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OZET

Kronik Strese Maruz Kalan Kopeklerde Tiikiirilk mikroRNA Seviyelerindeki Degisikliklerin
Belirlenmesi ve Biyobelirte¢ Potansiyellerinin Arastirilmasi

Stres, kanama ve enfeksiyon gibi igsel veya organizmanm mevcut durumunu bozabilecek sosyal,
cevresel uyaranlar gibi digsal bir etken sonucunda homeostazin tehlike altina girmesi olarak
adlandirilmaktadir. Organizma bir stres etkeni ile karsilastiginda; sempatik sinir sistemi ve hipotalamik-
hipofiz-adrenal eksenden olusan bir stres sistemiyle fizyolojik ve davranigsal yanitlar olusturur. Verilen
yanitta maruz kalman stres etkeninin hem biiyiikliigii hem de siiresi énemli bir rol oynamaktadir.
Organizma akut (kisa siireli) strese karsi adaptif yanitlar olustururken; kronik (uzun stireli) stres sonucu
maladaptif yanitlar sekillenir. Kronik stres, farkli tiirlerde enfeksiyon, hastaliklara duyarlilik,
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, obezite, kanser gibi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilirken, pet
hayvanlarinda agresyon, artan lokomotor aktivite, stereotipik ve kompulsif davranislar gibi problemler
ile; ¢iftlik hayvanlarinda infertilite ve verimde azalma ile iliskilendirilmistir. Kopekler, hayatimizda
evcil hayvan olarak yer almalarinin yani sira; is kdpekleri olarak insanlara birgok profesyonel alanda
destek olmaktadir. Kritik gorevlerde yer alan bu kdpeklerde stresin sagliklarini etkileyecek seviyede
olmasi performansi ve is yapabilirliklerini diisirmektedir.

Mevecut literatiir, mikroRNA’larin néroendokrin sistemde 6nemli roller iistlenerek stres yanitiyla iliskili
olduklarin1 ve stresin degerlendirilmesinde biyobelirte¢ potansiyelleri oldugunu gdstermektedir.
Yapilan galismalar daha ¢ok kan ve beyin iizerine yogunlagmis olsa da invaziv olmayan yontemlerle ve
kolay elde edilebilir olmalar1 nedeniyle tiikiirik mikroRNA’larmin strese bagli durumlarin
degerlendirilmesi i¢in uygun bir kaynak oldugu bildirilmektedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda literatiirde kronik stresli olarak kabul edilen is kdpeklerinden egitim Oncesi
ve egitim sonrast olmak iizere iki farkli donemde alinan tiikiiriikk 6rneklerinden miR-16, -21, -26 ve -
144’iin gruplar arasindaki ifade farkliliginin RT-qPCR ile arastirilmasi amaglanmistir. Referans gen
olarak snU6 kullanilmistir. Gruplar arasinda miR-16 (p<0,001), miR-21 (p=0,002) ve miR-26’nin
(p=0,034) ifade seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. miR-16, miR-21
ve miR-26'nin kontrol grubuna kiyasla ifade diizeylerinin sirastyla 7,02 kat (p<0,001), 3,94 kat
(p<0,001) ve 3,05 kat (p<0,001) arttig1 goézlemlenmistir. LC/MS-MS metoduyla kopeklerin kortizol
degerleri incelendiginde ise iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bunun yani sira miRNA
ifadeleri ve kortizol degerleri arasinda bir korelasyon tespit edilmemistir. Bu aragtirma kronik stresli
kopeklerde tiikiirtikte mikroRNA ifade profilinin arastirildigi ve kortizol ile korelasyonunun da
degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Ayrica davranis degerlendirmesinde C-BARQ metodu kullanilmig
olup, kronik stresli kdpeklerde egitilebilirlik kategorisinde artis (p=0,040) artis ve yabanciya yonelik
saldirganlik kategorisinde azalma (p=0,007) belirlenmistir. Bu bulgunun, kopeklerin aldiklar
profesyonel egitimle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Sunulan ¢aligma kopeklerde kronik stresin
epigenetik, fizyolojik, davranigsal verilerle bir biitiin olarak incelenmesine olanak saglamigtir. Ayrica
kronik stresin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunarak mikroRNA'larin
kopeklerde stres biyobelirteci olarak kullanilma potansiyelini ortaya koymustur.

Anahtar Soézciikler: Biyobelirteg, kopeklerde davranis degerlendirmesi, kronik stres, mikroRNA,
tiikdiriik
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SUMMARY

Determination of Changes in Saliva microRNA Expression Levels in Dogs Exposed to Chronic
Stress and Investigation of Biomarker Potentials

Stress is defined as the threat of homeostasis as a result of an internal factor such as bleeding and
infection, or an external factor such as social and environmental stimuli that may affect the current state
of the organism. Once the organism exposes a stressor, it creates physiological and behavioral responses
through a stress system consisting of the sympathetic nervous system and the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis. Both the level and duration of the stressor that is exposed play a crucial role in the response
to stress. While the organism constitutes adaptive responses to acute (short-term) stress; as a result of
chronic (long-term) stress, maladaptive responses. Whereas chronic stress is associated with various
diseases such as different types of infections, susceptibility to diseases, cardiovascular disease, diabetes,
obesity, cancer, problems such as aggression, increased locomotor activity, stereotypical and
compulsive behaviors in pet animals; it has been associated with infertility and decreased productivity
in farm animals. Dogs are not only being pets in our lives, they also support people as working dogs in
many professional areas. In these dogs, which are involved in critical tasks, stress at levels that affect
their health decreases their performance and ability to work.

Current literature shows that miRNAs play important roles in the neuroendocrine system and are
associated with the stress response and have biomarker potential in the assessment of stress. Although
the studies mostly focused on the blood samples and brain regions, it has been reported that salivary
miRNAs are also a suitable source for the evaluation of stress-related conditions due to their non-
invasive and easily applicable/obtainable method.

The present thesis aims to investigate the salivary expression of miR-16, -21, -26, and -144 using RT-
gqPCR between before and after training from working dogs, which are considered chronically stressed
in the literature. snU6 was used as the reference gene. It was found that there was a statistically
significant difference in the expression levels of miR-16 (p<0.001), miR-21 (p=0.002), and miR-26
(p=0.034) between the groups. The expression levels of miR-16, miR-21, and miR-26 were observed to
be increased by 7.02-fold (p<0,001), 3.94-fold (p<0,001), and 3.05-fold (p<0,001), respectively,
compared to the control group. When cortisol levels of the dogs were examined by LC/MS-MS, no
significant difference was found between the two groups. In addition, no correlation was found between
miRNA expressions and cortisol levels. Furthermore, the C-BARQ method was used in behavior
assessment, and an increase in the trainability category (p=0.040) and a decrease in the stranger-directed
fear category (p=0.007) were determined in chronically stressed dogs. It is possible that those findings
are related to the professional training the dogs received. This is the first study investigating the salivary
microRNA expression profile of chronically stressed dogs and and evaluate its correlation with cortisol.
In this scope, the presented study allows the examination of chronic stress in dogs as a whole with
epigenetic, physiological and behavioral data. It also contributed to a better understanding of the
molecular mechanisms underlying chronic stress and demonstrated the potential of microRNAs as stress
biomarkers in dogs.

Keywords: Behavioral assessment in dogs, biomarker, chronic stress, microRNA, saliva
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ONSOZ

Bu tez c¢aligmasinda, kronik strese maruz kalan kopeklerde tiikiirik mikroRNA
seviyelerindeki degisimlerin belirlenmesi ve bu molekiillerin biyobelirte¢ olarak
potansiyellerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Aragtirma kapsaminda is kopeklerinden
alinan tiikiirik 6rnekleri kullanilarak, miR-16, miR-21, miR-26 ve miR-144 ifadeleri analiz
edilmis ve kronik stresin bu mikroRNA'lar {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calismadan
elde edilen bulgular, kronik stresin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasima katki
sunmus ve mikroRNA'larin invaziv olmayan biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini
gOstermistir. Arastirma, hayvan refah1 ve stres yonetimi konularinda bilimsel bir temel

olusturma hedefiyle gergeklestirilmistir.
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1. GIRIS
1.1. Stres

Organizma canlilig1 boyunca biitiin sistemleriyle dinamik bir denge ve uyum i¢inde
yagamini devam ettirmektedir. Bu denge ve uyum, tarih boyunca ¢esitli filozoflar ve bilim
insanlar tarafindan farkli sekillerde ele alinmistir. Bu kavramlart agiklamak canlinin dogayla
olan iligkisini ve biyolojik siireglerin isleyisini anlamada 6nemli bir rol oynamistir. Ayrica
yillar boyunca ¢esitli bilim insanlar1 organizmanin i¢ dengesini nasil korudugunu ve bu i¢

denge bozuldugunda ortaya ¢ikan durumlari incelemislerdir.

Klasik donem baglangicinda Heraklitos, duragan, degismeyen bir durumun normal bir
durum olmadigini, her seyin bir degisim kapasitesi oldugunu 6ne siirmiistiir. Daha sonrasinda
Empedokles, tiim maddelerin bir denge ve uyum igerisinde oldugunu, bu uyumun canl
organizmalarin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugunu belirtmistir. Hipokrat ise sagligi, yasam
elementlerinin uyumu olarak tamimlarken, hastalik kavramimi ise yasam elementlerin

uyumsuzlugu olarak tanimlamistir (Chrousos ve Gold, 1992).

19. yy'da Claude Bernard dinamik fizyolojik i¢ denge ilkesini agiklayarak organizmanin
i¢ ortaminin bir uyum iginde oldugunu belirterek uyum kavramini genisletmistir (Chrousos ve
Gold, 1992). Charles Darwin giinlimiizde “stresor” olarak adlandirdigimiz ¢esitli i¢ ve dis
faktorlere karsi verilen tepkilerin farkli canlilarda benzer tepkiler oldugunu fark etmistir.
Ornegin; korku, kizgmlik, sogukta kalma ve bircok hastalik sonucunda viicutta titreme

goriildiiglinii bildirmistir (Darwin, 1872).

Cannon (1915), sempatik sinir sistemi iizerine yogunlasarak viicudun dis etkenlere
verdigi cevaplari incelemistir. Ayrica “savas ya da kag” cevabini tanimlayarak bunu stres yaniti
ile iliskilendirmistir (Cannon, 1915). Sonrasinda ise "homeostazi" terimini ortaya atarak uyum

kavramini duygusal ve fiziksel parametrelerle genisletmistir (Cannon, 1935).

1930’Iu yillarda stresin babasi olarak da bilinen Hans Selye, stres terimini viicudun
herhangi bir boliimiinde kars1 karsiya gelen kuvvetlerin karsilikli eylemleri olarak
tanimlamistir (Chrousos ve Gold, 1992). Organizmanin strese verdigi yaniti “Genel
Adaptasyon Sendromu” olarak adlandirilan bir model ile agiklamis ve strese neden olan

etkilerin ¢esidi ne olursa olsun, viicutta spesifik olmayan adaptif reaksiyonlar meydana



geldigini belirtmistir. Genel Adaptasyon Sendromu’nu, alarm reaksiyonu, direng agsamasi ve

tilkenme agamasi olmak {izere ii¢ ayr1 agamada aciklamistir (Selye, 1946):

1. Alarm Reaksiyonu
2. Direng Agsamasi

3. Tiikkenme Asamasi

Alarm reaksiyonu, organizmanin uyarana ilk defa maruz kalmasiyla ortaya c¢ikan
spesifik olmayan tiim sistemik olaylar1 igermektedir. Bu agamada organizma sempatik sinir
sistemini aktive ederek “savas ya da kag” yanit1 adi verilen, hizli ve kisa bir tepki vermektedir
(Squires, 2010). Organizma etkene siirekli maruz kaldiginda bir adaptasyon siireci igerisine
girer ve ardindan direng¢ asamasina gegilir. Bu agsamada viicut maruz kaldig etkene kars1 artan
bir direng sergilerken, diger stres etkenlerine karsi azalan bir direng gostermektedir. Tiikenme
asamasinda ise, adaptasyonun gelistigi uyarana ¢ok uzun siire maruz kalinmasi sonucunda
daha fazla adaptasyon saglanamadigi goriilmektedir (Selye, 1946). Ayrica Selye (1952), bu
tiilkenme doneminin 6liim ile sonu¢lanmamasi halinde stres sonucu adaptasyon hastaliklar

olarak adlandirdig: ¢esitli hastaliklarin meydana gelebilecegini belirtmistir (Selye, 1952).

Selye (1975), stres etmenlerini “eustress” (Ostres, iyi stres) ve “distress” (distres, koti
stres) olarak ikiye ayirmis ve her stres etkeninin zararli olmadigini belirtmistir (Selye, 1975).
Homeostazin hafif ve kontrol edilebilir tehlikelerinin hosa giden ve heyecan verici durumlar
olarak algilanabilecegini ve entelektiiel biiylime ve gelisim ig¢in olumlu uyaricilar
olabileceklerini; kontrol edilemeyen, uzamis psikolojik ve fiziksel etmenlerin ise hastaliga yol

acabilecegini belirtmistir (Chrousos ve Gold, 1992; Selye, 1985).

Stres tanimina veteriner hekimligi agisindan bakildiginda ise kabul edilen tanimlama
Fraser vd. (1975) tarafindan ortaya konulmustur. Bu tamima gdre eger hayvan icinde
bulundugu cevrenin olumsuz yoénleriyle basa c¢ikmak igin fizyolojisinde ve davraniginda
anormal veya agir1 diizenlemeler yapmas1 gerekiyor ise stres durumu s6z konusudur (Fraser

vd., 1975).

1.1.1. Stresin Siiflandirmasi

Distres kavrami, olumsuz stres etkenlerinin tetikledigi ve organizmaya zarar veren stresi

kapsarken, Ostres kavrami ise pozitif stres etkenlerinin tetikledigi stresi kapsamaktadir



(Seaward, 1999). Ayrica Hans Selye, homeostazin hafif ve kontrol edilebilir tehlikelerinin,
hosa giden ve heyecan verici durumlar olarak algilanabilecegini, entelektiiel biiyiime ve
gelisim i¢in olumlu uyaricilar olabilecegini belirtirken; kontrol edilemeyen, uzun siireli,
psikolojik ve fiziksel etmenlerin ise hastaliga yol acabilecegini belirtmistir (Chrousos ve Gold,

1992; Selye, 1985).

Hans Selye’den farkli olarak Ewbank (1985) hayvanlarda stresi fizyolojik stres,
overstres ve distres olmak lizere ili¢ farkli kategoride ele almistir. Hayvan igin bir zarari
olmayan ve hayvanin tamamen adaptasyon gosterdigi stresi fizyolojik stres; hayvana gesitli
zararlar1 olan ve miicadele edebilecegi seviyedeki stresi overstres ve son olarak hayvanin
uyum saglayabilmesi miimkiin olan ancak hayvana zarar veren ve rahatsizlik verici seviyedeki

stresi ise distres olarak tanimlamigtir (Ewbank, 1985).

Stres, stresin kaynagi, strese verilen tepki ve maruz kalinan siireye gore gesitli
kategorilere ayrilmaktadir. Travmatik stres, canlinin dogal afet ve siddet gibi travmatik
olaylara maruz kalmasi sonucu gercgeklesir. Cevresel stres, canlinin yagadigi ortamdaki kirlilik,
giiriiltii gibi olumsuz kosullardan kaynaklanmaktadir. Psikolojik stres, algilanan tehditler,
endise ve negatif diigiinceler gibi biligsel veya duygusal faktorlerden kaynaklanmaktadir.
Fizyolojik stres, viicudun homeostazini bozan, hastalik, yaralanma veya beslenme
problemlerine bagh olarak ortaya ¢ikan stresi ifade etmektedir (Chu vd., 2024). Maruz kalinan
stire ele alindiginda ise; akut ve kronik stres olarak siniflandirilabilir. Ani bir sekilde ortaya
cikan ve hizla ortadan kalkan stres akut stres olarak adlandirilirken; giinler, haftalar hatta aylar
gibi uzamis zaman periyotlarim kapsayan stres ise kronik stres olarak adlandirilmaktadir

(Lucassen vd., 2014).

1.1.2.Stres Sistemi

Stres, organizmanin i¢ ve dig etkilere (stresorlere) maruz kalmasi sonucunda
homeostazin tehlike altina girmesi olarak tanimlanmaktadir (Chrousos, 2009; Chrousos ve
Gold, 1992). Bu tehditler, kanama ve enfeksiyon gibi fizyolojik i¢ faktdrler olabilecegi gibi,
organizmanin mevcut durumunu bozabilecek sosyal ve ¢evresel uyaranlar gibi dis faktorler de

olabilmektedir (Dayas vd., 2001).

Stresorler fiziksel zorluklan kapsayan fizyolojik veya hayvanm viicudunda dogrudan

bir fiziksel degisiklik yapmayan psikolojik uyaranlar olabilir. Fizyolojik stresorler, viicut



biitiinligiinii ve fizyolojik dengeyi tehdit eder. Aglik, susuzluk, soguk ve sicak havaya maruz
kalma, kan sekeri, viicut sicakligi, kan basinci degisimleri fizyolojik stresorlere 6rnek olarak
verilebilir. Duygusal stresorler olarak da adlandirilan psikolojik stresorler 6grenilmis,
duygusal ve biligsel siiregleri icermektedir. Kisitlama, yiiksek sesler, bir avcidan saklanma,
yetersiz egzersiz ve uyarim, hayvan uyurken ya da yemek yerken rahatsiz edilmesi gibi
ongoriilmeyen sosyal cevre, insan ve diger hayvanlarla sosyal ¢atigma psikolojik stres

faktorlerindendir (Horwitz ve Mills, 2009).

Organizma, i¢ dengenin korunmasi igin ¢esitli sistemleri i¢ine alan bir yanit sistemi ile
strese yanit verir (Squires, 2010). Organizmanin stres etkenine verdigi yanit li¢ sekilde
sonuglanabilir. Ik olarak yanit sorunsuz gergekleserek organizma bazal homeostazina geri
doner. Bu durum “dstazis” olarak adlandirilmaktadir. Ikinci olarak, stres uzun siirebilir ve/veya
strese verilen yanit yetersiz olabilir. Canlimin hayatin1 devam ettirdigi ancak homeostazin
olumsuz olarak etkilendigi, uzun siireli, asir1 ya da yetersiz tepkiler sonucunda olusan kronik
dishomeostazis durumuna ise “allostazis” ya da “kakostazis” adi verilmektedir. Allostazis
durumunun sonucunda allostatik yiik sekillenir. Allostatik yiikiin birikmesi sonucu
organizmanin hastaliklara yatkin hale gelebilecegi belirtilmektedir (McEwen, 1998). Son
olarak ise strese verilen yanit sorunsuz gerceklesir ve organizma strese karsi direng kazanir ve

“hiperstazis” durumu meydana gelmektedir (Charmandari vd., 2005; Chrousos, 2009).

Organizma, homeostazin korunabilmesi i¢in merkezi sinir sistemini (MSS) ve periferik
sinir sistemini (PSS) igine alan bir stres sistemi ile strese yanit vermektedir. Stres sistemi,
hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen, otonom sinir sistemi ile sempatik ve parasempatik sinir
ogelerini kapsamaktadir (Nicolaides vd., 2014). Tiim merkezi sinir sistemi dogrudan veya
dolayli olarak homeostazin devamlilig1 igin stres yanitinda rol oynamaktadir. MSS'de stres
sisteminin ana elemanlarini hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdek, kortikotropin salgilatict
hormon (CRH), arginin-vazopressin (AVP) noronlart ile beyin sapindaki merkezi

katekolaminerjik noronlar olusturmaktadir (Kyrou ve Tsigos, 2007).

Stres yanitinda beynin kilit boliimii hipotalamustur. Organizma bir stres etkeni ile
karsilagtiginda; hipotalamus Onciiliiglinde sempatik sinir sistemi (sempatomediiller sistem,
SAM) ve hipotalamik- hipofiz-adrenal eksen (HPA) aracilifiyla davranigsal ve néroendokrin
yanitlar olusturmaktadir (Nicolaides vd., 2014). Organizma stresle karsilastiginda her iki stres
sistemi de etkinlegsmektedir. Ancak etkenin siiresine gore, stresin yanitinda baskin olan sistem

farklilik gostermektedir. Hizli, akut yanitlarda sempatik sinir sistemi aracilifiyla savas ya da



kag yanit1 olusturulurken; daha uzun siireli devam eden yanitlarda ise HPA rol oynayarak,
viicut stres etkenine kars1 adaptif ya da maladaptif bir yanit olusturmaktadir (McEwen, 1998,
2004; Squires, 2010).

1.1.2.1. Sempatomediiller Sistem, SAM

Otonom sinir sistemi beyindeki merkezi otonomik ag tarafindan kontrol edilir ve
buradan sinyaller hem sempatik hem parasempatik néronlara gonderilir. SAM aktivasyonu
sonucu adrenal medulladan adrenalin (epinefrin) ve noradrenalin (norepinefrin) salgilanmasi
uyarilir (Horwitz ve Mills, 2009). Salgilanan adrenalin ve noradrenalin merkezi sinir sistemi,
diiz kaslar ve viicuttaki farkl1 dokularda a ve B reseptorlerine etki eder. Bu reseptorlerden a-
adrenerjik reseptorler vazokonstriiksiyona sebep olurken B-adrenerjik reseptorler ise
vazodilatasyonu saglamaktadir (Fox, 2003; Squires, 2010). Farkli organlarda
sempatomediiller sistemin adrenerjik etkisi altinda meydana gelen degisimler ve bu
mekanizmada rol oynayan adrenerjik reseptorler Cizelge 1.1°de 6zetlenmektedir. Adrenalin
ve noradrenalin, glikoz ile yag asitlerinin depolanmasina, protein sentezinin engellenmesine,
kaslardan, karacigerden ve yag dokularindan glikoz, aminoasit ve serbest yag asitlerinin
salinmasina neden olur. iskelet ve kalp kasina daha fazla kan pompalanarak kalp hiz1 artirilir.
Boylece organizmanin strese odaklanmasini saglayan, sindirim, biiylime, tireme ve bagisiklik
gibi anabolik siireclerin bastirildigi hizli bir hormonal yanit olan “savas ya da kag” tepkisi
olusturulur (Fox, 2003; (Squires, 2010). Tehlikeli durumlarda “savas ya da ka¢” tepkisi
sempatik sistem tarafindan olusturulurken; tehlikeli olmayan durumlarda ise parasempatik
sistem devreye girerek “dinlen ve sindir” cevabi olusturulmaktadir (Chaudhuri, 2019; Godoy

vd., 2018).

Stres sistemi merkezi sinir sistemindeki, noradrenalin salgilayan ve strese duyarl sinir
lifleri iceren lokus seruleus (LC) gibi periferal bolgelerle iletisim halindedir (Chaudhuri,
2019). Stresorlerin etkisi sonucu LC’de noradrenerjik aktivasyon artar ve hipotalamusta
CRH’nin salgilanmasi artar. Bununla beraber adrenal medulladan periferik noradrenalin
salgilanmas1 artar (Koob, 1999). LC-noradrenalin sisteminin hipotalamik-hipofiz-adrenal
eksen ile paralel bir sekilde isleyisi, stres sisteminde hem ileri yonli hem de kontrol
mekanizmasinda geri bildirim mekanizmasinda yer almasi stres yanitinin endokrin, biligsel ve
davranigsal agidan koordinesinde dikkat ¢ekmektedir (Horwitz ve Mills, 2009; Valentino ve
Van Bockstaele, 2008).



Cizelge 1.1. SAM adrenerjik etkisi ve adrenerjik reseptorler

Organ Sempotamedullar Sistemin Adrenerjik Etkisi Adrenerjik
Reseptor

Goz Irisin radyal kaslarinin kontraksiyonu sonucu pupillerde genisleme v

Kalp Kalp atis hizinda artma ve giiglii kasilmalar B

Cilt ve Viseral Damarlar  Diiz kaslarin kasilmasi nedeniyle arteriollerin daralmasi o

Kas Damarlari Sempatik sinir aktivitesi nedeniyle arteriollerin daralmasi o

Adrenalin nedeniyle arteriollerin geniglemesi

Akcigerler Diiz kaslarin gevsemesi nedeniyle bronsiyollerin geniglemesi
Mide ve Bagirsak Stinkterin kasilmasi nedeniyle icerigin gegisinin yavaslamasi o
Karaciger Glikojenoliz ve glukozun salinmasi o, B

1.1.2.2. Hipotalamik-Hipofiz-Adrenal Eksen, HPA

HPA yanitinda, hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdekten (PVN) CRH’nin hipofizyal
portal dolasima salinmasi uyarilir. HPA ekseni ve locus coeruleus-merkezi sinir sistemi
birbirleriyle iligkili sistemlerdir. Bir sistemin aktivasyonu diger sistemi aktive etmektedir.
Ornegin, CRH, birincil islevi olan adrenokortikotropik hormonunun (ACTH) salimimini
uyarmanin yani sira LC’yi de aktive ettigi bilinmektedir (Horwitz ve Mills, 2009).
Hipotalamustan CRH salinmasini takiben, 6n hipofizden ACTH salmimi gerceklestirilir.
Bununla beraber CRH gibi PVN’de sentezlenen arginin-vazopressinin (AVP) de ACTH
salimimina sinerjik olarak katkida bulunur. Dolasimdaki ACTH adrenal korteksi uyararak, HPA
ekseninin son aracilar1 olan glukokortikoidlerin salgilanmasi igin uyarir (Kyrou ve Tsigos,
2007). Diurnal canlilarda CRH ve AVP normalde, sabah erken saatlerde nabiz seklinde ve
sirkadiyen ritimle karakterize, senkronize bir sekilde portal sisteme salgilanan hormonlardir
(Androulakis, 2021). Bu ritmin stres sonucu bozulabilecegi belirtilmistir (Kyrou ve Tsigos,
2007).
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Sekil 1.1. HPA Sistemi

Insan, kdpek, domuz, sigir, koyun ve balik tiirlerinde majér glukokortikoid kortizol iken
ratlarda ve kuslarda major glukokortikoid kortikosterondur (Squires, 2010). Strese yanit olarak

glukokortikoidler organizmada ¢esitli degisikliklere neden olurlar (Chaudhuri, 2019; Kyrou
ve Tsigos, 2007). Bunlardan bazilart;

e Glukoneogenezin uyarilmasi,

e Hiicreler tarafindan kullanilan glikoz miktarinin azalmasi,

e Kan sekeri seviyesinin artmasi,

e Karaciger ve plazma proteinlerinin artmasi,

e Kas ve yag dokusundan yag asitlerinin mobilizasyonunun artmasi sonucunda
plazmada serbest yag asidi konsantrasyonunun artmasi,

e Antienflamatuvar etkiler,

e Bagisikligin baskilanmasi,

e Keton cisimcigi ve iire liretiminin artmasidir.



HPA ekseninin aktivitesi, hipotalamus ve 6n hipofizdeki mineralokortikoid (MR) ve
glukokortikoid reseptorleri (GR) araciligiyla negatif geri bildirim mekanizmasi ile kontrol
edilir. Dolagimdaki yiiksek kortizol seviyeleri CRH, ACTH ve AVP salimimini baskilar (Tomas
vd., 2013). Bu negatif geri bildirim stres yanitinin uygun sekilde sonlandirilmasi i¢in 6nemlilik

arz etmektedir (Kyrou ve Tsigos, 2007; Kyrou ve Tsigos, 2009; Squires, 2010).

Hipotalamus
GR C) C) MR
CRH AVP

On Hipofiz

ACTH

Adrenal Bez

Kortizol

Sekil 1.2. HPA negatif geri bildirimi

1.1.3. Stresin Organizma Uzerindeki Etkileri

Stres insan ve hayvanlarda fizyolojik, ndrolojik, davranigsal ve genetik sistemler
iizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Chrousos, 2009). Organizma stres etkeniyle basa ¢ikmak
icin biitiin bu sistemler ile strese yanit olusturmaktadir. Stres yanitinda rol alan temel organ
olan beyin, igsel veya digsal etkilerin bir tehdit unsuru olup olmadigina karar vererek etkene
kars1 fizyolojik ve davranigsal tepkiler olusmasini saglamaktadir (McEwen, 2007). Stresin
organizma lizerindeki etkisi, siiresi, siddeti, kontrol edilebilirligi, organizmanin yasi ve
cinsiyeti gibi faktorlerden etkilenmektedir. Ayrica organizmanmn stresle deneyimi,
ebeveynlerin stres gegmisi gibi faktorlerin de strese verilen yanitta énemli bir rol oynadigi

belirtilmektedir (Hunter vd., 2015).



Strese verilen yanitta maruz kalinan stres etkeninin hem biiylikliigii hem de kronik olup
olmamas1 6nemli bir rol oynamaktadir. Kisa siireli stres adaptif yanitlara neden olur iken; uzun
stireli stres maladaptif yanitlara neden olmaktadir (Nelson, 2005). Stres sisteminin kronik
hiperaktivasyonu sonucunda CRH, AVP ve ACTH 1n hipersekresyonu gerceklesir ve kortizol
seviyesinde yiikselme meydana gelir (McEwen, 2016). Kronik streste, artan CRH ve
glukokortikoidlerin uzun siireli salinimi organizma i¢in zararli bir hal almaya baglamaktadir
(Charmandari vd., 2005; Nicolaides vd., 2014). Kronik stres sonucunda metabolizma,
biliyiime, iireme, otoimmun, davramig gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda bozukluklar
meydana gelebilecegi bildirilmistir (Kyrou ve Tsigos, 2007; McEwen, 1998). Stres yanitinda
organizmanin homeostazi saglayabilmesi i¢in stres sisteminin aktivasyonunun yani sira gegici
olarak katabolik, antireprodiiktif ve immiinsiipresif etkiler de sekillenmektedir (Charmandari

vd., 2005).

Kronik stresin hem davranigsal hem de somatik negatif sonuglar1 olabilmektedir. HPA
ekseninin uzun siireli uyarim sonucunda insiilin benzeri bliylime faktorii 1 (IGF-1) gibi
biiylime faktorlerinin ve biiylime hormonu (GH) sekresyonunun baskilanmasina neden olur.
Bu da gelismekte olan organizmalarda biiylimenin baskilanmasina yol agar. Kortizol
seviyesinin uzun siire yiiksek seyretmesi, pro-inflamatuar sitokinlerin tiretimini inhibe ederek
ve lenfositlerin aktivitesini azaltir ve immun sistemin islevlerini baskilar. Bu immunosupresif
etki sonucunda yara iyilesmeleri gecikebilir ve inflamasyon siddetlenebilir (Reiche vd., 2004).
Kronik stres hipotalamustan gonadtropin salict hormon (GnRH) salgilanmasini baskilayarak
iireme sistemini olumsuz etkilemektedir. Bununla beraber liiteinize edici hormon (LH) ve
folikiil uyarici hormon (FSH) salinim1 azalir. Sonug olarak disilerde ovulasyon problemlerine,
kisirliga; erkeklerde testosteron tiretiminde azalmaya, sperm kalitesinin azalmasina sebep olur
(Agarwal vd., 2005). Ayrica kronik stres, viseral obezite, sarkopeni, yliksek seviyede diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ve diisiik seviyede yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile
insiilin direnci gibi metabolik sendrom bulgulan ile iliskilidir (Chrousos ve Tsigos, 2006;
Kyrou vd., 2006). Bununla beraber, kronik stres artmig SAM aktivitesi ile karakterizedir ve
bunun sonucunda kardiyovaskiiler bozukluklarda artis meydana gelebilecegi bildirilmistir

(Dimsdale, 2008; Kyrou ve Tsigos, 2009).

Kronik stresin major depresif bozukluk, bipolar bozukluk ve travma sonrasi stres
bozuklugu gibi ¢esitli psikiyatrik bozukluklarin baglangicinda da 6nemli bir rol oynadig
bilinmektedir (Davis vd., 2017). HPA ekseninin uzun siireli, asir1 veya yetersiz aktivasyonu,

beyinde degisikliklere yol agarak cesitli psikiyatrik bozukluklarin gelisimine zemin



hazirlayabilir (Davis vd., 2017; McEwen, 2004). Tekrarlayan strese maruz kalmanin, sizofreni
(Holtzman vd., 2013), bipolar bozukluk (Agnew-Blais ve Danese, 2016), major depresif
bozukluk (Kendler vd., 1999) ve anksiyete bozukluklar1 (Moreno-Peral vd., 2014) gibi bircok
psikiyatrik bozukluk i¢in énemli bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Stres hormonlarinin
uzun siire salinimi1 sonucunda korku sistemi harekete gecer ve kaygi, depresyon, anoreksiya,
hiperfaji gibi problemlere ve uyku durumunda bozukluklara neden olur (Chrousos, 2009).
Hafif derecede stres ve anksiyetenin 6grenmeyi arttirmasina karsin (Cornwell vd., 2012);
siddetli stres ve anksiyetenin, bellek (Shackman vd., 2006), performans (Schwabe vd., 2010),
karar verme (Miu vd., 2008) hedefe yonelik performans (Causer vd., 2011) ve 6grenme

stratejileri (Hawley vd., 2011) {izerine olumsuz etkilerinin oldugu ortaya konulmustur.

1.1.4. Stresin Kopeklerdeki Etkisi

Hayvanlarm biyolojik ve fizyolojik ihtiyaclarinin karsilanamadigi durumlarda stres
meydana gelmektedir. Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii hayvan refahini, bir hayvanin yasadigi
ve 6ldiigl kosullarla iligkili olarak fiziksel ve zihinsel durum olarak tanimlamaktadir (WOAH,
2024). Hayvan refahinin degerlendirilmesinde olumlu ve olumsuz durumlari da ele alan "Besg
Etki Alan1 Modeli" gelistirilmistir (Mellor ve Beausoleil, 2015). Bu model, dordii fonksiyonel
degiskenlerle ilgili olmak iizere bes alandan olusmaktadur. Ilk {i¢ alan temel olarak beslenme,
cevre ve saglikla ilgili sorunlar gibi igsel, fizyolojik ve hayatta kalma ile ilgili faktorlerin
varligina veya yokluguna odaklanmaktadir. Dordiincli alan ise hayvanlarin  dogal
davraniglarini hayatta kalmalari i¢in potansiyel olarak bir zorluk olusturacak 6lgiide kisitlama
potansiyeline sahip ¢evresel kosullarla baglantili faktorleri icermektedir. Duygusal durumlar
ise besinci “zihinsel durum” alaninda degerlendirilmektedir. Burada, hayvanin genel duygusal
deneyimi degerlendirilerek refah durumuna karar verilir (Mellor ve Beausoleil, 2015). Bu
modelden de anlagilacagi {izere canlinin maruz kaldigi i¢ ve dig stresorler refah durumunu
onemli Ol¢lide etkilemektedir. Bir diger deyisle stres ve refah tanimi birbiriyle baglantili
kavramlardir; stres durumunda refah saglanamazken, refahin olmadigi durumda da stres

olusmaktadir (Veissier ve Boissy, 2007).

Kopeklerde strese maruz kalma, kalp atig hizi, kan basinci, solunum hizi ve viicut
sicakliginda artis ya da azalisa neden olmaktadir (Beerda vd., 1999; Palestrini vd., 2005).
Bununla beraber kopeklerde insanlarda da oldugu gibi fiziksel ve psikolojik stres etkenleri

sonucunda immun sistemin uyarildigi gorilmiistiir (Beerda vd., 1990; (Horwitz ve Mills,
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2009). Stresin, solunum yolu hastaliklari, baz1 bakteriyel enfeksiyonlar ve kanser gibi

rahatsizliklarin seyrini koétiilestirebilecegi de bilinmektedir (Horwitz ve Mills, 2009).

Stresin kopeklerdeki etkileri sadece fizyolojik degisikliklerle sinirli kalmayip, ayni
zamanda davranigsal degisikliklere de yol agmaktadir. Akut stres sonucunda bakim beslenme
gibi normal davranislarin durmasi veya azalmasi, iseme, digkilama, ses ¢ikarma, titreme gibi
korku ve kaygi belirtileri, hareketsizlik, salya artisi, piloereksiyon, nefes nefese kalma,
yalanma, esneme, 6n pati kaldirma ve diisiik viicut postiirii ve diisiik kuyruk gibi davranigsal

belirtiler goriilmektedir (Horwitz ve Mills, 2009).

Kronik stresin davranigsal belirtileri akut stres ile karsilastirildiginda hayvan sahibi i¢in
daha az belirgin veya daha az siiphe uyandiricidir (Horwitz ve Mills, 2009). Kronik stres
sonucunda esneme, koprofaji, viicutta titreme, diisiik postiir, vokalizasyon, iseme, uykuda
artis, ilgisizlik, kendini temizlemede artis, pati kaldirma, azalmis davranis ¢esitliligi ve belirgin
bir islevi olmaksizin siirekli olarak tekrarlanan eylemler olarak tamimlanan steorotipik
davranigsal bozukluklar goriillmektedir (Horwitz ve Mills, 2009; Salgirli Demirbag, 2015).
Bununla beraber kronik strese verilen yanitta kronik stresli bir kopegin ek bir strese maruz
kalip kalmamas1 da 6nemlidir. Ek bir strese maruz kalan kdpeklerde lokomotor aktivitede artis,
viicudun sallanmasi, yer degistirmis davraniglar ve donme gibi davraniglar goriilmektedir

(Salgirli Demirbas, 2015).

Kronik strese maruz kalma, insanlara benzer sekilde kopeklerde de cesitli duygusal,
davranigsal bozukluklarin ortaya ¢gikmasina neden oldugu bilinmektedir (Dreschel, 2010; Mills
vd., 2014). Kronik stres, hayvanin refahini olumsuz etkileyerek “6grenilmis garesizlik”
durumuna neden olabilir. Kronik stres durumunda ve daha sonra benzer bir strese maruz
kaldiklarinda  kagma  firsatlarinin  olmast  durumunda bile kagma eylemini
gergeklestiremedikleri ve stres kaynagindan kaginmanin basarili olamamasi sebebiyle ¢esitli
davranig bozukluklarinin sekillenebilecegi de belirtilmistir (Overmier ve Seligman, 1967).
Bunun yani sira LC'deki noradrenalin yogunlugunun azalmas: stres kaynakli depresyonun
gelismesine yol agabilmektedir (Horwitz ve Mills, 2009; Overmier ve Seligman, 1967). Uzun
stireli strese maruz kalma sonucunda kompulsif davranis bozukluklarimin ortaya ¢iktigi 6ne
stiriilmiistiir (Goldberger ve Rapoport, 1991; Lindsay, 2013). Kronik stres HPA ekseninin
diizensiz hale gelmesine ve asir1 kortikosteroid salimmina neden olarak cesitli beyin
yapilariin etkilenmesine yol agar. Bu durum 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda bozulmalara

sebep olur (Horwitz ve Mills, 2009). Passalacqua vd. (2013), anksiyete ile iligkili davranis
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sorunlar1 yagayan kopeklerin problem ¢6zme yetileri ve yeni nesneye yaklasma egilimlerinin

diger kopeklere oranla daha az oldugunu bildirmistir (Passalacqua vd., 2013).

1.1.5. Stresin Olciilmesi ve Degerlendirilmesi

Hayvanlarda stres durumunun degerlendirilmesi ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik
analizler ve davranis analizlerini kapsayan multidisipliner bir yaklagim gerektirmektedir. Bu
kapsamda stresin tespiti; katekolaminler, glukortikoidler gibi ¢esitli hormonlarin yani sira kalp
atim hizi, kan basinci, solunum sayis1 ve viicut 1sis1 gibi ¢esitli fizyolojik parametrelerin
Ol¢iilmesi ile gergeklestirilmektedir (Bodnariu, 2008). Katekolaminler genellikle akut stresin
gostergesi olarak degerlendirilirken, kortizol subakut ve kronik stresi temsil etmek igin

kullanilabilmektedir (Gow vd., 2010).

Kortizol  6l¢iimii, kopeklerde stresin  degerlendirilmesinde yaygin  sekilde
kullanilmaktadir (Batt vd., 2009; Coppola vd., 2006). Kortizol HPA ekseninin stres kaynakli
aktivasyonuna yanit olarak adrenal kortekste sentezlenmektedir. Kortizol analizi kan, tiikiiriik,
idrar ve tily gibi materyallerden gerceklestirilebilmektedir. Tikiiriik ve kan serumundan
yapilan analizlerde organizmanin gerg¢ek zamanli olarak kortizol konsantrasyonunu yansitmast
nedeniyle akut degisikliklerin etkilerini de gdérmek miimkiindiir (Russell vd., 2012). Idrar
kortizol dl¢limiinde ise gilinliik dalgalanmanin 6niine gegmek icin 24 saat boyunca toplanan
idrar 6rnegi kullanilmaktadir. Sagtan kortizol analizinde ise dngoriilen biiyiime hizi nedeniyle
insanlarda sa¢in kafa derisine yakin 1 cm’lik kisminin yaklasik son 1 aylik, sonraki 1 cm’lik
kismin ise bir onceki ayin kortizol iiretimine denk gelecegi bildirilmistir (Wennig, 2000).
Boylece belirtilen diger biyolojik materyaller ger¢ek zamanlh seviyelerin Ol¢iimiinde daha
dikkat cekerken; tiiyden kortizol analizi, daha uzun siireler boyunca sistemik kortizol
maruziyetini ortaya koyarak, kronik stresin biyolojik belirteci olarak 6nemli bir rol

oynamaktadir (Russell vd., 2012).

Kortizol analizi gesitli biyolojik 6rneklerde immunoanaliz tabanl testlerden yiiksek
coziiniirliiklic  kiitle  spektrometrisi ~ yontemlerine  kadar  ¢esitli  yOntemlerle
gerceklestirilebilmektedir. Immunosorbent tabanli yéntemler radyoimmunosorbent (RIA)
(Bryan vd., 2013), enzim immunosorbent (EIA) (Bryan vd., 2013) ve enzim baglantili
immunosorbent (ELISA) (Wojtas vd., 2020), Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) (Regnier vd., 1988) ve LC-MS/MS (Martins-Junior vd., 2015) gibi yontemler 6rnek

olarak verilebilir.
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Stresin degerlendirilmesinde bir baska yontem ise kopegin davramigsal agidan
incelenmesidir. Stresin davranigsal agidan incelenmesi ise bir uzman tarafindan normal ve
anormal davranig kaliplarinin degerlendirilmesini igermektedir. Davranigsal degerlendirmede
ise bir uzmana ihtiya¢ duyulmasi, degerlendirmenin subjektif olmas1 ve zaman gerektirmesi
stresin degerlendirilmesinde kritiktir. Bununla beraber, kronik strese iliskin davranigsal
belirtilerin tespiti ve yorumlanmasi, akut strese kiyasla daha zorlayicidir. Kopeklerde strese
verilen davranmigsal tepkiler normal ve anormal olmak {izere iki farkli kategoride
degerlendirilmektedir. Kopeklerin akut ve kronik stres durumlarinda farkli davranigsal
cevaplar olusturdugu bilinmektedir. Hayvanlarda kronik stresin davranmigsal belirtilerini
degerlendirmek oldukca karmagiktir. Bunun temel nedeni, kronik stres durumunda
gozlemlenen davraniglarin genellikle anormal kosullarda sergilenen normal davranmiglar
olmasidir (Friend, 1991). Yani kronik stres durumunda hayvanlarin verdigi davranigsal
tepkilerin, genellikle strese neden olan durumdan bagimsiz olarak, normalde sergiledikleri
dogal davraniglarla benzer goriinebilmektedir. Esneme ve kendini temizleme davranisi buna
ornek olarak verilebilir. Stres sonucu goriilen anormal davramigsal tepkiler 3 kategoride yer
almaktadir: Yer degistirmis davranislar, stereotipik aktiviteler ve haliisinasyon davraniglari

(Casey, 2002).

Kopeklerin viicut dilinin anlagilmasi ve analiz edilmesi de kdpegin duygusal durumu
hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir (Beerda vd., 1999) Koépeklerin viicut dilinin analiz
edilmesi yiiz ifadesi, kulak ve agiz duruslari, kuyruk hareketleri, genel viicut postiirlerinin bir
biitiin olarak degerlendirilmesiyle gerceklestirilir. Bununla beraber, agik alan testi de stres
davraniglarinin belirlenmesinde kullanilan, kopegin sosyal olarak izole edilmesi ve yabanci
oldugu bir ortamdaki davranigsal tepkilerinin, mizag 6zelliklerinin degerlendirildigi bir testtir

(Beerda vd., 1999).

Kopeklerle giinliik temas halinde olan uygulayicilar, arastirmacilar ve siradan kisiler
kopeklerin  davranis ve karakter farkliliklarmin  farkindadir.  Kopeklerde —stresin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilan yontemlerden biri de kopek sahiplerinin doldurdugu
anketlerdir. Bu anketler kdpeklerin gilinlikk davranislari, genel mizaglari, maruz kaldiklar1 stres
faktorleri ve bunlara verdikleri davramigsal tepkiler hakkinda veriler saglamaktadir. Bu
yontem, diger fizyolojik ve davranigsal dlgiimlerle birlikte kullanildiginda, kdpeklerin stres
seviyesinin daha biitiinciil bir sekilde degerlendirilmesine katki sunar. Anketlerin

standardizasyonu, sonuglarin giivenilirligi agisindan biiyiik énem tasimaktadir. Ornegin,
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Kopek Davranigs Degerlendirmesi ve Arastirma Anketi (C-BARQ) rutin olarak kullanilan
standardize edilmis miza¢ ve davranis degerlendirme araglarindan birisidir (Hsu ve Serpell,

2003).

1.2. is Kopekleri

Kopekler, hayatimizda evcil hayvan olarak yer almalarimin yani sira koyunlar giidiip
bir araya getirmekten gérme engellilere yardim etmeye kadar, toplumun 6zel ekonomik
cikarlarn veya bir kesimin ihtiyaglar icin biiyiikk Onem tasiyan cesitli gorevleri yerine
getirmektedir. Ozel olarak yetistirilen ve egitilen is kopekleri, insanlara giinliik yasamlarinda
rehberlik eden ve onlar1 destekleyen yardim kopekleri; giiglii burunlarim kullanarak tehlikeleri
veya ilgi ¢ekici kokular (6rnegin patlayicilar, uyusturucular, hastaliklar) tespit eden arama ve
tespit kdpekleri; ayrica giivenligimizi saglamak icin askeri ve kolluk kuvvetlerinde gorev alan

kopeklerdir (Helton, 2009).

Cesitli sekillerde ve gesitli islerde calisan kopekler, binlerce yildir insan toplumlarinin
bir pargas: olmustur. Ornegin képekler Dogu Sibirya'da 9000 yil énce kizak cekme (Pitulko
ve Kasparov, 2017); antik Roma’da hem ciftlik hayvanlarini koruma hem de avlanma gibi
gorevlerde yer almaktaydi (Coppinger vd., 1993). Eski donemlerde insanlar yapay secilim
yaparak yliksek performans gosteren kopekleri tercih ederek yavrular arasinda istenen
ozelliklerin  yaygmhigim  artirmiglardir.  Giiniimiizde —modermn  kopek  irklaryla
karsilagtinldiginda eski is kdpegi popiilasyonlar1 genetik olarak ¢esitlilik gdstermektedir
(Chen vd., 2021). Modern kopek yetistiriciliginde ise islevden ziyade daha ¢ok dig goriiniis ve
soy agaci tercih edilmistir (Boyko vd., 2010). Irklar arasinda en ¢ok farklilasan genomik
lokuslar, viicut biyiikligi, kiirk ozellikleri ve kulak sekli gibi fiziksel o6zelliklerle
iligkilendirilmigtir. Modern bir kdpek irkindaki tiim kopekler birbirine benzeyebilirken,

davranig ve mizag¢ oldukca degiskendir.

Is kopegi olarak yaygin kullanilan irklar arasinda Alman Coban Képegi, Labrador
Retriever, Belgika Malinois, Rottweiler ve Border Collie yer almaktadir (Alves vd., 2022;
Early vd., 2018). Arastirmalar, Alman Coban K&pegi ve Rottweiler gibi wrklarn, giicli
motivasyonlar1 ve karmagik gorevleri hizli 6grenme yetenekleri nedeniyle siklikla tercih
edildigini gdstermektedir (Heberlein vd., 2017; McCartney ve Leavens, 2024). Ornegin,
Alman Coban Kopekleri genellikle polis ve askeri alanlarda kullanilmakta, Labrador

Retriever’lar ise hassas koku alma yetenekleri ve dostane dogalari nedeniyle arama ve
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kurtarma operasyonlarinda istihdam edilmektedir (Alves vd., 2022). Ayrica, Border Collie gibi
coban kopekleri, ceviklikleri sayesinde hayvan siiriilerini yonetmek icin ideal olarak
degerlendirilmektedir (Early vd., 2018; Konno vd., 2016). Sokak kdpekleri veya melez
kopeklerin, farkli genetik gegmisleri sayesinde ¢esitli ¢alisma ortamlarina uyum saglama ve
direng gelistirme potansiyeliyle is kopegi olarak gorev alabilecekleri bildirilmistir (Gunter vd.,
2018; Morrill vd., 2022). Arastirmalar, melez kopeklerin bireysel 6zelliklere dayali olarak
secilmeleri durumunda, safkan is kopekleriyle belirli gorevlerde kiyaslanabilir performans
gosterebildiklerini ortaya koymaktadir (Bellumori vd., 2013; Pe¢in vd., 2017). Ayrica, melez
kopeklerde bulunan genetik cesitliligin, saglik ve davranigsal dayaniklilik agisindan avantajlar
saglayabilecegi, bu 6zelliklerin is kopekleri i¢in kritik 6nemde oldugu belirtilmistir (Bellumori

vd., 2013; Gunter vd., 2018).

Is kopegi ozelliklerini kazandiran genetik varyasyonlar modern irklardan &nceye
dayandigindan, safkan olsun ya da olmasin herhangi bir kdpek yiiksek performansh bir ig
kopeginin genetik profilini sergileyebilir ancak bu kdpegin soyagacinda yer alan irklara bagh
olarak degisebilir (Chen vd., 2021). Optimal bir is kdpegi yetistiriciliginde &zelliklerin
karmagikligi, soy i¢i ciftlesme ve diger istenmeyen sonuglar nedeniyle son derece zordur.
Dikkatli yapilmazsa, secici yetistirme popiilasyonun genetik cesitliligini 6nemli Slclide
azaltarak hastalik oranlarmin artmasma ve yasam siirelerinin kisalmasina neden olabilir
(Yordy vd., 2020). Bunun yani sira genetik karmasikliklart ve cevresel degiskenlikleri
nedeniyle 1slah1 zor olan davranigsal Ozellikler, ayn1 zamanda en kritik olanlar olabilir
(Graham ve Gosling, 2009). Bu zorluklarin {istesinden gelmek icin genetik bilimi hem istenen
Ozelliklerin optimize edilmesinde hem de genetik cesitliligin korunmasinda kritik bir rol

oynamaktadir.

Is kdpeklerinde egitim, dogum sonrasi annesinin yanindan ayrilmastyla baslamaktadir.
Oncelikle sosyalizasyon periyodu, sonrasinda temel egitimler ve en son olarak da brans
egitimleri gerceklestirilir. Sosyalizasyon yaklasik 2 ila 3 haftadan 12 haftaya kadar siiren ve
yavrularm insanlara ve diger uyaranlara yaklasma ve etkilesim halinde oldugu cevresel
etkilere kars1 6zellikle duyarli olduklar kritik bir gelisim donemidir. Cevresel uyaranlara
maruz kalmanin daha sonraki davraniglar iizerinde derin bir etkiye sahip oldugu, sinaptik
plastisitenin artti§1 énemli bir donemdir (Casey ve Bradshaw, 2008). Kopeklerin {i¢ temel
mekanizma aracilifiyla Ogrendikleri gosterilmistir: Pavlovian kosullanma, edimsel
kosullanma ve sosyal dgrenme (Hall vd., 2021). Is kdpeklerinin egitiminde kullanilan

yontemler bu mekanizmalarla gergeklestirilmektedir.
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Bagarili bir is kopegi saglikl, fiziksel olarak iyi durumda ve yiiksek bir seviyede
performans gosterebilme yetenegine sahiptir. Gereken davranigsal, fizyolojik ve yapisal
ozellikler, kdpegin uzmanlastig1 alana gore degisiklik gosterir. Yiiksek performanslt bir is
kopegi, is tlirline bagli olarak degisen bir dizi zorlu kriteri karsilamak zorundadir. Dayaniklilik,
uyum saglama gibi bazi 6zellikler neredeyse tiim i kopekleri i¢in gereklidir, ancak diger
beceriler isin niteligine 6zgii olarak degismektedir (Chen vd., 2021). Ornegin bir arama
kopeginin en 6nemli 6zelligi, kaybolan kisilerin aranmasinda degil, ayn1 zamanda patlayici
maddeler, uyusturucular ve silahlarin bulunmasinda da kullanilan koku alma duyusudur
(Almey ve Nicklin, 1996). Ancak yapilan calismalar tespit kdpeklerinin performansinda
fiziksel yeteneklerden ziyade mizag faktorlerinin birincil belirleyiciler oldugunu
gostermektedir (Maejima vd., 2007). Bir rehber kopek, diger kdpekleri korkutan seylerden
korkmamali veya bu tiir seylere havlamamalidir. Calisirken g¢evresindeki dikkat dagitici
unsurlar1 gérmezden gelmelidir. Tasma ile ¢alisirken sabit bir hizda ilerlemeli tasmasinm
cekistirmemelidir. Genis bir yelpazede komutlar 6grenmesi gereklidir ancak giivenli olmayan
komutlar1 géormezden gelme ve bir komut miimkiin olmadiginda problem ¢ézme yetenegine

sahip olmalidir (Chen vd., 2021).
1.2.1. is Kopekleri ve Stres

Is képekleri fizyolojik ve psikolojik birgok stresle karst karsiyadirlar. Ornegin yogun
egzersiz yapan kopeklerde hipertermi goriilebilir ve saglikli bir kdpek bu 1s1 artisini tolere
edebilir. Ancak kondisyonu diisiik bir kdpekte egzersiz veya asir1 ¢evresel kosullar nedeniyle
olusan aynmi derece hipertermi, ka¢mnilmaz olarak ciddi sistemik hastaliklara yol
acabilmektedir. Askeri is kdpeklerinde sicak ¢arpmasi, 6limiin (Moore vd., 2001) veya erken
emekliligin (Evans vd., 2007) en yaygm Onlenebilir nedenlerinden olarak bildirilmistir.
Bununla beraber egzersize bagli gastrointestinal hastaliklarin ve oksidatif strese bagl

rabdomiyolizin olabilecegi de belirtilmistir (Helton, 2009).

Is kopeklerinde uyarilma, stres gibi olumsuz veya olumlu duygusal durumlari
kapsamaktadir. Yiiksek diizeyde uyarimin, bir gorevi yerine getirme becerisine etki
edebilecegi belirtilmistir (Lazarowski vd., 2020). Bir gérevde basarili performans i¢in optimal
bir uyarilma seviyesi oldugu, artan uyarilmanin performansi belirli bir noktaya kadar
iyilestirebilecegi (Brady vd., 2018), sonrasinda ise performansi olumsuz -etkileyecegi
bildirilmektedir (Bray vd., 2015). Artan uyarilma sonucunda solunumda ve kalp hizinda artis

gibi fizyolojik tepkilerle karsilasilir. Ornegin tespit kopeklerinde artan uyarilma sonucunda
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yogun nefes alip verme, kopeklerin aym1 anda hem koklama hem de nefes alma yetenegini
engelleyerek koku alma kabiliyetini azaltabilmektedir. Artan uyarilmanin 6grenme, hafiza ve
karar verme siireglerini bozabilecegi bildirilmistir. Bununla birlikte, hafif ve orta diizeydeki
stresin dinamik ve oldukc¢a degisken ortamlarda calisan kdpekler igin kritik olan stres
dayanikliliginin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilecegi de belirtilmektedir (Lazarowski

vd., 2020).

Is kopekleri, egitim siirecleri ve gdrevleri sirasinda karsilastiklar1 zorlu kosullar
nedeniyle stresli durumlarla sik¢a karsilasmaktadir. Ornegin patlama sesleri, silah sesleri gibi
yiikksek seviyedeki giiriiltiiler, degisken arazi kosullari, trafik, yolculuk, kalabalik, diger
hayvanlar ve insanlar gibi c¢esitli stres faktorlerine maruz kalabilirler. Kopekler, bu tiir
durumlara donma, geri ¢ekilme ve saldirganlik gibi korku ya da kaygi belirtileriyle yanit
verebilir. Bu tiir tepkilerin, kopeklerin gérevlerini yerine getirme yeteneklerini olumsuz yonde

etkileyebildigi bildirilmistir (Rooney vd., 2016).

Bu kopeklerde kronik stresin daha fazla gozlendigi ve bu durumun da is yapabilme
performanslarini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Denham vd., 2014; Haverbeke vd., 2008).
"Is grubu kdpekler" olarak simiflandirilan ve 6nemli gorevler iistlenen bu kopeklerde, egitim,
giinliik yasam ve ¢alisma sirasinda maruz kalian yogun stres hem fiziksel hem de psikolojik
saglik tizerinde olumsuz etkiler yaratmaktadir. Bu etkiler, performansi ve is yapabilirligi ciddi

Olciide azaltabilmektedir (Lazarowski vd., 2020).

1.3. mikroRNA’lar

Gen ifadesinin diizenlenmesi organizmalarin gelisimi, hiicresel farklilasma siiregleri
ve cevresel uyarilara uyum saglama agisindan temel bir 6neme sahiptir (Jaenisch ve Bird,
2003; Wray vd., 2003). Bu diizenleme, transkripsiyonel basamaktan post-translasyonel
basamaklara kadar genis bir aralikta gerceklesebilmektedir. Boylece gen ifadelerini gesitli
diizeylerde degistirilerek organizmanm uyaranlara uygun yanitlar gelistirerek yasamsal

faaliyetlerinin diizenlenmesine katkida bulunulur (Szyf vd., 2008).

Epigenetik, DNA dizisinde bir degisim olmaksizin, gesitli aracilarla gen ifadesindeki
degisimleri inceleyen bilim dalidir. Bu alan, kalitilabilir epigenetik degisimlerin fenotipik
varyasyonlara olan etkilerini anlamamiza yardimci olur. Epigenetik mekanizmalarda 6nemli

rol oynayan yapilardan biri kodlanmayan RNA (ncRNA)’lardir. ncRNA'lar mRNA veya diger
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epigenetik mekanizmalarla etkilesime girerek gen ifadesinin diizenlenmesinde etkili rol
oynamaktadir (Peschansky ve Wahlestedt, 2014). ncRNA’lar transkripsiyonu ve mRNA’nin

stabilitesini etkileyerek gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

Okaryot canlilarda cesitli gorevlerde yer alan c¢ok sayida kiiciik ncRNA’lar
bulunmaktadir. Bu RNA’lar uzunluklarma ve argonaute ailesi proteinleri (AGO) ile
etkilesimlerine gore mikroRNA (miRNA), kiiclik susturucu/interferans RNA (siRNA) ve
PIWI-Etkilesimli RNA (piRNA) olmak {izere ii¢ sinifa ayrilirlar (Ha ve Kim, 2014). Bu
RNA’lar RNA interferans adi verilen transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynarlar. Genellikle mRNA’larin 3> UTR (transle edilmeyen bdlge)’lerine baglanip
translasyonel baski olusturarak hedef genin protein seviyesinin azalmasina veya mRNA’larin
degredasyonlarma neden olurlar (Bartel, 2009). Ozellikle, yaklastk 22 niikleotit
uzunlugundaki kiiciik kodlanmayan RNA'lar olan miRNA'lar (Bartel, 2009), hem normal
biyolojik siireglerin hem de c¢esitli patolojik siireclerin diizenlenmesinde etkin rol
oynamaktadir (Gilad vd., 2008). miRNA’lar post-transkripsiyonel baskilayici olarak hareket
edip susturma kompleksi olusturarak gen ifadesinin diizenlenmesinde rol almaktadir (Collins

ve Cheng, 2006).

Hiicrede belirli bir anda mevcut olan bu epigenetik motifler, genomun aksine hiicreye
Ozgiidiir ve bu motifler canlinin yasami boyunca degisiklik gosterebilmektedir. Bu epigenetik
degisimler normal gelismeyi diizenleyebilen ve ¢evresel sinyallere cevap olarak gen ifadesinde
degisiklik tiretebilen bir epigenom meydana getirmektedir (Szyf vd., 2008). Epigenetik
faktorler, ¢evresel etkiler tarafindan aktif ve esnek bir sekilde degistirilmektedir. Bu
degisikliklerin epigenetiksel agidan 6l¢iilmesi ile anlamli ifadeler elde edilmesi sonucunda

epigenetik faktorlerin potansiyel biyobelirteg olabilecekleri belirtilmistir (Stoffel vd., 2020).

1.3.1. mikroRNA Biyogenezi

miRNA sekanslar1 genom igerisinde kodlanan ve kodlanmayan gesitli bolgelerde yer
almaktadir (Rodriguez vd., 2004). miRNA genleri genom iizerinde tek veya kiimelenmis bir
sekilde bulunurlar ve genellikle bir lokus igerisinde kiime olustururlar. Bu kiime miRNA’larin
polisistronik olarak transkribe edildigi bilinmektedir (Lee vd., 2002). Bu kiimeler ayn1 anda
transkribe edilse bile ayn sekilde transkripsiyon sonrasi modifikasyonlara ugrayabilmektedir
(Roush ve Slack, 2008). Bazt miRNA genleri, protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunur

ve konak (host gene) genin promotdr bolgesini paylasirlar. Ayrica miRNA genlerinin genelde
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birden fazla transkripsiyon baslangic noktasma sahip oldugu ve intronik miRNA’larin
promotdriiniin konak¢1 genin promotoriinden farkli olabilecegi gdzlemlenmistir (Monteys vd.,
2010).

miRNA biyogenezi ¢ekirdek ve sitoplazmada gerceklesen, miRNA’nin olgunlagmasi ve
islev kazanmasi i¢in gesitli enzim ve proteinlerin yer aldigi ¢ok agsamali bir siirectir. miRNA
genleri RNA Polimeraz II araciligryla transkribe edilir ve bu siire¢ sonucunda olgun miRNA
dizisini iceren sag tokasi seklinde birincil miRNA (pri-miRNA) meydana gelir (Lee vd., 2004).
pri-miRNA, RNaz III tipi endoniikleaz Drosha ve kofaktorii DGCRS ile olusan mikroprosesor
ad1 verilen bir kompleks tarafindan kesilir (Lee vd., 2003). Boylece miRNA olgunlagma siireci
baglamis olur. Bu kesim islemi, 6ncii miRNA (pre-miRNA) ad1 verilen yapinin olusumuyla
sonuclanir. Olgunlagma siirecinin devam edebilmesi i¢in pre-miRNA, exportin 5 (XPOS5)
araciligiyla ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir (Yi vd., 2003). Sitoplazmada RNaz III tipi bir
baska endoniikleaz olan Dicer enzimi pre-miRNA’nin sag¢ tokas1 yapisindaki terminal halkay1
keser ve yaklasik 22 baz uzunlugunda olgun miRNA duplekslerinin olusumunu saglar (Kim
vd., 2009). Bu ¢ift zincirli RNA’dan bir iplik degrade olurken diger iplik ise olgun miRNA
olarak kalir (Lee vd., 2004).
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1.3.2. miRNA’larin Etki Mekanizmalar: ve Gorevleri

miRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Olgun miRNA, AGO
proteinine yiiklenerek RNA indiiklenmis susturucu kompleksini (Orsetti vd.) olusturur (Davis-
Dusenbery ve Hata, 2010). RNA interferans siirecinde miRNA, hedef mRNA ile baz eslesmesi
gergeklestiri. miRNA'larin 5' ucunda yer alan ve "miRNA seed" olarak adlandirilan 2-7
niikleotid uzunlugundaki dizi, hedef mRNA'larin taninmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(Bartel, 2009). Hedef mRNA'nin 3’-UTR’lerine baglanan miRNA, RISC kompleksini
indiikler mRNA'min yikimma veya translasyonun baskilanmasina sebep olur (Davis-

Dusenbery ve Hata, 2010; He ve Hannon, 2004; Huntzinger ve Izaurralde, 2011).

Olgun miRNA pre-miRNA’nin 5’ ipliginden ya da 3’ ipliginden olusabilir: 5 iplikten
olusuyor ise “’5p”’; 3’ iplikten olusuyor ise “’3p” olarak adlandirilir. miRSIC yiiklemesi i¢in
her iplik de segilebilir genellikle bir iplik baskindir. Argonaute proteinine baglanan iplik
kilavuz miRNA (miR) olarak adlandirilirken diger iplik ise yolcu miRNA (miR*) olarak
adlandirilir (Medley vd., 2021). Bununla beraber miRNA’nin her iki ipliginin de Argonuate
proteinlerine baglanarak gen ifade diizenlenmesinde yer aldig1 da bilinmektedir (Ghildiyal vd.,
2009). miRNA isimlendirmesinde harfler (a, b, c¢) ve rakamlar (-1, -2, -3 gibi) da
kullanilmaktadir. Ayn1 olgun miRNA dizisinin farkli gen veya prekiirsér RNA’lardan elde
edilmesi durumunda “-1” ve “-2” gibi sayilar kullamlir. Ornegin miR-16-1 ve miR-16-2 ayni
olgun miR-16 dizisini kodlayan ancak farkli kromozomlarda yer alan iki ayr1 genden ya da iki
ayr1 Onclil/prekiirsér RNA’dan koken aldiklart igin bu eklerle birbirinden ayrilir. Ayni seed
bolgesini igceren ancak sekanslar1 tamamen ayn1 olmayan miRNA'larin adlandirilmasinda ise
a, b, ¢ gibi harfler kullanilir. Ornegin miR-16a ve miR-16b, miR-16 ailesine ait benzer seed
bolgesine sahip, dolayisiyla islevsel olarak birbirine benzer ancak olgun sekansta farkliliklara

sahip iki farkli varyanttir (Bernardo vd., 2012; Griffiths-Jones vd., 2006).

miRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinin yani sira proliferasyon, farklilagsma, gelisme
ve hiicre 6liimii de dahil olmak {izere temel hiicresel siireglerde rol oynamaktadir (Hafner vd.,
2010). Mevcut literatiirde kanser (Reddy, 2015), diyabet (McClelland ve Kantharidis, 2013),
viral enfeksiyonlar (Sullivan ve Ganem, 2005), norodejeneratif hastaliklar (Hébert ve De
Strooper, 2009), kardiyovaskiiler bozukluklar (Small vd., 2010) gibi kronik hastaliklarla
iligkili olduklar1 da tespit edilmistir.
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Bir miRNA, cesitli mRNA transkriptlerindeki kismen komplementer bdlgeleri
hedefleyerek cok sayida genin translasyonu iizerine etkili olabilmektedir. Biyoinformatik
hesaplamalara dayanan tahminler her bir miRNA'min 200'den fazla transkripti
hedefleyebilecegini ve bu transkriptlerin tek bir miRNA tarafindan diizenlenebilecegini
diisiindiirmektedir (Lindow ve Gorodkin, 2007). Dolayistyla tek bir miRNA'nin birden fazla
geni diizenleyebilmesi, ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarin degerlendirilmesinde dikkat

¢cekmektedir (Michael vd., 2010).

1.3.3. mikroRNA’larin Biyobelirte¢ Potansiyelleri

Biyobelirte¢ terimi normal biyolojik siireclerin, patojenik siireglerin veya terapotik
miidahaleler de dahil olmak iizere bir maruziyete veya miidahaleye verilen biyolojik tepkilerin
bir gostergesi olarak Ol¢iilen tanimlanmig bir 6zellik olarak adlandirilmaktadir (FDA-NIH,
2016). Biyobelirtecler diagnostik, farmakodinamik/cevap, prediktif, giivenlik, duyarlilik/risk
ve prognostik biyobelirteg gibi bircok alt sinifta incelenebilmektedir (Califf, 2018). Ideal bir
biyobelirtecin invaziv olmayan yontemlerle elde edilebilmesi, analiz edilen numunede
stabilite, dogru ve giivenilir sonug¢ verme, maliyet etkinligi, hastaliga 6zgiilliik, hastalig1 erken
tespit edebilme olasiligi, model organizmalardaki patolojilere uygunluk ve hastaligin
ilerlemesindeki degisikliklere duyarli olmasi gibi belirli kriterleri karsilamas1 gerekmektedir
(Zinovkin ve Sakharov, 2024). Bu kriterler géz oniinde bulunduruldugunda, miRNA'lar,

ozellikle invaziv olmayan biyobelirtecler olarak potansiyelleri sayesinde dikkat ¢cekmektedir.

miRNA'larin degisen g¢evresel kosullara uyum saglama siirecinde Onemli roller
oynadifi, cesitli calismalarla ortaya konulmustur. Ornegin, miR-7'nin inaktive edildigi
sineklerin degisken sicakliklara maruz kaldiklarinda goz gelisimlerini diizgiin bir sekilde
tamamlayamadigi gosterilmistir (Li vd., 2009). Benzer sekilde, miR-14 mutasyonu tasiyan
sineklerin yliksek tuzluluga kars1 duyarli hale geldigi (Xu vd., 2003) ve miR-8'in inaktive
edildigi zebra baliklarinin ozmotik strese yanit vermede basarisiz oldugu tespit edilmistir
(Flynt vd., 2009). Bu bulgular, miRNA'larin ¢evresel stres faktorlerine karsi organizmalarin
adaptasyonunda kritik diizenleyici bir role sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica,
miRNA fonksiyon bozukluklarinin normal kosullarda etkisi goriilmese bile, stres
durumlarinda  organizmalarin  fizyolojik sorunlar yasamasina neden olabilecegi
vurgulanmaktadir. Bu kapsamda kronik stres maruziyetinde miRNA’larin biyobelirteg olarak

kullanilma potansiyelleri calismanin arastirma sorusunu olusturmustur.
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miRNA'lar, hiicre i¢cinde bulunmalarinin yani sira sirkiiler miRNA (c-miRNA) olarak
kan, serum, plazma, tiikiiriik gibi hiicre dis1 ortamlarda eksozom ad1 verilen mikro vezikiillerde
bulunabilmeleri nedeniyle de bilimsel calismalarda kullanilabilirlik agisindan dikkat
cekmektedir (Gallo vd., 2012; Kroh vd., 2010). Eksozomlar, protein ile RNA tasimmasinda ve
hiicreler arasi iletisimde rol oynayan, endositik membran kdkenli, 30—120 nm boyutlarinda
vezikiillerdir (Lin vd., 2015). Lenfositler, trombositler, mast hiicreleri, epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, dentritik hiicreler ve noronlar gibi bir¢ok hiicre tipinden salinarak kan, idrar,
tikiiriik, amniyotik sivi, anne siitli, gibi ¢ogu viicut sivisinda bulunabilmektedirler
vezikiillerdir (Lin vd., 2015). Bunun yam sira ¢ogu hiicre tipinin kdiltiir ortaminda
bulunabildikleri bildirilmistir (Théry vd., 2002). Bu sayede miRNA’lar kdken aldiklan
hiicrelerden dolagima katilarak komsu veya uzak hiicrelerin fizyolojisini etkileyebilmektedir
(Zhang ve Peng, 2015). Ayrica plazma bazli c-miRNA’lar fosfolipid ¢ift katmanl kapsiillii
vezikiillere (Valadi vd., 2007) veya RNA baglayici protein komplekslerine (Gupta vd., 2010)
dahil olarak ¢esitli tamamlayici mekanizmalarla bozulmadan korunabilmektedir.
miRNA’larin nispeten daha kararli molekiiller olmasi, RNaz aktivitesine, pH ve sicaklik
degisimlerine oldukca dayanikli olmalar1 da biyobelirte¢ potansiyelleri a¢isindan 6nemlidir

(Zen ve Zhang, 2012).

Fizyolojik bir uyaran veya yaralanma sonucunda miRNA'larin hedef dokudan aktif ya
da pasif olarak dolagima aktarildigi cesitli ¢calismalar ile gosterilmistir (Laterza vd., 2009;
Lecchi vd., 2020). Ornegin; uzun siireli ve istikrarli yapilan egzersizlerde anlamli bulunan c-
miRNA’larm plazmada stabil kaldig1 ve akut egzersiz durumundan etkilenmedigi, akut yorucu
egzersizden hemen sonra anlamli olarak belirlenen miRNA’larmn ise egzersizden 1 saat sonra
ciddi diizeyde azaldigi, yani akut durumlarda miRNA yanitinin oldukca dinamik oldugu
gosterilmistir (Baggish vd., 2011).

miRNA’larin organizmada fizyolojik ve patolojik degisimler sonucunda ifade
diizeylerinin degismesi ve bir¢ok biyolojik materyalde tespit edilebilmeleri nedeniyle,
miRNA’lar lokal ve sistemik degisikliklerin degerlendirilmesinde dikkat ¢ekmektedir c-
miRNA’lar, biyobelirte¢ olarak ilk defa serum orneklerinde diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma
hastalarini incelemek i¢in kullanilmistir (Lawrie vd., 2007). Hastaliklarin erken teshisi,
ozellikle kanser gibi hastaliklarin tedavi basarisin1 artirmada kritik bir rol oynamaktadir.
Ornegin, hastalarin kaninda 11 adet miRNA ifadesini 6lgen ticari bir panel (GastroClear kiti,

https://gastroclear.mirxes.com/) mide kanserinin erken teshisinde kullanilmaya baglanmis ve

bu durum, miRNA’larin prediktif biyobelirte¢ potansiyeline dikkat ¢ekmistir (Kapoor vd.,
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2020). Kanser teshisinde de miRNA’larin etkileyici sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Nappi
vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada testikiiler germ hiicreli tiimorii olan 111 hastada
miRNA-371’in %100 ozgiillik ve %96 duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir (Nappi vd.,
2019). Bunun yan1 sira miRNA’lar, kolorektal (Krajewska vd., 2018), kolon (Ogata-Kawata
vd., 2014), meme (Kan vd., 2024; McGuire vd., 2015), prostat (Chen vd., 2024; Matin vd.,
2018) pankreas (Huang vd., 2024), akciger (Chen vd., 2017) gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
teshis, prognoz ve tedaviye yanitin degerlendirilmesinde 6nemli biyobelirtecler olarak dikkat

cekmekte ve cesitli panel olugturma ¢alismalar yapilmaktadir.

Yapilan calismalar miRNA’larin yalmizca kanser degil, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet ve diger bir¢ok hastaligin erken teshis ve prognozunda énemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Insanlarda yapilan bir calismada miRNA-21 ve miR-132'nin kalp
yetmezliginin prognozunu degerlendirmede ©Onemli bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir. Bu miRNA seviyelerinin kardiyovaskiiler 6liim riskini ve hastalarin tekrar
hastaneye yatig olasiligini gosterebilecegi bildirilmistir (Masson vd., 2018; Zhang vd., 2017).
Caggiu vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada Parkinson hastalarinda kontrol gruplarina
kiyasla kanda miRNA-155-5p'nin ifadesinin yiliksek miR-146a-5p'nin ifadesinin ise diisiik
oldugu gozlemlemistir. Ancak, levodopa ile tedavi edilen hastalarda miR-155-5p'nin
ifadesinin azaldig1 goriilmiis ve bu durum, miRNA'nin hastalik prognozu i¢in umut verici bir
aday olabilecegini diistindiirmiistiir (Caggiu vd., 2018). Gestasyonel diyabet hastasi kadinlarda
yapilan bir calismada serum 6rneklerinde kontrol grubuna kiyasla miR-29a, miR-222 ve miR-
132'nin ifadelerinde anlamli farklar oldugu ve bu miRNA'larin gestasyonel diyabetin
ongoriilmesi icin aday biyobelirtegler olabilecegi belirtilmistir (Zhao vd., 2011). Insan
Bagisiklik YetmezIligi Virlisii (HIV) hastalarinda, karaciger hasarmin etiyolojisiyle iliskili
oldugu ve bu hastalarda karaciger hasari i¢in serumda miRNA-122, miRNA-22 ve miRNA-
34a'min biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Anadol vd., 2015). Alzheimer
hastaliginin erken teshisi i¢in yapilan bir genoassay calismasinda serumda miRNA-135a-5p
seviyelerinin hasta olan bireylerde ilgili miRNA'nin kontrol grubuna gore yiiksek seviyede
ifade edildigi gosterilmistir (Lin vd., 2024). Elde edilen bulgular miRNA-135a-5p'nin
Alzheimerin erken teshisinde kullanilabilecek umut verici bir biyobelirte¢ oldugunu

gostermektedir.
miRNA'lar, Northern blot analizi (Valoczi vd., 2004), in situ hibridizasyon

(Kloosterman vd., 2006), gercek zamanli PCR (Wiegand vd., 2018), mikrodizin analizi
(Honda vd., 2013) ve yeni nesil dizileme (Kangsamaksin vd.) (Luo vd., 2016) dahil olmak
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iizere cesitli spesifik ve hassas yaklagimlar kullanilarak tespit edilebilmektedir. miRNA’larin
tiirler arasinda yliksek diizeyde homoloji gdstermesi, proteine 6zgii antikorlara ve tiire 6zgii
iligkilendirmelere gerek kalmadan kolayca tespit edilebilmesi nedeniyle saglik kosullarina ve
hayvan refahina genel ve ayn1 zamanda derinlemesine bir bakis saglayabilecek onemli bir

molekiiler ¢aligma alani oldugu belirtilmektedir (Miretti vd., 2020).

1.3.4. mikroRNA ve Stres

Strese verilen yanitin bireyler arasinda farklilik gostermesi, genetik olarak 6zdes olan
bireylerde bile stres sonucunda farkli fizyolojik ve davranissal etkiler olmasi nedeniyle, stres
mekanizmalarimi ve etkilerini arastiran c¢aligmalarin odagi epigenetik bilimine yonelmistir
(Federenko vd., 2004; Hunter vd., 2015). Stres reaksiyonlarinin epigenetik regiilasyonunda
miRNA’lar 6nemli bir rol oynamaktadir (Leung ve Sharp, 2010). miRNA’lar hiicresel diizeyde
homeostazin koruyucularidir ve transkripsiyon faktorleriyle, proteinlerle etkilesime girerek
stres yanitinin diizenlenmesinde gorev alirlar. Cesitli stres etkenlerinin miRNA’larin
olusumuna, miRNA -protein komplekslerinin aktivasyonuna ve mRNA hedeflerinin ifadesinin
degismesine neden oldugu bildirilmistir (Leung ve Sharp, 2010; Olejniczak vd., 2018). Bunun
yani sira, miRNA'larin néroendokrin sistemde; sinaptik plastisite, akson rehberligi, astrosit

aktivitesi gibi 6nemli roller iistlendigi belirtilmektedir (Bartel, 2009; Mor vd., 2011).

Strese maruz kalma sonucunda miRNA’larin ifade edilme seviyelerinde farkliliklar
meydana geldigi ilk olarak fareler lizerinde gerceklestirilen deneyler ile ortaya konmustur.
Akut kisitlama stresine maruz birakilan farelerde, kisitlamadan 24 saat sonra frontal korteks
incelendiginde miR-26b ve let-7a’nin ifadesinde bir artis oldugu goriilmiistiir (Rinaldi vd.,
2010). Ratlarda akut ve kronik stres sonucu amigdala ve hipokampustaki miRNA ifadelerine
bakildiginda, akut stres sonrast miR-134 ve miR-183’{in ifadesinin arttig1; kronik stres sonrast
ise miR-134 ifadesinin azaldigi, miR-183’{in ifadesinde herhangi bir degisiklik olmadig1
gdzlemlenmistir (Meerson vd., 2010). Bu miRNA'larin asetilkolinesterazin alternatif yarigma
mekanizmasinda yer aldiklar1 ve dolayisiyla strese yanitta kolinerjik sistemin aktivitesinde rol
oynayabilecegi belirtilmistir. Ayrica bu iki miRNA’nin da kardiyogenezisle ve kardiyovaskiiler

malformasyonlarla iligkilendirilmis genleri hedefledikleri belirtilmistir (Meerson vd., 2010).
Ratlarda kronik sosyal yenilgi stresinin medial prefrontal korteksteki etkisinin

arastirlldig1 bir ¢alismada medial prefrontal korteksteki pirimidal ndronlarda miR-218'in

ifadesinin artmasi sonucu kronik strese olan direncin arttig1 ve bu artigin néronlardaki stres
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kaynakli morfolojik degisiklikleri Onledigi goriilmiistiir. Ayrica bu ifade farkliligi kanda
incelendiginde, kronik strese duyarli olan farelerin miR-218 ifadesinin kontrol ve direngli
gruba gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda miR-218'in strese karsi
duyarlilikta rol oynadigmm ve kandaki seviyesinin strese karsi duyarliligin belirlenmesi
acisindan yararh olabilecegi belirtilmistir (Torres-Berrio vd., 2020). Strese duyarli ve strese
direncli iki farkli fare hattinda yapilan ¢aligmada miR-1a-3p ve miR-155-5p'min strese
duyarlilik ve dayaniklilik {izerine etkisi aragtirilmistir (Solich vd., 2024). Calismada strese
direngli farelere (NET-KO ve SWR/J) bu miRNA dizilerini hedefleyen analoglarini (Agomir);
strese  duyarli farelere (C57/BL/6J) ise antagonistik dizilerini (Antagomir)
intraserebroventrikiiler enjeksiyon yoluyla uygulanmis ve uygulamanin etkisi zorunlu yiizme
testiyle incelenmistir. Sonuglar, strese duyarli susun antagomir inflizyonu araciligiyla strese
dayanikli bir fenotipe doniistiiriilebilecegini gostermistir. Strese dayanikli suslarin ise
uygulama sonras1 davranislarinda degisiklik goriildiigii belirtilmistir (Solich vd., 2024).
Yapilan caligmada ayrica miR-1a-3p'min c¢esitli beyin bolgelerindeki ifadesi incelenmis ve
serebellumdaki ifade degisimlerinin stres tepkisiyle iliskili oldugu belirtilmis ve bu
miRNA'larin serebellar fonksiyon ve sinaptik plastisite arasinda bir baglanti oldugunu

bildirmislerdir (Solich vd., 2024).

miRNA’larmn, stres yanitinin en 6nemli faktorlerinden biri olan kortizol iiretiminin
diizenlenmesinde de rol oynadig1 gosterilmistir. insanlarda yapilan bir ¢alismada miR-24'{in
adrenal korteks igerisindeki aldosteron ve kortizol iiretimini diizenledigi; miR-24’tin bu
hormonlarin iiretiminde 6nemli olan 2 enzimi (CYP11B1 ve CYP11B2) hedefledigi ve
iiretimlerini azalttig1 gosterilmistir (Robertson vd., 2013). Bu sonugla, strese bagli olarak miR-
24’in ifade seviyelerinde meydana gelen degisikliklerin, organizmanin strese olan
duyarliligim1 (direncini) etkileyerek strese karsi adaptasyon mekanizmasini olusturdugu
diisiiniilmektedir (Wiegand vd., 2017). Uchida vd. (2008) tarafindan karsilastirmali rat
suslarinda yapilan bir baska calismada, miRNA-18a’nin ifadesinin arttig1 belirtilerek,
glukokortikoid reseptdr (GR) proteinin ifadesinin azaldig1 ve miR-18a’nin GR translasyonunu
asagi regiile ettigine dikkat ¢ekilmistir (Uchida vd., 2008). miR-124a’nin da GR ifadesini asag1
regiile ettigi gosterilmistir (Vreugdenhil vd., 2009). miRNA-34¢’nin ise akut ve kronik streste
sentral amigdalada yukar1 regiile edildigi ve hedeflerinden biri olan kortikotropin salgilatici
hormon reseptdriiniin  (CRHR1) ifadesini azaltarak anksiyeteyi azalttig1 bildirilmistir

(Haramati vd., 2011).
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Kronik strese maruz kalmanin ardindan, siklikla travma sonrasi stres bozuklugu ve
depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar gelisebilecegi bilinmektedir. miRNA’larin stres
yanitindaki fizyolojik rolleri nedeniyle stresle iligkili bozukluklarin tedavisi i¢in potansiyel
hedefler olabilecegi belirtilmistir (Haramati vd., 2011). miRNA’larin diger epigenetik ajanlarla
etkilesime girdigi ve depresyonun tedavisinde kullanilan ajanlarin miRNA’lar1 hedefledigi
goriilmektedir. Kronik strese maruz kalan farelerde miRNA-124’{in hipokampustaki
ifadesinde azalma ve depresyon davramiglarinda artis goriilmiistiir (Higuchi vd., 2016).
Imipramin kullanimindan sonra ise anormal davranislarin ve miRNA-124’iin ifadesinin
diizenlendigi gdsterilmistir. Ayrica, miRNA-124’iin, HDAC4 ve HDAC5’1 hedef aldig1 bunun
yani sira HDAC4/5 inhibitoriiniin intrahipokampal inflizyonu sonucunda antidepresan benzeri

etkilere sebep oldugu belirtilmistir (Higuchi vd., 2016).

miRNA’lar tam kan (Gidron vd., 2010), serum (Balakathiresan vd., 2014), plazma
(Tsujiura vd., 2010), sperma (Barceld vd., 2019), tiikiiriik (Michael vd., 2010) gibi birgok
viicut stvisinda bulunmaktadir. Kronik psikolojik streste miRNA’larin tam kandaki durumlari
arastirilan bir ¢aligmada, tam kanda 11 miRNA tespit edilmig (miR-15a, -16, -19a, -19b, -26Db,
-30b, -106b, -126, -142-3p, -144, ve -144%*) ve tespit edilen miRNA’lar dort farkli zaman
diliminde analiz edip karsilagtirllmistir. miR-16, -144, ve -144* teki degisimler istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ayrica bu miRNA’larin ¢ogunun, incelemeden hemen sonra artig
gostererek pik yaptigi ve bir hafta sonra baslangic seviyesine geri dondiigii bildirilmistir
(Katsuura vd., 2012). Bu miRNA'lardan 6 tanesinin (miR-16, -19a, -19b, -26b, -144, ve -144%)
psikolojik strese yanitla ya da psikiyatrik bozukluklarla iligkili oldugu bildirilmistir
(Hunsberger vd., 2009). insanlarda kronik akademik stresin arastirildigi bir caligmada, sinava
hazirlanan tip 6grencilerinden ii¢ farkli zaman diliminde (smnavdan 2 ay 6nce, sinavdan 2 giin
sonra ve sinavdan 1 ay sonra) periferal kan 6rnekleri ve kortizol tayini igin tiikiiriik 6rnekleri
toplanmustir (Honda vd., 2013). Istatistiksel olarak sinav stresine anlamli tepkiler gdsteren 7
miRNA (miR-16, -20b, -26b, -29a, -126, -144 ve -144*) tanimlanmis ve miR-16’nin
anksiyetenin tespitinde biyobelirte¢ olabilecegine dikkat g¢ekilmistir (Honda vd., 2013).
Gidron vd. (2010) yaptiklar1 arastirmada insanlarda tam kanda let7-b ve miR-21’in
seviyelerini diisiik ve yiiksek stres durumlarinda karsilagtirmiglar ve miR-21'"in psikolojik stres
icin tam kanda bir biyobelirte¢ olarak faydali olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Gidron vd.,

2010).

Mevecut literatiirde, kopeklerde kronik stres sonucunda miRNA ifadelerini inceleyen tek

caligma bulunmaktadir (Luo vd., 2016). Luo vd. (2016) tarafindan yapilan Chinese Field (n=3
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stres grubu, n=3 kontrol grubu) ve beagle (n=3 stres grubu, n=3 kontrol grubu) irki képeklerin
yer aldigi calismada, kronik stres sonucu hipofiz ve adrenal bezdeki miRNA ifadesinin
arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amag dogrultusunda farkli karaktere ve stres toleransina sahip
bu iki farkli itk kopeklere elektrik akimi ve hareket kisitlamasi uygulanarak kronik stres
olusturulmustur. Stres uygulamasindan sonra hava embolisi ile 6ldiiriilerek adrenal korteks ve
hipofiz bezi dokulart alimmmigtir RNA sekansi sonucunda, bu dokularda toplamda 39
miRNA’nin farkli ifade edildigini ve bu miRNA’lardan 18 tanesinin ortak oldugu belirtilmistir.
Ayrica kopeklerde miR-205'in hipofiz ve hipokampusta MMD genini yukan regiile ederek
kronik stres altinda immun yanit1 giiclendirdigi ortaya konulmustur (Luo vd., 2016). 2022
yilinda yapilan bir ¢alismada (Guelfi vd., 2022) ise; arama kurtarma kdpeklerinden (n=22)
arama kurtarma c¢aligmasi oncesi ve sonrasi alinan serum Orneklerinin tiim genom boyunda
miRNA ifade profili (miRNome) yeni nesil dizi analizi ger¢eklestirilerek ifade profilleri
arastirllmigtir. Analiz sonucunda arama kurtarma ¢aligmasi sonrasi (akut stres) let-7a ve let-7f
miRNA'larinin ifadelerinde artis oldugu goézlemlenmistir. Biyoinformatik caligmalar
sonucunda ise bu miRNA'larm hiicresel homeostazin saglanmasi igin p53 sinyal yolaginda yer

aldig1 gosterilmistir (Guelfi vd., 2022).

Yapilan ¢alismalar daha ¢ok kan ve beyin bolgeleri {izerine yogunlasmis olsa da tiikiiriik
miRNA’larmin invaziv olmayan yontemlerle ve kolay elde edilebilir olmasi nedeniyle strese
bagli durumlarin degerlendirilmesi i¢in uygun bir kaynak saglayabilecegini gostermektedir
(Wiegand vd., 2017). Wiegand vd. (2018) insanlarda akut stres sonrasi tiikiiriikkte 11 adet
miRNA’nin ifadesini incelemis ve miR-20b, -21 ve 26b i¢in anlamli sonuglar elde etmistir.
Ayrica miR-16, miR-134’lin ifade farkliliklarim1 anlamliya yakin oldugu belirtilmistir
(Wiegand vd., 2018). Yoshida vd. (2022) tarafindan yapilan ¢aligmada ise subkronik ve hafif
sosyal yenilgi stresine maruz birakilan farelerde tiikiiriik miRNA ifade profili yeni nesil
dizileme yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Hafif sosyal yenilgi stresi hayvanlarda
depresyon modellemesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Nestler ve Hyman, 2010).
Bu arastirmada strese maruz kalan farelerin tiikiiriigiinde yedi miRNA’nin yukan regiile
edildigi, bir miRNA’nin ise asag1 regiile edildigi belirlenmistir (Yoshida vd., 2022). Bu
miRNA'lardan biri olan ve akut miyokard enfarktiisii i¢in biyobelirte¢ olarak dnerilen miR-
208b-3p’nin (Liu vd., 2017) bu farelerde yukar regiile edildigi tespit edilmistir (Yoshida vd.,
2022). Koyunlarda gerceklestirilen bir ¢aligsmada siiriiye kog katilmadan 6nce ve sonra tiikiiriik
ornekleri toplanarak kortizol analizi gergeklestirilmistir (Manenti vd., 2023). Kortizol
analizlerine gore kiimeleme analizi gerceklestirilmis ve koyunlar iki farkli gruba ayrilmistir.

Adaptasyon yanitiyla iligkili olan 16 adet miRNA segilerek RT-qPCR analizi

27



gergeklestirilmigti. Bu miRNA'lardan miR-16b, miR-21, miR-24, miR-26a, miR-27a, miR-
99a ve miR-223 tiikiiriikte tespit edilmistir. Iki kiime arasinda miR-16b ve miR-21'in
ifadelerinde anlamh sekilde farklilik bulunmus ve bu miRNA'larin stres yanitindaki rollerine
dikkat ¢ekilmistir (Manenti vd., 2023). Tiikiiriik miRNA's1 doku ve kan ile karsilastirildiginda
stresin degerlendirilmesi ve izlenmesi a¢isindan daha uygun ve invaziv olmayan bir yontem
oldugu i¢in daha avantajli gériinmektedir. Ozellikle kronik stres iligkili literatiir incelendiginde
miR-16,-21, -26 ve -144’{in 6ne ¢ikmasi nedeniyle tez ¢aligmasinda aday miRNA olarak tercih
edilmislerdir. Se¢im kriterleri detayli olarak Gere¢ ve Yontem boliimiinde “2.3.3. Aday
miRNA Sec¢imi” basligi altinda agiklanmustir.

Sunulan tez calismasinda literatiirde kronik stresli olarak kabul edilen is kopeklerinden
egitim Oncesi (n=27) ve egitim sonrasinda (n=27) alinan tiikiiriik 6rneklerinden miR-16, -21,
-26 ve -144’tn gruplar arasindaki ifade farkliliginin arastirilmasi ve biyobelirteg

potansiyellerinin tartigilmast amaglanmistir. Bu amaglara yonelik olarak;

e Kopeklerin saglik muayenelerinin gerceklestirilmesi,

e Kopek ve kopek kullanicilart ve egitmenleri ile gergeklestirilen davranig
konsiiltasyonlari ve C-BARQ degerlendirmelerinin yapilmasi,

o Kronik stres ve kontrol gruplarindan toplanacak tiikiiriik kortizol degerlerinin
belirlenmesi,

¢ Kronik stres ve kontrol gruplarindan toplanacak tiikiiriik 6rneklerinde SYBR Green
temelli RT-qPCR gergeklestirilerek miR-16, -21, -26 ve -144 ifadelerinin belirlenmesi
ve iki grup arasinda karsilastiriimas,

o Ifadesinde farklilik bulunan miRNA’larm, kortizol degerleri ile korelasyonun
arastirilmasi,

o Ifadesinde farklilik bulunan miRNA’larin hedef gen ve yolak analizlerinin yapilmasi

hedeflenmistir.

Bu tez caligmasinda asagidaki hipotezler test edilmistir:

—

Kontrol ve stres gruplan arasinda miR-16, miR-21, miR-26 ve miR-144 ifade
diizeylerinde anlaml bir fark yoktur.
2. Kontrol ve stres gruplar1 arasinda miR-16, miR-21, miR-26 ve miR-144 ifade
diizeylerine cinsiyetin etkisi yoktur.

3. Kontrol ve stres gruplar arasinda kortizol degerleri arasinda fark yoktur.
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4. Kontrol ve stres gruplar1 arasinda miR-16, miR-21, miR-26 ve miR-144 ifade
diizeyleri ile kortizol degerleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamaktadir.
5. Kontrol ve stres gruplart arasinda C-BARQ davranig degerlendirme degerleri

acisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir.

Sunulan tez kronik stresli kdpeklerde tiikiiriikten miRNA ifadesinin arastirilacag ilk
calisma olma oOzelligi tasimaktadir. Kopeklerde serum ve tiikiiriik kortizol seviyelerinin
korelasyonuna iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir (Barker vd., 2005; Chmelikova vd., 2020),
ancak miRNA ifade profilleri ile karsilagtirildig: bir ¢aligma bulunmamaktadir. Kronik stresli
oldugu belirlenen kopeklerde tiikiiriik kortizol diizeyleri ile miRNA profilleri arasindaki
korelasyon ilk defa karsilastirilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahisma Materyalinin Olusturulmasi

2.1.1. Orneklem Grubu

Tez c¢aligmasinin Orneklemi Nevsehir Jandarma At ve Kopek Egitim Merkezi
Komutanligi (JAKEM) biinyesinde bulunan ve ¢esitli dallarda uzmanlagmak iizere egitime
tabi tutulan kopeklerden olusmaktadir (Ekl. JAKEM Destek Mektubu) Orneklemin
olusturulmasina yonelik etik kurul onay1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan almmistir (Ek2. 24.05.2023 tarih ve 2023-10-97 karar numarali AU-HADYEK
Onay1). Ornekler alinmadan once yetkili kisilere, kopeklerin egitmen ve kullanicilarina
calisma ve yapilacak islemler hakkinda bilgilendirme yapilmis; ¢caligmada materyal kullanim1

icin onaylar1 kayit altina alinarak saklanmisgtir.

Tez caligmasiin 6rneklem biiyiikliigii G-Power programi kullanilarak hesaplanmstir.
Buna gore %95 giivenilirlik, %80 gii¢ ile miRNA ifade oranlarinin karsilastirilacagi 2 gruptan
olusan 6rneklemde d=0,8 etki biiyiikliigii kabul edilerek her bir grup basia 26 kdpek olmak
iizere toplam 52 kopek olarak hesaplanmigtir. Tez ¢alismasinin 6rneklemini olusturmak iizere
iki farkli donemde toplamda 47 kdpekten tiikiiriikk 6rnekleri toplanmistir, ancak kopeklerin
kullanicist ile goreve ¢ikmasi ya da tiikiiriik 6rnegi alimi 6ncesinde anamnezde yakin zamanda
saglik problemi yagsamasi, ilag kullanimi oldugunun belirtilmesi gibi nedenlerden dolay1 bazi
kopeklerin egitim sonrast tiikiiriikleri elde edilememistir. Toplam 34 adet kdpegin hem egitim
oncesi hem de egitim sonras1 tiikiiriikleri elde edilerek kontrol ve kronik stresli grup
olusturulmus ve analizler gerceklestirilmistir. Analizler sonucunda uygun olmayan veriler
caligma kapsamindan ¢ikarilmistir. Sonug olarak, analizlerde kullanilan kopek sayisi, grup

basina 27 olmak iizere toplam 54 olarak belirlenmistir.

Orneklem, bomba arama, mayin arama, uyusturucu madde arama, gay ve tiitiin tespit,
asayis, operasyon ve iz takip branglarinda, branglarina gore degisen 14-20 hafta egitim alan
kopeklerden olusmaktadir. Orneklemde yer alan kdpeklerin 1rk, yas, cinsiyet ve brans bilgileri
Cizelge 2.1°de verilmistir. Her bir kdpekten egitim Oncesi ve egitim sonras1 olmak tizere iki
ayr1 donemde tiikiiriik 6rnekleri toplanmigtir. Egitim 6ncesi donemde alinan 6rekler kontrol
grubunu olusturmus ve ayni kdpeklerden minimum 14 haftalik brans egitimi sonrasi alinan

orneklerle ise kronik stresli grup (deney grubu) olusturulmustur.
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Cizelge 2.1. Orneklemde yer alan kdpeklerin bilgileri

Kopek Irka Cinsiyet Yas Brang
1 Belgika Malinois Disi 14 ay Cay tiitiin
2 Belgika Malinois Erkek 12 ay Bomba Arama
3 Alman Coban Disi 14 ay Cay tiitiin
4 Belgika Malinois Disi 13 ay Cay tiitiin
5 Belgika Malinois Erkek 14 ay Operasyon
6 Belgika Malinois Erkek 14 ay Uyusturucu
7 Belcika Malinois Disi 11 ay Mayin
8 Belgika Malinois Disi 10 ay Mayin
9 Alman Coban Erkek 12 ay Mayin
10 Belcika Malinois Disi 10 ay Mayimn
11 Belgika Malinois Disi 12 ay Mayin
12 Belgika Malinois Erkek 14 ay Uyusturucu
13 Belgika Malinois Disi 11 ay Uyusturucu
14 Belcika Malinois Erkek 15 ay Cay tiitlin
15 Labrador Erkek 12 ay Iz takip
16 Belgika Malinois Disi 11 ay Mayin
17 Labrador Disi 12 ay Iz takip
18 Belgika Malinois Erkek 12 ay Uyusturucu
19 Belgika Malinois Erkek 18 ay Operasyon
20 Alman Coban Erkek 12 ay Asayis
21 Belgika Malinois Erkek 12 ay Bomba Arama
22 Belgika Malinois Erkek 12 ay Uyusturucu
23 Belgika Malinois Disi 10 ay Mayimn
24 Belgika Malinois Disi 12 ay Bomba Arama
25 Labrador Disi 12 ay Iz takip
26 Labrador Disi 11 ay Mayin
27 Alman Coban Erkek 11 ay Cay tiitlin
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2.1.2. Muayene

Her bir kdpegin egitim Oncesi ve sonrast olmak iizere bastan kuyruga muayeneleri
gerceklestirilmistir. Caligmada kullanilan kdpeklerin tamamu is kopegi niteliginde olup, rutin
araliklarla kapsamli saglik kontrollerinden gegirilmektedir. Bu kontroller kapsaminda
veteriner hekim muayeneleri, tam kan biyokimya analizleri ve diger tetkikler diizenli olarak
yapilmaktadir. Gegmis bilgileri alinan kdpeklerin inspeksiyon bulgular not edilerek fiziksel
muayeneleri yapilmistir. Fiziksel muayenenin yapilmasimmin ardindan kopeklerin temel
parametreleri (nabiz, solunum sayisi, viicut 1sisi, viicut kondisyon skoru) degerlendirilmis ve
arastirmaci bilgi formuna not edilmistir. Bunlarla beraber her bir kdpegin akciger ve kalp
oskiiltasyonlart yapilmis, oral muayeneleri gergeklestirilerek stomatit, gingivit gibi durumlar
acisindan degerlendirilmistir. Kopeklerde herhangi bir anormalligin saptanmast durumunda
ilgili kopek calisma 6rneklemine dahil edilmemistir. Ayrica anamnez bilgisinde antipsikotik
ajan, antibiyotik, steroid tiirevleri, anti-inflamatuar, gesitli takviye iriinler kullanildig
belirlenen kdpekler de ¢alismaya dahil edilmemis, egitim sonrasi 6rneklemede ila¢ kullandig1

bildirilen kopekler ise ¢calismadan ¢ikarilmigtir.

2.1.3. C-BARQ Analizi ve Davranis Degerlendirmesi

Kopek Davranig Degerlendirmesi ve Aragtirma Anketi C-BARQ rutin olarak kullanilan
standardize edilmis miza¢ ve davranis degerlendirme araglarindan biridir (Hsu ve Serpell,
2003). Bu anket kapsaminda kdpekler egitilebilirlik, saldirganlik, korku-anksiyete, ayrilma ile
iligkili davranig, heyecanlanma-uyarilma, asir1 baghlik ve dikkat ¢ekme ve diger davraniglar
olmak {izere 7 farkli bolimde 101 soruda degerlendirilmistir (Ek3. C-BARQ). Ankette sorular
O=hi¢bir =~ zaman, 1=nadiren 2=bazen, 3=genellikle ve 4=her zaman ve
gdzlemlenmedi/uygulanmaz olarak cevaplanmaktadir (Hsu ve Serpell, 2003). Bu anket
sonucunda;  kopekler on  dort davramigsal faktdor kapsaminda  puanlanarak

degerlendirilmektedir:

1.Yabanciya yonelik saldirganlik
2. Sahibine yonelik saldirganlik
3. Kopege yonelik saldirganlik
4. Kopek rekabeti

5. Yabanciya yonelik korku

6. Sosyal olmayan korku
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7. Kopege yonelik korku

8. Ayrilikla ilgili davranislar
9. Baglanma ve dikkat cekme
10. Egitilebilirlik

11. Kovalama

12. Heyecanlanma/uyarilma
13. Dokunma hassasiyeti

14. Enerji Seviyesi

C-BARQ formlar1 kopek egitmenleri tarafindan egitim dncesi ve egitim sonrasi olmak
iizere 2 defa doldurulmustur. Ayrica kopek egitmenleri ile kopeklerin kendi ortamlarinda
davranis konsiiltasyonlar1 gergeklestirilmistir. Kopegin kronik stres grubuna alinmasi igin
duygusal durumunun goriisme boyunca negatifte kalmasi, temel ihtiyaglarda belirlenen
eksikliklerin olmasi ve C-BARQ ile degerlendirmede egitilebilirlik kategorisi disindaki
herhangi bir bolimde 3 ve {izeri skor ortalamasi (Kaur vd., 2022) kriterlerinin herhangi
birisinin saglanmasi yeterli olmaktadir. Egitim sonrasi is kopekleri, aldiklar1 uzun siireli ve
diizenli egitim periyodu sonrasi literatiir bilgileri gz oniinde bulundurularak kronik stres
grubuna dahil edilmislerdir (Haverbeke vd., 2008). Bu anket, kopeklerin mizag ve
davraniglarinin detayli bir sekilde degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. C-BARQ
sonuclari, kopeklerin davranig profillerini analiz ederek, kronik stres belirtilerini
desteklemekten ziyade, egitim Oncesi ve sonrast donemlerde kdpeklerin mizaglarmi ve

davranigsal 6zelliklerini daha iyi anlamak amaciyla kullanilmistir.

2.1.4. Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Tiikiiriik 6rneklerinin toplanmasi, bazal kortizol seviyelerini yansitacak sekilde saat
10.00- 12.00 arasinda ve stres olusturmamak amaciyla kendi ortamlarinda gergeklestirilmistir.
Tiikiirik orneklerinin  kontaminasyonunu engellemek amaciyla, kopeklerin tiikiiriik
orneklerinin alinmasindan iki saat 6ncesine kadar mama yememeleri, bir saat 6ncesine kadar

da su icmemeleri hakkinda kdpek egitmenleri ve kullanicilart bilgilendirilmistir.

Tiikiiriik Omneklerinin toplanmas1 igin Salivette® ticari 6zel numune tiipleri
kullanilmistir. Bu tiiplerin igerisindeki pamuk tampon hemostatik pens yardimu ile kopegin dis
eti ve yanak arasinda kalan bolgede 5 dakika boyunca tutularak tiikiirigiin pamuk tampona

emdirilmesi saglanmistir (Sekil 2.1). Ornek aliminda herhangi bir aksaklik olmas1 durumunda
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ek silire taninmaksizin tiim islem belirlenen toplam 5 dakikalik siire igerisinde tamamlanmustr.
Ayrica, aynm1 kopekten ayni giin icerisinde ardisik 6rnekleme yapilmamis; her bir 6rnekleme
islemi bagimsiz ve tek seferlik olarak gergeklestirilmigtir. Tiikiirlik 6rnekleri alindiktan sonra
laboratuvara ulagtirilana kadar kirik buz dolu kutu iginde tutulmustur. Alinan Ornekler
laboratuvar ortamina getirilerek 6000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Boylelikle
pamuk tampona emdirilen tiikiiriklerin dig tiipe toplanmasi saglanmigtir. Elde edilen
tiikiirtiklerin miktarlar1 en az 500pul olacak sekilde 1.5 ml tliplere aktarilmistir. Eksik kalan
ornekler i¢in bagka bir gilin ayn1 kosullar altinda 6rneklem tekrarlanmustir. Biitiin 6rnekler bir

sonraki analize kadar -80°C’de saklanmustir.

Sekil 2.1. Kopeklerden tiikiiriik 6rneklerinin alinmasi

2.2. Kortizol Analizi

Kortizol diizeylerinin belirlenmesi amaciyla sivi kromatografisi tandem Kkiitle
spektrometresi (Liquid chromatography—mass spectrometry/mass spectrometry, LC-MS/MS)
teknigi kullanilmigtir. LC-MS/MS ultra performansh sivi kromatografisi (Ultra Performance
Liquid Chromatography, UPLC) cihaz1 sayesinde fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan
ornek molekiiller kiitle dedektdrii ile analiz edilmektedir. Kiitle spektrometreleri molekiilleri
iyonizasyon islemi ile yiiklii iyonize molekiiller haline doniistirmektedir. Birinci kuadrupol

filtre molekiilleri m/z (kiitle/ylik) oranina gore ayirmaktadir. Bu ayrimin ardindan yiiksek
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saflikta azot (collision gaz) kullanilarak molekiiller pargalanmaktadur. Ikinci kuadrupol filtrede
ise pargalanma sonucu olusan iyonlar analiz ederek teshis ve miktar tayini yapilmaktadir. Bu
analiz Thermo Scientific™ Quantum Access Max cihazi kullanilarak hizmet alim1 yoluyla

gergeklestirilmistir.

Tiikiiriik 6rmekleri +4°C’de 5000g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Analizde
santrifiij sonucu elde edilen iist faz kullanilmistir. Ornek hazirlama asamasinda, 100 pL
tiikkiirik O6rnegi bir ependorf tiipe alinarak {izerine 200 ul ¢oktiirme reaktifi eklenmistir.
Coktlirme reaktifinin hazirlanmasinda, metanol icerisinde 10 ppb diizeyinde hazirlanmig
cortisol-d4 izotopu ile ¢inko siilfat (ZnSOa, 0,3 M) 4:1 oraninda karistirilmistir. Tiip, yaklagik
30 saniye vortekslenerek 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan {ist faz dikkatlice
almarak LC-MS/MS analizine hazirlanmistir. Analizde, Mobil Faz A olarak su, Mobil Faz B
olarak ise metanol kullanilmistir. Cihazdaki akis hizi (flow rate) 0,3 ml/dk olarak
ayarlanmistir. ~ Kromatografik  degerlendirmeler ~ Xcalibur  yazilim  aracilifiyla

gergeklestirilmistir.

2.3. RT-qPCR Analizi

2.3.1. Total RNA izolasyonu

RNase AWAY™ (ThermoFisher Scientific) ile uygulamanin gerceklestirilecegi
laboratuvar ortami ve laboratuvar ekipmaninin temizligi saglanmistir. RNA-stabilizasyonu
saglanmas1 amaciyla -80°C’de saklanan tiikiiriik Ornekleri buz iizerinde yavasga
¢Ozdiiriilmiistiir. Daha sonra +4°C’de 5000g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde
edilen iist fazdan 200l RNA izolasyonu i¢in ayrilmis, kalan tiikiiriik 6rnekleri ise B plani

dahilinde yedek olarak -80°C’de saklanmustir.

Total RNA izolasyonu silika kolon bazli bir ticari bir kit olan miRNeasy Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak iireticinin protokoliine gore gergeklestirilmistir. Elde edilen RNA’lar
NanoDrop ND2000 spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific) ile farkli dalga boylarinda

oOlciilerek saflik ve kalite agisindan degerlendirilmistir.
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2.3.2.¢cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerden hizlica cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu
amagcla ticari bir ters transkripsiyon kiti olan miRCURY LNA RT Kit (Qiagen) kullanilmis ve
iireticinin protokoliine gore gergeklestirilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan reaktifler ve

miktarlan Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. cDNA sentezi kullanilan reaktifler

Reaktif Miktar (ul)
5x miRCURY RT Reaksiyon Tamponu 2
RNazsiz Su 5

10x miRCURY RT Enzim 1

RNA (5ng/ul) 2
Toplam 10

Biitlin reaksiyonlar RNA degradasyon riskini en aza indirmek icin buz iizerinde
calisilmistir. Her bir total RNA izolatinin konsantrasyonu 5ng/pl olacak sekilde RNaz
icermeyen su kullanilarak diliie edilmistir. Reaksiyonda ters transkripsiyon protokolii ise
Cizelge 2.3’te verilmistir. Ters transkripsiyon iglemi gergeklestirilen 6rnekler bir sonraki

analize kadar -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 2.3. Ters transkripsiyon protokolii

Asama Siire Sicakhik
Ters transkripsiyon 60 dakika 42°C
Enzim Inaktivasyonu 5 dakika 95°C
Sogutma - 4°C

2.3.3. Aday miRNA Sec¢imi

Literatiir bilgileri g6z Oniine alindiginda aday miRNA’lar miR-16, -21, -26 ve -144
olarak secilmigtir. Kronik stres sonucunda insanlarda kanda miR-16 ve miR-144 ifadelerinde
anlamli bir degisiklik bulunmasi (Katsuura vd., 2012) bununla beraber tiikiiriikte ifade ediliyor
olmalar1 ve akut stres i¢in anlaml bir farklilik bulunmamasi (Wiegand vd., 2018) dikkat

cekmektedir. Yapilan ¢aligmada miR-16’nin kortizol yanitindan daha fazla anksiyete ile iligkili
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olabilecegini ve biyobelirte¢ potansiyeline sahip oldugunu belirtilmistir (Honda vd., 2013).
Kopeklerde kronik stres sonucu adrenal korteks ve hipofiz bezinde miR-144’{in ifadesinde
anlamli bir degisim oldugu bildirilmistir (Luo vd., 2016). miR-144"{in eritrositlerde oksidatif
stres toleransinin diizenlenmesinde yer aldig: bildirilmistir (Sangokoya vd., 2010). Bununla
beraber miR-16 ve miR-144’lin dogal stresorlere maruz kaldiktan sonra inflamasyona kars1
sitokin cevabinin negatif diizenleyicilerinden biri olabilecegi belirtilmistir (Katsuura vd.,
2012). Diger iki miRNA gibi miR-21 ve miR-26 'nin da insanlarda kronik stres sonucunda
ifadesinde anlamli bir degisiklik bulunmasi (Gidron vd., 2010; Honda vd., 2013) ve bununla
beraber tiikiiriikte ifade ediliyor olmalar1 (Wiegand vd., 2018) dikkat gekmektedir. Insanlarda
yapilan c¢aligma sonucu miR-21'in psikolojik stres i¢in tam kanda bir biyobelirte¢ olarak
faydali olabilecegi de belirtilmistir (Gidron vd., 2010). miR-26’nin nérogenezle iligkili oldugu
(Dill vd., 2012) ve psikiyatrik bozukluklarla iligkili oldugu belirtilmistir (Hunsberger vd.,
2009). miRNA’larin kantitatif degerlendirilmesinde referans gen olarak “snU6” geni (Wiegand
vd., 2018) secilmistir. miRBase veri tabanindan elde edilen aday miRNA sekanslar1 Cizelge
2.4’de sunulmustur. Ticari optimize primerlerde miR-16-5p, miR-21-5p ve miR-26a-5p i¢in
insana 6zgii olan primerler kullanilmig ve bu primerler kdpeklerde (Canis familiaris, cfa) ayni

miRNA’larin olgun miRNA’larin1 hedeflemektedir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.4. Kullanilan primer sekanslari

Erisim Numarasi miRNA Sekans

MIMATO0000069 miR-16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
MIMAT0000076 miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
MIMAT0000082 miR-26a-5p UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
MIMATO0006734 miR-144 UACAGUAUAGAUGAUGUACUAG

Cizelge 2.5. Kullanilan miRNA'larin kdpek sekanslari

Erisim Numarasi miRNA Sekans

MIMAT0006648 cfa-miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
MIMAT0006741 cfa-miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
MIMAT0006595 cfa-miR-26a UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
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2.3.4. RT-qPCR Analizi

Secilen miRNA ifadelerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla SYBR Green
aracili gercek zamanh kantitatif PCR analizi miRCURY LNA SYBR Green PCR (Qiagen,
Hilden, Germany) ticari kiti kullanilarak iireticinin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
miRNA’larm amplifikasyonu amaciyla optimize primerleri igeren ticari kit miRCURY LNA
miRNA Custom PCR Assay (Qiagen) kullanilmistir. Bu primerler kilitli niikleik asit (LNA)
teknolojisiyle iiretilmis primerlerdir. Liyofilize gelen primerler {ireticinin talimatlarina gore

sulandirilarak alikotlanmistir. Alikotlanan primerler -20°C’de muhafaza edilmistir.

Analizde kullanilacak olan cDNA’lar 1/60 oraninda sulandirilmigtir. Her bir primer i¢in
Cizelge 2.6’de verilen toplam 10pl reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Her bir platede toplam 3
kopegin egitim Oncesi ve sonrasi 6rnekleri yer almaktadir. Hazirlanan plateler 3000 rpm’de 1

dakika boyunca santrifiij edilmis ve Biorad CFX Connect cihazinda ¢aligilmistir.

Cizelge 2.6. RT-qPCR reaktifleri

Reaktif Miktar (pl)
2x SYBR Green Master Mix 5

PCR Primer Mix 1

cDNA 3

Rnazsiz Su 1

Toplam 10

Uygulanan protokol, baslangicta 95°C 2 dakika, 95°C 10 saniye denatiirasyon, ardindan
56°C'de 60 saniye hibridizasyon ve uzama agsamalarindan olusmaktadir. Son asamada ise 60°C
ile 95°C arasinda bir sicaklik araliginda erime egrisi analizi yapilmistir. Erime egrisi analiziyle

elde edilen tirlinlerin 6zgiilliigii degerlendirilmis ve hedef bolge kontrolii gergeklestirilmistir.

Analizlerin giivenilirligini ve etkinligini degerlendirmek amaciyla sablonsuz negatif
kontrol (NTC) reaksiyonlan ile ters transkriptaz enzimi igermeyen negatif kontrol (NRT)
reaksiyonlar eklenmistir. Tiim 6rnekler iki tekrarli ¢aligilmistir. Ayrica galisilan reaksiyonlar
aras1 varyasyonu onlemek amaciyla, her plate iizerinde teknik tekrarlariyla birlikte kullanilan
tek bir ornek spesifik bir kalibrator olarak kullamilmistir (Ruiz-Villalba vd., 2021).
Reaksiyonlar arasi kalibrator (IRC), her bir plakaya iki tekrar halinde yiiklenmistir. Ornek
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plate tasarimi  Sekil 2.2°de  gosterilmektedir. Calisilan miRNA’larin  kantitatif

degerlendirmesinde normalizasyon i¢in “snU6” geni (Wiegand vd., 2018) kullanilmistir.

Kontrol Grubu Deney Grubu

1. Kopek

T 000000 00000
T 000000 00000
I IIIIlee I I II°
1EEEE®EO0OEEEEE

Sekil 2.2. RT-qPCR 96 kuyucuklu plate tasarimi

Bir plate toplam ii¢ kdpegin egitim dncesi ve egitim sonrasi biyolojik drneklerini incelemek iizere tasarlanmustir.
A ve B siralari birinci kopegin; C ve D siralart ikinci kdpegin; E ve F siralar ise iigiincti kopegin egitim 6ncesi ve
sonrast gruplarini ve bunlarin teknik replikalarini temsil etmektedir. Birinci siitundan besinci siituna kadar ve
sekizinci siitundan 12. siituna kadar sirasiyla miR-16, miR21, miR-26, miR-144 ve snu6 test edilmistir. G
sirasindaki kuyucuklar negatif kontrol olarak kullanilmistir. H sirast ise inter-run calibrator ve teknik replikasini

icermektedir.

RT-qPCR reaksiyonunun kantitatif analizi igin kantitatif dongli (Cq) degeri
kullanilmigtir (Bustin vd., 2009). Bu dogrultuda, her 6rnek 2 tekrarli olarak galigilmig ve bu
iki tekrarin Cq degerlerinin ortalamasi kullanilmigtir. RT-qPCR sonucu goreceli ifade
farkliliklart her bir 6rnek ve referans gen i¢in elde edilen ortalama Cq degerleri kullanilarak
2°(-AACq) formiilii (Livak ve Schmittgen, 2001) ile analiz edilmistir. ilk olarak her bir 6rnegin
Cq degerinden referans genin Cq degeri c¢ikarilarak ACq degeri hesaplanmistir. Ardindan
kontrol grubunun ACq degerinin ortalamasi alinarak AACq degeri hesaplanmistir. Bu amagla
her bir 6rnegin ACq degerinden kontrol grubunun ortalama ACq degeri c¢ikarilmigtir.
Boylelikle normalize edilmis gen ifade diizeyleri elde edilmistir. Bu islemler her bir aday
miRNA i¢in gergeklestirilmistir ve her bir 6rnegin AACq degerleri elde edilmistir. Son olarak

her bir miRNA’nm ifade edilme diizeylerinin belirlenmesi amaciyla 2 “**“9 formiiliine gore
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miRNA ifade seviyelerindeki kat degisimi hesaplanmistir. Kullanilan formiiller Sekil 2.3’de

verilmistir.

IRC’lerin degerlendirilmesinde her bir plateden elde edilen miRNA16, miRNA21,
miRNA26 ve snu6 igin Cq degerleri plateler arasinda karsilagtinlmistir. Elde edilen Cq

degerlerinin ortalamalar1 ve standart hatalar1 hesaplanarak degerlendirilmistir.

ACq = Cq(Ornek) — Cq(Housekeeping)
AACq = ACq(Ornek) — ACq (Kontrol)
Kat Degisimi RQ(Ornek) = 244Cq

Sekil 2.3. Delta-delta CT Formiilii

2.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics Version 30.0 yazilimu ile gerceklestirilmistir.
Her bir deney grubu i¢in normalize edilmis ifade verilerinin normal dagilima uygunlugunu
belirlemek amactyla Shapiro-Wilk normallik testi uygulanmistir. p degerinin 0,05 ten yiiksek
olmasi, verilerin normal dagilim gosterdigini ifade etmektedir. Kontrol ve stres grubu arasinda
aday miRNA ifade farkliliklariin belirlenmesi amaciyla istatistiksel analizi i¢in bagiml t-testi
uygulanmustir. Ifade farkliliklar1 icin p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
Biitiin istatistiksel analizlerde ACq degeri kullanilmistir. Ayrica cinsiyetin miRNA ifadesi
iizerine etkileri de iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ile arastirilmistir. Kortizol analizi ve
miRNA ifadeleri arasindaki korelasyon ise Spearman korelasyon analiziyle aragtirtlmistir. Tez
kapsaminda, kontrol ve stres gruplarina iliskin asagidaki null hipotezler (Ho) tanimlanmis ve

istatistiksel testlerle degerlendirilmistir:

6. Kontrol ve stres gruplari arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeylerinde
anlamli bir fark yoktur.

7. Kontrol ve stres gruplarn arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeylerine
cinsiyetin etkisi yoktur.

8. Kontrol ve stres gruplar arasinda kortizol degerleri arasinda fark yoktur.
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9. Kontrol ve stres gruplari arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeyleri ile
kortizol degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir.
10. Kontrol ve stres gruplart arasinda C-BARQ davranig degerlendirme degerleri

acisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir.

Elde edilen 2“9 sonuglar1 arasinda asir1 ug degerlerin etkisini minimize etmek ve
verilerin dagilimini daha iyi anlamak amaciyla IQR (Interquartile Range) yontemi kullanilarak
filtrelenmistir. Bu amagla, veri setinde yer alan tiim degerler kiigiikten biiyiige dogru
stralanmustir. Verilerin %25°1lik kismini ayiran medyan degeri Birinci Ceyrek (Q1) olarak
verilerin  %75’lik kismmi ayran medyan degeri ise Ugiinci Ceyrek (Q3) olarak
hesaplanmigtir. Q3 ile QI arasindaki fark, IQR (Interquartile Range) olarak tanimlanmis ve
IQR=Q3-Q1 formiilii ile hesaplanmistir. Asir1 ug degerlerin tespitinde ise, alt sinir Q1 - 1,5 X
IQR formiili ile; iist sinir Q3 + 1,5 x IQR formiilii ile hesaplanmis ve bu sinirlarin diginda
kalan tiim veri noktalar1, potansiyel asir1 u¢ degerler olarak degerlendirilmistir. Belirlenen alt
ve st sinirlarm diginda kalan degerler veri setinden ¢ikarilmis ve gen ifadesi analizlerinde
dagilim1 bozan degerlerin etkisi ortadan kaldirilmistir. Bu yontemle yapilan analizler, gen
ekspresyon verilerinin daha homojen bir dagilim gdstermesini saglamistir. Filtreleme islemi,
ozellikle kiiciik 6rneklem gruplarinda daha dogru sonuglar elde etmek adina 6nemli bir
adimdir. Elde edilen temizlenmis 2 “**“? sonuglarmi igeren veri seti, gruplar aras1 gen ifadesi
farkliligin incelenmesi i¢in Wilcoxon isaretli sira testinde analize tabi tutulmus, p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

2.5. Biyoinformatik Analizler

2.5.1. ifadesinde Farklihk Bulunan miRNA’larin Hedef Gen Tahmini

cfa-miR-16, cfa-miR-21 ve cfa-miR26’nin hedefledigi genlerin belirlenmesinde
miRDB, TargetScan ve miRwalk veri tabanlar1 kullanilmigtir. Her bir miRNA i¢in veri
tabanlarindan elde edilen hedef genler kullanilarak tiim veri tabanlarinda ortak olan genler
¢ikarilmistir. Elde edilen verilerin Venn diagramlari Venny 2.1.0 ¢evrimigi araci kullanilarak

gergeklestirilmigtir.
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2.5.2. Gen Ontoloji ve Gen Seti Zenginlestirme Analizi

Her bir miRNA i¢in kullanilan veri tabanlarinda ortak bulunan hedef genlerinin Gen

Ontoloji (GO) analizleri DAVID 2021 (https://davidbioinformatics.nih.gov/) ¢evrim i¢i veri

tabani kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizler biyolojik fonksiyon, hiicresel komponent ve

molekiiler fonksiyon alt basliklarinda yapilmistir.

Biitlin ortak genler icin WebGestalt (WEB-Based Gene Set Analysis Toolkit)

(https://2024.webgestalt.org/) ¢evrim ig¢i aract kullanilarak, Kyoto Genler ve Genomlar

Ansiklopedisi (KEGG) veri tabani iizerinden yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Muayene

Kalp atim sayisi, solunum sayist ve viicut sicakligi olmak {izere ii¢ fizyolojik
parametrede Olciim yapilmistir. Ancak stres grubundaki 27 kdpekten dordiinde kalp atim
Olciimii gergeklestirilemediginden, bu parametre igin n=23 olarak degerlendirilmistir. Bu
durum, s6z konusu kopeklerde 6lglim esnasinda uygun veri alimmasini engelleyen uygulama
giicliikleri sebebiyle meydana gelmistir. Degerlendirmeler ek bir stres olusturmamasi amaciyla
tekrarlanmamigtir. K&peklerin kalp atim sayisi, solunum sayisi ve viicut sicakliklarinin grup

ortalamalar1 standart sapmalar1 (SD) ve standart hatalar1 (SH) Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kopeklerin fizyolojik verileri

Kontrol Grubu Stres Grubu
Fizyolojik Veriler = n Ortalama SD SH n Ortalama SD SH
Kalp Atim Sayist 27 132,50 33,416 6,821 23 107,67 21,874 4,465
Solunum Sayis1 27 65,814 42,752 8,227 27 113,19 52,346 10,07
Viicut Sicaklig 27 37,8 0,573 0,011 27 38.25 0,510 0,098

SD: Standart deviasyon, SH: Standart hatay1 temsil etmektedir.

Fizyolojik verilerin gruplar arasi karsilastirilmasinda viicut sicaklig1 ve solunum sayis1
icin Wilcoxon igaretli sira testi, kalp atim sayis1 i¢in ise bagiml t-testi gerceklestirilmistir.
Egitim Oncesi ve egitim sonrasi kalp atim sayilarinin ortalamalar1 sirasiyla 132,50 & 33,42 ve
107,67 + 21,87 olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglara gore, egitim oncesi ve sonrast
kalp atim sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p < 0,001). Ayrica,
egitim Oncesi ve egitim sonrasi kalp atim sayilan arasindaki iliski orta diizeyde pozitif bir

korelasyon gostermistir (r = 0,416, p = 0,043).

Viicut sicakliklart incelendiginde alti kdpekte, egitim sonrasi viicut sicakligi egitim
oncesinden daha diisiik ¢ikmustir. 19 kdpekte, egitim sonrasi viicut sicaklig egitim dncesinden
daha yiiksek cikmustir. 1ki kopekte ise egitim Oncesi ve sonrasi viicut sicakliklari esittir.
Wilcoxon Isaretli Sira Testi sonuglari, egitim dncesi ve sonrasi viicut sicakliklar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gostermektedir (Z = -2,791, p = 0,005). Egitim

sonras1 viicut sicakliklarinin egitim oncesine kiyasla daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
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Solunum sayilar1 incelendiginde, 20 kopekte solunum sayisi artarken, yedi kopekte
azalma goriilmiis; hi¢bir kdpekte egitim dncesi ve sonrast solunum sayilar esit bulunmamustir.
Wilcoxon Isaretli Sira Testi sonuglari, egitim 6ncesi ve sonrasi solunum sayilari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu gdstermektedir (Z = -2,896, p = 0,004).

3.2. C-BARQ Analizi ve Davrams Degerlendirmesi

Ankette sorular O=hi¢cbir zaman, 1=nadiren 2=bazen, 3=genellikle ve 4=her zaman ve
gdzlemlenmedi/uygulanmaz (Hsu ve Serpell, 2003) olarak kopek kullanicilari tarafindan
egitim Oncesi ve egitim sonrasi olmak iizere iki kez cevaplanmistir. Bu anket kapsaminda 54
kopege ait eksiksiz anket verisi elde edilmis; her bir kopek 14 davranigsal faktor kapsaminda
puanlanarak degerlendirilmistir. Degerlendirilen davramigsal faktorler i¢in grup ortalamalar

standart sapmalar1 ve standart hatalar Cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2. C-BARQ davranis kategorilerine gore grup ortalamalari

Kontrol Grubu Stres Grubu

Davrams Kategorisi Ort SD SH Ort SD SH
Yabanciya yonelik saldirganlik 1,6 1,09 0,223 1,417 1,238 0,253
Sahibine yonelik saldirganlik 1,28 1,108 0,226 1,293 1,089 0,222
Diger kopeklere yonelik 1,69 1,323 0,27 1,854 1,26 0,257
saldirganlik

Diger kopeklere yonelik korku 1,46 0,966 0,201 1,455 0,933 0,191
Tanidik kopeklere saldirganlik 2,28 0,781 0,159 1,469 0,959 0,196
Egitilebilirlik 1,33 0,994 0,203 2,504 0,768 0,157
Kovalama davranisi 1,25 0,707 0,144 1,729 0,612 0,125
Yabanciya yonelik korku 1,06 0,648 0,132 1,083 0,896 0,183
Sosyal olmayan korku 1,69 0,656 0,134 1,008 0,594 0,121
Aynilikla ilgili davraniglar 1,07 0,788 0,161 1,131 0,777 0,159
Dokunma hassasiyeti 1,08 1,188 0,242 1,135 1,061 0,217
Heyecanlanma/uyarilma 1,94 0,812 0,166 1,875 0,971 0,198
Baglanma ve dikkat cekme 2,08 1,167 0,238 2,379 1,061 0,195
Enerji Seviyesi 2,33 8,851 0,174 2,25 0,989 0,202

Ort: Ortalama, SD: Standart deviasyon, SH: Standart hatay: temsil etmektedir.
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C-BARQ sonucu elde edilen veriler kontrol ve stresli grup arasinda Wilcoxon isaretli
sira testi ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda kontrol ve stres grubu arasinda anlaml
bulunan degiskenler ve bu farklarin yonii ortaya konulmustur. Yabanciya yonelik saldirganlik
ve egitilebilirlik kategorilerinde iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Yabanciya
yonelik saldirganlik kategorisinde kontrol grubu degerleri stresli gruba gore anlamli derecede
daha biiyiiktiir (Z =-2,677, p=0,007). Egitilebilirlik kategorisinde de ayn1 sekilde stres grubu
kontrol grubuna kiyasla anlaml derecede daha yiiksek degerler gostermektedir (Z =-2,053, p
= 0,040).

Yukaridaki bulgular, kontrol ve stres grubu arasinda bazi davranig degiskenlerinde
anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir. Diger faktorler agisindan gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05).
3.3. Kortizol Analizi

Egitim oncesi kortizol diizeyi i¢in ortalama 0,04340,050 pg/dl olarak hesaplanmistir
ve standart hata 0,010'dur. Egitim sonras1 kortizol diizeyi ise ortalama 0,045+0,040 pg/dl ve
standart hata 0,008 olarak bulunmustur. Egitim Oncesi ve sonrasi kortizol diizeylerindeki
degisimi degerlendirmek icin Wilcoxon isaretli sira testi uygulanmigtir. Analiz sonucu egitim
oncesi ve sonrasi kortizol diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(Z=-0,400, p=0,689). Gruplar arasi kortizol seviyelerinde ortalama olarak kiiciik bir artig

goriilse de bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir.

3.4. Total RNA izolasyonu

Kopeklerin hem egitim dncesi (kontrol grubu) hem de egitim sonrasi (stres grubu)
alman tiikiirik 6rneklerinden total RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. NanoDrop ND2000
spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific) Olglimleri sonucu elde edilen miktarlar ve

260/280 degerleri Cizelge 3.3°te sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Nanodrop spektrofotometre 6l¢iim sonuglari

Egitim Oncesi Egitim Sonrasi

Kopek Konsantrasyon (ng/ul)  260/280 Konsantrasyon (ng/ul)  260/280

1 114,5 1,98 34,3 1,99
2 41,6 2,011 41,9 1,94
3 20,2 1,97 15,9 2,04
4 96,5 1,87 39.8 1,97
5 28,8 1,93 41,1 1,96
6 35,7 1,97 31,5 1,94
7 20,3 2 11,2 1,87
8 62,7 1,96 63,9 1,95

36,3 1,67 16,5 1,93
10 42,4 1,97 233 1,84
11 34,6 1,86 56,1 2,01
12 18,8 1,97 22 2,03
13 27,9 1,99 66 2,03
14 14,1 1,89 51,4 1,99
15 40 1,97 26,2 2,02
16 72,7 1,94 34,8 1,98
17 34 1,93 67 1,95
18 62,7 ) 25,3 1,97
19 53,1 1,88 29,4 1,61
20 20,6 1,92 64,7 1,91
21 62,7 2 34 2,02
22 30,1 2,05 46,7 1,91
23 27,3 1,95 354 1,93
24 42,5 1,96 50,2 1,94
25 36,2 1,94 24,6 2,02
26 39,6 1,78 14,7 2,21

27 60,2 1,93 41 2,02




3.5. RT-qPCR Analizi

Her bir plate {izerinde ii¢ kopek 6rnegi calisilmis olup, toplamda 11 adet plate analiz
edilmistir. Ters transkripsiyon ve PCR reaksiyonlarinin verimlilik ve gilivenilirlik
degerlendirmeleri sirasinda, tiim kuyucuklarda yalnizca niikleazsiz su igeren NTC'lerde Cq
degerleri elde edilememistir, bu da herhangi bir kontaminasyon olmadigim dogrulamaktadir.
Ayrica, NRT (ters transkriptaz enzimi igermeyen) Orneklerinde de Cq degeri elde
edilememistir. Bu sonuglar, ters transkripsiyon ve PCR reaksiyonlarinin giivenilirligini
kanitlamaktadir. Ek olarak, gere¢ ve yontem bolimiinde belirtildigi gibi, plateler arasi
degiskenlikten kagimmak icin her plate, her miRNA icin NTC ve IRC oOrnekleri teknik
replikalar1 ile g¢aligilmisti. Tiim platelerdeki tiim NTC kuyucuklarindan Cq degerleri

belirlenememis olup bu durum sonuglarin yiiksek kalitesini gdstermektedir.

RT-gPCR analizleri 33 kopek i¢in gerceklestirilmis olup referans gen olarak kullanilan
snu6 yiikseltgenmesinden sonug¢ alinamadigindan analizler 27 kopek ile devam etmistir.
Analizler sonucunda miR-144 i¢in kontrol grubundan 6 kopekte 32-36 araliginda degisen Cq
degerleri elde edilirken stres grubunda ifadenin asir1 diisiik olmasi nedeniyle giivenilir Cq
degerleri elde edilememistir. Bu durum, miR-144 igin istatistiksel olarak anlamlh ve tekrar
edilebilir verilerin saglanmasim1 engellediginden, s6z konusu miRNA ileri analizlerden
cikarilmistir. Sonug olarak her bir grupta 27 adet olmak iizere toplam 54 képegin mir-16, miR-
21 ve miR-26 igin Cq degerleri elde edilmistir. Caligilan bir plate i¢in amplifikasyon, melting

curve (erime egrisi) ve melting peak goriintiileri Sekil 3.2°de sunulmustur.

miRNA ifadelerinin belirlenmesi amactyla 6rneklerde miR-16, miR-21 ve miR-26 i¢in
ortalama Cq degeri, ACq, AACq ve 2429 degerleri hesaplanmustir. Elde edilen ACq degerleri
Sekil 3.1°de boxplot grafigi seklinde sunulmustur. Grafik, her bir hedef miRNA i¢in kontrol
ve stres gruplarindaki varyasyonlart ve medyan degerlerini karsilastirmali olarak
gostermektedir. Veriler, her grubun dagilimini ve olasi u¢ degerleri yansitmaktadir. Standart

hata cubuklar1 ve u¢ degerler de grafikte belirtilmistir.
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Sekil 3.1. miR-16, miR-21 ve miR-26 i¢in gruplar aras1 ACq boxplot grafigi

Platelerdeki teknik varyasyonlar1 kontrol etmek ve ifade verilerini normalize etmek
amaciyla IRC kullanmilmistir. Her bir plate lizerinde ayni referans ornek iki tekrarli olacak
sekilde calisilmis ve miRNA16, miRNA21, miRNA26 ve snu6 igin Cq degerleri elde
edilmistir. Bu Cq degerlerinin ortalamalar1 ve standart hatalart miRNA16 i¢in 24,166 + 0,087;
miRNA21 i¢in 21,071 £ 0,071; miRNA26 i¢in 24,848 + 0,077; snu6 i¢in 26,643 + 0,109 olarak
hesaplanmistir. Cq degerleri arasindaki diisiik standart hata degerleri tiim platelerde tutarl bir
sekilde ¢aligildigini ve teknik varyasyonlarin minimum diizeyde oldugunu gostermektedir. Bu
sonuclar ¢alismanin giivenilirligini desteklemis ve farkli platelerdeki sonuglarin dogru bir

sekilde normalize edildigini gostermistir.

Sekil 3.3’te stres kosullar1 arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 i¢in hesaplanan bagil
gen ifade diizeylerini (2*(-AACt)) gostermektedir. Analiz sonucunda miR-16, miR-21 ve miR-
26'min kontrol grubuna kiyasla ifade diizeylerinin sirasiyla 7,02 kat (p<0,001), 3,94 kat
(p<0,001) ve 3,05 kat (p<0,001) arttig1 gozlemlenmistir. Veriler, her miRNA i¢in ortalama

degerler ile gorsellestirilmistir.

48



Amplification

RFU (10°3)

RFU (103)

Temperature, Celsius

Melt Peak

2500

2000

1500

-d(RFU)/dT

1000

500

65 70 75 80 85 20 95
Temperature, Celsius

Sekil 3.2. Calisilan bir plate i¢in amplifikasyon, erime egrisi ve erime peak goriintiileri

(A) amplifikasyon, (B) melting curve, (C) melting peak grafikleri. Kirmizi renk miR-16’y1, turkuaz miR-21’1, mor
renk miR-26"y1, turuncu renk ise snU6’y1 temsil etmektedir.
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Sekil 3.3. miRNA'larin kontrol ve stres gruplarindaki goreceli ifade seviyelerindeki farkliliklara
yonelik boxplot grafigi

Kutunun iginde gosterilen kalin yatay ¢izgi, verinin medyanini, kutunun disinda uzanan ¢izgiler (whiskers), veri
i¢inde kabul edilebilir sinirlar1 (IQR), ¢izgilerin disinda kalan yuvarlaklar ise u¢ degerleri temsil etmektedir.

3.6. Istatistiksel Analizler

Her bir deney grubu i¢in normalize edilmis gen ekspresyon verilerinin normal dagilima
uygun olup olmadigimi belirlemek amaciyla Shapiro-Wilk normallik testi uygulanmis ve her
bir miRNA ve deney gruplar i¢in normal dagilim gosterdigi belirlenmistir. p>0,05 normal
dagilim olarak kabul edilmistir. Her bir miRNA ve deney gruplarn igin elde edilen degerler

Cizelge 3.4’te verilmistir.

Bu calismada, kontrol ve stres gruplar1 arasinda ACq degerleri kullanilarak miR-16,
miR-21 ve miR-26 ifade degisimlerini degerlendirmek amaciyla drnekler i¢in bagimli t-testi
uygulanmistir. Analiz sonuglari, ACq miR16, ACq miR21 ve ACq miR26 i¢in ortalamalar
arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermistir. Ortalama ve standart
sapma degerleri sirasiyla miR-16 i¢in kontrol grubu: -1,99 (£1,77), stres grubu: -4,50 (+1,83);
miR-21 i¢in kontrol grubu: -5.40 (+1.54), stres grubu: -7.28 (£1.78); son olarak miR-26 i¢in
kontrol grubu: -2.73 (£1.72), stres grubu: -4.04 (£1.99) olarak bulunmustur. Analiz sonucu
tim miRNA’larin stres grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek diizeyde ifade edildigi
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gosterilmistir. Gruplar arasindaki korelasyonlar incelendiginde ise miR-16 (r=-0,393, p=
0,043) ve miR-21 (r=-0,404, p= 0,037) icin negatif diizeyde anlamli oldugunu gosterirken;
miR-26 (r =-0,358, p=0,066) i¢cin anlamli degildir.

Cizelge 3.4. miRNA’lar i¢in Shapiro-Wilk normallik testi

Shapiro-Wilk

Statistic df P
ACq miR16 Kontrol 0,959 27 0,349
ACq miR16 Deney 0,967 27 0,526
ACq miR21 Kontrol 0,940 27 0,124
ACq miR21 Deney 0,929 27 0,064
ACq miR26 Kontrol 0,982 27 0,907
ACq miR26 Deney 0,949 27 0,201

“Kontrol ve stres gruplar1 arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeylerinde
anlamli bir fark yoktur.” hipotezi test edildiginde; kontrol ve stres gruplar1 arasinda anlamli
bir fark bulunmustur (p<0,05). miR-16 i¢in p<0,001; miR-21 i¢in p=0,002 ve miR-26 igin
p=0,034 degerleri bulunmustur. Bu sonuglar, kontrol ve stres gruplari arasinda bu miRNA'larin
ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu gostermektedir (Cizelge

3.5).

Cizelge 3.5. Gruplar arast miRNA ifade farkliliklar

n Ortalama t Two-Sided p
miR-16 Kontrol- Stres 54 2,51 4,343 <0,001
miR-21 Kontrol- Stres 54 1,87 3,490 0,002
miR-26 Kontrol- Stres 54 1,31 2,231 0,034

Analizin etki biiyiikliiglinii degerlendirmek i¢cin Cohen's d degerleri hesaplanmistir.
Degerlendirme sonucu, Cohen's d degeri 0,836 olan miR-16 i¢in biiyiik, 0,672 olan miR-21

icin orta ve 0,429 olan miR-26 i¢in ise kiigiik bir etki biiyiikliigii s6z konusudur.
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3.6.1. miRNA ve Kortizol Tliskisi

“Kontrol ve stres gruplar1 arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeyleri ile
kortizol degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir.” hipotezi test edildiginde ise
Spearman korelasyonu sonuclart miR-16 i¢in iki degisken arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigim gdstermistir (rho = 0,037, p =0,862). miR-21 (rho =-0,040, p=0,853) ve miR-
26 i¢in de (rtho = -0,046, p = 0,831) kortizol degerleri ile anlaml iligki bulunamamistir. Bu
bulgular, kortizol degisimi ile ilgili miRNA ifade degisiklikleri arasinda dogrudan bir iliski

olmadigim gostermektedir.

3.6.2. miRNA ifadelerine Cinsiyetin Etkisi

“Kontrol ve stres gruplar1 arasinda miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade diizeylerine
cinsiyetin etkisi yoktur.” hipotezinin test edilmesi amaciyla ACq degerleri kullanilarak tek
faktor tekrarli iki yonlii varyans analizi (ANOVA) analizi gergeklestirilmistir. Analiz
sonuclarina gore, cinsiyetin miRNA ifadelerine dogrudan etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p >0,05). Bu durum, erkek ve disi gruplart arasinda miRNA ifade

seviyelerinde genel bir farklilik olmadigin1 gostermektedir.

Cinsiyetin miR-16 ifadesi tizerindeki etkisi incelendiginde (F(1, 25) = 1,524, p=0,228)
erkek ve disi kdpekler arasinda miR-16 ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik olmadigini
gostermektedir. Ayrica, deney gruplari (kontrol ve stres) ile cinsiyet arasindaki etkilesim de

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (F(1, 25) =2,391, p = 0,135).

Cizelge 3.6. Cinsiyetin miR-16 ifadesi lizerine etkisi

ACq _miR16_Kontrol ACq _miR16_Deney P
Cinsiyet n Arit. Ort. + SH n Arit. Ort. + SH Zaman Cinsiyet Z*C
1 13 -2,6885 +,4476 13 -4,2971 + 4478

<0,001 0,228 0,135
2 14 -1,3487 + ,4580 14 -4,7021 + .5491

Arit. Ort: Aritmetik Ortalamay1, SH: Standart hatay1 temsil etmektedir.
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Cizelge 3.7. Cinsiyetin miR-21 ifadesi lizerine etkisi

ACq miR21 Kontrol ACq miR21 Deney p
Cinsiyet n Arit. Ort. + SH n Arit. Ort. + SH Zaman Cinsiyet Z*C
1 13 -6,003 +,4396 13 -7,172 +£,5179

0,02 0,186 0,212
2 14 -4,851 £,3530 14 -7,382 + ,4742

Arit. Ort: Aritmetik Ortalamay1, SH: Standart hatay1 temsil etmektedir.

Cinsiyetin miR-21 ifadesi iizerindeki etkisi incelendiginde F(1, 25) = 1,849, p = 0,186)
erkek ve disi kdpekler arasinda miR-21 ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik olmadigini
gostermektedir. Ayrica, deney gruplari (kontrol ve stres) ile cinsiyet arasindaki etkilesim de

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (F(1, 25) = 1.643, p = 0,212).

Cizelge 3.8. Cinsiyetin miR-26 ifadesi lizerine etkisi

ACq miR26 Kontrol ACq miR26 Deney p
Cinsiyet n Arit. Ort. + SH n Arit. Ort. + SH Zaman Cinsiyet Z*C
1 13 -3,397 £ ,4396 13 -3,688 +,5248

0,033 0,486 0,095
2 14 -2,120 +,4076 14 -4,385 +£,5572

Arit. Ort: Aritmetik Ortalamay1, SH: Standart hatay1 temsil etmektedir.

miR-26 ifadesi lizerindeki etkisi incelendiginde ise (F(1, 25) = 0,499, p = 0,486) erkek
ve disi kopekler arasinda miR-26 ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik olmadigini
gostermektedir. Ayrica, deney gruplari (kontrol ve stres) ile cinsiyet arasindaki etkilesim de

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (F(1, 25) = 3,020, p = 0,095).
3.7. Biyoinformatik Analizler
3.7.1. ifadesinde Farklihk Bulunan miRNA’larin Hedef Gen Tahmini

cfa-miR-16, cfa-miR-21 ve cfa-miR26’nin hedef genlerinin belirlenmesinde kullanilan
miRDB, TargetScan, miRwalk veritabanlarinin her birinden elde edilen ve ortak olan gen
sayilar1 sirasiyla Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da sunulmustur. Venn diagramlar1 Venny

2.1.0 gevrimigi araci kullanilarak yapilmistir.

cfa-miR-16 i¢in, miRDB veri tabaninda 754 gen, TargetScan veri tabaninda 390 gen,

miRwalk veri tabaninda 8848 gen bulunmustur. Bu genlerden 58 tanesinin taranan veri
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tabanlarinda ortak oldugu belirlenmistir. cfa-miR-21 igin, miRDB veri tabaninda 326 gen,
TargetScan veri tabaninda 371 gen, miRwalk veri tabaninda 5311 gen bulunmustur. Bu
genlerden 30 tanesi taranan veri tabanlarinda ortak oldugu belirlenmistir. cfa-miR-26 igin,
miRDB veri tabaninda 326 gen, TargetScan veri tabaninda 772 gen, miRwalk veri tabaninda
8472 gen bulunmustur. Bu genlerden 117 tanesi taranan veri tabanlarinda ortak oldugu
belirlenmistir. Bu veri tabanlart kopek icin tahmini hedef gen sayisimi vermektedir.
Dogrulanmig hedef gen sayilarini veren mirTarBase veri taban1 bulunmaktadir ancak bu veri
taban1 kdpek verisi igermemektedir. Belirlenen genlerden ne kadarinin dogrulanmis hedef gen
oldugunun gosterilmesi i¢in homoloji gosteren insan datasindan yararlanilmistir (Cizelge 3.6).
Bunun i¢in miRWalk veri tabaninda elde edilen verilere miRTarBase filtresi uygulanmis ve

dogrulanmig hedef genler listelenmistir.

Cizelge 3.9. insan datalarindan elde edilen tahmini hedef gen sayilar1 ve dogrulanmis hedef gen sayilar

miRNA Tahmini Hedef Gen Sayis1 Dogrulanmis Hedef Gen Sayis1
hsa-miR-16-5p 1610 298
hsa-miR-21-5p 900 86
hsa-miR-26a-5p 1848 93

miRDB miRWalk

\/

TargetScan

Sekil 3.4. cfa-miR-16 i¢in miRDB, TargetScan, miRwalk veritabanlarindan elde edilen gen sayilari
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miRDB miRWalk

TargetScan

Sekil 3.5. cfa-miR-21 i¢in miRDB, TargetScan, miRwalk veritabanlarindan elde edilen gen sayilari

miRDB miRWalk

TargetScan

Sekil 3.6. cfa-miR-26 i¢in miRDB, TargetScan, miRwalk veritabanlarindan elde edilen gen sayilari
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3.7.2. Gen Ontoloji ve Gen Seti Zenginlestirme Analizi

Gen Ontoloji analiz sonuglarina gére miR-16 i¢in biyolojik fonksiyon kategorisinde
baslica protein ubikuitinasyonunda; hiicresel komponent kategorisinde baglica niikleusta,
molekiiler fonksiyon kategorisinde baslica protein kinaz baglanmasi aktivitesinde yer aldig1
goriilmiistiir (Sekil 3.7). Gen Ontoloji analiz sonuglarina gére miR-21 igin biyolojik fonksiyon
kategorisinde baglica protein ubikuitinasyonunda; hiicresel komponent kategorisinde RNA
Polimeraz II transkripsiyon regiilatér kompleksinde ve sitozol kategorisinde yer almaktadir.
Molekiiler fonksiyon kategorisinde baslica DNA-binding transkripsiyon faktdr aktivitesinde
yer aldig1 goriilmiistiir (Sekil 3.8). Gen Ontoloji analiz sonuglarina gére miR-26 igin biyolojik
fonksiyon kategorisinde baglica fosforilasyon ve protein fosforilasyonunda; hiicresel
komponent kategorisinde baslica niikleus ve sitoplazmada; molekiiler fonksiyon kategorisinde

bagslica protein baglanmasi aktivitesinde yer aldigi goriilmiistiir (Sekil 3.9).
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biological regulation
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cell communication
developmental process
multicellular organismal process
cellular component organization
localization

reproduction

cell population proliferation

unclassified

Sekil 3.7. miR-16 ile ilgili genlerin biyolojik siireglere gore siiflandiriimasi
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Sekil 3.8. miR-21 ile ilgili genlerin biyolojik siireglere gore siniflandirilmasi
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Sekil 3.9. miR-26 ile ilgili genlerin biyolojik siireglere gore siniflandiriimasi



Biitlin ortak genler icin WebGestalt (WEB-Based Gene Set Analysis Toolkit)

(https://2024.webgestalt.org/) ¢evrim i¢i aract kullanilarak yolak zenginlestirme analizi

gergeklestirilmigtir.  Yolak zenginlestirme analizi KEGG veri tabanmi {izerinden yapilmustir.
Istatistiksel olarak anlamlilik degerlendirmesinde p-degeri igin <0,05 ve Yanhs Kesif Oran
(FDR) igin <0,05 kriterleri esas alinmistir. Bu kriterlere gore miR-21 igin hiicre sayisinin
korunmasiyla ilgili yolakta JAG1, NFIB ve STAT3 genleri; kok hiicre farklilagmasi1 yolaginda
JAG1, LRP6 ve STAT3 genleri; RNA metabolik siirecinin diizenlenmesinde ise JAG1, LRP6,
STAT3, MEF2C, NFIB ve PAN3 genleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Cizelge 3.10. miR-16 Yolak Analizi

Yolak p FDR Genler

Vitamin B6 metabolizmasi 0,027 1 PSATI1

Yag asidi biyosentezi 0,002 1 ACSL4, FASN

Cok hiicreli organizma siiregleri 0,004 1 ASHIL, ACSL4

Yag asidi metabolizmasi 0,022 1 ACSL4, FASN

Aktin filamentine dayali siireg 0,024 1 ARHGAP18, DIXDCI1, PPM1E

Ubikuitin aractilt proteoliz 0,025 1 CDC27, FBXW7, UBE2B

Hiicre dongiisii 0,025 1 CDC27, CHEK1, PPP2R5C

Akson rehberligi 0,034 1 PLXNCI1, SEM3D, SEMA6D

Hiicre hareketliligi 0,060 1 ARHGAPI18, ASHIL, DIXDC1, SEMA6D
Protein modifikasyon siireci 0,034 1 ARIH1, ARRDC4, BAGS, INPP5J, UBE2V1
Cizelge 3.11. miR-21 Yolak Analizi

Yolak p FDR Genler

Hiicre sayisinin korunmast 0,00009 0,033072 JAGI1, NFIB, STAT3

Kok hiicre farklilasmast 0,0001 0,033072 JAGI, LRP6, STAT3

RNA metabolik siirecinin pozitif diizenlenmesi 0,0001 0,033072 JAGI1, LRP6, STAT3, MEF2C, NFIB, PAN3
Gelisimsel siirecin negatif diizenlenmesi 0,00039 0,058507 JAGI, NFIB, STAT3, SPRY2

Duyusal sistem gelisimi 0,0007 0,088180 JAGI1, NFIB, STAT3

Tiip olugumu 0,001 0,094450 JAGI, NFIB, STAT3, SPRY2
Morfogenezle ilgili anatomik yap1 olusumu 0,001 0,094450 LRP6, NFIB, SPRY2, STAT3

Norotrofin sinyal yolu 0,001 0,094450 FASLG, MAP3K1, NTF3

MAPK sinyal yolu 0,001 0,11205  FASLG, MAP3K1, NTF3, MEF2C
Hareketlilik 0,001 0,11205  API1AR, JAGI, SPRY2, STAT3
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Cizelge 3.12. miR-26 Yolak Analizi

Yolak P FDR Genler

Hiicre adezyon molekiilleri 0,00227 1 CDH2, ITGA®6, ITGBS, NCAM2, PTPRD

Wnt sinyal yolu 0,0044 1 CCND2, GSK3B, PLCBI, PPP3CB, TBL1XR1
Akson rehberligi 0,0063 1 EPHA7, GSK3B, PPP3CB, SRGAP1, TRPC3
Fosforilasyon 0,00813 1 CDKS8, DAPK1, ERBB4, FNIP1, PIM1, PRKCD
Aritmojenik sag ventrikiil kardiyomiyopatisi 0,01613 1 CDH2, ITGA6, ITGBS

IL-17 sinyal yolu 0,0194 1 GSK3B, MAPK6, TAB3

Azot metabolik siirecinin negatif diizenlenmesi 0,0213 1 EIF2S1, FNIP1, PAXS, PHF20L1, RBM46, TBL1XR1, ZNF148
Otofaji 0,021389 1 DAPKI, EIF2S1, PRKCD, VPS33A

Diyabetik komplikasyonlarda AGE-RAGE sinyal yolu 0,027678 1 PIM1, PLCB1, PRKCD

Virion 0,0379 1 NCAM2
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4. TARTISMA

Kopekler, evcil hayvan olarak sosyal yagantimizda yer almakla beraber, aym1 zamanda
siir glivenligi, narkotik, patlayici tespiti ve arama-kurtarma gibi kritik alanlarda 6zel egitimli
is kopekleri olarak da 6nemli gorevler iistlenirler. Ancak, bu kdpeklerde kronik stresin daha
yaygin oldugu ve bu durumun is performanslarini olumsuz etkiledigi belirlenmigtir (Denham
vd., 2014; Haverbeke vd., 2008). "Is grubu kdpekler" kategorisinde yer alan ve hayati roller
iistlenen bu kopeklerin, egitim siire¢lerinde, giinliik yagamlarinda ve gorevleri sirasinda maruz
kaldiklan stresin, fiziksel ve psikolojik sagliklarim1 olumsuz etkileyerek performanslarinda

diisiise yol agtig1 gézlemlenmistir.

Mevcut literatiir halen birgok tiirde stres diizeyini dogrudan odlgebilecek arastirma
yontemlerinden yoksundur (Kumar vd., 2018). Veteriner hekimlikte hayvanlarin stres
durumlarim 6l¢mek i¢in gesitli yontemler denenmektedir. Hayvanlarin kendi stres durumlarini
sozlii olarak ifade etmesi miimkiin olmadig i¢in yasamsal belirti degisiklikleri, davranigsal
sinyaller ve biyobelirtegler gibi dolayli yontemler gereklidir. Kopeklerde stres durumunun
degerlendirilmesi ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik analizler ve davranis analizlerini kapsayan
multidisipliner bir yaklagim gerektirmektedir. Rutinde stresin tespiti ve degerlendirilmesi igin
yaygin olarak kullanilan parametre kortizol dl¢iimiidiir (Hellhammer vd., 2009; Russell vd.,
2012). Mevcut literatiirde kortizol analizi i¢in g¢esitli materyaller kullanilmaktadir. Ancak
kullanilan materyallerin gesitli limitasyonlar1 mevcuttur. Ornegin idrar kortizol élgiimiinde
giinliik dalgalanmalarin 6niine gecebilmek i¢in tiim giin boyunca toplanan idrar 6rnekleri
kullanilmaktadir. Kan serumundan yapilan analizlerde organizmanin ger¢cek zamanli olarak
kortizol konsantrasyonunu yansitmasi nedeniyle daha ¢ok akut degisikliklerin etkileri
goriilmektedir (Russell vd., 2012). Bununla beraber kan aliminda invaziv yontemler agriya
sebep olabilir ve akut strese ve kortizol seviyesinde kisa siireli yiikselmeye neden olabilir
(Righi vd., 2019). Bununla beraber belirtilen diger biyolojik materyaller gercek zamanli
seviyelerin Olglimiinde daha dikkat c¢ekerken; tiiyden kortizol analizi, daha uzun siireler
boyunca sistemik kortizol maruziyetini ortaya koyarak, kronik stresin biyolojik belirteci olarak
onemli bir rol oynamaktadir (Russell vd., 2012). Ancak tiiydeki kortizol degerinin tily
renginden (Bennett ve Hayssen, 2010), kimyasallarla maruziyetten (Sauve vd., 2007), tliylin
alindig1 viicut bolgesinden (Macbeth vd., 2010) ve yikama siklig1 ile hijyen problemlerinden
(Hamel vd., 2011) etkilendigi belirlenmistir. Bu materyallerin limitasyonlar1 g6z Oniine
alindiginda, non-invaziv bir yontem ve daha az agrili ve stresli bir yontem olan tiikiiriik

orneklemesi, ayn1 zamanda miRNA ifade profillerinin ¢alisilacagi materyalle uyumlu olmasi
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nedeniyle tercih edilmistir (Schoberl vd., 2017). Stresin belirlenmesinde SAM ve HPA
hormonlar1 stres biyobelirteci olarak kullanilmalarina ragmen bu hormonlardaki giinliik
dalgalanmalar, uyaranlar, malaptif etkilere neden olmalar1 gibi sinirlamalar mevcuttur ve yeni

belirteglerin kesfine ihtiyag duyulmaktadir (Jeong vd., 2020).

Kortizol analizi ¢esitli biyolojik 6rneklerde immiinoanaliz tabanli testlerden yiiksek
coziiniirliiklic  kiitle  spektrometrisi ~ yontemlerine  kadar  ¢esitli  yOntemlerle
gerceklestirilebilmektedir. Kortizol analizi i¢in rutinde en yaygin kullamlan yontem
ELISA’dir. ELISA yontemi, kolay uygulanabilirligi, basit analiz teknigine sahip olmasi ve
minimum beceri ile bilgi gerektirmesi nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir. Sunulan
tez ¢aligmasinda ise kortizol analizi LC-MS/MS yontemi ile gergeklestirilmistir. LC-MS/MS
yonteminin kopeklerde tiikiiriik kortizolii tayini i¢in etkili bir yontem oldugu ve diisiik
konsantrasyonlarda dahi oldukga yiiksek dogruluk sagladigi gosterilmistir (Meunier vd.,
2021). Bu yontem ELISA yontemine gore daha maliyetli bir yontem olmasina ragmen yiiksek
hassasiyeti ve seciciligi, karmagik biyolojik materyallerde bile ¢ok diisiik konsantrasyonlarin

hizl bir sekilde analizini miimkiin kilmaktadir (Boolani vd., 2019).

Mevcut literatiirde kortizoliin kronik stres durumundaki seviyeleri hakkinda tartigmalar
mevcuttur. Bazi ¢aligmalarda kronik stresin yiiksek kortizol seviyeleri ile iligkili oldugu
belirtilirken (Charmandari vd., 2005; Chrousos, 2009) bazi ¢aligmalarda ise stres sistemindeki
maladaptif etkiler sonucunda kronik stres diisiik kortizol seviyeleri (Yehuda vd., 1990; Zoladz
ve Diamond, 2013) ile iligkilendirilmistir. Bu nedenle, kortizol 6lgiimiiniin kronik stresin
tespitinde giivenilir bir parametre olmadigi diisiiniilmektedir. Bunun altinda yatan faktérlerin
Ornegin toplanma sekli, transportu, saklanmasi ve analizi sirasinda bir 6rneklik olmayist ve
gereken hassasiyetin gosterilmeyisi olabilir. Sunulan tez ¢aligmasinda bu durum goz Oniine
alinarak, her iki 6mek toplama doneminde ayni zaman aralifi secilmis olup, Grneklerin

transportu ve saklama kosullar1 bir 6rnek yapilmistir.

Sunulan tez ¢caligmasinda gruplar aras1 kortizol seviyelerinde ortalama olarak kiigiik bir
artis goriilse de bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir. Stres seviyelerinin
degerlendirilmesi siirecinde, kortizol diizeylerinin ¢esitli akut ve kronik hastaliklarin varlig
nedeniyle etkilenebilecegi gdz oniinde bulundurulmalidir. Kortizol, viicudun stres yanitinda
merkezi bir rol oynayan bir hormon olup hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda 6nemli
degisiklikler gosterebilmektedir. Ornegin, epilepsi hastalarinda fenobarbital ve potasyum

bromiir gibi antiepileptik ilaglarin kullanimi sonucunda kortizol seviyelerinde belirgin bir
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diisiis gozlemlenmistir (Packer vd., 2019). Stres ve diger somatik durumlar, kortizol seviyeleri
iizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu i¢in, kortizol seviyelerinin degerlendirilmesi sirasinda
hastanin klinik durumu ve tedavi ge¢cmisi detayl bir sekilde incelenmeli, daha dikkatli bir
ayirici tan1 yapilmasi gerekmektedir. Sunulan tez caligmasinda hem kortizol hem de miRNA
analizlerinde digsal faktorlerin etkisi minimize edilmesi amaciyla yakin zamanda herhangi bir

sebeple tedavi goren, ila¢ kullanan kopekler caligma dig1 birakilmistir.

Kopek davraniglarini 6lgmek igin gesitli araglar gelistirilmistir. Bunlardan birisi kopek
sahibi i¢in bir anket kullanarak gilinliik davraniglarin degerlendirilmesine odaklanan képek
davranig degerlendirme ve arastirma anketidir. Sunulan tez ¢alismasinda da C-BARQ analizi
gergeklestirilmis olup, kontrol ve stres grubu arasinda bazi davranis degiskenlerinde anlamli
farkliliklar oldugu ortaya koyulmustur. Gruplar arasinda yabanciya yonelik saldirganlik ve
egitilebilirlik kategorilerinde anlaml bir fark bulunmustur. Egitilebilirlik kategorisinde stres
grubu kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek degerler gostermektedir (p =
0,040). Bir kopegin yeni bir davramigit veya gorevi Ogrenme hizi ve kolayligi, yani
egitilebilirlik, hizl1 6grenmenin daha hizli ve dolayisiyla daha verimli bir egitime yol agmasi
nedeniyle acik¢a 6nemli bir dzelliktir. Odiil arzusunun daha fazla olmasi, géreve olan dikkati
artiracak, motivasyonu devam ettirecek ve bdylece egitim verimliligini artiracaktir. Bu
nedenle, egitilebilirlik, dikkat gibi 6grenme siirecleri ve degisen kosullara duyarhilik
gereksinimi gibi ¢esitli diger siiregleri de iceren ¢ok boyutlu bir yap1 olabilir. Dolayisiyla,
egitilebilirlik yalnizca hizli 6grenme yetenegini degil, ayn1 zamanda kdpegin gorev basarisini
ve uyum saglama kapasitesini de etkileyen kritik bir 6zellik olarak degerlendirilebilir.
Yabanciya yonelik saldirganlik kategorisinde de aymi sekilde kontrol grubu degerleri stresli
gruba gore anlamli derecede daha biiyliktiir (p = 0,007). Yabanciya yonelik saldirganligin
egitim sonras1 azalmasi beklenebilir, ¢linkii egitim stlirecleri genellikle kopeklerin
sosyalizasyon becerilerini gelistirmeyi, kontrol edilemeyen saldirganlik gibi istenmeyen
davraniglann azaltmay1 ve c¢evresel uyaranlara kargt daha sakin tepkiler vermelerini
hedeflemektedir. Bununla beraber kronik stresin kopeklerde saldirganlik gibi aktif davraniglart

baskilayarak daha pasif ve ice doniik davraniglara yol acabilecegi diistiniilmektedir.

C-BARQ, kopeklerin davramis degerlendirmesinde giivenilir bir yontem olarak
goriilmekle birlikte ankete dayali degerlendirmeler kopek sahibinin beyanina bagli oldugu i¢in
baz1 dezavantajlar1 olabilmektedir. Kopek sahibinin gbézlem yetenegi, anketi doldururken
gosterilen 6zen ve ciddiyet, anket sonuglarimin dogrulugu {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.

Ayrica, kopek sahipleri, kopekleriyle duygusal bir baga sahip olduklarindan, kopegin
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davraniglarim1 degerlendirmede tarafli olabilirler. Ornegin, sahipler kdpeklerinin olumsuz
davraniglanimi dikkate almayabilir veya olumlu davraniglarimi 6ne ¢ikarabilir. Bu durum,

objektif bir degerlendirme yapilmasini zorlastirabilmektedir.

Tim bunlar gbz Oniine alindiginda hayvanlarin yasam kalitesini ve refahim
degerlendirmek icin objektif, oOl¢iilebilir ve tutarhi laboratuvar analizlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Giris kisminda da bahsedildigi {izere miRNA’lar gesitli avantajlar1 nedeniyle
potansiyel biyobelirte¢ olarak ilgi gérmektedir. Kanser (Kan vd., 2024), karaciger hastaliklar
(Anadol vd., 2015), diyabet (Zhao vd., 2011) gibi durumlar ile hastaliklarin erken teshisinde
(Kapoor vd., 2020), prognozunun belirlenmesinde (Zhang vd., 2018) ve tedaviye yanitin
izlenmesinde (Caggiu vd., 2018) spesifik miRNA profilleri tanimlanmig ve bunlarin
biyobelirteg potansiyellerine dikkat c¢ekilmistir miRNA’larin  stres reaksiyonlarini
aydinlatmanin yam sira stres reaksiyonlarinin degerlendirilmesinde, stresin teshisinde,
onlenmesinde ve uygulanan tedavilerin degerlendirilmesinde biyolojik belirte¢ olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir (Gidron vd., 2010; Wiegand vd., 2017).

Mevcut literatiirde kopeklerde kronik stres ve miRNA iligkisini inceleyen tek calisma
bulunmaktadir (Luo vd., 2016). Ancak bu ¢alisma, elektrik soku ve hareket kisitlamas1 gibi
invaziv yontemler ile hava embolisi yoluyla 6tenazi uygulamasi nedeniyle etik agidan problem
yaratmaktadir. Bununla beraber ¢aligmanim gruplarn her iki kopek irki (Chinese Field ve
Beagle) icin yalnizca liger stres ve iiger kontrol 6rnegi ile sinirli olup bu kiiciik 6rneklem
bliylikliigli sonuglarin genellenebilirligi ve istatistiksel giici acisindan Onemli bir
dezavantajdir. Sunulan tez ¢aligmasi kronik stresli kopeklerde tiikiiriikten miRNA ifadesinin
arastirildigi ilk calisma olma 6zelligini tagimaktadir. Tez ¢aligmasinda tiikiiriik gibi invaziv
olmayan bir biyolojik materyalin kullanilmasi, hem hayvan refahinin 6n planda tutulmasini
saglamakta hem de genis Olgekli caligmalarda daha uygulanabilir bir yontem oldugunu
gostermektedir. Ayrica 6rneklem biiytikliigii grup basina 27 kdpekten (%95 giivenilirlik, %80
gii¢, d=0,8) olusmaktadir. Bu yaklagim, etik kaygilar1 en aza indirerek istatistiksel giicii yiiksek
sonuglar elde etme olanagi sunmakta ve literatiirdeki bilgi boslugunu daha saglam bir veri

setiyle doldurma hedefini desteklemektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda gruplar arasinda tiikiiriikk miR-16, miR-21, miR-26 ve miR-
144 ifadeleri snU6 referans genine goreceli olarak hesaplanmistir. Kopeklerde miRNA ifade
analizlerinde snU6'in ¢esitli caligmalarda farkli dokularda referans olarak olarak kullanildig:

goriilmektedir (Elshafie vd., 2021; Konstantinidis vd., 2020; Ramadan vd., 2022; Ren vd.,
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2022). Bu tez ¢alismasinda kdpeklerde snU6 nin tiikiiriik 6rneklerinde de referans gen olarak
ilk kez degerlendirilmesi, bu genin kopek tiikiiriik drneklerinde miRNA ifade analizinde uygun

bir referans gen olarak kullanilabilecegini destekler niteliktedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda, stres grubu miR-16 ifade diizeylerinin kontrol grubuna oranla
7,02 kat yukari regiile (p<0,001) oldugu belirlenmistir. Katsuura vd. (2012) tarafindan yapilan
calismada insanlarda kronik akademik stres sonucu kandan yapilan miRNA analizinde elde
edilen sonuglar tez bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Calismada, tez caligmasiyla tutarli
bir sekilde miR-16 ifadelerinde anlamli bir artis oldugu gosterilmistir (Katsuura vd., 2012).
Bununla beraber kandan psikolojik stres faktorlerine giiglii yanitlar verdigi bilinen
(Segerstrom ve Miller, 2004) ve 3-UTR'lerinin miR-16'nin baglanma bdlgelerini igeren
interlokin-6 (Cai vd., 2012) ile interferon-y seviyelerinin kronik stres durumunda daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Katsuura vd., 2012). Honda vd. (2013) insan kan 6rneklerinde akademik
strese maruziyetin inceledikleri c¢aligmalarinda, kronik strese bagli olarak miR-16
seviyelerinin anlamli derecede yliksek oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar sunulan tez

caligmasinin sonuglariyla ortiismektedir.

Kronik stres durumunda bagisiklik sistemi olumsuz sekilde etkilenmektedir. Uzun siire
yiiksek seyreden kortizol seviyeleri, pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini baskilayarak ve
lenfosit aktivitesini azaltarak bagisiklik sisteminin islevlerini zayiflatir. Bu baglamda, tez
caligmasinda kronik stresli kopeklerde miR-16 seviyelerinin daha yiiksek bulunmasi dikkat
cekicidir. Kronik stresin neden oldugu dengesiz immiin yanit, organizmada hem baskilanmis
bir savunma sistemine hem de bozulmus inflamatuar siireclerin ortaya ¢ikmasina neden olur.
Kronik stresin tetikledigi inflamasyon yanitin1 baskilamak amaciyla miR-16'nin ifadesinin
artabilecegi diistiniilmektedir. Kronik stres kosullarinda yiiksek kortizoliin neden oldugu
immunosupresif etkinin yan1 sira miR-16 ifade seviyelerindeki artigin pro-inflamatuar sitokin
iiretiminin baskilanmasinda rol oynayarak organizmanin bagisiklik yanitinda bir denge
olusturulmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, organizmanin kronik stres

kosullara adaptasyon mekanizmasi olarak degerlendirilebilir.

Stres kosullarinin miRNA'larin biyogenezini, mRNA hedeflerinin ifadesini ve miRNA-
protein komplekslerinin aktivitelerini degistirebilecegi bilinmektedir (Leung ve Sharp, 2010).
Stres sonucu miRNA ifadesinin gesitli asamalarda cesitli proteinler tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir (Zhang ve Peng, 2015). Stres sonucu miRNA ifadesinin transkripsiyonel

diizenlenmesinin bir 6rnegi, 0karyotlarda genom biitlinliiglin{i korumak i¢in evrimsel olarak
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korunmus bir sistem olan DNA hasar tepkisidir (Zhang ve Peng, 2015). Cevresel stresi
algilayan ve miRNA seviyelerinin diizenlenmesinde etkin rol alan faktorlerden biri de
genomik gardiyan olarak da bilinen, hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde rol oyanayan, DNA
tamir mekanizmasinda rol oynayan tiimor baskilayici p53 proteinidir (Leung ve Sharp 2010;
Zhang ve Peng, 2015). p53 proteinin ilgili tezin aday miRNA’larindan biri olan miR-16’nin
da yer aldig1 baz1 miRNA ifadelerinin diizenlenmesinde rol aldig1 bilinmektedir (Suzuki vd.,
2009). miR-16’nm asir1 ifade edilmesi, hiicre proliferasyon hizimi azaltir. Kronik stresin
yarattig1 fizyolojik baski, DNA hasar tepkisinin veya p53 aracili yolaklarin aktive olmasia
katkida bulunabilir. Bu sayede miR-16’nin artan ifadesi hem hiicresel proliferasyonun
kontroliine hem de stres kaynakli dengesiz inflamatuar yanitin diizenlenmesine aracilik
edebilir. Bu bilgiler de kronik stres kosullarinda gézlenen miR-16 artiginin organizmanin
hiicresel ve molekiiler diizeyde gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi diisiincesini destekler

niteliktedir.

Kronik stres, travma sonrasi stres bozuklugu ve depresyon gibi psikiyatrik
bozukluklarin gelisimine katkida bulunan oOnemli bir risk faktoriidiir. Sunulan tez
calismasindaki ifadesinde anlamli farkliliklar tespit edilen miR-16’nmn stresin biyolojik
temelindeki kritik roliinii destekleyen literatiirle uyumludur. miR-16'nin antidepresan
tedavilerin terapotik etkilerinde yer aldigi ve serotonin tagiyict genini hedefleyerek
serotonerjik sistem iizerinde diizenleyici bir rol oynadig1 gdsterilmistir. miR-16'nin segici
serotonin geri alim inhibitorii antidepresan tedavileri sonrasi serotonerjik raphe niikleuslarinda
ifadesinde artig; noradrenerjik lokus seruleus ve hipokampusta ise ifadesinde azalma oldugu
gosterilmistir (Baudry vd., 2010; Launay vd., 2011; Yang vd., 2017). Bu bulgular, miR-16'nin
merkezi sinir sistemi diizeyinde stres ve depresyonla iligkili néroplastisite ve ndrogenez
stireglerini diizenledigini gostermektedir. Sunulan tez ¢aligmasinda kronik stresin periferik bir
biyobelirteci olarak miR-16'nin tiikiiriikteki artisi, bu miRNA'nin yalnizca merkezi sinir
sistemi i¢inde degil, ayn1 zamanda sistemik diizeyde de stres yanitinda diizenleyici bir rol
oynayabilecegini diistindiirmektedir. Ek olarak, literatiirde miR-16'nin terapotik etkilerle
baglantili oldugu ve noroprotektif siireclerde rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir.
Ornegin, depresyon modeli olusturulmus sicanlarda raphe niikleusuna miR-16 enjekte
edilmesinin antidepresan etkiler gdsterdigi bildirilmistir (Launay vd., 2011). Benzer sekilde,
disi sicanlarda anti-miR-16'nin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu sonucunda depresif
benzeri davraniglarin ortaya ¢ikmasi, bu mikroRNA'min davranigsal fenotipler {izerindeki
etkisini vurgulamaktadir (Song vd., 2015). Ayrica, miR-16min BDNF gibi ndrotrofik

faktorleri hedeflemesi, bu mikroRNA'nin 6zellikle hipokampal ndrogenez ve depresyonla
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iligkili siireglerdeki dnemini daha da 6ne ¢ikarmaktadir (Launay vd., 2011; Yang vd., 2017).
Bu bilgiler 1s18inda sunulan tez ¢aligmasinda tiikiiriikteki miR-16 artiginin, stresin viicutta

yaygin biyolojik etkilerini yansitan potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sunulan tez ¢aligmasinda, stres grubu miR-21 ifade diizeylerinin kontrol grubuna oranla
3,94 kat yukan regiile (p<0,001) oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, literatiirde miR-21
ifade seviyeleri ile stres tiirii arasindaki iligki farkliliklar gostermektedir. Beech vd. (2014)
insanlarda akut psikolojik stresin tetiklenmesinden bir saat sonra tam kanda miR-21 ifadesinin
arttigimi bildirmistir. Wiegand vd. (2018) yaptig1 ¢aligmada ise akut psikolojik sosyal strese
yanit olarak insanlarda miR-21 ifadesinde azalma ve miR-16 i¢in anlamlilik seviyesine yakin
degisiklikler goriilmiistiir (Wiegand vd., 2018). Gidron vd. (2010) de kisa siireli akademik
stresin kandaki miR-21 ifadesinin azaldigimi gostermistir. Bu ¢eligkili sonuglar, miR-21'in
diizenlenmesinde stres tiirli (akut veya kronik), stres siiresi ve kullanilan 6rnekleme (kan veya
tiikiirtik) gibi faktdrlerin 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde miR-
21'in reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stresle iliskili oldugu, hiicresel stres yaniti
mekanizmalarini diizenledigi bildirilmistir (Zhang vd., 2012). Kronik stresin oksidatif stresin
gelismesine katkida bulundugu bilinmektedir Bu baglamda, kronik stresin siirekli diisiik
diizeyde bir oksidatif stres yanit1 tetikledigi ve bunun miR-21 ifadesinde artisa yol acabilecegi
degerlendirilebilir. Buna karsin, akut stres altinda miR-21'in azalmasi, hiicresel yanitin hizli
bir adaptasyon siirecini yansitiyor olabilir. Akut stres sirasinda miR-21'in azalmasi, hizli bir
adaptif yanit1 temsil ediyor olabilirken, kronik stres altinda artis1, uzun vadeli stres adaptasyon

stireclerinin bir gostergesi olabilir.

Koyunlarda yapilan bir calismada (Manenti vd., 2023), tiikiiriik 6rneklerinde miR-16b
ve miR-21'in ifadelerinde adaptasyon yaniti ve stresle iliskilendirilen anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. Benzer sekilde, tez ¢aligmasinda kopeklerde miR-16 ve miR-21'in ifadelerinde
gozlemlenen degisiklikler ve yukarda bahsedilen 6rnekler dogrultusunda bu miRNA'larin
stresin biyolojik siireclerinde tiirler arasinda ortak bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.
Bu durum, kronik stresin miR-21'in ifadesinin artmasina neden olarak uzun vadeli adaptasyon

stireclerini destekledigi fikrini gliglendirmektedir.

Sunulan tez calismasinda, stres grubu miR-26a ifade diizeylerinin kontrol grubuna
oranla 3,05 kat yukan regiile (p<0,001) oldugu belirlenmistir. Honda vd. (2013) tarafindan
yapilan calismada kronik stres durumunda miR-26b ifade seviyelerinin anlamli derecede

yiiksek oldugu gosterilmistir. Ancak miR-26a ifadesinde anlamli bir degisiklik goriillmemistir.
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Tez calismasinda ise aym ailenin farkli bir liyesi olan miR-26a ifadesinde farklilik tespit
edilmistir. Benzer aileye sahip olan iki miRNA iiyesinin (miR-26a ve miR-26b) farkli kogullar
ve farkli tlirlerde kronik stres sonucunda farkli bigimlerde ifade edilmis olmalar1 dikkat
cekicidir. Ayn1 miRNA ailesindeki {iyeler genellikle benzer tohum dizileri paylagmakta ve
benzer biyolojik yolaklar etkileyebilmektedir. Bununla birlikte, aynt miRNA ailesindeki farkli
iiyelerin ifade edilme seviyeleri birbirinden bagimsiz olarak, tiir, doku spesifikligi, stresin
stiresi ve siddeti gibi faktorlere bagh olarak degiskenlik gosterebilir. Bu durumun bir ¢eligki
yaratmadig1 gibi stresin miRNA ailesi i¢indeki farkli {iyelerinin ifadelerini nasil etkiledigine

dair farklh bir bakis agis1 sunmaktadir.

Tez caligsmasi kapsaminda miR-16 ve miR-26a i¢in zenginlestirme ve yolak analizleri
yapildiginda istatistiksel olarak anlamli genler bulunamamistir (p >0,05 ve FDR >0,05).
Kopek genom galismalari ve veri tabanlarinin kapsami, insan rat gibi tiirlere oranla daha
kisithdir ve bu nedenle analizler dogrulanmis genler yerine tahmini genler iizerinde
gerceklestirilmektedir. Ilerleyen donemlerde, yapilan calismalarin ve veri tabanlarina veri
giriglerinin artmasi ile daha dogru tahminlerin yapilabilecegi diisiiniilmektedir. miR-21 igin
zenginlestirme ve yolak analizleri yapildiginda Jagged Canonical Notch Ligand 1 (JAG1),
Nuclear Factor [ B (NFIB), Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3), LDL
Receptor Related Protein 6 (LRP6), Myocyte Enhancer Factor 2C (MEF2C) ve Poly(A)
Specific Ribonuclease Subunit PAN3 (PAN3) genleri istatistiksel olarak anlamli (p <0,05 ve
FDR <0,05) bulunmustur.

JAG1 geni Notch sinyal yolunun en &nemli etkilesim molekiillerinden biridir
(Grochowski vd., 2016). Notch sinyal yolu, bir dizi hiicresel siirecin diizenlenmesinde rol
oynayan ve evrimsel olarak yiiksek diizeyde korunmus bir yoldur (Shi vd., 2023). Bu siiregler
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, farklilasma, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve immun
regiilasyonu igerir (Shi vd., 2023; Zhou vd., 2022). Ayrica Notch yolunun bloke edilmesinin
timor kan damari yapisini bozdugunu ve timdr metastazini destekledigi bildirilmigtir
(Kangsamaksin vd., 2015). miR-21, apoptozu inhibe ederek ve hiicresel yasam siirecini
destekleyen ve bdylece tiimdr progresyonunu artiran bir onkogen olarak tanimlanmaktadir
(Peng vd., 2024). miR-21’in JAGI’in 3-UTR bdlgesini hedefleyerek genin ifadesinin
baskilanmasina yol agtig1 ¢esitli ¢aligmalarda belirtilmistir (Mei, 2019; Selcuklu vd., 2012;
Zhou vd., 2018). Bu durum miR-21’in JAG1 i asag1 regiile ederek Notch sinyal yolunu modiile
edebilecegini gostermesi agisindan dnemlidir. Bir kopek atriyal fibrilasyon modelinde, miR-

21/JAG1 yolaginmn atriyal fibrozisi tesvik ettigi ve atriyal fibrilasyon insidansini artirdigi
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gosterilmistir (Mei, 2019). miR-21’in JAGI1’i hedef alarak kardiyak fibroblasttan
miyofibroblasta doniigiimii ve miyokardiyal fibrozun olusumuna etki ettigi gosterilmistir
(Zhou vd., 2018). miR-21’in monosit kaynakli dendritik hiicre farklilagmas1 sirasinda JAG1’i
hedefledigi de gosterilmistir (Hashimi vd., 2009).

NFIB geni merkezi sinir sisteminde glial ve noéronal farklilasmada 6nemli bir rol
oynamaktadir (Harris vd., 2015). Kronik hafif stresin sicanlarda frontal kortekste ve farelerde
PFC ve amigdalada NFIB ifadesini artirmasi nedeniyle HPA ekseni isleviyle
iligkilendirilmigtir (Lisowski vd., 2013; Orsetti vd., 2009). Ayrica NFIB’nin baskilanmasi
sonucu apoptoz ve inflamasyonun arttig1 gosterilmistir (Wu vd., 2024b). NFIB miR-21’in
dogrudan hedefidir. miR-21 genin mRNA’sin1 hedef alarak translasyonunu baskilar (Fujita vd.,
2008). Bu etkilesim, hiicresel farklilasma ve yaslanma gibi farkli biyolojik siireglerde ve
hastaliklari olusum mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Dellago vd., 2013; Fujita
vd., 2008; Wu vd., 2024a). Ayrica miR-21 ve NFIB arasinda ¢ift yonlii negatif geri bildirim
mekanizmasi oldugu gosterilmistir. miR-21’in NFIB’nin translasyonunu baskilarken ayni
zamanda NFIB’nin miR-21’in promotoriine baglanarak miR-21’in transkripsiyonunu negatif

diizenledigi belirtilmistir (Fujita vd., 2008).

STAT3 geninin hem akut hem de kronik strese duyarl bir sensor olarak islev gérdiigii;
bu sayede oksidatif hasara veya hiicresel 6liim sinyallerine kars1 koruyucu mekanizmalarda ve
bununla beraber mikrotiibiillerin veya kromatinin yapisal stabilitesini siirdiirmede rol oynadig1
gosterilmistir (Zouein vd., 2013). STAT3’iin hipertansiyon, gebelik ve ileri yas gibi kronik
stres kosullarinda kalbi koruduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Kalp yetmezIligi, yaslanma
ve diyabetle birlikte kalpteki STAT3 seviyelerinin ve aktivitesinin azaldigi belirtilmistir
(Zouein vd., 2015). Yapilan bir ¢alismada kronik stresin ardindan IL-10/STAT3 ekseninin
belirgin sekilde aktive oldugunu gosterilmis ve bu yolagin kronik stres kaynakli bagisiklik
baskilanmasinin diizenlenmesi i¢in énemli oldugu vurgulanmistir (Hu vd., 2014). STATS3,
miR-21’in promotér bolgelerine dogrudan baglanarak c¢esitli kanser tiirlerinde ifadesini
etkilemektedir. Bu etkilesime IL-6 gibi sitokinlerin neden oldugu belirtilmistir (Loffler vd.,
2007). STAT3/miR-21 ekseni, kanser ve enflamasyonda kritik bir yolak olup, miR-21 aracili
tiimor baskilayicilarin ve onkojenik siireglerin diizenlenmesinde rol oynarlar (Loffler vd.,

2007; Ou vd., 2014).

Lrp6, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve gocii gibi temel biyolojik siireglerde kritik
rol oynayan bir proteindir (Wang vd., 2019). Sosyal yenilgi stres modeli olusturulan duyarl
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ve direngli farelerde hipokampal proteinlerin incelendigi bir ¢alismada direncli farelerde
depresyonla iligkili olan Lrp6 geninin kontrol grubuna gore yukari regiile oldugu gosterilmistir
(He vd., 2018). Fare kalbinde Lrp6 eksikliginin miyokard enfarktiisii boyutunun kiigiilmesine
ve kalp fonksiyonunun iyilesmesine neden oldugu belirtilmistir (Wu vd., 2021).

MEF2C kas farklilagmasi, noronal islevler, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
cesitli patolojik durumlarda kritik roller oynayan bir transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanmaktadir (Caetano vd., 2023; Yelamanchili vd., 2010). Yetiskin farelerde MEF2C
ogrenme ve hafizada kritik 6neme sahip oldugu bildirilmistir (Barbosa vd., 2008). Kronik
kisitlama stresi sonucu erkek farelerin piramidal noronlarinda Mef2¢’nin yukart regiile
edilmesinin, anksiyete benzeri davraniglari 6nemli Olclide azalttigi; aksine, asagi regiile
edilmesinin bu tiir davraniglar tetikledigi gosterilmistir. Mef2¢’nin yukari regiilasyonundan
kaynaklanan anksiyolitik etkinin, artmis ndronal uyarilabilirlik ve giiclenmis sinaptik iletim
ile iliskili oldugu belirlenmis ve Mef2c’yi erkek farelerde anksiyete ile ilgili stireclerin kritik
bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir (Hong vd., 2024). Kronik kisitlama stresine maruz
birakilan ratlarda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, hipokampiiste Mef2c mRNA
ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlemlenmistir (Alzuri vd., 2023). miR-
21’in MEF2C ifadesini asag1 regiile ettigi bir diizenleyici etkilesimle karakterize edilmektedir.
Yapilan bir caligmada miR-21’in insan néronlarinda MEF2C’yi spesifik olarak hedef aldigini
rapor ederek, miR-21’in sinir sistemindeki MEF2C seviyelerini modiile etmedeki dnemli
roliinii desteklemistir (Zlabinger vd., 2019). Bu etkilesim, ozellikle miR-21 ve MEF2C
ifadesinde degisim gozlemlenen ndrodejeneratif hastaliklar baglaminda biiyiik Onem

tagimaktadir (Yelamanchili vd., 2010; Zlabinger vd., 2019).

PAN3, mRNA degradasyonunda gorev alarak mRNA'nin poli(A) kuyruklarini kisaltan
bir kompleks olusturur. PAN3’iin, miRNA kaynakli susturma kompleksindeki GW182
proteiniyle kurulan etkilesim araciligiyla belirli transkriptlerde yer alabilecegi de bildirilmistir

(Braun vd., 2011; Christie vd., 2013).

Sunulan tez ¢aligsmasinda gruplar arasinda anlamli ifade degisimi bulunan miRNA’larin
kopeklerde farkli ¢alismalarda da anlamli degisimler sergiledigi gosterilmis ve tanisal ve
prognostik potansiyelleri ortaya konulmustur. Idiyopatik epilepsili kopeklerde yapilan bir
calismada, tedaviye direncli ve duyarli gruplar arasinda plazma miR-16 seviyelerinde anlamli
farkliliklar oldugu goézlemlenmistir (Garcia-Gracia vd., 2024). Kopeklerde inflamatuar
bagirsak hastalif ile ilgili bir ¢alismada, saglikli kopeklere kiyasla hasta olan kopeklerde
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kolonik mukozada ve serumda miR-16, miR-21 ifadesinde anlamh bir artis gdzlemlenmistir
(Konstantinidis vd., 2020). Kopeklerde oral kaviteden elde edilen malign melanom
dokularinda miR-16 ve miR-21 ifadelerinin anlaml sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir
(Ushio vd., 2019). Malign invaziv iirotelyal karsinomlu kopekler tizerinde gergeklestirilmis ve
miR-16 ifadesinin bu tiimdrlerde yiiksek oldugu tespit edilmistir (Vinall vd., 2012).
Kopeklerde malign meme tiimorlerinde yapilan bir ¢alismada miR-16’nin kdpek duktal
karsinomlarinda anlamli bir sekilde asag1 regiile oldugu, buna karsin miR-21'in kopek tiibiiler
papiller karsinomlarinda anlamli bir sekilde yukan regiile oldugu ortaya konmustur (Boggs

vd., 2008).

Tez galigmasinda, miR-16, miR-21 ve miR-26a'nin kronik stresle iliskili biyobelirtecler
olarak potansiyelleri degerlendirilmistir. Ancak miRNA'larin  biyobelirte¢  olarak
degerlendirilmesi sirasinda bazi hususlara dikkat edilmelidir. Duyarlilik ve 6zgiilliik
biyobelirteclerin temel 6zelliklerindendir. Duyarlilik hastalik varliginda pozitif sonu¢ olarak
tanmimlanirken, Ozgiilliik ise hastalik yoklugunda negatif sonu¢ anlamina gelmektedir.
miRNA'larin yiiksek duyarliligini ve 6zgiilligiinii bildiren baz1 ¢aligmalar vardir (Nappi vd.,
2019) Ancak bununla birlikte, organizma herhangi bir patolojiye spesifik olmayan bir yanit
verebilir ve bu da 6zgiilliigii riske atmaktadir. Ornegin, miRNA-20a, miRNA-21, miRNA-155
ve miRNA-126 seviyesi ¢cok sayida patolojide degistigi bildirilmistir ve bu da onlarin spesifik
biyobelirtecler olarak degerlendirilmesinde soru isaretlerine sebep olmaktadir (Backes vd.,
2016). Sunulan tez ¢aligmasinda gruplar arasinda anlamli farkliliklara sahip olan miRNA-
21’in ifade seviyelerinin 29 farkli hastalikta degistigi gosterilmistir (Jenike ve Halushka,
2021). Bu durum belirli bir hastaliga 6zgiilliigiin olmadiginm1 gdstermektedir. Bu nedenle, bir

miRNA biyobelirteci segerken, bu miRNA'nin diger patolojilerdeki ifadesi dikkate alinmalidir.

Cinsiyetin miR-16, miR-21 ve miR-26 ifadesi lizerindeki etkisi incelendiginde erkek ve
disi kopekler arasimda miRNA’larin ifade seviyelerinde anlamli bir farklilik olmadig:
gorlilmistiir. Ayrica, deney gruplari (kontrol ve stres) ile cinsiyet arasindaki etkilesim de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonug, zaman iginde gozlenen miRNA ifade
diizeyi degisiminin cinsiyete gore farklilasmadigini, baska bir deyisle, miRNA seviyelerindeki
degisim egiliminin digiler ve erkekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir ayrima yol

acmadigin gostermektedir.

Sunulan tez c¢alismasinda, kontrol ve stres gruplar1 arasinda, RT-qPCR analizleri

sonucunda miR-144 i¢in kontrol grubundan alt1 kopekte 32-36 araliginda degisen Cq degerleri
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elde edilirken stres grubunda miR-144 i¢in Cq degerleri elde edilememistir. Bu durum, ilgili
miRNA'nin bazi kdpeklerin 6rneklerinde ¢aligmamasiyla, ancak diger kopeklerin 6rneklerinde
basarili bir sekilde amplifikasyon gdstermesiyle dikkat ¢ekmistir. Ilgili miRNA’nin bazi
kopeklerde amplifikasyon gostermemesinin, biyolojik varyasyon, diisiik hedef RNA
konsantrasyonundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, miR-144 analiz
kapsami diginda birakilmis ve yalnizca tiim 6rneklerde giivenilir sonuglar veren miRNA'lar
degerlendirmeye almmistir. Bu durum, caligmanin genel sonuglarimin dogrulugunu ve

giivenilirligini koruma amaciyla gerceklestirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kronik stresin fizyolojik, psikolojik ve davranis {izerine 6nemli etkileri oldugu insanlar
da dahil birgok tiirde iyi bilinmektedir. Organizmanin i¢ dengesini tehdit eden bu etkene
verilen yanit, ¢esitli genetik ve epigenetik mekanizmalarin rol oynadigi kompleks bir stirectir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda stres reaksiyonlarmin epigenetik regiilasyonunda miRNA’larin
onemli bir rol oynadiginin belirlenmesi (Leung ve Sharp, 2010), miRNA’larin tiim viicut
stvilarinda bulunmalar1 (Michael vd., 2010), invaziv olmayan yollarla elde edilebilmeleri
(Wiegand vd., 2017) ve ¢esitli etkilere bagh olarak ifade profillerinde farkliliklar meydana
gelmesi (Laterza vd., 2009) stresle ilgili ¢aligmalarda miRNA’larin arastirilmasini degerli

kilmaktadir.

Bu tez kapsaminda ilk kez, kopeklerde kronik stres kosullarinda tiikiirik miRNA
ifadeleri incelenmistir. Is kdpeklerinin kullanildig:1 bu calismada kopeklerin 14-20 haftalik
egitimlerinden dnce ve sonra tlikiiriik drnekleri alinarak 6érneklem olusturulmustur. Bu gruplar
arasinda miRNA ifadeleri ve kortizol seviyeleri karsilastirilmistir. Sonuglar gruplar arasinda
miR-16, miR-21 ve miR-26 ifade seviyelerinde anlamli bir artig oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle miR-16, ifade diizeyindeki belirgin artis ve ¢esitli biyolojik mekanizmalardaki rolleri
sebebiyle dikkat cekmektedir. Bununla beraber tiikiiriik kortizol seviyelerinde anlamli bir fark
elde edilememistir. Stresin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan kortizol seviyesinde
gruplar arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen miRNA ifadelerinde giiglii farklar
gozlenmesi dikkat ¢ekicidir. Bu bulgular, mevcut literatiirdeki kortizol bilgileri de gbz oniine
alindiginda sirkiiler miRNA’larin 6zellikle sunulan ¢aligma materyali de olan non-invaziv bir
metotla elde edilebilen tiikiirik miRNA’larmin potansiyel biyobelirteg olabilirligini dikkat
cekici kilmaktadir. miRNA’larin tiirler arasinda yiiksek diizeyde homoloji gostermesi, proteine
Ozgii antikorlara ve tiire 6zgii iliskilendirmelere gerek kalmadan kolayca tespit edilebilmesi
nedeniyle saglik kosullarina ve hayvan refahina genel ve ayn1 zamanda derinlemesine bir bakis
saglayabilecek onemli bir molekiiler ¢aligma alan1 oldugu belirtilmektedir (Miretti vd., 2020).
Bununla birlikte tez ¢alismasinda kortizol seviyelerinde gruplar arasinda ve miRNA ifadeleri
ile anlamli bir iligkinin bulunmamasi, stresin biyokimyasal belirteclerle smirli kalmadan,
epigenetik biyobelirteclerle de kapsamli bir bigimde ele alinmasi gerektigini vurgulamaktadir.
Tez calismas1 kapsaminda elde edilen bilgilerin 1s18inda, farkli itk ve stres diizeylerini
kapsayacak sekilde daha genis 6rneklem biiyiikliikleriyle ve mikrodizin, yeni nesil sekanslama
gibi daha genis teknikler ile galigilarak bu konuya daha derin bakis agis1 saglanacagi ve elde

edilecek bulgularn giivenilirligi ve genellenebilirligi acisindan biiyiikk 6nem tasiyacagi
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diisliniilmektedir. Ayrica miRNA’larin evrimsel olarak korunmug olmalar ve tiirler arasinda
gosterdikleri yiiksek homoloji, c¢alismadan elde edilen bulgularm farkli tiirlerde de

uygulanabilmesine yonelik translasyonel arastirmalara katk: saglayabilecektir.

Sunulan tez ¢alismas1 kdpeklerde kronik stresin epigenetik, fizyolojik ve davranigsal
verilerle bir biitiin olarak incelenmesine olanak saglayarak bu alandaki bilgilere anlamli bir
katkida bulunmaktadir. Elde edilen bu veriler, kronik stresin kdpeklerde sadece davranigsal
veya fizyolojik tepkilerle smirli kalmayip, miRNA ifadelerinde de degisikliklere sebep
oldugunu destekler niteliktedir. Stres iliskili miRNA’larin varligi ve bunlarin ifade
profillerindeki degisimlerin belirlenmesi, kronik stresin mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasina, veteriner bilimleri ve hayvan refahi basta olmak {izere ¢ok ¢esitli alanlarda

multidisipliner aragtirmalarin olusturulmasina katki saglayacaktir.

Dogal afetler, toplumdaki dezavantajli bireylerin ihtiyaglari, sinir giivenligi, terdr gibi
siyasi dinamikler uzman is kdpeklerine yonelik talebin artis sebepleri arasinda gosterilebilir.
Ancak bu artig, beraberinde nitelikli egitmen eksikligi, uygun barinma ve bakim kosullari, etik
sorumluluklar gibi sorunlart da giin yiiziine ¢ikarmaktadir. Etik agidan bakildiginda,
kopeklerin refahi ve insanlara hizmet etme kapasitesi arasindaki dengenin de korunmasi son
derece dnemlidir. Is kopeklerini segme, egitme ve gorevlendirmenin yiiksek maliyetleri goz
online alindiginda, is kopeklerini egitmekle ilgilenen kurumlarin karst karsiya oldugu en
Oonemli sorun, davranmiglardaki varyasyonu deneysel olarak o6l¢mek ve davramiglardaki
farkliliklarin ¢aligma ortamlarinda sonraki performansi nasil ongordiiglinii anlamaktir (Sinn
vd., 2010). Is kopeklerinin farkli alanlardaki gorevleri, onlar1 yogun insan etkilesimi ve
kalabalik ortamlara maruz birakmaktadir. Bu tiir ortamlarda bulunmak, kopekler agisindan
zihinsel ve duygusal bakimdan yipratici olabilir. Ornegin, kalabalik alanlarda patlayict madde
arayan bir polis kopegi hem yiiksek seslere hem de siirekli degisen gorsel ve koku uyaricilarina
maruz kalmaktadir. Benzer sekilde terapi kopekleri, birden fazla birey ile etkilesim
kurduklarinda, farkli duygu durumlar1 olan insanlarla siirekli temas halinde olduklar igin
strese neden olabilecek ¢oklu uyaranlarla karsilasirlar. Bunun yaninda, bu kdpeklerin fiziksel
ve zihinsel olarak zorlu gorevleri yerine getirmeleri beklenmektedir. Bu siireg, kopegin hem
bedensel hem de zihinsel enerjisini biiyiik dl¢iide tiiketir. Is kopeklerinin stres nedeniyle
bilissel ve davramigsal siireclerinin etkilenmesi, gorevlerini yerine getirme kabiliyetlerini
siirlayabilir ve bu durum, is kopeklerinin verimliligi ve gorev basarisin1 dogrudan
etkileyebilir. Bu baglamda, stresin 6grenme ve hafiza siireglerini olumsuz etkiledigi g6z 6niine

alindiginda, is kopeklerinin stresle basa ¢ikma mekanizmalarinin gii¢lendirilmesi ve stres
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kaynaklarinin azaltilmasma yonelik stratejiler gelistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Bu
kapsamda sunulan tez caligmasmin da sonuglart goz Oniine alindiginda, kdpeklerin stres
degerlendirmeleri i¢in daha giivenilir biyobelirteglerin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
miRNA’larm duyarlilik ve 6zgiilligiinii artirmay1 hedefleyen ¢ok parametreli biyobelirteg
panellerinin olusturulmasi, stresin erken teshisinde daha giivenilir ve hassas dl¢im imkan

sunacaktir.

Uzman is kopeklerine artan ihtiyag, giinlimiiziin karmasik toplumsal ve siyasi
gereksinimlerinin bir yansimasi olarak degerlendirilebilir. Rehberlik, terapi, giivenlik ve
arama-kurtarma gibi farkli alanlarda hizmet veren bu kdpekler; bireylerin yasam kalitesini
yiikseltmekle kalmaz, ayn1 zamanda toplumsal dayanismay1 ve giivenlik hissini arttirmaktadir
(Bray vd., 2021). Bu kopeklerin egitim ve bakim siire¢lerinin titizlikle yiiriitiilmesi, kopeklerin
fiziksel ve psikolojik sagliginin korunmasi bu alandaki ilerlemenin siirdiiriilmesi i¢in kritiktir.
Uzman is kdpekleri hem bireysel hem de toplumsal diizeyde sagladigi faydalar nedeniyle

gelecekte de giderek 6nem kazanmaya devam edecektir.
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JANDARMA LOJISTIK KOMUTANLIGINA

[lgi :Jandarma At ve Kopek Egitim Merkezi Komutanlig: ile Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Arasinda Egitim, Saglik, Ortak Arastirma ve Gelistirme ile Bilimsel ve Teknik
Destek Protokolii.

1. Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Genetik Ana Bilim Dali Bagkani Dog. Dr. Bengi Cinar
Kul tarafindan, is kopeklerinde sik goriilen kronik stresin degerlendirilmesi ve genetik mekanizmalarin
aragtirilmas: amaciyla yiriitillecek proje kapsaminda, sorumlu egitmenlerin gozetiminde ve
kontrolinde JAKEM K.lig1 biinyesinde bulunan gorev kopeklerinin dahil edilmesi Ek'te sunulan
dilekge ile talep edilmistir.

2. Bu kapsamda; JAKEM K.lig1 ve Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi arasinda imzalanan
ilgi protokol kapsaminda yapilacak olan bilimsel arastirma projesi ¢aligmalarina egitim ve isbirligi
esaslan gergevesinde biinyemizde bulunan gorev kopeklerinin dahil edilmesinin faydali olacag:
degerlendirilmis olup, soz konusu talebe iligkin gerekli iznin verilmesini tensip ve emirlerine arz
ederim.
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g % T.C
2 ANKARA UNIVERSITESI REKTORLUGU

nayvan pEEVERRIVERET ERR RIRULU karART

TOPLANTI TARIHi : 26/04/2023

TOPLANTINO :2023-8
DOSYA NO :2021-136
KARARNO : 2023-8-80

Yiriticiligting Universitemiz Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali gretim iiyelerinden Dog.
Dr. Bengi CINAR KUL’un yaptigr; arastinici olarak Dog. Dr. Yasemin SALGIRLI DEMIRBAS, Vet.
Hek. Zeynep BARS YILDIRIM ve Vet. Hek. Sevim ISPARTA min katildigi “Kronik Strese Maruz
Kalan Kopeklerde Tiikiiriik mikroRNA Seviyelerindeki Degisikliklerin Belirlenmesi ve Biyobelirtec
Potansiyellerinin Aragtinlmasi™ baghkli aragtirma projesinin igerigi Kurulumuzun 22.12.2021 tarihli
toplantisinda degerlendirilerek izne tabi olmadig1 yoniinde karara baglanmistir (Karar no:2021-22-
197).

Proje Yiiriitiiclisii tarafindan Kurulumuza verilen 11.04.2023 tarih ve 237270 sayih dilekge ile
projede kullamlan képek sayisinin 40°dan 52'ye gikarilmasi, s6z konusu kopeklerden kan aliminin
ilave edilmesi ve mikrodizin analizi yerine aday mikroRNA yaklasimi sunulmasi yoniindeki
degisikliklerin Kurulumuz tarafindan degerlendirilmesi talep edilmektedir.

S6z konusu dilekge, Universite Senatosunun 12/2/2016 tarih ve 430/3642 sayih karari ile kabul edilen
ve Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu'nun 19/2/2016 tarih ve 42 sayili karan ile onaylanan
“Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesi'nin 11 (5) maddesi
kapsaminda degerlendirilmis ve projede kullamilan kipek sayisinin 40°dan 52°ye ¢ikanlmasinin, séz
konusu kdpeklerden kan aliminin ilave edilmesinin ve mikrodizin analizi yerine aday mikroRNA
yaklagmu sunulmasi yoniindeki degisikliklerin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
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DAVRANI$ DEGERLENDIRME ANKETi

Takip eden sayfalardaki sorular, kopeginizin yakin gegmiste nasil bir davrams modeli
sergiledigini agiklamaniza yardimci olmak igin tasarlanmistir. Aragtirmalar, bu sorularin
¢ogunun, kopek mizacindaki varyasyonun gogunu tanimlayan ve farkli cins, irk ve yastaki
kdpekler arasinda nispeten tutarli olan on {i¢ ana davranigsal dzellik veya faktér kiimesinde
toplanabilecegini veya yogunlastirilabilecegini géstermistir:

Yabanciya yonelik saldirganhk
Sahibine yonelik saldirganhk
Kopege yonelik saldirganlik / korku
Egitilebilirlik

Kovalama davranisi
Yabancilardan korkma

Sosyal olmayan korku

Kopege yonelik korku

Ayrilma ile ilgili davraniglar

10. Dokunma duyarhhg:

. Heyecanlanma/uyariima

. Asini baghlik veya dikkat cekme
. Enerji

WENOUVAEWNR

el
W N =

Liitfen tiim sorulan cevaplamaya ¢alisin. Agiklanan durumla ilgili képeginizi daha 6nce hig
gozlemlemediyseniz, sadece "gdzlemlenmedi / uygulanamaz" segenegini kullanin.

Bolim 1: Egitilebilirlik

Bazi kopekler digerlerine gore daha kolay egitilebilirler. Litfen asagidaki skalada képeginiz igin
uygun olan rakami yazarak kdpeginizin her bir durum igin ne derece egitilebilir ve itaatkar
oldugunu belirtiniz.

Higbir Zaman Nadiren Bazen Genelde Her Zaman Gozlenmiyor/Uygulanmiyor
== g
G/U
0 1 2 3 4

. Tasmasizken ¢agirdigimda hemen yanima gelir.

. “Otur”komutuna hemen uyar.

“Bekle” komutuna hemen uyar.

. Soylediginiz veya yaptiginiz her seye ilgiyle katilir/her seyi ilgiyle dinler.

. Diizeltme veya cezaya cevap vermek konusunda yavastir.

. Yeni numaralar veya gérevler 6grenme konusunda yavastir.

Njo|u|s|w|n|e

. Kolayca ilging yerler, sesler veya kokulardan dolay dikkati dagilir.

8. Cubuklar, toplari veya nesneleri getirir veya getirmeye caligir.
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Boliim 2: Saldirganhk

C-BARQ

Bazi kopekler zaman zaman saldirgan davranislar sergilerler. Kopeklerde orta derecede
saldirganligin tipik belirtileri arasinda havlama, hirlama ve dis gosterme bulunur. Daha ciddi
saldirganlik genellikle kapma, 6ne dogru saldiri, Isirma veya isirma denemelerini igerir. Litfen
asagidaki skalada kopeginiz igin uygun olan rakami yazarak képeginizin her bir durum igin ne

derece saldirgan bir davranis sergileme egilimi oldugunu belirtiniz.

Agresyon Yok Orta/iimi Agresyon -
me et T Triama/Haviama, — =
bir belirtisi yok diyleri gosterme A: u““’" =
isirma veya wirma
girigiminde bulunma

0 1 2 3 4

Gozlenmiyor/Uygulanmiyor

G/U

9. Sizin tarafinizdan veya diger aile bireyleri tarafindan so6zli olarak
dizeltildiginde veya cezalandinldiginda(azarlamak, bagirmak, vb.)

10. Tasmayla yurarken/egzersiz yaparken yabanci bir
yetigkin dogrudan yaklastiginda

11. Tasmayla yurirken/egzersiz yaparken yabanci bir
cocuk dogrudan yaklastiginda

12. Arabanizdayken yabanci insanlar képeginize yaklastiginda (Ornegin benzin
istasyonundayken)

PR . § 5

13.0yuncaklar, kemikler veya diger bagka objeler aile bireyleri alir

14. Aile bireyleri tarafindan banyo yaptirildiginda veya tarandiginda

15. Ev igindeyken yabanci bir kisi size veya ailenizin bir bagka lyesine
yaklastiginda

16. Evden uzaktayken yabanci bir kisi size veya ailenizin bir bagka lUyesine
yaklastiginda

17. K6peginiz yemek yerken aile bireyleri dogrudan yaklastiginda

18. Postaci veya bagska teslimat gorevlileri evinize yaklastiginda

19. Képeginizin yiyecekleri aile bireyleri tarafindan 6ntinden alindiginda

20. Kopeginiz disaridayken veya bahcedeyken tanimadiginiz insanlar evinizin dnlinden gecerken

21. Tanimadiginiz bir kisi kdpeginize dokundugunda veya sevmeye calistiginda

22. Képeginiz disaridayken veya bahgedeyken kosu yapanlar, bisiklete binenler,
paten kayanlar veya kaykaycilar evinizin 6dniinden gecerken

23. Képeginiz tasmayla yiiriirken/egzersiz yaparken yabanci bir erkek
kdpek dogrudan yaklastiginda

24. Kpeginiz tasmayla yirirken/egzersiz yaparken yabanci bir disi
kdpek dogrudan yaklastiginda

25. Aile bireylerinden birisi kdpeginize dik dik baktiginda

26. Yabanci kopekler evinize geldiginde

27. Bahgenizekediler, sincaplar veya diger hayvanlar girdiginde

28. Yabanci insanlar evinize geldiginde
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C-BARQ

29. Baska(yabanci) bir kopek havladiginda, hirladiginda veya hamle yaptiginda

30. Aile bireyleri Gizerinden atlayarak yurtidiginde

31. Képeginizin gizlice aldigi/galdigi yiyecegin veya bir nesnenin sizin
tarafinizdan veya aile iyelerinden biri tarafindan geri alinmasi durumunda

32. Tanidik bir kopek evinize geldiginde

33. Bagka bir (tanidik) ev képegi, kdpeginizin en ¢ok sevdigi dinlenme / uyuma
yerine yaklastiginda

34. Bagka bir (tanidik) ev kdpegi, yemek yerken kdpeginize yaklastiginda

35. Bagka bir (tanidik) ev kdpegi, kdpeginiz en sevdigi oyuncak, kemik, vb.
nesnelerle oynarken/kemirirken yaklastiginda

Kopeginizin bazen saldirgan oldugu bagka durumlar var mi? Eger varsa, litfen kisaca agiklayiniz:

B&lim 3: Korku ve Anksiyete (Kaygi)

Kopekler bazen belirli seslere, nesnelere, kisilere veya durumlara maruz kaldiklarinda endise
veya korku belirtileri gosterir. Hafif-orta siddetli korkuya iligkin davranisin tipik belirtileri
sunlardir: g6z temasindan kaginmak, korkulan nesneden kaginmak, kuyrugun asagiya inmesi
veya bacaklarin arasina sikismasi, inlemek ve sizlanmak, donmak, sallanmak ve titremek. Asiri
derecede siddetli korkuya iliskin davranis abartili bir sekilde korkudan sinme ve/veya kagmak
icin gliglt bir girisim, geri ¢ekilme veya korkulan nesneden, insandan ya da durumdan saklanma
ile karakterizedir. Lutfen asagidaki skalada kopeginiz igin uygun olan rakami yazarak
kopeginizin her bir durum igin ne derece korkuya iligkin davranis sergileme egilimi oldugunu
belirtiniz.

WOREU VEYA MASE ORTA DERECE
Yox M EUANOE e G/U
— L — —

0 1 2 3 4

36. Evinizden uzakta oldugunuzda tanimadiginiz bir yetigkin dogrudan size yaklastlg}nda.

37. Evinizden uzakta oldugunuzda tanimadiginiz bir cocuk dogrudan size yaklastiginda.

38. Ani veya yiiksek seslere karsilik olarak (6rnegin, elektrikli stiptirgesi, araba
motor sesi, geri tepmesi, yol yapim makineleri, yere distrilen nesneler, vb.)

39. Tanimadiginiz insanlar evinizi ziyaret ettiginde.

40. Yabanci birisi kopeginize dokundugunda veya kopeginizi sevmeye calistiginda.

41. Yogun trafikte.

42. Kaldinmda veya kaldinnmin yakininda garip veya yabanci gelen nesnelere
karsilik olarak (Or; Plastik ¢6p posetleri, yapraklar, yerdeki ¢opler, vb.)

43. Bir veteriner hekim tarafindan muayene edildiginde / tedavi edildiginde.

44. Gok guraltald firtina, havai fisek gdsterileri ya da benzer olaylar sirasinda.

Gozlenmiyor/Uygulanmiyor
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C-BARQ

45. Ayni veya daha buyiik boyda yabanci bir kopek dogrudan yaklastiginda.

46. Daha kiiciik boyda yabanci bir kopek dogrudan yaklastiginda.

47. Képeginiz ilk defa yabanci oldugu durumlarla kargilastiginda(Or; ilk araba
gezisi, ilk defa asansore binmek, veteriner klinigine ilk defa gidis, vb.)

48. Riizgara veya riizgarda ugan nesnelere karsilik olarak.

49. Ailenin bir Gyesi tarafindan tirnaklari kesildiginde.

50. Ailenin bir Gyesi tarafindan tarandiginda veya yikandiginda.

51. Aile bireyleri Gizerinden atlayarak ylridiginde(?)When stepped over by a member of the household.

52. Ailenin bir (yesi tarafindan patileri kurulandiginda.

53. Yabanci kopekler evinize geldiginde.

54. Yabanci bir kopek havladiginda, hirladiginda veya hamle yaptiginda.

B&liim 4: Ayrilma ile iligkili Davranig

Bazi kdpekler, yalnizca kisa sure icin bile olsa, yalniz birakildiginda anksiyete veya anormal
davranig belirtileri gosterir. Yakin gegmise baktiginizda, kdpeginizin yalniz kaldiginda veya
yalniz birakildiginda ayrilma ile ilgili agagidaki davranig belirtilerini ne siklikla gésterdigini
belirtiniz:
] w o o e Mm —t er—:-p Gézlenmiyor/Uygulanmiyor

7] 1 2 3 4 G/U

55. Sallanma, titreme.

56. Asiri takarik salgisi.

57. Huzursuzluk, gerginlik, volta atip durma(surekli hareket halinde olma).

58. Aglamaya benzer inleme, mizmizlanma.

59. Havlama.

60. Uluma.

61. Kapi, zemin, pencere, perde vb. yerleri ¢cigneme, kazma veya eseleme

62. istahsizlik.

Kopeginizin kaygili ya da endiseli oldugu baska durumlar var mi? Eger varsa, litfen kisaca
aciklayiniz:

Boliim 5: Heyecanlanma/Uyarilma

Bazi kdpekler, bulunduklari ortamdaki ani veya potansiyel olarak heyecan verici ve rahatsizlik
verici olaylara nispeten az tepki gosterirken, digerleri en kiguk yenilikte bile oldukga fazla
heyecanlanir. Hafif - orta derecede uyariima/heyecanlanma belirtileri arasinda uyaniklik,sirekli
tetikte olma, yenilik kaynagina dogru hareket etme ve kisa araliklarla havlama bulunur. Asin
uyarilma/heyecanlanma asiri tepki gésterme egilimi ile karakterize edilir.
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C-BARQ

Heyecanlanan képek en ufak bir rahatsizlikta havlar ya da isterik bir sekilde kesik kesik aci bir
sesle havlar, herhangi bir uyari/heyecan kaynagina dogru aceleyle kosusturur ve sakinlesmesi
¢ok zordur. Lutfen asagidaki skalada kopeginiz igin uygun olan rakami yazarak kopeginizin her
bir durum icin ne derece heyecanlandigini/uyarildigini belirtiniz.

SAKIN r“vuu OERECION ::- ORIt Gdzlenmiyor/Uygulanmiyor
[ = —-

Otel bir resksiyon Agn tephi gosterme. G/u

yok sakinieym ede zoranma
0 1 2 3 4

63. Kisa bir aradan sonra siz veya ailenin diger lyeleri eve geldiginde.

64. Sizinle veya ailenin diger tyeleriyle oynarken.
65. Kapi caldiginda.

66. Ylriylse ¢itkmadan hemen dnce.

67. Arabayla gezintiye ¢ikmadan hemen once.
68. Evinize misafir geldiginde.

Kopeginizin bazen agin heyecanlandigi bagka durumlar var mi? Eger varsa, lutfen kisaca
aciklayiniz:

Bolim 6: Asiri Baglilik ve Dikkat Cekme

Cogu kopek insanlara gicli bir sekilde baglanir ve bazilari onlardan cok fazla ilgi ve sefkat
ister. Yakin gegmise baktiginizda, kdpeginizin asagidaki baglilik ve dikkat cekmeye yonelik
davranig belirtilerinin her birini ne siklikta gosterdigini belirtin:

Higbir Zaman Nadiren Bazen Genelde Her Zaman Gozlenmiyor/Uygulanmiyor
==
G/u
0 1 2 3 4

69. Aile bireylerinin belirli bir tiyesi igin gliclii bir baglanma gdsterir.

70. Sizi (ya da ailenin diger Gyelerini) evdeyken bir odadan diger odaya takip
etme egilimindedir.

71. Otururken size (veya baskalarina) yakin veya sizinle temas halinde olma
egilimindedir.

72. Otururken dikkat ¢ekmek igin sizi dirtme, burnuyla siirtinme veya patiile
durtme egilimindedir.

73. Siz (veya bagkalari) bagka biri igin sevgi gosterdiginiz zaman tedirgin olur
(sizlanir, tizerinize atlar, araya girmeye calisir).

74. Siz (ya da bagkalari) baska bir képek ya da hayvan igin sevgi gosterdiginizde,
tedirgin olur (sizlanir, Gizerinize atlar, araya girmeye galigir).
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C-BARQ

Bo6liim 7: Diger

Kopekler, bu ankette ele alinanlara ek olarak gesitli davranis problemleri sergilerler. Yakin
gegmise baktiginizda, kopeginizin asagidaki davranislardan her birini ne siklikta gosterdigini
belirtin:

=ifbirl.mn Nadiren Bazen Genelde  Her Zaman Gozlenmiyor/Uygulanmiyor

0 1 2 3 4 G/v

75. Firsat tanindiginda kedileri kovalar.
76. Firsat tanindiginda kuslari kovalar.
77. Firsat tanindiginda sincaplari, tavsanlari ve diger kiiglik hayvanlari kovalar.

78. Firsat tanindiginda evden ya da evin bahgesinden kagar.

79. Hayvan diskilarinda veya diger "koti kokan" maddelerde yuvarlanir.

80. Kendi diskisini veya diger hayvanlarin digkisini yer.

81. Uygunsuz nesneleri gigner.

82. Egyalarin, mobilyalarin veya insanlarin izerine biner.

83. insanlar yemek yerken devamli olarak yemek igin 1srarci bir sekilde davranir.
84. Yemek calar.

85. Merdivende gergin ya da korkmustur.

86. Tasmas! takili oldugunda tasma kayisini oldukga sert bir sekilde ceker.

87. Evinizdeki esyalara / mobilyalara karsi idrar yapar.

88. Yaklastiginizda, sevdiginizde, ellediginizde veya kucaginiza aldiginizda idrarini yapar.
89. Glin boyu veya gece yalniz kaldiginda idrarini yapar.

90. Giin boyu veya gece yalniz kaldiginda digkisini yapar.

91. Hiperaktif, huzursuz, sakinlesme konusunda problem yasar.

92. Oyuncu, yavru bir kbpege benzeyen karakterinin olusu, girilticd.

93. Aktif, enerjik, stirekli hareket halinde.

94. Gozle gorulmeyen seylere gozlerini dikerek dikkatli bir sekilde bakar.

95. Sinekleri (gbzle gorilmeyen/hayali) 1sirmaya calisir, havada kapma hareketi yapjr.
96. Kendi kuyrugunu kovalar.

97. Golgeleri, 151kl noktalari vb. kovalar / takip eder.

98. Panige kapildiginda veya heyecanlandiginda israrla havlar.

99. Kendisini agir derecede yalar.

100. insanlari veya nesneleri agir derecede yalar.

101. Bunlarin diginda tuhaf, garip veya tekrarlayip duran davraniglar gosterir. *
* Kisaca agiklayiniz:

=
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