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KRONIK SOSYAL iZOLASYON STRESINE MARUZ KALAN
ADOLESAN ERKEK FARELERDE SULFORAFANIN, BiLiSSEL
FONKSIYONLAR, DAVRANIS VE HIPOKAMPUS -
PREFRONTAL KORTEKS BDNF, TNF-A, IL-6, MDA,
GLUTATYON SEVIYELERINE ETKILERI

Yiiksek Lisans Tezi

Yesim Cemre ATAROGLU
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTIiTUSU

Fizyoloji Anabilim Dal
OZET

Bu calismada, kronik sosyal..izolasyon stresine maruz kalan addlesan erkek
farelerde Siilforafanin, bilissel fonksiyonlar, davranis ve hipokampus-prefrontal
korteks BDNF, TNF-a, IL-6, MDA, Glutatyon seviyelerine etkileri incelendi.

Calismada, 28 giinliik, 42 Balb/c erkek fare ideal kosullarda barindirildi. Deney
gruplart: kontrol (K), sosyal izole (SI), erken siilforafan (ESFN), ge¢ Siilforafan
(GSFN), sosyal izole-erken Siilforafan (SI+ESFN), sosyal izole-ge¢ Siilforafan
(SI+GSFN). Sosyal izole gruplar 4 hafta boyunca ayr kafeslerde, digerleri grup
halinde barindirilmistir. ESFN ve SI+ESFN gruplari, sosyal izolasyonun ilk 7 giinii 10
mg/kg Siilforafan (SFN) intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. GSFN ve SI+GSFN
gruplari, sosyal izolasyonun son 7 giinii 10 mg/kg SFN i.p. verildi. Agik alan (OF),
Kuyruktan asma (TST), Zorunlu Yiizme (FST) ve Morris Su Labirenti (MWM)
davranig testleri 4 haftanin sonunda yapilmistir. Deneylerin sonunda fareler sakrifiye
edildi, Prefrontal korteks (PFC)-hipokampusta ELISA yontemiyle BDNF, TNF-a, IL-
6, MDA, glutatyon diizeyleri 6lgiildii. Istatistiksel olarak gruplar arasindaki farklar
SPSS IBM programi ile One-way ANOVA ve Tekrarli ANOVA, post-hoc LSD testi
ile degerlendirildi.

OF’de GSFN grubu orta alanda daha fazla zaman gecirdi. TST de SI grubunun
immobilite stiresi artt1; SIFESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin immobilite siireleri
azaldi. FST’de ESFN, GSFN, SI+ESFN ve SI+GSFN gruplarinin tirmanma siireleri
artt1; SI+ESFN ve SI+GSFN gruplariin immobilite siiresi azaldi. MWM’de K, GSFN,
SI+ESFN gruplari, gizli platformun yerini daha iyi 6grendi; probe trialde SI grubunun
hedef kadranda bulunma stiresi ve kognitif fonksiyonlar1 daha diisiiktii. Hipokampus
BDNF seviyesi SI+ESFN ve SI+GSFN gruplarinda; hipokampus TNF-o seviyesi
ESFN ve SI+ESFN gruplarinda; PFC’de IL-6 seviyesi SI grubunda; hipokampus IL-6
seviyesi SI, ESFN, GSFN gruplarinda; PFC’de ve hipokampusta MDA seviyesi SI
grubunda yiiksekti. PFC’de néron sayisi SI+ESFN, GSFN, SI+GSFN gruplarinda,
hipokampusta ndron sayist SIFESFN, SI+GSFN gruplarinda yiiksekti.

Sosyal izolasyon ile artan depresyon benzeri davranislar, biligsel fonksiyonlarin
azalmasi, stresin viicutta yarattig1 hiicresel yikim, daha biiyiik hastaliklarin baglangici



olabilir. Kronik stresin yarattig1 hasarlarin en aza indirilmesi ve gerileyen kognitif
fonksiyonlarin diizeltilmesi i¢in SFN’nin bir besin takviyesi olarak kullanilabilecegini
diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler; Siilforafan, depresyon, davranis, biligsel fonksiyon,
norotrofik faktor

Tezin sayfa adedi: 125
Damisman: Prof. Dr. Ayfer DAY



EFFECTS OF SULFORAPHANE ON COGNITIVE FUNCTIONS,
BEHAVIOR, AND BDNF, TNF-A, IL-6, MDA, GLUTATHIONE LEVELS iN
THE HiPPOCAMPUS AND PREFRONTAL CORTEX iN ADOLESCENT
MALE MICE EXPOSED TO CHRONIC SOCIAL ISOLATIiON STRESS

Master Thesis

YESIiM CEMRE ATAROGLU

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Physiology

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of Sulforaphane on
cognitive functions, behavior, and hippocampus-Prefrontal Cortex BDNF, TNF-a, IL-
6, MDA, and Glutathione levels in adolescent male mice exposed to chronic social
isolation.

Experimental groups: control (C), social isolation (Sl), early sulforaphane
(ESFN), late sulforaphane (LSFN), social isolation-early sulforaphane (SI+ESFN),
social isolation-late sulforaphane (SI+LSFN). Social isolation groups were housed in
separate cages for 4 weeks without receiving sensory cues; the others were housed in
groups. ESFN and SI+ESFN groups received 10 mg/kg sulforaphane (SFN)
intraperitoneally for the first 7 days of social isolation. LSFN and SI+LSFN groups
received 10 mg/kg SFN intraperitoneally for the last 7 days of social isolation. Open
field (OF), Tail suspension (TST), forced swimming (FST) and Morris Water Maze
(MWM) behavioral tests were performed at the end of 4 weeks. At the end of the
experiments, mice were sacrificed and BDNF, TNF-a, IL-6, MDA, and glutathione
levels were measured in the prefrontal cortex (PFC)-hippocampus by ELISA.
Statistical differences between the groups were evaluated with One-way ANOVA and
Repeated ANOVA, post-hoc LSD test with SPSS IBM program.

In OF, LSFN group spent more time in the middle area. In TST, immobility
time of Sl group increased; immobility time of SI+ESFN, LSFN and SI+LSFN groups
decreased. In FST, climbing time of ESFN, LSFN, SI+ESFN and SI+LSFN groups
increased; immobility time of SI+ESFN and SI+LSFN groups decreased. In MWM,
C, LSFN, SI+ESFN groups learned the location of the hidden platform better; in probe
trial, target quadrant duration and cognitive functions of SI group were lower.
Hippocampus BDNF level was high in SI+ESFN and SI+LSFN groups; hippocampus
TNF-a level was high in ESFN and SI+ESFN groups; IL-6 level in PFC was high in
Sl group; hippocampus IL-6 level was high in SI, ESFN, LSFN groups; MDA level in
PFC and hippocampus was high in SI group. The number of neurons in the PFC was
found to be high in the SI+ESFN, LSFN, SI+LSFN groups, and the number of neurons
in the hippocampus was found to be high in the SI+ESFN, SI+LSFN groups.

When the findings are evaluated, depressive-like behaviors that increase with
social isolation, decreases in learning-memory and cognitive functions, and cellular

Vi



destruction caused by stress in the body may be the beginning of greater disorders. We
think that SFN use should be added to nutrition in order to minimize the damage caused
by chronic stress and to correct declining cognitive functions.

Keywords; Sulforaphane, depression, behavior, cognitive function,
neurotrophic factor

Page number: 125
Advisor: Prof. Dr. Ayfer DAY
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Sosyal etkilesim, insanlarda ve hayvanlarda hem fiziksel saglik hem de mental
saglik i¢in Kilit rol oynamaktadir. 2020°de baslayan koronaviriis salgini1 Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan pandemi olarak ilan edilmistir. Pandemi ile birlikte hayatimiza giren
Sosyal Izolasyon kavrami, her yastan insani etkileyen bir stres faktdrii olmustur (1).
Fakat giiniimiizde sosyal izolasyonun neden oldugu stres, fiziksel ve mental sagligi
etkileyen onemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Kronik Sosyal izolasyon,
artan morbidite ve mortalite ile birlikte azalan yasam kalitesi igin risk faktoridiir (2).
Stresin neden oldugu beyin islevlerindeki bozukluklar, bilgiyi 6grenme, isleme
yeteneginde azalma, hatirlama ve bilissel gerileme ile baglantili oldugu bildirilmistir
(3). Ozellikle erken yasta yalniz kalmanin beyinde norogelisimsel bozukluklara yol

actig1 bilinmektedir (2).

Ergenligin, beynin strese karsi savunmasiz kaldigi dénem oldugu O6ne
stiriilmektedir. Ergenlik; stres tepkileri, kaygi, depresyon ve biligsel gelisim ile ilgili
sosyal etkilesim baglantilarinin kuruldugu kritik donemdir (4). Hayvan c¢alismalarinda
kronik sosyal izolasyon stresinin, 6zellikle yasamin erken doneminde, hipotalamik-
hipofiz-adrenal aksini aktive ettigini ve monoaminerjik, glutamaterjik ve GABAerjik
norotransmiter Sistemlerini etkileyerek serotonin dongiisiinde uzun siireli azalmalara
ve dopamin reseptor duyarliliginda degisikliklere neden oldugunu gostermektedir. Bu
etkiler ergenlik donemindeki stresorlerin, yasamin diger evrelerinden daha fazla

algilanmasina neden olmaktadir (5,6).

Hipokampus, duygu, kaygi, korku ve stresin diizenlenmesinde, 6grenme ve
bellek islevlerinde dnemli rol oynayan, limbik sistemde bulunan bir bolgedir. Gyrus
Dentatus ve Cornu Ammonis ad1 verilen 2 allokorteks laminadan olusmaktadir. Uzun
stireli bellek ve yeni sinaps olusumda ve gii¢lendirilmesinden gorevlidir (7). Ergenlik
doneminde noral gelisim devam eder. Yetiskinlige kiyasla ergenlikte, hipokampusun
gelismesi ve hipokampal norojenez daha hizli goriiliir. Bu nedenle, strese bagh

hipokampal fonksiyon degisiklikleri ¢esitli norolojik ve psikiyatrik hastaliklar ile



iliskilidir (8). Ornegin travmatik beyin hasari, depresyon, anksiyete, epilepsi,

Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda hipokampus etkilenir ve iglevi bozulabilir.

Prefrontal korteks (PFC), bilis, duygu ve davranis bozukluklari ile iligkilidir
(9). Farelerde ergenlik doneminde PFC ve hipokampus gelisimi ¢ok hizlidir. Hizl
gelisen bu yapilarda reseptor duyarlilig: fazla oldugu igin herhangi bir streste duygu,
kaygi, O0grenme ve bellek gibi islevler etkilenebilmektedir (5). Yetiskinlerle
kiyaslandiginda ergenlikte, dendritik yogunlugun ve hiicre proliferasyon hizinin

yiiksek oldugu goriilmektedir (10).

Siilforafan (4-metilsiilfinilbiitil izotiyosiyanat, SFN), brokoli, karnabahar,
lahana ve briiksel lahanas1 gibi Brassica (Turpgiller) ailesinde bulunan izotiyosiyanat
(ITC) grubuna ait alifatik bir organosiilfiir bilesiktir (11). ITC’lar antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ve sitoprotektif 6zellikleri ile bilinirler. Hiicrede vakuolde
tutulan glukozinolatlarin mirozinaz enzimi ile parcalanmasiyla olusurlar. Brokoliden
elde edilen SFN, mikrobiyota tarafindan pargalanip doniistiiriilebilir (12). Sindirilen
SFN ve metabolitlerinin, kan-beyin bariyerinden (KBB) gegebildigi bildirilmistir.
Farelerde yapilan bir c¢alismada SFN gavajindan sonra, ventral orta beyin

(mezensefalon) ve striatumda SFN biriktigi gozlenmistir (13).

Siilforafan, ¢oklu antioksidan yanitlarini diizenleyebilen ve noronlar1 oksidatif
hasarlara karsi koruyabilen Niikleer Eritroid-2 faktorii (Nrf2)’nin gii¢li bir
aktivatoriidiir (14, 15). Yapilan bir ¢alismada SFN’nin, Nrf2 nin hedef genleri olan
HO-1, NQO1 ve UGT1A1'i ve Nrf2’nin hiicresel translokasyonunu énemli Olciide
arttirdigr gosterilmistir (16). Kronik oksidatif stres ve inflamasyon, psikiyatrik
hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok kronik hastaligindan patogenezinde rol oynar.
SFN, Nrf2 aktivasyonunu arttirarak hiicreyi stres kaynakli hasardan korumaktadir

(17).

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF-Brain Derived Neurotrophic Factor),
stres kaynakli hipokampustaki hasari hafifletebilen bir trofik faktér olarak
bildirilmistir. BDNF’in serotonerjik, dopaminerjik anksiyolitik etkilere sahip bir
modiilatér ajan oldugu bilinmektedir. Bunun yan1 sira néron biiylimesi ve plastisitesi
tizerinde trofik etkileri de bulunmaktadir (18). BDNF ayrica stres ve kaygi

durumlarinda davraniglart diizenledigi bildirilmistir. Depresyonda serum BDNF



seviyesi azalirken, sosyal izole hayvanlarda hipokampus BDNF seviyesinin azaldig1
goriilmiistiir (19). Hayvanlarda yapilan psikiyatrik bozukluklarin modellenmesinde
genellikle kronik stres modelleri gelistirilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda genellikle
hipotalamik-hipofiz-adrenal aksi etkilenmekte ve strese duyarli bolge olan
hipokampusta BDNF ve mRNA’nin asagi regiilasyonuna neden olmaktadir (20). Bir
calismada sosyal izole sicanlarda, medial PFC’te kontrol grubuna kiyasla BNDF

seviyelerinin azaldig bildirilmistir (21).

Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a), inflamasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilasma ve apoptoz sirasinda immiin yanit1 etkileyen bir proinflamatuar sitokindir
(22). Akut veya kronik sosyal izolasyon stresinin TNF-a seviyelerini etkiledigi,
depresyon ve anksiyete benzeri davraniglarin goriilebilecegi bildirilmistir. Akut sosyal
izole hayvanlarda yapilan bir ¢alismada, hipokampusta TNF-a seviyeleri artis
gostermistir; fakat herhangi anlamli bir davranis degisikligi goriilmemistir (23).
Kronik sosyal izole hayvanlarda yapilan bir ¢aligmada ise izole grubun kontrol
grubuna kiyasla TNF-qa seviyelerinin anlamli olarak arttigi, depresyon ve anksiyete

benzeri davraniglarin 6nemli dl¢iide etkiledigi bildirilmistir (24).

Interlokin-6 (IL-6), pleiotropik bir proinflamatuar sitokindir. Serbestlesmesi
kronik inflamasyon ve otoimmiin hastaliklar ile iligkilendirilmistir (25). Yapilan
calismalarda IL-6 seviyesinin artmasi, hiicre proliferasyonun azalmasi bildirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada sosyal izole farelerde, PFC’de 1L-6 seviyesinin 6nemli olgiide

artt1g1 ve remiyelinizasyonun bozuldugu goriilmiistiir (26).

Cesitli stres etkenleri, oksidatif strese neden olarak organizmanin redoks
dengesini bozabilir. Kronik stres, artan reaktif oksijen tiirleri ile birlikte hiicrede
oksidatif hasara neden olabilir (27). Oksidatif stresin biyolojik belirtecleri arasinda
oksidatif hasar belirtegleri, antioksidan enzimler ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tretimi yer alir. Oksidatif hasar genellikle protein karbonil gruplart gibi lipit
peroksidasyon iriinlerinin  konsantrasyonunun  Ol¢iilmesiyle  degerlendirilir.
Malondialdehit (MDA) enzimatik ve enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu
sonucunda olusan ikincil bir metabolittir. (29). Glutatyon (GSH) gibi antioksidan
enzimler genellikle antioksidan savunma sistemi verimliligini 6lgmek igin

degerlendirilir (30). Ayrica GSH, ROS ile reaksiyonlarda ilk kez hiicre i¢i redoks



durumunu diizenleyen ve hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan baslica enzimatik
olmayan antioksidandir (31). Yapilan ¢alismada, kronik stresin, siganlarda beyin
dokusunda lipit ve protein hasarmin yani sira antioksidan enzimatik aktivitelerin ve
GSH seviyelerinin azalmasina neden oldugunu géstermistir (32). Kronik sosyal izole
sicanlarda yapilan ¢aligmada, stresin PFC’de MDA seviyelerini arttirdigs;
hipokampusta anlamli bir farklilik olmadigi bildirilmistir. Bunun yam sira PFC ve

hipokampusta GSH seviyeleri anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (33).

I¢c ve dis faktdrler beynin gelisimine olumsuz etki etmektedir. Son bilimsel
gelismeler, kronik sosyal izolasyonun oksidatif ve inflamasyon sistemlerindeki
sorunlara yol agtigini1 gostermektedir. Yetiskin farelerde yapilan bir ¢alismada, kronik
stresin serum TNF-a ve IL-6 diizeylerinin anlamli 6l¢iide arttirdigi; SFN verildiginde
ise TNF-o ve IL-6’nin anlamli olarak azalip kontrol grup degerlerine yaklastig
bildirilmistir (34). Kronik stresin beyinde PFC ve hipokampusii etkiledigi
bilinmektedir. Yapilan baska bir ¢aligmada, Lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen
depresyon benzeri farelerde, farelerin PFC ve hipokampusiinde, postsinaptik yogunluk
proteini-95 (PSD-95) ve AMPA reseptorii GluA 1’in yani sira BDNF ve dendritik spine
yogunlugunu da iceren beyin sinaptik belirteclerinin seviyelerinin belirgin sekilde

azaldigini bulmuslardir (35).
1.2. Arastirmanin Amaci

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismanin amaci; kronik sosyal izolasyon stresine maruz
kalan adolesan erkek farelerde Siilforanin, biligsel fonksiyonlar, davranis ve
hipokampus ve PFC bolgesinde BDNF, TNF-a, IL-6, MDA ve Glutatyon seviyelerine

etkilerini arastirmaktir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Arastirmaya iligkin hipotezler asagida belirtilmistir;

TEZ ADI: Kronik sosyal izolasyon stresine maruz kalan addlesan erkek
farelerde Silforafanin, (Bagimsiz Degisken) bilissel fonksiyonlar, davranis ve
Hipokampus - Prefrontal Korteks BDNF, TNF-a, IL-6, MDA, Glutatyon seviyelerine
etkileri (Bagimh Degisken)



HO : Kronik sosyal izolasyon stresine maruz kalan addlesan erkek farelerde
Siilforafanin, biligsel fonksiyonlar, davranig ve Hipokampus - Prefrontal Korteks
BDNF, TNF-a, IL-6, MDA, Glutatyon seviyelerine olumlu veya olumsuz etkisi
yoktur.

H1 : Kronik sosyal izolasyon stresine maruz kalan addlesan erkek farelerde
Siilforafanin, bilissel fonksiyonlar, davranis ve Hipokampus - Prefrontal Korteks
BDNF, TNF-a, IL-6, MDA, Glutatyon seviyelerine olumlu bir etkisi olabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Stres
2.1.1. Tanimi ve Tarihgesi

Stres kavrami, Latince ‘stringo’ kelimesinden dilimize gecen bir kelimedir. 14.
yiizy1lda Ingiliz diline ‘fiziksel bir sikint1 bi¢imi’ olarak ge¢mistir. Zamanla anlamsal
degisikliklere ugrayarak 17. yilizyilda ‘i¢sel sikint1’ anlamiyla kullanilmaya baglamistir
(36).

Stres, organizmanin immiin, ndroendokrin ve metabolik yollarin1 olumsuz
etkileyerek homeostazisin bozulmasina neden olur. Beyin stres degisimlerinin anahtar
organidir. Beyin icindeki dagitilmis ve dinamik bir sinir devresi, belirli stres
faktorlerinin dayattig: talepleri karsilamak i¢in davranigsal ve fizyolojik stres tepki
sistemlerini koordine eder, izler ve kalibre eder. Bununla birlikte kiigiik yaslarda strese

maruz kalmak bu koordinasyonu ve plastisiteyi de bozmaktadir (37).

Adolesanlarda, hizli ve aktif beyin gelisimi goriilmektedir. Herhangi bir dis stres
faktorli beyin gelisimini olumsuz etkilemesi ile birlikte depresyon benzeri davranisa
neden oldugu bildirilmektedir (5). Yapilan bir ¢alismada addlesan dénemdeki disi ve
erkek farelerde stres sonrasi depresyon benzeri davranista anlamli bir farklilik
bildirilmemistir (38). Adolesan disi farelerin seks hormonlarindan dolayr stres
etmenlerine daha duyarli oldugu diisliniilmektedir. Fakat erkek farelerde stres

etmenlerinin etkiledigi bolgelerin daha fazla oldugu diistintilmektedir (39).
2.1.2.  Stres-HPA [liskisi

Stres, biyukligi ve/veya siliresi agisindan diizensiz olmasit durumunda
homeostaz, biiyiime, gelisme, metabolizma, dolagim, lireme, immiin yanit, bilis ve
davranig gibi bircok hayati fizyolojik fonksiyon ilizerinde olumsuz etkilerin ortaya
¢ikmasina neden olur. Tiim canli organizmalar, homeostazlarin1 tehdit eden veya
tehdit edici olarak algilanan ¢esitli stres uyaranlarina kars1 yiiksek diizeyde korunan
ve diizenleyici bir sistem gelistirmistir. Bu noroendokrin sistemlerden biri

Hipotalamik-Hipofiz-Adrenal (HPA) aksidir (40).



Organizmanin strese yaniti, ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal efektor
molekiillerin varligiyla saglanir. HPA aksinin olusumunda, aktivasyonunda ve
diizenlenmesinde gonadal hormonlar anahtar rol oynar (41). HPA aksinin son tiriinleri
olan glukokortikoidler, hem dinlenme hem de strese bagli homeostazisin

korunmasinda temel bir rol oynar (40).

Gonadal steroidler, salgilayici faktorlere, norotransmiterlere ve hormonlara
verilen tepkiyi ve duyarliligi etkileyerek, dolasimdaki stres hormonlarinin diizeylerini
degistirmek HPA aksmin kazanimini diizenlemeye yardimci olur. Stres varliginda
noronal yanit, sempatik sinirlerin uyarilmasi ve hemen ardindan adrenal medullanin
uyarilmasi ve hormon salgilamasi ile baslar (42). Erken yastan yetiskinlige kadar
gonadal steroidler, HPA aksini farkli sekilde etkileyebilir ve bu aksin duyarliliginda
cinsiyet farkliliklarina neden olabilir. Stresorlere karst akut HPA yanit1 faydali bir
yanit olmasina ragmen, bu devrenin kronik veya travmatik stresli donemler tarafindan
stirekli olarak etkinlestirilmesi, HPA aksinda diizensizlige yol agabilir ve patolojiye
neden olabilir (41).

HPA aksinin aktivitesi, uyarici sinyaller ve negatif geri besleme dongiilerinden
olusur. Bu néroendokrin aks, hipotalamusun ‘Paraventrikiiler Niikleus (PVN)’, hipofiz
bezi ve adrenal bezlerde olusur. Stres varligi, hipotalamustaki PVN bdolgesinde yer
alan noronlar tarafindan kortikotropin salinim hormonu (CRH) ve arjinin-vazopressin

(AVP) sentezini ve salinimini tetikler (43,44).

CRH, hipofiz portal sistemi yoluyla hipofiz bezinin 6n lobuna ulasir ve onun
aymi kokenli G-proteinine bagli reseptoriine baglanarak adrenokortikotropik
hormonun (ACTH) iiretimine ve sistemik dolasima salinmasina yol agar (45). ACTH,
zona fasikiilatanin adrenokortikal hiicrelerinin transmembran G-protein baglh
reseptOriine baglandiktan sonra, proteinlerin aktivitesini ve glukokortikoidlerin
biyosentetik yolunda yer alan genlerin ekspresyonunu indiikler (insanlarda kortizol,
kemirgenlerde kortikosteron). Ayrica ACTH, zona retikiilaris tarafindan adrenal
androjen sekresyonunu diizenler ve zona glomerulosa tarafindan aldosteron

sekresyonunun kontroliine katilir (46).

HPA aksmin son tiriinleri olan glukokortikoidler, hemen hemen tiim doku ve

organlarda pleiotropik etkileri olan steroid hormonlardir. Bu molekiiller, HPA aksinin



bazal aktivitesini diizenler ve esas olarak hipotalamus ve hipofiz bezine etki ederek
stres yanitini sona erdirir, bdylece sirasiyla CRH ve ACTH salgilanmasi iizerinde
negatif geri bildirim dongiileri olusturur. Bu negatif geri bildirim mekanizmalarina,
ozellikle ACTH durumunda, genomik olmayan hizli glukokortikoid etkilerinin de
aracilik ettigi goriilmektedir (47).

Organizmanin herhangi bir strese maruz kalmasi hipotalamus ve beyin sapini
etkiler. CRH ve AVP’ye duyarli néronlar daha ¢ok bu bdlgede konumlanmustir (48).
Organizmanin stresore verdigi tepki, HPA aks1 ve otonom sinir sistemi tarafindan
kontrol edilir (49). Stresére maruz kalma siiresi/yogunlugu organizmada kisa ve uzun
stireli fizyolojik tepkilerin goriilmesine neden olur. Kalp atisinin hizi, kan basinci,
kortizol salinimi (kemirgenlerde kortikosteron salinir) gibi kisa siireli tepkiler
goriilebilir. Uzun stireli strese maruz kalmada saldirganlik, yeme-igme davranisinin
artmast veya azalmasi, davranig degisikligi gibi uzun siireli fizyolojik etkiler
goriilmektedir (50). Bununla birlikte kronik strese maruz kalmanin HPA aktivitesinin
diizensizligine ve salgilanan glukokortikoid direncine bagli periferik bagisiklik
sisteminin hiperaktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Yapilan bir ¢aligmada,
major depresyon tanili hastalarla kontrol grubu karsilastirtlmistir. Calismada plazma
ve beyin omurilik sivisinda (BOS), CRP ve proinflamatuar sitokinlere (TNF-a, IL-6,
IL-18) bakildiginda depresyon tanili hastalarda anlamli Olclide yiiksek oldugu
bildirilmistir (51).

Kronik stresin HPA aktivasyonun diizensizligi ile birlikte bagisiklik hiicrelerini
de etkiledigi bildirilmistir. Bagisiklik sisteminin diizensiz ¢alismasi dogal bagisiklik
sistemi hiicrelerini (DAMP) de etkiler. DAMP hiicreleri proinflamatuar sitokinlerin
salinimina neden olur. DAMP hiicrelerinin kronik hiicre dis1 salinimi1 ve DAMP-PRR
(DAMP hiicrelerinin salmimmini tetikleyen gen bolgesi) periferik ve merkezi
inflamasyonu hizlandiran bir ileri besleme déngiisii olusturur (52). Inflamatuar
sitokinlerin daha yiiksek plazma seviyeleri, IL-1P, IL-6 ve TNF-a, daha biiyiik
depresyon benzeri semptomlar ile iliskilidir. Sitokinler HPA aksini daha duyarli hale
getirir, negatif geri besleme dongiisiinii bozar ve inflamatuar reaksiyonlar1 daha da
artirtr (53). Periferik inflamasyon, kan-beyin bariyerinin bozulmasi, immiin hiicre
trafigi ve glial hiicrelerin aktivasyonu gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla merkezi

inflamasyonu (néroinflamasyon) siddetlendirir (54). Aktive edilmis glial hiicreler,



sitokinleri, kemokinleri ve reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini ekstra sinaptik bosluga
salarak norotransmiter sistemlerini diizenler, uyarici/inhibitdr oranini dengesizlestirir
ve sinir devrelerinin plastisitesini ve adaptasyonunu bozar. Ozellikle mikroglial

aktivasyon ve toksisite, noroinflamasyonun patofizyolojisinde merkezi bir rol oynar

(55).

Kronik stres, HPA aksinin hiperaktivitesine neden olmakla beraber PFC,
hipokampus, Nucleus Accumbens (NAc) ve amigdaladaki serotonerjik (5-HT)
reseptorleri de etkiler (56). 5-HT, mezensefalonda néronlardaki esansiyel amino asit
I-triptofandan, merkezi beyindeki 5-HT projeksiyonlarinin ana kaynagini temsil eden
Dorsal Raphe (DR) ¢ekirdekleri tarafindan tiretilir. Ruh hali diizenlemesinde ve stres
tepkisinde yer alan ve 5-HT reseptorlerini eksprese eden hemen hemen tiim
kortikolimbik yapilar, DR kaynakli aksonlar tarafindan biiyiik 6l¢iide innerve edilir
(57) Strese bagli olarak bu bolgelerdeki serotonin reseptorlerinde artis goriilmektedir
(56). Serotoninin diizensiz aktivasyonu ruh hali, depresif ve anksiyetik davransslar,
istah ve uyku diizeni gibi fizyolojik siireclerle iliskilendirilmistir (58,59). Ozellikle
kronik stresin, serotonerjik norotransmisyon ve HPA aksi ile iligkisi hipokampal
plastisiteyi ve norogenezi olumsuz etkiledigi bildirilmistir  (60). Kronik
Ongoriilemeyen strese maruz kalan sicanlarda yapilan bir caligmada, stresli
hayvanlarda spontan 5-HT noronlarinin sayisinin azaldigi ve ilgili reseptoriin
duyarsizlastig1 bildirilmistir. 5-HT ile tedavi sonrasi ilerleyen anhedoni davranista
azalmalar bildirilmistir (61). Adrenal beze elektrot yerlestirilen siganlarda, kronik
strese maruz kaldiktan sonra ACTH frekansinin ve seviyelerinin anlamli 6lciide

yiikseldigi ve depresyon benzeri davranis sergiledigi gosterilmistir (62).

Kronik stres, olumsuz néroimmiin ne néroendokrin etkilere neden olmaktadir.
Diizensiz HPA hiperaktivitesinin glukokortikoid seviyelerini arttig1, depresyon
benzeri davranisa neden oldugu ve beyinde fonksiyonel ve yapisal hasara neden
oldugu goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada SFN takviyesinin depresyon benzeri
davranigi anlamli Ol¢lide azalttigi, serum kortikosteron, ACTH, IL-6 ve TNF-a

seviyelerini azalttig1 ve artisina engel oldugu gosterilmistir (34).



2.1.3.  Stres ve Noroinflamasyon Iliskisi

Noroinflamasyon, kan-beyin bariyerinde bulunan endotel hiicrelerin
aktivasyonunu, astrositler ve mikroglia, immiin sistem hiicrelerinin ve plazma
proteinlerinin  beyin dokusuna infiltrasyonu ve inflamasyonu ile iliskili
biyobelirteglerin beyin dokusu ile etkilesimini i¢eren bir olaydir (63). Beyin kronik
strese kars1 ndroinflamasyon yanit1 olusturur. Inflamasyon yanitin1 artmasi sitokin
saliniminin artmasina, reaktif oksijen tiirlerinin hiicrede artmasina bagli olarak hiicre
hasar1 ve Olimiine sebep olmaktadir. Bu kronik dongii, néroendokrin degisiklere,
fizyolojik ve fonksiyonel yetersizliklere, davranis degisiklerine ve neden
olabilmektedir (54).

Inflamatuar yamitin artmasi genelde oksidatif stresin artmasma bagldir.
Inflamatuar hiicreler oksidatif strese neden olan ROS belirteclerini salgilar (64).
Organizmada, oksidasyon ve redoks mekanizmalart bir dengede oldugu zaman
inflamatuar yanit bir savunma sistemi olarak iglev goriir fakat psikiyatrik ve
norodejeneratif hastaliklarda redoks dengesizligi goriilmektedir. Bu nedenle

inflamatuar yanitin dengesizligi néroinflamasyona neden olur (65,66).

Noroinflamasyonun ana unsuru mikroglia aktivasyonudur. Mikroglia, stres,
travma, hastalik veya patoloji nedeniyle ortaya ¢ikan beyin homeostazisindeki
dengesizliklere hizla yanmit verir. Mikroglia aktivasyonu, noroinflamasyon ve
norodejenerasyondan sorumlu ¢esitli inflamatuar ve sitotoksik bilesenlerin
salinmasina neden olur (67). Hasarli beyin dokusunu ve patojenik ajanlar
temizleyerek beyinde yerlesik dogustan gelen bagisiklik tepkisi hiicreleri olarak gérev
yapan mikroglial hiicreler ve hem KBB'nin perisitleri hem de néronlarin sinapslari ile
yakindan iliskili olan astrositler, hiicre dig1 glutamat seviyelerinin diizenlenmesinde ve

beyin mikrosirkiilasyonunun dinamik kontroliinde 6nemli bir role sahiptir (68).

Mikroglial hiicreler, diger beyin hiicrelerinden farkli olarak periferik
makrofajlarla ortak bir kdkene sahiptir ve iglevlerini yerine getirmek i¢in yeterli sayiy1
korumak i¢in giiclii bir rejeneratif kapasiteye sahiptir (69). Bu hiicreler fonksiyonel
durumlarina gore morfolojik doniisiimlere ugrarlar. Dinlenme halinde ve ndbetgi
durumdayken mikroglial hiicreler dallanma gosterir. Mikroglia, NOD benzeri reseptor

pirin alan1 igeren-3 (NLRP3) inflamatuarinin aktivasyonunun kemokin ve sitokinlerin
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salgilanmasini uyardigi ( IL-1p, IL-6 ve TNF-a, ayrica indiiklenebilir Nitrik Oksit
Sentaz (NOS), siklooksijenaz (COX) ve matris metaloproteinaz) aktive edilmis

fenotipe (yani M1 mikroglia) dogru hareket eder (70,71).

Mikroglial hiicreler ayrica daha etkili bir yanit i¢in enfeksiyon veya beyin
hasar1 bolgesine mikroglialari toplar (72). M2 mikroglia adi verilen diger mikroglia
fenotipi, M1'in neden oldugu hasar1 ve norotoksisiteyi 6nlemektedir. M2 fenotipi,
apoptotik hiicrelerin alim1 veya miyelin dokiintiilerine maruz kalmanin yani sira anti-
inflamatuar sitokinler (IL-4, IL-10 ve doniistiiriicii biiylime faktorii-TGF) yoluyla
indiiklenmektedir. M2 hiicreleri anti-enflamasyonu, doku onarimini ve hiicre dis1

yeniden yapilanmay1 ve ayrica norojenezi destekledigi bildirilmistir (73,74).

Aktive edilmis mikroglialarin depresyon benzeri davranis ile iliskili oldugunun
dogrulanmasi ilk kez hayvan ¢alismalarindan elde edilmistir. Kronik hafif strese maruz
kalan farelerde hipokampus ve amigdalada, 6zellikle periferik bagisiklik hiicreleri ve
mikroglia tarafindan ifade edildigi bilinen CD11b'nin (75), depresyonla iliskili ¢esitli
beyin yapilarinda arttigi gosterilmistir. Kronik hafif strese (UCMS) maruz kalan
farelerde hipokampus ve amigdala (76). Bu CD11b asir1 ekspresyonunun, kronik hafif
stresin neden oldugu davranigsal ve ndroendokrin degisikliklerin normallesmesine
paralel olarak bir antidepresan tedavisi (fluoksetin) ile tersine ¢evrildigi bulunmustur
(76). Yapilan bagka bir ¢alismada kronik hafif strese maruz kalan siganlarda,
mikroglial aktivasyonun ve sitokinlerin (IL-6, IL-1B, TNF-a ve MCP-1) anlaml

oOlgiide arttig1 ve depresyon benzeri davranisa neden oldugu bildirilmistir (77).

Mikroglia aktivasyonu ve sinyallesme mekanizmasi ile inflamasyon yanitinin
degerlendirildigi bir ¢calismada, mikroglial hiicreler LPS araciligiyla aktiflestirilmistir.
Tedavi 6ncesi ve sonrasi hiicrelere SFN verilmistir. SEN’nin aktiflestirilmis mikroglial
hiiclerin seviyesini 6nemli 6l¢iide azalttig1, mikroglial sinyallesmede rol alan MAPK
yolaginin fosforilasyon seviyesini de anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir. Ayrica
calismada proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-18, TNF-a) ve inflamatuar aracilarin

(INOS, COX-2, NO ve PGE2) ekspresyonlarinin azaldigi da bildirilmistir (78).
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2.1.4, Prefrontal Korteks

Prefrontal korteks frontal lobun korteksi ve beyinde beyaz cevherin altinda
bulunan davranislarin biitiin bilesenlerinin baglantilarin1 yapan limbik sistemle ve
onlar1 biitiinlestiren, dnemli duyu ve motor sistemlerinin arasindaki sinyallesmenin ve
geri bildirim dongiilerinin yer aldigi alandir (79). Duyusal neokortikal ve motor
sistemler ve ¢ok cesitli subkortikal yapilar ile ortiisen bir baglantt modeline sahip,
birbirine bagli bir neokortikal alanlar kiimesidir. Beyinde davranigsal, algisal ve motor
becerileri ile ilgili mekanizmalari kontrol eden bolgelerden biridir (80,81). PFC, temel
duyusal analizler, 6grenme, duygu ve diisiincelere baglh gergeklestirilen davranislar,

psikomotor hiz ve dikkat {izerine islevlerde 6nemli bir role sahiptir (82).

Stresin bilis tizerindeki etkilerine dair ilk ¢alismalar, II. Diinya Savasi’ndan
sonra baris zamaninda pilotlarin savas stresi sirasinda zihinsel hatalar nedeniyle
ucaklarimi siklikla digiirdiigii gézlemlerine dayanarak baslamistir (83). Kemirgenlerde
ise stres-performans iliskisine dair ilk caligmalar 6grenilmis caresizlik modeli ile
denenmistir. Hayvanlarda kontrol edilemeyen stresin dikkat eksikligi yarattigi,

davranis testlerinde anlamli olumsuz degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (84).
2.1.5.  Stres ve Prefrontal Korteks Iliskisi

Yetiskin veya gelismekte olan beyin, ndronal degisim, dendritik sekillenme ve
sinaps dongiisii dahil stresli ve diger siireglere yanit olarak yapisal ve islevsel esneklik
gosterme konusunda dikkate deger bir yetenege sahiptir. Stres, bilige, karar vermeye,
kaygiya ve ruh haline hizmet eden néronlarda bir dengesizlige neden olabilmektedir.
Fakat bu davraniglarin ve davranis durumlarinin ifadesini artirabilir veya azaltabilir.
Bu dengesizlik, noroendokrin, otonomik, immiin ve metabolik aracilar araciligiyla
sistemik fizyolojiyi etkilemektedir. Kisa vadede bu degisiklikler uyum saglayici
oldugu bildirilmistir; ancak stres ve noronlardaki degisikliklerle birlikte davranis
durumu da devam ederse, olumsuz farmakolojik ve davranissal degisikliklere neden
olabilmektedir (85).

Ergenlik donemi ndron gelisimi ve plastisite i¢in aktif bir donemdir.
Noroanatomik olarak, PFC ergenlikte sinaptik ve noéronal yogunlugun azalmasi,

dendritlerin biiylimesi ve beyaz madde hacminde artis dahil olmak {izere 6nemli bir
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olgunlagmaya ugrar ve boylece karmagik bilissel islemlere uygun dagitilmig sinir
aglart olusur. Ayn1 zamanda, ¢esitli biligsel gorevlerin davranigsal performansi yasla
birlikte gelisir ve her bir gorevdeki performans arasindaki karsilikli iliskiler, gelisim
yoluyla zayiflar (86). Cok sayida ¢alisma, stresin hem ergen hem de yetiskin PFC'de
dendritik ¢ekilmelere ve sinaptik kayiplara neden oldugunu géstermistir (87,88,89,90).
Ancak yetigkin denekler stresli kosullardan uzaklastirildiginda dendritik dallanma
cinsiyete 6zgli bir sekilde stres Oncesi seviyelere iyilesebildigi bildirilmistir (91). Ayn
iyilesmeler ergenlik stresinin ardindan goriilmedigi bildirilmistir. Ayni ¢alisma, ergen
stresi sonrasinda azalan sinaptik yogunlugun hipokampus veya striatumda degil,
yalnizca PFC’de meydana geldigini bulmuslardir (90). Akut stresin siganlarda PFC ve
hipokampus aktivasyonunda degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (92). Kronik
stresin sicanlarda PFC’deki dendritik dallanmay1 anlaml 6l¢iide azalttig1, buna bagh

depresyon benzeri davranigin gelistigi bildirilmistir (34).

Stresorlerin, bilissel islev  lizerindeki etkilerinin  gergeklesmesinde
glukokortikoidlerin ve HPA aksinin da 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Kronik
strese maruz kalan sigcanlarda, strese bagli davranis testlerinde anlamli farkliliklarin
oldugu ve depresif/anksiyetik davranis sergiledigi bildirilmistir. Siganlarda kontrol
grubuna kiyasla kronik stresli grubun serum kortikosteron seviyelerinin anlamli olarak
arttig1 bildirilmistir. Aym1 ¢alismada kronik strese maruz kalan sicanlarda BDNF
seviyelerinin arttigi fakat anlamli bir farklilik olmadig: bildirilmistir (93).

2.1.6. Hipokampus

Insanlarda hipokampus, medial temporal lobun derinliklerine gémiilii uzun bir
yapidir. Bliyiik 6l¢iide bir denizatina olan benzedigi i¢in ‘Hippocampus’ adin1 almistir.
Kemirgenlerde hipokampus, neokorteksin hemen altinda yer alan nispeten biiyiik, kaju
seklinde bir yapidir. Uzun ekseninin bir kesiti, 'trisinaptik dongii' olarak adlandirilan
hipokampal anatomik goériintiidiir. Entorhinal korteks, dentat girus (DG) bolgesine
giden perforan yoluyla en giiclii uzantilariyla hipokampusa ana kortikal girdiyi saglar.
DG, yosunlu lif yolu araciligiyla CA3 bolgesine uzanir. CA3, Schaffer Teminat
yoluyla CA1 bolgesine uzanir. Son olarak CA1l entorhinal kortekse geri donerek

dongliyli tamamlar (94).
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Hipokampus, noronal aktivitenin yogun oldugu, duyusal ve duyusal olmayan
ndron girdilerine sahip bir bolgedir. Kemirgenlerde spesifik konum hatirlama, zaman-
mekansal bellegin temelini olusturan konum hiicreleri (place cells) vardir (95). Bir
hayvanin ortamdaki konumuna gore konum hiicrelerinin aktivasyonunun arttigi
diistiniilmektedir. Bu tekrarlanan aktivasyonun uzun siireli sinaptik giliglenmenin

(LTP) sinaps olusumuna katkida bulunuldugu diistintilmektedir (96).
2.1.7. Stres, Hipokampus ve Ogrenme-Bellek liskisi

Pek ¢ok memeli sosyal varliklar olarak evrimlesmistir. Sosyal karsilagsmalar
O0grenmeyi kolaylastirir ve bir organizmanin 6mrii boyunca 6nceden var olan anilarin
degistirilmesine yardimci olur. Kisa siireli degisimler canlida uzun siireli davranis
degisiklerine neden olur. Bu degisimler hayatta kalma i¢giidiisiiniin temelini olusturur.
Canli 6grendigini kullanmak i¢in bu bilgiyi depolar ve bu durum ise bellek bilincini

olusturur (97).

Klinik c¢alismalar, stres kaynakli davranis bozukluklarinin molekiiler ve
hiicresel mekanizmalardan kaynakli oldugunu ileri siirmiistiir. Yakinsak beyin
goriintiilemeleri, kemirgen modellerinde depresyon benzeri davranis modellemeleri ve
depresyonlu hastalarin  postmortem c¢aligmalar1 duygudurum bozukluklarini
anlamlandirmada kullanilmigtir. Bulgular, hiicrei¢i sinyalleme, gen ekspresyonu,
norotrofik  faktorler, norogenez, noroinflamasyon, wuyarict ve  inhibitor
norotransmisyon, sinaptik fonksiyonlar tizerinde beynin ilgili bolgelerinde degisikler
oldugunu bildirilmistir (98,99,100,101,102). Calismalar PFC, hipokampus, amigdala,
ventral tegmental alan-cekirdek akiimbens (VTA-NAc) dopamin sistemi ve HPA

aksina odaklanmistir (103).

Hipokampal bagimli hafiza, zamansal ve mekanik olarak farkli iki forma
ayrilabilir: saniyeler ila onlarca dakika siiren kisa siireli bir form ve saatler, giinler ve
hatta haftalarca siiren uzun vadeli bir form. Uzun siireli hafizay1 kisa siireli hafizadan
ayiran onemli bir 6zellik, yeni protein sentezine bagimli olmasidir. Kombine hiicresel
ve davranigsal calismalar, 6grenme ve hafizanin, hipokampal sinapslarda sinaptik
etkinlikteki siirekli artisin elektrofizyolojik bir Sl¢iisii olan uzun siireli gliglenme

(LTP) ile modellenebilecegini gostermektedir. Sinaptik gligteki hafizaya bagh
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degisiklikler ayn1 zamanda zamansal ve mekanik olarak farkli iki agamaya da
ayrilabilir (104). Erken faz LTP (E-LTP) olarak adlandirilan bu plastisite formu,
NMDA tipi glutamat reseptorii yoluyla hizli Ca*? akis1 ve ardindan gelen protein
fosforilasyon olaylari sonucunda onceden var olan sinapslarin modifikasyonlarini
icerir (105). Buna karsilik, belirli araliklarla tekrarlanan yiiksek frekansli stimiilasyon
(6rnegin, her 10 dakikada bir dort tetani dizisi), kayitlar muhafaza edilebildigi siirece
stiren uzun stireli, ge¢ faz LTP (L-LTP) ile sonug¢lanir (6 —8 saat) (106). Son yillarda
biiytiik ilgi goren tetani kaynakli proteinlerden biri, ndrotrofin salgi proteinleri ailesinin
bir tiyesi olan BDNF tir. Baslangicta periferik noronlar i¢in bir hayatta kalma faktorii
olarak tanimlanan BDNF, merkezi sinir sisteminde sinaptik gelisimi ve plastisiteyi
diizenleyen kritik bir salgi proteini olarak ortaya ¢ikmistir (107). Kiiltlirlenmis
hipokampal noéronlarda, BDNF'nin akut uygulamasi, hem uyarict hem de inhibit6r
sinapslarda sinaptik iletimde hizli degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (108).
Yapilan bir ¢alismada kronik strese maruz kalan farelerde, hipokampal BDNF ve ilgili
gendeki mRNA sentezinin anlamli olarak azaldigi; hayvanlarin depresyon benzeri
davranig sergiledigi bildirilmistir. Rb1’in (BDNF’in sinyal yolunu tetikleyen ve
antidepresan benzeri etki gosteren bir protein) enjeksiyonundan sonra, kronik stresin
hipokampal dendritik yogunluga ve sinaptik plastisiteye olan etkilerini hafiflettigi

gosterilmistir (109).
2.1.8. Deney Hayvanlarinin Kullanildig1 Stres Modelleri

Sosyal etkilesimler evrimsel agidan 6nemli bir stres kaynagi olarak hizmet eder
ve bu, memeli tiirleri arasinda neredeyse her yerde bulunmaktadir. Sosyal strese iligskin
hayvan modelleri, agonistik davranisi igeren akut, aralikli veya kronik maruziyete
odaklanmadan sosyal izolasyona kadar cesitlilik gdstermektedir. Bu deneyimlerin

goreceli stresi deneklerin tiiriine, cinsiyetine ve yasina bagli olabilir (110).

Hayvan modelleri, psikiyatrik bozukluklarin ndrobiyolojisini incelemek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir hayvan modelinin, modellenmis bir insan
hastaligina benzemesi nedeniyle gegerliligi oldugu fikrine ragmen (111), klinik 6ncesi
biyomedikal arastirmalarin ¢ogu, cinsiyeti deneysel bir degisken olarak dikkate
almamaktadir (112,113). Kadinlar major depresyon ve genel anksiyete gibi strese bagh

cesitli zihinsel bozukluklara kars1 daha duyarli olmasina ragmen, zihinsel bozukluk
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modelleriyle ilgili hayvan g¢alismalarimin (hem davranigsal hem de ndrokimyasal)
biiyiikk cogunlugu erkek hayvanlarda gergeklestirilmektedir (114,115). Translasyonel
sinirbilimde deneysel denekler olarak disiler genellikle ihmal edilmektedir ¢ilinkii
bunlarin ¢ok "degisken" oldugu diisiiniiliir ve kizginlik dongiisii i¢indeki asamalari

hesaba katmak ve kontrol etmek zorludur (116).

Norobilimsel ¢alismalarda hayvan modelleri, stresin etkisinin insanlarda etik
ve benzeri nedenlerden dolay1r incelenemedigi durumlarda 6zellikle yardimei
olmaktadir. Sosyal stres etkilerine iliskin ¢ogu laboratuvar ¢alismasinda kemirgenler,
tipik olarak laboratuvar fareleri veya sicanlari ve bazen de hamsterlar kullanilmaktadir.
Diger tiirler, 6zellikle de primatlar, sosyal stres etkilerinin laboratuvar incelemesinde
kullanilsa da, bu hayvanlarin sosyal ve stresle ilgili davranislar1 daha ¢ok yar1 dogal

kosullar altinda veya vahsi dogada gézlemlenmektedir.

Sosyal stres testlerin kullanilan modeller smiflandirilmaktadir. Stresli ve
fiziksel aci1 verici olan elektrik soku, sicak veya soguga maruz kalma; agr1 veya
rahatsizlik veren uykudan yoksun kalma, kafeslere egim verilmesi veya ortamin
yukseltilmesi, yliksek derecede aydinlatilmis bir ortama birakilmasi, herhangi baska
bir yirtictya maruz kalma, koku alma duyusunun yok edilmesi, su dolu bir ortama
birakilmasi; agri1 veya fiziksel act vermeyen, hayvanin stres uyaranlarina karsi
kendiliginden olusturdugu tepkiler sosyal izolasyon, uykudan yoksun kalma, maternal
izolasyon, kuyruktan asma gibi modeller olusturulmaktadir (117).

2.1.9.  Sosyal Izolasyon Stresi

Karsilikli etkilesim, sosyal olarak yasayan hayvan ve insanlar icin kilit dneme
sahiptir. insanlarda prososyal davranis dzellikle belirgindir ve saglik ve uyum iizerinde
koruyucu etkileri vardir (2). Buna gore, sosyal dislanma ve izolasyon, duygudurum
bozukluklari, psikoz ve uyusturucu bagimlilig1 dahil olmak iizere cok ¢esitli zihinsel
bozukluklarla iliskilendirilen sikintinin temel faktorleridir (6). COVID salgini
sirasinda yaygin karantina diizenlemeleri, sosyal izolasyonun davranigsal ve
norobiyolojik etkilerine olan ilgiyi daha da artirmistir (118). Salgindan dolay1 tiim
diinya genelinde uygulanan zorunlu sosyal izolasyon giiniimiizde en O6nemli stres

faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir (119). Fakat bu sosyal izolasyonda
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ozellikle yeni gelismekte olan ve stres etkenlerine karst daha duyarli olan ¢ocuklar ve
adolesanlar etkilenmistir. Gelisimin erken donemlerindeki kronik veya asir1 stres, bir
organizmanin olaylari anlama ve bilgi edinme, 6grenme yetenegi iizerinde uzun vadeli

etkileri olan bir faktor olarak ortaya ¢ikmustir (120).

Norogelisim sirasindaki kritik zaman araliklari, uzun siireli ve hatta geri
dondiiriilemez etkiler agisindan 6zel bir 6neme sahip gibi gériinmektedir. insanlar
izerinde yapilan klinik ¢aligmalardan elde edilen ¢ok sayida kanit, erken donem Strese
maruz kalmanin, duygulara aracilik etmede rol oynayan sinir devreleri diizeyinde ¢ok
sayida derin ve uzun siireli ndroyapisal, norofonksiyonel ve norokimyasal
degisikliklerle iliskili olduguna dair bulgular sunmustur. Bu degisiklikler hep birlikte,
degisen korku Ogreniminin, artan stres hassasiyetinin, degisen 6diil isleyisinin ve
semptomlarin  gelisiminin tezahiiriiniin temelini olusturdugu diisiiniilmektedir

(121,122).
2.1.9.1. Sosyal Izolasyon, Prefrontal Korteks ve Hipokampus Iliskisi

Sosyal izolasyonun neden oldugu kronik stres, bir¢ok psikiyatrik bozuklugun
baslangic1 ve alevlenmesinde etiyolojik bir faktor olarak kabul edilmektedir. Deney
hayvanlarinda, kronik stres paradigmalar1 genellikle depresyon benzeri bozukluklarin
modelleri olarak kabul edilmektedir. Kronik stres etkenleri arasinda, psikososyal ve
duygusal bilesenlere sahip olanlarin, psikososyal strese iligskin insan ¢alismalar1 ile
yakindan iligkili olabilmeleri nedeniyle 6zel bir 6nem tasidigi diistintilmektedir.
Insanlardaki depresyon benzeri bozukluklarinin karmasik semptomatolojisi nedeniyle
kemirgenlerde modelleme oldukca zordur, ancak bu bozukluklarin patolojisini

Ozetlemek i¢in spesifik davranislar olciilebilmektedir (123).

Normal yasamda organizmalar, cogu kontrol edilebilen ve yeterli diizeyde basa
cikilabilen kisa siireli strese tekrar tekrar maruz kalmaktadir. Mevcut olan veriler, bu
kadar kisa stireli stresin, noronlarin sekli veya yetigkin norogenezi ilizerinde ¢ok az
etkiye sahip oldugunu, ancak hiicrelerin iki zaman alanindaki fizyolojik islevini
degistirdigini gostermektedir. Stresten kisa bir siire sonra, limbik bolgelerdeki
uyarilma ve katekolaminleri iireten beyin sap1 noronlarinda hizla artar. Toplu olarak,

bu asamada stres hormonlar1 odaklanmis dikkati, uyanikligi ve olayla baglantili
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bilgilerin kodlanmasindaki ilk adimlar1 tesvik eder. Daha sonra, hormon
konsantrasyonlari stres 6ncesi seviyelerine geri dondiigiinde, kortikosteroidlerin gen
aracili eylemleri, artan uyarilabilirligi tersine ¢evirir ve normallestirilir; bu, stres
etkenlerine kars1 savunma reaksiyonlarini azaltmayi ve ilgili bilgilerin daha fazla
depolanmasini saglamayi amaglayan uyarlanabilir bir yanittir. Stres, kontrol
edilemeyen ve Onceden tahmin edilemeyen bir sekilde tekrar tekrar
deneyimlendiginde, beyinde, dendrit ve dendrit gévdesinin morfolojisinde derin,
bolgeye 6zgii degisikliklere, yetiskin ndrojenezinin baskilanmasina ve strese uygunsuz

fonksiyonel tepkilere yol acan bir dizi siire¢ baglamaktadir (124).

Davranigsal degisikliklerin yani sira, kronik stresin ndrobiyolojik sonuglari
beynin ¢esitli alanlarinda, 6zellikle de limbik beyin yapilarinda yapisal, islevsel ve
molekiiler degisiklikleri de i¢erdigi bilinmektedir. Kronik stresin zararli etkilerinin
altinda yatan temel mekanizmalarin, HPA aksinin geri bildirimi, hipokampus ve PFC
gibi limbik beyin yapilar1 seviyesindeki stres tepkisinden ortaya c¢iktig1
diistiniilmektedir (125).

Yapilan ¢alismalar, PFC ve hipokampus basta olmak iizere diger limbik yapilar
ve hormonal degisikliklerde olumsuz fizyolojik siireglerin baglamasi ile depresyon
benzeri davraniglarin ortaya ¢iktigini gostermektedir. Kronik sosyal izolasyonun
davranig ve beyin plastisitesine etkisine bakildiginda; 6zellikle hipokampusta NCAM
(noral hiicre yapisma molekiilii-plastisite biyobelirteci) ekspresyonunda anlamli
diizeyde artis oldugu, hayvanlarin kaygi ve depresyon benzeri davranis sergiledigi
bildirilmistir (126). Baska bir ¢aligmada, kronik sosyal izolasyon stresinin PFC’de
NCAM geninin indiiksiyonunun degismemesine ragmen, plastisite yanitinin azaldigini

bildirmistir (127).

Ozellikle gocuk ve ergenlerde yani beynin gelisim doneminde maruz kalinan
kronik stresin davranis degisikleri ile beraber kalici beyin hasarlarina sebep oldugu
bildirilmistir. Yapilan bir ¢caligmada, 21 giinliik farelerde sosyal izolasyon stresinin
PFC’deki piramidal hiicrelerde aksiyon potansiyelinde bozulmaya ve sinaptik

girdilerde azalmaya yol agtig1 bildirilmistir (128).
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2.2. Beyin Kaynakl Norotrofik Faktor (BDNF)

BDNF (Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor), gelisim sirasinda nodronal
popiilasyonlarin hayatta kalmasim1 ve farklilasmasini diizenlemede kritik olarak rol
oynayan norotrofik faktorler ailesinin bir tiyesidir (129). Cok sayida kanit, BDNF'nin
yasam boyunca farkli ndron devrelerinin yapisin1 ve fonksiyonlarini diizenledigini de

gostermektedir. BDNF, 1982 yilinda ilk defa domuz beyninden saflagtirilmistir (130).

BDNF, daha genis bir Trk reseptor ailesinin bir {iyesi olan TrkB'yi baglayip
aktive ederek normal beyin fonksiyonunun gelistirilmesi ve silirdiiriilmesinde rol
oynayan bir¢ok farkli hiicresel siireci diizenlemektedir. Beyinde BDNF, glutamaterjik
noronlar, korteks ve hipokampustan izole edilen ancak striatumdan izole edilmeyen
astrositler gibi glial hiicreler ve mikroglia tarafindan eksprese edilir (131,132).
Embriyogenez sirasinda BDNF-TrkB sinyali, kortikal progenitdr hiicrelerin
farklilagsmasini tesvik eder ve daha sonra kortikal progenitdr hiicrelerin ndronlara
farklilasmasin1 (yani norojenez) tesvik eder (132). Cesitli kanitlar, BDNF/TrkB
sinyallemesinin hipokampustaki yetiskin norogenezinde, dentat girus (DG) ve

subventrikiiler bolgede (SVZ) farkl etkilerle rol oynadigini ileri siirmektedir (133).

BDNF, noronal sag kalimi ve farklilagmay1 diizenlemektedir (134). BDNF,
endoplazmik retikulumda bir proBDNF o6nciisii olarak sentezlenir, ardindan proBDNF
izoformunun iretildigi golgi aygitina tasinir (135). proBDNF ve BDNF’nin sinaptik
plastisite iizerindeki diizenleyici etkileri farklidir ve genellikle zittir. proBDNF'nin
ergenlikte sinaptik plastisite ve noral devrelerin olusumunun énemli bir diizenleyicisi

olabilecegi varsayillmaktadir (134).

BDNF reseptorleri, 6zellikle beyinde hipokampus ve amigdala gibi strese
duyarli bolgelerde lokalizedir. Herhangi bir stres aninda, bu bdlgeler ve PFC’de
meydana gelen degisiklikler kaygi, korku ve depresyon benzeri davranig degisiklikleri
ile iligkilendirilmistir. Stres gibi giliclii bir dis uyarana maruz kalmak, BDNF
ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir. Buna bagli néron 6liimii ve olumsuz
bilissel degisikler gorildigi bildirilmistir (136). Yapilan bir ¢aligmada, sosyal
izolasyona maruz kalan farelerde, PFC’de BDNF seviyeleri anlamli olarak azaldigi
bildirilmistir (137). Baska bir ¢alismada, sosyal izolasyona maruz kalan si¢anlarda

hipokampusta azalmis BDNF ekspresyonu gortilmiistiir (138).
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2.2.1.  Sosyal Izolasyon Stresinin BDNF'e Etkisi

Sosyal izolasyon stresi, insanlarda ve hayvanlarda davranissal ve bilissel
bozukluklarin gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. Sosyal izole edilmis hayvanlarda, asir1
saldirganlik, ajitasyon, bozulmus motivasyon ve bilissel eksikliklerin gorildiigi
bildirilmistir. Bu davranigsal degisiklerin beyin yapilarindaki noroplastisitedeki

degisikliklere bagli olduguna inanilmaktadir (139).

Sosyal izolasyon stresinin 6zellikle BDNF reseptorlerinin yogunlastigi PFC,
hipokampus, amigdala gibi davranis ve 6grenme ile ilgili beyin bolgelerinde yapisal
bozulmalara neden oldugu bildirilmistir (136). Yapilan bir ¢alismada, siitten yeni
kesilen 3 haftalik erkek farelerde 4 hafta kronik sosyal izolasyon uygulanmuistir.
Calismada farelerde hipokampal BDNF seviyeleri anlamli dlgiide azaldig
goriilmiistiir. Zorunlu yiizme ve kuyruktan asma testinde farelerde depresyon benzeri
davranig gosterdigi; yiikseltilmis arti labirent testinde ise agik kollarda gecirilen
slirenin anlamli olarak azaldig: bildirilmistir (140). Borges ve ark. yaptig1 ¢calismada,
yetiskin siganlarda 4 haftalik sosyal izolasyon stresinin hipokampal BDNF seviyelerini
anlaml ol¢iide azalttig1 ve sigan tliylerinde kortikosteron seviyelerinde anlamli artis
oldugu bildirilmistir (141). Sosyal izolasyona maruz kalan 13 aylik disi sicanlarda,
mPFC BDNF seviyelerinin anlamli olarak azaldigi; ancak Morris su labirenti testinde

sicanlarin platformu bulma siirelerinde anlamli bir azalma olmadig bildirilmistir

(142).
2.3. TNF-q ve IL-6

Stres, bir organizmanin fizyolojik homeostazisi ve islevi igin Kritik role sahip
olan tepkileri yonlendirir. Ancak, stres tepkisinin diizensiz aktivasyonu organizmada
istenmeyen bagisiklik tepkilerine yol acabilir. Stres ve bagisiklik sistemi arasindaki
diizensiz etkilesimler, bagisiklik sistemi ve HPA aksinin uyarilmasina neden olabilir.
HPA aksinin uyarilmasi, diizensiz kortikosteroid salinimina neden olurken; bu durum
noroinflamasyon ve proinflamatuar sitokinlerin salinimina neden olmaktadir (143).
Proinflamatuar sitokinlerin 6zellikle kronik strese bagli seviyelerinin yiikseldigi ve
depresyon benzeri davranisa neden oldugu bildirilmistir (144). Kronik strese bagl

proinflamatuar sitokin seviyelerinin artmasi, beyinde PFC ve hipokampusta artan
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noroinflamasyona ve buna bagli gelisen depresyon benzeri davranisa neden oldugu
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, 6zellikle Tiimor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-a) ve
Interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin PFC ve hipokampusta seviyelerinin arttig
goriilmiis ve depresyon benzeri davranislarla iliskilendirilmistir (144, 145, 146).

TNF-a, sistemik inflamasyon sirasinda lenfositler, Natural killer hiicreleri,
noétrofiller, eozinofiller, makrofajlar/monositler tarafindan fiiretilen bir inflamatuar
sitokindir ve hiicreler i¢inde nekroza veya apoptoza yol agan gesitli sinyal olaylarindan
sorumludur. TNF siiper ailesine ait transmembran bir proteindir (147). 1975°te
Carswell ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, farelere endotoksin verildikten
sonra, makrofajlarda iiretilen sitotoksik bir bilesik oldugu kesfedilmistir. Belirli
tiimdrlerde hizli nekroza neden oldugu i¢in TNF-a olarak adlandirilmistir (148). TNF-
a, hiicre membranina bir trimer olarak baglanir ve yliksek afiniteli reseptorleri ile
etkilerini gosterir. Gen transkripsiyonunun aktivasyonu ve reaktik oksijen tiirleri veya
nitrojen radikallerinin iiretimi gibi hiicre i¢inde c¢esitli tepkileri tetikleyen bir dizi
ikincil proteini aktive eder. Hiicrede TNF-o’nin lizozomlar tarafindan pargalanmasi
apoptoza neden olur (147). Yapilan bir galismada, tek bir stres atagmmin TNF-a
ekspresyonunu arttig1 bildirilmistir (149). Baska bir ¢alismada ise akut stres kaynakli
hipokampusta TNF-a seviyelerinin anlamli olarak arttigi; farelerin depresyon benzeri

davranig gelistirdigi gosterilmistir (150).

Interlokin-6  (IL-6), T lenfositlerden salinan ve B lenfositlerinin
farklilagmasina/antikor iiretmesini uyaran 26 kD agirliginda bir sitokin proteinidir. B
lenfositleri, astrositler, fibroblastlar, osteoblastlar ve PGE 5 hiicrelerinden
salgilanabilmektedir (151). IL-6, inflamasyon ve doku hasarlarinda akut bagisiklik
yaniti olarak gecici sekilde iiretilir. Ekspresyonu transkripsiyonel mekanizmalar
tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmesine ragmen, IL-6"nin diizensiz siirekli sentezi
kronik inflamasyon ve otoimmiinite {izerinde patolojik bir etki oynar. IL-6,
inflamasyon varliginda sentezlendikten sonra kan yoluyla karacigere geger ve C-
reaktif protein (CRP) gibi akut faz proteinlerinin hizla indiiklenmesini saglar.
Inflamasyon proteinlerinin ekspresyonun artis1, hiicrelerde sitotoksik bilesiklerin

birikmesine neden olur (152).
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IL-6'nin beyinle etkilesime girebilecegi ve depresyon benzeri davranisa neden
olabilecegine dair farkli mekanizmalara sahip iki ana sinyal yolu vardir. Klasik 1L-6
sinyallemesinde, IL-6 yalnizca belirli hiicre tiplerinde (karaciger hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri gibi) bulunan bir zar bagh reseptore (mIL-6R) baglanir. Trans IL-
6 sinyallemesinde, IL-6 dolasimdaki ¢6ziiniir bir IL-6 reseptoriine (sIL-6R) baglanir.
IL-6/sIL-6R kompleksi daha sonra (zar IL-6 reseptorleri olmayanlar da dahil olmak
tizere) hiicrelerle etkilesime girebilir. IL-6 ile beyin arasindaki etkilesimin ¢ogu trans
yolu tizerinden gergeklesir ve hayvan modelleri trans yolunun ndroinflamasyonda ve
buna bagli davranig degisikliginde 6nemli bir rol oynadigini dogrulamistir (153).
Yapilan ¢alismalarda ise artmis IL-6 seviyelerinin azalmis hipokampal nérogenez ile

iliskili oldugu bildirilmistir (154, 155).
2.3.1.  Sosyal Izolasyon Stresinin TNF-a ve IL-6'ya Etkisi

Insanlarda ve kemirgenlerde, viicudun siirekli strese maruz kalmas: fizyolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle diizensiz seviyelerde strese maruz kalmanin
HPA aksii aktiflestirdigi bilinmektedir. Bununla birlikte, istenmeyen aktivasyonlar
hiicrelerde noroinflamasyon ile birlikte inflamatuar sitokin salinimina da neden

olmaktadir (143).

Yapilan calismalarda kronik strese bagli artmis TNF-a ve IL-6 seviyeleri
depresyon benzeri davranig ve noroinflamasyon neden oldugu gosterilmistir. Yapilan
bir ¢aligmada 3 haftalik siitten kesilen disi farelerde sosyal izolasyonun hipokampus
TNF-a ve IL-6 seviyelerinin anlamli olarak arttigi ve depresyon benzeri davranisa
neden oldugu bildirilmistir (156). Sullens ve arkadaslarinin (157) yaptig1 ¢alismada,
18 aylik disi farelerin sosyal izolasyondan sonra depresyon benzeri davranis
gelistirdigi gozlenmistir. Ancak disi farelerde hipokampus TNF-o ve IL-6
seviyelerinin anlamli olarak artmadigi bildirilmistir. TNF-o’nin depresyon benzeri
davranisa etkisini inceleyen bagka bir ¢alismada, 8 haftalik erkek farelerin ventral
hipokampusiine TNF-a sinyallemesini engelleyecek bir kaniil yerlestirilmistir.
Calismada, sosyal izolasyon sonras1 TNF-o blokaji olan farelerde, hipokampusta TNF-
a indiiksiyonunun azaldigi; depresyon ve kaygi benzeri davraniglarin anlamli derecede
geriledigi bildirilmistir (158). 5 haftalik erkek siganlarda yapilan ¢alismada, 8 hafta
uygulanan kronik hafif stresin sicanlarda serum TNF-o, IL-6, kortikosteron
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seviyelerini anlamli olarak arttirdig1 ve hayvanlarda depresyon benzeri davranis ve
agresyona neden oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢alismada sosyal izolasyon grubunda

viicut yag1 ve bobrek tistii bezi agirliginin arttigi bildirilmistir (159).
2.4. MDA ve GSH

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretimi ile organizmanin
antioksidanlar ve detoksifikasyon mekanizmalarmin etkileriyle ROS'u nétralize etme
veya etkisiz hale getirme yetenegi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir
(160). Aerobik hiicreler metabolik siire¢lerinin bir yan {iriinii olarak reaktif oksijen ve
nitrojen tiirleri (ROS/RNS) iiretir ve viicudun antioksidan savunmasinin alt iist oldugu
kosullar altinda ROS/RNS proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerde oksidatif hasara neden olur (161). Normal kosullar altinda belirli
bir miktarda oksidatif/nitrozatif hasar meydana gelir, ancak organizmanin kronik
strese maruz kalmasi anti-oksidatif ve onarim mekanizmalarinin etkinligi azaldigindan

bu hasarin orani artar (162).

Malondialdehit (MDA), ROS/RNS ve ¢oklu doymamus lipitler arasindaki
reaksiyonun Uriintidiir. Hiicre zarlari, ekstrinsik proteinlere sahip fosfolipit c¢ift
katmanlaridir ve lipit oksidasyonunun dogrudan hedefidir (163) . Hiicre zarlarinin lipit
oksidasyonu arttikca, lipit faz yiizey ylkiinlin polaritesi ve protein oligomerlerinin
olusumu artar ve lipitlerin molekiiler hareketliligi, -SH gruplarinin sayisi ve termo-
denatiirasyona diren¢ azalir. Hiicre hasar1 veya hastaligindan sonra hiicre
bozunmasinda yiiksek diizeyde lipit oksidasyon tirtinleri tespit edilebilir (164). Coklu
doymamis yag asidinin néronlarin zarli bileseni agisindan zengin oldugu ve ndronal
islevlerin siirdiirtilmesinde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (165). Yaslanmada
yiksek MDA diizeyi bildirilmistir (164). Lipid peroksidasyonu ve MDA iizerine
yapilan tutarli calismalarda, tiyobarbitiirik asit reaktif asit maddesi (TBARS) olarak

ol¢iilen depresyon benzeri davranislarda artig goriilmiistiir (166).

Glutatyon (gama-glutamil-sisteinil-glisin; GSH) hiicrede en ¢ok bulunan diisiik
molekiiler agirlikl tiyoldiir ve GSH/glutatyon disiilfiir hayvan hiicrelerindeki baslica
redoks ciftidir (167). Glutamat, sistein ve glisinden GSH sentezi, iki sitozolik enzim

olan gama-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz tarafindan sirayla katalize edilir.
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Yapilan ¢alismalar, GSH sentezinin dncelikle gama-glutamilsistein sentetaz aktivitesi,
sistein mevcudiyeti ve GSH geri bildirim inhibisyonu tarafindan diizenlendigini
gostermektedir (168). Hayvan ve insan ¢alismalari, yeterli protein beslenmesinin GSH
homeostazinin korunmasi i¢in ¢ok onemli oldugunu gostermektedir (169). GSH,
onemli bir endojen ROS/RNS temizleyicisidir ve azalmasi hiicresel oksidatif strese
kars1 hassasiyeti artirabilir (164). GSH antioksidan savunma, besin metabolizmasi ve
hiicresel metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve ayrica néropsikiyatrik
ve norodejeneratif hastaliklarin baslangici ve ilerlemesi sirasinda meydana gelen
olaylarda rol oynar (170-172). GSH redoks dengesizligi bu hastaliklarin birincil nedeni
olabilir ve bu hastaliklarin teshisi igin bir biyobelirte¢ olarak kullanilmistir (171).

2.4.1.  Sosyal Izolasyon Stresinin MDA ve GSH'a Etkisi

Kronik sosyal izolasyon stresi, hiicrede total antioksidan kapasitesinin
diismesine ve bundan dolay1 detoksifikasyon mekanizmasinin bozulmasina neden
olmaktadir. Lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA ’nin seviyesinin yiiksek olmasi ¢oklu
doymamis yag asidi iceren ndron zarlarinin hasarina neden olmaktadir (165). Hiicrede
en ¢ok seviyede bulunan GSH seviyesinin yiikselmesi ise detoksifikasyonu ve hiicresel

sagkalimi saglar (170).

Yapilan ¢aligmalarda 6zellikle oksidatif stresin artmasinin depresyon benzeri
davraniglara neden oldugu bildirilmistir. Erkek Wistar sicanlarda yapilan bir
calismada, siganlarin kronik 21 giin sosyal izolasyonda kalmasinin ardindan PFC’de
MDA seviyesi anlamli olarak artmistir. Calismada hipokampal GSH seviyesinin arttig1
ve hipokampusiin sosyal izolasyona daha duyarsiz oldugu bildirilmistir. Fakat
izolasyon sonrasi sicanlarda yapilan davranis testleri ile depresyon ve anksiyete
benzeri davraniglar anlamli olarak artmistir (173). Baska bir ¢calismada, meme tiimorli
farelerde sosyal izolasyon uygulanmasinin kontrol grubuna goére MDA seviyesini
anlamli olarak arttirdig1 bildirilmistir (174). Baghaei ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada, 28 giin kronik sosyal izolasyon uygulanan siganlarda serum kortikosteron-
hipokampal MDA seviyesinin ve TST ve FST testlerinde immobilite siiresinin anlaml

olarak arttig1 bildirilmistir (175).
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2.5. Adélesan Dénem ve Sosyal izolasyon Stresinin Adélesan Déneme

Etkisi

Addlesan dénem, cocukluktan yetiskinlige gecis donemidir. Ozellikle bu
donemde, sosyal ¢evrenin kesfi, beyin gelisimi ve mental saglik gibi islevlerin kritik
oldugu bir dénemdir. Bireyde, ¢cocukluktan yetiskinlige gecerken cinsel olgunluga
ulagmasi ile beraber benlik duygusu da 6n plana ¢ikar. Bu donemde bilissel, sosyal ve
duygusal becerilerini gelistirir. Bu gelismelerin oldugu doénem ‘addlesan’ veya
‘ergenlik’ olarak isimlendirilir (176). Ergenlerde bu dénemde ndrogenez daha hizli
olmasi, beyin gelisimi ve davranigsal gelisim igin de biiyiik bir 6nem tasir. Bundan
dolay1 adolesanlarda, uzun siireli sosyal izolasyon, beyinde yapisal ve islevsel
degisiklere neden olmasinin yani sira anksiyete, depresyon benzeri davranislar,

saldirganlik ve sosyal iligskilerde bozulma ile iliskilendirilmistir (177, 178, 179).

Farelerde, addlesan donem dogum sonrasi 28 ila 42. giin arast kabul
edilmektedir. Insanlarda ise 12-18 yas addlesan donem kabul edilir. Farelerde 60.
giinden itibaren {ireme fonksiyonlar1 gerceklestigi icin yetiskinlik ddneminin
baslangici olarak kabul edilir (180). Adélesan donem kemirgenlerde, beyin gelisimi
icin 6nemli bir donemdir. Hiicre ¢ogalma hizi, dendrit yogunlugu canlinin diger
donemlerine gore daha hizli olurken, beyin hacmi bu dénemde artar (181). Ayni
zamanda hipokampal noérogenez ve biligsel fonksiyonlarn da hizlica gelistigi
bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, farelerde kronik sosyal izolasyon uygulamasinin
hipokampal nérogenezi anlamli 6l¢iide azalttigi ve IL-18 seviyelerinin anlamli olarak
arttig1 bildirilmistir (182). Baska bir ¢alismada, sosyal izole farelerde kontrol grubuna
gore hipokampus ndron aktivitesinin azaldig bildirilmistir (183). Wang ve ark. yaptig1
caligmada, ergenlik doneminde 7 hafta sosyal izolasyon stresine maruz birakilan
farelerde PFC ve hipokampusta noron yogunlugunu anlamli olarak azaltirken,
erigkinlik donemde ise depresyon benzeri davraniglari anlamli Olglide arttig

bildirilmistir (184).
2.6. Siilforafan

Stilforafan (4-metilsiilfinilbiitil izotiyosiyanat, SFN), brokoli, karnabahar,

lahana ve briiksel lahanas1 gibi Brassica (Turpgiller) ailesinde bulunan izotiyosiyanat
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(ITC) grubuna ait alifatik bir organosiilfiir bilesiktir (11). ilk defa John Hopkins
Universitesi'nde 1992 yilinda kesfedilen SFN, brokolinin saglik iizerindeki
etkilerinden sorumlu biyoaktif bir bilesik olarak tanimlanmistir (14). SFN’nin 6ncii
maddesi olan glukorafanin bir fitokimyasaldir (12, 185). Glukorafanin, yapisinda
yerlesik seker bulunduran (¢ogunluklu D-glikoz) Glukosinolat (GLS) grubunun bir
tiyesidir. GLS’larin  mirosinaz enzimi tarafindan donistiiriilmesinin ardindan,
izotiyosiyanatlar merkapturik asit yoluyla metabolize edilir (14). Insan ve hayvanlarda
biyoaktivite gostermeyen GLS’ler; ¢igneme, 1sirma, kesme, pisirme, dondurma gibi
bitki yapisinin zarar gordiigli durumlarda mirosinaz enzimi tarafindan izotiyosiyanat,

nitril, tiyosiyanat, indol-3-karbinol’e hidrolize olarak aktiflik kazanirlar (12).

SFN, proteinlerin sistein kalintilariyla kolayca etkilesime girerek elektrofil 6zellik
gosterir. SFN, lipofilik ozellikte ve molekiiler boyutunun kiicliik olmasi nedeniyle
hiicre zarindan kolaylastirilmis difiizyon yoluyla gecer. Hiicre i¢i ve disi
konsantrasyon esitlenene kadar hiicre zarindan SFN gegisi devam eder. Hiicre iginde
Glutatyon S transferaz enzimi (GST) SFN’yi Glutatyona (GSH) baglar (186, 187).
SFN kararsiz bir bilesik oldugu i¢in hiicre icine alinmasi ile ardisik boliinme
reaksiyonlar1 gergeklesir. Bu reaksiyonlar sonucu, son iiriin olarak SFN-N-asetilsistein
(SFR-NAC) olusur (188). Sigan ve insanda yapilan ¢alismalarda, saf SFN veya brokoli
filizi ekstresi olarak oral yol ile verildiginde; SFN'nin yaklagik %70'inin 12-24 saat
icinde merkapturik asit yolu ile karacigerden elimine edildigi goriilmiistiir (187, 189,
190). SFN metabolitleri kararsizdirlar ve ana bilesige kolayca ayrisirlar. Conaway ve
ark. merkapturik asit yolu ile olusturulan SFN metabolitlerinin fizyolojik kosullar
altinda 14 dakika (SFN'nin sistein konjugati) ile 173 dakika (N-asetilsistein konjugati)

arasinda degisen bir yar1 ayrigma siiresine sahip oldugunu bildirmistir (191).
2.6.1.  Siilforafanin Stres Uzerindeki Etkisi

Insanlarda ve kemirgenlerde, viicudun siirekli strese maruz kalmas: fizyolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Strese bagli olarak HPA aksmin aktivitesinin
diizensiz olmasi, hiicrede ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri ve bunlara baglh olarak
gelisen inflamasyon homeostasisi bozmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, stresin hiicresel
diizeyde reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini arttirarak oksidatif strese yol actigi,

diizensiz CRH salinimu ile birlikte kanda kortizol seviyelerini arttirarak inflamasyona
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neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle fizyolojik konsantrasyonlarda hiicrede serbest
radikallerin hiicrede artmasi hiicre sinyalizasyonu ve bazi hiicre yapilarinin sentezini

bozmaktadir (44).

Hiicrede meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon arasindaki dengesizlik lipid,
protein ve niikleer DNA gibi molekiillerin redoks durumlarini etkiler. Lipid
peroksidasyonu hiicre membrani ve lipoproteinlerin parcalanmasi neden olurken
sitoplazmada toksik reaktif aldehitlerin olusmasina yol acgar. Ortaya ¢ikan reaktif
oksijen tiirleri proteinlerle birlikte reaksiyona girdiginde, proteinlerin kismen veya
tamamen islevsiz hale getirecek konformasyonel degisime neden olabilir. Bununla
birlikte DNA mutasyonu, hiicre dongiisiiniin bozulmasi ve apoptozis indiiksiyonuna

yol agabilir (192).

Siilforafan, ¢coklu antioksidan yanitlarini diizenleyebilen ve noronlar1 oksidatif
hasarlara kars1 koruyabilen Nrf2’nin giiglii bir aktivatoriidiir (14). Nrf2, hiicreleri
oksidatif hasardan korumada merkezi bir rol oynar ve oksidatif stresin etkileriyle
savasan enzimlerin gen ekspresyonunu baslatir. Nrf2 hedef genleri, Nrf2 baglanmasi
ve gen indiiksiyonu i¢in gerekli olan promotor bolgelerinde antioksidan yanit elementi
(ARE) olarak bilinen ortak bir DNA dizisini paylagir. Nrf2, tim hiicre tiplerinin
sitoplazmasinda siirekli olarak ifade edilir; ancak, normalde Kelch benzeri ECH ile
iliskili protein 1 (KEAP1) aracil1 ubikitinasyon ve bozunma yoluyla diisiik seviyelerde
tutulur. Oksidatif stres donemlerinde, reaktif oksijen tiirleri ile KEAPL'in sistein
kalintilar1 arasindaki etkilesim, Nrf2'nin KEAP1 aracili ubikitinasyondan ve
bozunmadan ka¢gmasina ve hiicrede oksidatif homeostazi yeniden saglama amaciyla

ARE igeren hedefleri indiikleyebilecegi ¢ekirdege tasinmasina olanak tanir (193).

Yapilan bir¢ok c¢alismada, hiicrede Nrf2’nin aktivasyonunu arttirdigi igin
oksidatif savunmada turpgiller ailesi on plana ¢ikmaktadir. Sindirim sisteminde,
turpgillerden bir bitki dokusu ilk olarak ¢igneme islemiyle yaralandiginda, kimyasal
olarak inert bir glukozinolat olan glukorafanin, bitki dokusunda veya bagirsak
mikrobiyomunda bulunan salgilanan enzim mirosinaz'a maruz kalir ve hidrolize olur
(194). Bu hidrolizin sonucu olarak glikoz a¢iga ¢ikar, SFN ve diger {irlinler olusur.
SFN, hidrofilik polifenoller gibi diger daha biiyiik fitokimyasallara kiyasla

biyoyararlanim ag¢isindan avantaj saglayan nispeten kiiciik, lipofilik bir molekiildiir
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(MW = 177,29 g/mol) (195). Oral veya intravenéz SFN kullanan hayvan ¢aligmalari,
biyoyararlaniminin ~%80'e kadar ¢iktigin1 gdstermektedir (196).

2.6.2. Siilforafanin Bilissel Fonksiyonlar ve Davraniga Etkisi

Ogrenme, bellek, dikkat, sdzel islemler ve psikomotor hiz gibi kognitif
fonksiyonlar birgok alanda islevselligi etkiler. Ogrenme ve bellek canlmin hayatta
kalma becerilerini etkilerken, dikkat ve sozel bellek psikososyal becerileri
etkilemektedir (197). Sosyal izolasyon stresi, canlidan beyne ve ndrogeneze hasar
verirken, kognitif fonksiyonlarda kétiilesmeye de neden olabilmektedir. Ozellikle
beynin davranis ve bellek merkezleri olan PFC ve hipokampus hasariyla birlikte
davranis degisikliklerine, uzamsal bellek eksikligine, c¢agrisimsal Ogrenmede

gerilemeye, duygusal ve yiiriitiicli islevlerde eksikligi neden olabilir (198).

Akut veya kronik strese maruz kalma disiincelerimizi, duygularimizi ve
eylemlerimizi etkileyen PFC’in diger beyin bolgeleriyle kurdugu baglantilar etkiler.
Kemirgenlerde, bu bolgelerde stres kaynakli goriilen hasarda 6zellikle depresyon ve
anksiyete benzeri davranislar, saldirganlik, ajitasyon ve herhangi bir seye karsi
duyarsizlik/isteksizlik goriilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, skopolamin kaynakli
bellek hasarinda SFN uygulamasinin hipokampal dokularda LTP potansiyasyonunu
anlamli 6lclide arttigr bildirilmistir. Yine ayni calismada, SFN’nin kolinerjik ve
muskarinik reseptor blokajim1 indiikledigi, LTP ve biligsel fonksiyonlarin
zayiflamasini 6nledigi bildirilmistir (199). Chen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada,
kronik sosyal yenilgi stresine (CSDS) maruz birakilan farelerde SFN uygulamasinin
Nrf2 siyan yolagin aktiflestirerek inflamatuar yanit1 azalttig bildirilmistir. Calismada
kontrol gruplarinda kuyruktan asma testi ve Porsolt zorunlu yiizme testinde
hayvanlarda depresyon benzeri davranislarin goriildiigii, SFN uygulanan gruplarda ise

depresyon benzeri davranigin anlamli 6l¢iide geriledigi bildirilmistir (200).
2.6.3. Siilforafanin BDNF'e Etkisi

BDNF, mevcut noronlarin hayatta kalmasini destekleyen ve yeni ndronlarin ve
sinapslarin biiylimesini ve farklilasmasini tesvik eden bir nérotrofindir. SFN ise Nrf2
sinyal yolagmin aktivasyonunu arttirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda Nrf2, ekson I

promotoriine BDNF transkripsiyonunu diizenledigi bildirilmistir (201, 202).
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Kronik sosyal yenilgi stresi (CSDS) uygulanarak depresyon benzeri fenotipe
sahip farelerde, 10 mg/kg SFN uygulamasinin Nrf2 aktivasyonunu arttirdig1 ve mPFC
ve hipokampusta BDNF transkripsiyonunu anlamli 6l¢iide arttirdigi bildirilmistir.
Calismada depresyon benzeri fenotip gosteren farelerde Morris su labirenti testinde
bozulan bulgular, SFN uygulamasi sonrasi anlamli lgiide diizelmistir (201). Kim ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ise {iglii transgenik fare modeli ile olusturulan
Alzheimer hastaliginda farelere 10 giin boyunca 10 mg/kg SFN uygulamasinin primer
kortikal noéronlarda MAP2, sinaptofizin ve PSD-95 gibi noronal ve sinaptik
molekiillerin seviyelerini anlamli dlgiide artirdigr bildirilmistir. Calismada, SFN
uygulamasinin HDAC aktivitesini inhibe ederek, HDAC2 protein seviyesinin diistiigii
ve bu yol ile BDNF ekspresyonunun anlamli 6l¢iide arttig1 goriilmiistiir (202).

Gao ve arkadagslari periferik bagisikligin baskilanmasimin néroinflamasyona
neden oldugunu bildirmistir. Bu inflamasyonun, uzamsal 6grenme ve hafiza
bozukluguna neden olabilecegini gostermislerdir. Yaptiklari ¢aligmada, 7 glin boyunca
uygulanan LPS enjeksiyonunun hayvanlarda Morris su labirenti testinde anlamli
olarak anormal davraniglar sergilerken, SFN uygulamasinin bu davraniglari tersine
cevirdigi bildirilmistir. Ek olarak, inflamatuar sitokinlerin, sinaptik proteinlerin,
BDNF-tropomiyozin reseptdr kinaz B'min (TrkB) ve mTOR sinyal yollariin
hipokampal diizeyleri LPS kaynakli biligsel islev bozuklugu ve SFN'nin terapdtik
etkileri siireclerinde degistigi gosterilmistir. SFN'nin LPS kaynakli biligsel islev
bozuklugu tizerindeki yararli etkilerini bloke edebilecegini ve sinaptik proteinlerin,
BDNF-TrkB'nin ve mTOR sinyal yollarinin hipokampal diizeylerinin anlaml 6lgiide
arttig1 gosterilmistir (203).

2.6.4.  Siilforafamin TNF-a ve IL-6"ya EtKkisi

Insan ve kemirgenlerde, herhangi bir strese maruz kalmanin HPA aksinin
aktivasyonunu arttirdig1 bilinmektedir. Fakat bu stresin siirekli veya kontrolsiiz olmas1
HPA aksinin diizensiz aktivasyonuna baglh olarak inflamasyonu da tetiklemektedir
(40, 41). TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler, hiicrede artmis serbest
radikallerin veya noroinflamasyona yanit olarak salgilanmaya baglar. TNF-a
seviyelerinin artmasi hiicrede apoptoza neden olurken, IL-6 seviyelerinin artmasi

ozellikle B lenfositlerin ve diger bagisiklik hiicrelerinin salinimina neden olmaktadir
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(147, 151). SFN’nin, hiicrede Nrf2 yolaginin aktivasyonunu arttirarak Keapl-ARE
protein kompleksinin artmasina ve buna bagli ubikitinasyon ile serbest radikallerin

seviyesinin azalmasina yardimci oldugu bildirilmistir (14, 193).

Wu ve ark. yaptig1 ¢alismada, kronik hafif strese (CMS) maruz kalan farelerde
14 giin SFN uygulamasinin serum TNF-a ve IL-6 seviyelerinin anlamli 6l¢iide azaldig:
bildirilmistir (34). Baska bir ¢alismada, LPS uygulamasinin farelerde depresyon
benzeri davranisa neden oldugu; SFN ile tedavi sonrasi ise serum TNF-a seviyesinin
anlamli Ol¢iide azaldigi ve beyin bdlgelerinde mikroglial aktivasyonu arttirdigi
bildirilmistir (35). Yao ve ark. yaptig1 ¢calismada, Nrf2 KO~ farelerin sosyal yenilgi
stresine maruz kaldiktan sonra PFC, hipokampus CA3 ve DG bdlgelerinde TNF-a ve
IL-6 seviyelerinin anlamli olarak arttig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, SFN ile 6n
tedavi sonrasi farelerdeki depresyon benzeri davranislarin anlamli 6l¢iide azaldig:

gosterilmistir (204).
2.6.5. Siilforafanin MDA ve GSH'a Etkisi

MDA, ROS/RNS ve ¢oklu doymamus lipitler arasindaki reaksiyonun {irliniidiir.
Hiicre zarlar, ekstrinsik proteinlere sahip fosfolipit ¢ift katmanlarnidir ve lipit
oksidasyonunun dogrudan hedefidir (163). Hiicre hasar1 veya hastaligindan sonra
hiicre bozunmasinda yiiksek diizeyde lipit oksidasyon iirlinleri tespit edilebilir. GSH,
onemli bir endojen ROS/RNS temizleyicisidir ve azalmasi hiicresel oksidatif strese

kars1 hassasiyeti artirabilir (164).

Baghaei ve ark. yaptig1 ¢calismada, 28 giin kronik sosyal izolasyon uygulanan
sicanlarda serum kortikosteron-hipokampal MDA seviyesinin ve TST ve FST
testlerinde immobilite siiresinin anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (175). Yapilan
baska bir calismada, kronik yenilgi stresi uygulanan siganlarda, beyin dokusunda
MDA seviyesinin degismedigi, fakat GSH seviyesinin anlamli olarak azaldigi
bildirilmistir (205). Erkek Wistar siganlarda yapilan bir ¢alismada, siganlarin kronik
21 giin sosyal izolasyonda kalmasinin ardindan PFC’de MDA seviyesi anlamli olarak
artmistir. Calismada hipokampal GSH seviyesinin arttigi ve hipokampusiin sosyal

izolasyona daha duyarsiz oldugu bildirilmistir. Fakat izolasyon sonrasi sigcanlarda
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yapilan davranis testleri ile depresyon ve anksiyete benzeri davraniglar anlamli olarak

artmistir (173).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu aragtirma, deneysel tipte bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu aragtirmada gecen tiim siireclerin yeri ve zamani Tablo-1"de belirtilmistir:

Tablo 1. Arastirma Plan1 Tablosu.

Ekim-Aralik 2022

Tez 6nerisinin hazirlanmasi

Tez Onerisi sunumu ve kabuli

Aralik-Subat 2023

Etik kurul onay1

Proje dnerisinin hazirlanmasi

Subat-Nisan 2023

Projenin kabul edilmesi

Malzeme alimlari

Nisan-Ekim 2023

Deney prosediirlerinin baglamasi

Deney prosediirlerinin bitisi ve davranig

testlerinin uygulanmast

Sakrifikasyon ve doku drneklerinin

saklanmasi

Ekim 2023-Subat 2024

Doku 6rneklerinin biyokimyasal ve

histokimyasal incelenmesi

Subat-May1s 2024

Bulgularin Degerlendirilmesi

[statistiksel analizler

May1s-Eyliil 2024

Tez ve yayin yazimi

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma deney hayvanlari ile yapilmistir. Bu nedenle, aragtirmanin érneklemi

ve evreni yoktur.
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3.4. Cahisma Materyali

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel

Arastirmalar Birimi’nden temin edilen fareler sakrifiye edildikten sonra beyinde PFC

ve hipokampus bolgeleri Ekim 2023 tarihinde alinmistir.

3.5. Aragtirmanin Degiskenleri

Bagimli degiskenler: biligsel fonksiyonlar, davranis, BDNF, TNF-a, IL-6,

MDA, Glutatyon seviyeleri; bagimsiz degiskenler: sosyal izolasyon ve Siilforafan

olarak belirlenmistir.

3.6. Veri Toplama Araclari

Tablo 2.Calismada kullanilan sarf malzemeleri tablosu.

Mevcut
Altyapr/Ekipman Tiirii,
Modeli

(Laboratuvar, Arag,

Makine Techizat vb.)

Mevcut Oldugu

Kurum/Kurulus

Projede Kullanim

Amaci

Sogutmali santrifiij

(Hettich, Mikro 200R)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Deneylerdeki ¢oktiirme

islemleri

Vorteks (IKA VF2)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Deneylerdeki karistirma

islemleri

Buzdolabi

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Kitlerin saklanmasi

80° C derin dondurucu

Dokuz Eyliil Universitesi

Orneklerin saklanmasi
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Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Noldus Ethovision XT
video tracking sistemi

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Davranig deneyleri kaydi

ve analizi

Terazi (Kern EMB 1200-
1)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Hayvan ve yem tartma

islemleri

Hassas terazi (Kern)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Doku ve kimyasal

malzeme tartma iglemleri

Ultrasonik homojenizator

(Bandelin Sonopuls)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Doku homojenizasyonu

Spektrofotometre (T80,
PG instruments)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Enzimatik 6l¢timler

Plak Okuyucu (BioTek
ELx800)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

ELISA

Inkiibatdr (J P Selecta)

Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

Immiinohistokimyasal

inceleme

Mikrotom (Finesse me +,

Dokuz Eyliil Universitesi

Immiinohistokimyasal
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Thermo Scientific) Tip Fakiiltesi Fizyoloji inceleme
Anabilim Dali

Laboratuvari

Isik mikroskobu Dokuz Eyliil Universitesi | Immiinohistokimyasal
(Olympus CX41RF) Tip Fakiiltesi Fizyoloji inceleme
Anabilim Dali

Laboratuvari

Kuyruktan Asma Testi Dokuz Eyliil Universitesi | Davranis deneyi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali

Laboratuvari

3.7. Arastirma Plani
3.7.1. Deney Hayvanlarinin Saglanmast

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
02/04/2023 karar numarali onayi, Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi’nin TYL-2023-3147 kodlu proje destegi ile Dokuz Eyliil Universitesi
Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel Arastirmalar Biriminden saglanan 42 adet, 28
giinlik erkek Balb/c fareler ile gergeklestirilmistir. Deney hayvanlari, Fizyoloji
Anabilim Dali Deneysel Arastirmalar Biriminde Balb/c fareler bulunmasi ve incelenen
literatiir ile uyumlu oldugu icin bu cins secilmistir. Calisma siiresince fareler, 12 saat
gece/giindiiz dongiisiinde, uygun nem (%60) ve sicaklik (23+2 °C) kosullarinda
barindirilmistir. Izole olan fareler her biri ayr kafeste birbirlerinden duyusal ipucu
almayacak sekilde, 25x42x15 cm boyutlarinda kafeslerde barmdirilmistir. Diger
gruplar ise her kafeste 3-4 fare olacak sekilde, 35x55x18 ¢cm boyutlarinda kafeslerde
barindirilmigtir. Farelerin erigebilecegi bir bicimde i¢gme sular1 ve yemleri kafeslere
yerlestirildi. Suya ve yeme erisim ad libitum olarak saglanmistir. Hazir pelet yem
kullanilmistir. Her hafta kafesler temizlenmis olup, calisma boyunca her pazartesi

giinii farelerin viicut agirliklar1 kaydedilmistir.
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3.7.2.  Calisma Gruplarinin ve Sosyal Izolasyon Modelinin Olusturulmast

Calismada kullanilan 28 giinliik, 42 adet erkek Balb/c fare rastgele 6 gruba
ayrldi.

Siilforafan, farelere 10 mg/kg olarak %10 musir yagi iceren distile suda
¢ozdiiriilerek intraperitoneal yol ile verildi (203). Standardizasyonu saglamak igin
kontrol ve sosyal izolasyon grubu SFN ¢oziiciisii %10 misir yag1 iceren distile suyu

intraperitoneal yol ile verildi. Calisma gruplari:

K: Kontrol Grubu (n=7)

SI: Sosyal izolasyon Kontrol Grubu (n=7)

E-SFN: Erken Siilforafan Alan Grup (n=7)

SI-E-SFN: Sosyal izolasyon + Erken Siilforafan Alan Grup (n=7)
G-SFN: Geg Siilforafan Alan Grup (n=7)

SI1-G-SFN: Sosyal izolasyon + Geg Siilforafan Alan Grup (n=7)

. K: Kontrol Grubu (n=7); Bu gruptaki fareler 4 hafta 35x55x18 cm
boyutlarinda fare kafeslerinde barindirildi. Fareler, deney baslangicindan
itibaren ardisik 7 giin boyunca %10 misir yagi igeren distile suyu
intraperitoneal yol ile verildi. Enjeksiyon dozlari hayvanlarin giincel
agirliklarina gore hesaplanmistir. Deney siiresinin kalan 21 giiniinde deney
hayvanlarina, her hafta viicut agirlig1 6l¢cmek i¢in tartrya konulmasi disinda
herhangi bir fiziksel uygulama yapilmadi. Farelere deney bitiminden sonra
davranig testleri yapildi.

1. SI: Sosyal izolasyon Kontrol Grubu (n=7); Bu gruptaki fareler 4 hafta
siire ile sosyal izolasyonda kaldilar. Deney hayvanlar1 ardisik 28 giin
boyunca, boyutlar1 25 x 42 x 15 c¢cm olan fare kafeslerinde birbirlerinden
duyusal ipucu almayacak sekilde, kafesler ses emen kopiik kafeslere
konarak, her kafeste tek fare barindirilmistir. Farelere, sosyal izolasyonun
baslangicindan itibaren ardisik ilk 7 giin boyunca %10 misir yag1 i¢eren
distile suyu intraperitoneal yol ile verildi. Enjeksiyon dozlar1 hayvanlarin

giincel agirliklarina gore hesaplanmistir. Deney siiresinin kalan 21 giiniinde
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V.

deney hayvanlarina, her hafta viicut agirligi 6lgmek i¢in tartiya konulmasi
disinda herhangi bir fiziksel uygulama yapilmadi. Farelere deney
bitiminden sonra davranis testleri yapildi.

E-SFN: Erken Siilforafan Alan grup (n=7); Bu gruptaki fareler 4 hafta
35x55x18 cm boyutlarinda fare kafeslerinde barindirildi. Fareler, deney
baslangicindan itibaren ardigik 7 giin boyunca 10 mg/kg Siilforafan (%10
musir yagi igeren distile suda ¢6zdiiriilmiis) intraperitoneal yol ile verildi.
Enjeksiyon dozlar1 hayvanlarin giincel agirliklarina gore hesaplanmistir.
Deney siiresinin kalan 21 giiniinde deney hayvanlarina, her hafta viicut
agirhigr olgmek igin tarttya konulmasi diginda herhangi bir fiziksel
uygulama yapilmadi. Farelere deney bitiminden sonra davranig testleri
yapildi.

SI-E-SFN: Sosyal izolasyon + Erken Siilforafan Alan Grup (n=7); Bu
gruptaki fareler 4 hafta siire ile sosyal izolasyonda kaldilar. Deney
hayvanlar1 ardisik 28 giin boyunca, boyutlar1 25 x 42 x 15 cm olan fare
kafeslerinde birbirlerinden duyusal ipucu almayacak sekilde, kafesler ses
emen kopiik kafeslere konarak, her kafeste tek fare barindirilmistir.
Farelere, sosyal izolasyonun basindan itibaren ardigik 7 giin boyunca 10
mg/kg Siilforafan (%10 misir yagi igeren distile suda ¢ozdiiriilmiis)
intraperitoneal yol ile verildi. Enjeksiyon dozlari hayvanlarin giincel
agirliklarina gore hesaplanmistir. Deney siiresinin kalan 21 giintinde deney
hayvanlarina, her hafta viicut agirlig1 6l¢cmek i¢in tartrya konulmasi disinda
herhangi bir fiziksel uygulama yapilmadi. Farelere deney bitiminden sonra
davranig testleri yapildu.

G-SFN: Geg Siilforafan Alan grup (n=7); Bu gruptaki fareler 4 hafta
35x55x18 cm boyutlarinda fare kafeslerinde barindirildi. Fareler, 4 haftalik
deney siiresinin son haftasinda, ardisik 7 giin boyunca 10 mg/kg Siilforafan
(%10 musir yagi iceren distile suda ¢ozdiiriilmiis) intraperitoneal yol ile
verildi. Deney siiresinin basindaki 21 giinde deney hayvanlarina, her hafta
viicut agirhig 6lgmek igin tartiya konulmasi disinda herhangi bir fiziksel
uygulama yapilmadi. Farelere deney bitiminden sonra davranis testleri

yapildu.
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VI.  SI-G-SFN: Sosyal izolasyon + Geg Siilforafan Alan Grup (n=7); Bu
gruptaki fareler 4 hafta siire ile sosyal izolasyonda kaldilar. Deney
hayvanlar ardisik 28 giin boyunca, boyutlar1 25 x 42 x 15 c¢cm olan fare
kafeslerinde birbirlerinden duyusal ipucu almayacak sekilde, kafesler ses
emen kopiik kafeslere konarak, her kafeste tek fare barindirilmistir.
Farelere, 4 haftalik deney siiresinin son haftasinda, ardisik 7 giin boyunca
10 mg/kg Silforafan (%10 misir yagi igeren distile suda ¢ozdiiriilmiis)
intraperitoneal yol ile verildi. Deney siiresinin bagindaki 21 giinde deney
hayvanlarina, her hafta viicut agirlig1 6lgmek i¢in tartiya konulmasi disinda
herhangi bir fiziksel uygulama yapilmadi. Farelere deney bitiminden sonra

davranis testleri yapildu.

Tiim gruplara, deney bitiminden 24 saat sonra Ag¢ik Alan Testi (OFT), deney
bitiminden 27 saat sonra Kuyruktan Asma Testi (TST), deney bitiminden 29 saat sonra
Porsolt Zorunlu Yiizme Testi (FST) uygulandi. Bu testlerin (OFT, TST, FST)
bitiminden 24 saat sonra farelere Morris Water Maze Testi (MWM) uygulandi. Deney
hayvanlarimin haftalik agirlik takipleri yapildi. Davranis testleri bittikten hemen sonra,
fareler eter anestezisi altinda kardiyak punksiyon ile sakrifiye edildi. Farelerden alinan
beyin dokularinda Prefrontal Korteks ve te Hipokampusta norotrofik faktor olarak
BDNF; proinflamatuar sitokin olarak TNF-a ve IL-6, reaktif oksijen tiiri olarak MDA
ve GSH parametreleri ELISA testi ile degerlendirildi. Alman beyin dokularinda néron

sayimi yapilip, her kesitte ti¢ farkli alanda sayimlar yapilarak ortalamalar1 alindi.
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Davraniy deneyleri

ve Sakrifikasyon

SI, SI-E-SFN, SI-G-SFN gruplar sosyal izole olarak;

K, E-SFN, G-SFN gruplar her kafeste 3-4 fare olacak

sekilde barindsrilds.

1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta
94 oo

LK g;":.’f“ %] Omudas yapL SI-G-SFN, G-SFN gruplart
s 10 mg/kg Stilforafan (%10
SI-E-SFN, E-SFN gruplars 10 musir yagi igeren distile suda
mg/kg Stlforafan (%10 misir yagt gézc.!ﬁrﬁlmﬁg) intraperitoneal
igeren distile suda ¢ézdirilmiy) yol ile alds.

intraperitoneal yol ile ald.

Sekil 1. Deney Asamalarinin Sematik Gosterimi
3.7.3. Siilforafan Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Uygulanmast

Siilforafan (HY-13755 MedChem Express), %10 misir yag: iceren distile su
igerisine konarak Ultrasonik Homojenizator (Bandelin Sonopuls) ile (%70 power, 30
sn) ¢ozdiirilmiistiir. Her hayvanin giincel agirhigina gore, giinliik 10 mg/kg Siilforafan
¢ozeltisi inraperitoneal enjeksiyon ile hayvanlara verilmigstir. Siilforafan alan deney
gruplart ardistk 7 giin olarak deney basinda veya sonunda toplam 7 defa

gergeklestirilmistir.
3.7.4. Davranmis Testleri
3.7.4.1. Acik Alan Testi

Acik Alan Testi (Open Field Test-OFT), kemirgenlerde hareket, kaygi,
tirmanma gibi davraniglarin incelenmesine dayali kare seklinde bir davranis testidir ve
ilk olarak 1934’te Hall tarafindan kullanilmistir (206). Bu test, denegin bilmedigi bir
ortama konuldugunda, yeni ¢evreye karsi artan stres seviyesi ile daha az kesfetmeye
egilim ve lokomotor hareketlerdeki davraniglarinin degisiminin gézlemlenmesine

dayalidir. Kesfetme egilimi ve lokomotor davranis, agik alanin 16 kareye boliinmesi
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ve bu karelerin kaginda gegisin oldugunun yani sira hangi karelerde ne kadar zaman
harcadiginin  hesaplanmasiyla belirlenir. Stres seviyesi yiiksek hayvanlar,
yerlestirildikleri karede veya o karenin ¢evresinde kalma egilimi tagir. Bundan dolay1
yerlestirildikleri bolgede harcadiklar1 siire fazla olmasina ragmen lokomotor hareket

ve kesfetme egilimi azalmaktadir.

Agik alan testi 1 m x 1 m alana sahiptir. Alan1 aydinlatmak i¢in 35 liiksliik bir
151k kaynagi kullanilmistir. Deney hayvanlarinin ortama alismasi i¢in deneyden 30
dakika once test odasma getirilmigstir. Testte kullanilan 42 Balb/c erkek fare, 16
parcaya boliinmiis alanin tam ortasmna birakilip 5 dakika boyunca hareketleri
kaydedilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Davranis
Laboratuvarinda bulunan Noldus Ethovision XT video tracking sistemi ile kayit
alinmustir. Program, farenin bulundugu alanda yiiriime, durma ve gegirdigi siireleri
kaydetmistir. Her deneyden sonra yeni fareyi koymadan dnce platform yiizeyi %70’lik

alkol ile temizlenmistir.
3.7.4.2. Kuyruktan Asma Testi

Kuyruktan Asma Testi (Tail Suspension Test-TST), potansiyel antidepresan
ilaglarin taranmasinda ve depresyon ve anksiyete ile ilgili davranislar1 etkilemesi
beklenen diger manipiilasyonlarin degerlendirilmesinde kullanilan bir fare davranig
testidir. Bu testte fareler, kagcamayacaklar1 veya yakindaki yiizeylere tutunamayacak
sekilde kuyruklarindan bant ile asilir. Depresyon benzeri davranis gostermeyen
farelerde 6zellikle kendini saga-sola sallanarak kurtarma, kuyruklarina veya asildiklari
banta tirmanma davraniglar1 goézlemlenir. Depresyon benzeri davranig gosteren
farelerde asildiklar1 yerde patilerini karinlarinda toplayarak hareketsiz kalma veya

kendini temizleme davranisi gézlemlenmektedir (207).

Calismamizda fareler, kuyruklarindan yukari asildiklari; 55 cm yiikseklik, 60
cm geniglik, 11.5 cm derinligi olan 3 duvarli dikdoértgen bir kutu i¢cinde kuyruklarindan
bir bant yardimiyla bir kancaya asildilar. Sagladigimiz 6l¢timlere gore farenin asili
halde iken kafasi ile alt zemin arasinda 20 -25 cm aralik birakilmistir. Kutunun yan
duvarlar1 beyaz, alt zemini ise siyah renkti. Deneklerin test asamasinda birbirlerinden

etkilenmemesi i¢in kutu her testten sonra steril edici bir soliisyon ile silinnigtir. Test
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izlemi i¢in video kamera, farenin net goriintiilenebildigi en yakin noktaya (35 -50 cm)
kondu. Her bir fare toplamda 6 dakika izlendi ve ¢ift-kor olarak izlenen videolarda

immobilite ve mobilite siireleri degerlendirilmistir.

Sekil 2. Kuyruktan Asma Testi Diizenegi
3.7.4.3. Porsolt Zorunlu Yiizme Testi

Porsolt Zorunlu Yiizme Testi (Forced Swim Test-FST), Porsolt ve arkadaslar
tarafindan 1978 yilinda gelistirilen bir davranis testidir. Ilk énce sicanlarda denenen
testte sonradan farelerde denenmeye baslanmistir. Hayvanlar, kagamayacaklar igi su
dolu bir silindirin i¢inde ylizmeye zorlanir. Baglangigta giiclii bir lokomotor aktivite
sergileyen hayvanlar bir siire sonra karakteristik hareketsiz kalma davranisi gosterirler.
Porsolt ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, baz1 antidepresanlarin bu hareketsizligi
azaltan davraniglara neden oldugu bildirilmistir (208). Bu davranis testinde
hayvanlarda genelde gozlemlenen 3 tipik davranis vardir. Ik davranis tipi, depresyon
benzeri mod sergilemeyen hayvanlarda silindirin kenarindan disar1 kagmak igin
gosterdigi tirmanma (climbing) davranisidir. Tkinci davranis, depresyon benzeri mod
sergiledigini veya hayvanin yoruldugunu belirtilen ylizme (swimming) davranigidir.
Bu harekette, hayvan arka patilerini karnina g¢eker, 6n patileri ve kuyrugu ile suda

yiizer. Ugiincii davranis, hayvanin hicbir kagma ¢abas1 gdstermeyecek sekilde sadece
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suyun i¢inde batmamak i¢in kuyrugunu hareket ettirmesi ile bilinen immobil
davranistir. Depresif hayvanlarin agirlikli olarak yiizme ve hareketsiz (immobil) kalma

davranisi sergiledigi bildirilmistir (209).

Calismamizda fareler, silindirin i¢inde yere degmesine veya duvardan
atlamasina izin vermeyecek seviyede su bulunan bir silindire (yiikseklik 50 cm, ¢ap 30
cm) bireysel olarak yerlestirilmistir. Silindirin yan tarafina ve 50 cm uzaga bir video
kamera yerlestirildi. Suyun sicakligit 25 ©°C'de tutuldu. Farelerin birbirinden
etkilenmemesi i¢in su her testten sonra degistirilmistir. Fareler test aparatina
yerlestirildikten sonra 5 dakika izlendi. 5 dakikalik video kesiti her biri 5 saniye olacak
sekilde 60 parcaya boliiniip, her kesit tirmanma(climbing), ylizme(swimming) ve

immobil olarak numaralandirildi. Video kesitler ¢ift-kor seklinde analiz edilmistir.

N

Sekil 3. Porsolt zorunlu yiizme testi diizenegi.
3.7.4.4. Morris Su Labirenti Testi

Morris Su Labirenti Testi (Morris Water Maze Test-MWM), 1981 yilinda
norobilimei Richard G. Morris tarafindan gelistirilen, mekansal hafiza ve uzun siireli
hafizanin edinilmesini ve hipokampal 6grenmeyi test etmak amaciyla kullanilan bir
davranig testidir (210). Calismada kullanilan su tanki, 140 cm ¢apinda ve 75 cm
yuksekligindedir. Tanktaki su seviyesi, kacis platformunun yiiksekliginin 1 cm
tizerinde olacak sekilde 75 cm olarak ayarlandi. Tankin merkezinden 2 m yiikselikte
farelerin davraniglarini izlemek ve kaydetmek igin bir video kamera kuruldu.

Kullanilan program aracilifiyla videoda goriinen tank kuzey, giizey, dogu ve bati
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olmak {izere 4 esit kadrana boliindii. Her kadranin iistiinde hayvanin o bdlgeyi
Ogrenmesini ve hatirlamasini saglayacak renkli sekiller yerlestirildi. Kuzeye sar kiire,
glineye yesil kiip, battya mavi dikdortgen, doguya kirmizi iiggen sekilleri
yerlestirilmistir. Tank igerisindeki kagis platformunun gériinmemesi i¢in tankin i¢i ve
platform mat siyah renkte secilmigtir. Hayvanlar 1 su labirenti gorevinde 5 giin
boyunca test edildi. Her giin fareler, suya (22 + 1 °C) yerlestirilecek olup ekstra labirent
ipuclar1 kullanarak gizli ama sabit bir kagis platformu bulana kadar yiizmelerine izin
verildi (maksimum yilizme siiresi 60 saniye). Kagis platformu, havuzun rastgele
boliimlerinden birinin ortasina yerlestirildi. Denek 60 saniye i¢inde platformu
bulamazsa; deneyci, fareyi platforma yerlestirip 15 saniye orada birakip hayvanin
etrafi izlemesini saglamigtir. Her fare, denemeler arasi 60 saniyelik bir aralikla giinde
bes ardisik deneme igin test edildi. Her fareye arka arkaya dort giin (toplam 20 deneme)
gorev verilip 5. giinde platformun havuzdan ¢ikarildig: bir yoklama denemesi yapildi.
Fareler havuza yerlestirilip 60 saniye ylizmelerine izin verildi. Veriler, platformu ve
segilen kadranda gegirilen siireyi bulmak i¢in gecikme zamanina gére analiz edildi. Bu

deneyde, Noldus Ethovision XT kayit sistemi kullanildi.

Bu deneyde test edilen spasyal 6grenme, beyindeki hipokampus bolgesini
dogru yon ve gorsel ipuglarini hatirlayarak kullanmayi hedeflemektedir. Farenin
gorsel ipuclarina gore gizli platformu bulmasi veya hedef kadran1 bulmasi ve orada
slire gegirmesi beklenir (211). Bu testte, hayvanin dogru kadran1 veya gizli platformu
daha kisa siirede bulmas1 hipokampal aktivite ve disfonksiyonunu degerlendirmek i¢in

kullanilan 6nemli bir parametredir ve siklikla kullanilir (212, 213).
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Sekil 4. Morris su labirenti diizenegi.
3.7.5. Sakrifikasyon ve Dokularin Ayrimu

Calismamizda, davranis testlerinin hemen ardindan fareler hafif eter anestezisi
altinda kardiyak punksiyon yolu ile sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon sonrasi hizlica
beyin ¢ikarilmistir. Buzla sogutulan ortamda, kognitif fonksiyonlar ve davranis ile
ilgili PFC ve hipokampus bolgeleri disseke edilmistir. ELISA ve biyokimyasal
parametreler icin kullanilacak dokular -80 °C’de saklanmustir. Immunohistokimyasal
Olgtimler igin kullanilacak dokular %10’luk formalin igine alinmis olup, doku takibi

sonrasi parafin bloklar seklinde oda sicakliginda saklanmustir.
3.7.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Calismamizda, kognitif fonksiyonlar ve davramis ile iliskili PFC ve
hipokampus bolgelerindeki norotrofik faktorlerden biri olan BDNF; proinflamatuar
sitokinlerden TNF-a ve IL-6; oksidatif stres biyobelirteglerinden MDA ve GSH’1
degerlendirmek igin ticari amagli ELISA kitleri kullanilmistir. Total protein 6l¢timii
icin ticari protein Kiti kullanilmistir.
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3.7.6.1. BDNF Olciimii

BT-Lab Mouse BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) ELISA Kiti

Katalog No: E0013Mo

Lot. No: 202411008

Kit ol¢lim aralig1 0.05-10 ng/ml; hassasiyeti 0.021 ng/ml’dir.

Standartlar ve reaktifler 6nerilen protokole gore hazirlanmustir.

1.

Kit oda sicakligina geldikten sonra standartlar i¢in 7 kuyucuk, bosluk (blank)
icin bir kuyucuk hazirlanmistir. Talimatlara 120 pl standart ¢ozelti hazirlanip,
her standartlar i¢in ayirilan kuyucuga 50 pl standart pipetlenmistir.

Ardindan her kuyucuga 40 ul 6rnek konulup, 10 pul BDNF antibody
eklenmistir. 50 ul streptavidin-HRP ¢6zeltisi blank disinda diger kuyucuklara
eklenmistir. Kuyucuklarin tstii seffaf bir kapatici ile kapatilip yavasca
calkalanmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmustir.

Kitten ¢ikan 25X Wash Buffer X konsantrasyonuna diliie edilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikan kuyucuklara 5 defa 1/25x Wash Buffer ile yikanmustir.
Her yikamada kuyucuga 300 ul Wash Buffer eklenmistir. Her yikamada 30 sn-
1 dk aras1 beklenmistir. i¢inde kalan s1v1, emici bir kagt ile giderilmistir.

Her kuyucuga 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B eklendikten sonra karanlik
ortamda 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmastir.

Ardindan her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenip, mavi rengin fosforlu sar1
olmasi gézlemlenmistir.

Olusturulan absorbanslar hemen spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de

Olgtilmiistiir.

3.7.6.2. TNF-a Olgiimii

BT-Lab Mouse TNF-o (Tumor Necrosis Factor Alpha) ELISA Kiti

Katalog No: E0117Mo

Lot. No: 202406083
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Kit 6l¢iim araligi 5-1000 ng/L; hassasiyeti 2.49 ng/L’dir.
Standartlar ve reaktifler 6nerilen protokole gore hazirlanmistir.

1. Kit oda sicakligina geldikten sonra standartlar i¢in 7 kuyucuk, bosluk (blank)
i¢in bir kuyucuk hazirlanmistir. Talimatlara 120 ul standart ¢6zelti hazirlanip,
her standartlar i¢in ayirilan kuyucuga 50 ul standart pipetlenmistir.

2. Ardindan her kuyucuga 40 pl 6rnek konulup, 10 pl fare TNF- o antibody
eklenmistir. 50 ul streptavidin-HRP ¢6zeltisi blank disinda diger kuyucuklara
eklenmistir. Kuyucuklarin {stli seffaf bir kapatici ile kapatilip yavasca
calkalanmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmustir.

3. Kitten c¢ikan 25X Wash Buffer X konsantrasyonuna diliie edilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikan kuyucuklara 5 defa 1/25x Wash Buffer ile yikanmistir.
Her yikamada kuyucuga 300 pl Wash Buffer eklenmistir. Her yikamada 30 sn-
1 dk aras1 beklenmistir. I¢inde kalan s1vi, emici bir kagit ile giderilmistir.

4. Her kuyucuga 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B eklendikten sonra karanlik
ortamda 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmastir.

5. Ardindan her kuyucuga 50 ul Stop soliisyonu eklenip, mavi rengin fosforlu sar1
olmasi gézlemlenmistir.

6. Olusturulan absorbanslar hemen spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de

Olgtilmiistiir.

3.7.6.3. 1L-6 Olciimii

BT-Lab Mouse IL-6 (Interleukin 6) ELISA Kiti

Katalog No: E0049Mo

Lot. No: 202403246

Kit 6l¢tim aralig1 3-900 pg/ml; hassasiyeti 1.5 pg/ml’dir.

Standartlar ve reaktifler onerilen protokole gore hazirlanmigtir.
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. Kit oda sicakligina geldikten sonra standartlar i¢in 7 kuyucuk, bosluk (blank)
icin bir kuyucuk hazirlanmistir. Talimatlara 120 ul standart ¢ozelti hazirlanip,
her standartlar i¢in ayirilan kuyucuga 50 ul standart pipetlenmistir.

. Ardindan her kuyucuga 40 ul 6rnek konulup, 10 ul IL-6 antibody eklenmistir.
50 ul streptavidin-HRP ¢o6zeltisi blank disinda diger kuyucuklara eklenmistir.
Kuyucuklarin {istli seffaf bir kapatici ile kapatilip yavasga calkalanmistir. 37
°C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir.

. Kitten ¢ikan 25X Wash Buffer X konsantrasyonuna diliie edilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikan kuyucuklara 5 defa 1/25x Wash Buffer ile yikanmistir.
Her yikamada kuyucuga 300 pl Wash Buffer eklenmistir. Her yikamada 30 sn-
1 dk aras1 beklenmistir. Icinde kalan s1vi, emici bir kagit ile giderilmistir.

. Her kuyucuga 50 pl substrat A ve 50 pul substrat B eklendikten sonra karanlik
ortamda 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmustir.

. Ardindan her kuyucuga 50 pl Stop soltisyonu eklenip, mavi rengin fosforlu sar1
olmasi gézlemlenmistir.

. Olusturulan absorbanslar hemen spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de

Olgtilmiistiir.

3.7.6.4. MDA Olciimii

BT-Lab Mouse MDA (Malondialchehyche) ELISA Kiti

Katalog No: E0049Mo

Lot. No: 202409014

Kit 6lgtim araligi 0.05-10 nmol/ml; hassasiyeti 0.023 nmol/ml1’dir.

Standartlar ve reaktifler onerilen protokole gore hazirlanmigtir.

Kit oda sicakligina geldikten sonra standartlar i¢in 7 kuyucuk, bosluk (blank) i¢in bir

kuyucuk hazirlanmistir. Talimatlara 120 pl standart ¢ozelti hazirlanip, her standartlar

icin ayirilan kuyucuga 50 pl standart pipetlenmistir.

1. Ardindan her kuyucuga 40 ul 6rnek konulup, 10 ul anti-MDA antibody
eklenmistir. 50 ul streptavidin-HRP ¢6zeltisi blank disinda diger kuyucuklara
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eklenmistir. Kuyucuklarin istii seffaf bir kapatici ile kapatilip yavasga
calkalanmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmustir.

Kitten ¢ikan 25X Wash Buffer X konsantrasyonuna diliie edilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikan kuyucuklara 5 defa 1/25x Wash Buffer ile yikanmustir.
Her yikamada kuyucuga 300 pl Wash Buffer eklenmistir. Her yikamada 30 sn-
1 dk aras1 beklenmistir. Iginde kalan sivi, emici bir kagit ile giderilmistir.

Her kuyucuga 50 pl substrat A ve 50 ul substrat B eklendikten sonra karanlik
ortamda 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan her kuyucuga 50 pl Stop soliisyonu eklenip, mavi rengin fosforlu sar1
olmasi gézlemlenmistir.

Olusturulan absorbanslar hemen spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de

Olciilmiistiir.

3.7.6.5. GSH Ol¢iimii

BT-Lab Mouse GSH (Glutathione) ELISA Kiti

Katalog No: E2594Mo

Lot. No: 202305002

Kit 6l¢tim aralig1 0.5-200 ng/ml; hassasiyeti 0.33 ng/ml’dir.

Standartlar ve reaktifler onerilen protokole gore hazirlanmigtir.

1.

2.

3.

Kit oda sicakligina geldikten sonra standartlar i¢in 7 kuyucuk, bosluk (blank)
icin bir kuyucuk hazirlanmistir. Talimatlara 120 pl standart ¢6zelti hazirlanip,
her standartlar i¢in ayirilan kuyucuga 50 pl standart pipetlenmistir.

Ardindan her kuyucuga 40 pl 6rnek konulup, 10 ul fare GPx1 antibody
eklenmistir. 50 ul streptavidin-HRP ¢6zeltisi blank disinda diger kuyucuklara
eklenmistir. Kuyucuklarin istii seffaf bir kapatici ile kapatilip yavasca
calkalanmistir. 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakilmustir.

Kitten ¢ikan 25X Wash Buffer X konsantrasyonuna diliie edilmistir.
Inkiibasyondan ¢ikan kuyucuklara 5 defa 1/25x Wash Buffer ile yikanmustir.
Her yikamada kuyucuga 300 ul Wash Buffer eklenmistir. Her yikamada 30 sn-

1 dk aras1 beklenmistir. I¢inde kalan s1vi, emici bir kagit ile giderilmistir.
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Her kuyucuga 50 ul substrat A ve 50 pl substrat B eklendikten sonra karanlik
ortamda 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmustir.
Ardindan her kuyucuga 50 ul Stop soliisyonu eklenip, mavi rengin fosforlu sar1

olmas1 gozlemlenmistir.

Olusturulan absorbanslar hemen spektrofotometrik plak okuyucuda 450 nm’de

Olgiilmiistiir.

3.7.6.6. Total Protein Ol¢iimii

Calismamizda, PFC ve hipokampus dokularinda total protein 6l¢imii Pierce

BCA Protein Essay Kit (23227, Thermo Scientific) kullanilmistir. Kit, protokole

gore hazirlanmistir.

1
2
3.
4. Kuyucuklar plak film ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 30 dakika oda

Soliisyon A ve B 50:1 oraninda karistirildi. Calisma soliisyonu hazirlandi.
Standart ve doku 6rneklerinden 25 pl kuyucuklara aktarildi.

Kuyucuklara 200 pl ¢alisma soliisyonu eklendi.

sicakliginda bekletildi.

Olusturulan absorbanslar 562 nm’de 6l¢iildii.

Sonuglar 20-2000 pg/mL arasinda hazirlanan standartlar dogrultusunda,

standart grafigi yardimiyla hesaplandi.

3.7.7.  Histolojik Inceleme

Alinan beyin dokular1 %10’luk formalin ¢ozeltisinde 48 saat bekletilmistir. Bir

giin sonra dokular 151k mikroskobu ile goriintiilenmesi ig¢in gereken doku takibi

prosediirii ile parafin bloklara gomiilmiistiir. Paxinos ve Watson’nin Fare Beyin Atlasi

yardimi ile parafin bloklardan PFC ve hipokampus bolgelerine denk gelecek sekilde

kesitler alindi. Bu kesitler 5 um kalinliginda mikrotom (Finesse ME +, Thermo

Scientific) ile almmistir. Parafinli kesitler lizin kapli lamlara yerlestirilmistir.

Ardindan lamlar, histolojik dlgiimler igin cresyl violet boya ile boyanmistir. Elde

edilen boyal1 dokularda 151k mikroskobu ile hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayiminda

boyanan dokular 40X objektif ile 16800 um? sayim alam kullanilmustir. Her kesitte 3
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farkli bolgede sayim yapildiktan sonra ortalamalar1 alinmistir. Cikan sonuglar

ortalama =+ standart hata olarak gosterilmistir.

3.7.7.1. Doku Takibi Prosediirii

%10’luk formalin ¢ozeltisinde 48 saat bekletilen dokular doku takibi

yapilmadan 1 giin 6nce akan suyun altinda bekletilip fiksatiften ayrilmistir. Ardindan

gerceklestirilen iglemler asagi siralanmistir:

Dokular, dehidratasyonu saglamak i¢in 20’ser dakika sirasiyla %70-80-96’1ik
Etil alkol serilerinde bekletilmistir.

Ardindan, postfiksasyon zinciri i¢in 20°ser dakika sirastyla Aseton I-11-111-1V
serilerinde bekletilmistir.

Seffaflastirma islemi, 30’ar dakika Ksilol I ve II’de bekletilerek
gerceklestirildi.

Dokular, 60 °C’lik etiivde erimis Parafin I ve II de 1’er saat bekletilmistir.
Son olarak Parafin Dispanser’de eritilmis sert parafin ile dokular bdlgelerine
gore ayrilarak bloklanmigtir. Bloklanan dokular soguduktan sonra oda

sicakliginda saklanmistir.
3.7.7.2. Cresyl Violet ile Boyama

PFC ve Hipokampus bolgelerinde 5 pm kalinliginda kesitler alindiktan sonra

lizin kaphi lamlara yerlestirilmisti. Ardindan bu dokular boyama prosediirii i¢in

ayirilmistir. Boyama prosediirii asagida belirtilmistir:

Deparafinizasyonu saglamak igin sokular sirasiyla, 1 gece 60 °C’lik etiivde
bekletildi. Ardindan 60 °C’lik etiivde 20 dk Ksilol I’de bekletildi. En son oda
sicakliginda 10’ar dakika Ksilol II ve III’te bekletilmistir.

Rehidratasyonu saglamak i¢in dokular sirasiyla %100-96-80-70’1ik etil alkol
serisinde ¢alkalanmustir.

Dokular 5 dakika distile su igerisinde bekletildikten sonra, 30 dakika cresyl

violet boyama soliisyonun i¢inde bekletilmistir.
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e Tekrar sirastyla %70-96’Iik etil alkol serisinde ¢alkalanan dokular,
seffaflastirma islemi icin 20’ser dakika Ksilol I-lI-III’te oda sicakliginda
bekletilmistir.

e En son dokular entellan ile kapatilip kurumaya kaldirtlmistir.
3.7.7.3. Noron Sayimi

Elde edilen cresyl violet ile boyali1 dokularda 1sik mikroskobu ile hiicre sayimi
yapilmistir. Hiicre sayiminda boyanan dokular 40X objektifile 16800 um?2 sayim alani
kullanilmistir. Her kesitte 3 farkli bolgede sayim yapildiktan sonra ortalamalar

alimmugtir. Cikan sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmistir.
3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim veriler ortalama + standart hata seklinde gdsterilmistir. Grup ortalamalari
arasinda farklar IBM SPSS 22.0 programi ile One Way ANOVA testi, post-hoc LSD
testi ile tekrarli 6l¢timler i¢in repeated-measures ANOVA, parametrik olmayan veriler
icin Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Her testte p<0.05 anlamlilik diizeyi esas

alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhiklar

Hayvanlarin haftalik olarak viicut agirliklar1 kaydedilmis olup; her grubun

viicut agirligi ortalamasi alinarak haftalik degisimleri incelenmistir. Buna gore

hayvanlarin viicut agirliklart anlamli olarak artt1 (p<0.05).

Tablo 3’te farelerin haftalik viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilagtiriimasi

degerlendirilmistir.

Tablo 3. Haftalik agirlik degisimi (g).

Gruplar | ilk Hafta | 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta

K 21,26+3,2 | 24,07+2,75 | 25,5+2,6 28,29+2 .85 | 29,93+4,15 | 30,2+3,7*

Si 19,964+2,3 | 22,69+2,4 | 54,03+2,3 | 26,84+2,15 | 28+2,35 28,59+2, 5*
ESFN 24,19+2,95 | 26,64+3,55 | 29,69+2,75 | 31,81+2,6 | 33,67+3,1 | 34,56+3,25*#
SI+ESFN | 24,46+3,2 | 26,21+4 28,67+£2,3 | 30,13+2,95 | 30,76+3,4 | 29,93+3,2*
GSFN 25,29+2,05 | 30,69+2,25 | 33,1+3,8 35,04+2,95 | 35,87+4,85 | 36,33+4*#
SI+GSFN | 25,294+2,05 | 31,74+2,5 33,04£1,6 | 35,16+2,15 | 33,99+3,9 | 35,3£3,25*&

*: p<0.05, Her grubun ilk haftasi ile karsilastirildiginda,

#: p<0.05, K grubunun 5. haftasi ile karsilastirildiginda,

&: p<0.05, SI grubunun 5. haftasi ile karsilagtirildiginda,

Calismada; K grubunun ilk haftaya gore 5. hafta viicut agirligi anlamli olarak

arttt (p=0.0021). SI grubunun ilk haftaya gore 5. hafta viicut agirligi anlamli olarak

artt1 (p<<0.0001). ESFN grubunun ilk haftaya gore 5. hafta viicut agirlig1 anlamli olarak

artt1 (p=0.0007). SI+ESFN grubunun ilk haftaya gdre 5. hafta viicut agirligir anlamh

olarak artt1 (p=0.0046). GSFN grubunun ilk haftaya gore 5. hafta viicut agirligi anlamli

olarak artt1 (p=0.0008). SI+GSFN grubunun ilk haftaya gore 5. hafta viicut agirligi

anlamli olarak artt1 (p=0.0296).

[Ik hafta GSFN ve SI+GSFN gruplarmimn K grubuna gore viicut agirliklari
anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0036, p=0.036). Ilk hafta GSFN ve
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SI+GSFN gruplarinin SI grubuna gore viicut agirliklart anlamli olarak yiiksek bulundu
(swrastyla p=0.044, p=0.034). 1. hafta GSFN ve SI+GSFN gruplarinin K grubuna gore
viicut agirliklart anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0025, p=0.023). 1. hafta
GSFN ve SI+GSFN gruplarinin SI grubuna gore viicut agirliklar1 anlamli olarak
yiiksek bulundu (sirastyla p<0.0001, p=0.0020). 1. hafta SI+GSFN grubu SI+ESFN
grubuna gore viicut agirligi anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0444). 2. hafta ESFN,
SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarmin K grubuna gore viicut agirliklar1 anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0049, p=0.0276, p=0.0046, p=0.0011). 2.
hafta ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin SI grubuna gore viicut agirliklari anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0284, p=0.0003, p=0.0010). 2. hafta ESFN
grubunun SI+GSFN grubuna gore viicut agirliklari anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p=0.0117). 2. hafta GSFN ve SI+GSFN gruplarinin SI+ESFN grubuna gore viicut
agirliklart anlamli olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0447, p=0.0129). 3. hafta
GSFN ve SI+GSFN gruplarinin K grubuna gore viicut agirliklart anlamli olarak daha
yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0042, p=0.0041). 3. hafta ESFN, GSFN ve SI+GSFN
gruplarinin SI grubuna gore viicut agirliklart anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(swrasiyla p=0.0484, p<0.0001, p=0.0016). 3. hafta ESFN, SI+ESFN gruplarinin
SI+GSFN grubuna gore viicut agirliklart anlamli olarak daha diisiik bulundu (sirasiyla
p=0.0139, p=0.0282). 4. hafta GSFN grubunun K grubuna gore viicut agirligi anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (p=0.0277). 4. hafta ESFN, GSFN ve SI+GSFN
gruplarinin SI grubuna goére viicut agirligi anlamh olarak daha yiiksek bulundu
(swrastyla p=0.0238, p=0.0024, p=0.0142). 5. Hafta ESFN ve GSFN gruplarinin K
grubuna gore viicut agirliklart anlamli olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla
p=0.0434, p=0.0277). 5. Hafta ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin SI grubuna gére
viicut agirliklar1 anlamli olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0153, p=0.0011,
p=0.0298). 5. Hafta ESFN grubunun SI+ESFN grubuna goére viicut agirligi anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (p=0.0112).

4.2. Acik Alan Testi Bulgular

Gruplar arast lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in agik alan testi
uygulanmistir. Testte hayvanlarin toplam kat ettikleri mesafe (cm), orta alandaki

bulunma siireleri (S) ve ortalama hizlar1 (cm/s) degerlendirilmistir. Gruplar arasinda
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hayvanlarin kat ettikleri mesafe ve ortalama hizlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik bulunmamustir.

Sekil 5°de acik alan testinde orta alanda gegirilen siirenin gruplar arasi

karsilastirilmast verilmistir.

s
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Sekil 5. Acik Alan testinde orta alanda gegirilen siire (s).
a: p<0.05, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.005, SI grubu ile karsilastirildiginda,

GSFN grubunun orta alanda gecirdigi siire K ve SI gruplarina gore anlamli olarak

yiiksek bulundu (sirastyla p=0.0423, p=0.021).

Sekil 6’de agik alan testinde toplam kat edilen mesafede gruplar arasinda

anlamli fark bulunmamgtir (p>0.05).
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Sekil 6. Agik alan testinde toplam kat edilen mesafe (cm).

Sekil 7°te agik alan testinde ortalama hizda gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir (p>0.05).
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Sekil 7. Agik alan testinde ortalama hiz (cm/s).

4.3. Kuyruktan Asma Testi Bulgular

Gruplar aras1 depresyon benzeri davranis ve anksiyeteyi degerlendirmek igin

kuyruktan asma testi uygulanmistir. Hayvanlarin 6 dakika boyunca immobilite siireleri

(s) Olgiilmiistiir.
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Sekil 8’de kuyruktan asma testinde immobilite siirelerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 8. Kuyruktan asma testinde immobilite siireleri (s).
a: p<0.0001, K grubu ile karsilastirildiginda,

b: p<0.0005, K grubu ile karsilastirildiginda,

c: p<0.0001, SI grubu ile karsilagtirildiginda,

d: p<0.005, ESFN grubu ile karsilastirildiginda,

SI grubunun toplam immobilite siiresi K grubuna gore anlamli olarak ytiksek
bulundu (p<0.0001). ESFN grubunun toplam immobilite siiresi K grubuna goére
anlamli olarak disiik bulundu (p=0.0003). ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN
gruplariin toplam immobilite siiresi SI grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
diistik bulundu (sirasiyla p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001). SI+ESFN GSFN
ve SI+GSFN gruplarmin total immobilite siiresi ESFN grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.0001, p=0.0016, p<0.0001).

4.4. Porsolt Zorunlu Yiizme Testi Bulgular:

Gruplar aras1 depresyon benzeri davranig ve anksiyeteyi degerlendirmek igin

Porsolt zorunlu yiizme testi uygulanmistir. Hayvanlarin suda kaldiklar1 5 dakika
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boyunca tirmanma (climbing), ylizme (swimming) ve immobilite siireleri (s)

Olclilmiistiir.

Sekil 9’te Porsolt zorunlu yiizme testinde tirmanma (climbing) davranisinda

gegirilen silirenin gruplar arasi karsilagtirilmasi verilmistir.
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Sekil 9. Porsolt zorunlu yiizme testinde tirmanma (climbing) davranis1 siiresi (s).
a: p<0.0001, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.0001, SI grubu ile karsilastirildiginda,

S| grubunun tirmanma (climbing) siiresi K grubuna gore anlaml olarak daha
diisiik bulundu (p<0.0001). ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin
tirmanma (climbing) stireleri SI grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha

yiiksek bulundu (sirastyla p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001).

Sekil 10’te Porsolt zorunlu yiizme testinde ylizme (swimming) davranisinda

gecirilen siirenin gruplar arasi karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 10. Porsolt zorunlu ylizme testinde yiizme (swimming) davranisi siiresi (s).

a: p<0.0005, K grubu ile karsilastirildiginda,

b: p<0.05, K grubu ile karsilastirildiginda,

SI grubunun ylizme (swimming) siireleri K grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0.0003). ESFN, GSFN ve SI+GSFN
gruplariin yiizme (swimming) siireleri K grubu ile karsilagtirildiginda anlamli olarak

daha diisiik bulundu (sirastyla p=0.0021, p=0.0052, p=0.0033).

Sekil 11°de Porsolt zorunlu ylizme testinde immobilite davraniginda gegirilen

siirenin gruplar arasi karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 11. Porsolt zorunlu yiizme testinde immobilite siiresi (s).

58



a: p<0.0001, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.001, K grubu ile karsilastirildiginda,
c: p<0.0001, SI grubu ile karsilastirildiginda,

SI grubunun immobilite siiresi K grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0.0001). ESFN grubunun immobilite siiresi K grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0.0098). ESFN, SI+ESFN,
GSFN ve SI+GSFN gruplarmin immobilite siiresi SI grubu ile karsilastirildiginda
anlamli olarak daha diisik bulundu (sirasiyla p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001,
p<0.0001).

4.5. Morris Su Labirenti Bulgulari

Gruplar arasindaki kognitif fonksiyonlari 6l¢gmek icin Morris su labirenti testi
uygulanmistir. Hayvanlarin ilk 4 giinde platformu bulmak icin gegirdikleri ortalama
sire, hedef kadranda bulunma siireleri degerlendirilmistir. Testte 6grenmenin
degerlendirildigi 5. glinde (probe giin) platformu bulma stireleri ve platformun zit
kadraninda gecirdigi siireler degerlendirilmistir. Testin 5. giiniinde platformun zit
kadraninda gecirilen ortalama siirede gruplar arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamastir.

Sekil 12°de Morris su labirenti testinde ilk 4 giinde platformu bulmak icin

gecirdikleri ortalama siirenin gruplar arasi karsilagtirilmasi degerlendirilmistir.
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Sekil 12. Morris su labirenti testinde ilk 4 giinde platformu bulma siiresi (s).

a: p<0.05, K grubu ile karsilastirildiginda,

b: p<0.05, Sl grubu ile karsilastirildiginda,

c: p<0.05, SI+ESFN grubu ile karsilastirildiginda,

d: p<0.05, GSFN grubu ile karsilastirildiginda,

K grubundaki hayvanlar testin 1. giinline kiyasla 4. giinde platformu anlamli
olarak daha hizli buldu (p=0.0429). ESFN grubu 3. giinde platformu SI grubuna gore
anlamli olarak daha hizli buldu (p=0.0344). GSFN grubu 4. giinde platformu SI
grubuna gore anlamli olarak daha hizli buldu (p=0.0185).

SI+ESFN grubundaki hayvanlar 1 ve 2. giine kiyasla 4. giin platformu anlamh
olarak daha hizli buldu (sirasiyla p=0.0234, p=0.0132). GSFN grubundaki hayvanlar
1. giine kiyasla 2 ve 4. giinde platformu anlamli olarak daha hizli buldu (sirastyla
p=0.0485, p=0.0309).
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Sekil 13’da Morris su labirenti testinde 5. giinde yapilan hatirlama testinde
(probe trial) hedef kadranda gegirdikleri ortalama siirenin gruplar arasi

karsilastirilmasi degerlendirilmistir.

30 -

10=

ESFN SI+HESFN GSFN SI+GSFN

Probe Trialde Hedef Kadranda Gegirilen Sure (s)

Sekil 13. Morris su labirenti testinde 5. giinde hedef kadranda gegirilen siire (S).
a: p<0.05, K grubu ile karsilagtirildiginda,

SI grubunun hedef platformda geg¢irdigi siire K grubuna gére anlamli olarak

daha diisiik bulundu (p=0.0148).

Sekil 14’da Morris su labirenti testinde 5. giinde (probe trial) platformun zit
kadraninda gegirdikleri ortalama siirede gruplar arasinda anlamli bir farklilik

bulunmamamustir (p>0.05).
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Sekil 14. Morris su labirenti testinde 5. giinde platformun zit kadraninda gecirilen

stire(s).
4.6. Prefrontal Korteks ve Hipokampus BDNF Seviyeleri

Gruplarda bilissel fonksiyonlar ve davranis ile ilgili beyin bolgeleri olan PFC
ve hipokampus BDNF seviyeleri degerlendirilmistir. PFC’te BDNF protein

seviyesinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Sekil 15°de PFC’deki BDNF protein seviyelerinin gruplar arasi
karsilagtirilmast degerlendirilmistir (p>0.05).
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Sekil 15. PFC BDNF protein seviyesi (ng/ml).

Sekil 16°da Hipokampus BDNF protein seviyelerinin gruplar arasi

karsilastirilmast degerlendirilmistir.
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Sekil 16. Hipokampus BDNF protein seviyesi (ng/ml).
a: p<0.05, K grubu ile karsilastirildiginda,

b: p<0.05, SI grubu ile karsilagtirildiginda,

c¢: p<0.0001, SI grubu ile karsilagtirildiginda,

d: p<0.005, ESFN grubu ile karsilastirildiginda,
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e: p<0.05, SI+ESFN grubu ile karsilastirildiginda,
f; p<0.0001, GSFN grubu ile karsilastirildiginda,

Sl grubunun hipokampustaki BDNF protein seviyesi K grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p=0.0210). SI+GSFN grubunun hipokampustaki BDNF protein
seviyesi K grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0.0035). ESFN ve
SI+ESFN gruplarinin hipokampustaki BDNF protein seviyesi SI grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.0328, p=0.0051). SI+GSFN grubunun
hipokampustaki BDNF protein seviyesi SI grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p<0.0001).

SI+GSFN grubunun hipokampustaki BDNF protein seviyesi ESFN grubuna
gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0.0021). GSFN grubunun
hipokampustaki BDNF protein seviyesi SI+ESFN grubuna gore anlamli olarak daha
diisiik bulundu (p=0.0252). SI+GSFN grubunun hipokampustaki BDNF protein
seviyesi SI+ESFN grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p=0.0146).
SI+GSFN grubunun hipokampustaki BDNF protein seviyesi GSFN grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.0001).

4.7. Prefrontal Korteks ve Hipokampus TNF-a Seviyeleri

Gruplarda hiicre 6liimii ve hiicredeki inflamatuar yanitin1 6l¢gmek i¢in PFC ve
hipokampusta proinflamatuar sitokin olan TNF-a seviyeleri degerlendirilmistir.
Degerlendirmelerde PFC’deki TNF-a protein seviyelerinde gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamustir.

Sekil 17°te PFC’deki TNF-a protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirmasi

degerlendirilmistir (p>0.05).
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Sekil 17. PFC TNF-a protein seviyesi (ng/L).

Sekil 18’te hipokampus TNF-a protein seviyesinin gruplar arasi

karsilastirilmast degerlendirilmistir.
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Sekil 18. Hipokampus TNF-a protein seviyesi (ng/L).
a: p<0.005, SI grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.05, ESFN grubu ile karsilastirildiginda,

c¢: p<0.005, SI+ESFN grubu ile karsilastirildiginda,
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ESFN ve SI+ESFN gruplarmin hipokampus TNF-a protein seviyesi SI grubuna
gore anlamli olarak artt1 (sirastyla p=0.0016, p=0.0003). GSFN ve SI+GSFN
gruplarinin hipokampus TNF-a protein seviyesi ESFN grubuna gore anlamli olarak
azaldi (sirastyla p=0.0028, p=0.007). GSFN ve SI+GSFN gruplarinin hipokampus
TNF-o protein seviyesi SI+ESFN grubuna gore anlamli olarak azaldi (sirasiyla

p=0.0006, p=0.0014).
4.8. Prefrontal Korteks ve Hipokampus IL-6 Seviyeleri

Gruplarda hiicre 6liimii ve hiicredeki inflamatuar yanitin1 6l¢mek icin PFC ve

hipokampusta proinflamatuar sitokin olan IL-6 seviyeleri degerlendirilmistir.

Sekil 19°te PFC’de IL-6 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi

degerlendirilmistir.
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Sekil 19. PFC IL-6 protein seviyesi (pg/ml).
a: p=0.0005, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.0005, SI grubu ile karsilagtirildiginda,

SI grubunun PFC IL-6 protein seviyesi K grubuna gore anlamli olarak artti
(p=0.0005). ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarmin PFC IL-6 protein
seviyesi SI grubuna gore anlamli olarak azaldi (sirastyla p<0.0001, p<0.0001,
p<0.0001, p=0.0002).
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Sekil 20°da Hipokampus IL-6 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi

degerlendirilmistir.
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Sekil 20. Hipokampus IL-6 protein seviyesi (pg/ml).
a: p<0.005, K grubu ile karsilagtirildiginda,

b: p<0.005, SI grubu ile karsilastirildiginda,

c: p<0.05, SI+ESFN grubu ile karsilastirildiginda,

SI, ESFN ve GSFN gruplarinin hipokampus IL-6 protein seviyesi K grubuna
gore anlamli olarak artt1 (sirasiyla p=0.0001, p=0.0019, p=0.0001). SI+ESFN ve
SI+GSFN gruplarinin hipokampus IL-6 protein seviyesi SI grubuna gore anlamli
olarak daha diisiik bulundu (sirasiyla p=0.0004, p=0.0028). GSFN grubunun
hipokampus IL-6 protein seviyesi SI+tESFN grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p=0.0191).

4.9. Prefrontal Korteks ve Hipokampusta MDA Seviyeleri

Gruplarda antioksidan savunma ve oksidatif stresi 6lgmek icin PFC ve

hipokampusta MDA seviyelerine bakilmstir.

Sekil 21’de  PFC MDA seviyesinin gruplar aras1 karsilastirilmasi

degerlendirilmistir.
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Sekil 21. PFC MDA seviyesi (nmol/ml).

a: p<0.0001, K grubu ile karsilastirildiginda,

b: p<0.0005, SI grubu ile karsilastirildiginda,

Sl grubunun PFC’teki MDA seviyesi K grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p<0.0001). ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin PFC MDA seviyesi SI

grubuna gore anlamli olarak azalmistir (sirastyla p<0.0001, p=0.0002, p<0.0001,

p<0.0001).

Sekil 22°de Hipokampus MDA seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi

degerlendirilmistir.
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Sekil 22. Hipokampus MDA seviyesi (nmol/ml).
a: p<0.0001, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.0001, Sl grubu ile karsilastirildiginda,

SI grubunun hipokampus MDA seviyesi K grubuna goére anlamli olarak
yukselmistir (p<0.0001). ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin
hipokampus MDA seviyesi SI grubuna gore anlamli olarak azalmistir (sirasiyla

p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001, p<0.0001).
4.10.  Prefrontal Korteks ve Hipokampusta GSH Seviyeleri

Gruplarda antioksidan savunma ve oksidatif stresi 6lgmek i¢cin PFC ve
hipokampusta GSH seviyelerine bakilmistir. Degerlendirmede PFC ve Hipokampus

GSH seviyelerinde gruplar arast anlamli bir farklilik bulunamamustir.

Sekil 23’de PFC GSH seviyelerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi
degerlendirilmistir (p>0.05).
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Sekil 23. PFC GSH seviyesi (ng/ml).

Sekil 24’de Hipokampus GSH seviyelerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
degerlendirilmistir (p>0.05).
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Sekil 24. Hipokampus GSH seviyesi (ng/ml).

4.11. Hiicre Sayimm Bulgular:

Gruplarda PFC ve hipokampus bdlgelerinde ndron sayimi yapilmistir.

Sekil 25°de PFC bélgesindeki néron sayisinin gruplar arasi karsilastirilmasi

degerlendirilmistir.
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Sekil 25. PFC bolgesindeki ndron sayisi.
a: p<0.05, SI grubu ile karsilastirildiginda,

SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarinin PFC bdlgesindeki néron sayisi SI
grubuna gore anlamli olarak artmistir (sirastyla p=0.015, p=0.0163, p=0.0402).

Sekil 26’da PFC noron goriintiilerinden 6rnekler gosterilmistir.
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Sekil 26. PFC ndron goriintiileri.

Sekil 27°da Hipokampus bdlgesindeki ndron sayisinin gruplar arasi

karsilastirilmast degerlendirilmistir.
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Sekil 27. Hipokampus bolgesindeki ndron sayisi.
a: p<0.05, K grubu ile karsilastirildiginda,
b: p<0.05, SI grubu ile karsilagtirildiginda,

SI grubunun hipokampus bolgesindeki ndron sayist K grubuna gore anlaml
olarak azalmistir (p=0.0202). SI+ESFN ve SI+GSFN gruplarm hipokampus
bolgesindeki noron sayisi SI grubuna gore anlamli olarak artmistir (sirastyla p=0.0159,

p=0.0017).

Sekil 28’de hipokampus noron goriintiilerinden drnekler gosterilmistir.

Sekil 28. Hipokampus noéron goriintiileri.
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5. TARTISMA

Calismamizda kronik sosyal izolasyon stresine maruz kalan addlesan erkek
farelerde Siilforafan’in bilissel fonksiyonlar, davranis ve PFC-Hipokampus BDNF,
TNF-a, IL-6, MDA ve glutatyon seviyelerine etkilerini inceledik. Siilforafan
uygulamasinin bilissel fonksiyonlar1 arttirdig1, depresyon benzeri davranisi azalttigini

gozlemledik.
5.1. Viicut Agirhg Uzerindeki Etkiler

Calismamizdaki K, SI, ESFN, SI+ESFN, GSFN ve SI+GSFN gruplarindaki
hayvanlarin 5. hafta viicut agirliklar1 baslangi¢ agirliklarina gore anlamli olarak artt1.
Bu durum biiyiik olasilikla hayvanlarin ad6lesan dénemden erigkinlige kadar gegen

siirede deneye katilmalarindan kaynaklanmaktadir.

Caligmamizda, 5. haftada ESFN ve GSFN gruplar1 K grubuna gore, SI+ESFN
ve SI+GSFN gruplar1 SI grubuna gore anlaml olarak daha yiiksek agirlikta bulundu.
Sosyal izolasyonun farelerde viicut agirliginin azalmasina neden olduguna dair
literatiirde caligmalar vardir (214). Ancak SFN takviyesinin deney hayvanlarinda
viicut agirhiginda artig/azalisa neden olabilecegi ile ilgili bir veri bulunmamaktadir.
Bizim verilerimiz SFN ‘nin kilo artisina katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir,

bu konunun agikliga kavusmasi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
5.2. Davrams Deneyleri Uzerindeki Etkiler
5.2.1. Acik Alan Testi iizerindeki Etkiler

Caligmamizda, acik alan testinde GSFN grubu K ve SI grubuna goére anlaml
olarak orta alanda daha fazla siire gecirdi. Ancak toplam kat edilen mesafe (cm) ve
ortalama hizda (cm/s) anlamli bir fark bulunmadi. Orta alanda gegirilen siirenin
azalmasi, test esnasinda kat ettikleri mesafenin az olmasi ve ortalama hizin diismesi
depresyon benzeri davraniglarin artmasiyla iliskilendirilmektedir (206). Kronik sosyal
izolasyon modelinin depresyon benzeri davraniglara, biligsel fonksiyonlarin
bozulmasina neden oldugu bilinmektedir. LPS kaynakli depresyon benzeri davranig

modeli olusturulan bir ¢alismada, SFN uygulamasi lokomotor aktivitede bir fark
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olusturmamistir (35). Calismalarda SFN takviyesinde doz ve giin sayilarinin farkli
olmasi bir¢ok bulguyu etkilemektedir (34, 35, 204). Dort haftalik kronik hafif strese
maruz kalan yetigkin farelerde 14 giin boyunca 10 mg/kg SFN i.p. uygulamasinin agik
alan testinde orta alanda geg¢irdigi siire artmistir (34). Sosyal yenilgi stresi (SSDS) ile
depresyon benzeri davranis modeli olusturulan adolesan farelerin orta alanda
gecirdikleri slire azalmigtir. Bu farelere stresten 30 dk 6ncesinde 10 mg/kg SFN i.p.
uygulamasi yapmistir. SFN tedavisi alan farelerde orta alanda gegirilen siire artmistir
(200). Ancak fare gibi kii¢iik hayvanlarin kendi alanlarina kiyasla bu kadar biiyiik bir
alana birakilmasi zaten anksiyete benzeri davranis olusturabilecegi ve bu testin her
zaman %100 gilivenilir sonu¢ vermedigi distiniilmektedir (215). Ayrica hayvan tiiri,
yasi, cinsiyeti, stres modeli, acik alan testinin biiylikliigii her ¢alismada sonuglar
degistirebilmektedir (34, 35, 200, 216). Bu sonuglar diizenli SFN takviyesinin
lokomotor aktiviteyi arttirabilecegi ve depresyon-anksiyete benzeri davraniglari

onleyecebilecegini diisiindiirmektedir.
5.2.2. Kuyruk Asma Testi Uzerindeki Etkiler

Kuyruktan asma testi depresyon benzeri davramis belirteci olarak
kullanilmaktadir (207). Testte, kuyruklarindan asilan farelerin kendilerini kurtarmak
icin kuyruklarina tirmanmasi depresyon benzeri davranig géstermedigi anlamina gelir.
Calismamizda, sosyal izole grubun immobilite siiresi artti. Erken ve ge¢ SFN
uygulamasi sosyal izole gruplarda immobilite siiresini azaltti. Bu bulguya gore
farelerde kronik sosyal izolasyon stresine maruz kaldiktan sonra erken veya ge¢ SFN
uygulamasi depresyon benzeri davranisi iyilestirdi diyebiliriz. Ancak SFN verilen
gruplar arasinda da fark vardi. Ge¢ SFN verilen grubun immobilite siiresi erken SFN
verilen gruba gore daha yliksekti. Bu sonuglara gore, enjeksiyonla SEN uygulamasinin
da bir stres kaynagi oldugunu diisiinmekteyiz (226) ¢iinkii erken donem SFN verilen
farelerde, enjeksiyon sonrasi davranis testlerine kadar gecen siire daha uzundu. Geg
donem SFN alan farclerde ise enjeksiyondan 1 giin sonra davranig testlerine

baslanmasinin immobilite siiresini etkiledigini diisiiniiyoruz.

SFN’nin duygudurum ve ndéronlar iizerindeki koruyucu etkisini arastiran bir
calismada, LPS ile depresyon modeli olusturulmustur. Stres grubunda kuyruktan asma

testinde immobilite siiresi yiiksek bulunmustur. Bu farelere LPS enjeksiyonundan 30
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dakika once verilen tek doz 10 mg/kg SFN i.p. uygulamasinin immobilite siiresini
azalttig1 bildirilmistir (35). Baska bir ¢calismada, fluoxetine verilen farelerde 14 giin 10
mg/kg SFN i.p. uygulamasi kuyruktan asma testinde immobilite siiresini azaltmistir
(34). Kronik sosyal yenilgi stresi olusturulan 8 haftalik erkek farelerde immobilite
stiresi artarken; tek doz 10 mg/kg SEN i.p. uygulamasinin immobilite siiresini azalttigi
bildirilmistir (201). Benzer bir ¢alismada, SSDS stresine maruz kalan 8 haftalik erkek
farelerde immobilite siiresi artmustir (204). LPS ile depresyon benzeri davranigs modeli
olusturulan 4 haftalik addlesan erkek farelerde kuyruktan asma testinde gruplar
arasinda immobilite siirelerinde farklilik yokken, ayni ¢aligmada hayvanlara LPS
yerine SSDS stresi uygulandiginda grubun immobilite siiresi artmistir. SSDS + SFN

verildiginde immobilite siiresi azalmigtir (200).

Calismamizda, sosyal izolasyon stresinin depresyon benzeri davranisa neden
oldugu; diizenli SFN uygulamasinin bu bulgulart iyilestirdigini gérdiik. Ancak SFN
uygulamasinin stresle beraber veya sonra kullanilmas: ile ilgili literatiirde bir veri
bulunmamaktadir. Bizim verilerimiz erken dénem SFN uygulamasinin depresyon
benzeri davranigi Onleyebilecegi/engelleyebilecegini diisiindiirmektedir, bu konuyla

ilgili daha ileri ¢alismara ihtiyag vardir.
5.2.3.  Porsolt Zorunlu Yiizme Testi Uzerindeki Etkiler

Porsolt zorunlu yiizme testi, depresyon benzeri davranislar1 ve bir maddenin
antidepresan etkinligini 6l¢gmek i¢in kullanilan bir davranig testidir (208). Her ne kadar
bazi ¢alismalar bu testte immobilite ve mobilite siirelerinin bulgularini sunmus olsa da
biz ¢caligmamizda immobiliteye ek olarak tirmanma ve yiizme gibi belirli karakteristik
davraniglar1 da degerlendirdik. Farelerde tirmanma davranisi, kendini kurtarma,
¢Ozlim iiretme, kagis gibi pek ¢ok yasama dair temel miicadeleyi gostermektedir. Ayni
sekilde ylizme davranisinin artmasi, lokomotor aktivitenin arttigini, depresyon benzeri
davranmis gostermedigini belirtir. Immobilite caresizligi, kabullenisi gosterir ve

depresyon benzeri davranis belirteglerindendir (217, 218).

Farelerde kullanilan kronik stres modellerinden biri 6ngoriillemeyen yenilgi
stresidir. Farkli stresorlerin (belirli bir alanda sikigtirilma, sicak/soguk uygulama vs)

belirli bir zaman boyunca farkli siralarda farelere uygulanmasiyla bu model
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olusturulur. Dort haftalik 6ngdriilemeyen kronik stresin uygulandigi farelerde, stres
oncesi tek doz 10 mg/kg SFN i.p. uygulamasi yiizme siiresini azaltmig, tirmanma
stiresini arttirmistir (34). LPS kaynakli depresyon modeli olusturulan 8 haftalik
farelerde, stresten 30 dakika once verilen 10 mg/kg SFN i.p. immobilite siiresini
azaltmstir (35). Kronik sosyal yenilgi stresine (CSDS) maruz kalan farelerde zorunlu
ylizme testinde immobilite siiresi artmistir (216). Benzer bir ¢alismada, CSDS stresine
maruz kalan farelere tek doz 10 mg/kg i.p. SFN uygulamasi immobilite siiresini
azaltmustir (201).

Bizim g¢alismamizda erken ve ge¢ donem SFN verilen sosyal izole farelerde
immobilite siireleri azalmis ve tirmanma siireleri artmistir. SEN yiizme siireleri
azaltmig goriinse de burada tirmanma davranigi 6n plana ¢ikmistir. Bu bulgular
1s18inda, SFN  uygulamasimmin  depresyon benzeri davranist iyilestirdigini
sOyleyebiliriz. Ancak bunu hangi yollarla (ndrotransmitter/nérohormonlarin salinimi
ve/veya onlarin reseptorleri lizerinde) gergeklestirdigini anlmak tizere daha ileri

calismalara ihtiyac vardir.
5.2.4. Morris Su Labirenti Uzerindeki Etkiler

MWM testi, hipokampus bagimli 6grenme ve bellek performansini dlgmekte
kullanilan bir testtir. Mekansal 6grenme ve bellek ile ilgili ana merkezlerden biri olan
hipokampus, ndronal aktivitenin yogun olmasi nedeniyle ndrogenez siireglerinden
etkilenir. Ogrenme ve bellegin 6l¢iildiigii davranis testlerinde tekrarlanan néronal
aktivasyonun uzun siireli sinaptik giiclendirmeyi artti§i, ndrogenez siirecini

hizlandirdig1 bilinmektedir (95).

LPS ile depresyon benzeri davranis olusturulan bir ¢alismada, tek doz 20 mg/kg
SEN i.p. uygulamasi hedef kadranda gegirilen siireyi arttirmistir. Sadece SFN verilen
grupta 1 ve 4. Giinde platformu bulma siireleri arasinda bir fark bulunmadigi
gosterilmistir (203). Bagka bir calismada, kronik strese maruz kalan grubun ilk 4 giinde
platformu bulma siiresi ve toplam Kkat ettikleri mesafede bir fark bulunmamuistir (219).
Ug haftalik addlesan erkek farelerde 30 giin siireyle uygulanan sosyal yenilgi stresi
sonrast hedef kadranda gegcirilen siire azalmis, gruplar arasinda zit kadranda gegirilen

stirede bir fark bulunmamastir (220).
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Calismamizda, sosyal izole grup disindaki tiim gruplar testin ilk giiniine kiyasla
4. giin platformu daha kisa siirede buldu. SI grubu 6grenme ve bellek davranisi en kotii
olan gruptu. K, SI+ESFN ve GSFN gruplari testin dordiincii giinde platformu en kisa
stirede buldular ve platformun yerini en iyi 6grenen gruplardi. Sosyal izole olup erken
donem SFN verilen grubun hedef kadranda gegirdigi siire diger SFN alan gruplara gore
daha yiiksekti. Ayrica erken SFN uygulamasi hipokampal néron sayisint ve BDNF
seviyesini de arttirdi. Sosyal izole grupta erken donem SFN uygulamasinin kronik
sosyal izolasyon stresinin kognitif fonksiyonlar {izerinde yarattigi olumsuz etkiyi

Onlemis veya hafifletmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

SFN verilen tiim gruplarda her ne kadar probe trialde hedef kadranda gegirilen
slire azalsa da bir fark yoktu. Sosyal izole olup erken veya ge¢ donem SFN verilen
gruplarda hedef kadranda gegirilen siire kontrol grubuna yaklasti. Erken ve ge¢ SFN
alan gruplardaki fark SFN uygulama zaman ile ilgili olabilir. Ge¢ donem SFN alan
grup, davranis testlerine baslamadan 6nce 7 giin boyunca enjeksiyon stresine maruz
kaldi. Erken dénem SFN alan grup ayni sekilde enjeksiyon stresine maruz kalsa da
davranis testlerine kadar gegen siire 3 hafta idi. Bu da gruplar arasinda 6grenme
stirelerinin farkli olmasina yol agmis olabilir. Erken ve ge¢ donem SFN uygulamasinin
ogrenme davranmisi tlizerindeki etkisi net bilinmemektedir. Bu konuda bizim
calismamiz yapilan ilk arastirma olup, yeterli karsilastirma i¢in daha fazla calismaya

thtiyag¢ vardir.
5.3. BDNF Seviyesi Uzerindeki Etkiler

BDNF birgok beyin bdlgesinde uyarict veya engelleyici sinaplari
diizenlemektedir. Ayn1 zamanda biligsel fonksiyonlar ve 6grenme-bellek altinda yatan

hiicresel siireglerin ideal ve temel diizenleyicisidir (19, 20).

BDNF transkripsiyonunun mikroglialar iizerindeki inflamatuar etkisinin
incelendigi bir calismada, 10 giin SSDS stresine maruz kalan 8 haftalik farelerde
mPFC’de BDNF seviyeleri azalmis; 10 mg/kg i.p. SFN ile tedavi edildiginde mPFC’de
BDNF seviyeleri artmistir (221). Kronik sosyal yenilgi stresine maruz kalan
sicanlarda, SFN uygulamasinin mPFC’de BDNF seviyelerinde bir farkliliga neden
olmamis ancak hipokampal BDNF seviyeleri dl¢iildiigiinde, stres grubunun BDNF
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seviyesinin azaldigi; tek doz 10 mg/kg i.p. SFN ile tedavi edildiginde ise stres + SFN
grubunun BDNF seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (201). Kronik ongoriilemeyen
strese ve sosyal izolasyona maruz kalan si¢anlarda, hipokampus BDNF seviyelerinin
azaldig bildirilmistir (141). Sosyal yenilgi stresine maruz kalan 8 haftalik farelere, 10
mg/kg SFN i.p. verildikten sonra hipokampus BDNF seviyesinin arttigi, depresyon
benzeri davranisin geriledigi ve hipokampus CA1 ve CA3 bolgelerindeki noronlarda

dendritik biiytime goriildigl belirtilmistir (35).

Calismamizda, PFC BDNF protein seviyelerinde bir fark bulunmadi.
Hipokampusta, sosyal izole grubun BDNF protein seviyesi daha diisiiktii. Sosyal izole
gruplarimiza SFN uygulandiginda BDNF seviyeleri SI grubuna gore anlamli olarak
yiikseldi. Ge¢ donem SFN verilen sosyal izole grubun BDNF seviyesi erken donem
SFN verilen sosyal izole gruba gore daha yiiksekti. Ayrica hipokampal néron sayisi
hem erken hem de ge¢ SFN alan sosyal izole gruplarda yiiksekti. SFN’nin BDNF
izerine olan etkileri kisa siirede ortaya ¢ikiyor olabilir. Caligmamizda erken donem
gruplara deneyin ilk haftasinda, ge¢ donem gruplara ise deneyin 4. haftasinda SFN
verdik. Ge¢ SFN alan gruplarin BDNF ol¢iimleri 1 hafta, erken SFN alan gruplarin
BDNF ol¢iimleri 4 hafta sonra yapilmis oldu. Kronik sosyal izolasyon stresi-BDNF ve
SFN iligkisinde bir¢cok yolak (mTOR, MAPK, NRF2 SIRT2 vb) rol oynasa da,
SFN’nin kisa ve uzun siireli etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir (18, 19,
108, 203, 216). Sosyal izolasyon stresinin biligsel fonksiyonlar {izerindeki olumsuz
etkileri distiniildiigiinde SFN, gerilemis kognitif fonksiyonlar, depresyon ve anksiyete
benzeri davranislart iyilestirmek/6nlemek icin kullanilabilir. Bu konuda daha ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.
5.4. TNF-ao Seviyesi Uzerindeki Etkiler

TNF-0, hiicresel stres sonrasi salinan proinflamatuar sitokinlerden biridir.

Ozellikle hiicresel sagkalim ve apoptozis mekanizmalarim1 harekete gecirdigi
bilinmektedir (143).

Kronik yenilgi stresine maruz kalan farelerde serum TNF-a seviyesi yiiksek
bulunmus; tek doz 10 kg/mg SFN i.p. ile tedavi edilmesi serum TNF-a seviyelerini

azaltmistir (34). Benzer bir ¢alismada, CSDS stresinin serum TNF-o seviyelerini
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arttirdigi, SFN ile tedavi sonrasi serum TNF-a seviyesinin azaldigi gorilmiistiir (221).
Adolesan farelerde yapilan bir calismada LPS kaynakli stresin, mPFC ve
hipokampusta TNF-a seviyelerini arttirdigi gortilmistiir (200). LPS ile depresyon
modeli olusturulan farelerde hipokampus TNF-a seviyesi artmistir. Calismada, stres
kaynakli inflamatuar sitokin seviyesinin artti§i, buna bagli sinaptik protein
seviyelerinin azaldigi; bu durumun depresyon benzeri davranisa yol actigi

bildirilmistir (203).

Calismamizda PFC’de TNF-a seviyelerinde anlamli bir fark bulunmadi.
Hipokampus TNF-a seviyelerinde kontrol gruplart (K ve SI) arasinda bir fark
bulunmadi. Ge¢ donem SFN alan grubun hipokampus TNF-a seviyesinin erken donem
SFN alan gruba gore daha diisiiktii. SI+GSFN grubunun hipokampus TNF-a seviyesi
SI+ESFN grubuna gore anlamli olarak daha diistiktii.

SFN ve TNF-a ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogu eriskinlik donemindeki farelerde
yapilmig veya serum TNF-a seviyeleri 6l¢iilmistiir (200, 203, 221). SFN’nin TNF-a
tizerindeki etkileri dokuda kisa donemde ortaya c¢ikarak hiicresel inflamasyonun
ilerlemesini engelliyor veya yavaslatiyor olabilir. Dokuda TNF-a seviyesini 6lgen
yeterli ¢alisma yoktur. TNF-a, SFN-sosyal izolasyon iliskisindeki mekanizmalar

bilinmemektedir, bu konuda daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
5.5. IL-6 Seviyesi Uzerindeki Etkiler

IL-6, inflamasyon ve akut bagisiklik yanitlarinda tretilen bir sitokindir (151).
Kronik strese baglh artmis IL-6 seviyesi depresyon benzeri davranig ve
noroinflamasyon ile iligkilendirilmistir (156, 157). Yapilan bir calismada, 4 hafta
kronik yenilgi stresine (CMS) maruz kalan farelerde serum IL-6 seviyesi artmustir.
Stresli grubun 14 giin boyunca 10 mg/kg SFN ip. uygulamasi, IL-6 seviyesini
azaltmistir (34). Benzer bir ¢alismada, kronik strese maruz kalan farelerde SFN ile
tedavi serum IL-6 seviyelerinin diismesine neden olmustur (221). LPS ile farelerde
depresyon benzeri davranis modelinde, BV2 mikroglial hiicre kiiltiiriine 2.5 uM SFN
eklenmesinin mikroglialarda IL-6 seviyesinin diismesine neden oldugu bildirilmistir
(222).
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Calismamizda, PFC’te SI grubunun IL-6 seviyesi yiiksekti. Erken ve ge¢ donem
SFN verilmesi sosyal izole gruplarda PFC IL-6 seviyelerini diislirdii. Ayn1 gruplarda
kuyruktan asma ve zorunlu yiizme testinde immobilite stireleri SFN verildikten sonra
azaldi. SFN’nin erken veya ge¢ donem verilmesinin lokomotor aktiviteyi arttirdigini
ve depresyon benzeri davranisi iyilestirdigini soyleyebiliriz. Hipokampusta SI grubu
daha yiiksek IL-6 seviyesine sahipti. Ancak erken ve ge¢ donem SFN verilen gruplarin
kontrol grubuna gore IL-6 seviyesi yiikseldi. Kontrol gruplari dahil tiim hayvanlar 7
giin enjeksiyon stresine maruz kaldi; ancak IL-6 6zellikle akut strese karsi seviyesi
artan bir sitokindir. Erken SFN verilen grupta deney siiresinin son haftasinda davranis
testleri uygulanmistir. Davranis testleri esnasinda elle tutulma, kuyruktan asma ve
suya birakilma kisa stireli strese neden olabilir. Dolayisiyla akut stres belirteci olan IL-
6 seviyesini yiikseltmis olabilir. Ge¢ SFN verilen gruplarda SFN uygulama zamani
deneyin sonlanmasindan 1 hafta dnce oldugu i¢in yiiksek IL-6 seviyesine neden
olabilecegini diislinliyoruz. Ek olarak ge¢ SFN alan grupta néron sayist kontrol
grubuna gore artti. Akut stresin adélesanlarda nérogenez ve LTP siirecini olumlu
yonde etkiledigi gosterilmistir (227). Ge¢ SFN alan grupta IL-6 seviyesinin artmasi
noérogenez siirecini olumlu yonde etkilemis olabilir. SFN’nin hangi yollarla IL-6

seviyelerini azalttigini1 anlamak ic¢in daha ileri caligmalara ihtiyag vardir.
5.6. MDA Seviyesi Uzerindeki Etkiler

MDA, ROS/RNS ve ¢oklu doymamus lipitler arasindaki reaksiyonun {irtiniidiir.
Hiicre hasarinda yiiksek diizeyde lipit oksidasyon firiinleri tespit edilebilir (163).
Kronik sosyal yenilgi stresine maruz kalan 8 haftalik erkek farelerde, mPFC ve
hipokampusta MDA seviyeleri daha yiiksek bulunmus olup, artmis MDA seviyelerinin

sosyal davranisi azalttig1 ve depresyon benzeri davranisa yol a¢tig1 bildirilmistir (216).

Calismamizda, sosyal izole grubun PFC ve hipokampus MDA seviyesi tiim
gruplara gore daha yliksekti. Erken ve ge¢ SFN uygulamasiyla sosyal izole gruplarin
(SI-ESFN, Si-GSFN) PFC MDA seviyesi azaldi. Buna ilaveten hipokampusta da ayn1
sonucu gordii yani sosyal izole gruplarin SFN ile tedavisi hipokampus MDA
seviyelerini azaltti. Ancak SFN verilen kontrol gruplari (ESFN ve GSFN) ile SI+ESFN
ve SI+GSFN gruplari arasinda PFC ve hipokampusta MDA seviyesinde bir fark yoktu.
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Bulgularimiza gore, sosyal izolasyonun oksidatif stresi ve depresyon benzeri
davranis1 arttirdigini, erken/ge¢c SFN uygulamasinin ise sosyal izole gruplarda
oksidatif stresi azaltarak depresyon benzeri davranisi iyilestirdigini séyleyebiliriz.
Ancak kronik sosyal izolasyon veya kronik sosyal stres alaninda yapilan ¢alismalarda
cogunlukla serum MDA seviyeleri dlgiilmiistiir (29, 216). Yeterli karsilagtirma ic¢in

daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.
5.7. GSH Seviyesi Uzerindeki Etkiler

Kronik sosyal izolasyon stresi, hiicrede total antioksidan kapasitesinin
diismesine ve bundan dolay1 detoksifikasyon mekanizmasinin bozulmasina neden
olmaktadir. Hiicrede GSH seviyesinin yiikselmesi detoksifikasyonu ve hiicresel
sagkalima katkida bulunmaktadir (170). Yapilan bir ¢calismada, CSDS stresine maruz
kalan 8 haftalik erkek farelerde kontrol ve stres grubu arasinda mPFC GSH
seviyelerinde bir fark bulanmamistir (216). Farkli yaslarda disi ve erkek si¢anlarda
yapilan bir calismada, redoks homeostazini korumak i¢in hayvanlara uzun siireli SFN
tedavisi verilmistir. Calismada, 3 ay boyunca subkutan 0,5 mg/kg SFN tedavisinin 15
aylik yetiskin disi sicanlarda beyin korteksinde ve hipokampusta GSH seviyelerini
azalttig1 bildirilmistir (223). Baska bir caligmada ise 3 haftalik sosyal izolasyona maruz
kalan siganlarda hipokampal GSH seviyelerinde bir fark olmadigi ve hipokampusun
GSH’a duyarsiz oldugu yorumu yapilmistir (173). Biz de ¢alismamizda, PFC ve
hipokampus GSH seviyelerinde gruplar arasinda anlamli fark bulamadik. Yapilan
kisith sayida ¢alismada, kronik sosyal izolasyonun oksidatif stresi arttirdig1 ve redoks
dongiistinii bozdugu bilinmektedir (173, 216, 223). Ancak, kronik sosyal izolasyon
calismalarinin pek az1 beyin dokusunda GSH seviyelerini degerlendirmistir (173, 216).

Bu konuda dogru karsilastirmalar yapabilmek i¢in daha ileri calismalar gereklidir.
5.8. Noron Sayis1 Uzerindeki Etkiler

Kronik strese maruz kalmanin beyinde hiicre 6liimiinii ve néronal atrofiyi artirdigi
bilinmektedir (35). Alzheimer modeli olusturulan erkek ve disi farelerde, 90 giin
boyunca oral gavaj ile 25 mg/kg SFN tedavisi hipokampal kolinerjik néron sayisini
artirmigtir (224). CSDS maruz kalan erkek farelerde, strese maruz kaldiktan 1 ay sonra

PFC’deki noron dendritlerinde kisalma goriilmiistiir (225).
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Adolesan farelerde kronik sosyal izolasyon stresinin PFC’de depresyon benzeri
davraniglara neden oldugu bilinmektedir (35). Calismamizda, erken/ge¢ SFN verilen
sosyal izole gruplarda PFC’de ndron sayisi artti, SFN’nin stres sonrasi uygulanmasi
ile prefrontal nérogeneze katkida bulunabilecegini sdyleyebiliriz. Ayni1 zamanda bu
gruplarda kuyruktan asma ve zorunlu yiizme testinde depresyon benzeri davranigin
iyilestigini gordiik. Bu sonuglara gore SFN uygulamasinin depresyon benzeri
davranig1 azalttig1 seklinde yorumlayabiliriz. Ge¢ SFN verilen grupta PFC’de noron
sayis1 kontrol grubuna gore artti. Ancak ayni sonucu erken SFN verilen grupta
gormedik. Kuyruktan asma testinde ge¢c SFN verilen grup erken SFN verilen gruba
gore daha az depresyon benzeri davranis gostermisti. Kronik sosyal izolasyon stresine
maruz kaldiktan sonra verilen SFN’in hiicre sayisini arttirmasi ndrogenez siireclerini

olumlu yonde etkiliyor olabilir.

Adolesan farelerde kronik sosyal izolasyon stresinin hipokampal hiicre
proliferasyonuna ve norogenez siireclerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (203).
Caligmamizda, sosyal izole grupta hipokampal ndron sayis1 daha diisiiktii. Erken ve
ge¢ SFN verilmesi sosyal izole gruplarda hipokampal néron sayisini artirdi. Ayni
zamanda erken ve ge¢ SFN verilen sosyal izole gruplarda hipokampus BDNF seviyesi
de artmigti. Buna ilaveten MWM testinde probe trialde SI grubu hedef kadranda daha
az zaman ge¢irmisti. Bu bilgiler 1s18inda, kronik sosyal izolasyon stresine karsi
SFN’nin hipokampal norogeneze ve kognitif fonksiyonlarin gelistirilmesinde katkisi
olabilecegini diisiinmekteyiz. SFN’nin hipokampal norogeneze katkisini anlamak ve

gelistirmek icin daha ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada;

* TST ve FST testlerinde sosyal izolasyonun depresyon benzeri davranisa neden
oldugu; gruplarin SFN ile tedavisinden sonra bu davranisin geriledigi goriildii. Aym

zamanda sosyal izole gruplarin SFN ile tedavisinden sonra PFC noron sayilarinda artti.

* Erken donem (4-5 haftalik) veya Geg¢ donem (7-8 haftalik) SFN verilen gruplarda
davranig testlerinde depresyon benzeri davramisin  geriledigini/iyilestigini
sOyleyebiliriz. Ancak sonuglarimizda erken veya ge¢ SFN uygulamasi arasinda fark
yoktu. Her iki donemde de SFN’nin depresyon benzeri davranisi iyilestirdigini
sOyleyebiliriz. Bu sonu¢, SFN’nin hem profilaktik hem de terapdtik bir etkisi

olabilecegini diisiindiirmektedir.

* MWM testinde SFN verilen sosyal izole gruplar platformu daha hizli buldular. Ayni
zamanda sosyal i1zole gruplarin SFN ile tedavisinden sonra hipokampal BDNF ve
ndron sayilarinda artig gortildii. Bu da SFN tedavisinin 6grenme ve bellegi olumlu

yonde etkiledigi, kognitif fonksiyonlari arttirdigini géstermektedir.

* Sosyal izole gruplarin SFN ile tedavisinden sonra proinflamatuar sitokinlerden TNF-
a hipokampusta, IL-6 hem hipokampus hem de PFC’te azaldi. Oksidatif stres belirteci
olan MDA, PFC ve hipokampusta azaldi. SFN uygulamasi ile beyinde proinflamatuar

sitokinlerin ve oksidatif stresin azalmasinda SFN 6nemli bir araci olabilir.

Bu sonuglara gore kronik sosyal izolasyona maruz kalan gruplarda inflamasyon ve
oksidatif stresin artmasima bagli olarak depresyon benzeri davranisin gorildiigi;
o0grenme ve bellek aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Sosyal izole gruplarin SFN ile
tedavi edilmesinin depresyon benzeri davranisi azalttigi ve biligsel fonksiyonlari
arttirarak noroplastisiteye olumlu katkida bulundugu sdylenebilir. Sosyal izolasyon ile
artan depresyon benzeri davranislar, biligsel fonksiyonlarda azalma ve stresin viicutta
yarattig1 hiicresel yikim daha biiyiik hastaliklarin baslangict olabilir. Kronik stresin
yarattig1 hasarlarin en aza indirilmesi, depresyon benzeri davranislarin ve gerileyen
kognitif fonksiyonlarin diizeltilmesi i¢in SFN kullaniminin beslenmeye eklenmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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