T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZ 1 UNIVERSITESI
TIP FAKULTES i

PRE- VE POSTNATAL DONEMDE STRESE MARUZ KALAN
YUKSEK VEYA DU SUK ANKSTYETEL i SICANLARDA,
PREFRONTAL KORTEKSTEK I NORONLARIN MORFOLOJ iK
OZELL iKLER ININ KARSILA STIRILMASI

Dr. Erdem SOZTUTAR

Anatomi Anabilim Dall
TIPTA UZMANLIK TEZ |

ESKISEHIR
2013






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZ 1 UNIVERSITESI
TIP FAKULTES i

PRE- VE POSTNATAL DONEMDE STRESE MARUZ KALAN
YUKSEK VEYA DU SUK ANKSTYETEL i SICANLARDA,
PREFRONTAL KORTEKSTEK I NORONLARIN MORFOLOJ iK
OZELL iKLER ININ KARSILA STIRILMASI

Dr. Erdem SOZTUTAR

Anatomi Anabilim Dali
TIPTA UZMANLIK TEZ i

TEZ DANI SMANI
Prof. Dr. Emel ULUPINAR

ESKISEHIR
2013



TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZ UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI'NA,

Dr. Erdem SOZTUTAR’a ait “Pre- ve postnatal donersttese maruz kalan yiksek
veya diguk anksiyeteli sicanlarda, prefrontal kortekstekiramlarin morfolojik
Ozelliklerinin kasilastiriimasi” adli cama jurimiz tarafindan Anatomi Anabilim
Dali'nda Tipta Uzmanlik Tezi olarak oy biliile kabul edilmitir.

Tarih: 13.09.2013

Juri Bakan Prof. Dr. Emel ULUPINAR

Anatomi Anabilim Dall

Uye Prof. Dr. Ferruh YUCEL

Anatomi Anabilim Dali

Uye Prof. Dr. Hilmi OZDEN
Anatomi Anabilim Dali

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi, Fakidterulu’nun ... / ... 2013
Tarihve ............... Sayili Karariyla onaylangtr.

Prof. Dr. HiiseyilLHAN
Dekan Vekili



TESEKKUR

Uzmanlik eitimim boyunca bana yol go6steren Anabilim DalimiZrdim
uyelerinden Prof. Dr. Ferrun YUCEL, Prof. Dr. NediodNAL, Prof. Dr. Hilmi
OZDEN, Prof. Dr. Yuksel AYDAR, Dog. Dr. Gil GUVENevYrd. Dog. Dr. Hakan
AY’a; tez calsmalarim esnasinda laboratuvar imkanlarini kullanmanm veren
Farmakoloji Anabilim Dah Bsgkani Prof. Dr. Kevser EROL’a; istatistiksel
analizlerdeki yardimlarindan dolay! Yrd. Do¢. Drtugrul COLAK’a; bana engin
bilgi ve beceri kazandiran gerli dangmanim Prof. Dr. Emel ULUPINAR’a sonsuz
sevgi ve tgekkirlerimi sunarim. Bu tez TUBAK, 1002 hizli destek programi
(112S010) ve ESOGU BAP C1 projesi (201211C102)laurie desteklenngtir.



OZET

Soztutar, E. Pre- ve postnatal donemde strese marlkalan yiksek veya digik
anksiyeteli sicanlarda, prefrontal korteksteki néranlarin  morfolojik
ozelliklerinin kar silastiriimasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Anatomi Anabilim Dali Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2013. Gelisim
donemindeki stres maruziyeti, fetiisiin beyin gyalini olumsuz yonde etkileyerek
bireylerin yatkinlik derecelerine goére farkli pgiatolojik streclerin gejimine
neden olabilmektedir. Kiligi belirleyen ve davraslarla ilgili hayati rol oynayan
merkezler prefrontal korteks (PFK)'te bulunmaktaddu tez cakmasinda, erken
gelisim evrelerinden itibaren strese maruz kalan siganlBFK’deki néronlarinda
meydana d&siklikler tarafsiz stereolojik sayim ydntemleriylencelenmg ve
yavrularin emosyonel durumlariyla olarskiisi argtirilmistir. Prenatal ve postnatal
donemlerde strese maruz birakilan sicanlarin aetesigiizeyinde meydana gelen
degisiklikler ve depresyona yatkinlk duzeyleri glendirildikten sonra, néronlarin
strese kan verdikleri yanitin derecesi-Fos immunohistokimyasi ile incelenstir.
Erken ygam stresine maruz kalansdve erkek sicanlarin medial PFK’deki toplam
c-Fos (+) ndron sayilari kontrol gruplarina gore anlamiizeyde yuksek olarak
bulunmutur. Erkek sicanlarin anksiyete dizeyi ile toplaafros (+) ndron sayisi
arasinda pozitif bir korelasyon saptanirken, demmes yatkinlik duzeyleri ile negatif
bir korelasyon saptansgtir. Disilerde ise anlaml bir farkhlik gézlenmestir. Golgi-
Cox yontemiyle boyanan piramidal néronlarin derkikbmpleksitesinde ve dikensi
cikinti yogsunlugunda da anlamh yapisal glgiklikler gozlenmitir. Stres maruziyeti,
apikal dendritler Gzerindeki dikensi cikintilarirorfolojik 6zelliklerinde, yavrularin
anksiyete duzeyleri ile Iggantih olarak dgisikliklere neden olmgtur. Noronlarda
gozlenen bu yapisal ggiklikler, sinaptik plastisite kapasitesini olumseikileyerek
psikopatolojik bozukluklarin gelmesine zemin hazirlayabilir.

Anahtar KelimelerStres, prefrontal korteks;Fos, optik parcalama, anksiyete

Destekleyen Kurumlar: TUBAK — 1002 (112S010); ESOGU Bilimsel Atama
Projeleri Komisyonu - (201211C102)
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ABSTRACT

Soztutar, E. Esksehir Osmangazi University, Faculty of Medicine, Comparison
of morphological features of neurons in the prefrotal cortex of rats having high
or low anxiety, following exposure to stress duringore- and postnatal periods.
Speciality Thesis in Department of Anatomy, Eskiehir, 2013.Exposure to stress
during development adversely affects the brain kbgveent of fetus and might lead
to the development of psychopathological procesisas vary according to stress
predisposition of individuals. Centers playing aiaial role in determining an
individual's personality and behavior are foundhe prefrontal cortex (PFC). In this
thesis study, changes occurring in neurons of e &f rats exposed to stress from
their early developmental stages were investigabgd unbiased stereological
counting methods and their relation with the emmwlostatus of the offspring was
examined. Following the evaluation of anxiety aegpr@ssion susceptibility levetd
the offspring, response of neurons to stress waamiged by usingc-Fos
immunohistochemistry. In male and female rats exgo® early life stress, total
number ofc-Fos (+) neurons in the medial PFC was significantlyheigthan those
of control groups. There was a positive correlabetween the total number cf-os
(+) neurons and anxiety levels of male rats, wheegeaegative correlation with the
susceptibility to depression levels. No significatifferences were observed in
females. Significant structural changes were aldéseored in the dendritic
complexity and spine density of pyramidal neuraaged with Golgi-Cox method.
Depending on the anxiety level, early life stregpasure caused to changes in the
morphological properties of spiny protrusions ore thpical dendrites. These
structural changes observed in neurons might gredes to the development of

psychopathological disorders by adversely affediimegsynaptic plasticity capacity.

Key Words: Stress, prefrontal cortext-os, optic fractionator, anxiety

Supported by: TUBITAK — 1002 Grant (112S010); ESOGammission of
Scientific Research Prggg@01211C102)



ICINDEKILER

TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI
TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi
SEKILLER DiziNi

TABLOLAR DIiZiNi

1. GIRIS

1.1. Prefrontal Korteks

1.2.c-Fos Geni ve Uriini

1.3. Dendrit Morfolojisi

2. GENEL HLGILER

2.1. Stres Maruziyetinin Etkileri

2.2. Prefrontal Korteks

2.3.c-Fos Aktivitesi

2.4. Morfometrik Yontemler

2.5. Dikensi Cikintilar

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Sec¢imi ve Gruplarin @lwlmasi
3.2. Lokomotor Aktivitenin Kaglastiriimasi
3.3. Yukseltilmg Arti Labirent Testi

3.4. Zorlu Yizme Testi

3.5. Dokularin Hazirlanmasi
3.6.Immunohistokimyasal Boyamalar
3.7. Sayisal Analizler

3.8. Golgi-Cox Boyama

3.9.Istatistiksel Analizler

4. BULGULAR

4.1. Lokomotor Aktivite DUzeylerinin Karastirilmasi

vii

Sayfa

Vi

vii



4.2. Anksiyete Benzeri DavranbDuzeylerinin Kagilastiriimasi
4.3. Depresyona Yatkinlik Dizeylerinin Kdastiriimasi

4.4. Stres Kawnsinda Aktive Olan Noronlarin Sayisal Analizi
4.5. Noronal Aktivasyon ile Emosyonel Gostergeldétorelasyonu
4.6. Kortikal Noronlarin Dendritik Analizi

5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERLER

KAYNAKLAR

viii

Sayfa
30
33

34
37
37
47
55
57



ACTH
AMPA
AP-1
asf
ATF
BAP
BDNF
CAl
CE
CRH
CRH-BP

DA
dn

o
DNA

ESOGU
GABAA
GR

h
HADYEK
HPA

IR

K

LTD

LTP

MBF
MR

SIMGELER VE KISALTMALAR

Adrenokortikotropik hormon
Alfa-amino-3-hidroksi-5-metik-4-isoksazolprapiik asit
Aktive edici protein-1

Alan ornekleme payaiea sampling fraction)
Aktive edici transkripsiyon faktori
Bilimsel aratirma projeleri komisyonu
Beyin kokenli norotrofik faktor

Cornu Ammonis-1

Hata katsayisQpefficient of Error)
Kortikotropin serbestyérici hormon
Kortikotropin serbesgrici hormon-b&layici protein
Disi

Dusuk anksiyete

Dikensi ¢ikinti bainin uzunlgu

Dikensi ¢ikinti boynunun uzurgu
Deoksiribonukleik asit

Erkek

Eskiehir Osmangazi Universitesi
Gamma-aminobditirik asit-A
Glukokortikoid resept6riu

Optik disektdr sonda yuksegli

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Hipotalamo-pituiter-adrenokortikal
Kizildtesi {nfrared)

Kontrol

Uzun sreli depresyon

Uzun sureli potansiasyon

Molar

MicroBright Field

Mineralokortikoid reseptoéri



NE
NGF
NMDA

n.s.

PBS
PEK
PFK

SPSS
ssf

t

TH
TICAM
TRE
TUBITAK
YA
ZYT
°Cc

pnm

ZQ
S5-HT

Norepinefrin
Sinir blyume faktoringrve growth factor)
N-metil-D-aspartik asit
Anlamli dgil (not significant)
Postnatal
Fosfat tamponlu salin
Proenkephalin
Prefrontal korteks
Stres
Statistical Package for Social Sciences, [sthéstik programi
Kesit drnekleme paysdction sampling fraction)
Ortalama kesit kaling
Tirozin hidroksilaz
Tibbi-Cerrahi Deneysel Agarma Merkezi
Tetradecanol phorbol acetate response element
Tuarkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu
Yuksek anksiyete
Zorlu yizme testi
Derece santigrad
Mikrometre
Sayilan toplam nikleus sayisi

5-hidroksitriptamin



2.1
2.2.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

4.5.

4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11

SEKILLER

S& hemisferdeki medial prefrontal korteks bolgesi

Dikensi c¢ikintilarin morfolojik tiplendirme ikerleri

Prenatal ve postnatal stres protokoll uygusama

Lokomotor aktivite 6lgim sistemi

Yukseltilmg arti labirent dizerge

Zorlu yuzme testinde g6zlenen davgkam

Optik parcalama yonteminin temel basamaklari

Anksiyete benzeri davratarin kagilastiriimasi

Depresyona yatkinlk duzeylerinin gdastiriimasi

c-Fos (+) néronlarin fotomikrografileri

PFK’dekic-Fos (+) ndronlarin sayisal ¥wnluklarinin ve toplam
sayllarinin kanlastiriimasi

Noronal aktivasyon diizeyi ile emosyonel gagkarin korelasyon
analizi

Kortikal piramidal néronlarin dendritik analiz

Dendrit uzunluklarinin katastiriimasi

Dendrit kompleksitelerinin katastiriimasi

Dikensi cikintilarin tiplerinin belirlenmesi

Dikensi ¢ikinti ygunluklarinin kagilastiriimasi

Farkl tipteki dikensi ¢ikinti oranlarininglami

Xi

Sayfa
10
15
18
18
20
20
5 2
32
33
34
36

39
40
42

34
45
46



4.1.
4.2.
4.3.
4.4.

TABLOLAR

P30. gundeki spontan lokomotor aktivite dizeyleri

P60. glindeki spontan lokomotor aktivite dizeyleri
Anksiyete ve depresyon benzeri davsatiizeyleri
PFK’deki néron aktivasyonu dizeyleri ve dendrit fotwjisi

Xii

Sayfa
28
29

31
35



1. GIRIS

Erken yaam olaylari ile epigenetik faktorlerin etlkgleni, bireyin genetik
yatkinlik duizeyinde dgsikliklere neden olarak kalici fenotipin glmasinda rol
oynamaktadir (1). Okan bu fenotipin nitefii, yani bireysel stres yaniti, olumsuz
yasam olaylarinin néronlarin yapilarinda vwdevlerinde meydana getirgli kalici
degisikliklere paralel olarak ortaya ¢ikmaktadir (2)rest maruziyetinin bidisel ve
psikiyatrik bozukluklar Uzerindeki etkilerini gtaran hayvan ve insan cginalari
gun gectikce agigostermektedir. Ancak, emosyoneggékliklerin temelinde yatan
yapisal bozukluklarin incelenglimorfolojik calismalar goreceli olarak daha sinirh
sayidadir. Deney hayvanlari Uzerinde yapilan sigallar; stresorlerin dozuna,
suresinegiddetine ve zamanlamasina mudahale etmeye imkanesebakimindan,
beynin farkli bdlgelerindeki noéronlarda e&n morfolojik ve fizyolojik
degisikliklerin acgiga cikarilmasinda son derece elyiair (3, 4). Bu tez
calismasinda, dgum oOncesi ve sonrasi donemlerde strese maruz katanlarda,
prefrontal kortikal alandaki néronlarda meydanaegelmorfolojik deisiklikler

arastirilmistir.

1.1. Prefrontal Korteks

Insan beynindeki en garkortikal alan olan prefrontal korteks (PFK), biiey
kisili gini belirleyen ve davraslariyla ilgili hayati rol oynayan bir merkezdir. Basi
ayni zamanda dikkatin surddrtlmesi, zihinsel fadlsrin amaca yonelik olarak
dizenlenmesi, karngek davranglari planlama, duygularin velévlerin toplumsal
kurallara gore kontroll, beklentilerin gturulmasi, iyi — kétd ayrimi, kosma
kabiliyeti, anlamsal ve kisa sureli bellek ilgleyen bellek gibi ¢cok gegi bir
yelpazede yer alan kognitif fonksiyonlarla ilgiliemkezleri de icermektedir (5-7).

Son yillarda fonksiyonel goruntileme teknikleriyiapilan cakmalarda;
sizofreni, bipolar bozukluk, hiperaktivite — dikkaksikligi hastalgl, depresyon,
tekrarlanan strese karbozuk yanit, intihara, suca ve maddeibdiligina esilim
gibi pek cok patolojik duruma, PFK'deki hacimsel ggélikler ile icerdigi
noronlarin sayilarindaki ve pantilarindaki bozukluklaringék ettigi gosterilmgtir
(6, 8-14). Bu bdlgede meydana gelen morfolojikgigi&likleri inceleyen deneysel

calsmalarda da, Ozellikle prenatal donemde maruz kalis&resin PFK’'deki



ndronlari cinsiyete i olarak farklisekilde etkiledgine isaret edilmektedir (15-17).
Ancak, stres maruziyeti sonrasinda PFK’'deki nomaldameydana gelen yapisal
degisiklikler ile bireyin emosyonel gostergeleri arasandir korelasyon olup
olmadgl hentiz bilinmemektedir. Bu nedenle bu tezsgafisinda, PFK’nin gealimi
esnasinda strese maruz kalan sicanlarin nérondammelydana gelen yapisal ve
islevsel dgisikliklerin tarafsiz  stereolojik sayim yontemleri llanilarak
degerlendirilmesi ve yavrularin emosyonel durumlae olan ilskilerinin analiz

edilmesi amaclanrgtir.

1.2.c-FosGeni ve Urini

Stresin noronal yapilardaki uzun donemli etkileriortaya ¢ikmasinda hicre
ici gen transkripsiyonundaki daiklikler etkili olmaktadir. Ozelliklec-Fos ve c-Jun
gibi “en erken genler’ [(IEG)mmediate early genes| olarak adlandirilan bir grup
transkripsiyon etmeninin  kodlgg@li DNA bolgelerindeki gen ekspresyonu
degisiklikleri; uyariimayi takiben dakikalar icinde osta cikabilmektedir. Bu
degisikligin yol actpl etkiler kisa donemde nérotransmiter, peptit veepedr
duzeylerindeki dgsikliklere neden olurken; uzun dénemde de yapisaisddiklere
neden olmaktadir (18-Fosun kodladgi protein, homodimer (benzer yapida olan
iki proteinin olwturdusu) Ozellikte bir proteindir ve kendisiyle ya dager
transkripsiyon etmeni proteinlerle biglp heterodimer (farkli yapida iki proteinin
olusturdusu) bir yapi olgturmaktadir. Bu heterodimer yapi DNA boélgesine
baglandginda dger protoonkojenlerin (hiicre siklusunda bdlinmenievain
etmesini sglayan gen) tek bana gOsterdii etkiden daha fazla bir etki
gostermektedir. Okan bu yapi hicre cekirgdmdeki AP-1 (aktivator protein) DNA
bdlgesine t@narak dger protein ve peptitlerin sentezini getmaktadir. Bu
sentezlenen peptit ve proteinler arasinda, anksiyebzukluklari ve afektif
bozukluklarinin ndrobiyolojisi ile ilgili olan komtotropin serbestigirici hormon
(CRH), glukokortikoid reseptérleri ve nérotrofik Ki@rler de yer almaktadir (19).
Literatiirdec-Fos immunohistokimyasi, merkezi sinir sisteminde n@lagktivitenin
fonksiyonel gostergesi olarak yaygin békilde kullaniimakla birlikte; PFK’de stres
akabinde aktive olan noronlarin sayisagyoluklarinin hesaplangh calsmalar yok
denecek kadar azdir (20). Bu nedenle sgamizda, stereolojik ybntemler

aracllglyla c-Fos proteinini ifade eden noéronlarin toplam sayisinasilarak,



noronlarin  stres yapici uyaranlar gamda veregg yanitin derecesinin

degerlendirilmesi amaclanrtir.

1.3. Dendrit Morfolojisi

Noronlarda meydana gelen yapisagidiliklerin detayli bir sekilde analiz
edilebilmesi icin, en klasik boyama yontemlerdemi lblan Golgi-Cox tekrji
kullanilarak, dendritik kompleksite dizeyleri vendetik dallanmalar Gzerindeki
dinamik deisiklikler incelenmitir. Dendritik dallar Gzerinde bulunan dikensi
cikintilar, ylzey alanini arttiran ve beyindeki tiuyarici hicreler arasi ilgtinin
%90'Indan fazlasinisleten yapilardir. Son vyillarda multi-foton lazerragcih
mikroskobi tekngi kullanilarak yapilan agairmalarda bu cikintilarin  yapisal
Ozellikleri ile islevleri arasinda siki bir ganti oldgu ortaya cikarilngtir (21). Bu
cikintilarin - morfolojik  6zelliklerinde ve buydkligtinde meydana gelen
degisikliklerin sinapslardaki biyokimyasal ve elektriksaktivite diizeyini etkilemek
suretiyle sinaptik bglantilarin giiciint d8stirebildigi gosterilmitir. Yine ndronlarin
dendritik dallanma paternlerinde go6zlenengigi&likler de néronlarin  sinaptik
baglanti dizeylerini yansitmaktadir. Piramidal nodromia dendritik g&acinin
kompleksite duzeyi arttikga, bilgi depolama ve piila plastisite kapasitesinin de
arttigi  bildiriimektedir (22). Kronik stres maruziyetininse, glukokortikoid
reseptdrlerinin ygun olarak bulundgu PFK ve hippokampus bélgelerinde bulunan
noronlar Gzerinde ggsikliklere yol actgl ve dendritik dallanmayi azaltarak plastisite
kapasitesini etkile@ gosterilmgtir (17). Literatirde, dendritlerde meydana gelen
yapisal deisikliklerin anksiyete duzeyi ile i$kisini gbsteren bir caimaya
rastlanmadiindan; cagmamizda yuksek ve dik anksiyete seviyesine sahip olan
sicanlarin noéronlarindaki dikensi cikinti tipolajim belirlenerek, anksiyete

duzeyleriyle ilskisinin argtirilmasi amaclanngtir.



2. GENEL BILGILER

Insanlarda psikososyal streslereskiln desiskenler geni bir caitlilik
gostermekte, bu dgekenler aile yapisi ve cevresel faktorler tarafindankli
sekillerde etkilenmekte ve stres etkenlerininglama zamani,siddeti, siklgi,
suregenligi gibi pek cok parametrelerine mudahale etmek etthkdan muiamkin
olmamaktadir. Oysa deney hayvanlari Uzerinde yagtaklinik calsmalarda, stres
etkenleri ve maruziyet derecesi gogiriimek suretiyle, beyinde en fazla hangi

bdlgelerin, neekilde etkilendgini incelemek mamkuinddr.

2.1. Stres Maruziyetinin Etkileri

Annenin gebelik silresince maruz kgldistresin cocuklarda entelektuel
kapasitenin ve dil kabiliyetlerinin azalmasina nedelduzu bilinmektedir (4).
Bunlarin yani sira ¢cocuklarda gorilen dikkat ekgikkizofreni, kaygl bozukluklar
ve depresyon gibi hastaliklar da prenatal stredi glelendirilmistir (23-26).

Maternal stres sonucu annenin Uggtstres hormonlari olan katekolaminler,
kortikotropin serbestlgirici hormon (CRH=orticotrophin-releasing hormone) ve
adrenal steroidler, plasentadan gecerek fetagigelizerine etki gosterebilir. Fetls
hizli buyudigl icin hormonal cevredeki @aikliklere karsi daha hassastir (27).

Hipotalamo-pituiter-adrenokortikal (HPA) aksininassdizenleyicisi olan
CRH stres aninda, hipotalamusun nucleus paravalarns’inden hipofizin portal
dolasimina salinir. CRH’ye yanit olarak on hipofizderreatkortikotropik hormon
(ACTH=adrenocorticotropic hormone) ve B-endorfin dolaima verilir. Dolgimdaki
ACTH ve CRH adrenal kortekse etki ederek plazmadaditizol miktarinin
artmasini sgar (27, 28). HPA aksinin aktifjenesi ile hem farkli beyin bolgelerinde
hem de plazmada norepinefrin (NE) konsantrasyotmadita ve sempatik sistem
etkileri belirginlamektedir (29). Uzun sdreli kortizol maruziyetininararh
etkilerinden korunmak icin kortizol; hipofiz, hipgdamus, hippokampus ve prefrontal
korteksteki reseptorlerine Planarak, negatif geri bildirim ile HPA ddngusuni
kapatabilir (28). Gebelerin stres yanitlarinin diueemesinde de HPA aksi
Uzerinden etki gosteren CRH salinir (27). Stresatyalarak sentezlenen plasental

CRH; hem annede, hem de fetiis tzerinde etki go$8&)).



Gebelik boyunca CRH’nin plazma konsantrasyonlazighartmaktadir (31)
ancak etkileri CRH-hgayici protein (CRH-BP) sayesinde engellenmektddiagum
yaklastiginda CRH-BP azalir ve serbest CRH artar. Bunun@oplazma ACTH ve
B-endorfin seviyeleri yukselir. ACTH v@-endorfin'in aksine hem anne hem de
bebekteki plazma kortizoll gebelik boyunca CRH®t#e artmaya devam eder (27).

Kortizol’'in dahil oldgu glukokortikoid ailesi etkilerini intraseltler
glukokortikoid reseptéri (GR) veya mineralokorti#aieseptorleri (MR) Uzerinden
gosterir. GR’ler beyinde cok gdi bolgelerde bulunabilir ve beyindeki esas gorev
CRHnin negatif geri bildirimini dizenlemektir. Aak MR’ler yosun olarak
hippokampus’te bulunur ve hafiza,grénme gibi glevlerin dizenlenmesinde
onemlidir (4). Stres altindaki gebelerde kortizadrtikosteron, ACTH, aldosteron ve
katekolamin seviyelerinin yiksefdi bilinmektedir. Bu hormonlara uzun sdreli
maruziyet sonucu hem endokrin hem de norongilsddikler g6zlenebilmektedir.

Gebelik slrecinde maruz kalinan stres, birkag farlekanizma aracgiyla
fetisin beyin gedimini ve davrary parametrelerini olumsuz yonde etkilemektedir.
Bunlardan ilki, stresin hipotalamo-pituiter-adrendikal (HPA) aksin negatif
geribildirim  regulasyonunda djturdusu  bozukluklar ve  glukokortikoid
dizeylerindeki aryl nedeniyle meydana getigli etkileridir (32). Kemirgenlerin
farkl yontemlerle strese maruz birakilmasi sondeutdPA aksinda meydana gelen
aktivasyon derecesine goére stres hormonlari saingiankalici dgisiklikler ortaya
ctkmaktadir (4). Bu hayvanlargminentia mediana’da, portal kan ve beyin-omurilik
sivisinda CRH duzeylerinde artiolduzu ve bunun da plazma kortikosteron
dizeylerini anlamh olarak arttigh saptanngtir. Bu durum, hippokampal
glukokortikoid reseptdrlerinde azalmaya neden dlarsonugta HPA ekseninde
negatif geribildirim sonucu ofan inhibisyonunun bozulmasina yol agmaktadir (3).
Serbest CRH'nin yukselmesi erkengdonu tetikleyebilir (4). HPA aksininsa
calismasi sonucu yavrularda gdik dggum girliklari ve artmg insulin direnci
nedeniyle diabetes mellitus’a yatkinlik gihoaktadir (33).

Bir diger mekanizma, monoaminerjik yolaklarin aktivitegkddezisikliklere
bagli olarak gelsmektedir (34). Hippokampus ve prefrontal kortekgantilar veren
serotonerjik, dopaminerjik ve noradrenerjik nérod&a ve reseptdr dizeylerindeki
kalici degisikliklere ek olarak, GABAerjik nérotransmisyonda déev bozukluklar



meydana gelmektedir (35). Serotonin (5-Fhidroksitriptamin) embriyonik noral
gelisim sirasinda ve 0Ozellikle agresif davrdann dizenlenmesi kisminda hayati bir
rol oynamaktadir (36). 5-HT'nin erken g@fh asamalarinda inhibe edilmesi
eriskinlikte duygusal davraglarin bozulmasina neden olmaktadir (37). 5-HT
anksiyete, obsesif-kompulsif bozukluk, otizm ve maksia nervosa gibi
patolojilerden sorumlu tutulmaktadir (38). Prenatiinemde stres hormonlarina
maruz kalinmasi sonucu adolesan doneminde neokortékippokampus,
hipotalamus, diencephalon ve beyin sapi bdlgeleriBeHT donglstnde belirgin
azalma saptanstir. Erigskinlikte ise hipotalamus, diencephalon ve beyinisda 5-
HT yogunlugunun arttgl saptanmstir (39). Dopamin duygu durumun, motivasyonun
ve odul yanitlarinin diizenlenmesinde 6nemlidir (40gnatal stres sonucu 6zellikle
corpus striatum'da belirgin bir dopamin azalmasi ve bunaglbaolarak davrary
bozukluklari gozlenmgtir (40). Prenatal stres sonrasind@rpus striatuntda
dopamin-2 reseptdrlerinin azalmasi medial PFK’dpasioinin artmasina veleyen
bellek bozukluklarina neden olmaktadir (41). Krorskes maruziyeti PFK’'de
norepinefrin (NE) yanitinin artmasina neden olmaiktaNE yanitinin fazla olmasi
korteksteki piramidal ndronlarin dikensi cikintiteda kayip ve dendritlerinde
atrofiye neden olmaktadir (14). Ayrica prenatalestrsonucu dopamin ile NE
arasindaki denge bozulmakta ve beyin ileri donemdeksorlere kar daha canli
yanitlar vermektedir (42). Benzer bir denge, g#li beyindeki GABA ile santral
benzodiazepin reseptoérleri arasinda gortulmekt&dien ygam stresinin bu reseptor
sisteminde olgturdusu desisikliklerin strese kan olusturulan davrarg yanitini
etkiledigi dustinulmektedir (35).

Uclincti mekanizma, sempatoadrenal sistemdeki aktaitsi ve plasental
kan akimindaki azalma sonucundasalu gelgim geriligi, distik dasum &girligl ve
erken dgum komplikasyonlarina Iz olarak meydana gelmektedir (33, 43).
Gebelgin son trimester'inde daha kaygili olan kadinlarterus kan akimi azalmakta
ve fetis Uzerinde Wkka bir stres faktori oklurmaktadir. Sempatik sistem
aktivasyonunun bir bulgusu olarak fetisin kalp atimzi ve kan basinci
yukselmektedir (44). Erken yamda stres hormonlarina yiksek dozlarda ya da uzun
surelerde maruz kalmak sempatik sistemin programdesnmni dgistirmektedir. Bu

sayede erken yam stresine maruz kalanlarin s&rm yaslarinda hipertansiyon ve



diabetes’e yatkinlik gibi sistemik etkiler gozlerktee ve strese kar uzams
sempatik cevap vermektedirler (45).

Normal gebelikte argi gosteren HPA aktivitesinden anneyi korumak icin
oksitosin ve prolaktin sistemleri inhibitor etki gf@rmektedir. Bu sayede 6zellikle
dogum yaklgirken artan CRH’nin anne Uzerinde olumsuz etkiiemgelenmekte ve
annenin ¢ocuk bakimi igin sakin kalmasglaamaktadir. Bu sistemin kronik stres
yuzinden bozulmasi durumunda, annedgudo esnasinda duygu bozukluklari ve
post-partum depresyon gozlenebilir (46).

Bu etkilerin yani sira anksiyete belirtileri gggyan annelerde; sigara, alkol
kullanimi, madde kamhhg, uyku bozukluklar, perinatal takiplere gelmeme,
beslenme ve [@siklik sistemindeki yetersizlikler gibi bir takim @&siz
davranglara bagl olarak gelsen olumsuz etkiler de gorilebilmektedir. Tim bu
olumsuz etkiler sonugta fetiisiin daha sonrailkgaca yasam olaylarindaki stres
hassasiyetini arttirmakta ve bireysel yatkinlik @jlerine gore, uzun vadede
psikopatolojik sureclerin gérilme sigini arttirmaktadir (47).

Annedeki air1 stres hormonlari, yavrularda mineralokortikogseptorlerinin
normal d&ilimi ve etkinlgini etkileyebilir. HPA aksinin geri bildiriminderosumlu
olan glukokortikoid reseptorleri de prenatal stestetkilenmektedir. Ozellikte
PFK’de saptanan dopamin arfistres sonrasisai HPA aksi aktivasyonuna katkida
bulunmaktadir. Ayrica prenatal strese maruz kalmeylerin bazalsartlardaki 24
saatlik toplam kortizolli de yiksek bulunmaktadir (4

Afektif ve anksiyete bozukluklarinin altinda, geh sirasinda 6nbeyin limbik
devrelerinin yanl programlanmasi oldw distnulmektedir (4). Bu durum siklikla
HPA aksinin hiperaktivitesi ile birliktedir. Depsgm hastalarinin  blayuk bir
kisminda deksametazon baskilama testi ile HPA aksbaskilanamamasi bu
bireylerde hiperkortizolizm’in  bulundiunun ve HPA aksi geri bildirimin
duyarliliginin azaldginin bir gostergesidir (48).

Prenatal stres maruziyeti gkinlerde kronik anksiyeteye neden olabilir.
Prenatal stres vaginda yavrularin hippokampus ve amigdala’sindakizibeiazepin
reseptdrlerinin azal@h ve anksiyete benzeri davrglarin arttgl gosterilmstir (49).
Strese kan otonomik yanitlari diizenleyen amigdala’da CRHrssonlanmalar ve



reseptdrleri bulunmaktadir. Prenatal streg@yan bireylerde bu amigdal yolun daha
aktif calstig gosterilmgtir (4).

2.2. Prefrontal Korteks

Erken gelsim dénemlerinde meydana gelen olumsuzularin, néronal
islevlerde ve adaptif yanitlarin awrulmasinda bozukluklara neden gidua karet
edilmesine rgmen, bu bozukluklarin altinda yatan morfolojikgdéklikleri ortaya
koyan calgmalar oldukc¢a sinirli sayidadir. Bu gatalarin buytk bir ¢gunlugunda,
norogenezisi egkin yasamda da devam eden, sinaptik plastisite kapasgeki
yuksek olan, frenme ve hafiza fonksiyonlarinda kritik rol oynayaippokampus
bblgesi Uzerinde ygunlagilmistir (50). Halbuki beynin yiritict ya da yonetsel
olarak adlandirilan, daha ust dizey ve entelekglellerinden sorumlu olan bolimu
kortekstir. Tum korteksin yakjegk %30’luk bir kismini olgturan PFK, bireyin
kisili gini belirleyen ve davraglariyla ilgili hayati rol oynayan merkezleri
icermektedir.

PFK'de filogenetik acidan iki farkli bolge bulunmaklir (51). Basoventral
kisimlar, olfaktor bélimler ile ortak kokenden gektedir. Mediodorsal kisimlar ise
corpus callosumdan bglayarak frontal lobun mediali ¢cevresine yaygtm (52).
Filogenetik kokeni agisindan eski olan basovenbélgelerde graniler tabaka
bulunmamaktadir. Ancak anterior ve laterale ildked daha yeni bolgelerde
graniler tabaka (IV. tabaka) ghaaktadir (53).

PFK'yi olusturan néron oncul hicreleri, tipki géir kortikal hicreler gibi,
embriyoda erken donemde glu ve postnatal donemlerde hattaslan hayatta bile
gelisimlerini devam ettirirler. Hayatin erken dénemleiengerginden ¢cok noron ve
noronal b&lanti bulunmaktadir. Bu Igantilar, néral aktivite sayesinde yeniden
sekillendirilir. Cocukluk doneminde néronlarin sirgapayisi ile orantili olan dendrit
uzerindeki dikensi ¢ikintilarin yoinlugu, erskinlere oranla iki veya uc¢ kat fazladir
(5). Ozellikle PFK’deki dikensi ¢ikintilar ergenlile genc eskinlik donemine kadar
asiri miktarda Uretilmeye ve sezamanli olarak ortadan kaldirimaya devam
etmektedir. (54). Bebeklik ve cocuklukgarinda PFK’'deki temel noral devrelerin
olusumu blydk oranda tamamlanmakta ve nihai sg&i klevler olsmaya
baslamaktadir (55). PFK'deki sinaptik Blantilarin stabilizasyonu, beynin gair
kortikal bdlgelerine gore cok daha gec donemlerdelilgnektedir. Bu nedenle



hayatin erken donemlerinde PFK Uzerindeki etkileayat boyu sirecek davrani
yansimalarina neden olabilmektedir.

PFK, frontal loblarin anterior béliminde bulunmakiave cok sayida
kortikal bolgenin glevsel olarak birlgmesi sonucu okmustur (Sekil 2.1). Frontal
loblarin tG¢ bolimi bulunmaktadir: Motor korteksemiotor korteks ve prefrontal
korteks (56). PFK'nin medial, (dorso)lateral, vahtolmak Uzere U¢ alt bélimu
bulunmaktadir. Medial PFK; precentral, anteriorgeilate, prelimbik, infralimbik ve
medial orbital korteks kisimlarini icermektedir. té@l PFK; dorsal ve ventral
agranular insular ile lateral orbital bolgelerdémsmaktadir. Son olarak ventral PFK;
ventral orbital ile ventral lateral orbital bolgelebarindirmaktadir (6, 57). Bu
bdlgelerin arasinda kesin bir sinir bulunmamaktésy. Ventral bélimleri duygular
ile ilgili girdileri alirken; dorsolateral kisimlastrdurulebilir dikkat, bik ve eylem
ureten bdlgelerle ygun balantilidir ve inferior orbital kisimlari da limbiistemden
gelen uyarilari baskilamaktadir. Anterograd ve ogrmd boyama teknikleriyle
yapilan anatomik ¢caimalarda PFK’nin ventrolateral kisimlarinin gérmergamatik
duyularin ve gitmenin assosiasyon alanlari ve premotor alanlarvié medial
kisimlarinin gérmenin, somatik duyularigitmenin assosiasyon alanlari, temporal
lob medial kisimlari, talamus ve limbik alanlar ile@rilikh lif alisverisinde
bulundgu gosterilmgtir (56, 58-60). Medial bdlumler ayrica, direkt @&
neostriatum’a, temporal neokortikal alanlara veohialamus’a gondermioldugu
efferentleri aracifilyla; motor davraslari, viicudun emosyonel, noérokimyasal ve
hormonal dengesini etkileyebilmektedir (61).

PFK'nin en o6nemli girdilerini thalamus’umucleus mediodorsalisinden
aldigi bilinmektedir (5, 57). Talamo-kortikal Bntilara ek olarak, ygun kortiko-
kortikal baglantilar da icermektedir (6). PFK, tum memelileidanpleks bilgsel ve
sosyal davraglarn gerceklgtirebilmek icin; beynin dier bdlgelerinden gelen
bilgileri dikkatlice toplamakta, denetlemekte, ydagrakta, butinkgirmekte, gerekli
degisiklik, dizenleme ve siralamalari yaptiktan sonnmdaya cikarilacak davraga
karar vermektedir. Bu nedenle de; hem c¢ok sayidaésterior neokortikal
assosiasyon alanlari ve beyin sapindaki uyaritersisr aracifityla di cevreden,
hem de limbik sistem aradilyla icyapilardan uyarilar almaktadir.
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Prefrontal korteksin V. tabakasinda bulunan pirahicdronlar bazal
ganglionlara projeksiyon lifleri gonderirler. llabakadaki piramidal ndronlar ise ipsi
ve kontralateral kortiko-kortikal Egantilardan sorumludur (62).

Stresli ortamlar gibi davragidegisikligi gerektiren uyarilar karsinda,
ventral tegmental bélgeden PFK’'ye uzanan dopamiknegronlarin aktive oldgu
gosterilmitir (63). Ayni zamanda ygun stresli durumlarda bu bélgeden asetilkolin
salinimi oldgu da bilinmektedir (64). Bu iki noérotransmiterin ndgeli salinmasi,
stresli duruma uyum gamak icin gerekli mekanizmalari aktiflemektedir.

Sekil 2.1. Sg hemisferdeki (sar1) medial prefrontal kortekss{yeolgesi.

Literatirde PFK'de meydana gelen morfolojik gdgklikleri inceleyen
deneysel ¢cagmalar aratirildiginda, bunlarin genellikle prenatal donemdeki stres
maruziyetine bgi etkileri inceledikleri gorilmgttr. Oysa PFK ge&limini baglica 6
asamada tamamlamaktadiilk iki asamada gercekjen norogenezis ile ilgili
gelismeler prenatal doneme kdrk gelirken; 3. gamadan itibaren gglm postnatal
donemde devam etmektedinsanlarda dgumdan sonraki ilk yil iginde gergekkn
bu donemde, piramidal néronlarin dendritik uzantilailylyerek olgunkaakta,
sonuncu gama ise; adolesan dénemin sonunda gergeldite ve egkindekine

benzer yapisal organizasyon bu donemde kazanilchak(65). Bu nedenle bu
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calismada stres protokoll, prenatal donemin son evreseriken postnatal donemi
kapsayacalgsekilde, 14. embriyonik giinden 14. postnatal gindakaiygulanmstir.
Noronlarda meydana gelen yapisagidiliklerin incelendgi calismalarda, gézlenen
degisikliklerin cinsiyete ve bolgelere gore farkhlik gi@rebilecgine dikkat
cekilmektedir. Orngin, PFK'deki piramidal néronlarin dendritik morfgilerinin
incelendgi bir calismada; prenatal stresin her iki cinste de dendrdikensi
cikintilarda azalmaya yol agt) ancak dendritik atrofinin sadece erkek yavrudard
meydana geld gosterilmgtir (15). Yine sican medial PFK’deki ndéronlarin
dendritlerindeki dikensi c¢ikinti eglerini ve yosunlugunu inceleyen bir bka
calsmada; prenatal stresin erkek sicanlarin bazal ddndnkinti yogunlugunu
degistirmedigi ancak, daha gicli ve stabil bir sinaps tipi olaantarimsi tip
cikintilarda azalmaya yol agti gosterilmgtir (16). Noroanatomik yodntemlerle
stereolojik sayim yontemlerinin bigerildi gi oldukga giincel bir gier calsmada ise;
prenatal stresin prefrontal korteksteki farkli amaik boélgelere ve cinsiyete gore,
toplam noron sayisi, dikensi c¢ikinti mlugu ve sinaps sayilari bakimindan zit
etkilere yol actg gosterilmgtir (66). Bunlara ek olarak erken donemde uygulanan
¢esitli calismalarda dokunma ile uyarilar, zenggtliglmis cevre, anneden ve
babadan ayirma, oyun imkanlarinin arttirlmasi &gtlc maddeler (antipsikotikler,
uyaricilar, valproik asit ve alkol gibi) PFK’'de nifolojik degisikliklere neden
olmaktadir. Hayatlarinin ikinci haftasina kadarndé 15 dakika sireyle taktil uyari
alan sicanlarin, etin olduklarinda bile kortekslerinde dahagym bir sinaptik
organizasyon (67) ve dikensi ¢ikintiggmluguna sahip olduklari gosterilgtir (68).
Zenginlatirilmis cevrede yegtirilen sicanlarin tim korteksinde néron boyutlari,
dendrit dallari, dikensi c¢ikinti goinluklari, néron bgina digen sinaps sayisl, glia
hiicre yg@unlugu ve damarlanmanin agtigosterilmgtir (69, 70). Ancak PFK’deki
etkiler cinsiyete bgi olarak farkli karakter tamaktadir; erkeklerde dikensi
cikintilarin y@unlugu azalirken (71), dilerde arty gosterdgi bulunmutur (72).
Octodon degus gelisimi sirasindababadan ayirma, gkin apikal dendritlerin daha
kisa kalmasi ve Uzerindeki dikensi cikintilarin @laéz sayida olmasina neden
olmaktadir (73).

Tdm bu veriler, stres maruziyetinin prefrontal leisteki néronlari cinsiyete

bagli olarak farkli sekilde etkileyebilecgine isaret etmektedir. Ancak, stres
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maruziyeti sonrasinda prefrontal korteksteki némooh meydana gelen yapisal
degisiklikler ile bireyin emosyonel gostergeleri arasandir korelasyon olup

olmadgi halen bilinmemektedir.

2.3.c-Fos Aktivitesi

Cok sayida etken, hicrelerde-Fos geninin hizla ve gecici olarak
transkripsiyonuna neden olmaktadir ve bunun sordecwta hiicrelerde biyume ve
farklanma gercekkgnektedir (74). Hicrede herhangi bir uyaranakigk yanit veren
genlerdendir. En erken genlerden olefros geni cekirdekteki bir transkripsiyon
faktoruna kodlar. Hucresedlevler agisindan ana anahtar olarak dnemli birlegici
rol oynadgl distunulmektedir (75). Fos protein ailesinde hidrofolaiknfipatik o-
sarmalina bglananN-terminali sayesinde DNA [gama 6zellgi bulunur ancak Fos
proteinlerinin  DNA bglayabilmesi icin Jun proteinleri ile dimer yapmasi
gerekmektedir (76). Fos proteinleri evrimsel olargikkorunmutur. Sigan ile insan
arasinda %94 oraninda homoloji gostermektedir (@€)0s geninin Urind olan Fos
proteinleri,c-Jun geni Grind olan Jun proteinleri ve bazi aktivecettanskripsiyon
faktort (ATF) proteinleri ile birlgmesi sonucu Aktive edici Protein-1 (AP-1) glu.
Batin AP-1 proteinleri fosfoproteindir ve hiperfogfasyon ya da defosforilasyon
sayesinde DNA-bdanma ve transaktivasyon aktiviteleri dizenlenebilhP-1
proteinin bilgenlerine, hicre tipine ve hicre igene ba&li olarak AP-1
transkripsiyon faktorleri hicre proliferasyonu, Kianmasi ve apoptozu hem
indukleyebilir hem de inhibe edebilir (76, 77).

Bu 06zelliklerinden dolayc-Fos, sinir sisteminde bir uyari kasinda aktive
olan hucreleri ve 0Ozellikle aktive noronlari bedimek amaciyla kullaniimaktadir
(19). Tum hayat boyunca uyariya farc-Fos aktivasyonunun gercekimesi,
Ozellikle embriyonik cakmalarda da bariyla kullaniimasini ggamistir. Bilim
yanitini uyarininglendigi néro-endokrin glari gostermek icin kullanrglardir. c-Fos
aynl zamanda ciftsaretleme sayesinde aktive ndéronlarin tiplendiriimes takip
yontemleri (racing) sayesinde ndéron Blntilarinin  belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir (19). Yapilan kgitastirmali calgmalardac-Fos isaretlerinin
Ozellikle stresle ikkili yanitlari deerlendirmekte etkin oldiu ve dinlenme

durumundac-Fos ekspresyonunun ¢ok glik oldusu gosterilmgtir (78).
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Bu calsmada noéronlarin  stres durumunda verecekleri yanitla
degerlendirmek amaciyla hayvanlar sakrifiye edilmedw®mmen 6nce zorlu ylizme
testine tabi tutulmgtur. Zorlu ylizme testinin yarag stres sayesinde, stresle ilgili
noronlardac-Fos aktivitesinin hizla artmasi ganmstir. Boylece, en erken aktive
olan genlerden biri olanc-Fosun ifade edilim dizeyi; aktivasyon gosteren

ndronlarin ygunluklarinin hesaplanmasinda kullangtm

2.4. Morfometrik Yontemler

PFK’'deki aktivasyon goésteren noronlarin toplam sena ulaabilmek icin
modern morfometrik sayim yontemleri kullanigtm. Bu yontemler, hicreler,
dokular, organlar veya organizmalar hakkindgrdsayisal verilere ugabilmek igin
guinimuizde yaygin olarak kullaniimayaslaamstir (79). Bunlardan biri olan optik
parcalama yontemi, etkili, gbrece kolay ve gucli tekniktir ve en etkin sayim
yontemi olarak tanimlanmgtir (80). Optik parcalama, bilinen en gucli toplam
tanecik sayisi hesaplama yontemidir ve elde eddetam sayi ilgilenilen yapidaki
toplam tanecik sayisinin tarafsiz bir hesabini yaraktadir (81). Tasarim tabanl
stereolojik yontemlerden biri olan optik parcalanteem teorik olarak $gam
temellere dayanmakta, hem de pratik olarak basnh alygulanmasi sayesinde
argtirmalarda siklikla tercih edilmektedir (82).

Cogu zaman, c¢ajilan yapilarda ilgilenilen nicelik buyik olgundan belli
oranda 6rnekleme yapmak kacinilmazdir. Bu 6rneklgaplirken dikkat edilmesi
gereken c¢ok sayida etken bulunmaktadir. Paralelitid@s alinmasi, doku
bilesenlerinin belli araliklarla taranmasi, buyUglii belirli olan mikroskop
goruntuleri tGzerinden o6rneklem alinmasi, sikdialanlar kagilastirma ve kesit
kalinhgi gibi cok sayida etken dikkat gerektiren basanrdkig82).

Optik parcalama yontemi, dokuya uygulanan histklojislemlerden,
dokularin sisme, buzgme gibi yapisal d&simlerinden, kesit alma sirasindaki
haraplanma ve hacim gigmelerinden bgamsiz olmasi sebebiyks anda gecerligi
ve tarafsizgl en yiksek olan sayim yontemidir. Ayrica gdéin yapi, organ ve
taneciklerle ilgili hicbir 6n bilgiye veya kabuleegeksinim gdstermez. Hicrelerin
yonelimi ve dizilimi gibi dokuya 6zel durumlardatk#éenmez. Optik parcalama ile
elde edilen toplam parcacik sayisgati yontemlere oranla gegge daha yakindir ve
daha digik hata katsayisina sahiptir. Ayni zamanda yuksktatlanabilirlik 6zellgi
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sayesinde farkl laboratuvarlardaki sonuclarin lgiévenle kagilastirilabilmesine
olanak verir (83).

Ilerleyen teknoloji ile birlikte stereolojik yontesrin verimini arttirmak
amaclyla ticari bilgisayar destekli stereolojik Bnaprogramlari ve cihazlar
gelistirilmi stir. Bu tip sistemler parametrelerin istenen bicendelli bir tutarhilikla
ayarlanmasi sayesinde, stereolojik yontemlerin laygalarini son derece hizh ve
glvenilir bir hale getirmektedir. Mikroskop Uzergid tablanin yazilim aracgiyla
kontrol edilebilmesiyle, stereolojik yontemlerin effiazla zaman harcanan
kisimlarindan biri olan belirli araliklarla rasgeldimlama siureci tamamen otomatize
edilmekte ve ¢ gucinden Onemli oranda tasarrufglaamaktadir. Ayrica bu
sistemlerde kullanici hatasina 6nemli derecedelama getiriimekte ve yapilan

calismanin guvenilirlgi ile tekrarlanabilirlgi glivence altina alinmaktadir (82).

2.5.Dikensi Cikintilar

Noronlarin aktivasyon duzeylerindeki gigkliklerine ek olarak, morfolojik
Ozelliklerinde meydana gelen ggklikler de incelenmgtir. Noronlarda gortlen
baslica morfolojik deisiklikler; dendritik dallanma paternlerinde gorilemtis ve
azalmalar ile bu dendritler Uzerinde bulunan wapirie” adi verilen dikensi
cikintilarin say1 vesekillerinde gozlenen dgsikliklerdir. Dendritik agacin sekli,
etkilemektedir (84). Aynsgekilde dikensi cikintilarin yapisal 6zellikleri déronlarin
islevleriyle yakindan bgantilidir. Bu cikintilarirsekilsel 6zellikleri ile biyokimyasal
icerikleri paralellik gosterebildi igin, cikintilarin morfolojik 6zellikleri, kurula
sinaptik bglantilarin glevlerinde 6nemli rol oynamaktadir.

Dendritik ¢cikintilar pek cok farklgekilde olmakla birlikte genel olarak 4 ana
grupta toplanmaktadirlar: mantgekilli, ince, guduk ve dalli olmak tzere (85). Bu
gruplama esas olarak 2 oOlcim kriterinin birbirlerioranina gére yapilmaktadir.
Bunlardan birincisi dikensi ¢ikintinin boyun denl@aeaminin boyutu (g , digeri de
bas denen kisminin boyutu {d Buna gore diken boynu dikendnaa &it ya da biraz
daha kuclikse “ince”; diken kaboynundan daha genive kesitlerinde mantara
benziyorsa “mantar”; belirgin bir boyun kismi yoksa diken eni ve boyu yakdek
olarak @it uzunluktaysa “guduk”; birden fazla dikensi c¢ikirbal varsa “dalli”

olarak tiplendirilmektedir §ekil 2.2). Dikensi cikintilarin her biri genelliklbir
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sinaps barindirmaktadir. Dolayisiyla bu cikintifarstsinaptik kimyasal cevabin
olusmasinda 6zel bir mikro-kompartman gibi gérev yaptadklar (86). Dikensi
cikintinin boyun kismi postsinaptik kalsiyum yaamth buydkligini ve kinegini
kontrol edebilmektedir (87). Uzun boyunlu dikenkerdkalsiyum yanitlari kisa
boyunlu dikenlere gore daha kisa bekleme stresihgpts ve daha gec kaybolurlar
(88). Dikensi cikintilar oldukca kucik bir hacimahgp olmakla birlikte tzerinde
sayisi 1-20 arasinda glg@in voltaj-bgzimh kalsiyum kanali barindirmaktadir. Bu
biyokimyasal kompartmargemaya ek olarak, elektriksel kompartmanlar olarak da
islev gorerek sinaptik potansiyellerin entegrasyonuamplitidini ve kinetiklerini

duzenleyebilirler (21).

Cikint: Tipi Kesit Kriter
A
Ince L d, <d,
(/! < [
v
Mantar d, d, <d,
idii d,=L
Guduk L y
hl h,
) > 1 bas
Dall

Sekil 2.2, "Dikensi gikititnarin maorfoidjik upiehiame’kriefier.

Dikensi cikintilar tzerinde birkag farkh tipte kglum-gecirgen reseptor ve
kanal birlikte bulunabilmektedir. Bunlardan sin&pieti ve plastiste bakimindan en
onemli olanlari glutamat reseptérleridir (89). Gioat, beyinde en bol bulunan
eksitator amino asit ndrotransmiterdir ve etkisigonotropik ve metabotropik

glutamat reseptorlerini uyararak ortaya cikarmakta@0). Iyon kanallari ile
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eslesmeli iyonotropik glutamat reseptorleri; N-metil-Byzartik asit reseptorleri
(NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik agAMPA) ve kainat
reseptorleri olarak siniflandirilmaktadir. Elektronikroskobik cakmalar, dendritik
cikintilarin bayuklgu ile AMPA reseptorlerinin sayisi arasinda ¢ok gk pozitif
korelasyon oldgunu ortaya ¢ikarngtir (91). Yine kalsiyum géruntileme teknikleri
ile yapilan ¢calkmalarda, sinaptik iletim esnasinda NMDA reseptoréacilgiyla
gerceklgen kalsiyum akginin dikensi c¢ikinti bdarinda lokalize oldgu, cok az bir
kisminin dendritler Gzerinden gerceitigi gosterilmitir (92). Bu nedenle, dendiritk
citkintilarin morfolojik 6zelliklerinde meydana gelaesisiklikler sinaptik ileti ve
plastisite glevlerini yakindan ilgilendirmektedir.

Son yillarda yapilan camalarda, glutamaterjik nérotransmisyon sisteminin
ve NMDA reseptérlerinin; strese yanit tepkilerintélyik oranda yer algina,
emosyonel bozukluklarinin patofizyolojisinde, aerfidesan ve miza¢ dizenleyici
ilaglarin etki duzeneklerinde ana norotransmitastesni olarak yeri oldguna dair
bilgiler giderek ary gostermektedir (93). Stresin hippokampus ve pne&io
kortekste sinaptik glutamat konsantrasyonunu drgtir gosterilmgtir  (94).
Glutamaterjik sistemin paralimbik-HPA aksin streggniti ile de yakin ikkisi
bulunmaktadir. inhibitér ve eksitator uyarimlar arasinda meydanalerge
dengesizlikler, sonucta dendritlerde yapisal ylevsel bozukluklara yol a¢gmak
suretiyle psikopatolojik d@sikliklerin olusmasina zemin hazirlamaktadir. Bu
nedenle cajmamizda kortikal néronlarin dendritikgacin yapisal 6zelliklerinde
meydana gelen desikliklerin emosyonel durumdaki gesikliklerle karsilastirmali
olarak incelenmesi, miza¢ bozukluklarinin patofipyisini anlamamizda ve tedavi

etmemizde yeni ufuklar acacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Sec¢imi ve Gruplarin Olgturulmasi

Bu uzmanlik tezi cercevesinde yapilan deneylerkisERir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (X EK) tarafindan 22.12.2011
tarih ve 201-1 numarall karar ile onaylandi ve sga siresince uluslararasi
yonergelerde belirtilen hayvan haklarina uyuldun®gerde Eskiehir Osmangazi
Universitesi Tibbi-Cerrahi Deneysel Atama Merkezi (TCAM)’'nden temin edilen
ve daha once hi¢c gam yapmany Sprague Dawley cinsi gkin sicanlardan elde
edilen yavrular kullanildi. Siganlar, ai@ma suresince 19-21°C sabit sicaklikta, 12
saat aydinlk / karanhk periyotlarina ayarlagpnmotomatik olarak klimatize edilen
odalarda korunarak, normal pellet cinsi yem ileldradi. Gebelik ginleri, geceden
ciftlestirme kafeslerine konan sicanlardan ertesi sabataralvajinal simirlerdeki
sperm mevcudiyetine gore tayin edildi. Prenatassprotokolt, 14-21. embriyonik
gunler arasinda, gebe sicanlarin her gun ayniesdat(9:00-12:00) metal silindirler
icinde hareketsiz birakilmalari suretiyle gercetitgdi (Sekil 3.1A). Hareketsizlik
stresine maruz kalan sicanlardangao yavrular dgumdan sonra da 2. ginden
baslayarak sutten kesilme donemine kadar [postnafaP{P giin] yine her gin ayni
saatte (9:00-12:00) annelerinden vesedi yavrularindan ayrilarak izole edilmek
suretiyle strese maruz birakiimaya devam edfldkil 3.1B).

Yavrular sutten kesildikten sonra dolden kaynakidleaek hata payini en
aza indirgeyebilmek icin en az 5 farkl annedereeddilen yavrular, cinsiyetlerine
gore ayri kafeslere alinarak kuyruklari kalici boya isaretlenmek suretiyle
kodlandi. Bundan sonra yapilan tim deneylerin slanung bireysel olarak takip

edebilmek icin bu kod numaralari referans alindi.

3.2. Lokomotor Aktivitenin Kar silastiriimasi

Davrang testlerinin tamami Farmakoloji Anabilim Dali'ndaess yalitimi
yapilmsg Psikofarmakoloji laboratuvarinda gercetieldi. Bu ortamdaki 2 gunlik
adaptasyon donemini takiben, davsatastleri her giin ayni saatlerde (9:00-13:00)
yapildi. Yavrularin duygusal durumlarini ve lokowotktivite dizeylerini tespit
etmek amaciyla hayvanlar aktivite 6lgcim sistemiday-AMS 02 Animal Activity
Monitoring System) yerkgirildi, 5 dakika sureyle hareketleri kaydedildiekil 3.2).
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Sekil 3.1. Prenatal ve postnatal stres protokolii uygulamasi. Gebelerde hareketsizlik

stresi uygulamak i¢in kullanilan tel kafes diizenegi (A) ve postnatal donemde

yavrulara uygulanan anneden ayirma stresinde kullanilan diizenek (B).

A .
Pleksiglas Kafes Kizilgtesi
Algilayicilar

Dikey Hareket
Algilayicilar \/ )
\ U7

Yer Degistirme
Hareketi
Algilayicilar

Dikey Hareket Algilayicilarinin
Yiiksekligini Ayarlama Vidas:

Sekil 3.2. Lokomotor aktivite dl¢iim sistemi. Cihazin ¢alisma sisteminin sematik

¢izimi (A), Psikofarmakoloji laboratuvarindaki aktivitemetre sistemi (B) ve

aktivitemetre kafesi (C).
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Aktivitemetre sistemi; her bir kenari tzerinde limsi (IR) sik kaynaklari
iceren kareseklindeki (40 cm x 40 cm) pleksiglas bir dortgerdsten olgmaktaydi.
Bu kafes icindeki deney hayvani herhangi bir hareya@ptginda kagihkh IR
sensorler arasindaki ilgini kestigi icin deney hayvaninin yagti hareketinsekline
gore aktiviteleri farkli parametreler olarak kayded Test suresi icerisinde deney
hayvaninin yer destirme ve dikilme hareketleri yapmaksizin ofduyerde yap#i
hareketler“horizontal hareket” olarak; vertikal sensoérler yardimi ile algilanan
dikilme hareketleri (arka ekstremiteleri Uzerindékselme) ise'vertikal hareket”
olarak kaydedildi. Dengn kafes icinde dikilme haricinde yapti her tarli yer
degistirme (gezinme) hareketleri dearhbulatuvar hareket” olarak kaydedildi.
Horizontal ve vertikal aktivitelerinin sayisi; dgneayvaninin stereotipik hareketleri
ve agresivitesini dgerlendirmede, test slresince deney hayvaninin dapti
hareketlerin toplami da total lokomotor aktiviteljgserlendirmede kullanildi.

Rodentlerde spontan lokomotor aktivite gun icindeklilik gosterebildii
icin gruplardaki hayvanlarin aktivite olcimleri aykod siralamasi takip edilerek
yapildi. Her test periyodunun sonunda yavrular $@fe alindiktan sonra test alani
Islak bez ile silinip kurulanarak, bir 6nceki hageaait kokunun daha sonraki

hayvanin davraglarini etkileme ihtimali en aza indirgenmeye gédi.

3.3. Yukseltilmis Arti Labirent Testi

Bu testte; yerden 70 cm yukseklikte, adklinde 2 acik, 2 kapali ve bunlarin
birlestigi merkez bdlgeden (10 x 10 cm) gdun bir labirent dizerge kullanildi (Sekil
3.3). Labirentin kol boylari 50 x 10 cm (boy x dmyutlarindaydi ve kapali kollarin
kenarlarn 40 cm yukselginde siyah renkli duvarlarla cevrilgti. Acik kollarin
kenarlarinda ise sadece 2.5 mm yukgakile sg bir cerceve bulunmaktaydi.
Hayvanlar ylizi acilk kola bakacajekilde ylkseltiim§ labirentin merkezine
birakildi. Deneye, aktivitemetre Olcimlerinin amin, 5 dakikalik agtirma
periyodunu takiben B&andi ve 5 dakika siureyle hayvanin agik ve kapallaka

giris-cikis sayilari ve bu kollarda gecigdisireler kronometre ile dl¢tld.
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Sekil 3.3. Yiikseltilmis art1 labirent diizenegi.

Sekil 3.4. Zorlu ylizme testinde gozlenen davranislar. Duvara tirmanma ve sigrama

hareketi (A), hareketsiz kalma (B) ve dalarak ¢ikis arama hareketi (C - D).
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Fare ve sicanlar gastan aciklik ve yukseklikten korktuklari icin, kapal
kola giris sayisi ve kapali kolda gegcirilen stire, agtamksiyete dizeyini; toplam kol
giris-cikis sayilari ise, genel lokomasyon dizeyingeidendirmede kullanildi. P30.
ginde yapilan test sonuclarina gore hayvanlar kgl#ta gecirdikleri sireye gore
siralandi. Daha sonra P60. gunde test tekrarlapasak hayvanin P30. ginde ve
P60. gunde agik kolda kalma surelerinin ortalamgedehesaplandi. Bu gerler
blyukten kiucge siralanarak; acik kolda kalma siresi en fazla dka8 hayvan
disik anksiyete (DA) grubu, en az olan son 8 hayvanyisksek anksiyete (YA)
grubu olarak belirlendi.

3.4. Zorlu Yuzme Testi

Porsolt ve arkad#ari tarafindan geftirilen bu test; beyin kimyasindaki
degisiklikleri davrang boyutunda gozlemek icin kullaniimaktadir. Bu tes3b cm
yuksekliginde, 20 cm c¢apindaki pleksiglas malzemeden yapisihindirik bir tank
kullanildi ve icine 21 cm yukselge kadar 25+£0,5°C isida su dolduruldeKil 3.4).

Bu su dizeyi hayvanlarin yere dayanmalarina, kendwuamarak ve sicrayaraksdri
ctkmalarina imkan vermeginden hayvanlar kacamayacaklari bir ortamda ytzmeye
zorlandi. Deney hayvanlari 24 saat ara ile iki kaaka konulup birinci gin 15
dakika, ikinci gun ise 5 dakika zorla yuzdurildiktsonra, havlu ile kurulanarak
kafeslerine alindi.

Ilk kez suya konulan deney hayvanlari ortamdan kugl icin cabalayarak,
Ozellikle deney siresinin sonlarinagdo hareketsiz kalmaya adilar. Test 24 saat
sonra tekrar edilince goenilmis caresizlge giren deney hayvanlarinin ¢abalama
sureleri kisalirken, hareketsiz kalma suireleri wzaSlicanlarin test siresince
gostermg oldugu bireysel davraglar gézlenerek, davrandesisikliklerinin sureleri
kronometre aracgh ile 6lctldi. Buna gore;

» “Hareketsizlik suresi”: Deney hayvaninin nefes almaidda hi¢ hareket
etmedgi ve kulaklari dahil su altinda hareketsiz kalagacirdisi 9 saniyeden uzun
surelerin saniye cinsinden kaydedilmesi ile eldelded Sicanin davragsal
caresizlgini yansitan bu désken depresyon gostergesi olarak kabul edildi.

» “Cabalama suresi”: Deney hayvaninin sigrayarak veya kenara tirm&nara
silindirden kurtulmak icin yapsi ve dalarak su altinda c¢skaramakla gegirdi

micadele davragiar esnasinda gecigistrenin saniye cinsinden kaydedilmesi ile
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elde edildi. Sicanin davrasal caresizlik, bgka bir deysle depresyonda olmagnin
gOstergesi olarak kabul edildi.

3.5. Dokularin Hazirlanmasi

Zorlu yuzme testinin hemen akabinde sicanlar halatzhalasyonu ile
anestezi edildikten sonra transkardiak yolla o6nosfat tamponlu salin (PBS)
solliisyonu, sonra da %4'luk paraformaldehid (0.1Mfdb tamponda [pH=7.4]
hazirlanan) sollsyonu ile perfiize edildi. Beyin edisyonunu takiben yapilan
midsagittal kesi ile ga ve sol beyin hemisferleri ayrildi. Sol hemisferler
immunohistokimyasal analizler, gahemisferler ise Golgi-Cox boyama igin
kullanildi.

3.6.Immunohistokimyasal Boyamalar

Serebral hemisferler %4’lik paraformaldehid fikBatinde 24 saat sire ile
postfikse edildi. Daha sonra 3-4 saainge suyunda yikanan doku parcalari kademeli
olarak %70'lik, %80’lik, %90'llk ve %96’lik alkol @rilerinde 45’er dakika
bekletilerek dehidrate edildi. Doku orneklemffaflastirmak Uzere 2 kez 2¢8r
dakika ksilol'de bekletildi ve etuv icinde B5'de eritiimis parafinlere alinarak
bloklandi. Hazirlanan parafin bloklardan 5 pm Kagmda alinan seri kesitler,
45°C’de su banyosunda agcildiktan sonra daha oncedetkeik poly-lysine ile
kaplanmg temiz lamlara yaptirildi.

c-Fos immunohistokimyasinda kullanilan preparatlar bisaat sire ile iki
ayri ksilol'de tutulup deparafinize edildi ve azalkonsantrasyonlu alkol serisinden
gecirildikten sonra distile suyla yikandi. % 3'likdroperoksid ile 30 dakika
muamele edilen preparatlar; antijen gacicikarma retrieval) islemi icin sodyum
sitrath (pH=6.00) tampon solisyonuna konarak mndiiga firinda iki kez 5'er
dakika sireyle kaynatildi. $oma sonrasinda 3 kez PBS ile yikanip, oda
sicaklginda 30 dakika blok solisyonunda bekletildi. 1: &@&ninda seyreltilen
primer antikor (Millipore) ile kaplanan preparatlair gece buzdolabinda tutuldu.
Ertesi gin PBS ile 3 kez yikamalemini takiben biyotinli sekonder antikorla
(Universal detection kit) oda sicakinda 30 dakika inkibe edildi. PBS
yikamalarindan sonra yine oda sicgkida 30 dakika ABC-Elite kit soliisyonunda
(Vectastain) inkiibe edildi ve 5 dakika kromajenusgbnunda bekletildi. En son
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asamada distile suda yikanan preparatlar, %95 ve %lO@tanolde dehidrate
edildi. Ksilol ile seffaflastirildiktan sonra da entellan ile usuline uygunraka
kapatildi.

3.7. Sayisal Analizler

Tum sayisal analiz uygulamalarinda ornekler g&eih sistematik randomize
ornekleme metodu kullanildi ve hesaplamalarda rskobik kalibrasyon skalasi
kullanilarak magnifikasyon faktériine gore belirlengercek uzunluklar kullanildi.
Sol hemisfer kesitlerdegorpus callosum’un forceps minor kisminin belirginlgtigi
ilk kesit (Bregma 3.72 mm) ile Gg¢unci ventrikuliargimedgi son kesit (Bregma
0.60 mm) (95) arasinda kalan bolgeden (referangehp®@O0um aralikla alinan 18
kesitten birinde sayim yapildi. Bu referans bélgerisinde aktivasyon goésteren
noronlarin sayisal yimnlugunu hesaplayabilmek icin her kesitte birim alangedic-
Fos (+) ndronlar sayilarak her hayvan icin ortalamgedler hesaplandi. PFK’deki
toplam c-Fos (+) noéron sayisinin  hesaplanmasinda ise Steredigats
(MicroBright Field=MBF) vyazilim programininOptic Fractionator (optik
parcalama) probu kullanildi. Bu amacla oncelikleclk buyitmeli objektif ile
medial prefrontal kortikal sahanin konturlarn qizi{Sekil 3.5A). Tim alanin yirmide
birinde sayim yapilacakekilde, sayim cercevesinin boyutlari 3@t x 300 um
olarak belirlendi. Belirlenen 06rnekleme alanindaptilo odaklama esnasinda
cercevenin sayilabilir alani icerisine 1 veya 2etak diecek sekilde ¢ boyutlu
disektér sondalarinin boyutlari ayarlandi (308 x 100um x 5um) ve bu sondalar
belirlenen konturlar icinde kalan alana yazilimgreomi tarafindan otomatik olarak
yerlestirildi (Sekil 3.5A-B). Kesitin alt ve Ust yuzlerinde kesilngemi dolayisiyla
meydana gelmiolabilecek bozukluklardan kaginmak icin; Ust vekanarlardan 1
pum guvenlik alani birakildi ve disektor sondaswyiiksekligi 3 um olarak belirlendi
(Sekil 3.5C). Sonda icerisine gién nukleer profillerin sayiminda 40x’lik objektif
kullanildi. Odak dgisimi ile optik olarak kesit icerisinde ilerlenirkerdisektor
sondasinin icinde kalan ve tarafsiz sayim cercewegurallarina uyan ttine-Fos
(+) hucreler sayildiSekil 3.5D).
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Toplam hicre sayisi sagidaki formul kullanilarak yazilim programi
tarafindan hesaplandi:

N=>Q.t/h.1/asf.1/ssf

Formilde (XQ)= sayllan toplam nikleus sayisin(f)=ortalama kesit
kalinhgini, (h)= optik disektdr sonda yuksegini, (asf= (area sampling fraction) =
alan drnekleme payin(ssfF (section sampling fraction) = kesit 6rnekleme payini
gostermektedir.

Olcuimlerdeki hata katsayisi (CEeefficient of Error) da yazihm programi
tarafindan belirlendi. Schmitz ve Hof'un hesaplamatoduna gore bulunan gkxin
0.05’in altinda olmasi ¢almanin gavenilirlgi icin yeterli kabul edildi.

3.8. Golgi-Cox Boyama

Piramidal noronlarin  morfolojik  6zelliklerini  dethy bir sekilde
inceleyebilmek amaciyla, gaserebral hemisferler, 10 mm’lik dilimlere ayril&ara
%4’luk paraformaldehid sollsyonu icinde 24 saatdtyona tabi tutuldu. Daha sonra
FD Rapid GolgiStain™ hizli Golgi boyama kiti (FD WeTechnologies)
kullanilarak, dokular talimatlar gioultusunda boyandi. Bunun igin dokular énce kit
icerisinde gelen Agotassium dichromat ve mercuric chlorid icerer) ve B (potassium
chromat icerer) sollsyonlarinin kagimindan olgan impregnasyon sollisyonuna
daldinldi (immersiyon). Bu soliisyon icerisinde &alrkta, iki-u¢ hafta sureyle
bekletildikten sonra C soliisyonuna aktarilan dokueC'de en az 1 hafta sireyle
karanlikta bekletildi.ilk 24 saatten sonra sollisyongdgirildi. Boyama klemini
takiben dokular fosfat tamponlu %30’luk sukroz dtigame konuldu ve 2C’de en az
24 saat sureyle bekletildi. Bu dokulardan vibratpandimiyla 200 um kaliniinda
yavaca alinan kesitler jelatin kapl lamlara C soligyale birlikte aktarildi. Bu
kesitler dort kez 5 dakika sireyle distile sudaaydhktan sonra 1 birim D sollsyonu,
1 birim E solisyonu ve 2 birim distile sudan g@n kargima koyularak 10 dakika
sureyle calkalayicida (SV12DX, Finemould Precisiod. Co.) bekletildi. Daha
sonra distile suda 4 kez 5 dakika streyle yikaBdindan sonra seri alkollerden
(%50, %75 ve %95 etanolde 4’er dakika) gecirileghidratasyonu gianan
kesitler 4 kez 4 dakika streyle absoll etanoldddhiék, ksilol'de seffaflastirildi ve
entellan ile kapatildi.
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Sekil 3.5. Optik pargalama yonteminin temel basamaklari. Hiicre sayimi yapilan

kortikal sahanin konturlarinin belirlenmesi (A), tarafsiz sayim ¢ergevelerinin

yerlesimi (B) ve disektor sondasi (C) i¢indeki c-Fos (+) néronlarin ile sayilmasi (D).
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Bu kesitlerden elde edilen goruntiler Stereoingestr (MBF) yazilim
programinin Neurolucida probu kullanilarak analdhldd. Prefrontal korteks'’teki
piramidal néronlardan dendritik uzantilari net alarayirt edilebilenler cizildikten
sonra noronlarin  dendritik paternleri  Sholl analizirogrami  kullanilarak
degerlendirildi. Bu amacla, néron govdesinin etrafindaglayarak it araliklarla
(10 um) vyerlstirilen konsantrik halkalar ile kegn dal sayilar hesaplandi ve bu
degerler tzerinden de toplam dendritik uzutduulgildi. Dendritler Gzerindeki
dikensi ¢ikintilarin analizi icin ise, apikal deitdrinin 3° dallari tizerindeki dikensi
cikintilar immersiyon objektifi altinda ¢izildi. Bwgikintilar, yapisal vesievsel
Ozelliklerine gore farkli belirteclerlesaretlenerek sayildi. Her hayvan igin 20 farkl
noron analiz edildi ve elde edilen ortalamgelter iki yonlu varyans analizi ile

karstlastirildi.

3.9.1statistiksel Analizler

Gruplar arasinda gozlenen farkliliklar SPSS (Ste#is Package for Social
Sciences, 22.surim) paket programi kullanilaraledendirildi. Cinsiyetler arasinda
gozlenen farkhliklar ise Student's-testi ile kasilastirildi. Calsma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistikler olarakrtalama, standart sapma, ortanca,
en kuclk ve en biuyuk derler hesaplandi. Uygulanan testlerden elde edilen
degerlerin dgilimlari 6nce Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Willsteile incelendi.
Dagilmlari normal olan dg&skenler parametrik istatistiki testlerle, gamlari
normal olmayan déskenler ise non-parametrik istatistiki testlerlegeldendirildi.
Gruplardaki niceliksel veriler normal gdéim Ozelliklerine uyduklari zaman cift
yonli varyans analizi ve Tukey coklu kdastirma testi ile kanlastirlarak
tablolarda ortalama ve standart sapmgederi sunuldu. Korelasyon analizlerinde
Pearson (parametrik) ve Spearman (non-parametesieti kullanildi. Grup ici
dagihmlar normal olmadii zaman ise Kruskal-Wallis testi uygulandi. Sonucla
%95’lik guiven aralginda ve anlamhlilp<0.05 diizeyinde gerlendirildi.
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4. BULGULAR

Erken gel§im donemlerinde uygulanan stres protokolli repradlikt
parametrelerde bir aksagh neden olmadi. Maternal vicutidklari, canli dgan
yavru sayisl, yavrularin cinsiyet oranlari gibigraetrelerde bir farkllik gézlenmedi.
Yavrularin sitten kesilme donemine kadar gecen miterende de anne-infant
iliskisi, emme reaksiyonlari, genel aktivite dizeylere sosyal davraglar
bakimindan belirgin bir farklilik gézlenmedi. Ancgévrular sitten kesildikten sonra
kontrol gruplariyla strese gruplari arasinda cietyde bgll olmak Uzere bazi

farkhliklar g6zlenmeye bdandi.

4.1. Lokomotor Aktivite Dlzeylerinin Kar silastiriimasi

Yavrularin aktivitemetre testi stresince yapralduklan farkli hareketlerin
sayllar kaydedildi. Gruplar arasindaki cinsiyetglbfarkliliklar iki yonli varyans
analizi ve Tukey coklu karastirma testi ile incelendi. P30. ginde uygulanan tes
sonugclarl Tablo 4.1'de, P60. gunde uygulanan mstidari ise Tablo 4.2’de verildi.
Bu sonugclara gore, gdierde kontrol grubu ile YA ve DA’li gruplardaki yaularin
horizontal, vertikal, stereotipik, ambulatuvar Haterinde ve test slresince kat
ettikleri toplam mesafede anlamh bir fark bulunm&dablo 4.1). Erkeklerde ise
stereotipik hareketlerin sayigp<0.01) ve ylzdesip0.05) YA ve DA’ll gruplarda
kontrol grubuna oranla anlamli dizeydesiégki bulundu. Bunun haricinde gir
hareketlerin sayisi, test suresince yaprolduklari stereotipik ve ambulatuvar
hareketlerinin dinlenme suresine goére oranlarisikatirildiginda gerek gruplar
arasinda, gerekse cinsiyetler arasinda anlamiatkrgézlenmedi (Tablo 4.1).

P60. gunde tekrarlanan aktivitemetre testi sonuydar da kontrol grubu ile
DA ve YA'll gruplar arasinda genel olarak anlandrklar gézlenmedi (Tablo 4.2).
Sadece DA grubundaki erkeklerde, horizontal hatekee katedilen toplam mesafe
kontrol grubuna goére anlaml derecede agtolarak bulundug<0.05). Ote yandan
yavrularin test suresince yapnulduklari stereotipik ve ambulatuvar hareketlerini
dinlenme suresine gore oranlar fkstirldiginda dsiler ve erkekler arasinda
anlamh bir fark oldgu gozlendi p<0.05). Bu farklilik dsilerdeki stereotipik hareket
sayllarinin erkeklere kiyasla dahasidki ancak ambulatuvar hareket sayilarinin daha

yuksek olmasindan kaynaklanmaktaydi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. P30. gundeki spontan lokomotor aktidiieeyleri.

(P30. GUN)

KONTROL

YA

DA p degeri

3480,13 +278,7

2827,50 +272,7

2791,38 +402,7

Horizontal n.s.
3636,38 +874,3 2961,75+229,0 3335,29 +387,0
90,63 +4,7 56,88 +6,0 54,50 10,2
Vertikal n.s.
76,38 +11,4 71,38 9,8 67,71 £12,9
276,00 +25.,4 268,50 +36,0 202,00 +46,0
Stereotipik KE-YAE:™
P KE-DAE:**
386,25 +92,2 202,38 +33,6 196,29 +31,7
1144,75 +59,7 956,50 +73,3 900,00 +105,3
Ambulatuvar n.s.
933,25 +112,2 1033,88 58,5 1104,00 +£100,6
1511,38 +69,1 1281,88 +68,6 1156,50 +135,3
Toplam hareket n.s.
1395,88 +134,0 1307,63+85,2 1368,00 +126,8
3419,75 +275,8 2676,50 +323,4 2732,50 +388,4
Toplam mesafe n.s.
3046,63 +701,6 2925,25+211,1 3315,43 +403,2
9,25 +0,8 9,38+1,4 7,13 +1,6 KE-YAE*
. - 0 = .
Stereotipik % KE-DAE:*
13,63 +1,2 7,38 £1,2 7,14 £1,1
40,75 +2,0 34,88 £2,7 32,50 £3,6
Ambulatuvar % n.s.
32,75 +4,0 38,50 +2,0 40,43 +3,8
50,00 £2,2 55,63 +2,3 60,63 +4,4
Dinlenme % n.s.
53,754 .4 54,25 +2.8 52,71 +4 .4

Tabloda verilen dgerler, ortalama + standart sapmaeiterini gostermektedir (n=8, her iki cinsiyet

ve grup icin). D = Gii; E = Erkek; K = Kontrol; DA = Dk anksiyete; YA = Yiksek anksiyete.; n.s.
= anlaml dgil. * p<0.05, **p<0.01.
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Tablo 4.2. P60. gundeki spontan lokomotor aktidiieeyleri.

(P60. GUN) KONTROL YA DA p degeri
2937,375 +205,9 2954,38 +536,2 4297,13 £387,2
Horizontal KE-DAE:*
2394,75 +249,45 3464,375 £404,7 4244,00 £523,99
106 £13,4 89,50 £11,4 119,75 £11,1
Vertikal n.s.
93,50 9,62 92,125 +10,5 84,71 £12.,6
702,5+41,1 604,63 £78,2 681,63 +56,8
Stereotipik D-E:*
784,50 +61,16 793,75 +69,5 795,71 +75,05
556,75 +39,0 635,50 +92,5 794,25 94,7
Ambulatuvar D-E:*
367,13 40,54 530,875 70,4 645,57 59,23
1365,25 +69,7 1329,63 £168,9 1595,63 +80,5
Toplam hareket n.s.
1245,13 £102,94 1416,75 £97,7 1526,00 £125,7
1826,5 +198,1 2049,38 +367,7 3123,88 +446,0
Toplam mesafe KE-DAE:*
1238,13 £159,11 2034,5 £292,2 2693,43 +384,36
25,7515 21,38 £2,5 24,75 £2,0
Stereotipik % D-E:*
28,50 £2,21 29,12 £2.5 29,00 £2,82
20,2515 22,75 £3,1 29,00 £34
Ambulatuvar % D-E:*
13,25 +1,42 19,375 +2,6 23,57 £2,18
54,125 £2,3 56,13 £5,2 46,25 x2,7
Dinlenme % n.s.
58,13 £3,37 51,7534 47,43 4,15

Tabloda verilen dgerler, ortalama + standart sapmaeiterini gostermektedir (n=8, her iki cinsiyet

ve grup icin). D = Oii; E = Erkek; K = Kontrol; DA = D#lk anksiyete; YA = Yiiksek anksiyete; n.s.

= anlaml dgil. * p<0.05.
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4.2. Anksiyete Benzeri Davrany Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Erken ygam stresine maruz kalan yavrular adolesan doneraikigeinde
anksiyete benzeri davrgnduzeylerini belirlemek icin yukseltilmgi arti labirent
testine tabi tutuldular. Bu yavrularin anksiyetenderi davrary parametrelerinde
zaman icerisinde meydana gelengidieni degerlendirebilmek amaciyla test P60.
gunde tekrarlandi (Tablo 4.3). P30. ginde yap#sttd, erken yam stresine maruz
kalan di sicanlarin kapali kolda kalma streleri, kontmlgarina gére daha uzundu
(p<0.05); erkek sicanlarda ise anlaml bir fark saptadi §ekil 4.1A). Strese maruz
kalan dgilerde cevreyi argirma ve kefetme davrargina paralellik gosteren gg
cikis sayilarinda da anlaml diizeyge<(.001) azalma goruldiékil 4.1B). Kontrol
grubundaki dii sicanlarin kapali kolda kalma suresi erkeklerga&lia anlamli
(p<0.05) derecede diik iken; labirentin acik ve kapali kollarina gigayisi anlamli
derecede yuksekti (Tablo 4.8<0.001). Ancak stres grubunda cinsiyetler arasinda
bdyle bir farklihk gézlenmedi.

P60. ginde, kontrol ve stres grubundaki sicankapal kolda kalma sureleri
arasinda gozlenen fark ortadan kaybolfak{l 4.1C). Stres grubundaki erkeklerin
labirentin acik ve kapal kollarina girisayisi kontrol gruplarina gore anlamli
derecede f<0.05) arty gosterdi Sekil 4.1D). Kol girs sayilari bakimindan stres
grubunda cinsiyete goére bir fark go6zlenmezken, tabngruplarindaki diilerin
erkeklere oranla daha fazla gigikis yaptgl gozlendi (Tablo 4.3<0.05).

Bundan sonraki testlerde PFK’'deki néronlarda megdgelen morfolojik
degisiklikler ile yavrularin anksiyete duzeyleri arasakd iliskiyi incelemek
amacltyla, strese maruz kalan yavrular anksiyeteylédne gore YA ve DA olmak
Uzere iki gruba ayrildilar. Bunun icin P30 ve P§0nlerde uygulanan yukseltilmi
arti labirenti testindeki kapall kolda kalma surigl® ortalama dgeri hesaplanarak,
elde edilen dgerler bluytkten kiugie dgru siralandi. En buyik ortalamaya sahip
sicanlar YA, en kucuk ortalamaya sahip sigcanlabDigegrubu olarak belirlendi.
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(P30. GUN) KONTROL STRES p degeri
Kapali kolda D 81.29 +2.879 88.60 +1.777 KD-SD:*
gecirilen sure (%) E 90.31 +1.798 89.81 +2.015 KD-KE:*
. D 7.846 +0.7583 5.000 +0.5969 KD-SD:**
Kollara giris sayisi
E 4.700 +0.6506 5.030 +0.4574 KD-KE:**
(P60. GUN)
Kapali kolda D 80.32 +5.114 80.89 +3.283
n.s.
gecirilen sire (%) E 85.83 +3.776 85.24 +2.054
o D 5.923 +0.8043 6.464 £0.6393 KD-KE:*
Kollara giris sayisi
E 3.300 £0.5175 5.512 £0.5205 KE-SE:*
(P60. GUN) YA DA
KD-KE:*
, . 102.6 £9.7 101.7 £11.4 101.8£12.2
ZYT'de hareketsiz KE-DAE:*
kalma suresi DAE-YAE:**
48.3 £9.3 42.2 +7.9 104.0 £18.9
YAD-YAE:

Tabloda verilen dgerler, ortalama + standart hatagdderini gostermektedir (n=12 kontrol gruplari

icin, n=41 stres erkek grubu icin, n=30 streg drubu icin). D = Dji; E = Erkek; K = Kontrol; S =
Stres; DA = Diguk anksiyete; YA = Yiuksek anksiyete; n.s. = anlashegil; * p<0.05, ** p<0.01.
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Sekil 4.1. Strese maruz kalarsidve erkek sicanlarin anksiyete benzeri
davranglarinin kagilastiriimasi. P30. (A-B) ve P60. giinde (C-D) uygulanan
yukseltilmis arti labirent testinde sicanlarin kapal koldadkdari stire ve kollara
toplam girk sayilari ¢ift yonli varyans analizi ile kdestiriimistir. Grafiklerde
verilen degerler ortalama + standart sapmaelderini gostermektedir (Her iki
cinsiyet icin; n=10 kontrol grubu ve n=32 streskgry * p<0.05, ** p<0.01:
ANOVA gruplar arasi farklilik. #p<0.005, ##<0.01: ANOVA cinsiyetler arasi
farklihk.
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4.3. Depresyona Yatkinlik Duzeylerinin Kasilastiriimasi

Yuksek ve diik anksiyete seviyesine sahip olduklari belirleyamrularin
prefrontal kortekslerinde bulunan néronlarinin strenaruziyeti sonrasindaki
aktivasyon dizeylerini gerlendirmek amaciyla hayvanlar P60. gunde sakrifiye
edilmeden hemen 6nce zorlu ylizme testine tabidutat. Bu test ayni zamanda
yavrularin @renilmis caresizlik diizeylerini 6lcmek suretiyle hayvantadepresyon
benzeri davragi dizeylerinin  de karlastinimasini  sgladi.  Hayvanlarin
hareketsizlik sureleri gruplara ve cinsiyete goke yonlu varyans analizi ile
kassilastirildiginda, dsilerde gruplar arasinda anlamli bir farkdih olmadg
goruldu. Erkeklerde ise DA grubunun hareketsizlikesi kontrol grubunap&0.05)
ve YA grubuna [§<0.01) gére anlamli diuzeyde yuksek olarak bulurgiki( 4.2).
Kontrol ve YA gruplarinda di sicanlarin hareketsizlik sirelerinin erkek sigaal
oranla daha uzun olgu (p<0.05), DA grubunda ise belirgin bir fark§ln olmadgi
goOzlendi (Tablo 4.3).

2001 Sk

150+

1004

a1
<

Hareketsiz Kalma Siresi (sn)

o
1

Kontrol DA YA

Bl Erkek Bl Disi

Sekil 4.2. DUk ve yuksek anksiyeteli gdive erkek sicanlarin depresyona yatkinlik
duzeylerinin kagilastiriimasi. Grafiklerde verilen gerler zorlu ylizme testi
esnasinda sicanlarin hareketsiz kaldiklarinin giietalama * standart sapma
degerlerini gbstermektedir (n=8, her iki cinsiyet veig icin). * p<0.05, ** p<0.01:
ANOVA gruplar arasi farklilik. #p<0.005: ANOVA cinsiyetler arasi farklilik.
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4.4. Stres Kasisinda Aktive Olan Noéronlarin Sayisal Analizi

Sicanlarda zorlu ylzme stresine yanit olarak aktolan néronlarin
belirlenmesindec-Fos immunohistokimyasi kullanildi Sekil 4.3). Medial PFK
sahalarda bulunan toplamFos (+) noron sayisi optik parcalama yontemi ile
hesaplandi. Bu sayilarin gruplar ve cinsiyetlersem@daki farkliliklari cift yonla
varyans analizi ile karastirildiginda, YA seviyesine sahip erkek sicanlarin néronal
aktivasyon duzeyinin kontrop€0.0001) ve DA (<0.001) gruplarina gore anlamli
derecede yiksek olgu bulundu $ekil 4.4). Benzersekilde dsilerde de YA
seviyesine sahip sicanlarda toplafRos (+) néron sayisi kontrop&0.0001) ve DA
(p<0.0001) gruplarina goére anlamli derecede yuksékékil 4.4). Cinsiyetler
arasinda ise anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4.4)

SekKil 4.3 Pretrontal kortekste-Fos immunohistokimyasi ile boyanginéronlarin
kiguk (A) ve buyuk (B) buyutmedeki fotomikrografileSkala, A’da 100 um, B'de
10 pm’ye kagilik gelmektedir.
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Tablo 4.4. PFK’deki néron aktivasyonu dizeyleridendrit morfolojisi.

KONTROL YA DA p degeri

KD-YAD:***
D 393500 +21054 576839 +44607 361593 +13505

Toplam c-Fos (+) DAD-YAD:***

noron sayisl KE-YAE:***
444813 +23680 599795 +38329 383135 +31425

DAE-YAE:**

m

- _ kK
c-Fos (+) D  654.8+95.6 1009.2 +61.3 690.9 +40.1 KD-YAD:

noronlarin DAD-YAD:**
o o _ “xk

yogunlugu E  664.2+415 1044.8 +49.7 760.5+405 (EYAE
(/mmn) DAE-YAE:*

KD-KE:***

D 725.94 +24.73 579.13 £15.73 582.94 +19.35 KD-DAD:***

Toplam dendrit KD-YAD:***
uzunlugu (um) KE-DAE:***
E 888.18 +27.35 555.51 £17.49 488.31 £17.77 KE-YAE:***
DAD-DAE:*

KD-KE:***
D  0.592+0.015 0.283 +0.008 0.412 £0.012 kp-DAD:***
Dikensi ¢ikinti KD-YAD:***

yogunlugu (/um) DAD-YAD:**
E 0.834 +0.063 0.291 +0.013 0.360 +0.032 KE-DAE:***

KE-YAE:***

Tabloda verilen degerler, ortalama * standart hatagdderini gostermektedir (n=8, her iki cinsiyet ve
grup icin). ZYT = Zorlu ylizme testi; D = Kij E = Erkek; K = Kontrol; DA = D#ik anksiyete; YA =
Yiksek anksiyete; n.s. = anlamhgle* p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Sekil 4.4. DUk ve yuksek anksiyeteli gdive erkek sicanlarin PFK’dekiFos (+)
noronlarin sayisal yiunluklarinin (A) ve toplam sayilarinin (B) kdastirilmasi.
Grafiklerde verilen dgerler ortalama + standart hatgzdderini gostermektedir
(n=8, her iki cinsiyet ve grup i¢in).p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: ANOVA
erkek gruplar arasi farklilik. +p<0.01, +++p<0.001: ANOVA dki gruplar arasi
farklihk.
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4.5. Noronal Aktivasyon ile Emosyonel Géstergeleriiorelasyonu

YA duzeyine sahip di ve erkek yavrularda PFK’deki ndronal aktivasyon
dizeyindeki ar@in, yavrularin emosyonel durumunda go6zlenergigldiklerle
iliskisini aragtirmak amaciyla; anksiyete ve depresyona vyatkinbkizeyi
parametreleri ile toplamo-Fos (+) noron sayilari arasindakigki Pearson korelasyon
analizi ile test edildi. Yavrularin anksiyete seagyndeki arti gosteren kapali kolda
kalma suresinin P30. giunde yapilan dlctimleri il&K®Eki toplam c-Fos (+) néron
sayisI arasinda glierde (=0.0038, r=0.6975) erkekler@<0.0159, r=0.6756) gore
daha gugcli olmak tzere pozitif bir korelasyon @ldwsaptandi §ekil 4.5A). P60.
ginde tekrarlanan anksiyete duzeyi Olcimlerine gdm@pilan korelasyon
analizlerinde ise erkeklerdeki pozitif korelasyongticlenerek devam etmesine
ragmen ©=0.0108, r=0.7030) gilerde anksiyete diizeyi ile aktive ndron sayilari
arasinda anlamli korelasyon olmadp=0.1014, r=0.4392) gozlendj€kil 4.5B).

Yavrularin depresyona yatkinlk seviyesindeki sargosteren zorlu ylizme
testindeki hareketsizlik suresi ile PFK’deki toplarfros (+) néron sayisi arasindaki
iliski arstinldiginda; dsilerde anlamli  bir korelasyon olmag (p=0.4630,
r=0.1650), erkeklerde negatif bir korelasyon @alp=0.0046, r=- 0.6349) saptandi
(Sekil 4.5C).

4.6. Kortikal Noronlarin Dendritik Analizi

PFK'deki piramidal noéronlarin dendritik analizlenn kasilastirilmasinda
Golgi-Cox yontemi kullanildi§ekil 4.6A). Bu amacla, PFK’nin 1l/1ll. tabakalariad
lokalize olan ndronlar Neurolucida yazilim prograkullanilarak dijital ortamda
cizildi (Sekil 4.6B-D). Kontrol §Sekil 4.6B) ve DA grubundaki Sekil 4.6C)
noronlarin apikal dendritik dallanma paternleri ¥serinde bulunan dikensi cikinti
yogunluklari birbirlerine benzerlik géstermekle bitik YA grubundaki §ekil 4.6D)
noronlarin dal sayilarinda ve dikensi ¢ikintilabdirgin bir azalma oldgu dikkati
cekmekteydi. Noronlarin toplam dendritik uzunlukfean hesaplanmasinda, Sholl
analizi kullanilarak soma etrafindaki konsantrikkhtar ile kesgen dendritik dallar
sayilldi Sekil 4.7A). Elde edilen veriler gruplara ve cindigee gore iki yonla
varyans analizi ile karastirildiginda, DA ©<0.001) ve YAl gruplarin (§<0.001)
toplam dendrit uzunluklari hem erkek hem dglelide kontrol grubuna gore anlaml
derecede diilk bulundu §ekil 4.7B).
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Sekil 4.5. Noronal aktivasyon ile emosyonel gostergelerin lemyon analizi. P30.
gunde (A) ve P60. gunde (B) anksiyete benzeri dayigostergesi olarak kullanilan
kapali kolda kalma siresi ve depresyona yatkinkistergesi olarak kullanilan
hareketsiz kalma suresi (C) ile PFK'deki toplaffros (+) néron sayilari arasindaki

ili ski Pearson korelasyon analizi ileggglendirilmistir (=16, her iki cinsiyet igin).
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Sekil 4.6. PFK’deki piramidal néronlarin dendritikaizi. PFK’nin 11/111.
tabakasindaki Golgi-Cox yontemi ile boyanan pirashitbronlar (A) dijital ortamda

cizilerek, apikal (ygl) ve bazal dendritlerinin (mavi, sar1 ve beyazplam
uzunluklari hesaplangtir. Kontrol (B), DA (C) ve YA (D) gruplarindaki pamidal
ndronlarin aksonlari (mor) ve apikal dendritleriBindallari Gizerinde bulunan

dikensi cikintilar farkl belirteclerlgaretlenmgtir.
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Sekil 4.7. PFK’deki piramidal néronlarin toplam demdizunluklarinin
karsilastirilmasi. Sholl analizi (A) kullanilarak hesaplanaplam dendrit uzunluklari
iki yonlU varyans analizi ile kadastiriimistir (B). Grafiklerde verilen deerler her
gruptan 160 farkli néronun ortalama * standart safgeerlerini gostermektedir.

*** p<0.001: ANOVA erkek gruplar arasi farkllik. +4<0.001: ANOVA dsi
gruplar arasi farklilik. $#<0.05, ###<0.001: ANOVA cinsiyetler arasi farkllik.
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Toplam dendritik  uzunluklarin  cinsiyetlere  goére Kdrklari
karsilastirildiginda, kontrol grubundaki gllerin uzunluklari erkeklere oranla anlaml
derecede [<0.001) diguk bulundu. Tam tersine DA gruplarindasidirin toplam
dendritik uzunluklari erkeklere oranla daha fazth {Tablo 4.4, p<0.05). YA
gruplarinda ise di ve erkekler arasinda gozlenen farkit ortadan kayboldiu
gozlendi Sekil 4.7B).

Dendritik dallarin  kompleksite duzeylerini kdastirmak icin somanin
etrafinda yerlgtirilen konsantrik halkalar ile kegn dendritik dal sayilar
karsilastirildi. Erkeklerde, DA ve YA grubunda somaya dafakin olan proksimal
dendritik dal sayisinin kontrol grubuna kiyaslaala oldgu gozlendi §ekil 4.8A).
Somadan 60-100 mikrometre uzakldiginda, DA’li grubun distal dendrit dal
sayinin hem kontrol hem de YA grubuna kiyasla ahlatiizeyde dgiik olduzu
gozlendi. Dsilerde de hem YA, hem de DA gruplarindaki proksinondritik
dallarin kontrol gruplarina oranla anlamli dereceldgiik oldusu gozlendi §ekil
4.8B). Ancak somadan 50 mikrometre uzaitthginda gruplar arasindaki farkgin
ortadan kayboldgu gozlendi. Daha distal dendritlerego gidildiginde (somadan
100-120 mikrometre uzaklikta) YAp€0.01) ve DA p<0.05) grubundaki dilerin
dendritik dal sayisi kontrol grubuna oranla dahgliliolarak bulundu.

Dendritik dal sayilarinin cinsiyetlere gore faridiari kasilastirildiginda
Ozellikle kontrol grubundaki erkeklerin distal deitik dal sayilarinin (somadan 50-
90 mikrometre uzaklikta) gliiere oranla daha ytksek olgim gézlendi. Ancak stres
maruziyeti sonrasinda, 6zellikle DA gruplarindandigtik kompleksitenin erkeklerin
aleyhine olacakekilde anlamli diizeyde azayig6zlendi p<0.05).
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Sekil 4.8. Kortikal piramidal néronlarin dendrit kgheksitelerinin kagilastiriimasi.
Grafiklerde verilen dgerler, erkeklerde (A) ve glierdeki (B) Sholl analizi esnasinda
kullanilan konsantrik halkalarla kgen dendritik dal sayilarini géstermektedir.

* Kontrol erkek ve YA erkekg<0.05),** Kontrol erkek ve YA erkekp<0.001),
## Kontrol dsi ve DA disi (p<0.001), ### Kontrol di ve YA disi (p<0.001), +
(p<0.05), ++ p<0.01), +++ p<0.001) cinsiyetler arasindaki farkliliklari
gOstermektedir.
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Piramidal ndronlarin Gzerinde bulunan dikensi rikarin yggunluklarinin
hesaplanmasi ve tipolojisinin belirlenmesinde deneyiNeurolucida yazilim
programininspine analiz probu kullanildi Sekil 4.9). Prefrontal korteksin II/1ll.
tabakalarinda lokalize olan piramidal néronlarinkalp dendritlerinin 8 dallari
Uzerindeki dikensi cikintilar immersiyon objektiéiltinda cizildi. Bu cikintilar,
yapisal veglevsel 6zelliklerine goére farkli belirteclerlgaretlenerek sayildi.
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Sekil 4.9.Piramidal néronlardaki denclerin dikensi_cikintidarin. tiplerinin.
belirlenmesi. Dikdortgen kutu icinde cizilen apikindrit Gzerindeki mantarimsi,
ince, guduk veya dalli tipteki dikensi ¢ikintilabiiyik biyutmedeki goruntisi ve

tipolojide kullanilan belirtecler gosteriimektedir.
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Dikensi cikintilarin, her iki cinsiyette de erkeasgm stresine maruz kalan
yavrularda dramatik bgekilde azalmy oldugu dikkati cekmekteydi§ekil 4.10A-C).
Bu cikintilarin  birim uzunlga dien sayilari gruplara ve cinsiyete gore
karsilastirildiginda da; hem erkeklerde, hem dgldrde kontrol grubundaki néronlar
Uzerinde bulunan cikinti sayisinin, DA ve YA gruBakilere kiyasla anlaml
(p<0.0001) derecede yuksek ofgubulundu §ekil 4.10D). Erkeklerde YA ve DA
gruplari arasinda anlamli bir fark yokkensildirde YA grubundaki dikensi ¢ikinti
yogunlugunun DA grubundakilere oranla dahasdk (p<0.001) oldgu goéruldi.
Dikensi cikinti ygunluklarinin cinsiyetlere goére kalastirlmasi yapildginda,
kontrol grubundaki erkeklerdeki ganlugun dkilere kiyasla anlamli derecede (Tablo
4.4, p<0.0001) yuksek oldiu gozlendi. YA ve DA grubunda ise erkek vaildrin

dendritik ¢cikinti yg@unluklari arasinda anlamli bir fark yoktu.
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Sekil 4.10. Dikensi cikinti ygunluklarinin kagilastirilmasi. Ust panelde kontrol (A),
DA (B) ve YA (C) gruplarindaki apikal dendritlerimifotomikrograflari (100x)
gorulmektedir. Grafiklerde verilen gerler her gruptan 20 farkli néronun ortalama
yogunluk + standart sapma girlerini gostermektedir. **<0.001: ANOVA erkek
gruplar arasi farkhlik. +$<0.01, +++p<0.001: ANOVA dii gruplar arasi farklilik.
###p<0.001: ANOVA cinsiyetler arasi farklilik.
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Kontrol ve anksiyete gruplarindaki néronlarin detikrdikensi cikintilarin
tipolojisi incelendginde, farkl yapisal veslevsel 0Ozelliklere sahip olan cikinti
tiplerinin gruplara goére farkh oranlardagiigl gézlendi. Bu dailimlar cinsiyetlere
gore de bazi farklhliklar gostermekteydi. Erkekisrdnantarimsi tipteki cikintilarin
gorulme orani kontrol grubunda %48 iken, bu orandddbunda %32, YA grubunda
ise %28’e dgti. Buna kagilik ince tipteki dikensi cikintilarin gortlme onakontrol
grubunda %39 iken, DA grubunda %42 ve YA grubunda%50'ye yikseldi.
Disilerde ise; mantarimsi tipteki cikintilarin gortlroeani kontrol grubunda %44
iken, DA grubunda %36, YA grubunda ise %24 estdii(Sekil 4.11). Ote yandan
ince tipteki dikensi c¢ikintilarin gortlme orani kool grubunda %32'den, DA
grubunda %36’ya ve YA grubunda da %55’e yuksejeki{l 4.11).

Kontrol Erkek DA Erkek YA Erkek

1% 1% 2%

I Mantar - ince

I Gudik  [J Diger

Kontrol Disi DA Disi YA Disi

3% 5% 5%

‘ ‘ 16%‘

Sekil 4.11. Farkli tipteki dikensi ¢ikinti oranlanmndazilimi.




47

5. TARTISMA

Erken gel§im donemlerinde strese maruz kalan deney hayvailagrinde
yapilan argtirmalarda, nérogenezisin olumsuz yodnde etkilgindinoronal
baglantilarinda ciddi diizeyde kayiplar glugu ve uzun vadede yavrularin daveani
paternlerinde kalici dgsikler meydana geldi gosterilmitir (4). Gebelerin, 6zellikle
birden fazla stres etmenine tekrarlayici Bgkilde maruz kalmasi, kortizol
seviyelerinin yUkselmesine neden olarak fetal sgain etkilenme olasifiini
arttirmaktadir (96). Bu projede, erken gefi evrelerinden itibaren strese maruz
kalan sicanlarin kortikal néronlarinda meydana sapdeisikliklerin yavrularin
emosyonel durumlariyla gkisi argtiriimistir.

Gelisimlerinin hem prenatal, hem de postnatal dénensgéresince strese
maruz birakilan deney hayvanlari adolesan donemaékbginde spontan lokomotor
aktivite duzeylerinde belirgin bir farklilik olmagl gozlenmgtir. Ote yandan
erkeklerde, stres maruziyeti sonrasinda stereothaiteketlerin gorilme oraninda
belirgin bir digme kaydedilmgtir. Normalde deney hayvanlarinin kendi ortamindan
alinip tek baina bilmedgi bir ortama birakilmasi; dgorofobi” denilen acik alan
korkusu nedeniyle hayvanlarda anksiyete dagranitetiklenmektedir. Deney
hayvanlarinin anksiyete dizeyinin g@elendiriimesinde otonom fonksiyonlarin da
gostergesi olan “stereotipik hareketler” ve defgkassayisi dolayli olarak fikir
vermektedir. Rodentlerde gozlenen belli $§a stereotipik davraglar: kemirme,
taranma, dikilme, sik sik a1 havaya kaldirma, havayi koklama, esneme, yaanm
cigneme, ekseni etrafinda dénme veikma davrariarl seklinde gézlenmektedir
(97). Bu nedenle aktivitemetrede deneklerin stgodot hareketlerinin sayisi
genellikle horizontal hareketlerinin sayisina pealidd gostermektedir. Ambulatuvar
hareketler, test kafesi icerisinde kat edilen mesaf cevreyi kgetme davrariari
ise vertikal hareketlerin sayisiyla ga orantili olarak dgerlendirilebilmektedir.
Calismamizda erken yam donemlerinde strese maruz kalan yavrularin getesi
dizeylerinde zaman icinde meydana gelegistialer incelendginde; 6zellikle DA
seviyesine sahip erkek sicanlarin stereotipik tetredayilarinda dilere kiyasla
anlamh bir arty oldugu gozlenmgtir. Tam tersine, yavrularin test siiresince yapmi
olduklar ambulatuvar hareketlerinin dinlenme siimesoranlari kanlastirildiginda
disilerin erkeklere kiyasla daha hareketli oldukladzignmitir. Bu sonuclar stres
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maruziyetinin, cinsiyete & bir sekilde, farkli davramsi bozukluklarina ve
anksiyeteye zemin hazirlayabilgoee isaret etmektedir. Cinsiyetler arasinda
gozlenen bu farkhliklara literatirlerde de dikkagekilmektedir (68, 98, 99).
Calsmamizda, vyavrularin anksiyete dizeyleri yukseltlrarti labirent testi ile
degerlendirildiginde, cinsiyete goére farkli sonucglar elde edstimi Adolesan
donemde yapilan testlerde, kontrol grubundaki eskakularin dgilere oranla daha
fazla anksiyojenik olduklari g6zlengtir, ancak stres maruziyeti erkek sicanlarin
kapali kolda kalma suresinde bir giigklige yol acmamtir. Oysa erken y@am
stresine maruz kalangilerdeki anksiyete diizeyinin anlamli derecedes giisterdgi
gozlenmgtir. Strese maruz kalan gili yavrularin kapali kolda kalma siresinin
yuksekligine paralel olarak dizegi@ kollarina girg-¢cikis dizeyi, yani argirmaci
davrang parametreleri de anlamli derecedesiddibulunmuytur. ilging bir sekilde
P60. gune gelindinde tekrarlanan testlerde; erkensg@ stres maruziyetinin ne
erkeklerde ne de gierde anksiyete duzeyini anlamli bgekilde deistirmedigi
gozlenmgtir. Hatta stres grubundaki erkeklerde test dugeire kollarina girg sayisi
kontrol gruplarina kiyasla daha fazla olarak bulustonr.

P60. gundeki anksiyete testlerinin sonuclarina Iphi@arak, strese maruz
kalan dgilerdeki depresyon benzeri davrgibozuklgguna yatkinlik parametrelerinde
de anlamli bir farkhlik gbzlenmestir. Bu donemde yapilan zorlu yiizme testlerinde
kontrol gruplarinda da, YA gruplarinda dasildirin immobilizasyon siresinin
erkeklere oranla daha uzun ofdu yani @&renilmis caresizlgi daha kolay
kabullenerek depresyon benzeri davgkm gosterdii gozlenmgtir. Ancak erken
yasam doneminde strese maruz kalan DA’li erkeklerden@hilizasyon siresinin
kontrol gruplarindaki yavrulara kiyasla anlamli emsde aryl gosterdgi
gozlenmgtir. Bu nedenle davraga yansiyan etkilerin gerlendiriimesinde cinsiyet
faktori mutlaka g6z 6ninde tutulmalidir. Prenataéss maruziyetinin yavrularin
davrang parametrelerini olumsuz yonde etkil@adie dair literatirde pek ¢ok csina
bulunmasina famen; 6zellikle depresyon ve anksiyeteye yatkinlgkibnindan
birbirine zi1t sonuclar gosteren gahalara da rastlamak mamkundar (100, 101). Bu
varyasyonlarin ortaya cikmasinda cinsiyeteglibdarklliklar ve norokimyasal
dizeyde meydana gelen gagklikler kritik bir rol oynadgina saret edilmektedir
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(102). Bizim projemizdeki davrapitestlerinden elde efiimiz sonuclar da bu
anlamda literatire 6nemli bir katkigtayacaktir.

Stres maruziyetinin bazi davranparametreleri Uzerindeki etkileri ggmn
doéneminin ileri evrelerinde anlamlilik dizeyini kegtmekle birlikte, bu yavrularin
beyinlerinde meydana gelen morfolojik gikgkliklerin kaybolmadgl go6zlenmstir.
Beyinde gozlenen gssiklikler arastirilirken 6zellikle prefrontal korteks bolgesindek
noronlar Uzerine odaklanilgtir. Beynin bu bdlgesi dikkatin yeniliklere
odaklanmasinda, dinme, davragl uyum ve kgilik Uzerinde ©6nemli rol
oynamaktadir. Ayrica son zamanlardgedibeyin boélgelerini de kapsayan devrelerle
olan baglantilari nedeniyle bellek vegtenme glevleriyle de yakindan gkili oldugu
Uzerinde durulmaktadir. Bu nedenle gamamizda yavrularin yamlarinin ileri
donemlerinde tekrarlayan bir stres maruziyetisisanda veregé yanitin derecesini
degerlendirmek amaciyla, PFK’deki néronlarda meydaakemgy aktivasyon derecesi
incelenmgtir. Bu ndronlara ikkin sayisal verilerin elde edilmesinde, yapinin
morfolojik 6zelliklerinden mumkin oldiunca bgmsiz, yani gercek gerden
sistematik bir sapma gostermeyen, tekrar edilewidir givenilir sonuclarin elde
edilmesini sglayacak yontemlerin kullanilmasi esastir. Bu prejedPFK'de
aktivasyon gostererc-Fos (+) noron sayilarinda meydana gelengigi&likler
tasarim-tabanli stereolojik sayim yontemleri kullarak analiz edildii icin, daha
dogru ve daha tarafsiz bir gerlendirmenin yapilmasi mimkun olgtur.

Stereolojik yontemler temelde istatistiksel bazdgpilan analiz teknikleri
olup, duzlem kesit veya @ousal prob’lar Gzerinde yapilan dlgiimlere dayanarak
tesadufi (randomize) kime modelleri ile kompleks tepaeri aciklamayi
amaclamaktadir. Bu yontemlerin kullanimi sayesiilglienilen yapilarin iki boyutlu
goruntaleri Gzerinden herhangi bir 6n kabul yapmaksve dizeltme faktorlerine
gerek kalmadan ¢ boyutlu verilerin elde edilmesinmkiin hale gelngtir (103).
Bununla birlikte stereolojik yontemlerin uygulamgamasinda, kesit goriuntulerinin
alan orneklemeleri ve bu alanlar Gzerinde rastdaeddirienen adimlarda ilgili
Olcimlerin yapilmasisamalari ¢cok fazla emek gerektirmekte vesaraacilarin gcok
fazla zaman harcamasina neden olmaktadir. Ancgkmizde kullanilan stereoloji
yazilim programi sayesinde sayimlarda kullaniciatiadan kaynaklanabilecek
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taraflihk 6nemli Olclide bertaraf edilgi boylece cabmamizin guvenilirigi ve
tekrarlanabilirlgi artmsstir.

PFK'de optik parcalama yontemi kullanilarak hesapfatoplamc-Fos (+)
noron sayisi, hem gdierde hem de erkeklerde anksiyete dizeyine paxbatak
anlamli derecede agtgdstermektedirc-Fos geni hiicrede herhangi bir uyaranaskar
ilk yanit veren genlerdendidrpmediate-Early Gene (IEG) veyaEarly Responses
Genes]. Bu gruba giren genler hiicre biylimesigalmasi, farklilamasi ve hiicrenin
programli 6lumu (apoptozis) ile ilgili transkripsiy faktorleridir (104, 105).
Cekirdeksel bir transkripsiyon faktor olaraFos geni, nukleer tgincu ulak veya
hiicresel glevler ydoninden ana anahtar olaralighiilmektedir ve hicre galmasi
ve farklilagmasi sirasinda gen ekspresyonungameli dizenlenmesi ile ilgilidir
(106).Bu genin hicredeki ekspresyonu ve birikimgitieuyarilara yanit olarak hticre
aktivasyonu ile birlikte ar§i gostermektedir. Bu ylzdewr-Fos gibi IEG’lerin
ekspresyonu, merkezi sinir sisteminde ndronal dktivgostergesi olarak
kullaniimaktadir (107). Bazi uyari g#erini takiben ilgili néron topluluklarinin
cekirdeklerinde Fos proteinlerinin  uyariima OzZetiden dolayl; c-Fos
immunohistokimyasindan merkezi sinir sistemindekiamal haritalama yonteminde
yararlaniimaktadir (108). Bizim canamizda da erken yam stresinin, hem erkek
hem de dii sicanlarda medial PFK’deki ndronlarda dramatik dktivite desisikli gi
yaptgl saptanmytir. Ustelik bu aktivite dizeyi ile bireylerin arigste dizeyleri
arasinda da guclu bir korelasyon gidugosterilmgtir. Literatirdesimdiye dek boyle
bir korelasyon analizinin yapilgh bir calsmaya rastlanmartir. c-Fos
transkripsiyonunun uyariimasi, hicrede 10 dakilesisgnde en Ust diizeye gilave
TRE (etradecanol phorbol acetate response — yanit —element) aracilgl ile hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive eder. PEK (Pragpftalin) ve TH (tirozin
hidroksilaz) genlerc-Fos'un potansiyel hedefleri olmakla birlikte pek co&gmsiz
yeni proteinin de sentezi meydana gelebilmekté&tntezlenen proteinler ndrotrofik
faktorler 6rnginde old@gu gibi hicreleri uyaranin zararli etkilerinden koaya
yonelik olabilecgi gibi, apoptotik ve nérotoksik sirecleri uyarmagla aracilik
edebilir. Ancak caimamizda 6zellikle erkek sicanlardéFos (+) ndron sayisi ile
zorlu yizme testindeki hareketsizlik stiresi yarprésyona yatkinlik diizeyi arasinda

negatif bir korelasyon oldw bulunmgtur. Bu sonuclar, yiksek anksiyeteli deney
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hayvanlarinda gozlenetFos ekspresyonu aginin, depresyon yatki@ini azaltan
genlerin aktivasyonuna neden olabilgice isaret etmektedir. Depresyon yatkgnhi
azaltmaya aday genlerin gpada norotrofinler gelmektedir. Bu norotrofik fakir
santral sinir sisteminde fizyolojik kallar altinda néronlar tarafindan Uretilmekte,
anterograd yolla néron govdesingitemakta ve farkli sinyal iletim mekanizmalarini
devreye sokmak suretiyle oldukca genbir yelpazede gozlenen etkilerini
gosterebilmektedir (109). Son yillarda yapilan gaélar, norotrofik faktérlerden
Ozellikle beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF)'ni néronal aktivite dizeyi ile
yakindan alakali olarak sinaptik, yapisal, epigénete davrangsal plastisite
sureclerinde kritik bir rol oynadini ve bu nedenle de dizeylerinde meydana gelen
degisikliklerin pek cok psikopatolojik bozukfun temelinde rol oynayabileg®e
isaret etmektedir (110-113). Ozellikle stres marumye ball olarak artan
glukokortikoid duzeyleri, hicre ic¢i sinyal iletimolaklarini etkileyerek, BDNF ile
dizenlenen sinaptik fonksiyonlari baskilamaktadiil4). Glukokortikoid
seviyelerindeki arfi ve BDNF ifade edilimindeki diiise paralel olarak okan
noroplastisite kapasitesindeki yetersizlikler dsgréastaliklarin patofizyolojisinde
de bir etken olarak giintlmektedir (115, 116).

c-Fos transkripsiyonu sonucu uyarilan ve depresyona itk dizeyini
azaltan dier bir koruyucu molekilsynaptophysin olabilir. Bu sinaptik protein
Ozellikle presinaptik terminallerdeki vezikillerdmilunmakta, néronal iletimde ve
sinaps olgumunda aktif bir rol oynamaktadir (117). Noronatiake dizeylerindeki
degisikliklere bgsli olarak salinimi da&stigi icin ndroplastisite belirteci olarak da
kullaniimaktadir. Bizim daha 6nce serebellar ndaorilzerinde yapngioldusumuz
calismalarda, prenatal stres maruziyetisymaptophysin salinimini anlamli diizeyde
azalttgr gosterilmitir (118). Stres maruziyeti ayni zamanda hippokasttpki
synaptophysin saliniminda da diise neden olmaktadir (119-121). Bu nedenle
PFK’de stres maruziyeti sonrasinda azalan singptitein diizeyini kompanse etmek
amaclyla erken gen ekspresyonundggldiklerin meydana gelmesi muhtemeldir.

Sinir buyime faktori (NGHserve growth factor), hasarl sinir hiicrelerinin
tamirinde gorev alan ve antiinflamatuvar etkili biolekdl olup, sinir sistemi
gelisiminde, plastisitede ve g#i hastaliklarinda patogenezinde Onemli rol

oynamaktadir. (112). Erkeklerde NGF salinimdigilere oranla daha fazla olmasi,
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depresyondan korunmada rol oynayabilir (122). Deypaa yatkinlik seviyelerinde
cinsiyet hormonlari da énemli rol oynamaktadir. rojgin etkisi ile djilerde daha
koruyucu davraslar gozlenmektedir (123). Oysa androjenik etki ralaki
erkeklerde stres durumunda saldirganlik hareketleri arty g6zlenmektedir.
Epigenetik mekanizmalar, genetik kodu gg@rmeksizin, genlerin ekspresyon
dizeyleri Uzerinde dsgsikliklere neden olarak 6strojen ve androjen duzayie
degistirebilmektedir (99, 124-126). Bu etkiler, DNA mlasyonu veya histonlarin
asetilasyonu aracgh ile gerceklgemektedir (127).

Ote yandan, strese maruz kalan yavrularin nérenkendritik analizlerinde
anksiyete duzeylerine paralel olarak 6nemli duzeyderfolojik dezisikliklerin
meydana gelg gortlmistir. Her iki cinsiyette de, YA ve DAl gruplardaki
noronlarda kontrol gruplarina gore cok daha az deaydikensi cikinti oldgu
bulunmutur. Literatirde PFK’deki piramidal néronlarin deiti@ morfolojilerinde
meydana gelen desiklikleri inceleyen cagmalar incelendiinde; farkl patolojik
durumlarda noronlarin dendritik dallanma paternidacha az d#sikli ge uradigi,
ancak dikensi cikinti ygunluklarinda daha erken ve daha belirgin farkiarki
ortaya ciktgl gorilmektedir (128). Ormgn; 16 hafta siireyle arteriyel kan basincini
arttirmak suretiyle okturulan bir renovaskuler hipertansiyon modelindEKm®eki
noronlarin dendritik uzunluklarinda %32 oranindasamldugu, dallanma sayisinin
arttigi ancak dikensi cikinti ymnlugunun kontrol gruplarina oranla %50 azalma
gosterdgi bulunmutur (129). Parkinson hastgii modeli olgturulan sicanlarda
yapilan bir bgka calsmada da, PFK’deki piramidal néronlarda dendritikinizk ve
dallanma paterninde bir gigiklik meydana gelmeksizin, dendritik dikensi ¢ikint
yogunluklarinda anlamh dizeyde gig oldugu gosterilmgtir (130). Sdtten
kesildikten sonra 8 hafta slreyle izolasyon steesimaruz birakilan sicanlarda ise;
hippokampus’urCornu Ammonis-1 (CA1) bolgesinde bulunan piramidal néronlarin
dendritik uzunluklarinda anlamli bir gliae gortlmesine gamen, PFK’deki piramidal
noronlarin Sholl analizlerinde anlamli bir gilgklik saptanmadii bildirilmi stir.
Ancak dikensi cikinti ygunluklari kasilastirildiginda, sosyal izolasyona maruz
birakilan sicanlarda hem PFK, hem de hippokampusiatrol gruplarina gore
anlamlh dizeyde azalma olglu gosterilmgtir (131). Yine bir bgka calgmada, 2 ay

sureyle kansekeri dizeyini arttirmak suretiyle uygulanan birndgsel diyabet
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modelinde, 3 farkli bolgedeki kortikal néronlarniardiritik morfolojilerinde meydana
gelen dgisiklikler karsilastiriimistir. Oksipital korteks, PFK ve hippokampus’teki
piramidal noronlarin  Sholl analizlerinde, diyabetikayvanlarda dendritik
uzunluklarin  %20-%45 oraninda; dikensi c¢ikinti gyolugunun ise %36-%58
oraninda azalma gostegdibulunmustur. incelenen kortikal bolgeler arasinda en
fazla etkilenen bdlgenin hippokampus, en aziglkdik gozlenen bdlgenin ise
oksipital korteks oldguna dikkat ¢cekilmektedir (132).

Literatiirde dendritik kompleksite dizeyini ve dikegikinti ygunluklarini
cinsiyete gore analiz eden gahalar daha sinirh sayidadir. Bizim gatamizda
kontrol grubundaki yavrularda erkeklerdeki dikegskinti ygzunlugunun dsilere
oranla daha yiksek oldu gozlenmgtir. Ancak anksiyete gruplarinda cinsiyetler
arasinda anlamh bir farkligin olmadg goérdlmistir. Gebelgin 15-20. gunleri
boyunca strese maruz birakilan annelerdegadoyavrularin PFK’lerinde yapilan
Sholl analizlerinde, erkeklerde anterior cingulat arbitofrontal korteks’'te bulunan
piramidal néronlarin apikal dendritik uzunluklanrf30 ve %26 dizeyinde azalma
gosterirken dilerde anlamli bir dendritik atrofi gézlenmedibildirilmi stir. Buna
karsilik her iki cinsiyette de hem apikal hem de bagahdritlerdeki dikensi ¢ikint
yogunlugunun yaklaik olarak %20 oraninda azagdigosterilmgtir (15). Gebelgin
12-16. gunleri arasinda prenatal strese maruz ilarakavrularda yapilan bir blea
calismada da PFK'nin iki farkl bélgesi olan medial PH& orbital PFK’de cinsiyete
bagli olarak birbirinin tam tersi sonuclar elde edgdigosterilmitir. Dendritik
morfoloji ve ndron sayilarina gore hesaplanan gikakonnektivite dizeyinde
erkeklerde orbital PFK'de azalma, medial PFK'demartolurken; dilerde tam
tersine orbital PFK’de artma, medial PFK’de ise liawa gozlenmytir (133). Bu
degisikliklerin eriskin yasamdaki stres maruziyeti sonrasinda gorulegisildiklere
paralellik gosterdiine de vurgu yapiimaktadir (134). Ozetlemek gesekiPFK'deki
ndronlarin dendritik morfolojilerinde yapilan gahalarda ndronlarin lokalize olgu
bdlgeye ve cinsiyete gore farkli diizeyde etkileranateydana gelebilmektedir.

Tez calgmamizda, literatirdeki camalardan farkli olarak, strese maruz
kalan yavrularin dendritik dikensi cikintilarin aipjisinde meydana gelen
degisiklikler de incelenmy ve yavrularin anksiyete duzeyleri ile sKili olarak

belirgin farkhliklarin  olgtugu saptannstir. Kontrol grubundaki néronlarin
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dendritlerindeki dikensi cikintilarin yariya yakam mantarimsi tipte olgu ve
anksiyete duizeyindeki agtisonucunda bu tipteki cikintilarin gorilme yuzdesin
azaldgl bulunmuytur. Buna kagilik, anksiyete seviyesi yiksek olan yavrulardagin
tipteki dikensi ¢ikinti oraninin cinsiyet gbzetmieks artis gosterdgi bulunmutur.
Dikensi cikintilarin b@a kisminda lokalize olan postsinaptik kalgraa ve glutamat
reseptorleri ygunluguna orantili olarak daha stabil bir sinapssotauna aracilik
eden mantarimsi tipteki ¢ikintilarin YA’ll gruplaézalmy olmasi, sinaptik ileti ve
plastiste kapasitesindeki azalmaylakili olabilir (128, 135). Dikensi cikintilardaki
genksleme ve blzgmenin uzun sdreli potansiasyon (LTP) ve uzun sigfefiresyon
(LTD) sdrecleri ile de ikkili oldugu gosterilmgtir (136). Prenatal stres, PFK'deki
piramidal néron sayisi ve noronlar tzerindeki déiepkinti ygunlugunu azaltarak,
LTP dizeyinde dgilse yol acmaktadir (106). Bu nedenle gamlamizda YA'l
gruplarda gozlenen ince tipteki dikensi cikintiigrtkalsiyum iyon gegindeki
azalmaya bgl olarak sinaptik iletimde ve postsinaptik hiocgedinyal kaskadlarinin
aktivasyonunda azalmaya neden olarak LTP-LTD dengesle degisiminde rol
oynayabilir. Son yillarda yapilan atamalar, néronlarin dnceden inanilanin aksine
eriskin donemde de oldukca fazla plastisite kapasieesahip oldgunu ve stres
maruziyetinin noéroplastisite kapasitesi Uzerindainduz etkilere yol agtini
gostermektedir (137, 138). Bu nedenle, Ozelliklendigtlerdeki dikensi cikinti
sayllarinda ve yapilarinda meydana gelegisiidikler, dendritlerdeki dallanma
sayisinda ve ygunlugundaki dgisiklikler, sinapslarin yeniden yapilandiriimasi ve
norotrofik faktor duzeylerindeki ggsimler bu sirecte etkin olarak rol oynayan

parametreler olarak 6nem kazanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Sinir sistemi perinatal donem esnasinda son delezk bir gelsim
surecinden gegi icin olumlu ya da olumsuz uyaranlarindan kolaik
etkilenebilmektedir. Erken doénemde kurulan dietlerin kalitesi ndronal
baglantilarin ileri dénemlerdeksekillenme aamalarinda da etkilidir. Bu nedenle
prenatal donemde yanan deneyimler bireylerin gkin donemlerindeki psikolojik
Ozelliklerinin ve duyarliliklarinin gejiminde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.

2. Perinatal donemde strese maruz kalan vyavrulardasalilecek
bozukluklarin dizeyini insanlar Uzerinde yapilanisgaalarla argiirmak oldukca
guctur. Oysa deney hayvanlari lzerinde yapilagtiangalar, stres maruziyetinin
suresi vesiddetine midahale etmek suretiyle yavrulardssatbilecek bozukluklari
sadece davrapndizeyinde dgl, ayni zamanda fizyolojik ve anatomik dizeylecte
incelemeye imkan ggamaktadir.

3. Prenatal ve postnhatal donemi kapsayagekilde erken ygam stresine
maruz kalan yavrularin emosyonel gostergelerindeysel yatkinlik dizeylerine
bagli olarak dgiskenlik gosteren desiklikler meydana gelmektedir.

4. Erken ygam stresine maruz kalansdve erkek sicanlarin, tekrarlayan stres
karsisinda medial PFK’deke-Fos (+) néronlarin ygunluklari ve toplam sayilari,
kontrol gruplarina oranla anlaml derecedesaytistermektedir.

5. Noronal aktivasyonun bir belirteci olarak kullamldgoplam c-Fos (+)
noron sayisi ile anksiyete duzeyleri arasinda gapkbrelasyon analizleri, gicli bir
pozitif iliski oldugunu ortaya cikarngtir. Buna gore, hem erkek hem dsildrde
anksiyete duzeyi arttikca PFK’deki aktivasyon gietendron sayisi da artmaktadir.

6. Depresyona vyatkinlik dizeyleri bakimindan ise deele negatif bir
korelasyon saptanirken sderde anlamli bir korelasyon gézlenmetini

7. Erken ygam stresine maruz kalansdive erkek sicanlarda, PFK’deki
noronlarin toplam dendrit uzunluklarinin ve distlndritlerindeki dal sayilarinin
kontrol gruplarina gore anlamli derecedsidiioldusu gozlenmgtir.

8. Noronlardaki dikensi c¢ikinti ygunluklart ve bu dikensi cikintilarin
morfolojik tiplerinde de stres maruziyeti sonrasndigisiklikler gézlenmitir. Her
iki cinsiyette de DA ve YA gruplarinda dikensi giki yogunlugunun kontrol

gruplarina gore anlaml diizeydesdi olduzu bulunmytur. Bu yavrularda anksiyete
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dizeyleri ile bglantili olarak, mantarimsi tipteki dikensi c¢ikiatih gorilme
olasilgl azalirken, ince tipteki dikensi c¢ikintilarininrgime oraninin art@ tespit
edilmigtir.

9.Bu sonuglar, erken yam stresine maruz kalan yavrularin PFK'deki
noronlarinda cinsiyete ve anksiyete duzeyinglibalarak meydana gelen yapisal
degisikliklerin, sinaptik plastisite kapasitelerini olwuz yonde etkileyerek
psikopatolojik  bozukluklarin galinesine zemin hazirlayabiletige isaret
etmektedir.

10. Bundan sonra yapilacak olan gaialarda anksiyete dizeyi yuksek olan
deney hayvanlarinda gozlenenFos ekspresyonu agtinin, 6zellikle erkeklerde
hangi genleri aktiflgirerek depresyona vyatkigl azalttginin aratirilmasi
gerekmektedir. Bi sicanlarda anksiyete diizeyinde meydana gelemsilliklerin
depresyona yatkinlik seviyesinde anlamli bir fég yol agmamasinin altinda yatan
molekil ve mekanizmalarin da aydinlatilmasi geréiteddr. Bu amacla depresyona
yatkinliktan koruyucu oldgu kanitlanan noroprotektif molekuillerin  PFK’deki
ekspresyon dizeyleri erkeklerle gidastirmali olarak incelenebilir.

11. Ileri donemde yapilacak cainalarda, erken wam stresine maruz kalan
hayvanlarda gozlenensia nodronal aktivasyon dizeyinin cevresel y@tme
kosullarinda meydana getirilen gigikliklerden etkilenip etkilenmedi de
argtirilabilir.  Ornesin  zenginlgtiriimis cevre kaullarinin, farkli  beslenme
cesitlerinin, egzersizin, ilaclarin, anne veya kaflde ile etkilsim dizeyindeki
degisikliklerin ve arttiriims duyusal uyaranlar gibi g#li etkenlerin néronlarin
dendritleri Gizerinde meydana getigddegisiklikler yeni argtirmalara konu olabilir.

12. Prenatal donem ile postnatal donemdeki stres myaatizin kortikal
noronlarin dendritlerinde ofturdugu etkileri kasilastirmak amaciyla, deneyler
gelisimin farkh dénemlerinde vel/veya farkli dozlardaguwjanarak, dikensi cikinti
tiplerinde gozlediimiz oranlarin negekilde deisiklik gosterdgi incelenmelidir.
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