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Bu calismada, gebelik ©ncesi strese sahip disi sicanlarin, yavru
hipokampdslerinin Dentate Gyrus bdélimundeki grantlar néronlarin morfolojik
degisimleri arastinlmistir. Geng, Vetiskin disi sicanlar, beklenmedik stres
etkenlerine maruz birakildiktan sonra iki gruba ayrilirlar. Gruplardan biri travma
sonrast hemen ciftlestirilmis, diger grup ise travmadan iki hafta sonra
ciftlestirilmistir. Yavrular yetiskin olduktan sonra hipokampusleri incelenmis;
granilar ndronlarin, dendrit uzunluklari, dendrit dallanma sayis1 ve toplam
dendritik spine (¢ikint1) sayis1 hesaplanmis; stres ve kontrol gruplarinin cinsiyete
ve hemisfere gore karsilastiriimas: yapilmistir.

Buna gore, dendrit dallanma sayisinin disi ve erkek yavrularda farkl
oldugu tespit edilirken; dendrit uzunlugu ve dendritik spine (¢ikinti) sayisinda
strese dayali farkliliklar gorilmemistir. Gebelik 6ncesi stresin disi yavrularda
dendrit dallanma sayisim arttirdigi, erkek yavrularda ise azalttig: kantitatif olarak
hesaplanmustir. Bununla birlikte, hemisferler arasinda fark bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler:  Gebelik 6ncesi stres, Hipokampiis, No&ron, Rattus
norvegicus



ABSTRACT
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TRANSGENERATIONAL SEX-SPECIFIC NEURO-MORPHOLOGICAL
IMPACT OF PREGESTATIONAL STRESS ON THE HIPPOCAMPUS OF
RATS (Ratus norvegicus)

Feyza TAS

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
CUKUROVA UNIVERSITY

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Mehmet SULANG
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In this study, the morphological changes of the granular neurons in the
Dentate Gyrus region of the rat-offspring’s hippocampus which effected by
pregestational stress were investigated. Young adult female rats were divided into
two groups after exposure to unexpected stress factors. One group was immediately
mated after trauma and the other group was mated two weeks after trauma. After
the offspring became adults, their hippocampus’ were examined; dendritic lengths,
dendritic complexity and total dendritic spine number of the granular neurons were
calculated; stress and control groups were compared according to sex and
hemisphere difference.

As a result of these, though the dendritic complexity was found different in
female and male offspring; there were no stress-based differences on dendritic
length and total dendritic spine number. It was quantitatively calculated that the
preconceptional stress impact increases dendritic complexity in female offspring
and decreases in male offspring. However, there was no difference between the
hemispheres.

Key Words: Pregestational Stress, PGS, Preconceptional Stress, Hippocampus,
Neuron, Rattus norvegicus



GENISLETILMIS OZET

Uzun sureli ve siddetli stresin, hayvan fizyolojisine negatif etkisi iyi
bilinmektedir. Kalittm veya cevresel etkenler yiziinden, kismen zayif olan bir
organ ya da sistem her zaman vardir ve genellikle stres altindayken bozulur. Ancak
aynu tip stres faktorleri altinda, her bir bireyde farkl: hastaliklar gelisebilir.

Strese maruz kalinan dénem, gebelik streci, bebeklik, ¢cocukluk, ergenlik,
yetiskinlik veya yaslilik olabilir. Hangi dénem olursa olsun stres hormonlarina
uzun sdreli maruz kalinmasi, akil sagligi ve bilme yetisi de dahil olmak tzere beyin
yapisini etkiler.

Stresin davramigsal ve noro-endokrin sonuglari kahicidir, strese maruz
kalmis bireylerin ¢ocuklarinda ve hatta torunlarinda bile gézlemlenebilir.

Bu calismada, gebelik ©Oncesi strese sahip disi sicanlarin, yavru
hipokampduslerinin Dentate Gyrus bdélimundeki grantlar néronlarin morfolojik
degisimleri arastirilmigtir. Gebelik 6ncesi stresin, sonraki kusakta etkisi; dendrit
dallanma sayisi, dendrit uzunlugu ve toplam dendritik spine (cikinti) sayisi
Ozellikleri bakimindan incelenmistir.

Stressiz kosullarda buyuttlmis, geng, yetiskin ve daha once ciftlesmemis
disi siganlar, beklenmedik stres etkenlerine 7 giin boyunca maruz birakildiktan
sonra iki gruba ayrilirlar. Gruplardan biri travma sonrasi hemen ciftlestirilmis (B
grubu), diger grup ise travmadan iki hafta sonra ciftlestirilmistir (C grubu). Ugiincii
grup ise, strese maruz birakilmadan olusturulmustur (A grubu).

Yavrular yetiskin olduktan sonra beyinleri alinmis, Golgi-Cox teknigi ile
fiksasyon yapilmis, hipokampus bolumlerinden mikrotom kullanilarak kesitler
alinmis ve kalici doku preparati hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar 1s1k
mikroskobunda incelenmis, hipokampisiun Dentate Gyrus bolimiinden, butunligu
bozulmamis olan uygun granilar néronlar tespit edilmistir. Secilen granilar
ndronlar, Neurolucida isimli bilgisayar program: kullanilarak cizilmis; néronlarin

dendrit dallanma sayilari, dendrit uzunluklar: ve toplam dendritik spine (¢ikinti)
Il



sayilari, program tarafindan hesaplanmis; stres ve kontrol gruplarinin cinsiyet ve
hemisfer faktorlerine gore istatistiksel olarak karsilastirilmas: yapilmistir.

Buna gore dendrit dallanma sayisi ele alindiginda, gebelik éncesi stresin
yavrular: etkiledigi, cinsiyete gore anlamli farkliliklar yarattigi sonucuna
ulasilmistir. Hemisferler arasinda anlamli bir fark yoktur. Strese maruz kalan B ve
C gruplarinin disi yavrularinda, dendrit dallanma sayis1 kontrol grubuna kiyasla
artarken; B grubu erkek yavrularda azalma, C grubu erkek yavrularda ise, kontrol
grubuna kiyasla artma s6z konusu olmustur. Ve bu etkilesim, yetiskinlige kadar
strmistur. Bununla birlikte, dendrit uzunlugu ve toplam dendritik spine sayisi
ozelliklerinde anlamli bir kantitatif degisim yoktur.

Bu tez calismasinin, hipokampds tzerinde yapilmasi, ilk kez gebelik 6ncesi
stres ile hipokampusin arastiriimas: agisindan biyik 6nem tasir. Ve dendrit
dallanma sayisinin cinsiyete gore anlamli farkliliklara sahip olmasi, néromorfolojik
etkilerin cinsiyet Uzerinde farkli degisimler yarattiginin bir kez daha ve ilk kez
hipokampdste kanitlanmis oldugu anlamina gelir.

Yavrularda tespit edilen néromorfolojik degisimler, bu durumun epigenetik
yollarla yavrulara aktarildigint isaret eder. Bu aktarim altinda yatan
mekanizmalarin arastirilmas: icin; oositlerde gen ifadesinin nasil yeniden
yapilandigina, yetiskinlige kadar suren bir néronal degisimin sagladig: avantaj veya
dezavantajlara, cinsiyetin tim bunlara nasil etki ettigine bakilabilir. Bu baglamda

bu calisma, gelecekteki arastirmalara 1sik tutacaktir.
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1. GIRIS Feyza TAS

1. GIRIS

1.1. Stres ve Stresin Insan Saghgina Etkisi
1.1.1. Stres Nedir?

Gunlmuzde stres terimi, farkli cevrelerde, farkl sekillerde ifade edilse de,
Hans Selye tarafindan 1936 yilinda yapilan ilk bilimsel tanim: su sekildedir: Stres,
herhangi bir etkiye veya degisime, vicudun spesifik olmayan tepkisidir

(wwwe.stress.org). Selye’ ye gore stres, cesitli cevresel uyaranlara kars: bireyin

gosterdigi genel bir tepkidir. Cevresel etkiler iyi de olsa, kétu de olsa, ortamdan
etkilenen organizmanin viicudunda 6zel biyokimyasal degismeler olusur (Gigcli,
2001). Selye, fiziksel ve duygusal endise yaratacak cesitli faktorler kullanarak,
laboratuar hayvanlar: tizerinde ¢ok sayida deney yapmistir. Deneylerin hepsi, ayni
patolojik bulgulara, adrenalin artisina ve lenfoid dokunun zarar gérmesine isaret
eder. Stresin kalict olmasi: durumunda, insanlarda gortlen kalp krizi, felg, bobrek
hastaliklar1 ve romatoid artrit gibi cesitli hastaliklara benzer hastaliklarin, deney
hayvanlarinda da gortldugini tespit etmistir. O yillarda birgok hastaliga, sadece
bakteri veya viris gibi patojenlerin sebep olduguna inanilmaktaydi. Ancak Selye,
cok sayida farkli travmalarin, sadece hayvanlarda degil insanlarda da hastaliklara

sebep oldugunu ileri sirmustir (wwwe.stress.org). Her hastaligin olusumunda,

stresin de rol oynadigini séyler. Kalitim veya gevresel etkenler yiziinden, kismen
zayif olan bir organ ya da sistem her zaman vardir ve genellikle stres altindayken
bozulur. Bu sebeple Selye, ayn: tip stres faktorleri altinda, her bir bireyde farkl:

hastaliklarin gelisebilecegini savunur (Kudielka ve Kirschbaum, 2007).

1.1.2. Stres Fizyolojisi

Gunlmizde Selye’yi hakli c¢ikaran stres fizyolojisi ¢alismalari, stres
dolayisiyla artan kortizol hormonunun immin sistemini zayiflattigini soyler
(Kocatirk, 2000; Yurdakos, 2001).


http://www.stress.org)
http://www.stress.org)

1. GIRIS Feyza TAS

Strese cevap olarak hipotalamustan, Kkortikotropin serbestlestirici faktor
(CRF) salgilanir. CRF, hipofiz 6n lobundan adrenokortikotropin hormonu (ACTH)
salgilatir. ACTH hormonunun etkisi ile, bobrekustll bezi korteksinden (adrenal
korteks) kortizol hormonu salinim artar (Yurdakos, 2001). Adrenal hormonlardan
norepinefrin (NE) ve epinefrin (E) (adrenalin), kortizol ile birlikte salinimi artan

hormonlar arasindadir (Kocatirk, 2000).

Stresiir
Korteks
Limbik Sistem
Hipotalamuos
CRF
M« "
Hipofiz oss
acrn t |
|
Adrenal Adrenal
kKoricks mdulls
kortizol Adrenalin
-l-‘-l-‘-"""'-m.._lI _,_,..-—"""#

Stres Hormonlar
Sekill.1. Strese cevap semas: (Yurdakos, 2001)
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"' Bayin
Hipotalamius F
CRF
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Sempatik
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Korteks Medula
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Kortikosteron Bobrek Norepine frin
(Farelerde)
Glikokortikoids
e N

Sekil 1.1. Strese cevap (www.scienceaid.net/Stress_Response#cite _note-3)

Bu stres hormonlarinin genel biyolojik etkileri (kanda glikoz ve yag asitleri
artisi, mental aktivitede ve kardiyak aktivitede artig, aktif organlara kan akiminda
ve kandaki oksijen seviyesinde artig, gdrme alaninda artis, eritrosit ve mide salgisi
artis1) sayesinde, vicut stres etmeni ile basa ¢ikmaya calisir. Eger stres etmeni ¢ok
giclu ise veya uzun bir sireyi kapsiyorsa, organizma stres ile basa ¢ikamaz ve
artan stres hormonlarinin uzun streli etkileri, psikosomatik hastaliklara sebep olur.
Bu uzun sureli etki sirasinda, kaslarda, lenfoid ve adipoz dokuda, deride ve
kemikte protein yikimi s6z konusu olur. Periferal kanda, eozinofiller, lenfositler ve
makrofajlar azalir. Mide salgis1 artmasiyla Glser, uzun sureli kalp islevi artisiyla
kardiyak problemler, immin sistemin baskilanmasiyla bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar olusabilir (Kocaturk, 2000; Yurdakos, 2001).
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1.1.3. Stresin Beyin ve Hipokampiis igin Onemi

Strese maruz kalinan dénem, gebelik streci, bebeklik, ¢cocukluk, ergenlik,
yetiskinlik veya yaslilik olabilir. Hangi dénem olursa olsun stres hormonlarina
uzun sireli maruz kalinmasi, akil sagligi ve bilme yetisi de dahil olmak tzere beyin
yapisini etkiler (Lupien ve ark., 2009).

Bununla birlikte beyinde spesifik bir etki olusumu, genler ve ge¢misteki
cevresel sikintilarin etkilesimine de baglidir (Lupien ve ark., 2009; Demirel ve ark.,
2011).

Strese uzun slre maruz kalinmas: durumu, beynin hipokampis béliminde
fonksiyon bozukluklarina ve hafizada aksamalara sebep olabilmektedir.
Hipokampls, Kkortizol reseptérlerince zengindir, olaylarin zaman ve yerinin
hatirlanmasinda ve kelime hafizasinda 6nemli rol oynar. Glukokortikoidler de,
reseptorleri sayesinde bu olayda gorev alirlar. Akut stres doneminde kortizoldeki
artis, kisa sireli hafiza problemlerine sebep olabilmektedir ve bu durumun
genellikle geri donlisu vardir. Ama kronik stres durumunda, stres siresince ve
sonrasinda glukokortikoidler ve ndrotransmitter maddeler salinir. Bu durumda
hipokamptsin CA3 bolgesinde, piramidal ndronlarin dendritlerinde atrofi
gelisebilir. Stres son bulursa bu durum gerileyebilir ancak aylar, yillar stren stres
durumlarinda, hipokampal néronlarin 6limi  gerceklesebilir (Mcewen, 1998;
Kocatirk, 2000).

1.1.4. Stresin Bir Sonraki Kusakta Etkisi

Stres, psikolojik kokenli hastaliklarin en blyiik risk faktoriddr. Stresin
davramssal ve noro-endokrin sonuclari kalicidir, strese maruz kalmis bireylerin
cocuklarinda ve hatta torunlarinda bile godzlemlenebilir (Van-1Jzendoorn ve
ark.,2003; Yehuda ve Bierer, 2007; Sagi-Schwartz ve ark., 2008; Zaidan ve ark.,
2013).
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1.2. Hipokamptis ve N6ron
1.2.1. Hipokampus Nedir?

Hipokampls; hafiza, konumlama ve yo6n bulma, duygulanim, néral
plastisite gibi temel gorevlere sahip olan, 5-8 cm uzunlugundaki, zerinde ¢ok
sayida arastirma yapilan ve filogenetik acidan beynin en eski bélimlerinden olan
bolgedir. Hipokampds, singulat girus, hipotalamus ve amigdala, birlikte limbik
sistemi olusturur (Songur ve ark., 2001; izci ve Erbas, 2015). Yunanca ismi
hipokampus olan denizatina, sekil itibari ile benzerliginden dolay: bu ismi almistir.
Ancak eski ismi ‘cornu ammonis’ olan hipokampustn béltmleri, bu isim sebebiyle
CAl, CA2, CA3 ve CA4 kisaltmalar: olarak kullanilmaktadir (Songur ve ark.,
2001; izci ve Erbas, 2015; Dekeyzer ve ark., 2017)

Sekil 1.2. insan beyninde hipokamptis (Touretzky, 2013)

Hipokamps, beyinde bir ¢ok bdlge ile iliskisi bulunan, karmasik bir
yapiya sahiptir ve ginumizde fonksiyonlari hala arastirilmaktadir. Her turli
duyusal uyar1 (gérme, isitme, dokunma, koku, i¢ organ duyular1 vs.) hipokampusu
aktive eder. Hipokampts de, talamus, hipotalamus ve diger limbik sistem Uyelerine

sinyal gonderir. Boylece, limbik sistemi etkileyen hipokampis, davranislarin

5
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sekillenmesine katkida bulunur (Brodal, 1981; Songur ve ark., 2001) ve gelen
duyusal sinyalleri icerisinden gegiren bir kanal sistemi gibi disuntlebilir (Songur
ve ark., 2001; izci ve Erbas, 2015).

Hipokampusun hafiza, 6zellikle kisa sireli hafiza ile ilgili oldugu bilinir.
Kisa sireli hafiza, yeni bilgilerin depolanmasini ifade eder ve hipokampis olmadan
anilarin uzun stre kahici hale donusmesi mumkin degildir (Guyton, 1987; Songur
ve ark., 2001; izci ve Erbas, 2015).

Epizodik hafiza, her giin yasanan binlerce tecribenin kaydedildigi
hafizadir. Hipokampal bolgedeki yogun baglanti sisteminin yiiksek kapasiteli
epizodik hafiza tizerine katkisinin biylk oldugu bilinmektedir (Rowland ve Moser,
2013).

Heyecan uyandiran reaksiyonlar veya heyecanin kontrold, i¢ organlara ait
aktivitelerin dizenlenmesi ve endokrin fonksiyonu da hipokampus fonksiyonlar:
arasindadir (Songur ve ark., 2001; izci ve Erbas, 2015). Stres fizyolojisinde aldig
rol ile, endokrin fonksiyonu uzerinde durulmaktadir. Strese cevap olarak uretilen
kortizol hormonu, kan yolu ile bitiin viicuda yayildiktan sonra beyinde, 6zellikle
hipokampdsteki reseptorlere baglanir. Hipokampusteki reseptorler, yeterli miktarda
kortizol ile baglandiginda, hipotalamus tizerinde negatif feedback etkisi yapar ve
CRF (kortikotropin serbestlestirici faktor) salinimini inhibe eder. Bu yolla
hipokampts, kortizoli belli bir seviyede tutarak stres cevabini dizenler.
Hipokampts yeterli oranda galisabiliyorsa, stres reaksiyonu durdurulabilir. Ancak
uzamis stres, hipokampiis islevlerini bozabilir (Saransaari ve Oja, 1997; izci ve
Erbas, 2015).

1.2.2. Hipokampstn Yapisi

Hipokamplis; CAl, CA2, CA3, CA4 ve Dentate Gyrus (DG) ad1 verilen 5
bélimden olusur. Bu bélimler, biinyelerindeki farkl: dokular ve hiicreler sayesinde
yapisal olarak birbirlerinden ayrilirlar. Bu baglamda yapisal farkliliklar, duyusal

iletilerin iletimi bakimindan farkli goérevler olusturur. Noronlar bakimindan ise
6
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ikiye ayrilir; CA (Cornu Ammonis) bélimlerinde piramidal néronlar bulunurken,
DG (Dentate Gyrus) bolimunde grandlar néronlar vardir (Songur ve ark., 2001;
Touretzky, 2013; 1izci ve Erbas, 2015, Dekeyzer ve ark., 2017,
www.nba.uth.tmc.edu/neuroscience/s4/chapter05.html).

Hipokampus

-

Sekil 1. 3. Hipokampus bolimleri (Touretzky, 2013)

Hipokampuste duyusal uyarilar: iceren bilgi iletimi, 3 temel yol ile olur.
Sekil 1.5.”de sematize edildigi gibi bu 3 yol:

Entorinal korteksten DG’daki granilar néronlara
Grandlar néronlardan, CA3’deki piramidal néronlara

CA3 ve CA2’den, CALl’deki piramidal néronlara dogru uyari iletimi saglar

(Pan ve Rutecki, 2009; www.nba.uth.tmc.edu/neuroscience/s4/chapter05.html).
7
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1

Piramidal
Noron

Granular Néron

Entorinal ‘______._i/"

Kortaks
Dentate

Gyrus

Piramidal

Noron \'\-—.._____._—-—-‘.

Sekil 1.4,  Hipokampisun  bolimleri  ve  uyari iletim  yollar
(www.nba.uth.tmc.edu/neuroscience/s4/chapter05.html)

Sekil 1.5. Camillo Golgi’nin ¢izimi hipokampis ve ndron yapisi (Golgi, 1903)

Hipokampus gunimiizde en ¢ok laboratuar ve klinik ¢alismalari yapilan
beyin bolimudir (izci ve Erbas, 2015). Temel bilimsel calismalar icin ideal bir
model sistemdir. Ozellikle 6grenme, hafiza ve navigasyon alanlarindaki 6neminin

kesfiyle, Alzheimer ve epilepsinin birgok formu ile olan baglantis1 da, dikkatleri


http://www.nba.uth.tmc.edu/neuroscience/s4/chapter05.html)

1. GIRIS Feyza TAS

uzerine geker (Frohlich, 2016). Deneysel ¢alismalar en ¢ok kemirgenler, 6zellikle
de deney sicanlari Uzerinde yapilmaktadir. Sican (rat) hipokampusi, insan
hipokampusinden 100 kat daha kiglktur ve sican beyni bir (zim tanesi
buyiiklugundedir (izci ve Erbas, 2015).

Sigan Beyni

Serebral Serebellum
Eorteks -

Dorsal e Omurilik
Hipokampuis

”

Vv Ventral Hipokampus

Sekil 1.7. Sican beyninden alinmis kesitte hipokampis ve bolumleri (Touretzky,
2013)
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1.2.3. N6ron Nedir?

Cok hucreli organizmalarda farkli hiicreler ve dokular arasindaki iletisimi,
endokrin sistem saglar ve bu hormonal iletisim, hedef hicrelerin kimyasin
degistirme yetenegine sahip molekiler haberciler tarafindan basarilir. Ancak bu
sistem, cevreden gelen duyusal bilginin birlestirilmesi agisindan ¢ok yavastir. Bu
organizmalarda elektriksel iletisim, bu gereksinimi karsilamak amaciyla
gelismistir. Ve bu noktada devreye sinirsel kontrol ve sinir hiicreleri girer (Keeton

ve ark., 2004; www.britannica.com/science/nervous-system).

Noron ad: verilen ézellesmis sinir hiicrelerinin, tek hiicreli 6karyotlardan
evrimlestigi dusunulir. Bu konuda gorusler ne olursa olsun, bitin noéronlar ayn
islevsel organizasyona sahiplerdir. Dogrudan cevreden, diger néronlardan veya her
ikisinden birden bilgi toplama, ve bunu diger néronlara, kas hiicrelerine ve salgi
hicreleri gibi hedef hiicrelere aktarma yetenekleri vardir. Tipik bir noron; icinde
cekirdegi bulunan genislemis bir hiicre govdesi, genellikle bilgileri alan dendrit
isimli uzantilar ve bilginin diger hilcrelere iletildigi aksonlardan olusur. Aksonlarin
sonundaki 0Ozellesmis son uglar, sinyalleri hedef hiicrelerin dendritlerine (ve
omurgalilarda hticre govdesine) aktarirlar. Dendritler genellikle ¢ok sayidadir ve
dallanma yapip sagakli bir gorinuse sahip olurlar. Bunlar belki binlerce baska

hicreden sinyal alabilirler (Keeton ve ark., 2004).

10
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Sekil 1. 8. Farkl: tiplerdeki (a: ara néronlar, b: motor néronlar, c: duyu néronlari)
ndron yapilari (Lodish ve ark., 2000)

Dendritlerin (izerinde dendritik cikint1 (dendritic spine) denilen yapilar
vardir ve aksonun 6zellesmis uclart bu bolgelerde sinaps adi verilen baglantilar

kurar (Nergiz, 2012).
¥ N

Sekil 1.9. Dendritik g1kInt1 (dendritic spine) (Defelipe, 2015)
11
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Aksonlar genellikle her néronda bir tane ve dendritlerden daha uzundur.
Onlar da ¢ok sayida dallanma gdstermelerine karsin ags: bir gorintileri yoktur
(Keeton ve ark., 2004).

1.2.4. Noron Fizyolojisi

Gorevi kisaca bilgi iletimi olan néronlarin, elektriksel bir akim ile bunu
sagladiklar1 kesfedilmistir ve bu akima impuls adi verilir. Bir sinir impulsunun
iletimi, Na* ve K" iyonlarinin hiicre zarindaki elektrostatik gradiyentine ve zarin
gecirgenlik degisikligine baghdir. Dinlenme durumundaki bir sinir telinin
icerisinde yiiksek bir K* iyonu derisimi vardir ancak hiicre disinda daha da yiiksek
bir Na* iyonu derisimi bulunur. Bu sebeple hiicre ici, hiicre disina gére (-)
yukludir. Sinir teli uyarildiginda, hiicrenin Na* iyonlarina olan gecirgenligi artar
ve ¢ok sayida Na* iyonu hiicre igine gecer. O noktada hticre ici elektriksel yiki (+)
olurken, hiicre dis1 (=) yiklenir. Polarizasyonun tersine donmesi komsu noktalar:
da etkiler ve ayni gegirgenlik degisimleri komsu noktalarda da baslar. Hicre
icindeki (+) iyon fazlahgindan dolay: icerdeki K* iyonlar: disar1 gikmaya baglar. K
iyonlarimin disar1 ¢ikmasi ile hiicre ici tekrar negatif yukli olur. Na* ve K*
iyonlarinin yer degistirmesi ve bunun sinir teli boyunca devam etmesi impuls

iletimidir.

12
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Sekil 1.10. Bir sinir impulsunun iletilme modeli (Keeton ve ark., 2004)

Her impuls iletiminden sonra néronlar ¢ok kisa bir sure iginde diflizyon ve
elektrostatik ¢cekim ile eski hallerine donerler ve bu kisa dinlenme suresinden sonra
(0.5-2.0 milisaniye civari) yeni bir impuls iletebilirler. Na* ve K" iyonlar1 yer
degistirdikten sonra bulunduklari nispeten biyik hacim igerisinde diftizyon ile
dagilirlar ve hiicre igindeki elektrostatik gradiyent yeniden kurulur. Bu dinlenme
streci, noronun impuls iletme yetenegini korumas: agisindan 6nemlidir. Fakat
diflizyon ve elektrostatik ¢ekim, néronun islevini korumas: agisindan kisa donemli
¢ozlimlerdir. Uzun doénemli olay ise aktif transport iceren sodyum — potasyum
pompasidir. Hiicre, biinyesindeki fazla Na* iyonlarini hiicre disina gonderirken,
kaybettigi K* iyonlarini da hiicre disindan ahr ve bunu saglamak icin ATP harcar
(Keeton ve ark., 2004).

13
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Sekil 1.11. Sodyum — potasyum pompasi
(www.apsubiology.org/anatomy/2010/2010 _Exam_Reviews/Exam_1
Review/Ch03_Active_Transport.htm)

Bir impuls bir ndéron aksonu boyunca iletildikten sonra, aksonun son ucu
olan sinaptik uglara gelir. Bir aksonun son ucu ¢ok sayida dallanma yaptigi igin, bir
noron birgok baska ndronla sinaps yapabilir ve genellikle bu ndronlarin her biriyle
cok sayida noktada sinaps yapar.

Sinaptik uglara gelen impuls 2 yol ile iletilir. Az sayida olmak Uzere, bazen
sinaptik ug ile, bununla temasta olan hiicre zar1 arasinda bir iletim bolgesi bulunur.
Bu bolge, iki ndron arasinda dogrudan bir elektriksel iletim saglar ve impulslar bu
sekilde cok hizli bir sekilde iletilirler. Elektriksel sinapslar, sinir sisteminde iletim
hizinin ¢ok énemli oldugu yerlerde goralirler.

Impuls iletiminin cogunlukta olan diger yolu ise kimyasal sinapslardr.
Birinci néronun sinaptik ucu ile ikinci néronun zarim ayiran, yaklasik 20 nm
genisligindeki bosluga sinaptik aralik ad: verilir. Bu boslukta iletim, aksonun son
ucunda yer alan sinaptik vezikullerden salinip difuizyon ile diger hiicreye gegen
transmitter kimyasal molekiller sayesinde gercgeklesir. Binlerce vezikilin her
birinde, 10.000’lerce transmitter madde vardir. Akson boyunca ilerleyen impuls,
sinaptik uca ulasinca, son uctaki hiicre zar1 Ca™ iyonlarina daha gecirgen olur.
Sinaps bolgesinde yogunlasmis olan Ca™ iyonlarnn ise, son uctaki sinaptik
vezikilleri uyarir ve vezikuller egzositoz yaparak igerisindeki transmitter
maddeleri sinaptik bosluga birakirlar. Transmitter molekuller, sinaptik boslukta ve

diger hicrenin (postsinaptik) zarinda difiizyon ile ilerler. Sonunda bu molekiiller,
14
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postsinaptik hiicrenin zarinda potansiyel degisikligine sebep olarak yeni bir impuls
yaratirlar (Lodish ve ark., 2000; Keeton ve ark., 2004).

Akson Terminali Presinaptik Hiicrenin
Aksonu

Sinaptik Morotransmitter

Verzikiiller

impuls Y&nii

Pf:ﬂ!-iﬂﬂl'ﬂ“l MNé&rotransmitter
Hiicre Reseptdrleri

Sekil 1.12. Kimyasal sinaps modeli (Lodish ve ark., 2000)

Transmitter maddeler sunlardir: Asetilkolin, bazi amino asitler (glisin,
glutamat, aspartat, GABA), epinefrin (adrenalin), norepinefrin (noradrenalin),
serotonin, histamin, dopamin (Lodish ve ark., 2000;

www.britannica.com/science/nervous-system/Active-transport-the-sodium-

potassium-pump#ref606428).

Daha 6nce bahsedildigi gibi, kronik stres durumunda glukokortikoidler ve
norotransmitter maddelerin salinim artar ve stres sonrasinda bile devam eder. Bu
durumda hipokampiisin CA3 bolgesi piramidal néronlarin dendritlerinde atrofi
gelisebilecegi, yillar stiren stres durumlarinda, hipokampal néronlarin 6liminin
gerceklesebilecegi kesfedilmistir (Mcewen, 1998; Kocatiirk, 2000). Ayni sekilde,
uzun sdren stresin sinapslarda Ca™ mekanizmasin1 bozdugu bilinir (Kocatrk,
2000).

Norotransmitter madde saliniminin artigi, stirekli bir impuls uyarimini

beraberinde getirir ve tim molekiler mekanizmay: bozar. Bu durumun surekliligi,
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noron kaybina ve buna bagl olarak hipokampis fonksiyonlarinda aksamalara

sebebiyet verecektir.

1.2.5. Hipokampusteki Noron Cesitleri

Noronlar genellikle gorevlerine gore ve yapilarina gore olmak uzere cesitli
siniflandirmalara tabi tutulurlar. Duyu, ara ve motor ndron simiflandirmasi,
gorevlerine gore yapilan isimlendirmedir. Hiicre morfolojisine gére ise; unipolar,
psodounipolar, bipolar ve multipolar olmak Uzere 4 kategoriye ayrilir

(www.gbi.ug.edu.au/brain/brain-anatomy/types-neurons;

www.faculty.washington.edu/chudler/cells.html).

Bunun yani sira, beyinde bulunan néronlart simflandirmak ¢ok da kolay
degildir. Bulunduklar1 bolgelere gore farkli gorevlerde ve yapilardadirlar. Bazi
beyin néronlar: motor ndron, bazilari ise duyu néron fonksiyonlar: gosterir; yani
sira heniiz siniflandirilamayan, genis cesitlilige sahip beyin néronlari mevcuttur

(www.gbi.ug.edu.au/brain/brain-anatomy/types-neurons).

Hipokampuste piramidal ve granular néron adi verilen iki ¢esit ndron ve
internéronlar bulunur (Songur ve ark., 2001; Pan ve Rutecki, 2009; izci ve Erbas,
2015; Dekeyzer ve ark., 2017).

Sekil 1.13. Piramidal Noron (sol) / Granular Noron (sag) (Bock ve ark., 2011)
16
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Piramidal noronlar CA bdlgelerinde bulunan, sekilleri itibari ile bu ismi
alan noronlardir. Grandlar néronlar ise, hiicre govdesinden genellikle bir dendrit
dalh ¢gikmasi ve sonra bu dendritin kendi icinde dallandig: bir yapiya sahip olmasi
Ozelligi ile, ve gorev farklihg: ile, piramidal néronlardan ayrilirlar ve DG
boluminde bulunurlar (Pan ve Rutecki, 2009; Dekeyzer ve ark., 2017,
www.nba.uth.tmc.edu/neuroscience/s4/chapter05.html).

Sekil 1.15. Granlar noronlar (Defelipe, 2015)
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v ONER AR o SN
Sekil 1.16. DG’de granilar ndronlar (www.mbfbioscience.com/blog/2013/08/drug-

treating-asthma-improves-cognitive-function-syndrome-mouse-model/)
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Kocatirk (2000), Yash siganlar (zerinde yaptigi uzun sireli stres
calismasinda, hipokampal piramidal noronlarda kayiplar oldugunu, CAl
bolgesinde kalsiyum bagimli mekanizma ile piramidal néronlarda yikimlar
olabildigini saptamistir.

Mcewen (1998), Yetiskin sicanlarda uzun sureli stres durumlarinda
glukokortikoidlerin, hipokampuste kalsiyum akimini kuvvetlendirerek hipokampal
piramidal noronlarda kayiplara ve yikimlara neden olup bu tir etkilere aracilik
ettigini deneysel olarak gostermistir.

Xie ve ark. (2013), Erken cocukluk dénemi stresinin, prefrontal kortekste
ve hipokampis gibi limbik sistem bdlgelerinde, belirgin yapisal degisikliklere
(dendritik spine yogunlugu gibi) neden oldugunu ve hipokampiis CA3 piramidal
noronlarda, dendritik spine sayisint ve dallanma sayisinin arttirdigint tespit
etmislerdir.

Bock ve ark. (2011), Gebelik sirasinda var olan stresin, yavrularda sebep
oldugu noron degisimlerinin arastirildigi bir g¢alismada; hipokampisin CAl
bolgesinde bulunan piramidal néronlarin dendritik spine (gikinti) yogunlugunun
erkek yavrularda arttigini, hipokampusiin Dentate Gyrus (DG) bélgesinde bulunan
grandler noéronlarin dendritik spine yogunlugu, dendrit uzunlugu ve dendrit
dallanma sayisimin ise, erkek ve disi yavrularda zit yonlerde degistigini
gostermislerdir.

Weinstock (2008), Bireyin erken ¢cocukluk doneminde sahip oldugu stresin
bireyde ve gebelik suresince annenin maruz kaldig: stresin yavrularda, davranissal
ve ndro-kimyasal etkilerinin oldugunu agikca belirtmistir.

Leshem ve Schulkin (2012) , Gebelikten iki hafta dnce strese magruz
birakilmig disi siganlarin yavrularinda; duygusal, 6grenme ve sosyal davranislarin

cinsiyete gore farkli sekillerde degistigini aciklamiglardir.
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Li ve ark. (2009) , Gebelik 6ncesi strese magruz birakilmis disi sicanlarin
erkek yavrularinda sukroz alimminin azaldigini, zevk alamama ve depresyon
semptomlar: gosterdiklerini bulmuslardir.

Dietz ve ark. (2011), Gebelik 0Oncesi strese magruz birakilmis disi
sicanlarin yavrularinda, sosyal davranis bozuklugu ve depresyon semptomlarinin
goraldugina, iki cinsiyette de endise ve depresyon yanlisi davraniglar oldugunu
gozlemlemistir.

Zaidan ve ark. (2013), Strese cevap olan CRF1 (CRF-tipl) molekilinin
MRNA ifadesinin artis1, gebelik 6ncesi beklenmedik kronik strese maruz kalan disi
sicanlarin dn-kortekslerinde ve olgun oositlerinde gorilmus olup bu siganlarin yeni
dogan yavrularinin beyinlerinde de CRF1 ifadesinin artisi oldugunu, yavrular
yetiskin oldugunda ise davranis bigimlerinin cinsiyete gore degisiklik gosterdigini
bulmuslardir.

Bock ve ark. (2016), Gebelik dncesi stresin, mediyal prefrontal kortekste,
dendritik spine ve dendrit uzunlugu gelisimi Uzerindeki etkisinin arastirildig: bir
calismada; yavrularin ndron morfolojisinde olduk¢a kompleks degisiklikler
oldugunu kesfetmistir ve bu degisikliklerin yetiskinlik doneminde de kalici
oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 arastirmada; stres faktoriniin, cinsiyet ve
beyin yarim kdreleri dikkate alindiginda mediyal prefrontal kortekste, dendrit
uzunlugunun, erkek yavrularin sol yarimkirelerinde daha fazla oldugu ortaya
konulmustur.

Gebelik dncesi stresin, yavrularda mediyal prefrontal kortekste cinsiyete
gore farkli néromorfolojik degisimler ortaya koymasinin tespiti ile (Bock ve ark.,
2016), aynm stres faktorlerinin, yavrularda hipokampis néronlarina morfolojik
etkisi olabilecegi diisunilmiistir. ilk kez yapilan bu galisma, gebelik 6ncesi strese
sahip disi sicanlarin yavru hipokampislerinin DG boélumundeki granilar
néronlarin, dendrit uzunluklarinin, dendrit dallanma sayisinin ve toplam dendritik

spine sayisinin hesaplanmasini; stres ve kontrol gruplarinin cinsiyete ve hemisfere

20



2. ONCEKI CALISMALAR Feyza TAS

gore karsilastirllmasint amaglamigtir. Eger néromorfolojik farklar var ise, bu
calisma gelecekteki bir¢ok epigenetik ¢alismaya 1s1k tutmay: amaclar.

“S0z konusu néromorfolojik degisikliklerin, hipokampisiin fonksiyonuna
etkisi nedir, néronun morfolojisinin degisiminin altinda yatan hormonal ve genetik
sebepler nelerdir, stres yavrulara nasil bir mekanizma ile aktarilmistir ve onlarin
noron gelisimini etkilemistir, cinsiyetin tim bunlara etkisi nasil olur, hafiza
problemleri, davranis bozukluklar: ve mental hastaliklarin sebeplerine etkisi nedir”

gibi sorulara cevap olabilecek gelecek caligmalara yol gosterecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Deney Materyali
Bu calismada, Sprague-Dawley susu, laboratuar sicanlari (Rattus

norvegicus (www.ratbehavior.org)) kullanilmigtir. Tagima stresinden kaginmak

amactyla sicanlar, Harlan Laboratories Inc. Israil’de (www.harlanisrael.com)

dogmus, blyums ve ciftlestirilmistir.

11 Adet disi bireyden olusan kontrol grubu ve 24 adet disi bireyden olusan
deney grubu olmak Uzere, 35 adet disi sican belirlenmistir. 4’10 gruplar halinde, 56
cm X 35 cm X 19 cm-yikseklik ebatlarindaki kafeslerde blyuttilmustir. Sicaklik
22+/- 2 °C’ ye sabitlenmis ve giindiizleri 12 saat yapay 1sik verilmistir. Siganlar
180-200 gr agirliga ulastiktan sonra deney yontemi (stres uygulamasi) uygulanmis
ve ciftlestirilmiglerdir. Dogumdan 24 saat sonra yavrular, erkek ve disi sayisi
yaklasik olarak esit olacak sekilde, 10’lu gruplar halinde ayrilmiglardir ancak 30
gine kadar sitten kesilmezler. 30 gin boyunca rahatsiz edilmeden
bayutilmislerdir ve bu durum, 21 ginde sitten Kkesilen siganlarla
karsilastirildiginda, daha stressiz ve merakli yavrular elde edildigi anlamina gelir.
30 Ginlik yavrular sitten kesilmis ve 4-6 adet ayn: cinsiyete sahip yavru, benzer

Ozelliklerdeki yeni kafeslere alinmistir (Bock ve ark., 2016).

3.1.2. Kimyasallar ve Araclar

Kullanilan kimyasallar; Potasyum kromat (%5), Potasyum dikromat (%5),
Civa dikloriir (%5), Eter, Celloidin (%8), Kloroform, Phenylendiamin (%0,5),
Dektol (%1), Tetenal (%5), Amonyum hidroksit (%28), Etanol (%70, %90, %96,
%100), Propanol (%100), Xylol ve Eukitt olup, tamam: Sigma-Aldrich tarafindan
temin edilmistir (Glaser ve Van der Loos, 1981; Vincent ve ark., 2004).
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Preparat hazirligi igin mikrotom, 24’1tk plate, mikropipet, pens ve lam;

ndron analizi igin 151k mikroskobu ve immersion yag: kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Stres Uygulamalan

Daha 6nce hig ciftlesmemis olan, 35 adet gen¢ disi sican belirlenir ve stres

uygulamalar1 igin 3 gruba ayrilir.

A grubu: 11 Adet kontrol grubu
B grubu: 15 Adet deney grubu — 1 Hafta boyunca strese maruz

birakildiktan hemen sonra ciftlestirilir.

C grubu: 9 Adet deney grubu — 1 Hafta boyunca strese maruz birakildiktan
2 hafta sonra ciftlestirilir.

Ortalama 60 gunlik olan geng yetiskin disi sicanlardan B ve C grubu, 1

hafta boyunca beklenmedik ve degisken strese maruz birakilmstir.

Her biri ayr1 ayri, birbirini izleyen giinlerde olmak tizere uygulanan stres

faktorleri soyledir:

%)

O 8 Q8 °

Q

15 Dakika 1hk suda yiizmeye zorlama (22 °C), 15 dk soguk suda ylizmeye
zorlama (15 °C) ve ardindan 1sitma

24 Saat yalniz birakma

24 Saat a¢ ve susuz birakma

24 Saat sabit 11k altinda birakma

1 Saat araliklarla, 3 kere 30 dk boyunca yukseltilmis bir platform izerinde
tutma

30 Saniye araliklarla, 10 kere 1 sn boyunca 0,5 mA elektrik soku uygulama
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@ 24 Saat sabit 11k altinda ve 8 disi aym kafese koyulmak suretiyle
kalabalikta birakma (56 cm X 35 cm X 19 cm yiikseklik)

A Grubu (kontrol), strese maruz birakilmamistir.

Butun disilerin agirligi gunlik olarak kaydedilmistir ve disiler ciftlesmek
Uzere erkek bireylerle bir araya getirildiginde, bitin gruplardaki disilerin vicut
agirliklart buyik farkliliklar gostermemistir. Disiler ciftlesmeleri igin, 5 gin
boyunca erkek bireylerle birlikte tutulmustur.

Dogumdan sonra yavrular, stresin minimum seviyede tutuldugu sartlarda,

yetiskin olana kadar blyuttulmustiir (Bock ve ark., 2016).

3.2.2. Néromorfolojik Cahsmalar

Dogumdan 65 giin sonra, gen¢ yetiskin halde olan yavrularin beyinleri
alinmigtir. Bu yavrularin say:1 ve cinsiyet bakimindan, gruplara gére dagilim: su
sekildedir:

A grubu: 5 erkek, 6 disi yavru
B grubu: 6 erkek, 6 disi yavru
C grubu: 6 erkek, 6 disi yavru

3.2.2.1. Fiksasyon

Alinan beyinler, Golgi-Cox sollsyonu (%5 Potasyum kromat, %5
Potasyum dikromat, %5 Civa klorir) igerisine koyulmus ve 14 gun karanlikta
bekletilerek fikse edilmistir. ilk 48 saat sonra Golgi-Cox soliisyonu degistirilir. 4
Saat %100 etanol ve eter karistminda bekletilerek dehidre edilir. Ardindan %8’lik
Celloidin igerisine gomullr. Birkag saat kloroform ile sertlestirildikten sonra,

mikrotomda kesit almay1 kolaylastirmak adina, sert Celloidin bloklar elde edilmis
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olur. Ve bu bloklar, %70’lik alkol icerisinde, +4 °C’de, preparat hazirlanana kadar
muhafaza edilebilir (Glaser ve Van der Loos, 1981; Vincent ve ark., 2004).

Sekil 3.1. Celloidin blok iginde sican beyni (hipokampus kismindan kesilmis hali
ile)

3.2.2.2. Preparat Hazirlama

Beyinlerin hipokampis bdélimlerinden, mikrotom kullanarak 150 pm
kalinliginda, celloidin blogun enine olacak sekilde kesitler alinir. Alinan kesitler,
her numune icin 500 pl olacak sekilde, %70’lik etanol icerisinde plate’lere koyulur.

Sekil 3.2. Mikrotom ve kesit almaya hazirlanmis Celloidin blok
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Glaser ve Van der Loos tarafindan modifiye edilmis (1981) Golgi-Cox

protokolu kullanilarak, mikroskopta incelenmek tzere preparatlar hazirlanir (Bock

ve ark.,

yapilir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

2016). Buna gore uygulanan protokol su sekildedir:

** Her adimda, her bir numune i¢in 500 pl sivi olacak sekilde uygulama

150 pm kahinliginda kesitler alinir ve %70’lik etanol icerisine koyulur.

2 Kez 5’er dakika distile suda bekletilir.

1 Saat, %28’lik Amonyum hidroksit (NH,OH) sollisyonunda, plate’in
kapagi kapali bir bicimde bekletilir.

%0,5’lik Phenylendiamin ¢ozeltisi, kullanimdan hemen 6nce, her numune
icin 500 pl soliisyon olacak miktarda hazirlamr. Once 1dk, sonra 4dk
bekletilir.

2dk distile suda bekletilir.

%1’lik Dektol ¢ozeltisi, kullanimdan hemen 6énce, her numune icin 500 pl
soliisyon olacak miktarda hazirlanir. 2dk bekletilir.

1dk distile suda bekiletilir.

%5’lik Tetenal ¢ozeltisi, kullanimdan hemen énce, her numune i¢in 500 pl
soliisyon olacak miktarda hazirlanir. 10dk bekletilir.

3 Kez 5’er dakika distile suda bekiletilir.

10) %70 Etanol igerisinde 3dk bekletilir.

11) %90 Etanol icerisinde 10dk bekletilir.
12) %96 Etanol icerisinde 10dk bekletilir.
13) %2100 Propanol icerisinde 10dk bekletilir.
14) Xylol igerisinde 5dk bekletilir.

15) Numuneler 2 lam arasina, hava almayacak sekilde Eukitt ile birlikte

yerlestirilir. Eukitt, hem 2 lam arasindaki destek materyalidir, hem de

numunenin katilasip sabitlenmesini saglar. Bu sayede, kalici histolojik
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preparat hazirlanmis olur. Preparatlar 1 giin kurumaya birakilir, daha sonra

kapali kutuda karanlikta muhafaza edilir.

Sekil 3.3. Golgi-Cox teknigi ile hazirlanmig kalici preparatlar

3.2.2.3. Néromorfolojik Analiz

Hazirlanan preparatlar kamerali 1s1k mikroskobunda (100X objektif ile)
incelenmis, hipokamptisiin Dentate Gyrus (DG) bélumiinden tespit edilen Grandilar
ndronlarin morfolojik analizi, bilgisayar tabanli bir ndron cizme sistemi olan
Neurolucida Software (MicroBrightField, Williston, VT) programi kullanilarak
yapilmistir (Bock ve ark., 2016).
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Sekil 3.4. Hipokampusiin DG kisminda bulunan bir grandlar néronun 1sik
mikroskobunda goérinimu (40X)

Buna gore; butunligt bozulmamis bir granilar néron secilir, hiicre gévdesi
ve dallanma yapis1 belirtilerek dendritler gizilir ve bu islem sirasinda dendrit
Uzerinde gozlemlenen tim dendritik cikintilar (spine) isaretlenir. Sonunda

programda 3 boyutlu bir gériintii elde edilir.

Sekil 3.5. Neurolucida programi ile néron ¢izimi ve 3 boyutlu néron gérintisi

Neurolucida programi tarafindan hesaplanan; toplam dendritik spine sayist,
dendrit dallanma sayisi ve dendrit uzunlugu gibi gahisilmak istenen degerler

kaydedilir. Incelenen bir beyin hipokampiisii icerisinden tespit edilen, butiinlugi
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bozulmamis 2 néron sol hemisferden, 2 néron sag hemisferden olmak lzere toplam
4 noron cizilir. Calisilan degerler kaydedilirken, sol hemisferde incelenen 2 néron
degerlerinin ortalamas1 alinir, ayni1 uygulama sag hemisferde incelenen 2 néron igin
de yapilir. Boylece incelenen bir beyinden, bir sol ve bir sag hemisfere ait 2

néronal morfolojik deger kaydedilmis olur ve bu degerlerin istatistiksel analizi

yapilir.

3.2.3. istatistiksel Analiz

Neurolucida programindan elde edilen sayisal degerlerin istatistiksel
analizi, SPSS 20 Statistics Software (IBM, USA) programi: ve Minitab 16
Statistical Software (Minitab Inc.) programi kullanilarak yapilmustir.

Ayni gruplarin, kendi iginde sol ve sag hemisferlerinin karsilastiriimast igin
Related (Paired) T Test (Minitab) uygulanmstir.

A, B ve C gruplarinda; stres, cinsiyet ve hemisfer faktorleri ve bu 3
faktoriin birbirleri ile olan etkilesiminin incelenmesi icin General Linear Model
(Multifactor ANOVA) Testi (SPSS) kullanilmistir. Stresin, cinsiyete ve hemisfere
gore etkisi arastiriimustir.

Bununla birlikte, var olan her bir grup bagimsiz olarak, Independent T Test
(2 Samples T Test) ile (Minitab) karsilastirilmastir.

Istatistiksel 6nem derecesi, p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Dendrit Dallanma Sayisi
Dendrit dallanma sayisina ait tanimlayici istatistik verileri ¢izelge 4.1. de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Dendrit dallanma sayisi 6zelliginin tanimlayici istatistik verileri

Dendrit Dallanma Sayisi

Grup Cinsiyet | Hemisfer | Adet | Ortalama | Std.Sapma | Minimum | Maksimum
hy Sol 6 25,58 6,870 14,00 33,00
isi
A Sag 6 23,17 4,550 16,00 30,00
(Kontrol) Sol 5 25,40 6,620 20,00 36,00
Erkek
Sag 5 29,40 7,090 21,00 37,00
Disi Sol 6 30,08 9,300 18,00 44,50
isi
Sag 6 32,42 7,460 22,00 43,00
B (Stres)
Sol 6 23,33 7,720 13,50 34,00
Erkek
Sag 6 24,25 5,020 17,00 32,00
Disi Sol 6 25,08 7,450 14,00 33,00
isi
C (Stres+ Sag 6 31,58 5,540 25,50 41,00
Bekleme) Sol 6 27,67 5,890 19,00 34,00
Erkek
Sag 5 30,10 4,770 25,00 36,00

Her bir grubun kendi icerisinde sag ve sol hemisferlerine ait verilerin,
related t test ile karsilastirilmas: sonucunda, p degerinin 0,05’den biyik oldugu,
dolayisiyla anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Gruplara ait disi ve
erkek bireylerin sag ve sol hemisferlerinde dendrit dallanma sayis1 bakimindan
anlamli bir farklilik yoktur.

A, B ve C gruplarinda; stres, cinsiyet ve hemisfer faktorlerinin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda, gruplar aras: istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

yoktur (p>0,05). Bununla birlikte, stres ve cinsiyet etkilesiminin anlamli bir degere
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(p=0,026) sahip oldugu tespit edilmistir. Stres faktorunin, disi ve erkek bireylerde
dendrit dallanma sayisi Uzerine etkisinin tamamen zit yonlerde oldugu, oldukca

onemli bir sonugtur ve sekil 4.1. de gosterilmistir.

| Cins et

Ortalama Degerler

T T T
1 1

Gruplar
Sekil 4.1. Dendrit dallanma sayisinin, A, B ve C gruplar: arasinda cinsiyete gore
etkilesimi (Grup 1= A grubu, Grup 2= B grubu, Grup 3= C grubu,
Cinsiyet 1(mavi)= Disi, Cinsiyet 2 (yesil)= Erkek)

Sekil 4.1. incelendiginde; dendrit dallanma sayisi, A grubu disi bireylerde
en dusiik seviyedeyken, B grubu disi bireylerde dallanma sayisinin arttigi, C grubu
disi bireylerde tekrar azaldig: gorilmektedir. Erkek bireylerde ise durum tam ters
yonde gelismistir. A grubu erkek bireylerin dendrit dallanma sayis1 ortalamasi, B
grubu erkek bireylere gore yiksektir. B grubu erkek bireylerde dallanma sayisi
azalirken, C grubu erkek bireylerde artis vardir.

Stres, cinsiyet ve hemisfer etkilesimi incelendiginde, istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadig: halde (p>0,05), sekil 4.2. ve sekil 4.3.de goruldigu

gibi, stresin cinsiyet (zerindeki etkisinin dendrit dallanma sayis1 acgisindan farkl
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oldugu ancak bu etkinin hemisferler arasinda buylk farkliliklar yaratmadig:

sonucuna varil mistar.

Hemisfer 1

Cinstyet

Ortalama Degerier

T T T

Gruplar
Sekil 4.2. Stres, cinsiyet ve hemisfer etkilesiminin, sol hemisfer izerinde gésterimi
(Grup 1= A grubu, Grup 2= B grubu, Grup 3= C grubu, Cinsiyet
1(mavi)= Disi, Cinsiyet 2 (yesil)= Erkek, Hemispher 1= Sol hemisfer)
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Hemisfer 2

' Cinsiyel

Ortalama Degerler

T L L]
1 ] ]

Gruplar
Sekil 4.3. Stres, cinsiyet ve hemisfer etkilesiminin, sag hemisfer tizerinde gosterimi
(Grup 1= A grubu, Grup 2= B grubu, Grup 3= C grubu, Cinsiyet
1(mavi)= Disi, Cinsiyet 2 (yesil)= Erkek, Hemispher 2= Sag hemisfer)

Var olan her bir grup (toplam 12 grup), birbirleriyle ayr1 ayr istatistiksel
teste tabi tutuldugunda, dendrit dallanma sayisi igin bulunan anlamli farkliliklar su
sekildedir:

A grubu-disi-sag hemisfer / B grubu-disi-sag hemisfer — p=0,032
B grubu disi dendrit dallanma sayisi, A grubu disilerinden fazladir.
A grubu-disi-sag hemisfer / C grubu-disi-sag hemisfer — p=0,018
C grubu disi dendrit dallanma sayis1, A grubu disilerinden fazladur.

Bunlarin disinda diger gruplar arasinda, istatistiksel anlamli bir fark yoktur
(p>0,05).
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4.2. Dendrit Uzunlugu (um) ve Toplam Dendritik Spine (Cikinti) Sayisi

Dendrit uzunluguna ait tanimlayict istatistik verileri gizelge 4.2. de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Dendrit uzunlugu 6zelliginin tanimlayici istatistik verileri

Dendrit Uzunlugu (um)

Grup Cinsiyet | Hemisfer | Adet | Ortalama | Std.Sapma | Minimum | Maksimum
Disi Sol 6 1550 430 894 1995
isi
A Sag 6 1501 270 1025 1824
(Kontrol) Sol 5 1547 396 1162 2211
Erkek
Sag 5 1763 452 1124 2223
Disi Sol 6 1801 542 1169 2627
isi
Sag 6 1934 427 1311 2506
B (Stres)
Sol 6 1538 500 928 2267
Erkek
Sag 6 1456 295 1024 1820
i Sol 6 1567 434 975 2080
igi
C (Stres+ Sag 6 1927 353 1520 2550
Bekleme) Sol 6 1697 357 1244 2181
Erkek
Sag 5 1937 271 1592 2241

Toplam dendritik spine (¢ikint1) sayisina ait tanimlayici istatistik verileri

cizelge 4.3. de sunulmustur.

35




4. BULGULAR Feyza TAS

Cizelge 4.3 Toplam dendritik spine sayis1 6zelliginin tanimlayici istatistik verileri

Toplam Dendritik Spine (Cikintr) Sayisi

Grup Cinsiyet | Hemisfer | Adet | Ortalama | Std.Sapma | Minimum | Maksimum
Disi Sol 6 2473 1096 823 4007
isi
A Sag 6 2261 590 1543 3193
(Kontrol) Sol 5 2802 895 2042 4256
Erkek
Sag 5 3099 826 1847 4160
Disi Sol 6 2700 1002 1327 4354
isi
Sag 6 3057 1100 1735 4659
B (Stres)
Sol 6 2355 806 1597 3764
Erkek
Sag 6 2388 612 1597 3177
Disi Sol 6 2704 1100 1187 4136
isi
C (Stres+ Sag 6 3034 607 1985 3811
Bekleme) Sol 6 2782 529 2295 3515
Erkek
Sag 5 3258 1128 1347 4241

Her bir grubun kendi icerisinde sag ve sol hemisferlerine ait verilerin,
related t test ile karsilastirilmas: sonucunda, p degerinin 0,05’den buyik oldugu,
dolayisiyla anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Gruplara ait disi ve
erkek bireylerin sag ve sol hemisferlerinde dendrit uzunlugu ve toplam dendritik
spine sayist bakimindan anlaml bir farklilik yoktur.

A, B ve C gruplarinda; stres, cinsiyet ve hemisfer faktorlerinin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda, gruplar aras: istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktur (p>0,05). Stres*cinsiyet ve stres*cinsiyet*hemisfer etkilesimlerinin anlaml:
bir istatistiksel degere sahip olmamasi (p>0,05) ile birlikte, stres faktoriinin disi ve
erkek bireylerde dendrit uzunlugu (izerine etkisinin tamamen zit yonlerde oldugu,
sekil 4.4. de; dendritik spine sayis1 Uizerine etkisinin tamamen zit yonlerde oldugu
ise, sekil 4.5. de gosterilmistir.

Var olan her bir grup (toplam 12 grup), birbirleriyle ayr1 ayr: istatistiksel
teste tabi tutuldugunda, dendrit uzunlugu ve toplam dendritik spine sayisi igin

anlaml farkliliklar bulunamamistir (p>0,05).
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Sekil 4.4. Dendrit uzunlugunun, A, B ve C gruplar arasinda cinsiyete gore
etkilesimi (Grup 1= A grubu, Grup 2= B grubu, Grup 3= C grubu,
Cinsiyet 1(mavi)= Disi, Cinsiyet 2 (yesil)= Erkek)
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Sekil 4.5. Toplam dendritik spine sayisinin, A, B ve C gruplar arasinda cinsiyete
gore etkilesimi (Grup 1= A grubu, Grup 2= B grubu, Grup 3= C grubu,
Cinsiyet 1(mavi)= Disi, Cinsiyet 2 (yesil)= Erkek)
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5. TARTISMA

Gebelik oncesi strese sahip disi siganlarin yavrularinin, hipokampis DG
bélimindeki granilar néronlarin, dendrit uzunluklari, dendrit dallanma sayis1 ve
toplam dendritik spine (¢ikinti) sayis1 hesaplanmis, stres ve kontrol gruplarinin
cinsiyete ve hemisfere gore karsilastirilmas: yapilmistir. Buna goére dendrit
dallanma sayisi ele alindiginda, gebelik dncesi stresin yavrular etkiledigi, cinsiyete
gore anlamli farkliliklar yarattigi sonucuna ulasilmistir. Hemisferler arasinda
anlaml: bir fark yoktur. Strese maruz kalan B ve C gruplarinin disi yavrularinda,
dendrit dallanma sayis1 kontrol grubuna kiyasla artarken; B grubu erkek yavrularda
azalma, C grubu erkek yavrularda ise, kontrol grubuna kiyasla artma s6z konusu
olmustur. Ve bu etkilesim, yetiskinlige kadar surmustir. Bununla birlikte, dendrit
uzunlugu ve toplam dendritik spine sayisi Ozelliklerinde anlamli bir kantitatif
degisim yoktur.

Stres etkilerinin, sonraki kusakta da izlerinin strulebildigi gergeginin yan:
sira, annenin bunu yavrulara nasil aktardigi sorusu, gunimiizde hala netlik
kazanmamustir. Ihtimallerden birisi, davranissal aktarimdir. Gebelik éncesi stresin,
dogum sonrasinda annenin yavru bakimini etkilemesi dolayisiyla, yavrularda
davranis ve noron gelisimi bu durumdan negatif etkilenebilir. Bu gibi davranigsal
aktarimlarin incelendigi galismalar mevcuttur (Weaver ve ark., 2004; Champagne,
2008; Champagne ve Curley, 2009). Ancak bu ¢alismada, dogrudan bir davranissal
aktarim olma ihtimali dusiktur ¢linki Zaidan ve arkadaslarinin yaptig: benzer bir
gebelik oOncesi stres galismasinda, stres etkileri yavrularin beyinleri (zerinde,
dogumda ve yetiskin olduklarinda gdzlenmistir (2013). Daha kuvvetli olan bu
ihtimal, gebelik dncesi stres etkilerinin epigenetik degisikliklerle germ hiicrelerine
aktarilmas: ve dolayisiyla yavrularda néron ve sinaptik gelisimin yeniden
programlanmasidir. Gebelik 6ncesi stresin, 6zellikle oosit (olgunlasmamis disi
gamet) gen ifadesini modifiye ettigi diisuntlebilir ki bu genler, sinaptik gelisim ve

ndron degisimi icin kritik olan proteinleri kodlar (Zaidan ve ark., 2013). Stz
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konusu calismada, beklenmedik kronik strese maruz kalan disi sicanlarin frontal
kortekslerinde (6n korteks) ve olgun oositlerinde, CRF-tipl molekilinin mRNA
ifadesinin arttigi kanitlanmistir. CRF-tipl, viicudun strese cevap olarak salgiladigi
ilk tepki molekiludir. Bu sicanlarin yeni dogan yavrularinin beyinlerinde de CRF-
tipl artis1 bulunmustur ve yavrular yetiskin olduklarinda; eger stressiz bir ortamda
blylttulmuslerse beyinlerinde CRF-tipl artisi gorilmemis, stresli bir ortamda
blyutulmuslerse, beyinlerinde CRF-tipl artis1 gortlmistir. Bu durum cinsiyete
gore farkliliklar gostermistir ve yetiskin bireylerin frontal kortekslerinde ve
amigdala Uzerinde degisimler kaydedilmistir. Ilaveten bu iki yetiskin grubunun
davranis bicimlerinde de farkliliklar saptanmistir. Tim bu buluslar, stres etkilerinin
tireme hicrelerine aktarilmasi dolayisiyla, yavrularda néron gelisimini cinsiyete ve
beyin bolgesine gore etkileyebildigi gorisuni destekler.

Dogum sonrast ve erken cocukluk ddnemi stresi, organizmalarin
gelisimiyle birlikte, beyin ve davranis gelisimini etkiler. Yapilan ¢calismalar dogum
sonrasi stresin, prefrontal kortekste ve hipokampus gibi limbik sistem bdlgelerinde,
belirgin dendrit yapisal degisikliklere sebep oldugunu soyler. (Bock ve ark., 2011;
Xie ve ark., 2013). Ayni sekilde, insanlarda ve deney hayvanlarinda gebelik
sirasinda annenin sahip oldugu stres, yavrularda duygusal ve kavramsal islev
bozuklugu ile sonuglanabilir. Gebelik sirasindaki stres etkisinin  yavru
hipokampdslerinde arastirilmas: sonucu, Dentate Gyrus grantler ndronlarin
dendritik spine yogunlugunun, dendrit uzunlugunun ve dendrit dallanma sayisinin,
erkek ve disi yavrularda zit yonlerde degisim gosterdigi bulunmustur. Dogum
sonrasinda bu yavrulara gosterilen ilgi ve olumlu midahale sonucunda var olan
ndron degisimlerinde azalma, yani noéronlarin kontrol grubuna benzemesi s6z
konusu olmustur. Bu bulgular gosterir ki; hipokampuste sinaps ve ndron
oOzelliklerinin cinsiyete bagh degisimleri, stres kaynakli davranissal bozukluklarin
alt yapisi olabilir (Bock ve ark., 2011). Tim bu calismalarda dendrit dzelliklerinin
cinsiyete gore farklilik gosterdigi kesindir ancak bu dzelliklerin belirli bir cinsiyet

grubunda artmas: veya azalmas: stabil bir sekilde g6zlenmemektedir. Ve bu
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ornekler, gebelik sonrasi ve dogum sonrasi stres uygulamalar: calismalaridir. Her
ne kadar bu caligmalarin bize verdigi bilgiler ¢cok 6nemli olsa da, sunun altin
cizmekte fayda vardir: Gebelik éncesi stres ile gebelik sirasindaki stres biyuk
farkliliklar igerir. Gebelik sirasindaki (dogum oncesi) stres, buylk olasilikla stres
hormonlarinin etkisi sayesinde fetisii ve onun cevresini dogrudan etkiler ancak
gebelik Oncesi stres dogrudan bir etki yapamaz (Bock ve ark., 2016). Stresten
etkilenen fetlls, kendi fizyolojik stres cevabini  gelistirir  ve kendi
adrenokortikotropin ve kortikosteron hormonunu salgilar (Boudouresque ve ark.,
1988; Weinstock, 2001). Bunun tam tersi olarak, gebelik 6ncesi stres, fetiisin stres
cevabindan bagimsizdir ve yalnizca annenin fizyolojik stres cevabim kapsar (Bock
ve ark., 2016).

Bu tez caligmasimin yonteminin ve stres faktorlerinin aynilarinin
uygulandigir bir calismada, gebelik 6ncesi stresin yavrularin mediyal prefrontal
kortekste ve orbitofrontal korteksteki néronal morfolojik degisimleri incelenmistir.
Buna g6re mediyal prefrontal kortekste, dendrit uzunlugunun ve dallanma
sayisinin, erkek yavrularin sol yarimkirelerinde daha fazla olmasi gibi cesitli
farkliliklar ortaya konulmustur ancak orbitofrontal kortekste, dendritik spine sayisi,
dendrit uzunlugu ve dallanma sayis1 agisindan higbir farklilik bulunmamustir (Bock
ve ark., 2016). Bock ve arkadasglarinin bu calismasindan elde ettikleri
noéromorfolojik farkliliklar, aktarim mekanizmasi heniz aydinlatilamamis olsa
dahi, gebelik 0Oncesi stresin epigenetik yontemlerle ikinci jenerasyona
aktarilabildigini kanitlamaktadir. Frontal korteks, genel olarak stresin neden oldugu
hormonal degisiklige en hassas olan bdlgedir ve bu bdlgenin gebelik 6ncesi
stresten etkilendigi tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada orbitofrontal kortekste
ndromorfolojik bir degisimin bulunamamis olmasi, orbitofrontal korteksin limbik
sistem ile etkilesim halinde olan bir bolge oldugu konusunda dikkatleri (izerine
ceker. Bu durum gebelik dncesi stresin, limbik sistem yelerinden olan amigdala
Uzerinde etkisi olsa da (Bock ve ark., 2016), hipokampus veya diger limbik sistem

tyeleri Uzerinde etkisinin olmama ihtimalini akillara getirir.
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Bu tez ¢alismasinin, hipokampdis Gzerinde yapilmas, ilk kez gebelik dncesi
stres ile hipokampusiin arastirilmas: acisindan bulyidk 6énem tasir. Ve dendrit
dallanma sayisinin cinsiyete gore anlaml: farkliliklara sahip olmasi, néromorfolojik
etkilerin cinsiyet Uzerinde farkli degisimler yarattiginin bir kez daha ve ilk kez
hipokampste kanitlanmis oldugu anlamina gelir.

Bununla birlikte, yapilan davranis ¢alismalarinin genelinde, gebelik éncesi
stresin yavrularda noérokimyasal etkilerinin gbzlenmesine ragmen, sonrasinda
yapilan olumlu midahaleler, iyilesmelerin  mimkiin olabildigini gindeme
getirmistir. Her bir bireyin kendi bireysel deneyimleri ve genetik dzellikleri ile, bu
stres etkilerini farkl: télere edebilme durumlar: da g6z 6nine alindiginda; bireyin
beyin gelisimi sirasinda, olumlu bir ortamda bulyimesinin verdigi destekle,
dogustan var olan stresin negatif etkilerinin iyilesebilecegi yorumu yapilabilir.

Gerek fetlisin gen ifadesi, gerekse beyin htcrelerinin blyuylp gelismesi
sirasinda olan tim bu dendrit 6zelliklerinin degismesi, akillara neden sorusunu
getirmektedir. Kabul gbren cevap ise; adaptasyondur (Bock ve ark., 2016). Dendrit
uzamasi, dallanma sayisinin artmasi, spine sayisina bagl olarak sinaptik
potansiyelin artmasi, yeni ve beklenmeyen cevresel sartlara karsi adaptasyon
saglayabilir. Ileri zamanlarda yasanabilecek stres durumlarinda, daha fazla
esneklige ve direnclilige aracilik edebilir. Bununla birlikte dendritik blyiimenin
gerilemesi, ndropatolojik adaptasyonlar1 gosteriyor olabilir, ki bunlar da, gelecekte
stres hiperaktivitesine ve davranis bozukluklarina sebebiyet verebilir.

Gebelik 6ncesi stresin, ikinci jenerasyona etkilerinin var olmasi, oositlerde
gen ifadesinin stres sebebiyle yeniden programlanmas: anlamina gelir (6rnegin,
beyin gelisimi sirasinda sinaptik dongulerin  diizenlenmesini saglayan gen
aktivitelerinin modifikasyonu) (Bock ve ark., 2016). Bu calismada elde edilen
ndromorfolojik degisimlerin altinda yatan epigenetik mekanizmalar, beraberinde
onemli sorular getirmektedir ve bu sorular gelecekteki arastirmalara bir bakis agisi

sunar.
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1) Nasil tim bu epigenetik etkiler, dollenme, gebelik ve dogum sonrasi
beyin gelisimi slrecleri boyunca kalmaya devam edebilir?

2) Noron degisimlerinin beyin bolgesini, hemisferini, spesifik néronlarin
ve cinsiyetini ne belirler?

3) Strese cevap olan yapisal ve epigenetik degisiklikler, stres hassasiyeti

veya dayanikliligi arasinda nasil farklilik yaratir?
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Gebelik dncesi stresin ikinci jenerasyonda, hipokampls DG boltmiindeki
granllar noronlarin, dendrit dallanma sayisina etkisinin cinsiyete gore farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Stres grubu disi yavrularinda, dendrit dallanma sayisi
artarken, erkek yavrularda tam tersi bir etki gértlmistir. Bu durum disi yavrularin,
erkeklere gore stres kosullarina daha kolay adapte olabilecegi anlamina gelebilir.

Gebelik dncesi stresin, dendrit uzunlugu ve toplam dendritik spine (¢ikinti)
sayis1 Ozelliklerine etkisi gorllmemistir. Yavrulara aktarilan stres etkisinin
cinsiyete gore farkli morfolojide olmas: kanitlanirken, hemisferler arasinda fark
tespit edilmemistir.

Gebelik sirasinda yasanan bir travmanin etkisinin, yavrularda davranissal
ve norokimyasal etkilerinin oldugu, gelecekte depresyon ve endise bozukluklar:
goralme riskinin oldugu iyi bilinmektedir. Gebelik 6ncesi stres etkileri henliz ¢cok
iyi bilinmese de, hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan ¢alismalar; 6grenme,
duygusal ve sosyal davranig gelisiminin etkilendigini géstermektedir. Bu baglamda
bu calisma, ilk kez hipokampiste gebelik dncesi stresin arastiriimas: bakimindan
biylk 6nem tasir.

Yavrularda tespit edilen néromorfolojik degisimler, bu durumun epigenetik
yollarla yavrulara aktarildigint isaret eder. Bu aktarim altinda yatan
mekanizmalarin arastirilmas: icin; oositlerde gen ifadesinin nasil yeniden
yapilandigina, yetiskinlige kadar suren bir néronal degisimin sagladig: avantaj veya

dezavantajlara, cinsiyetin tim bunlara nasil etki ettigine bakilabilir.
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