaydedilmistir. Deneyler, 20.00-22.00 saatleri arasinda yapilmistir. Her deney sonrasi
ortam %65 etanol ile silinmis ve 20 dakika havalandirilmistir. Aydinlik alanda gegirilen siire,

karanlik alanda gegirilen siire, aydinlik karanlik gecis sayist degerlendirilmistir.

5.3.2. Depresyon Testleri

5.3.2.1. Seker Secim Testi
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Belirli bir ¢ozelti aliminin, ¢dzelti ve suyun toplam alimina orani, tat tercihinin bir
Ol¢iisti olarak kabul edilmektedir (99). Depresyon alaninda yapilan birgok g¢alisma, %1-2
(agirlik / hacim) siikroz ¢6zeltisinin, farelerin veya sicanlarin depresyonda olup olmadigin
ayirt etmek icin su yaninda kemirgenlere sunmak igin en uygun derisim oldugunu
gostermektedir (99). Bu deneyde siganlar, serbest erisimleri olacak sekilde hem %
2derisiminde siikroz ¢ozeltisi bulunan hem de normal su bulunan iki sise arasinda segime
maruz birakilmigtir. %2 derisiminde siikroz igeren su ¢ozeltisi ve normal su her kafese ayri iki
sulukla konulmustur. Siikrozlu ¢ozelti ve normal su igeren suluklar yeni cisimden korkmanin
Onlenmesi i¢in 12 saatte bir yer degistirilmistir. Her giin saat 12.00’de tiiketilen su miktari,
tiiketilen siikroz ¢ozeltisi miktar1 6l¢iilmiistiir. Her ¢6zeltinin tiiketilen miktar1 kaydedilmis ve
su formiille analiz edilmistir: Siikroz tercihi (%) = (tiiketilen siikroz soliisyonu miktar1 /
toplam tiiketilen s1vi miktar1) x 100 (100). Tiim deney siiresince 25 giin boyunca seker segim

testi uygulanmistir.

5.3.2.2. Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu yiizme testi diizeneginde hayvanlar, kacamayacaklari su dolu bir cam tankta
yiizdiiriilmektedir. Test iki asamadan olusmaktadir. ilk antrenman denemesi 15 dakika
stirmektedir. Ardindan 24 saat sonra 5 dakika siiren test uygulamasi yapilmaktadir. Siganin
test uygulamasi sirasinda basini suyun {izerinde tutmasi i¢in gerekenlerin disinda herhangi bir
hareket yapmadan ge¢irdigi hareketsizlik siiresi, yilizme davranigi siiresi ve tirmanma
davranis1 siiresi Olgiilmektedir. Hareketsizlik, sicanin su ylizeyinde kalmak igin gereken
minimum hareketi gerceklestirdigi zamandir; yiizme, siganin su tanki i¢inde yatay olarak
hareket ettigi zamandir ve tirmanma, sican duvarlara tirmanmaya ¢alisirken 6n ayaklarin aktif
olarak su yiizeyini kirdigi zamandir (101). Yiizme davraniginin segici serotonin geri alim
inhibitorleri tarafindan arttigi, tirmanma davraniginin segici norepinefrin  geri alim
inhibitorleri ile arttigi gosterildiginden, yiizme ve tirmanma davranislarinin siiresi ayri ayri
Olclilmektedir. Deney diizeneginde 30 cm su derinligi saglanarak, siganlarin ayaklariyla dibe
dokunmasi ve kendilerini desteklemesi engellenmektedir (102). Zorunlu yiizme testi 1977
yilinda tanimlanmistir. 1996 yilinda modifiye edilen sekliyle uygulanmistir (103). Deneyde
50 cm yiiksekligi, 25 cm genisligi olan dikdortgen cam su tanki kullanilmistir. Sicakligr 25
derece olan su ile doldurulmustur. Her deneyden sonra tanktaki su degistirilmistir. Deney,
kamera ile kaydedilmistir. Tiim zorunlu yiizme testleri saat 11.00-12.00 arasinda yapilmustir.

Her deneyden sonra siganlar 1sitict yardimiyla kurutulmus ve kafeslerine alinmigtir.
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Hareketsiz kalma siiresi, tirmanma siiresi, yiizme siiresi, toplam hareketlilik siiresi, ilk

hareketsizlige gecis siiresi parametreleri degerlendirilmistir.

5.4. Hematolojik Parametreler

50 mg/kg sodyum tiyopental anestezi uygulamasi ve parmak kistirma testinden cevap
alinamamasi sonrasi si¢anlarin toraks bolgesi agilarak kalpten 10 ml’lik enjektorle 5-6 ml kan
ornegi alimmistir. Bu kanin 2 ml’ si hematolojik Slg¢iimler i¢in 2 ml’ lik K3 EDTA’ I1 tiipe

aktarilmigtir. Kalan miktardan serum elde edilerek kortizol diizeyi 6l¢iimii i¢in saklanmustir.

Tam kan saymm &l¢iimii, kan 6rnekleri alindiktan sonra 2 saat i¢inde Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi Merkez Tan1 Laboratuvar1’ nda yapilmistir.

Eritrosit dagilim genisligi (RDW) degeri Ol¢iilmiistiir. Periferik kanda 6l¢iilen notrofil

ve lenfosit sayilari birbirine oranlanarak nétrofil-lenfosit orani hesaplanmustir.

5.5. Beyin Doku Orneklerinde Molekiiler Testler

Sicanlarin prefrontal korteks, striatum, talamus, hipokampus beyin bolgeleri ayr1 ayri
cikarilmigtir (Sekil 5.4). Prefrontal korteks, striatum, talamus, hipokampusta; mikroprotein
miktari; inflamasyon ile iligkili tiimor nekroz faktorii-o, interlokin-1p; norotrofik faktor olan
BDNF; oksidatif stres belirtecleri ROS, malondialdehit, total antioksidan seviyesi, total

oksidan seviyesi ve kortizol diizeyleri degerlendirilmistir.

Sekil 5.4. Beyin doku orneklerinin diseksiyonu.
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5.5.1. Doku Homojenizasyonu

Diseke edilmis beyin bolgeleri 1,5 ml” lik kapakl: tiiplere alinmistir. Analiz yapilincaya
kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir. Homojenizasyon i¢in fosfat tamponu kullanilmustir.
Derin dondurucudan ¢ikarilan dokular homojenizasyon islemi i¢in tartilarak 1/9 agirlik hacim
oraninda; 0,1 gram doku i¢in 0,9 ml 50 mmol fosfat tamponu (pH: 7,40) kullanilarak
homojenize edildikten sonra 7000 devir/dakika hizda +4 °C’ de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatantta inflamasyon, oksidatif stres belirtegleri, BDNF, kortizol
diizeyleri ELISA ve kolorimetrik dl¢timlerle degerlendirilmistir. Protein derisimleri, Bradford

yontemi ile dl¢iilmiistiir.

5.5.2. Molekiiler Testler

5.5.2.1. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Orneklerdeki TAS diizeyi, ticari kit ile (Katalog no: RL0017, Rel Assay, Tiirkiye)
spektrofotometrede kolorimetrik olarak olgiilmiistiir. Erel tarafindan gelistirilen metod
kullanilarak &l¢iimler yapilmustir (104). Olgiimlerde iireticinin talimatlar1 takip edilmistir.
Testin prensibi 660 nm' de absorbans degisiminin numunenin toplam antioksidan seviyesi ile
iligkili olmasma dayanmaktadir. Trolox esdegeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan

standart soliisyonla kalibre edilmektedir.

Mikroplaka kuyucuklarina 18 ul drnek veya standart eklenmistir. Uzerilerine 300 pl
reaktif 1 (R1) maddesi ilave edilmistir. 30 saniye bekledikten sonra mikroplaka okuyucu
cihazinda 660 nm dalga boyunda birinci okuma yapilmig, birinci absorbans degeri (Al)
Olgtilmistiir. 45 pul R2 maddesi eklendikten sonra 37°C’ de 5 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 660 nm dalga boyunda ikinci okuma yapilmis, A2 dl¢iilmiistiir. TAS,

mmol/l olarak hesaplanmasi igin asagidaki formiil kullanilmistir:

A2-A1 = A Abs Ornek veya Standart

(4Abs H20 - AAbs Ornek)
(AAbs H20 - AAbs Standart)

Sonug =
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5.5.2.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Orneklerdeki TOS diizeyi, ticari kit ile (Katalog no: RL0024, Rel Assay, Tiirkiye)
spektrofotometrede kolorimetrik olarak o6lgiilmiistiir. Erel tarafindan gelistirilen metod
uygulanarak yapilmistir (105). Olgiimlerde iireticinin talimatlar1 takip edilmistir. Testin
prensibi Ornekte bulunan oksidanlarin, demir iyonu-selatér kompleksini demir iyonuna

oksitlemesine dayanmaktadir.

Mikroplaka kuyucuklarina 45 pl drnek veya standart eklenmistir. Uzerine 300 ul R1
maddesi eklenmistir. 30 saniye bekledikten sonra mikroplaka okuyucu cihazinda 530 nm
dalga boyunda birinci okuma yapilmis, Al dlglilmistiir. 15 pl R2 maddesi eklendikten sonra
37°C’de 5 dakika inkiibe edilmis, sonrasinda 530 nm dalga boyunda ikinci okuma yapilmis,
A2 degeri 6l¢iilmiistiir. TOS, umol/1 olarak asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

A2-A1 = A Abs Ornek veya Standart

(4Abs Ornek) X Ostandart konsantrasyonu

onug¢ =
S ¢ ( AAbs Standart)

5.5.2.3. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksi (OSI), toplam oksidan seviyesi degerinin (TOS), toplam
antioksidan seviyesi degerine (TAS) bolinmesi ile hesaplanmistir (106). Hesaplanmasi igin

elde edilen TAS birimi pmol/l' ye doniistiiriilmistir.

OSI=TOS (umol H,0; esdegeri/l) / TAS (umol Trolox esdegeri/l)

5.5.2.4. Malondialdehit (MDA)

Reaktif oksijen iiriinleri gibi serbest radikaller, hiicrelerde lipitlere etki ederek lipidlerin
peroksidasyonuna neden olmaktadir ve bunun sonucunda malondialdehit (MDA) gibi oldukga
reaktif Girlinler olusmaktadir (107). Lipid peroksidasyonu, MDA gibi ikincil tirinlerin 6l¢timii
ile dolayli olarak degerlendirilmektedir. MDA' nin tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi ile

analizi, lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. MDA -
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TBA cklentisini olusturmak i¢in numunenin asidik kosullar altinda 1sitilmasina dayanan bir

spektrofotometrik testtir (108).

Doku homojenatlarinda MDA miktari, kolorimetrik kit (Otto Scientific, Katalog no:
Otto1001) kullanilarak dl¢iilmiistiir. Doku 6rneklerinde MDA miktari, 90-100 °C' de TBA ile
reaksiyona dayanan yontemle belirlenmistir. TBA test reaksiyonunda, MDA veya MDA
benzeri maddeler ve TBA, 532 nm'de maksimum absorpsiyon ile reaksiyona girmekte ve
pembe pigment iretmektedir. Reaksiyon, pH 2-3'te 90 °C' de 15 dakika boyunca
gerceklestirilmistir. Numune, proteinin ¢okelmesi igin iki hacim soguk %10 (agirlik/hacim)
trikloroasetik asit ile karistirllmistir. Cokelti, santrifiijleme ile topak haline getirilmis ve
siipernatantin bir aliquati, kaynar su banyosunda 10 dakika boyunca esit hacimde %0,67
(agirlik/hacim) TBA ile reaksiyona sokulmustur. Sogutulduktan sonra absorbans 532 nm' de

okunmustur. Sonuglar nmol/g protein olarak ifade edilmistir.

5.5.2.5. Protein Karbonil

Protein Karbonil Kolorimetrik Test Kiti (Elabscience, ABD, Katalog no: E-BC-K117-S)
kullanilarak &l¢iilmiistiir. Ureticinin talimatlar1 uygulanmistir. Oksidasyondan sonra protein
karbonil igerigi artmig ve Kkarbonil grubu 2,4-dinitrofenilhidrazin ile reaksiyona girerek
kirmizimsi kahverengi bir ¢okelti olusturmustur. Absorbans, ¢okelti ¢oziildiikten sonra 370

nm'de 6l¢iilmiistiir. Karbonil igerigi dolayli olarak hesaplanmistir. Birimi nmol/mg’ dir.

5.5.2.6. Reaktif Oksijen Uriinleri (ROS)

Doku homojenatlarinda ROS miktar1 ticari ELISA kiti (Bioassay Technology
Laboratory, Katalog no: EO900Ra) ile iireticinin talimatlar1 dogrultusunda 6lgtilmiistiir. Plaka,
insan ROS modiilatérii antikoru ile 6nceden kaplanmigtir. Numunede bulunan ROS
modiilatorii eklenmis ve kuyucuklarda kaplanmis antikorlara baglanmistir. Daha sonra
biyotinlenmis ROS modiilatorii eklenmis ve numunedekine baglanmistir. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenmis ve biyotinlenmis antikora baglanmustir. inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP yikanarak uzaklastirilmistir. Daha sonra substrat soliisyonu
eklenmis ve Insan ROS modiilatdrii miktariyla orantili olarak renk gelismistir. Reaksiyon,
asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmis ve 450 nm'de absorbans
Ol¢iilmiistiir. Birimi ng/1” dir.
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5.5.2.7. Beyin Kaynakh Natriiiretik Faktor (BDNF)

Doku orneklerinde BDNF miktar1 ticari ELISA kiti (Elabscience, Katalog no: E-EL-
R1235) kullanilarak iireticinin talimatnamesi dogrultusunda ol¢iilmiistiir. Bu kitte saglanan
mikro ELISA plakasi, sican BDNF' ye 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve
ornekler, mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenmis ve spesifik antikor ile birlestirilmistir.
Daha sonra sigan BDNF ve Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis antikor, her bir
mikro plaka kuyucuguna art arda eklenip ve inkiibe edilmistir. Serbest bilesenler yikanmistir.
Substrat ¢ozeltisi her kuyucuga eklenmistir. Yalnizca sigan BDNF, biyotinlenmis saptama
antikoru ve Avidin-HRP konjugati igceren kuyucuklar mavi renkte goriinmiistiir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmis ve renk sararmustir.
Optik yogunluk, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Optik
yogunluk degeri, sican BDNF konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin optik yogunlugu
standart egriyle Kkarsilastirilarak numunelerdeki BDNF konsantrasyonu pg/ml olarak

hesaplanmustir.

5.5.2.8. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Doku 6rneklerinde TNF-o miktar ticari ELISA kiti (Elabscience, Katalog no: E-EL-
R0019) kullanilarak iireticinin talimatlari takip edilerek 6l¢iilmistiir. Bu Kitte saglanan mikro
ELISA plakasi, sican TNF-a 'ya 6zgii bir antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar veya
numuneler, mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenmis ve spesifik antikor ile
birlestirilmistir. Daha sonra sigan TNF-o ve Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis
saptama antikoru, her bir mikro plaka kuyusuna art arda eklenmis ve inkiibe edilmistir.
Serbest bilesenler yikanmistir. Substrat ¢ozeltisi her kuyucuga eklenmistir. Yalnizca Sican
TNF-0, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati iceren oyuklar mavi renkte
gorlilmiistiir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmig
ve renk sararmistir. Optik yogunluk, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢tilmiistiir. Optik yogunluk degeri, sigan TNF- o derisimi ile orantilidir. Numunelerin optik
yogunluk degeri standart egriyle karsilastirilarak numunelerdeki sigan TNF-o konsantrasyonu

pg/ml olarak hesaplanmustir.

5.5.9. interlokin 1 Beta (IL-1p)
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Doku orneklerinde IL-1pB miktar1 ticari ELISA kiti (Elabscience, Katalog no: E-EL-
R0012) kullanilarak iireticinin talimatlari takip edilerek Sl¢iilmiistiir. Bu kitte saglanan mikro
ELISA plakasi, sican IL-1B' ye 6zgii antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve 6rnekler,
mikro ELISA plaka kuyucuklarina eklenmis ve spesifik antikor ile birlestirilmistir. Daha
sonra sigan IL-1p ve Avidin-HRP konjugatina 6zgii biyotinlenmis saptama antikoru, her
mikro plaka kuyucuguna art arda eklenmis ve inkiibe edilmistir. Serbest bilesenler
yikanmigtir. Substrat ¢ozeltisi her kuyuya eklenmistir. Yalnizca sigan IL-1p, biyotinlenmis
saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugati i¢eren oyuklar mavi renkte goriinmiistiir. Enzim-
substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilmis ve renk sararmustir.
Optik yogunluk, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢iilmistiir. Optik
yogunluk degeri, sigan IL-1f derisimi ile orantilidir. Numunelerin optik yogunlugu, standart

egriyle karsilastirilarak numunelerdeki IL-1p konsantrasyonu pg/ml olarak hesaplanmastir.

5.6. Istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler icin GraphPad Prism programi kullamlmistir. Kontrol grubu ve
kronik aralikli soguk stres grubu olarak 2 bagimsiz grup bulundugu i¢in, dagilimin parametrik
olup olmamasina gore t test veya Mann-Whitney U testinden biri secilmistir. Gruplarin
normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk Testi ile Ol¢lilmiistiir. Normal dagilima
uymayan parametreler igin farkin istatistiksel anlamliligim 6lgmede parametrik olmayan
Mann-Whitney U Testi kullanilmis, sonuglar median ve interquartile range olarak verilmistir.
Normal dagilim gésteren parametreler i¢in farkin istatistiksel anlamliligini dlgmede t testi
kullanilmigtir. Sonuglar ortalama + SEM (standard error of mean) olarak verilmistir.
Molekiiler bulgular ve davranis testleri arasinda iliskinin olup olmadig1 Pearson korelasyon
analizi ile test edilmistir. Istatistiksel anlamlilik i¢in p degerinin 0,05’ ten kiiciik olmasi kabul

edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin toplam iki ayak iizerine kalkma
davranig1 sayilar1 degerlendirildiginde kontrol grubunda toplam iki ayak tizerine kalkma sayis1
19,1 + 2,2, soguk stres grubunda ortalama iki ayak tizerine kalkma sayis1 12,6 + 1,2 olarak
bulunmustur (Sekil 6.1A). Stres grubunda iki ayak iizerine kalkma sayisi kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05). Destek almadan iki ayak ftizerine kalkma
davranig1 sayilart degerlendirildiginde kontrol grubunda median deger 1, soguk stres
grubunda median deger 0 bulunmustur (Sekil 6.1B). Stres grubunda destek almadan iki ayak
tizerine kalkma sayis1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).
Destekli iki ayak tizerine kalkma davranisi sayisi Sekil 6.1C° de goriilmektedir. Kontrol
grubunda ortalama destekli olarak iki ayak {izerine kalkma davranigi sayist 18 £+ 2,0 soguk
stres grubunda ortalama destekli olarak iki ayak iizerine kalkma davranigi sayis1 12,5 + 1,2
olarak bulunmustur. Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore destekli olarak iki ayak
lizerine kalkma sayis1 anlamli olarak azalmustir (p<0,05). Iki ayak iizerine kalkana kadar
gegen siire degerlendirildiginde kontrol grubunda ortalama stire 9,1 + 1,7 saniye, soguk stres
grubunda ortalama siire 12,1 + 1,5 saniye bulunmustur (Sekil 6.1D). Soguk stres grubu ve
kontrol grubu arasinda iki ayak iizerine kalkana kadar gegen siire acisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir. A¢ik alan testinde sicanin destekli olarak iki ayak {izerine

kalkma davranist Sekil 6.2 de gosterilmistir.
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Sekil 6.1. Acik alan testinde kontrol ve kronik aralikli soguk stres gruplarinda iki ayak
tizerine kalkma davranmiginin incelenmesi, (A) toplam iki ayak iizerine kalkma davranisi
sayilari, (B) destek almadan iki ayak iizerine kalkma sayisi, (C) destekli olarak iki ayak
tizerine kalkma sayisi, (D) iki ayak tizerine kalkana kadar gegen siire. A, C ve D i¢in grafik
degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde, B i¢in grafik degerleri median ve interquartile
range *p<0,05 seklinde verilmistir. KASS: kronik aralikli soguk stres grubu.
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Sekil 6.2. A¢ik alan testinde siganin destekli olarak iki ayak {izerine kalkma davranisi.

Acik alan test diizenegine yerlestirilen siganlarin toplam kat edilen mesafe parametreleri
karsilastirildiginda Kontrol grubunda ortalama toplam katedilen mesafe 1875 + 126,7
santimetre, soguk stres grubunda ortalama toplam katedilen mesafe 1283 + 214,5 santimetre
olarak bulunmustur (Sekil 6.3A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore toplam
katedilen mesafe istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Sicanlarin ortalama hiz
parametreleri karsilastirildiginda, kontrol grubunda ortalama hiz 6,25 + 0,42 cm/sn, soguk
stres grubunda ortalama hiz 4,27 £+ 0,71 cm/sn olarak bulunmustur (Sekil 6.3B). Soguk stres

grubunda kontrol grubuna gore ortalama hiz istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).
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Sekil 6.3. Acik alan testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) toplam
katedilen mesafe parametresinin karsilagtirllmasi, (B) ortalama hiz parametresinin

karsilastirilmasi, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Acik alan test diizenegine yerlestirilen sicanlarin merkezde gecirilen siireleri
karsilastirildiginda kontrol grubunda ortalama merkezde gegirilen siire 25,7 + 6,1 saniye,
soguk stres grubunda ortalama merkezde gegirilen siire 7,8 = 1,3 saniye olarak bulunmustur
(Sekil 6.4A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore merkezde gegirilen siire istatistiksel
olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Siganlarin periferde geg¢irilen siire karsilastuldiginda
kontrol grubunda ortalama periferde gegirilen siire 274,3 + 6,1 saniye, soguk stres grubunda
ortalama periferde gegirilen siire 292,1 + 1,3 saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.4B). Soguk
stres grubunda kontrol grubuna gore periferde gecirilen siire istatistiksel olarak anlamli
uzamigtir (p<0,05). Acik alan testinde sigcanin perifer bolgede hareketsiz kalma davranisi

Sekil 6.5 te gosterilmistir.
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Sekil 6.4. Agik alan testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin (A) merkezde
gegirilen siire, (B) periferde gecirilen stirelerinin karsilastirilmasi, grafik degerleri ortalama +

SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Sekil 6.5. Acik alan testinde sicanin perifer bolgede hareketsiz kalma davranisi.
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Acik alan test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin merkez bdlgeye girme davranisi
sayilar1 karsilagtirmasi Sekil 6.6° da goriilmektedir. Kontrol grubunda ortalama merkez
bolgeye girme davranisi sayist 5,25 + 0,95, soguk stres grubunda ortalama merkez bolgeye
girme davranisi sayisi 2,37 + 0,65 olarak bulunmustur. Soguk stres grubunda kontrol grubuna

gore merkez bolgeye girme sayisi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).

Merkez Bolgeye Girme Sayisi
D
1

1 1
Kontrol KASS

Sekil 6.6. Acik alan testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin merkez bolgeye
girme sayilarinin karsilastirilmasi, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde

verilmistir.

Acik alan test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin merkez bolgeyi ilk terketme siiresi
karsilastirildiginda kontrol grubunda ortalama merkez bolgeyi ilk terketme siiresi 7,2 + 1,1
saniye, soguk stres grubunda ortalama merkez bolgeyi ilk terketme siiresi 3,6 + 0,7 saniye
olarak bulunmustur (Sekil 6.7A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gére merkez bolgeyi
ilk terk etme siiresi istatistiksel olarak anlamli uzamistir (p<0,05). Sicanlarin merkez bolgeye
tekrar girme siiresi karsilastirildiginda kontrol grubunda ortalama merkez bolgeye tekrar
girme siiresi 45,13 + 7,27 saniye, soguk stres grubunda ortalama merkez bdlgeye tekrar girme
stiresi 140,8 £ 37,6 saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.7B). Soguk stres grubunda kontrol
grubuna goére merkez bolgeye tekrar girme siiresi istatistiksel olarak anlamli uzamistir

(p<0,05).
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Sekil 6.7. Acik alan testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) merkezi ilk
terketme stiresi, (B) merkez bolgeye tekrar girme siiresi, grafik degerleri ortalama + SEM

*p<0,05 seklinde verilmistir.

6.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Bulgular:

Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin acik kolda gegirilen
stireleri karsilagtirildiginda kontrol grubunda ortalama agik kolda gegirilen siire 53,25 + 7,89
saniye, soguk stres grubunda ortalama agik kolda gegirilen siire 20,25 + 4,05 saniye olarak
bulunmustur (Sekil 6.8A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna goére agik kolda gecirilen
slire istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Hayvanlarin kapali kolda gegirilen
stireleri karsilastirildiginda kontrol grubunda ortalama kapali kolda gegirilen siire 246,8 + 7,8
saniye, soguk stres grubunda ortalama kapali kolda gegirilen siire 279,8 + 4,0 saniye olarak
bulunmustur (Sekil 6.8B). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore kapali kolda gegirilen
slire istatistiksel olarak anlamli uzamistir (p<0,05). Yiikseltilmis art1 labirent testinde siganin

acik kolda gozlenmesi Sekil 6.9 da gosterilmistir.
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Sekil 6.8. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A)
acik kolda gegirilen siire, (B) kapali kolda gegirilen siire, grafik degerleri ortalama £+ SEM
*p<0,05 seklinde verilmistir.

Sekil 6.9. Yiikseltilmis art1 labirent testinde sicanin agik kolda gbzlenmesi.

Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin toplam acik ve kapali

kol gegcis sayilar1 karsilastirildiginda kontrol grubunda ortalama toplam agik ve kapali kol
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gecis sayist 9,12 + 1,52, soguk stres grubunda ortalama acik ve kapali kol ge¢is sayis1 4,62 +
0,67 olarak bulunmustur (Sekil 6.10A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore toplam
acik ve kapali kol gegis sayisi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Hayvanlarin
acik kola girme sayisi karsilastirildiginda kontrol grubunda agik kola girme sayisi median
degeri 1,5, soguk stres grubunda agik kola girme sayis1t median degeri 0,5 olarak bulunmustur
(Sekil 6.10B). Kontrol grubu ve soguk stres grubu arasinda acik kola girme sayisi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 6.10. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin (A)
toplam acik ve kapali kol gecis sayisi, (B) acik kola girme sayisi, A i¢in grafik degerleri
ortalama + SEM *p<0,05 seklinde, B i¢in grafik degerleri median ve interquartil range

*p<0,05 seklinde verilmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin acik kolu ilk terketme
stireleri degerlendirildiginde kontrol grubunda acik kolu ilk terketme siiresi 21,63 + 3,81
saniye, soguk stres grubunda agik kolu ilk terketme siiresi 8,87 + 2,27 olarak bulunmustur
(Sekil 6.11). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore agik kolu ilk terketme siiresi

istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).
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Acik Kolu ik Terketme Siiresi (sn)

Sekil 6.11. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin

acik kolu ilk terketme siiresi, grafik degerleri ortalama £ SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin arastirma amach
asag1 bakma davranisi sayilar1 degerlendirildiginde kontrol grubunda arastirma amagl asagi
bakma davranigi sayist 8,5 = 0,9, soguk stres grubunda arastirma amagli asagi bakma
davranigi sayisi 3,37 + 0,62 olarak bulunmustur (Sekil 6.12A). Soguk stres grubunda kontrol
grubuna gore arastirma amagh asagi bakma davranisi sayisi istatistiksel olarak anlamli
azalmigtir (p<0,001). Hayvanlarin strese bagli gergin durus sayilari degerlendirildiginde
kontrol grubunda strese bagli gergin durus sayis1 1,37 + 0,32, soguk stres grubunda strese
bagli gergin durus sayist 3,12 + 0,44 olarak bulunmustur (Sekil 6.12B). Soguk stres grubunda
kontrol grubuna gore strese bagli gergin durus sayisi istatistiksel olarak anlamli azalmigtir

(p<0,05).
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Sekil 6.12. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A)
aragtirma amagli asag1 bakma davranisi, (B) strese bagh gergin durus sayisi, grafik degerleri

ortalama + SEM *p<0,05 **p<0,001 seklinde verilmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin anksiyete indeksi
hesaplandiginda kontrol grubunda anksiyete indeksi 0,84 + 0,02, soguk stres grubunda
anksiyete indeksi 0,92 + 0,01 olarak bulunmustur (Sekil 6.13). Soguk stres grubunda kontrol

grubuna gore anksiyete indeksi istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05).
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Sekil 6.13. Yiikseltilmig art1 labirent testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin
anksiyete indeksi, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.
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6.3. Aydinhk Karanhk Kutusu Testi

Aydinlik karanlik kutusu test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin aydinlik alanda
gecirilen siiresi degerlendirildiginde kontrol grubunda aydinlik alanda gegirilen siire 76,5 +
6,9 saniye, soguk stres grubunda aydinlik alanda gegirilen siire 54,38 + 6,99 saniye olarak
bulunmustur (Sekil 6.14A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore aydinlik alanda
gegirilen siire istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Hayvanlarin karanlik alanda
gecirilen siiresi degerlendirildiginde kontrol grubunda karanlik alanda gecirilen siire 223,5 +
6,9 saniye, soguk stres grubunda karanlik alanda gegirilen siire 245,6 = 6,9 saniye olarak
bulunmustur (Sekil 6.14B). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore karanlik alanda

gegirilen siire istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05).
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Sekil 6.14. Aydinlik karanlik kutusu testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A)
aydinlik alanda gecirilen siire, (B) karanlik alanda gegirilen siire, grafik degerleri ortalama +

SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Aydinlik karanlik kutusu test diizenegine yerlestirilen hayvanlarin aydinlik karanhk
gecis sayisi degerlendirildiginde kontrol grubunda aydinlik karanlik gecis sayis1 14,0 + 2,7,
soguk stres grubunda aydinlik karanlik gegis sayist 14,50 += 1,63 olarak bulunmustur (Sekil
6.15). Soguk stres ve kontrol grubu arasinda aydinlik karanlik gecis sayist agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.
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Sekil 6.15. Aydinlik karanlik kutusu testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin

aydinlik karanlik gecis sayisi, grafik degerleri ortalama = SEM seklinde verilmistir.

6.4. Seker Secim Testi

Seker secim testi uygulanan hayvanlarin = siikrozlu su tiikketim yiizdeleri
degerlendirildiginde kontrol grubunda tim giinlerde siikrozlu su tiiketim orant %65’ in
tizerinde oldugu goriilmektedir. Soguk stres grubunda siikrozlu su tiiketim orani1 3-8. giinler

arasinda ve 18-25. giinler arasinda %65’ in altinda bulunmustur (Sekil 6.16).
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Sekil 6.16. Seker se¢im testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin giinliik takipte

stikrozlu su tiketim orani.
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6.5. Zorunlu Yiizme Testi

Zorunlu yilizme testinde hayvanlarin yiizme siiresi degerlendirildiginde kontrol
grubunda yiizme siiresi 155,1 + 19,69 saniye, soguk stres grubunda yiizme siiresi 45,5 + 7,79
saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.17A). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore yiizme
stiresi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Hayvanlarin tirmanma siiresi
degerlendirildiginde kontrol grubunda tirmanma siiresi 85,75 + 20,12 saniye, soguk stres
grubunda tirmanma siiresi 71 + 15,75 saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.17B). Soguk stres
ve kontrol gruplarinda tirmanma siiresi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Hayvanlarin hareketsiz kalma siiresi degerlendirildiginde kontrol grubunda
hareketsiz kalma siiresi 59 + 7,06 saniye, soguk stres grubunda hareketsiz kalma siiresi 167,3
+ 22,83 saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.17C). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore
hareketsiz kalma siiresi istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05). Hayvanlarin toplam
hareketlilik stiresi degerlendirildiginde kontrol grubunda toplam hareketlilik siiresi 241 + 7,06
saniye, soguk stres grubunda toplam hareketlilik siiresi 132,8 + 22,83 saniye olarak
bulunmustur (Sekil 6.17D). Soguk stres grubunda kontrol grubuna gore toplam hareketlilik

stiresi istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).
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Sekil 6.17. Zorunlu ylizme testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) yilizme
sliresi, (B) tirmanma siiresi, (C) hareketsiz kalma siiresi, (D) toplam hareketlilik siiresi, grafik

degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Zorunlu yiizme testinde hayvanlarin ilk hareketsizlige gecis siiresi degerlendirildiginde
kontrol grubunda ilk hareketsizlige gegis siiresi 57,25 + 11,09 saniye, soguk stres grubunda
ilk hareketsizlige gecis stiresi 23,25 + 7,04 saniye olarak bulunmustur (Sekil 6.18). Soguk
stres grubunda kontrol grubuna gore ilk hareketsizlige gecis siiresi istatistiksel olarak anlamli
azalmistir (p<0,05). Zorunlu yiizme testinde siganlarin tirmanma Ve suyun iizerinde hareketsiz

kalma davranisi bulgular Sekil 6.19°de gosterilmistir.
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Sekil 6.18. Zorunlu yiizme testinde kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin ilk

hareketsizlige gecis siiresi, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Sekil 6.19. Zorunlu yiizme testinde si¢anlarin (A) tirmanma davranisi, (B) suyun iizerinde

hareketsiz kalma davranis1 bulgulari.
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6.6. Hemogram Testi

Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin RDW degerlendirildiginde kontrol grubu RDW
25,84 + 0,63 fl, soguk stres grubu RDW 27,39 + 0,15 fl olarak bulunmustur (Sekil 6.20).

Soguk stres grubunda RDW kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmigtir
(p<0,05).
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Sekil 6.20. Kontrol ve soguk stres gruplarinda si¢anlarin eritrosit dagilim genisligi (RDW),
grafik degerleri ortalama = SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin nétrofil lenfosit oranlari degerlendirildiginde
kontrol grubu nétrofil lenfosit oran1 0,227 + 0,01, soguk stres grubu nétrofil lenfosit orani
0,193 + 0,02 olarak bulunmustur (Sekil 6.21). Soguk stres ve kontrol gruplarinda notrofil

lenfosit orani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.21. Kontrol ve soguk stres gruplarinda nétrofil lenfosit oranlari, grafik degerleri

ortalama + SEM seklinde verilmistir.

6.7. Molekiiler Bulgular

6.7.1. Kortizol Olciimleri

Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin serum kortizol diizeyleri degerlendirildiginde
kontrol grubu serum kortizol diizeyi 288,2 + 7,73 ng/ml, soguk stres grubu kortizol diizeyi
387,2 + 2,31 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.22). Soguk stres grubunda kortizol diizeyi,

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmigtir (p<0,05).
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Sekil 6.22. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin serum kortizol diizeyi, grafik

degerleri ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin hipokampus kortizol diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu hipokampus kortizol diizeyi 30,83 + 4,84 ng/ml, soguk
stres grubu hipokampus kortizol diizeyi 31,68 + 3,39 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.23A).
Soguk stres ve kontrol gruplarinda hipokampus kortizol diizeyi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste
(PFK) kortizol diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu kortizol diizeyi 24,40 + 2,43
ng/ml, soguk stres grubu kortizol diizeyi 34,18 + 3,20 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil
6.23B). Soguk stres grubunda prefrontal kortekste kortizol diizeyi, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05). Kontrol ve soguk stres grubu sigcanlarin
striatumda kortizol diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu kortizol diizeyi 21,05 + 2,66
ng/ml, soguk stres grubu kortizol diizeyi 26,64 + 3,10 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil
6.23C). Soguk stres ve kontrol gruplarinda striatum kortizol diizeyi ag¢isindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamustir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin talamus kortizol
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu kortizol diizeyi 19,17 + 1,85 ng/ml, soguk stres
grubu kortizol diizeyi 19,62 + 1,59 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.23D). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda talamus kortizol diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamastir.
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Sekil 6.23. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus kortizol diizeyleri, grafik degerleri ortalama + SEM
*p<0,05 seklinde verilmistir.

6.7.2. inflamasyon Molekiiler Ol¢iimleri

Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin hipokampus interlokin-1beta (IL-1B) diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu IL-1f diizeyi 298,3 + 15,93 pg/ml, soguk stres grubu IL-1
diizeyi 363,5 + 14,26 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.24A). Soguk stres grubunda
hipokampus IL-1p diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05).
Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste (PFK) IL-1B diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu IL-1f diizeyi 344,7 + 12,65 pg/ml, soguk stres grubu IL-1
diizeyi 348,7 + 19,67 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.24B). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda prefrontal korteks IL-1B diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir.  Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda IL-1f diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu IL-1f diizeyi 471,2 + 52,25 pg/ml, soguk stres grubu IL-13
diizeyi 427,6 + 31,62 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.24C). Soguk stres ve kontrol
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gruplarinda striatum IL-1B diizeyi a¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin talamus IL-1p diizeyleri degerlendirildiginde kontrol
grubu IL-1p diizeyi 421,3 + 20,71 pg/ml, soguk stres grubu IL-1f diizeyi 536,3 + 40,25 pg/ml
olarak bulunmustur (Sekil 6.24D). Soguk stres grubunda talamus IL-1B diizeyi, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmistir (p<0,05).
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Sekil 6.24. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus IL-1pB diizeyleri, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05

seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin hipokampus tiimoér nekroz faktdr (TNF-a)
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu TNF-a diizeyi 606,5 + 39,52 pg/ml, soguk stres
grubu TNF-a diizeyi 602,1 + 32,21 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.25A). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda hipokampus TNF-o diizeyi acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prerontal kortekste (PFK) TNF-a

diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu TNF-a diizeyi 613,2 + 18,27 pg/ml, soguk stres
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grubu TNF-a diizeyi 553,8 + 25,38 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.25B). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda prefrontal korteks TNF-a diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir.  Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda TNF-o diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu TNF-a diizeyi 903,5 £ 145,0 pg/ml, soguk stres grubu
TNF-a diizeyi 736,4 + 53,12 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.25C). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda striatumda TNF-a diizeyi ac¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin talamus TNF-a diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu TNF-a diizeyi 831,7 £ 39,62 pg/ml, soguk stres grubu
TNF-a diizeyi 857,9 + 32,02 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.25D). Soguk stres ve kontrol

gruplarinda talamus TNF-a diizeyi acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.25. Kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus TNF-a diizeyleri, grafik degerleri ortalama = SEM *p<0,05

seklinde verilmistir.
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6.7.3. Oksidatif Stres Molekiiler Ol¢iimleri

Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin hipokampus reaktif oksijen iiriinleri (ROS)
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu ROS diizeyi 421,9 + 24,15 ng/l, soguk stres
grubu ROS diizeyi 443,6 + 7,219 ng/l olarak bulunmustur (Sekil 6.26A). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda hipokampus ROS diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste (PFK) ROS
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu ROS diizeyi 390,8 + 23,76 ng/l, soguk stres
grubu ROS diizeyi 407,1 + 11,32 ng/l olarak bulunmustur (Sekil 6.26B). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda prefrontal korteks ROS diizeyi a¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir.  Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda ROS diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu ROS diizeyi 411,8 + 25,75 ng/l, soguk stres grubu ROS
diizeyi 414,3 + 9,485 ng/l olarak bulunmustur (Sekil 6.26C). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda striatumda ROS diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin talamus ROS diizeyleri degerlendirildiginde kontrol
grubu ROS diizeyi 445,7 + 20,44 ng/l, soguk stres grubu ROS diizeyi 431,6 + 14,70 ng/l
olarak bulunmustur (Sekil 6.26D). Soguk stres ve kontrol gruplarinda talamus ROS diizeyi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.
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Sekil 6.26. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus ROS diizeyleri, grafik degerleri ortalama £ SEM *p<0,05

seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin hipokampus malondialdehit (MDA) diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu MDA diizeyi 17,93 + 1,06 mmol/l, soguk stres grubu
MDA diizeyi 18,75 = 0,99 mmol/l olarak bulunmustur (Sekil 6.27A). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda hipokampus MDA diizeyi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin prefrontal kortekste (PFK) MDA
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu MDA diizeyi 23,60 + 1,91 mmol/l, soguk stres
grubu MDA diizeyi 29,22 + 3,93 mmol/l olarak bulunmustur (Sekil 6.27B). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda prefrontal korteks MDA diizeyi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir.  Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda MDA diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu MDA diizeyi 31,64 + 6,17 mmol/l, soguk stres grubu
MDA diizeyi 35,14 + 8,37 mmol/l olarak bulunmustur (Sekil 6.27C). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda striatumda MDA diizeyi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin talamus MDA diizeyleri degerlendirildiginde kontrol
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grubu MDA diizeyi 24,64 + 5,55 mmol/l, soguk stres grubu MDA diizeyi 22,55 + 2,71 mmol/I
olarak bulunmustur (Sekil 6.27D). Soguk stres ve kontrol gruplarinda talamus MDA diizeyi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.27. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus MDA diizeyleri, grafik degerleri ortalama + SEM *p<0,05

seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin hipokampus protein karbonil (PK) diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu PK diizeyi 1,18 + 0,44 nmol/mg protein, soguk stres grubu
PK diizeyi 1,40 + 0,33 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.28A). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda hipokampus PK diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste (PFK) PK
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu PK diizeyi 1,52 + 0,45 nmol/mg protein, soguk
stres grubu PK diizeyi 1,00 = 0,20 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.28B). Soguk
stres ve kontrol gruplarinda prefrontal korteks PK diizeyi acisindan istatistiksel olarak anlaml

fark bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin striatumda PK diizeyleri
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degerlendirildiginde kontrol grubu PK diizeyi 1,48 =+ 0,20 nmol/mg protein, soguk stres grubu
PK diizeyi 2,98 + 0,52 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.28C). Soguk stres
grubunda striatum PK diizeyi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmistir
(p<0,05). Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin talamus PK diizeyleri degerlendirildiginde
kontrol grubu PK diizeyi 2,30 = 0,47 nmol/mg protein, soguk stres grubu PK diizeyi 1,90 +
0,41 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.28D). Soguk stres ve kontrol gruplarinda

talamus PK diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.28. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus protein karbonil (PK) diizeyleri, grafik degerleri ortalama +
SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin hipokampus total antioksidan seviyeleri (TAS)
degerlendirildiginde kontrol grubu TAS 14,43 + 0,57 pumol/mg protein, soguk stres grubu
TAS 14,33 + 0,89 umol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.29A). Soguk stres ve kontrol

gruplarinda hipokampus TAS agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.
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Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste (PFK) TAS degerlendirildiginde
kontrol grubunda 20,31 + 0,69 pmol/mg protein, soguk stres grubunda 18,19 + 0,66 pmol/mg
protein olarak bulunmustur (Sekil 6.29B). Soguk stres grubunda prefrontal korteks TAS,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Kontrol ve soguk stres
grubu siganlarin striatumda TAS degerlendirildiginde kontrol grubu TAS 16,00 + 1,11
umol/mg protein, soguk stres grubu TAS diizeyi 15,29 + 0,65 pumol/mg protein olarak
bulunmustur (Sekil 6.29C). Soguk stres ve kontrol gruplarinda striatum TAS agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. Kontrol ve soguk stres grubu sig¢anlarin
talamus TAS degerlendirildiginde kontrol grubu TAS 16,70 = 0,74 umol/mg protein, soguk
stres grubu TAS 13,19 + 1,12 pmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.29D). Soguk stres

grubunda talamus TAS, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05).
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Sekil 6.29. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus total antioksidan seviyeleri (TAS), grafik degerleri
ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.
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Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin hipokampus total oksidan seviyeleri (TOS)
degerlendirildiginde kontrol grubu TOS 141,6 + 13,82 nmol/mg protein, soguk stres grubu
TOS 136,6 + 18,96 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.30A). Soguk stres ve
kontrol gruplarinda hipokampus TOS agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin prefrontal kortekste (PFK) TOS
degerlendirildiginde kontrol grubunda 99,17 + 11,63 nmol/mg protein, soguk stres grubunda
109,2 + 8,31 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil 6.30B). Soguk stres ve kontrol
gruplarinda prefrontal korteks TOS agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda TOS degerlendirildiginde kontrol grubu
TOS 162,2 + 28,34 nmol/mg protein, soguk stres grubu TOS diizeyi 178,1 + 18,46 nmol/mg
protein olarak bulunmustur (Sekil 6.30C). Soguk stres ve kontrol gruplarinda striatum TOS
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu
sicanlarin talamus TOS degerlendirildiginde kontrol grubu TOS 135,7 + 8,041 nmol/mg
protein, soguk stres grubu TOS 110,2 + 12,49 nmol/mg protein olarak bulunmustur (Sekil
6.30D). Soguk stres ve kontrol gruplarinda talamus TOS agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamastir.
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Sekil 6.30. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus total oksidan seviyeleri (TOS), grafik degerleri ortalama =+
SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin hipokampus oksidatif stres indeksi (OSI)
degerlendirildiginde kontrol grubu OSI degeri 0,97 = 0,09, soguk stres grubu OSI degeri 1,01
+ 0,18 olarak bulunmustur (Sekil 6.31A). Soguk stres ve kontrol gruplarinda hipokampus OSI
degeri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir. Kontrol ve soguk stres grubu
sicanlarin prefrontal kortekste (PFK) OSI degeri degerlendirildiginde kontrol grubunda 0,42
+ 0,05, soguk stres grubunda 0,65 + 0,07 olarak bulunmustur (Sekil 6.31B). Soguk stres
grubunda prefrontal kortekste OSI, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artmistir
(p<0,05). Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin striatumda OSI degeri degerlendirildiginde
kontrol grubu OSI degeri 1,10 + 0,27, soguk stres grubu OSI degeri diizeyi 1,19 + 0,15 olarak
bulunmustur (Sekil 6.31C). Soguk stres ve kontrol gruplarinda striatum OSI degeri agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin
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talamus OSI degeri degerlendirildiginde kontrol grubu OSI degeri 0,82 + 0,05, soguk stres
grubu OSI degeri 0,91 + 0,15 olarak bulunmustur (Sekil 6.31D). Soguk stres ve kontrol

gruplarinda talamus OSI degeri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.31. Kontrol ve soguk stres gruplarinda sicanlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus oksidatif stres indeksi (OSI), grafik degerleri ortalama +
SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.

6.7.4. BDNF Olciimii

Kontrol ve soguk stres grubu sicanlarin hipokampus beyin kaynakli natritiretik faktor
(BDNF) diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu BDNF diizeyi 188,9 + 10,58 pg/ml,
soguk stres grubu BDNF diizeyi 173,9 + 8,21 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.32A). Soguk
stres ve kontrol gruplarinda hipokampus BDNF diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamistir. Kontrol ve soguk stres grubu si¢anlarin prerontal kortekste (PFK) BDNF
diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu BDNF diizeyi 202,2 + 9,21 pg/ml, soguk stres
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grubu BDNF diizeyi 176,7 + 3,59 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.32B). Soguk stres
grubunda prefrontal korteks BDNF, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
azalmistir (p<0,05). Kontrol ve soguk stres grubu siganlarin striatumda BDNF diizeyleri
degerlendirildiginde kontrol grubu BDNF diizeyi 311,4 + 46,77 pg/ml, soguk stres grubu
BDNF diizeyi 202,9 + 13,97 pg/ml olarak bulunmustur (Sekil 6.32C). Soguk stres grubunda
striatum BDNF, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir (p<0,05). Kontrol
ve soguk stres grubu sicanlarin talamus BDNF diizeyleri degerlendirildiginde kontrol grubu
BDNF diizeyi 253,7 + 19,26 pg/ml, soguk stres grubu BDNF diizeyi 242,2 + 13,13 pg/ml
olarak bulunmustur (Sekil 6.32D). Soguk stres ve kontrol gruplarinda talamus BDNF diizeyi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.
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Sekil 6.32. Kontrol ve soguk stres gruplarinda siganlarin (A) hipokampus, (B) prefrontal
korteks, (C) striatum, (D) talamus beyin kaynakli natritiretik faktor (BDNF), grafik degerleri
ortalama + SEM *p<0,05 seklinde verilmistir.
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Farkli beyin bolgelerinde degerlendirilen kortizol, oksidatif stres, inflamasyon, BDNF

bulgulariin 6zeti Tablo 6.1° de verilmistir.

Tablo 6.1. Molekiiler testlerin beynin farkli bolgelerinde, kronik aralikli soguk stres grubu

siganlarda kontrol grubuna gore kiyaslandiginda bulunan sonuglarin 6zeti.

Hipokampus Prefrontal Striatum Talamus
korteks
BDNF - ) | .
Kortizol - 0 - -
IL-1 1 . - :
TNF - - - -
ROS - - - -
MDA - - . -
Protein karbonil | - = 1 -
TAS - ! . |
TOS - - - -
osl - 1 - .

6.8. Molekiiler Ol¢iimler ve Davrams Testleri Arasinda Korelasyon

Stres grubu sicanlarda depresyon testi

olan zorunlu yiizme testinde bakilan

parametrelerden yiizme siiresi ve prefrontal kortekste BDNF diizeyi arasindaki korelasyon

pozitif yonde (r=0,77) ve istatistiksel olarak anlaml1 (p<0,05) bulunmustur (Sekil 6.33).
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Sekil 6.33. Kronik aralikli soguk stres uygulanan si¢anlarda yiizme siiresi ve prefrontal

kortekste 6l¢iilen BDNF diizeyleri arasinda korelasyon, Pearson katsayisi= 0,77 ve p<0,05.

Stres grubu sicanlarda depresyon testi olan zorunlu yiizme testinde bakilan
parametrelerden hareketsiz kalma siiresi ve prefrontal kortekste BDNF diizeyi arasindaki
korelasyon negatif yonde (r= -0,73) ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur
(Sekil 6.34).
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Sekil 6.34. Kronik aralikli soguk stres uygulanan siganlarda hareketsiz kalma siiresi ve
prefrontal kortekste 6lglilen BDNF diizeyleri arasinda korelasyon, Pearson katsayisi= -0,73 ve
p<0,05.
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Stres grubu sicanlarda anksiyete testi olan acik alan testinde bakilan parametrelerden
merkezde gecirilen siire ve prefrontal kortekste BDNF diizeyi arasindaki korelasyon pozitif
yonde (r= 0,72) ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 6.35).
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Sekil 6.35. Kronik aralikli soguk stres uygulanan siganlarda merkezde gecirilen siire ve

prefrontal kortekste dl¢iilen BDNF diizeyleri arasinda korelasyon, Pearson katsayisi= 0,72 ve

p<0,05.

Stres grubu sicanlarda prefrontal kortekste Olgiilen BDNF ve anksiyete indeksi
arasindaki korelasyon negatif yonde (r= -0,8) ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
bulunmustur (Sekil 6.36).
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Sekil 6.36. Kronik aralikli soguk stres uygulanan siganlarda anksiyete indeksi ve prefrontal

kortekste dl¢iilen BDNF diizeyleri arasinda korelasyon, Pearson katsayisi= -0,8 ve p<0,05.

Stres grubu sicanlarda hipokampusta 6l¢iilen kortizol ve hipokampusta 6l¢iillen BDNF
diizeyleri arasindaki korelasyon negatif yonde (r= -0,75) ve istatistiksel olarak anlaml

(p<0,05) bulunmustur (Sekil 6.37).
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Sekil 6.37. Kronik aralikli soguk stres uygulanan si¢anlarda hipokampusta dl¢iilen kortizol ve

BDNF diizeyleri arasinda korelasyon, Pearson katsayisi= -0,75 ve p<0,05.
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7. TARTISMA

Stres, igsel veya dissal stresorler tarafindan tetiklenen, tehdit altinda homeostaz
durumudur ve optimal viicut dengesini siirdiirmeyi amaglayan karmasik fizyolojik ve
davranigsal tepkilere neden olur. Stres tepkisi, birbirine bagli noéroendokrin, hiicresel ve
molekiiler altyapiya, yani stres sistemine baglidir. Stres sisteminin anahtar bilesenleri arasinda
hipotalamik hipofiz-adrenal (HPA) aks1 bulunmaktadir. Kronik stres ile baglantili olarak stres
sisteminin diizensizligi, viicut homeostazini1 6nemli 6lgiide bozarak, birgok Klinik bulguya yol
acabilir. HPA aksinin diizenlenmesindeki bozukluklarin, anksiyete ve depresyon
patofizyolojisinde ortak olabilecegi ortaya konulmustur (109). Bu calisma, kronik stresin

depresyon benzeri ve anksiyete benzeri davraniglar tetikledigi hipotezini dogrulamustir.

Deneysel olarak stresin etkilerini c¢aligmak ig¢in pek ¢ok farkli stres modelleri
kullanilmigtir. Stresin etkileri; stres ¢esidi, dozu, maruziyet siiresine bagli olarak degisebilir.
Disiik ¢evresel sicakligin, hem hayvanlarda hem insanlarda giinliik hayatta karsilasilabilecek
ortak bir stres faktorii olmasi ve hipotermi ile seyreden hastaliklarin ve hipoterminin
etkilerinin klinik 6nemli bir durum olmasi nedeniyle, bu c¢aligmada soguk stres deney
modelinin olusturulmasi tercih edilmistir. Strese maruz birakilan hayvanlarin davranisi, Kritik
olarak stres etkeni tiirtine bagli olmasina ragmen stres etkeni olarak soguk, ¢alismalarda
nispeten daha az kullanilmistir (30). Caligmamizda kronik aralikli soguk stres modelinin

sicanlarda anksiyete ve depresyon benzeri davraniglara yol agtig1 gosterilmistir.

Dikkat ¢ekici bir sekilde; dogum oOncesi yasam, bebeklik, cocukluk ve ergenlik, stres
sisteminin oldukg¢a esnek olmasi ve stres faktorlerine karsi artan savunmasizlik ile karakterize
edilen kritik donemlerdir (110). Stresin beyin ve davranislar {izerindeki etkisinin
aciklanabilmesi i¢in Shonkoff tarafindan 6nerilen hassas donem hipotezine gore strese, beyin
gelisiminin devam ettigi bir donemde maruz birakildiginda, fizyolojik ayar noktalarini
degistirir (110). Genel varsayim, strese maruziyet erken donemde olursa, beynin gelisiminin
devam etmesi ve c¢evresel etkilere duyarliligi nedeniyle bu degisikliklerin daha biiyiik ve
direngli hale geldigi seklindedir (111). Stres, ne zaman maruz kalindigina bagl olarak

organizmay1 farkli sekillerde etkileyecektir (112). Adolesan donemde, amigdala geng
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yetigskinlige kadar gelismeye devam eder ve bu doénemin sonunda frontal lob gelisimi
tamamlanir (16). Bu nedenle ¢alismamizda, adolesan donemde stres maruziyetinin etkilerini
calismak tercih edilmistir. Hassas donem hipotezi ile uyumlu olarak adolesan siganlarda

kronik stresin davranislar lizerine olumsuz etkileri gosterilmistir.

Hayvanlarda stres degerlendirmesi; davramigsal diizeyde yapilabilmektedir (3).
Calismamizda davranig testlerinden anksiyete davranigini degerlendiren agik alan testi,
yiikseltilmis art1 labirent, aydinlik karanlik kutusu; depresyon benzeri davranislari
degerlendiren seker se¢im testi, zorunlu yiizme testi; obsesif kompulsif davranislari
degerlendiren misket gdbmme testi uygulanmistir. Deney protokolii sonunda kronik strese
maruz birakilan hayvanlarda depresyon ve anksiyete benzeri davraniglarin gézlendigi acik bir

sekilde gosterilmistir.

7.1. Acik Alan Testi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Kemirgenlerin kesfetmek i¢in arka ayaklari tizerinde durduklar iki ayak iizerine kalkma
davranis1, hayvanin anksiyete durumu hakkinda degerli bilgiler vermektedir. iki ayak {izerine
kalkmanin iki tlri tanimlanmistir, destekli (hayvanin test diizeneginin duvarlarina dogru
yiikseldigi) ve destek almadan (hayvanin duvarlara temas etmeden kalktig1). Destek almadan
iki ayak iizerine kalkma, anksiyete durumunun hassas bir gostergesidir (113). Onceki
caligmalar hipokampus ile iki ayak iizerine kalkma davranis1 arasinda giiclii bir iliski
oldugunu gostermistir (114). Hipokampal morfoloji ve iki ayak tizerine kalkma davranisi ile
ilgili daha spesifik c¢aligsmalarda, hipokampal yosunsu liflerin dogrudan iki ayak {izerine
kalkma davranisiyla baglantili oldugunu ve yiiksek frekanshi iki ayak {izerine kalkma
davranig1 yapan farelerin hipokampal yosunsu lif terminal alan boyutunda artis oldugunu
gostermistir (115). Hipokampus, stres tepkisinin temel hedefidir ve hipokampusa bagl
davraniglar stresten giiglii bir sekilde etkilenmektedir. Calismamizda agik alan testi
sonuglarina gore stres grubundaki adolesan si¢anlarda destekli, destek almadan ve toplam iki
ayak iizerine kalkma sayisi azalmistir. Literatiirde, soguk suda yilizdiirme stresi uygulanan
eriskin sicanlarda stres grubunda acik alan testinde iki ayak iizerine kalkma davranisi
sayisinda azalma gosterilmistir (116). Kronik 6ngoriilemeyen stres modeli uygulanan eriskin
SD sicanlarda agik alan testinde iki ayak iizerine kalkma davranisi sayisinin azaldigi
gosterilmistir (85). Daha oOnce, destekli ve destek almadan iki ayak tizerine kalkma

davraniglarinin farkli bilesenleri olabilecegi, farkli deney kosullar1 altinda degiskenlik
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gosterebilecegi ve AAT kullanarak yapilacak ¢aligsmalarda bu iki davranis arasindaki ayrimin
sistematik olarak kaydedilmesi Onerilmistir (113). Bu davraniglarin ayr1 ayri kaydedilmis

olmasi agisindan literatiire nemli bir katki saglayacaktir.

Sicanlar, genellikle kiiglik alanlarda yasayan, sosyal hayvanlar oldugundan, sosyal
grubundan ayrilmasi1 ve genis bir alana yerlestirilmesi anksiyete davranisini tetikler. Bu
durumlarda, dogal olarak duvarlara yakin durma ve agik alanlardan kaginma egilimi gosterir,
bu da tigmotaksi adi verilen bir davramistir (117). Buna dayanarak, AAT'nin merkez
bolgesinde harcanan siirenin artmasinin anksiyetenin azligi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir
(117). Kronik aralikli soguk stres grubundaki sicanlar AAT merkez bolgesinde daha az ve
perifer bolgesinde daha fazla zaman harcamistir. AAT verileri kronik stres maruziyetinin
merkezde daha az vakit gegirilmesine yol a¢tigini bildiren onceki ¢alismalarla uyumludur.
Eriskin siganlarda kronik immobilizasyon stresine maruz birakildiginda acik alan testinde,
stres gruplart i¢cin merkezi alanda gegirilen zaman yiizdesi kontrol grubuna gore daha diisiik
bulunmustur (118). Genel olarak, agik alan testinde merkezi alanda gegirilen siirenin

azalmasi, yliksek anksiyetenin gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Lokomotor aktivite azalmasi depresyonda siklikla goriilmektedir. Calismamizda kronik
aralikli soguk stres modeli uygulanan adolesan sicanlarin agik alan testinde toplam katedilen
mesafesi daha az bulunmustur. Bu bulgu, uygulanan stres modelinin, depresyonun klinigiyle
iliskilendirilmesi agisindan 6nemlidir. Daha 6nce yapilan stres modeli ¢alismalarinda stres
maruziyeti ile toplam katedilen mesafenin azaldig1 gosterildiginden sonuglar literatiirle
uyumludur. Immobilizasyon ve soguk stresin beraber uygulandigi bir ¢aligmada tek bir stres
uygulamasi erigkin siganlarin agik alan testinde hareketliligini azaltmistir (119). Soguk suda
ylizdiirme stresi uygulanan eriskin sicanlarda stres grubunda acgik alan testinde toplam
katedilen mesafe azalmistir, ayrica, daha disiik sicaklikta kronik zorunlu yiizmenin,
depresyonun siddetini artirabilecegi gosterilmistir (116). Calismamizda adolesan donemdeki
siganlarda kronik aralikli soguk stres maruziyeti ile adolesan siganlarda lokomotor

aktivitedeki azalma ilk kez raporlanmistir.

7.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Bulgularinin Degerlendirilmesi

Calismamizda degerlendiren yiikseltilmis art1 labirent testinin verilerine gore kronik

aralikli soguk stres grubundaki adolesan siganlarda agik kolda gecirilen siire azalmis, kapali
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kolda gecirilen siire artmistir. Agik kol ve kapali kollarda gecirilen siire anksiyete Olglisii
olarak kabul edilmektedir. Periadolesan donemde sporadik stres eriskin sicanlarda YAL
testinde anksiyete iliskili davraniglara yol agmustir (54). Kronik sosyal stres uygulanan
adolesan farelerle yapilan bir ¢alismada stres grubundaki adolesan fareler, yiikseltilmis arti
labirentte yiiksek diizeyde anksiyete gostermistir, dentat girus subgranular bolgesinde boliinen
hiicre sayisinda azalmaya yol agmistir. Ag¢ik kolda gegirilen siire ve arastirma amacli asagi
bakma davranist azalma gosterilmistir (55). Bu ¢alismalarda soguk stres modeli

kullanilmamustir.

Soguk stres modelinde yapilmis ¢alismalara bakildiginda farelerde soguk stresin YAL
testinde anksiyete iligkili davranislara yol agtigi, diazepam ve alprazolam ile bu cevabin
inhibe edildigi gozlenmistir (52). Soguk stres farelerde anksiyete benzeri davranislara yol

agmis ve CRH enjeksiyonu anksiyojenik etki gostermistir (53).

Acik kollarda gegirilen zaman ve agik kola girislerinin yiizdesinden hesaplanan aksiyete
indeksi, YAL davranigsal dlgiimlerini biitiinlestirmektedir. Indeksteki artis anksiyete benzeri
davranigin arttigini ifade etmektedir. Anksiyete indeksi, YAL' deki kesif davranisinin her bir
parametresi icin verileri ve bugiine kadar kullanilan kabul edilen oranlar1 birlesik bir
parametre halinde bir araya getirmektedir, boylece yalnizca mutlak 6lgtimleri degil, ayni
zamanda genel egilimi gostermektedir (120). Calismamizda kronik aralikli Ssoguk strese maruz
birakilan adolesan sicanlarda anksiyete indeksi, kontrol grubuna gdre anlamli olarak artmustir.
Saldirgan hayvan kokusu stresine maruz birakilan eriskin erkek farelerde anksiyete

indeksinde artig gosterilmistir (120).

Stres maruziyetinin = siiresi  6nemlidir. Calismamizda kronik stresin etkileri
degerlendirilmistir. Akut stres, depresif donemleri tetikleyebilse de, depresif bozukluk
semptomlarinin ortaya ¢ikmasinin genellikle kronik stresli yasam olaylariyla iligkili olduguna
dair ¢ok sayida klinik gézlem vardir (81). Erigkin erkek farelerin saldirgan hayvan stresine
maruz birakildig1 ¢alismada bir seferlik akut saldirgan hayvana maruziyet, kontrol grubuna
kiyasla anksiyete diizeyini etkilememis; kronik saldirgan hayvan stresine maruz kaldiktan
sonra stres grubu, kontrole gore daha yiiksek diizeyde anksiyete gostermistir, agik kollarda
daha az zaman harcamis ve arastirma amagli asagr bakma davranigt sikligr azalmistir (121).
Calismamizda bu bulgularla uyumlu olarak kronik aralikli soguk stres maruziyeti ile arastirma

amagch asag1 bakma davranisi sayis1 azalmis ve strese bagli gergin durus sayis1 artmistir.
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7.3. Aydinhk Karanhk Kutusu Bulgularinin Degerlendirilmesi

Aydinlik karanlik kutusu, yeni ortamlarin kesfi ile aydinlatilmig, agik alanlardan
kaginma arasindaki catismaya dayanir. Erigkin ve adolesan siganlarda anksiyete benzeri
davranisi degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (122). Yiiksek anksiyete
diizeyine sahip hayvanlar, aydinlatilmis bolmeden ka¢inma ve kutunun karanlik bélmesinde
daha fazla zaman gecirme egilimindedir. Calismamizda kronik aralikli soguk strese maruz
birakilan adolesan si¢anlar, kontrol grubuna gore aydinlik alanda daha az vakit gecirmistir.
Literattirdeki bulgularla uyumludur; soguk ve kisitlama stresi uygulanan eriskin SD siganlarda
aydinlik alanda gegirilen siire azalmistir (123). Akut kisitlama stresi farelerde aydinlik alanda
gegirilen siirenin azalmasina neden olmustur (124). Bu ¢alisma adolesan donem siganlarda
kronik soguk stres maruziyetinin aydinlik karanlik kutusu testinde davranislar etkiledigini

gosteren ilk caligmadir.

7.4. Seker Secim Testi Bulgularimin Degerlendirilmesi

Insanlarda depresyonun baslica belirtilerinden biri, giinliik aktivitelere olan ilgide veya
zevkte azalma anlamina gelen anhedonidir. Kronik stres; cinsel, saldirgan ve arastirmaci
davraniglarda azalma ve lokomotor aktivitede azalma gibi diger bircok depresyon
semptomuna neden olur. Birgok aragtirmaci, depresyonun nodrobiyolojisini incelemek igin
kronik stres hayvan modeli kullanmaktadir (125). Anhedoni, iki siseli bir se¢im
paradigmasina dayanan seker se¢im testi (SST) ile olgiiliir. Deneysel olarak kontrol grubuna
gore siikroz tercih oranindaki azalma, anhedoninin gostergesidir. Calismamizda kronik
aralikli soguk stres uygulanan adolesan siganlarda 3-8. giinlerde ve 18-25. giinlerde seker
secimi %65’ in altinda bulunmustur. 18-25. giinlerde seker se¢im yiizdesi %10’ un altindadir
ve daha agir bir depresyon benzeri davranis gozlenmistir. Kontrol grubunda ise deney
sliresince %65’ in altinda bulunmamistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda; kronik
ongoriilemeyen stres modeli uygulanan eriskin SD sicanlarda siikroz tiiketimi azalmais,
anhedoni gosterilmistir. Depresyon benzeri davranislar 4. haftadan sonra olusmus, sonrasinda
depresyon stabillesmis ve siddeti artmistir (100). Literatiirde, depresyon benzeri davranislarin
stres modeli uygulandiktan sonra 3-4. haftadan itibaren olustugu gosterilen calismalar
mevcuttur (126, 127). Erigskin Sprague Dawley (SD) sicanlar kronik ongdriilemeyen hafif
strese maruz birakildiginda, sirkadyen ritimde bozulma ve seker secim testinde siikroz

tiketiminde azalma gozlenmistir (85). Calismamizda giinliik hesaplanan seker tiiketiminin
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deneyin ilk giinlerinde azalmis, sonrasinda artip yeniden daha daramatik bir sekilde azalmis
olmasi; baslangigta gelisen anksiyete, sonrasinda stres maruziyetine adaptasyon ve sonunda
depresyonun gelismesi ve kalicilagsmasiyla agiklanabilir. Bu durum civcivlerde uygulanan
anksiyete-depresyon modeline benzetilebilir. Sosyal izolasyona maruz birakilan civcivler
tepki olarak o6nce vokalizasyon artisi, ardindan sessiz donem ve sonrasinda Yyeniden
vokalizasyon artisi1 gostermektedir. Anksiyolitik ilaglar ilk vokalizasyon siiresini azaltir, ikinci
vokalizayon donemi depresyonun gelismesiyle agiklanmaktadir. Farkli kosullarin civciv
anksiyete-depresyon modelindeki etkileri, kemirgen modellerinde ve insan klinik deneylerine
uyarlanabilmektedir (128). Calismamizda giinliik hesaplanan seker tiiketiminin deneyin ilk
giinlerinde azalmis, sonrasinda artip yeniden daha daramatik bir sekilde azalmis olmasi; ayni
zamanda kronik stres maruziyetinde 6lgiilen kortizol diizeylerinin giinliik seyri ile benzerlik
gostermektedir. Yapilan bir calismada kortizol konsantrasyonlarinin, kronik kisitlama
stresinin ilk giinlerinde en yiiksek seviyeye c¢iktigi, 8. giinde kortizol derisimlerinin azaldig1
ve 23. giinde yeniden arttigi bildirilmistir (129) Kronik stres maruziyetinde Kkortizol
diizeylerinde daha oOnce bildirilmis bu dalgalanma, g¢alismamizdaki seker sec¢im testi

sonuclarini da etkilemis olabilir.

7.5. Zorunlu Yiizme Testi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Adolesan donemde HPA aksinin ve diger beyin bolgelerinin hizli gelisiminin, bu hassas
gelisim donemiyle iliskili davramis degisikliklerinde norobiyolojik bir rol oynadig
bildirilmistir. Kronik adolesan stresinin anksiyete benzeri davranig ve biligsel davranislar
tizerindeki etkileri daha once bildirildigi gibi, yaptigimiz ¢aligma sicanlarda kronik adolesan
stresini takiben depresyon benzeri davraniglarda artis oldugunu gostermektedir (130). Kronik
aralikli soguk strese maruz birakilan adolesan erkek siganlarda zorunlu yilizme testinde

hareketsizlik siiresi uzamaistir.

Farkli stres modellerine maruz birakilan sicanlarin zorunlu yiizme testinde davranislari
incelendiginde; sosyal stres maruziyeti erigskin si¢anlarda hareketsizlik siiresini artirmistir
(131, 132), baska bir ¢alismada hareketsizlik siiresinin etkilememistir (133), ayn1 zamanda
farelerde yapilan bir ¢alismada ZYT davranisini etkilememistir (134). Bu bulgulardaki
farkliliklar, bu tiir stres faktoriine verilen cevabin bireyler arasi farklilik gostermesi ile
aciklanabilir. Kronik hafif stresin etkisi yasa baghdir; adolesan donemde kronik karma

modalite stresorlere maruz kalma, disi Wistar si¢anlarinda ilk hareketsizlige ge¢is siiresi ve
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toplam hareketlilik siiresini azaltmistir (135); eriskin siganlarda ise kronik hafif stres
maruziyeti, hareketsizlik siiresini azaltmistir (136). Kronik kisitlama stresi, ZYT’ de
depresyon benzeri davraniglar olusturmustur (137, 138) veya hareketsizlik siiresi iizerine
etkisi olmamustir (139). Akut kisitlama stresi siitten kesilen siganlarda hareketsizlik siiresinin
uzamasina neden olmustur (140) eriskin sicanlarda da aymi sonug¢ gozlenmistir (139).
Depresyonun 6grenilmis caresizlik modelinde kullanilan, Kronik ayak tabanindan elektrik

soku stresi maruziyeti, farelerde ZYT’ de hareketsizlik siiresini anlamli sekilde artirmistir
(141).

Daha once erigskin SD sicanlarda soguk stresin, zorunlu ylizme testinde depresyon
benzeri davraniglara yol agtigi gosterilmistir (69). Eriskin erkek fareler soguk strese maruz
birakildiginda zorunlu yiizme testinde depresyon benzeri davraniglari artmistir (92).
Peripubertal donem sicanlarda soguk stres maruziyeti ve depresyon benzeri davranislara
etkisini inceleyen caligma bulunmamakta, bizim calismamizda peripubertal donemde soguk

stres maruziyetinin depresyon benzeri davranislara yol agtig1 gosterilmistir.

Zorunlu ylizme testinde sicanlarin hareketsiz kalma stireleri ¢alismalarda degiskenlik
gostermektedir. Daha once yapilan ¢alismalarda kontrol grubunda hareketsiz kalma siiresini
0-100 saniye araliginda bulan g¢aligmalar mevcuttur (138, 142, 143). Calismamizda kontrol
grubu adolesan erkek sicanlarda toplam hareketsiz kalma siiresi ortalama 59 saniye olarak

bulunmustur.

Zorunlu ylizme testinde antidepresan ilaglarin serotonerjik ve noradrenerjik siniflari
arasindaki ayrimi kolaylagtirmak igin aktif davraniglar, yiizme ve tirmanma olarak
smiflandirilmistir. Norepinefrin hedefleyen antidepresanlarla tedavi secici olarak ZYT' de
tirmanma davranigini artirirken, serotonin ndrotransmisyonunu etkileyen ilaglar ylizme
davramigini artirmaktadir (144). 11k hareketsizlige gegis siiresinin hesaplanmasi, hem farelerde
hem de siganlarda ZYT' nin duyarliigimi artirmaktadir (145). Calismamizda kronik aralikli
soguk stres prosediirii uygulanan siganlarda kontrol grubuna kiyasla ylizme davranisi siiresi
azalmis, tirmanma davramsi siiresinde gruplar arasinda anlamli fark bulunamamustir. Ilk
hareketsizlige gecis siiresi stres grubunda anlamli olarak azalmistir. Eriskin erkek Wistar
sicanlarda yapilan bir ¢aligmada bulgularimizla uyumlu olarak ZYT' den Onceki giin akut
kisitlama stresinin uygulanmasi, hareketsizlik siiresini artirarak ve ylizme davranisini

azaltarak davranigsal performansi degistirmis, stres prosediirii tirmanma davranigini
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etkilememistir (146). Stres grubunda yiizme davranigi siiresinin anlamli olarak azalmis
olmasi, ylizme davranisinin beyinde iligkili oldugu serotonin sisteminin etkilenmis olmasiyla

iligkilendirilebilir.

Calismamizda kronik aralikli soguk stres maruziyetinin hem anksiyete hem depresyon
benzeri davranislara yol a¢tig1 gosterilmistir. Bununla uyumlu olarak, son yillarda yayinlanan
calismalar anksiyodepresif komorbidite lizerinde durmaktadir. Depresyon ve anksiyete gibi
duygudurum bozukluklar1 siklikla birlikte goriilmektedir. Komorbidite durumu, hastalik
siddetinde artis, kroniklik ve giinliik yasamdaki bozukluklarla iliskilidir (78).

Calismamizda kronik aralikli soguk stres maruziyeti ile adolesan erkek sicanlarda,
depresyon ve anksiyete benzeri davranislarin arttigi gosterilmistir. Benzer sekilde
adolesanlarin, strese karsi daha fazla anksiyojenik tepkiler sergilediklerini bildiren
calismalarla sonuclarimiz uyumludur (122). Ilging bir sekilde, McCormick ve arkadaslari,
adolesan doéneminin ortalarinda disi siganlarda sosyal izolasyon stresinin, yiikseltilmis arti
labirent testinde anksiyete iligkili davranista azalma ile sonuglandigini gostermistir (147).
Farkli stres modalitelerinin anksiyete iliskili davranis tizerindeki etkileri olduk¢a karmasik
goriinmektedir ve diger parametrelerin yani sira cinsiyet, tiir ve kullanilan testlere baglidir. EK
olarak, stres prosediiriiniin siiresi ve uygulandigi zaman, gozlemlenen etkiler igin biiyiikk 6Gnem
tasimaktadir. Mevcut modelde, stres prosediirii yirmi bes giin gibi nispeten uzun bir siire

stirmekte ve peripubertal donemi kapsamaktadir.

Daha once yapilan bir ¢caligmanin sonuglari, pubertal donemde hafif stresorlere maruz
kalmanin, ge¢ ergenlik doneminde genis bir davranis degisikligi yelpazesine yol actigini ve bu
gecis doneminde dogal olarak meydana gelen bagimsizlik olusturma davraniglarini
siddetlendirebilecegini gostermistir (merakta artis, duyu arama ve risk alma davraniglari)
(148). Adolesan stresinin davranis tizerindeki etkilerindeki bu ayrigsmanin degiskenlerini izole
etmek i¢in ek ¢aligsmalar gereklidir (135), ancak mevcut verilerimiz, kronik adolesan stresin

erkek siganlarda depresyon ve anksiyete benzeri davranisi artirdigin1 gostermektedir.

7.6. Hemogram Testi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Eritrosit dagilim genisligi (RDW), eritrosit hacminin heterojenlik derecesini (anizositoz)

yansitan bir parametredir ve geleneksel olarak anemilerin ayirict tanisinda kullanilir. Bununla
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birlikte, son kanitlar anizositozun kardiyovaskiiler hastalik, venéz tromboembolizm, kanser,
diyabet, toplum kokenli pndmoni, kronik obstriiktif akciger hastaligi, karaciger ve bobrek
yetmezligi gibi hastaliklarda ve diger akut veya kronik durumlarda goriilebildigini
dogrulamaktadir. Artan RDW, telomer uzunlugunun kisalmasi, oksidatif stres, inflamasyon,
zaylf beslenme durumu, dislipidemi gibi altta yatan cesitli metabolik anormalliklere
atfedilebilecek, hem eritropoez bozuklugunu hem de anormal eritrosit sagkalimini igeren
eritrosit homeostazisinde bozukluklar1 yansitmaktadir (149). Son zamanlarda bilimsel kanitlar
pek c¢ok farkli durumun eritrosit hacminde artmis heterojenite ile iligkili oldugunu
gostermektedir (6rnegin, yaslanma, inflamasyon, oksidatif stres, beslenme yetersizligi) (150).
Depresyonun, pro-inflamatuar sitokin seviyelerinde artis ve C-reaktif protein (CRP) ve
interlokin-6 gibi akut faz proteinleri ile iliskili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (151,
152). Bazi arastirmacilara gore depresyon inflamatuar bir hastaliktir (153). Anksiyete ve
inflamasyon arasinda pozitif bir iliski olduguna dair bazi ¢alismalar vardir (154, 155). RDW
ile inflamatuar belirtegler, CRP ve eritrosit sedimantasyon hizi arasindaki giiclii korelasyon,
onceki ¢alismalarda gozlemlenmistir (156). RDW artisinin, olumsuz sonuglarla iligkili altta
yatan bir inflamatuar durumdan kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir (157). Arastirmacilar,
RDW ve notrofil / lenfosit orani seviyeleri gibi bazi hematolojik inflamatuar belirteglerin,
major depresif bozuklugu (MDB) olan hastalarda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek oldugunu bulmuslardir (158). Calismamizda kronik strese maruz kalan si¢anlarin
RDW sonuglari, kontrol grubuna gére daha yiiksek bulunmustur. Depresyon ve anksiyete
benzeri davranislar ile RDW arasindaki pozitif iliskiye iliskin sonuglarimizla uyumlu olarak,
klinik ¢aligmalarda da MDB olan hastalarda kontrol grubuna gore anlamli derecede daha
yilksek RDW seviyeleri bildirilmistir. Bununla birlikte, MDB hastalar1 ve kontrol grubu
RDW seviyeleri arasindaki bu fark, secici serotonin geri alim inhibitori tedavisinden sonra
diizelmistir (158). Benzer sekilde Peng ve ark., 167 MDB hastasi ve 180 saglikli kontrol
tizerinde bir ¢alisma yapmis ve RDW 'nin hemoglobinden bagimsiz olarak MDB ile iliskili
oldugunu gézlemlemistir (159).

Notrofil lenfosit orani; notrofil  sayisimin, lenfosit sayisina  bdliinmesiyle
tanimlanmaktadir ve sistemik inflamasyonun bir gostergesi olarak kullanilabilen inflamatuar
bir biyobelirteg olabilecegi ortaya atilmistir (160). Kronik strese maruz birakilan deney
hayvanlarinda nétrofil lenfosit oraninin arttigi bulgusuna dayanarak, bu degerlendirmenin
davranigsal ve fizyolojik degerlendirmelere ek olarak, stres Ol¢limii i¢in giivenilir bir arag
olabilecegi diisliniilmektedir (161). Yapilan bir ¢aligmada kisitlama stresine maruz birakilan

eriskin siganlarda serum glukokortikoid derisimleri artmis olmasina ragmen nétrofil-lenfosit
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oranlari, kontrol grubu siganlardan farkli ¢gikmamistir. Kronik 6ngoriilemeyen strese maruz
kalan siganlarda ise nétrofil-lenfosit orani, kontrol grubundaki siganlara kiyasla 6nemli 6lglide
artmistir (162). Maruz birakilan stres tiirtine bagli olarak, kronik Ongoriilemeyen stres
maruziyetinde bu oranin arttigi bildirilmis olmasina ragmen kronik aralikli soguk streste fark

¢ikmamus olabilir.

Calismamizda adolesan siganlarda 6lgiilen hematolojik parametrelerin sonuclari, erigskin
sicanlardaki normal degerlere gore daha diisiiktiir. Sicanlarda yasamin ilk ayinda
hemoglobinde artis olmakta, ardindan 2 ayliktan itibaren stabilizasyon gozlenmektedir.
Lokosit sayist 1 aylik yasamda en diisiik degerlere sahiptir ve 2 ile 24 ay arasinda ortalama
olarak c¢ok az dalgalanmaktadir. Hematokrit degerleri, 12 aya kadar kademeli artiglar
gostermekte, ardindan nispeten stabil degerlere gelmektedir (163). Calismamizda siganlardan
kan ornekleri kalpten alinmistir. Mevcut sonuglar, kuyruktan alinan kan 6rneklerinde, inferior
vena kavadan alinan Orneklerle karsilastirildiginda 16kosit sayisinin daha yiiksek oldugunu
gostermistir (164). Gozlemlenen farkliliklarin, kan orneklerinin toplandigi gesitli yerlerde
(kuyruk, goz ve kalp) konak¢i bagisiklik cevabina atfedilebilecegini ortaya koymaktadir
(165).

7.7. BDNF Bulgularinin Degerlendirilmesi

Norotrofin ailesinin bir iiyesi olan beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), noronal
popiilasyonun hayatta kalmasini ve diizgiin ¢alismasini saglayan faktorler arasindadir (166).
Stres maruziyeti ile beyinde BDNF ifadesinin azaldig1 ve buna bagl olarak ndrotrofik destek

eksikliginin depresyona neden oldugu ortaya atilmistir (167).

Calismamizda kronik aralikli soguk strese maruz birakilan adolesan sicanlarda
prefrontal korteks ve striatum beyin bdlgelerinde BDNF diizeyr anlamli olarak azalmis

bulunmustur.

Stres maruziyeti ve BDNF diizeyleri ile ilgili literatiirde celigkili sonuglar
bulunmaktadir. Adolesan SD siganlara 7 giin sosyal stres maruziyeti sonrasi hipokampus
BDNF diizeyleri, eriskin donemde ol¢iildiigiinde stres grubunda daha fazla bulunmustur
(168).
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Erken gelisimsel donemde anneden ayrilma stresine kronik olarak, postnatal 1-21 giin
boyunca giinde 3 saat maruz birakilan ratlarda prefrontal kortekste BDNF azalmig
bulunmustur (169). Bu ¢alismada BDNF diizeyleri, acik alan testinde agik alanin merkezinde
harcanan zamanla pozitif olarak iligkili bulunmus ve arastirmacilar, PFK' deki BDNF
seviyelerinin geng erkek sicanlarda anksiyete benzeri davranislarin programlanmasinda rol
oynayabilecegi olasiligini ortaya atmiglardir. Anksiyete ve PFK BDNF diizeylerinde benzer
degisikliklerin olup olmadigini netlestirmek i¢in ek calismalara ihtiya¢ oldugunu
onermislerdir (169). Calismamizda PFK BDNF ve merkezde gegirilen siire bulgular1 pozitif

korelasyon gostermis ve literatiirdeki bulgular1 destekler niteliktedir.

Sosyal strese maruz birakilan sican c¢aligmalarmin degerlendirildigi bir sistematik
derlemede tiim yas gruplarinda (siitten kesme sonrasi, adolesan, yetiskin donemler)
tanimlanan c¢aligmalarin ¢ogu, hipokampusta BDNF ifadesinin azaldigini bildirmistir (170).
Diger beyin bolgelerinde BDNF ifadesi hakkinda ¢cok daha az yaymlanmis veri vardir. BDNF
ifadesinin iglevi olarak davranis degisikliklerini degerlendiren veriler de azdir, ancak BDNF'

nin asag1 diizenlemesi, artan anksiyete benzeri semptomlarla iliskili goriilmektedir (170).

Adolesan sicanlara 6 hafta sosyal stres uygulandiginda hipokampusta BDNF degisiklik
gdstermemis olmasina ragmen 10 haftalik sosyal izolasyon hipokampusta BDNF diizeylerini
azaltmistir (171). Calismamizda 25 giin uygulanan stres modelinde hipokampusta anlamli
BDNF azalmasini gézlemleyememis olmamizin sebebi strese maruziyetin siiresiyle ilgili
olabilir. Arastirmacilar, bu ¢alismada BDNF diizeyinde gozlemlenen azalmanin zaman
slirecini, BDNF' nin stresle diizenlenen diger faktorlerdeki ilk degisiklikleri izleyen ikincil bir
mekanizma oldugu seklinde yorumlamistir. Ozellikle BDNF' de gdzlenen azalmanin ve
hipokampal norogenezdeki bozulmanin baglangigcta glukokortikoid seviyelerindeki artig
nedeniyle oldugunu oOnermistir. Yiiksek konsantrasyonda kortizolun hipokampusta BDNF
salgilanmasin1 engelledigi onceki caligmada gosterilmistir (172). BDNF azalmasina stres
kaynakli GK artiginin aracilik ediyor olabilecegi ortaya atilmistir (71). Yaptigimiz korelasyon
analizinde bu bulguyu destekleyen, stres gruplarinda hipokampusta kortizol diizeyi ile BDNF

diizeyi arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

Adolesan Wistar siganlarla yapilan bir calismada 9 haftalik sosyal izolasyon stresi,

hipokampusta BDNF azalmasina yol agmistir (173).
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Literatiirde adolesan donemde sofuk stres maruziyeti ve BDNF iizerine etkilerini
degerlendiren ¢alisma bulunmamaktadir. Eriskin donemde soguk stresin BDNF {izerine
etkileri ile ilgili yapilmis g¢aligmalara baktigimizda eriskin SD siganlar, 5 giin boyunca
tekrarlayan soguk strese maruz birakilmis, prefrontal korteks, amigdala, hipokampus ve
striatum BDNF diizeyleri gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir. Arastirmacilar bunu
uyguladiklar1 stres modeli tarafindan indiiklenen BDNF' deki degisikligin kiiciik olmasi
nedeniyle tespit edememis olabilecekleri seklinde yorumlamistir (69). Bu ¢alismada erigkin
siganlar kullanilmis olup adolesan sicanlar stresin etkilerine BDNF yanit1 acisindan daha

duyarl olabilir.

BDNF diizeylerinde azalmanin depresyon i¢in 6nemli bir mekanizma oldugu ileri
stirilmektedir (70). Calismamizda prefrontal korteks BDNF diizeyi ve depresyon testinde
degerlendirdigimiz ylizme siiresi arasinda pozitif korelasyon bulmamiz bu bulguyu

desteklemektedir.

Bazal gangliyonlarin 6nemli bir bileseni olan striatum; hareket kontrolii, 6diil ve
bagimlilik gibi bir¢ok islevden sorumludur (166). Depresyonun onemli bir bulgusu olan
anhedoninin, mezolimbik striatum sistemine bagli 6diil devresindeki bozukluklardan
kaynaklandigin1 gosteren calismalar mevcuttur (174). Adolesanlarla yapilan bir klinik
calismada, fonksiyonel goriintileme bulgularinda major depresif bozuklugu bulunan
ergenlerde, anhedoni semptom siddeti striatal aglar ile korelasyon gostermistir (175).
Calismamizda strese maruz birakilan adolesan sicanlarin ozellikle striatum ve prefrontal
korteks bolgelerinde BDNF diizeyinin anlamli azaldiginin gosterilmis olmasi depresyonun
temel bulgularindan anhedoni ve odiille ilgili devrelerde bozukluklar olmas: ile
iliskilendirilebilir. Davranis testlerinde stres grubu siganlarda gozledigimiz anhedoni bulgusu

ile bu sonuglar uyumludur.

Calismamizda striatumda BDNF azalmasi gozlemlenmistir. Farkli stres modellerinde
striatumda BDNF degerlendiren ¢ok az ¢alisma vardir. Bir calismada siitten kesilme sonrasi 8
hafta sosyal izolasyona maruz birakilan SD sicanlarda striatumda BDNF diizeyi azalmistir
(176). Eriskin sicanlarda ise 8 hafta sosyal izolasyon stresine maruz birakildiginda striatumda

BDNF diizeylerinde anlamli fark bulunamamustir (177).
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BDNF mRNA' smin, striatumda ¢ok diisiik seviyelerde ifade edildigi ve norotrofinin
ozellikle prefrontal korteksten anterograd aksonal tasinim yoluyla tagindigi bilinmektedir
(178). Bu nedenle prefrontal kortekste BDNF gen ifadesinin degistirilmesinin, striatum gibi
diger beyin bolgelerinde de sonuglart olabilmektedir (179). Dolayisiyla, dopaminerjik
hiicreleri ve striatal néronlar1 destekleyen norotrofinin varligi, prefrontal korteksteki iiretimine
bagl olabilir (180). Calismamizda striatumdaki BDNF proteini seviyelerinde azalma ile
birlikte, prefrontal kortekste de azaldigini bulduk. Bu gézlemin 6nemli sonucu, yasamin erken
donemlerindeki olumsuz olaylarin striatal BDNF diizeylerini diisiirmesi ve hayatta kalmanin

bu norotrofine bagli oldugu ndéronlar tehlikeye atabilmesidir.

Yaptigimiz analizlerde BDNF ve depresyon bulgular1 arasinda korelasyon bulunmustur.
Verilerimiz, BDNF diizeyindeki azalmalarin, gelisimsel donemler sirasinda strese maruz
kalmay1 takiben beyin davranis fonksiyonundaki bozulmaya katkida bulunabilecegi fikrine
daha fazla destek saglamaktadir. Striatumda BDNF azalmasi, striatum fonksiyonunu

etkileyebilir, klinikte depresif hastalarda gozlemlenen anormal kas gerimine yol agabilir.

7.8. Kortizol Bulgularinin Degerlendirilmesi

Baglica stres hormonu olan kortizol, strese ndrohumoral yanit olusturarak davranissal
adaptasyonlar1 kontrol etmektedir. Stres, kortizol seviyesini arttirmaktadir (181). Yiiksek GK

seviyelerine maruz kalma, siiresine bagli olarak beyinde etkiler olusturmaktadir (182).

Prefrontal korteks (PFK), yiiriitiicii islevlerden sorumlu beyin bolgesidir. Bununla
birlikte, strese maruz kalmanin zararli etkilerine en duyarli olan beyin bolgesi oldugu
soylenmektedir (183). Hafif akut stres bile prefrontal biligsel yeteneklerin hizli ve dramatik
kaybina neden olabilir ve daha uzun siireli strese maruz kalma prefrontal dendritlerde yapisal

degisikliklere neden olmaktadir (183).

Calismamizda adolesan siganlarda stres grubunda, serum ve prefrontal kortekste

kortizol diizeyleri artmis bulunmustur.

Soguk stres, adolesan donemde maruziyet ve beyinde kortizol diizeylerini birlikte

degerlendiren calisma daha 6nce yapilmamustir.
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Kortizol diizeylerine serumda bakilan ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen, farkli beyin
bolgelerinde kortizol diizeyleri karsilagtirilan ¢aligmalar kisith sayida bulunmaktadir. 6 hafta
kronik Ongoriillemeyen stres uygulanan erigkin farelerde, GK diizeyleri ve GK cevabinin
gostergesi olan bazal fosforile edilmis/aktive edilmis tiriinler, HPA aks1 GK geri bildirimi i¢in
kilit bolgeler olan prefrontal korteks ve dorsal hipokampus CA1 alaninda bakilmis ve belirgin
sekilde artmigtir (184).

Prefrontal kortekste 6l¢tiigiimiiz kortizol artisinin kaynagi, adrenal bezlerden salgilanan
kortizol olabilir. Kortizol, periferde iiretilip tasiyici protein olan P glikoprotein pompa ile kan
beyin bariyerinden ge¢mektedir. Kortizolun adrenal dis1 {iretimi olabilecegi de

tartisilmaktadir, ancak bu konuda kesinlesmis bilgi bulunmamamaktadir (185).

Kronik araliklt soguk stresin serum kortizol seviyelerini arttirdig1 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir (87). Adolesan donemdeki siganlarda, farkli kronik stres modelinde strese yanit

olarak serum glukokortikoid artig1 gésterilmistir (186)

Onceki calismalarda, bu calismada elde edilen sonuclara benzer sekilde farkli stresli
kosullar altinda kemirgenlerde kortizol yiikselmeleri gosterilmistir. Plazma kortizol seviyeleri,
14 giin boyunca kronik tekrarlayan kisitlama stresine (187) veya 21 giin boyunca
ongoriilemeyen strese maruz kalan siganlarda 6nemli 6l¢iide artmistir (188). Serumda kortizol

diizeyleri artis1 hayvanlarin strese maruz kaldiginin gostergesidir.

Kortikosteroid geribildiriminin CRH mRNA diizeylerini diisiirmesi doza bagimli bir
sekilde gerceklestigi, hem fiziksel hem de psikolojik stresorlerin CRH mRNA' da giiglii ve
kolayca tekrarlanabilir bir artisa yol acacagi ve bu yanitlarin dolasimdaki GK degisikliklerle
onlenemeyecegi ifade edilmistir (189). Bu c¢alismada kronik soguk stres maruziyetinin
plazma kortizoliinlin artmasina neden oldugu ve muhtemelen yukaridaki arastirmacilar
tarafindan belirtilen mekanizmalarla plazma kortizoliiniin 25. glinde bile yiiksek kaldig: iddia
edilebilir. Kronik streste kortizol diizeylerinin seyrine baktigimizda yapilan bir arasgtirmada
kortizol konsantrasyonlari, kronik kisitlama stresinin ilk giinlerinde en yiiksek seviyeye
¢ikmis, 8. giinde kortizol derisimleri azalmig, 23. giinde yeniden arttigi bildirilmistir (129).
Ayni arastirmada sonuglar, kortizol ve kortikosteron yanitinin stres faktorlerine gore farklilik
gosterdigini ve kortizol cevabinin Kortikosterondan daha hizli oldugunu gostermistir (129).

Adolesan si¢anlarda kortizol yanitina baktigimizda, HPA aksinin gelisiminin tamamlanmamis
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olmast nedeniyle strese yanitta kortizol diizeylerinin daha uzun siire yiiksek kaldig
bilinmektedir (190). Yetiskin hayvanlara kiyasla prepubertal donemde farkli stres tepkilerinin
fizyolojik ve davranigsal etkileri net olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte, iki faktoriin
prepubertal beyni strese karsi Ozellikle savunmasiz hale getirebilecegi sdylenmektedir.
Birincisi, ayn1 dozda GK artis1 hipokampal glutamat reseptor alt birimi ekspresyonunu
prepubertalde yetiskin erkeklere gore daha fazla artirdigindan, prepubertal beyin
kortikosterona daha duyarli olabilir. Ikincisi, hipokampus, PFK ve amigdala gibi adolesan
donemde olgunlagsmaya devam eden beyin bolgeleri de GK en duyarli bolgelerdir. Bu
nedenle, benzer bir stres etkeni ile karsilasildiginda, tam olarak olgunlasmamis ve
muhtemelen daha hassas peripubertal beyin, gelismis yetiskin beynine kiyasla kortikosterona
farkli maruziyet etkileri gostermektedir (190).

Hipokampus ve PFK, depresyonda ndoropatolojinin temel bdlgeleri olarak
goriilmektedir. Calismamizda stres maruziyeti ile prefrontal kortizol diizeylerinde anlaml
artis saptanmis olup adolesan donemde bu beyin bolgesinin stresin etkilerine daha duyarl

oldugu soylenebilir.

7.9. Inflamasyon Bulgularinin Degerlendirilmesi

Genel olarak inflamatuar siiregler ve Ozellikle proinflamatuar sitokin interlokin-1
betanin (IL-1B) depresyonun etiyolojisi ve patofizyolojisinde dnemli bir rol oynadigi pek ¢ok
calismada tizerinde durulmustur (191, 192). Stres modelinden bagimsiz olarak, strese maruz
kalma sirasinda IL-1p sinyalini bloke etmek, anhedoni ve anksiyete davranislarinin
baglamasin1 6nlemektedir (193). IL-1B geni, psikiyatrik hastaliklarda arastirilmasi i¢in aday
bir gen olarak kabul edilmistir (194). IL-1PB tek niikleotid polimorfizmlerinin depresif ve
anksiyete belirtileri {izerindeki etkileri, stresin siddeti ve tiirline gore belirlendigi ortaya
atilmigtir (195). Inflamasyonun 6nemli bir aracisi olan yiiksek diizeyde IL-1B, beyinde,
ozellikle de bellek ve ruh hali diizenlemesinde 6nemli bir rol oynayan hipokampusta ifade
edilir (196).

Katekolaminler ve glukokortikoidler, strese maruz kaldiktan sonra beyinde sitokin
tiretiminin diizenlenmesinde kritik rol oynar. Strese maruz kaldiktan sonra, IL-1f dncelikle

mikroglia tarafindan tretildigi diisiiniilmektedir (196). Bu sonuglar, stres maruziyetini takiben
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hipokampal IL-1f protein seviyelerinde artis gosteren kemirgenlerde yapilan galismalarla

tutarlhidir.

Caligmamizda beyin bdlgelerinde inflamasyon belirteclerinden IL-1f ve TNF-a

diizeyleri karsilastirilmis, hipokampus ve talamusta anlamli IL-1 artis1 bulunmustur.

Soguk stres modelinde ve adolesan donemde stresin beyinde inflamasyon etkisine
bakan calisma bulunmamakta, farkli stres modelleri ve beyinde inflamasyon galismalari
mevcuttur. Erigkin fare kronik ongoriilemeyen hafif stres modelinde beyinde inflamasyon
bulgulari, TNF-a, IL-1 ve IL-6 protein ifadesi, 6ngériilemeyen kronik hafif strese maruz
birakilan farelerde prefrontal korteks ve hipokampus beyin bolgelerinde kontrolden énemli
Ol¢iide daha yiiksek seviyelerde bulunmustur. Arastirmacilar hipokampusun, depresyonda

akut inflamasyona daha duyarlh oldugu yorumunu yapmustir (197).

Eriskin farelere 5 haftalik kronik hafif stres uygulamasi ile hipokampal IL-1f protein
artig1 gosterilmistir (198). Stres modellerinin siddet karsilastirmasi siire karsilastirmasina gére
daha zordur. Ciinkii karsilagtirmali fizyolojik verilerin yoklugunda farkl: stres prosediirlerinin

goreceli siddeti belirsizdir (199).

Stres maruziyeti sonrasi sitokinlerin degerlendirildigi bir derlemede arastirmacilar,
kronik stresten sonra yiiksek beyin sitokin diizeylerini bildiren ¢alismalarin yiizdesi agisindan
en sik arastirilan alanlarin hipokampus ve prefrontal korteks oldugunu bulmustur. Bu
alanlarda, beyin inflamatuar sitokin seviyelerinde artis bildiren ¢alismalarin yiizdesi %56,8
(prefrontal kortekste IL-1B) ile %75,6 (hipokampusta IL-1B) arasinda degismektedir.
Hipotalamusta artan inflamatuar sitokin seviyelerini bildiren caligmalarin yiizdesi 6nemli

olgiide daha diisiiktiir (196).

Hipokampal norojenez, depresyonla iliskilendirilmis ve beyin IL-1B diizeyinden
etkilenebilecek bir siire¢ oldugu ortaya konmustur. Mikroglial IL-1p iiretiminin anksiyete

patofizyolojisinde de 6nemli oldugu ortaya atilmistir (200).

Calismamizda talamusta inflamasyon artis1 gosterilmistir. Yapilan bir calismada soguk
stresten etkilenen beyin bolgeleri arasinda talamusun oldugu da gosterilmistir (201). Talamik

cekirdekler, soguk stres kaynakli zararli uyaranlarin hedefi olarak bulunmustur. Hipotalamo-
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hipofiz-adrenal aksa ek olarak, soguk stres sirasinda homeostazin korunmasinda 6nemli bir
rol oynayabilecegi ortaya atilmistir (201). Calismamizda diger stres tiirlerinden farkli sekilde

stres tipine bagl olarak soguk streste, talamusta inflamasyon artig1 goriilmiis olabilir.

7.10. Oksidatif Stres Bulgularinin Degerlendirilmesi

Fizyolojik kosullar altinda organizmada oksidatif ve antioksidatif sistemler arasinda bir
denge vardir. Beyin, nispeten yiliksek peroksidize edilebilir yag asitleri igerigi ve smirh
antioksidan kapasitesi nedeniyle oksidatif hasara 6zellikle egilimlidir (202). Oksidatif stres,
makromolekiiler oksidatif hasara neden olur, doku protein denatiirasyonunu, DNA hasarini ve
lipid peroksidasyonunu indiikler. Oksidatif olarak hasar gormiis proteinlerin, beyin protein
hasar1 ve islev bozuklugunun en &nemli nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir (203).
Protein karbonil olusumu, oksidatif stresten kaynaklanan en ¢ok ¢alisilan belirteclerden biridir

ve kolayca saptanabilir ve nicellestirilebilir (204).

Baz1 oksidatif stres parametereleri calismamizda soguk Stres grubunda artmis
bulunmustur. Protein karbonil stres grubunda striatumda artmis olup kontrol ve stres
gruplarinda beyin bolgelerinde ROS ve MDA diizeyleri agisindan fark bulunamamigtir. TAS,
stres grubunda prefrontal korteks ve talamusta azalmig, OSI stres grubu siganlarda prefrontal

kortekste artmistir.

Soguk stres ve adolesan ve beyinde oksidatif stres durumunun birlikte degerlendirildigi
calisma bulunmamaktadir.  Erigskin siganlarda soguk stres ve beyinde oksidatif stres
duyarhiliklart  karsilagtirildigt  ¢alismalara bakildiginda, yapilan bir c¢alismada akut
immobilizasyon, akut soguk, kronik sosyal izolasyon stres modelleri maruziyeti ile beyinde
MDA ve protein karbonil diizeyleri, kortizol diizeyleri degerlendirilmis prefrontal korteks ve
hipokampus strese duyarlilik agisindan karsilastirilmigtir. MDA artis1 akut immobilizasyon
stresinde gozlenmezken, akut soguk stres uygulanmasinda gozlenmistir. Hipokampusun
oksidatif strese daha az duyarli oldugu sonucuna ulasilmistir (205). Bizim ¢alismamizda da

hipokampus oksidatif strese daha az duyarli bulunmustur.

Farkli stres modelleri ve beyinde oksidatif stres bulgularin1 degerlendiren ¢calismalardan

birinde kronik hafif strese maruz birakilan eriskin siganlarda kontrol grubuna kiyasla
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hipokampus ve prefrontal korteks MDA diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmamustir.

Kronik hafif strese maruz birakilan eriskin sicanlarda antioksidan aktivite azalmistir (206).

Erigkin siganlarda immobilizasyon stresi maruziyeti ile kortekste MDA diizeyleri 7, 14

ve 21. glinlerde bakildiginda 14 ve 21. giinlerde artmis bulunmustur (207).

Toplam oksidan seviyeleri (TOS) genellikle viicudun genel oksidasyon durumunu
tahmin etmek igin kullanilmaktadir. Benzer sekilde, toplam antioksidan seviyeleri (TAS),
viicudun genel antioksidan durumunu 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. TOS' un TAS' a orant
olan oksidatif stres indeksi (OSI), TAS ve TOS' un kapsamli bir 6lgiimii oldugu i¢in viicuttaki
oksidatif stresin daha kesin bir indeksi olabilir. TOS, TAS ve OSI viicuttaki genel oksidatif
stres durumunu degerlendirmek i¢in kullanilan oksidatif stres parametreleridir (208). Prenatal
stres uygulanan sicanlarin, adolesan donemde total antioksidan kapasitesi Ol¢iilen bir
calismada TAS ve SOD anlaml olarak azalmis, MDA diizeyi artmistir (209). Klinik bir
calismada major depresif bozukluk hastalarinda kontrol grubuna gére TOS ve OSI daha
yiiksek ve TAS daha diisiik bulunmustur (210). Daha 6nceki bir ¢alismada TAS veya TOS' un
bagimsiz Olglilmesinin  bir denegin oksidatif stres durumunu dogru bir sekilde
yansitmayabilecegi ortaya atilmistir (208). Bunun nedeni, dokunun veya hiicrenin oksidan-
antioksidan sisteminin, TAS ve TOS ayni anda arttiginda veya azaldiginda dinamik bir
dengede kalabilmesidir, dolayisiyla bu degerler tek basina oksidatif stres durumunu
yansitmayacaktir. Bu nedenle TAS ve TOS degerlerinin ayni anda belirlenmesi ve OSI
degerinin hesaplanmasi, denegin oksidatif stres durumunun degerlendirilmesinde daha
faydalidir. Bizim ¢aligmamizda stres maruziyeti ile peripubertal siganlarda prefrontal korteks

beyin bolgesinde OSI artis1 gézlenmistir.

Striatumda protein karbonil artis1 ve prefrontal kortekste oksidatif stres indeksi artigi

anksiyete ve depresyon patofizyolojisinde bu beyin bolgelerinin roliinii diisiindlirmektedir.

Calisgmamizda hipokampus inflamasyona, prefrontal korteks oksidatif strese daha

duyarli bulunmustur.

Bu ¢alismanin amaci, adolesan donemde kronik aralikli soguk stres maruziyetinin
beyinde depresyon ve anksiyete benzeri davranislara olan etkisini; sistemik inflamasyon ve

kan parametrelerine olan etkisini ve beyinde inflamasyon, oksidatif stres, BDNF diizeylerine
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olan etkisini incelemekti. Kronik stres, depresyon ve anksiyetenin patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu calismada, kronik aralikli soguk strese maruz kalan siganlarin anhedoni,
depresyon ve anksiyete benzeri davranislari Olgen testlerde davranigsal farkliliklar
sergilediklerini ortaya ¢ikardik. Stres maruziyeti ile farkli beyin bolgelerinde oksidatif stres
artisi, BDNF diizeylerinin azalmis bulunmasi, hipokampusta inflamasyon artis1 gibi

molekiiler bulgular davranigsal sonuglar1 destekler niteliktedir.

Cocukluk ve ergenlik doneminde, biligsel alanlar1 sekillendiren beyin bolgeleri siirekli
olarak gelismektedir. Bu donemlerde, stres ve inflamasyon gibi ekzojen ve endojen
faktorlerden etkilenen beynin yapisal ve islevsel organizasyonunu degerlendirmek, gelisimsel

bir pencere saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismamizda kronik strese maruz birakilan hayvanlarda depresyon ve anksiyete
benzeri davranislar gelistigi gozlenmistir. Kronik stresin psikiyatrik hastaliklarin gelisimiyle
iliskili olabilecegi hakkinda goriis sunmaktadir. Kronik stres paradigmalari, kemirgenlerin
giinliik insan yasaminin stresli olaylarini taklit eden dogal stresorlere maruz kalmalarini ifade

etmektedir

Calismamizda kronik aralikli soguk stres modeli, peripubertal donem sicanlar icin
uyarlanmistir. Deney hayvanlarinda uygulanan farkli stres modelleri i¢cinde kronik aralikli
soguk stres modeli test edilmistir ve bu deney modeli davranig parametreleri Olgiilerek etkileri
dogrulanmistir. Soguk stresin davraniglar tizerindeki etkileri glinliik yasamimiza ve hipotermi
ile seyreden klinik durumlara da uyarlanabilmektedir. Literatiir incelendiginde soguk stres ile

ilgili calismalar yetersizdir.

Periadolesan donem siganlarda stres davranislar iizerinde anlamli fark olusturmus ve
pek ¢ok davranis testi ile bu etki gosterilmistir. Adolesan donemin stresin davranig iizerine
etkileri agisindan hassas bir donem oldugu gosterilmistir. Literatiir incelendiginde kronik

stresin adolesan donemde etkisi tam olarak belirlenememistir.

Davranigsal diizeyde stres degerlendirildiginde anksiyete benzeri davranislar agik alan
testi, yiikseltilmis art1 labirent, aydinlik karanlik kutusu testlerinde; depresyon benzeri

davraniglar seker se¢im testi, zorunlu yiizme testlerinde dogrulanmastir.

Acik alan testinde iki ayak iizerine kalkma davranigi hem destekli hem destek almadan
ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve stresle bu davranisin azaldigr gosterilmistir. Ac¢ik alandan

kaginma davraniginin stresle arttig1 gosterilmistir.

Depresyonun temel klinik semptomlarindan depresif ruh hali ve anhedoniye benzeyen

depresyon benzeri semptomlar, sigan modelinde zorunlu yiizme testi ve seker se¢im testi ile
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degerlendirilmistir. Zorunlu ylizme testinde stres grubundaki siganlarda toplam hareketsizlik
stiresi uzamistir. Seker se¢im testinde kronik aralikli soguk strese maruz birakilan adolesan
sicanlarda siikrozlu su tiiketimi %65’ in altina diigmiistiir. Depresyonun klinigiyle iligkili
lokomotor aktivitede azalma, agik alan testinde degerlendirilmis, toplam kat edilen mesafede

azalma gosterilmistir.

Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kolda gegcirilen siire, acik ve kapali kol gegis
sayist ve agik kolu ilk terketme siiresi kronik aralikli soguga maruz birakilan sicanlarda
azalmistir. Kronik strese maruz birakilan peripubertal siganlarda arastirma amacli asagi
bakma davranisi sayisi azalirken strese bagli gergin durus sayisi artmistir. Davranissal

Olctimleri biitiinlestiren anksiyete indeksi degeri, stres grubu siganlarda daha yiiksek ¢ikmustir.

Aydinlik karanlik kutusunda aydinlik alanda gegirilen siire, strese maruz birakilan

sicanlarda daha az bulunmustur.

Kronik aralikli soguk strese maruz birakilan adolesan siganlarda kontrol grubuna
kiyasla, prefrontal korteks ve striatumda BDNF diizeyi azalmis, prefrontal kortekste kortizol
diizeyi artmis, hipokampus ve talamusta IL-1B diizeyi artmis, striatumda protein karbonil
diizeyi artmis, prefrontal korteks ve talamusta TAS azalmistir. Hipokampus inflamasyona,

prefrontal korteks oksidatif strese daha duyarli bulunmustur.

Beyinde molekiiler bulgular ile davranis testleri arasinda korelasyon bulunmustur.
Prefrontal korteks BDNF diizeyleri; yiizme siiresi ile pozitif, hareketsiz kalma siiresi ile

negatif iligkili, anksiyete indeksi ile negatif iliskili bulunmustur.

Stresin neden oldugu psikiyatrik hastalitk modelleri, stres etkeni 6zelliklerine (6rnegin;
fiziksel veya sosyal), siiresine (akut veya kronik) ve maruz kalma zamanina (erken yasam
veya yetigkin donem) gore siniflandirilabilmektedir. Bu c¢alismada erken yasam, kronik stres

maruziyetinin etkileri arastirilmistir.

Stresin davranislar lizerinde etkisini belirleyen pek ¢ok farkli parametre bulunmaktadir.
Yapilan literatiir taramalarinda stres modellerinde stresore bagli 6zellikler; stresin tiirii (soguk
stres, sosyal stres, kisitlama stresi), stresin siiresi (akut veya kronik), stresoriin siddeti

(sogugun derecesi, elektrik sokunun voltaji1), ve denegin 6zelliklerinin; denegin yas1 (adolesan
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donem, erigskin dénem), denegin cinsiyeti (erkek veya disi), denegin tiirti (Wistar sigan, SD
sican, fare) davranmis sonuglarint 6nemli Olciide etkiledigi saptanmistir. Bu degiskenlerin

etkilerinin degerlendirilmesi stresin nérobiyolojisini anlamakta 6nemlidir.

Calismamizda ayni stres paradigmasi, insanlarda yiiksek komorbiditeye sahip olan hem

anksiyeteyi hem de depresyonu modellemistir.

Sonuglar degiskenler degistirilerek test edilebilir, karsilastirma yapilabilir. Stresin
beyinde olusturdugu yikici etkiler ve davranislar iizerine olumlu etkisi olabilecek ilaglar,
egzersiz, ¢evresel zenginlestirme gibi uygulamalarin test edilmesi bu c¢aligmanin 6nerileri

arasindadir.

Pek cok kronik hastalik ve inflamatuar durumda eritrosit hacminde artmis heterojenite
oldugu gosterilmistir. Kronik strese maruz birakilan depresyon ve anksiyete benzeri
davraniglar gosteren sicanlarda da RDW artisi gozlemledik. Sonu¢ olarak bu g¢alisma,
depresyon / anksiyete benzeri davraniglar ile RDW gibi hematolojik inflamatuar belirteg

seviyeleri arasinda pozitif bir iliski oldugunu gdstermistir.

Bulgularimiz, adolesan donemin hassas bir gelisim dénemi oldugu ve bu donemdeki
stresin akut, dramatik etkileri olabilecegi onermesini desteklemektedir. Caligmamiz, erken
donem kronik stres maruziyetinin 6nemli Ol¢lide daha yiiksek major depresyon gelistirme
riskine sahip oldugunu gosteren insan ¢alismalar1 ile uyumludur. Kronik adolesan stresinin
etkilerini arastiran ¢alismalar, insanlarda depresif ve anksiyete bozukluklarinin
mekanizmalarimin daha iyi anlasilmasina ve sonucta Onleme ve tedavi stratejilerinin

tyilestirilmesine yol agabilir.

Calismamizin amaci, soguk stresin anksiyete ve depresyon davranisi lizerindeki etkisini
arastirmakti. Elde edilen sonuglar, adolesan donemde kronik strese maruz kalan kisilerde

meydana gelebilecek davranissal ve biligsel degisiklikleri agiklayabilir.
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