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OZET

Maternal Strese Maruz Kalmis Farelerin Hipokampus Dokularinda Apoptoz ile

fliskili Genlerin mRNA Diizeylerinin Arastirilmasi

Erken yasam stresi, 6zellikle anne ayrilig1 gibi durumlar, antisosyal davranislar
ve kisilik bozukluklar1 da dahil olmak iizere yasam boyu siiren psikopatolojik
durumlarin gelisiminde rol oynamaktadir. Kemirgen modellerinde, erken anne ayrilig
ndronal apoptoz ve hipokampal fonksiyon bozuklugu ile iliskilendirilmis, bu durum
o0grenme ve hafizada eksikliklere, depresyon benzeri davraniglara ve anksiyete benzeri

reaksiyonlara yol agmistir.

Bu caligmada, erken yasam stresinin, ongoriilmeyen anne ayriligi (MS) ve
ongoriilmeyen anne ayrilig ile birlikte dngoriilmeyen anne stresinin (MSUS), BALB/c
farelerin hipokampal dokularinda pro-apoptotik genler Bax, Tp53 ve Casp3 ile pro-
survival gen Bc/2'nin mRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerini arastirilmistir. Calisma
lic gruptan olusmaktadir: Kontrol grubu (n=24), MS grubu (n=24) ve MSUS grubu
(n=24).

Total RNA, dogum sonrasi 35. giinde (PND35) farelerin hipokampal
dokularindan fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilmis ve Bax,
Bcl2, Tp53 ve Casp3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri gercek zamanli PZR
kullanilarak 6l¢lilmiistiir. PZR verileri, delta delta Ct yontemiyle analiz edilmistir.
Istatistiksel analizler, GraphPad Prism yazilimi kullamlarak gergeklestirilmistir.
Kontrol, MS ve MSUS gruplar1 arasinda mRNA ifadesinde 6nemli farkliliklar tespit
edilmistir. Bax mRNA ifadesinin MS grubunda kontrole kiyasla anlamli 6l¢iide
azaldig1 (p = 0,0464), hem MS hem de MSUS gruplarinda Bc/2 mRNA ifadesinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde arttig1 (sirasiyla p = 0,0005, p = 0,0057)
saptanmistir. 7p53 mRNA ifadesinin ise MSUS grubunda kontrole kiyasla anlaml
Olclide arttigi saptanmistir (p = 0,0413). Gruplar arasinda Casp3 mRNA ifade

diizeylerinde anlaml1 bir farklilik gézlenmemistir.

Iki yonlii tekrarlanan &lgiimler ANOVA kullamlarak yapilan viicut agirhig

analizi, MS ve MSUS gruplarindaki yavrularin kontrol grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide

il



daha diisiik viicut agirligina sahip oldugu, ayrica MSUS grubunun MS grubuna kiyasla

anlamli 6l¢lide daha diisiik viicut agirligina sahip oldugu gézlemlenmistir.

Pro-apoptotik gen Bax, Tp53 ve pro-survival gen Bc/2'nin mRNA ekspresyon
seviyelerindeki onemli degisiklikler ve Casp3 ekspresyonundaki istikrar, erken yasam
stresine yanit olarak hipokampusta apoptozun ger¢eklesmedigini, ancak hiicre hayatta

kaliminin saglandigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anne stresi, apoptoz, erken yasam stresi, hipokampus, hiicre

sagkalimi, mRNA ekspresyonu.
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ABSTRACT

Investigation of mRNA Levels of Genes Associated with Apoptosis in the
Hippocampal Tissues of Maternally Stressed Mice

Early life stress, particularly maternal separation (MS), contributes to lifelong
psychopathological conditions, including antisocial behaviors and personality
disorders. In rodent models, early maternal separation has been associated with
neuronal apoptosis and impaired hippocampal function, resulting in learning and

memory deficits, depression-like behaviors, and alterations in anxiety-like behaviors.

This study investigated the effects of early life stress, specifically unpredictable
maternal separation (MS) and unpredictable maternal separation combined with
unpredictable maternal stress (MSUS), on the mRNA expression levels of the pro-
apoptotic genes Bax, Tp53 and Casp3, and the pro-survival gene Bc/2 in the
hippocampus of BALB/c mice. Three groups were studied: a control group (n=24), a

group exposed to MS (n=24), and a group exposed to MSUS (n=24).

Total RNA was extracted from hippocampal tissues of mice on postnatal day
35 (PND35) using the phenol chloroform extraction method. Real-time PCR
quantified mRNA levels of Bax, Bcl2, Tp53, and Casp3 genes. The qPCR data was
analyzed using the delta delta Ct method, and statistical analyses were performed with
GraphPad Prism software. Bax mRNA expression decreased significantly in the MS
group compared to the control (p = 0.0464), while both MS and MSUS groups showed
significant increases in Bc/2 mRNA expression compared to the control (p = 0.0005,
p=0.0057, respectively). Tp53 mRNA expression increased significantly in the MSUS
group compared to the control (p = 0.0413). No significant differences were observed

in Casp3 mRNA expression levels between the groups.

Body weight analysis using two-way repeated measures ANOVA revealed that
the offspring in the MS and MSUS groups had significantly lower body weights
compared to the control group. Within the stressed groups, the MSUS group exhibited
significantly lower body weights than the MS group.



Significant changes in mRNA expression levels of pro-apoptotic genes Bax and
Tp53, and the pro-survival gene Bcl2, along with the stable expression of Casp3,
suggest that apoptosis was prevented in the hippocampus in response to early life

stress, ensuring cell survival.

Keywords: Apoptosis, cell survival, early life stress, hippocampus, maternal stress,

mRNA expression.

vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

%

°C

ACTH
ANOVA
Bax

Bcl2

CA
Casp3
cDNA
CNS
CRH
Ct
DEHB
DNA
ELS
FST

Gapdh
GC
HPA

IEG
IS
mL

s Yizde

: Santigrat derece

: Mikrolitre

: Delta

: Kiigiiktiir

: Blytiktiir

: Adrenocorticotropic Hormone

: Analysis of variance

: Bel-2-associated X protein

: B-cell ymphoma 2

: Baz gifti

: Cornu ammonis

: Caspase-3

: Tamamlayic1t DNA

: Central nervous system (Merkezi sinir sistemi)
: Corticotropin-releasing hormone

: Cycle threshold

: Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu
: Deoksiribonukleik asit

: Early Life Stress (Erken Yasam Stresi)

: Forced swim test (Zorunlu ylizme testi)

: Gram

: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
: Glukokortikoid

: Hypothalamo-pituitary-adrenocortical (Hipotalamus-hipofiz bezi-

adrenal bezi)

: Immediate Early Gene
: Immobilization stress (Kisitlama stresi)

: Mililitre

Vil



mRNA
MS

MSEW
MSUS

NFW
OSB
PND
PVN
PZR
qPZR
RNA
RT
TBE
Tp53
TSSB

: Mesajc1 ribonukleik asit

:Maternal separation/Unpredictable maternal separation
(Ongoriilmeyen anne ayriligr)

: Erken Siitten Kesmeyle Birlikte Anne Ayrilig1

: Maternal separation/Unpredictable maternal separation combined
with unpredictable maternal stress (Anne ayriliga ek olarak
Ongoriilmeyen anne stresi)

: Nuclease-free water (Niikleaz igermeyen su)

: Otizm spektrum bozuklugu

: Postnatal Day (Dogum sonras1 giin)

: Paraventrikiiler nukleus

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Ribonukleik asit

: Reverse transcriptase

: Tris-Borate-EDTA

: Tumor protein p53

: Travma Sonrasi1 Stres Bozuklugu

viii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7
Sekil 2.8

Sekil 2.9
Sekil 3.1

Sekil 3.2
Sekil 3.3
Sekil 3.4
Sekil 3.5

Sekil 4.1
Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4.
Sekil 4.5
Sekil 4.6
Sekil 4.7
Sekil 4.8
Sekil 4.9
Sekil 4.10
Sekil 4.11

Sekil 4.12

Fizyolojik ve Psikolojik Stres Tepkileriyle Ilgili Devreler................. 5
Hipokampal Koronal Kesit [57].......cccooevveaviiiiiiiiiaiiesieeieeeae 10
Fare Hipokampusu (Gunnarsdottir vd., 2022)..............ccc.cceuveennn.n. 10
Hiicre Oliimiiniin Stniflandirtlmast...................cocooeeveeeeeeeeeeeeeen. 13
Hiicre OLiim SeKilleri...............coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
APOPLOZIS EVICLOT L. 15
Apoptoz Mekanizmal@ri...................cccccccveeveveieiieeeiiiieeiiieeieeeieen 16
Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3 Arasindaki Baglantiy Yansitan STRING
CURILS L. 19
Caltsma ARLS1.........ooooiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 22
Calismadaki Gruplarin Sematik Olarak
GOSTOVIMI. ...t 27
Zorunlu Yiizme Testi (A,B)........cccoeeveiieeiiieeiieeiieeeeieeeeeeeee e 29
Fiziksel Kisitlama Stresi (A,B)........c.cooveieiieeaiiieeiiieeeee e 30
JL GOTUNIUIST....vveeveeeee et 39
Delta Delta Ct (2722) Yontemi.............cocooovoveceeeeeeeeeeeeeeeeee, 40
A) Kontrol grubu B) Stres grubu................cccccoevvieniiiianiiiien. 41
Giinlere Gore Disi Yavrularin (N = 36) Gruplar Arasindaki Agirlik

Karsilastirmasi; Koyu Pembe Kontrol Disi Fareler, Orta Pembe
MS Disi Fareler ve Acik Pembe MSUS Disi Fareleri
Gostermektedir; Anlamlilik Sembolleri, Kontrol ile
Karsilastinldiginda MSUS I¢gin Yildiz, MS I¢in Kare, MSUS ve MS
Arasinda Farkhiliklar ise Art: Isareti Kullanmilmigtir....................... 43
Giinlere Gore Erkek Yavrularin (N = 36) Gruplar Arasindaki
Agirlik Karsilastirmasi;, Koyu Mavi Kontrol Erkek Fareler, Orta
Mavi MS Erkek Fareler ve Acik Mavi MSUS Erkek Fareleri
Gostermektedir; Anlamlilik Sembolleri, Kontroli ile
Karsilastinldiginda MSUS I¢in Yildiz, MS Icin Kare, MSUS Ve MS

Arasinda Farkliliklar Ise Arti Isareti Kullamilmistir.................... 49
Gruplar Arasi Bax Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi;, Median ve
Ceyrek Yiizdelikler GOSterilmiStin.............cccooecvevoiiveinieiiiie, 57
Gruplar Arast Bcl2 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi;, Median ve
Ceyrek Yiizdelikler GOSterilmiStin..............cccooevevvviveiiiiiiiiiee, 58
Gruplar Arast Casp3 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi; Median ve
Ceyrek Yiizdelikler GOSterilmiStin..............cccooocvevveiveaviiiiieiee, 59
Gruplar Arast Tp53 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi;, Median ve
Ceyrek Yiizdelikler GOSterilmiStin..............cccooovevviiveaniaiieiiee, 61
Heatmap: Kontrol (N=24), Ms (N=24) Ve Msus (N=24) Gruplart
Arasinda mRNA EKSPFreSyOn...........c..cccoueveioiieiieiiiaiesieeeeeeeee 62
Hipokampusta Bax Ve Bcl2 mRNA Ekspresyonlart Arasinda
KOTOlASYON. ...ttt 63
Hipokampusta Bax Ve Casp3 mRNA Ekspresyonlart Arasinda
KOTOlASYON. ...ttt 64
Hipokampusta Bcl2 ve Casp3 mRNA Ekspresyonlart Arasinda
KOP@IASYON ...t 64
Hipokampusta Bax ve Tp53 mRNA FEkspresyonlart Arasinda
KOP@IASYON ...t 65



Sekil 4.13 Hipokampusta Bcl2 ve Tp53 mRNA Ekspresyonlart Arasinda
KOVLASYON ...
Sekil 4.14 Hipokampusta Casp3 ve Tp53 mRNA Ekspresyonlart Arasinda
KOVOLASYON ...



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 3.1
Tablo 3.2

Tablo 3.3
Tablo 3.4
Tablo 3.5
Tablo 3.6
Tablo 4.1

Tablo 4.2
Tablo 4.3

Tablo 4.4
Tablo 4.5

Tablo 4.6

Tablo 4.7

Tablo 4.8

Tablo 4.9

Ongoériilmeyen Anne Ayriligr SHresi.............c.cocooveveveeeeeeeeeeeeeeeee. 28
Hipokampustan RNA Izole Edilen Ornekler Igin Karisim
MIKIQUIQTL. ... 35
c¢DNA Sentezi I¢in PCR Programi................ccocococeeeeeeeeeeseeenne. 35
gRT-PCR Calismas: Icin Gerekli Malzemeler ve Miktarlari................ 36
gRT-PCR I¢cin Kullanilan Program.....................c.cocococeeeeeeeessnnn. 37
Primerlerin Dizisi ve Cogaltilan Bélgenin Buiyiikliigii......................... 38
Farklty Zaman Noktalarinda Disi Fare Gruplart Arasindaki Kilo
Farklarimin Coklu Karsilastirma Analiz Sonuglarimin Ozefi............... 45
Disi Fare Grubun Betimleyici Istatistik Detaylari............................. 48
Farkly Zaman Noktalarinda Erkek Fare Gruplar: Arasindaki Kilo
Farklarimin Coklu Karsilastirma Analiz Sonuclarinin Ozefi............... 51
Erkek Fare Grubun Betimleyici Istatistik Detaylari............................ 55
Gruplar Arasi Bax Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik
DIAYIATL. ... 57
Gruplar Arasi Bcl2 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik
DCIAYIATL. ...t 58
Gruplar Arasi Casp3 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik
DCIAYIATL..........c..ooeeieeeeee et 60
Gruplar Arasi Tp53 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik
DIAVIATT. ...t 61
RS Degerine Gore Spearman Korelasyonun Giictiniin Yorumlanmast
(Graphpad PriSm)...............cccccccieviiiiniiiiiiiiii e 63

xi



1. GIRIS

Yagsamin erken donemlerinde maruz kalinan kronik ve/veya asir1 stres,
genellikle erken adversite, cocukluk travmasi veya erken yasam stresi olarak
adlandirilmaktadir. Erken yasam stresinin, Ornegin cocukluk yillarinda anneden
ayriligin, ebeveyn kaybinin, istismar veya ihmal nedeniyle yasanan siddetli stres
deneyiminin, bireyin fizyolojisi ve psikolojisi lizerinde dnemli ve uzun siireli etkileri
oldugu gosterilmistir (Mdhler ve Resch, 2019; Pesonen ve Réikkonen, 2012). En
giincel 6rnek, COVID-19 pandemisidir. Annelerden bebeklere virlis bulagsmasini ve
enfeksiyonun olas1 fiziksel tehlikelerini 6nlemek amaciyla, bazi hastaneler cilt temasi
ve emzirmeyi tesvik etmemis veya hatta yasaklamistir (Cimino ve Cerniglia, 2023).
Diinya genelinde yasanan savas gibi catigmalar da annelerin ayrilik kaygisinin
artmasina ve stresin kusaklar arasi etkilerinin stirmesine yol agmistir (Shachar-Dadon
vd., 2017). Sel, yangin, deprem ve kasirga gibi felaketlere maruz kalma, artan zihinsel
saglik sorunlariyla defalarca iligkilendirilmistir (Norris vd., 2002). Bircok afet
sirasinda ve hemen sonrasinda yasanabilecek potansiyel bir deneyim, yakin aile
tiyelerinden ve diger Onemli figiirlerden ayr1 kalmaktir; bu durumda birey,
sevdiklerinin yaninda olmasinin getirdigi giiven duygusundan mahrum kalmakta ve bu

kisilerin olas1 kaybu ile kars1 karsiya gelmektedir (Gallagher vd., 2016).

Dogum sonrasi anne ayriliginin neden oldugu kronik stres, gelisim {izerinde
cok cesitli olumsuz etkilerle iligkilendirilmis ve psikopatoloji ile saglik bozukluklar
riskine katkida bulunmustur (Bian vd., 2021a; Cotella vd., 2013; Kestering-Ferreira
vd., 2021; Smith ve Pollak, 2020). Ancak, erken yasamdaki dogum sonrasi stresin
zararli etkileri bilinmesine ragmen, hipokampal apoptoz iizerindeki etkisinin altinda
yatan spesifik molekiiler mekanizmalar hala belirsizligini korumaktadir. Anne ayriligi
(MS), erken yasam stresi modeli olarak siklikla ¢alisilmaktadir ve bu modelin beyin
gelisimine ve psikopatolojik adaptasyona etkilerini belirlemek icin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Meng vd., 2023a). Arastirmalar, erken anne ayriligi ile ¢esitli beyin
bolgelerinde artmis apoptoz arasinda bir iliski oldugunu gdstermistir (Chocyk vd.,

2011; Drastichova vd., 2021; S. Yang vd., 2017). Ergenlik donemine gegcmeden once



BALB/c farelerde, 6grenme, hafiza ve stres yaniti i¢in énemli bir beyin bdlgesi olan
hipokampusta Bcl-2-associated X protein (Bax), Caspase-3 (Casp3), Tumor protein
p33 (Ip53) ve B-cell lymphoma 2 (Bcl2) genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini
incelemeyi hedefledik. Bax/Bcl2 orani, hiicrenin apoptoza duyarliligini belirleyen bir
reostat gibi islev gorebilir (Raisova vd., 2001), bu da onu erken yasam stresinin
apoptoz iizerindeki etkilerini incelemek icin potansiyel bir aday haline getirmektedir.
Erken yasam stresi ile iliskili olarak, Bax ekspresyonunu takiben Casp3 ve Tp53
aktivasyonundaki egilim, apoptozun kaskad mekanizmasini daha iyi anlamamiza

yardime1 olacaktir.

Kemirgenlerde yapilan ¢alismalar, 6zellikle MS gibi erken postnatal donem
stresinin yavrulardaki noronal degisiklikler {izerindeki etkisini anlamak i¢in
odaklanmistir (Bian vd., 2021b; Gapp vd., 2014, 2016; Huang vd., 2021; Jiang vd.,
2021; Shu vd., 2015; Weiss vd., 2011; Y. Yang vd., 2023; Zalosnik vd., 2014; L. Zhou
vd., 2020). Ayrica, bu ¢alisma modeli genellikle zorunlu yiizme testi ve kisitlama stresi
gibi fizyolojik stres etkilerini de gdzlemlemek amaciyla birlestirilmistir (Gapp vd.,

2014; Weiss vd., 2011).

Bu calisma, erken yasam stresiyle iliskili molekiiler degisiklikleri daha iyi
anlamak icin hipokampusta pro-apoptotik Bax, Tp53, Casp3 ve pro-survival Bcl2
genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini incelemektedir. Bu ¢aligmanin amaclari

sunlardir:

1. Bes haftalik farelerin hipokampusunda pro-apoptotik Bax, Tp53, Casp3 ve
pro-survival Bel2 genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerinin erken yasam

stresi lizerindeki etkisini aragtirmak.

11 Erken yasam stresine yanmit olarak Bax, Tp53, Casp3 ve Bcl2 genlerinin
ekspresyon paternlerindeki herhangi bir degisiklik veya degisimi

incelemek.



1il.

1v.

Stres gruplar1 ile kontrol grubu arasindaki potansiyel viicut agirlig
farklarim1 degerlendirerek, erken yasam stresinin yavrularin gelisimi

uzerindeki uzun vadeli etkilerini anlamak.

Ergenlik donemine gegmeden Onceki zamanda hipokampal apoptoz ile

iligkili biyobelirteglerin potansiyelini aragtirmak.



2.  GENEL BIiLGILER

2.1. Stres

Stres, i¢ yapidaki dengenin korunmasi olarak tarifleyebilecegimiz
homeostazise kars1 gergeklesen i¢ ve dis tehditlere cevap olarak yasayan organizmanin
verdigi adaptasyon reaksiyonudur. Hizli tempolu diinyamizda, stresten kag¢inmak
miimkiin degildir. Stres, dinamik ve birbiri ile iliskili ¢esitli biyolojik ve psikososyal
olayin son noktasini temsil eden kompleks bir koruma mekanizmasidir (D vd., 2011).

Latince germek anlamina gelen "stringere" sozciigiinden koken almaktadir (Keil,

2004).

Stres, genellikle bir organizmanin homeostazisini, yani fizyolojik veya
psikolojik dengesini bozan herhangi bir durum olarak tanimlanmaktadir (J. J. Kim ve
Diamond, 2002). Bu, cevresel faktorlerden etkilenen biyolojik ve psikolojik
degisimleri kapsamaktadir ve hastalik riskini artirabilmektedir. Stres, akut veya kronik
olarak siniflandirilabilmekte ve fizyolojik veya psikolojik bozukluklar olarak ortaya
c¢ikabilmektedir (S. Dai vd., 2020). Stres, farkli insanlar i¢in farkli durumlarda farkl
anlamlar tagimaktadir. Stresin ilk ve en genel tanim1 Hans Selye tarafindan yapilmistir:
"Stress is the nonspecific response of the body to any demand. "Stres, viicudun
herhangi bir talebe verdigi spesifik olmayan tepkidir." Daha sonra, farkli durumlar igin
uyarlanmis bagka tanimlar da gelistirilmistir; 6rnegin, biligsel stres (Fink, 2009). Hans
Selye, stresi "durumsal talep ile bireyin bu talepleri karsilama yetenegi ve istekliligi
arasindaki uyumsuzluktan kaynaklanan psikolojik ve fizyolojik dengesizlik hali"
olarak tanimlamaktadir. Giiniimiizde stres, digsal bir uyarici ve kisinin buna verdigi
tepki olarak tanimlanmaktadir. Stresin hastalikla ve insanlarn buna verdikleri farkl

tepkilerle iligkisini inceleyen bir¢ok kanit mevcuttur (Amin, 2018).

2.1.1. Stres Tiirleri

Stres, bir organizmanin stres yanit mekanizmalarini harekete gegiren digsal
veya igsel bir tehdit olarak tanimlanmaktadir. Bu, fizyolojik veya psikolojik bir tehdit

olarak viicudun stres yanitini tetikleyen bir durumu ifade etmektedir. Stres, hizli



davranigsal, otonomik ve biligsel tepkileri miimkiin kilan bir dizi molekiiler siireci
baslatmakta ve ardindan viicudun dengeli durumunu hizla yeniden kurmaktadir. Bu
siire¢, norepinefrin ve glukokortikoidler gibi etkili molekiillerin hizli bir sekilde
salgilanmasin1 ve gen ifadesinde daha uzun siireli, koordineli bir degisikligi
icermektedir (Fenoglio vd., 2006). Stres, her biri organizmada belirli stres yaniti
stireclerini baglatan fizyolojik ve psikolojik stres olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir

(Sekil 2.1) (Fenoglio vd., 2006).

HPA Ekseni

Fizyolojik Stres P W

Hipotalamus
On Hipofiz Bezi

Geri Bildirim

Sekil 2.1 Fizyolojik ve Psikolojik Stres Tepkileriyle Ilgili Devreler

Fizyolojik stres sinyalleri, néroendokrin HPA ekseni aktive etmektedir.
Fizyolojik stres sinyalleri, hipotalamik PVN bdlgesinde birleserek hipotalamo-pitiiiter
portal sistemine CRH salinimina neden olmaktadir. CRH, hipofiz bezinden ACTH
salgilanmasini tesvik eder ve ACTH, adrenal bezden GC salinimini indiiklemektedir.
GCl'ler kan-beyin bariyerini gecerek hipokampus, PVN ve hipofizdeki tip-2 GR ile
etkilesime girer ve stres tepkisine yonelik ndroendokrin yanit1 "kapamaktadir" (kiit
uclu cizgilerle belirtilmistir). Buna karsilik, amigdalanin merkezi ¢ekirdegindeki GR
aktivasyonu bu bolgede CRH ifadesini artirmakta ve genellikle stres tepkilerini tesvik
edici olarak kabul edilmektedir. Psikolojik stres, ek beyin bdlgelerini ve devreleri
devreye sokmakta olup, en azindan hipokampal formasyonu icermektedir. Oklar,
tesvik edici projeksiyonlar1 gdstermektedir (Fenoglio vd., 2006; Herman vd., 2016).
(Sekil 2.1 BioRender uygulamasi ile yapilmaistir).
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Fizyolojik stres, reaktif, gercek ve fiziksel stres gibi farkli adlarla bilinmektedir.
Bu tiir stres, organizmanin néroendokrin, hipotalamik-pitiiiter-adrenal (HPA) ekseni
tizerinden etkilenmektedir (Herman vd., 2016). Potansiyel bir tehdit algilandiginda,
beyin bu ekseni harekete gecirmekte ve stres hormonlarinin salinmasini saglamaktadir.
Sinirsel sinyaller, bir tehlike belirtisi oldugunu isaret ederek hipotalamus bolgesindeki
paraventrikiiler nukleustan (PVN) kortikotropin salgilatict hormon (CRH) salinimini
baslatmaktadir. CRH, ardindan 6n hipofiz bezi tarafindan adrenokortikotropin
(ACTH) salmimim tetiklemekte ve bu da adrenal bezlerden glukokortikoidlerin
salinmasina neden olmaktadir. Glukokortikoidler, hipokampus ve merkezi sinir
sisteminin (CNS) diger bolgelerindeki spesifik reseptorlere baglanarak hormonal stres
yanitint sonlandirmakta ve viicudun dengeye donmesine yardimci olmaktadir. Bu stres
tepkisi, dogumdan itibaren insanlarda ve hayvanlarda gozlemlenebilmektedir.
Glukokortikoidler, HPA ekseninin temel son iiriinleri olup, homeostatik dengeyi
korumak i¢in beyin de dahil olmak {izere birgok organ sisteminde etkili olmaktadir
(Jankord ve Herman, 2009). Kisa vadeli hayatta kalma i¢in faydali olmalarina ragmen,
glukokortikoidlere uzun siire maruz kalmak metabolizma, bagisiklik fonksiyonu ve
psikolojik saglik ile ilgili ¢esitli sorunlara yol agabilir. Bu nedenle, glukokortikoidlerin
salgilanmasini siki bir sekilde diizenlemek, bu olumsuz etkileri 6nlemek i¢in ¢ok
onemlidir (Jankord ve Herman, 2009). Psikolojik stres, dngoriilen ve duygusal stres
olarak da bilinmektedir. Bu tiir stres, merkezi stres devresinin bir parcasini olusturan
ist-dlizey limbik yollar1 aktive etmektedir. Akut stres sirasinda, ‘limbik’ veya
‘psikolojik’ stres sinyalleri, 6zellikle amigdalanin merkezi c¢ekirde§inde birlesmekte
ve burada hemen erken gen (IEG) ekspresyonunu indiiklemektedir. Daha sonra bu
sinyaller, ¢esitli sinaptik yollarla amigdaladan hipokampusa yayilmakta ve burada
stres yanitini daha da gili¢lendirmektedir. Daha sonra bu sinyaller, ¢esitli sinaptik yollar
araciligiyla amigdaladan hipokampusa yayilarak IEG ifadesini daha da uyandirir ve
sinaptik etkinligi artirir (Fenoglio vd., 2006). Ozetle, fizyolojik stres sadece
hipotalamus-hipofiz-adrenal aks (HPA aks1), lizerinden etki gosterirken, psikolojik

stres varliginda bu aksa limbik sistem kapsamindaki hipokampus da dahil olmaktadir.

Stres, akut ve kronik olmak iizere de ikiye ayrilabilmektedir (S. Dai vd., 2020).
Akut stres, genellikle acil durumlarda ortaya c¢ikarak viicudun stres ile basa
¢ikilabilmesini saglarken (S. Dai vd., 2020; Ulrich-Lai ve Herman, 2009), Kronik stres

ise rahatlama olmaksizin agir bir yiike uzun siire dayanma durumudur. Sonug olarak,
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kronik stres uykusuzluk, sindirim sistemi bozukluklar1 (Alonso vd., 2008), anksiyete,
depresyon (Menard vd., 2017), kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar
(Song vd., 2020) ve hatta kanser gibi ¢esitli saglik sorunlarina yol agabilmektedir (S.
Dai vd., 2020). Yasamin erken sathalarinda (dogum sonrasi) maruz kalinan kronik
stres, kisilik bozuklugu, bipolar depresyon, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu ve
ailelerdeki  anti-sosyal  davraniglar  gibi  psikiyatrik ~ durumlarm  riskini
arttirabilmektedir. Ayrica, hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢alismalar ile anneden
ayrilma gibi erken yasam stresinin, yetiskinlikte bozulmus stres tepkileri, artan
davranigsal caresizlik ve bilissel eksiklikler dahil olmak tizere davramis tizerinde

olumsuz sonuglar1 gosterilmistir (Gapp vd., 2014, 2016).

2.1.2. Erken Yasam Stresi

Erken yasam stresi (ELS), bir ¢ocugu fiziksel ve/veya psikolojik olarak basarili
bir sekilde basa ¢ikma kapasitesini asan herhangi bir olay1 ifade etmektedir (Sinnamon,
2019). ELS, depresyon igin en biiyiik cevresel risk faktorlerinden biridir. Potansiyel
araci faktorler olarak bilinen kortizol ve beyin yapi/fonksiyonundaki degisiklikler,
ozellikle hipokampus, amigdala, medial prefrontal korteks ve anterior singulat
korteksin bolgelerinde benzer degisikliklerle iliskilidir (Pagliaccio ve Barch, 2016).
ELS ¢ocuklukta kotii muamele (ihmal; fiziksel, cinsel ve psikolojik istismar) ve stresli
yasam olaylar1 olarak alt gruplara ayrilmaktadir. Yetiskin psikopatolojisi i¢in risk
derecesi, cocuklukta kotii muamele siddeti ve stresli yasam olaylarinin sayisiyla iliskili
olma egilimindedir. Beyinde, EYS, glukokortikoid saliniminda émiir boyu bir artis,
sonraki streslere karsi artmis endokrin yanit ve hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA)
ekseninin bozulmasi ile karakterize edilmektedir; hepsi ruh ve biligsel bozukluklarda
patojenik faktorler olarak kabul edilmektedir (Wenderski ve Maze, 2014). Laboratuvar
hayvanlan iizerinde yapilan g¢alismalar, erken yasam stresinin CRF igeren sinir
devrelerinde kalici bir artisa neden oldugunu gostermistir. Yenidogan kemirgenler ve
insans1 primatlar, annelerinden uzun siire ayrildiklarinda (dogal yasamda avlanma
stirelerinden daha uzun siireler boyunca), yetiskinlik déonemine kadar devam eden
norobiyolojik ve davranigsal degisikliklere yol agmaktadir (Pariante ve Nemeroff,

2012).



2.1.3. Anne Stresi

Anne stresi gerceklestigi doneme bagli olarak genellikle iki ana tiire ayrilabilir:
prenatal (dogum Oncesi) ve postnatal (dogum sonrasi). Prenatal stres, sadece annenin
zihinsel sagligini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢ocugun gelisimine derin etkileri
olabilir, bu da dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) ve otizm spektrum
bozuklugu (OSB) gibi ndropsikiyatrik bozukluklarin riskini igermektedir (Govindaraj
vd., 2017). Ayrica, nesillerde {iireme davranisim1 ve fizyolojisini bozabilir
(HERRENKOHL, 1986), ve dogum sonrast maternal depresyon/anksiyetenin ¢cocugun

igsellestirme davranisi iizerindeki etkilerini siddetlendirebilir (Hartman vd., 2020).

Dogum sonrasi annelik stresi, dogumdan sonra meydana gelen ve hem annede
hem de c¢ocukta olumsuz etkilere sebep olabilen bir stres tiiriidiir (Lin vd., 2017).
Dogum sonrast annelik stresinin, ¢cocukluk cagindaki gecikmelerle iliskilendirilmis
olup, stresin y1l boyunca negatif yasam olaylarina ve algilanan stres diizeylerine bagh
oldugu bilinmektedir (Schmeer vd., 2020). Ayrica, dogum sonrasi annelik stresi,
yavrularin nérogelisiminde bozulmalarla iliskilidir (Koutra vd., 2013). Insanlarda,
primatlarda ve kemirgenlerde sosyal becerilerin gelisimi, annenin sagladig1 bakim ve
hayatin erken donemlerinde anne ile yavru arasinda kurulan baga agirlikli olarak
dayanmaktadir (Franklin vd., 2011). Hayvan modellerinde yapilan kapsamh
arastirmalar, anne ayrilig1 gibi erken yasam stresorlerinin, yetiskinlikte davraniglar
tizerinde zararl etkilere sahip oldugunu tutarli bir sekilde gostermektedir. Bu etkiler,
bozulmus stres tepkileri ve artmis davranigsal umutsuzluk gibi uygunsuz davranis

kaliplarin1 gostermektedir (Gapp vd., 2014; Weiss vd., 2011).

Anne ayrilig1 (MS), erken yasam stresi modeli olarak genis capta taninmistir
ve erken yasam zorluklarinin uzun vadeli psikolojik ve fizyolojik sonuglarini
arastirmak icin siklikla kullanilmaktadir. Bu model, erken yasam stresinin duygusal
bilis, HPA eksen fonksiyonu, epigenetik degisiklikler ve bagirsak mikrobiyom
dengesizlikleri iizerindeki etkilerini anlamamiza yardimci olur. Xiaoying Meng,
Binghao Bao, and Guangxin Yue (Meng vd., 2023b) (2023) tarafindan yapilan bir
bibliyometrik analiz, bu arastirma egilimlerini vurgulamis ve bu uzun vadeli etkilerin

altindaki mekanizmalar1 anlamamiza katkida bulunmustur.



Anne ayriliginin, kusaklar boyunca davranigsal ve epigenetik fenotipleri
etkileyebilecegi gosterilmistir, bu da genellikle annenin davranisi ve yavrunun genetik
gecmisi tarafindan belirlenmektedir. Bu durum, C. Schmauss ve arkadaslarmin
(Schmauss vd., 2014) bir aragtirmasinda ortaya konmus ve annenin davranisinin stres
etkilerinin kusaklar arasi iletilmesinde kilit bir rol oynadigin1 vurgulamistir. Ayrica,
kisilerin yalniz kendi yasadiklar1 degil atalarindan kalma tecriibelerinin de yasamlarina
etki ettigi gosterilmistir (Ambeskovic vd., 2020). Bireylerin yasam deneyimlerini daha
sonraki kusaklara devredebildikleri, stresle karsilasmanin ¢ocuklari, hatta torunlari
bile negatif etkilere maruz birakabilecegi gosterilmistir (Van Steenwyk vd., 2018).
Ebebeyn ve cocuklarda olusan fenotipten sorumlu bu kalitima epigenetik kalitim adi
verilir ki tek gen kalittm modeli olarak bilinen Mendeliyen kalitim sekline uymaz

(Mahurkar-Joshi ve Chang, 2020).

Ek olarak, Erken Siitten Kesmeyle Birlikte Anne Ayriligi (MSEW) gibi yeni
fare modellerinin gelistirilmesi, erken yasam ihmalinin daha derinlemesine
anlasilmasin saglamistir. E. D. George ve arkadaslar1 (George vd., 2010) tarafindan
yapilan calismada, MSEW modelinin, erken yasam ihmalinin kalici davranigsal
etkilerini taklit etmede 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Bu durum, bu
kosullarla iligkilendirilen davranigsal anormallikleri tedavi etmek i¢in potansiyel

terapotik stratejilere dair degerli bakis acilar1 sunmaktadir.

2.2. Hipokampus

Hipokampus, her beynin temporal lobu i¢inde yer alan iki tarafli bir yapidir.
Temporal loblarin iist ve i¢ bolgelerini kaplamakta olup, parahipokampal girusun iist
kisminda konumlanmaktadir (Sekil 2.2). Her hipokampus, birbirine bagh iki gri
madde kivrimindan olusmaktadir. Bu kivrimlardan biri cornu ammonis (CA) veya
“Ammon boynuzu” olarak anilmakta ve hipokampusun iist ve dig bolgesinde yer
almaktadir. Diger kivrim dentat girus olarak adlandirilmakta ve hipokampusun alt ve

i¢ kisminda bulunmaktadir (Hammoud vd., 2019).

Enine (koronal) bir kesitte gozlemlendiginde, CA bolgesi dort farkli bolgeye
ayrilabilir: CA1, CA2, CA3 ve CA4 (Hammoud vd., 2019). Hipokampusun CA
bolgesi esasen piramidal hiicrelerden olugmaktadir. CA bolgesi, glutamat gibi uyarici
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norotransmitterleri kullanan piramidal hiicrelerden olusmaktadir (Chauhan vd., 2021).
CAl'deki noronlarin ¢ogu (%90), glutamaterjik projeksiyon ndronlart olarak gérev
yapmakta iken, kalan %10'u interndronlardir. Ote yandan, dentat girus genellikle

graniiler néronlardan olusmaktadir (Chauhan vd., 2021).

Fimbria
Cornu
ammonis

Parahipokampal

Sekil 2.2 Hipokampal Koronal Kesit (Hammoud vd., 2019) (BioRender ile
yapilmistir)

Sekil 2.3 fare hipokampusunun sematik bir temsilini géstermektedir. Koronal
bir kesit sunarak, hipokampusun i¢ organizasyonunu ayrintili bir sekilde

gostermektedir.

|
. ,
\, ,-/ N 4
N L=
Koronal/frontal
‘ L:k. ! Cornu
i i 3 monis
Girus
Hipokampus

Sekil 2.3 Fare Hipokampusu (Gunnarsdottir vd., 2022) (BioRender

uygulamasi ile yapilmistir)
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Calismalar, hafiza olusumunda kritik bir rol oynayan hipokampusun
(Hammoud vd., 2019)(Costa vd., 2015), kontrolsiiz stres nedeniyle c¢esitli yollar
tarafindan etkilendigini ortaya koymustur (E. J. Kim vd., 2015). Stres, hafiza
gorevlerini  bozabilmekte, sinaptik plastisiteyi ve noronal atis diizenlerini
degistirebilmekte ve hipokampusun yapisinda degisikliklere neden olabilmektedir.
Hipokampustaki stres kaynakli bu degisiklikler, travma sonrasi stres bozuklugu

(TSSB) gibi stresle iliskili bozukluklarla iliskilendirilmistir (E. J. Kim vd., 2015).

Hipokampus, 6grenme ve hafizada ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir ve
hipokampustaki ndronal apoptoz Ogrenme eksikliklerine katkida bulunmaktadir
(Kuang vd., 2014). Hayvanlarda stres sonucu glukokortikoid asir1 maruziyeti,
hipokampal islev bozuklugu ve ndron kaybiyla iliskilendirilmistir (Lucassen vd.,
2001). Insanlarda ve kemirgenlerde yapilan arastirmalar, erken yasam stresinin ve
anneden ayrilmanin hipokampal iglevi, 6zellikle de apoptoz ve noron proliferasyonunu
nasil etkiledigine dair 6nemli bilgiler saglamistir. Anne ayrilig1 gibi erken yasam stresi,
CA3 hipokampal bolgesindeki olgun noronlarda azalma ile baglantilidir ve yetiskin
disi farelerde biligsel islevleri ve annelik davranisini etkilemektedir (Reshetnikov vd.,
2020). Ayn1 zamanda, arastirmalar erken anne ve sosyal yoksunlugun (MSD) noral kok
hiicre popiilasyonunu genisletebilecegini, hipokampus ve amigdalada norogenezi

artirabilecegini ve korku hafizasini azaltabilecegini gostermektedir (Daun vd., 2020).

2.3. Hiicre Oliimii

Hiicre oliimi, "hiicresel biitiinliigiin kaybma (kalict plazma membrani
gecirgenlesmesi veya hiicresel parcalanma) yol acan hayati hiicresel fonksiyonlarin
geri doniisiimsiiz bir dejenerasyonu” olarak tanimlanabilir. (Melo vd., 2022). Beyinde,
hiicre 6liimii, ndron sayisini diizenleyen normal bir mekanizmadir. Hiicre 6limii igin
gerekli genlerin silindigi deneysel genetik manipiilasyonlar, anormal derecede biiyiik
beyinlere sahip hayvanlara yol agar. Farklilagsmis noéronlar, genellikle beyindeki néron
popiilasyonunu yar1 yariya azaltmasi beklenen hiicre 6liimiine maruz kalir, ancak onciil
hiicre sayisinin da hiicre Oliimii tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Hiicre
Oliimiiniin diizenlenmesi, evrimde farkl1 boyutlarda beyinlerin olusumunda olas1 bir

mekanizmadir (Herculano-Houzel, 2009). Hiicre 6liimii, ¢esitli fizyolojik siiregler i¢in
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kritik Oneme sahiptir ve hiicre oliimii mekanizmalarinin bozulmasi, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli patolojik durumlarla iliskilendirilmistir (Ghosh
ve Roth, 2014). Hiicrelerde mevcut intihar mekanizmalari, tiim hayvanlarin gelisimi
ve varligini diirdiirebilmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Omurgalilarda sinir sisteminin
normal geligimi, bagisiklik sisteminin diizgiin ¢alismasi, insanlarda el ve ayaklarin,
diger memelilerde pengelerin normal sekilde olusumu gibi bir¢ok siiregte apoptozis
gereklidir (Pérez-Garijo ve Steller, 2015). Parkinson ve Alzheimer gibi dejeneratif
sinir sistemi hastaliklarinda, apoptozisin roliine dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir
(Erekat, 2018; Sharma vd., 2021). Kanser gibi durumlarda ise hiicre intiharinin
basarisiz olmastyla iligkilendirilebilir (Pfeffer ve Singh, 2018b).

2.3.1. Hiicre Oliimiiniin Siniflandirmasi

Hiicre oliimii, goriilen morfolojik degisikliklerle belirginlesir. Morfolojik
goriiniimlerine gore apoptotik (sitolitik olmayan), nekrotik (sitolitik) (Melo vd., 2022),
otofajik ve mitoz ile iliskili olarak smiflandirilmaktadir (Kroemer vd., 2008).
Enzimolojik ozelliklerine gore hiicre 6liimii, nukleazlarin ve proteazlarin (kaspaz,
katepsin, kalpain, transglutaminaz) aktivitesine bagimli veya bagimsiz olarak
siniflandirilmaktadir (Kroemer vd., 2008). Fonksiyonel durumlarina gore hiicre
Olimti, programli hiicre 6liimii ve hasar ile hiicre 6liimii olarak ikiye ayrilmaktadir
(Kroemer vd., 2008). Immunojenik &zelliklerine gére hiicre dliimii, immiinogenik
veya immiinogenik olmama derecesine gore degismektedir (Sekil 2.4) (Kroemer vd.,

2008).
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Enzimolojik o6zelliklere gore
Maxfolgiil goriiniimlerine e * Nukleazlarin ve Proteazlarin (Kaspaz,

* Apoptotik Katepsin, Kalpain ,Transglutaminaz)
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Smiflandirmasi
Fonksiyonel durumlarina gore immunojenik ozelliklere gore
* Programli hiicre 6liimii + Immiinogenik
* Hasar ile hiicre 6limii + Immiinogenik olmayan

Sekil 2.4 Hiicre Oliimiiniin Siniflandirilmast

Hiicre olim sekli, programli ve kontrollii ya da kaza ile meydana
gelebilmektedir (Galluzzi vd., 2014). Programli 6liim tipi, fizyolojik hiicre 6liimiidiir.
Bu tiir 6liim, embriyonik veya yetigkin siiregteki doku homostazi i¢in gerekli olan
hiicre 6liimiinii igermektedir. Gelisimsel bir program dahilinde ve/veya fizyolojik doku
homeostazinin korunmasi amaciyla gerceklesmektedir. Kontrollii 61tim tipi ise, islem
fazlar1 tayin edilebilir bir molekiiler mekanizma araciligiyla gerceklesen programli
veya programli olmayan hiicre Oliimiinii ifade etmektedir. Bu mekanizmalar,
farmakolojik ajanlar veya genetik miidahaleler ile baskilanabilmektedir. Kaza ile
ortaya ¢ikan hiicre 6liimii ise, agirt miktarda fiziksel veya kimyasal faktorlerle hiicresel
hasar sonucu gelismektedir. Cevresel kosullara bagli olarak kontrol edilemeyen
faktorler sonucunda meydana gelmektedir. Bunlar arasinda sicaklik, basing, kimyasal
ajanlar, pH degisiklikleri, travma, yanik gibi etkenler bulunmaktadir. Bu tiir 6liim,
farmakolojik veya genetik islemlerle baskilanamaz ve nekrotik goriintiiler ortaya

cikmaktadir (Sekil 2.5 )(Galluzzi vd., 2014).
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Sekil 2.5 Hiicre Oliim Sekilleri

2.3.2. Programh Hiicre Oliimii: Apoptozis

Enfekte olmus, hasar gérmiis, ya da islevsel dmriiniin sonuna gelmis hiicreler,
siklikla  “Programlanmis hiicre Oliimiine” ugramaktadir. Kontrollii hiicre
intiharlarindan en iyi anlasilmis olan1 apoptozistir. Apotozis, hem fizyolojik hem de
patolojik kosullarda gézlemlenebilmektedir. Apoptozis Yunanca’da “diigme” anlamina
gelir ve klasik Yunan siirinde yapraklarin dokiilmesi anlaminda kullanilmistir. Bu
siregte (Sekil 2.6), hiicresel ajanlar DNA’y1, organelleri ve diger sitoplazmik
bilesenleri parcalar. Hiicre kiigiiliir, sitoplazma yogunlasir ve biiziislir. Ayrica, komsu
hiicrelerle olan baglantilar kopar ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar. Hiicre
iskeleti elemanlar1 pargalanir. Niikleusta kromatin yogunlasir ve piknotik bir goriintii
olusturur. DNA, 180-200 baz cifti veya katlar1 seklinde nukleozomal bolgelerden
kirilir. Hiicre bilesenleri vezikiiller i¢inde paketlenir ve 6zellesmis temizleyici hiicreler
(komsu hiicreler ve makrofajlar) bu vezikiilleri i¢ine alarak (fagositoz), geride higbir
iz birakmadan parcalarlar. Apoptozis sirasinda genellikle enflamasyon gézlenmez
(Galluzzi vd., 2014). Apoptozis, komsu hiicreleri hasardan korur. Apoptozis
olmadiginda, 6lmekte olan bir hiicrenin parcalayici enzimleri dahil, biitiin icerigi
disartya ¢ikacagi igin, bu durum c¢evredeki hiicreler iizerinde hasara neden

olabilmektedir (Green vd., 2009).
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Sekil 2.6 Apoptozis Evreleri. (Bu sekil BioRender uygulamasi ile
yapilmistir)

2.3.3. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptoz mekanizmalari, hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesinde rol oynayan farkli
yollar1 icermektedir. Insanlar ve diger memelilerde apoptozisi gerceklestiren cesitli
yolaklar, 14 farkli kaspaz igermektedir (Shi, 2002). Hangi yolagin kullanilacagi, hiicre
tipine ve apoptozu tetikleyen spesifik sinyale baglidir. Birinci yol, hiicre iginde
olusturulan sinyaller ile tetiklenen apoptozdur ve bu yol mitokondriyum yolagi olarak
adlandirilmaktadir. Ayrica, instrinsik yolagi olarak da bilinmektedir (Jan ve Chaudhry,
2019). Bu yolak, belirli mitokondriyal proteinleri icermektedir. Bu proteinler
(Bax/Bak), mitokondrinin dis zarinda porlar olusturarak, zardan apoptozu tesvik eden
diger proteinlerin sizmasia neden olacak sekilde tetiklenmektedir. Mitokondriyal
yolak uyaric1 6liim sinyalleri ile hiicre i¢indeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artisi,
ATP/ADP ve NADH azalmasi (Chandra vd., 2006), Bcl-2 transkripsiyon ve
translasyon hatalar1 ile hiicre DNA hasarlari, mitokondri membran permeabilitesinin
bozulmasina yol ag¢maktadir. Bu siire¢ sonucunda sitokrom-c mitokondri
membranindan sitoplazmaya gecer. Sizan proteinler arasinda sitokrom c¢’nin
bulunmas1 beklenmedik bir durumdur. Sitokrom c, saglikli hiicrelerde mitokondriyal
elektron tasinmasinda gérev yapmaktadir, ancak mitokondri digina salindiginda hiicre
olim faktorii olarak islev gormektedir. Sitokrom-c, apoptoz aktive edici faktor-1
(Apaf-1) olarak bilinen baska bir adaptér proteini aktive eder. Bu protein,
homooligomerize olarak kaspaz aktive edici bir kompleks olusturur ve ardindan
baslatic1 kaspaz-9'u, daha sonra ise efektor kaspaz-3 ve -7'yi1 sirasiyla ige alir ve aktive
eder. Bu kompleks, sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz-9'un birlesimi olan apoptozom
olarak adlandirilmaktadir. Apoptozom, diger kaspazlar1 aktive ederek hiicreyi dliime

gotiirmektedir (Bratton ve Salvesen, 2010; Chandra vd., 2006). Mitokondriyum veya
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intrinsik yolaginda yer alan proteinler arasinda SMAC/DIABLO (Kaspazlarin ikinci
mitokondriyal aktivatorii/diisiik PI ile dogrudan IAP baglayict protein), Kaspaz-9
(Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bcl-2 (B-hiicre lenfoma protein 2), Bel-w (Bcl-2
benzeri protein), Nox (Forbol-12-miristat-13-asetat tarafindan indiiklenen protein 1),
Aven (Hiicre 6liimii diizenleyici Aven) ve Myc (Onkogen Myc) yer almaktadir (Jan ve

Chaudhry, 2019).

Ikinci yolak ise, hiicre yiizeyindeki reseptdrlere baglanan &liim aktivatorleri
tarafindan tetiklenen apoptozdur; bu yolak, 6liim reseptorleri yolagi ve ekstrinsik
yolagi olarak da bilinmektedir (Jan ve Chaudhry, 2019). Apoptotik programa dogru
giden anahtar niteligindeki ana yollarda goérev yapan aktarim proteinleri, farkli
kaynaklardan gelen sinyalleri entegre eder ve hiicreyi apoptotik yola yoneltir.
Genellikle hiicre disindan kaynaklanan bu sinyal, komsu hiicre tarafindan salinan bir
6liim sinyali molekiiliidiir. Bir 6liim-sinyali ligandi, hiicre yiizeyindeki bir reseptore
yerlestiginde, bu baglanma mitokondriyel yolu ise karistirmadan, kaspazlarin ve
apoptozisi gerceklestiren diger enzimlerin aktivasyonuna yol acar. Transmembran
reseptorlerin dig bolgesine, TNF (tiimor nekroz faktorii), Fas-L (Fas ligand1) ve TRAIL
(TNF ile iliskili apoptozu tetikleyen ligand) gibi ligandlar baglanir. Bu ligandlar,
TNFRI1 (tip 1 TNF reseptorii), Fas (ayrica CD95/Apo-1 olarak da bilinir) ve TRAIL
reseptorlerine tutunurlar (Jan ve Chaudhry, 2019).

TNFa &
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Sekil 2.7 Apoptoz Mekanizmalar: (Bu sekil BioRender uygulamasi ile

yapilmaistir).
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Intrinsik 6liim reseptdrii yolag, hiicre igi stres altinda ‘BH3-only’ protein
tarafindan baglatilmaktadir; BH3-sadece protein, Bcl-2'yi inaktive edebilmekte ve Bcl-
2'nin Bax ve Bak'1 etkili bir sekilde notralize etmesini engelleyerek Bax ve Bak'in
aktivasyonuna yol agmaktadir. Mitokondriyal membranda aktiflesen Bax ve Bak,
mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac'in salinmasina neden olmaktadir. Sitoplazmik
sitokrom ¢, Apaf-1 ve kaspaz-9 ile birleserek apoptozomu olusturmakta, bu da kaspaz-
9'u ve sonrasinda ylriitiicii kaspazlar1 aktive etmektedir. Smac, apoptoz inhibitor
proteinlerini (IAP'ler) inhibe ederek apoptozu diizenleyebilmektedir. Ekstrinsik 6lim
reseptorl yolagi, FasL, TNF-a veya TRAIL gibi 6liim reseptorii ligandlar tarafindan
aktive edilmektedir. FasL'min Fas'a baglanmasi, FADD ve kaspaz-8'in DISC
kompleksini olusturmak iizere toplanmasini baglatmakta, bu da kaspaz-8 ve ardindan
yiiriitiicli kaspazlar aktive etmektedir. TNF-a'nin TNFR1'e baglanmasi, TRADD, RIP,
TRAF2/5 ve clAP1/2'nin toplanarak kompleks I'i olugturmasini baglatmakta, bu da
NF-kB ve JNK yollarmi aktive ederek pro-survival genlerin transkripsiyonunu
artirmaktadir. Ancak, RIP'nin modifikasyonu veya cIAP1/2'nin degradasyonu,
kompleks I'in dagilmasina yol acabilmektedir. TRADD ve RIP daha sonra FADD ve
kaspaz-8 ile birleserek kompleks 1I, yani 6liim kompleksini olusturmaktadir (J. X.
Zhou ve Li, 2015).

Apoptozun digsal asamasindaki olaylarin sirasi, FasL/FasR ve TNF-a/TNFR1
modelleri ile 1y1 anlasilmaktadir (Sekil 2.7). Belirli 6liim ligandlarinin (DL'ler) 6liim
reseptorlerini (DR'ler) etkiledigi bu siirecte 6liim indiikleme sinyal kompleksi (DISC)
adi1 verilen bir kompleks olugsmaktadir. Bu DISC, icerisinde Fas ile iligkili 6liim alan
(DD) bulunan bir adaptdr molekiil, procaspase-8, procaspase-10 ve hiicresel FLICE
inhibisyon proteinlerini (c-FLIPs) barindirmaktadir. Caspase-8, prodomaininin
DISC'te kalmasin saglayacak sekilde etkinlestirilmekte, aktif caspase-8 ise DISC'ten
ayrilarak apoptozun icra asamasini olusturan kaspaz aktivasyonu kaskadin
baslatmaktadir. Kaspazlar, apoptozun baglaticilar1 ve icracilari olarak islev gérmekte
ve islevleri, yapilar1 ve farkli substrat tercihleriyle ¢cok yakindan iligkilidir. Kaspazlar,
apoptotik sinyal kaskadindaki konumlarina gore geleneksel olarak baslatic1 ve icraci
(efektor) kaspazlar olarak siniflandirilmaktadir (Jan ve Chaudhry, 2019). Baslatici
kaspazlar, apoptozun baglatiimasinda temel bir rol oynarlar ve bu gruba kaspaz 2, 8, 9
ve 10 dahildir. Etkili (efektor) kaspazlar ise apoptotik sinyalin sonuglarini yiiriitiirler

ve kaspaz 3, 6 ve 7 bu gruba dahildir.
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2.4. Gen Ekspresyonu ve Apoptoz ile Tlgili Genler

Molekiiler biyolojinin Santral Dogmasi, genetik bilginin DNA'dan RNA'ya ve
oradan da proteine akisini tanimlamaktadir. Bu siirecin merkezinde, genetik talimatlari
cekirdekteki DNA'dan sitozoldeki ribozomlara tagimak i¢in mesajct RNA (mRNA)
molekiillerinin {iretildi§i mRNA sentezi yer almaktadir. mRNA kimyasal olarak
DNA'ya benzer ve tek bir iplik¢ik olarak sentezlenmektedir (Berdanier ve Freake,
2005). Gen ifadesi, genlerden gelen genetik bilginin mRNA ara basamagi araciligiyla
proteinlere doniistiiriilmesini ifade etmektedir. “Gen ifadesi” terimi genellikle mRNA

Olctimleri ile birbirinin yerine kullanilmaktadir (Buccitelli ve Selbach, 2020).

mRNA ifadesi, ¢oklu seviyelerde diizenlenmekte olan karmasik bir dizi
koordineli olay1 igermektedir. Bu seviyeler, genlerin baslatma, uzatma ve sonlandirma
gibi siireclerle RNA molekiillerine kopyalandigi transkripsiyonu igermektedir.
Transkripsiyonu takiben, RNA hareketini, intronlar1 ¢ikarmak i¢in splicing'i ve RNA
stabilitesini saglamay1 igeren posttranskripsiyonel diizenleme mevcuttur. RNA
hazirlandiktan sonra, proteinlerin RNA'y1 sablon olarak kullanarak sentezlendigi
ceviri gerceklesmektedir. Bu siire¢ translasyonun baslatilmasi, uzatilmasi ve
sonlandirilmasini igermektedir. Son olarak, protein stabilitesini, lokalizasyonunu ve
islevselligini etkileyen modifikasyonlar1 ve siiregleri kapsayan posttranslasyonel
diizenleme bulunmaktadir. Bu diizenleyici mekanizmalar mRNA ifadesini hassas bir
sekilde kontrol ederek hiicrelerin sinyallere yanit vermesine ve ¢evrelerine uyum

saglamasina olanak tanimaktadir (Le Roch ve Winzeler, 2004).

Bu ¢alisma, baslica apoptoz ile iliskili genlerin ifadesini arastirmaktadir. Bu
genler, Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3 genlerinden olugmaktadir. Gen ifade verilerinin
dogru karsilastirmalarint ve normalizasyonunu saglamak i¢in yaygin olarak kullanilan
evrensel referans geni Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz (Gapdh) kullanilmistir.
Gapdh, mRNA ifade calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir referans genidir
(Sikand vd., 2012). STRING veritabaninda, Sekil 2.8 Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3

genleri arasindaki yakin iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 2.8 Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3 Arasindaki Baglantiyt Yansitan STRING
Ciktist

BAX geni, programli hiicre Sliimiinii regiile eden Bcl-2 gen ailesinin pro-
apoptotik iyesidir (Brady ve Gil-Gomez, 1998). BAX, insanlarda BAX geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu protein, Bcl-2 ile bir heterodimer olusturur ve
apoptotik bir aktivator olarak islev gormektedir. BAX ekspresyonu apoptotik uyari
sonrast artmaktadir. Oldiirme sinyali alindiginda sitozolik BAX aktive olur ve
mitokondriaya yerlesir, burada mitokondriyal dis membran permeabilizasyonu yani
MOMP’a neden olarak sonunda hiicre Olimiine gidecek hiicresel olaylar
baslatmaktadir (Z. Dai ve Lai, 2019). Multidomain proapoptotik proteinlerden BAX
ve BAK, MOMP'den sorumlu temel proteinlerdir ve hiicre 6liimiiniin yani sira
mitokondriyal/disfonksiyonda da gereklidirler. BAX’dan yoksun hiicrelerin, sitokrom
¢ salinimina ve apoptoza karsi tamamen direngli oldugu kanitlanmistir (Wet vd., 2001).
BAK agirlikli olarak Bel-xL, Mcll tarafindan, ama BAX tiim antiapoptotik proteinler
tarafindan inhibe edilebilmektedir. BID, BIM ve PUMA gibi aktivator tip BH3-
proteinleri, apoptozu indiiklemek icin BAX'!n dogrudan fiziksel baglanmasi ve
aktivasyonu ile islev goriitken, BAD, NOXA ve BIK gibi sensitize edici BH3-
proteinleri, aktivatorleri serbest birakmak ve BAX aktivasyonu aracili apoptozu
indiiklemek icin antiapoptotik proteinlerini devreye sokar. Birka¢ dogrudan BAX
aktivatoriiniin, 6zgiilliigiin avantajlar1 ve kemo ve radyodirencin iistesinden gelme
potansiyeli ile kanser tedavisi i¢in umut vaat ettigi tespit edilmistir. Bu yeni ilag
adaylar1 sinifinin daha fazla arastirilmasi, onlar1 kanseri tedavi etmek i¢in yeni bir arag

olarak klinige sunumunda gerekli olacaktir.

BCL-2 geni, BCL-2 gen ailesinin antiapoptotik {iyesidir. Survival arttirict
bir¢ok sinyal anti-apoptotik Bel-2 yolagi kaynaklidir (Siddiqui vd., 2015). Caligsmalar
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bu genin ekspresyonunun apoptozisi 6nledigi ve oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir
(Siddiqui vd., 2015). Apoptozisin baslamasmnin ER’dan Ca?"’un sitozole gegisi oldugu
bilinmektedir (Yamane vd., 2005). ki antiapoptotik protein Bcl-2 ve Bcl-XL’in asiri

2*un sitozole

ekspresyonu ER i¢i Ca*" miktarini azaltmaktadir, bunun da ER’dan Ca
yavas yavas sizmasi ile oldugu gosterilmistir (White vd., 2005). Bu iki proteinin aksine
apoptotik BAX ve BAK proteinleri dinlenme halindeki ER Ca?* konsantrasyonunu
arttirarak stres sirasinda sitozole ¢ok miktarda Ca®* ¢ikisina neden olurlar (White vd.,
2005). BH3 only proteinlerinden Bik/Nbk’un BAX ve BAK baglantili olarak P53
uyarist sonrast Ca®" salimmim arttirdigs ile ilgili yaymlar vardir (Mathai vd., 2005).
Apoptotik proteinlerden BIM, PUMA ve NOXA’nin da etkin oldugu gosterilmistir
(Rao vd., 2006; Szegezdi vd., 2008). Antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin proapoptotik
tiyeleri dogrudan heterodimerizasyon yoluyla inaktive ettigi iyi bilinen bir olgudur. Bu

dimerizasyon olaylari, antiapoptotik Bcl-2 aile iiyelerinin BH3 baglayan hidrofobik

ceplerinin ve proapoptotik tiyelerin BH3 domainlerinin etkilesimi yoluyla gerceklesir.

Onkojenik strese yanit olarak apoptozdan kaginmak, karsinogenezin 6énemli bir
ozelligidir. Ayrica, hematolojik malignitelerde ve solid kanserlerde antiapoptotik Bcl-
2 proteinlerinin asir1 ekspresyonunun, mitokondriyal veya ekstrinsik apoptotik
yolaklarin aktivasyonu yoluyla etki eden tedaviler baglaminda kemorezistansa yol
actig1 gosterilmistir (Sarosiek vd., 2013). Karsinogenez sirasinda proapoptotik stresin
istesinden gelmek icin antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin kanser hiicreleri tarafindan
upregiilasyonu, bu hayatta kalma sinyallerine bagimliliklarina neden olmaktadir. Bu
nedenle, antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, kanser terapotikleri icin O6nde gelen
hedeflerdir (Pfeffer ve Singh, 2018a). Antiapoptotik Bcl-2 proteinleri iki hidrofobik
alfa-heliks ve alti veya yedi amfipatik alfa-heliks igerir. Amfipatik alfa-heliksler,
proapoptotik BCL-2 proteinlerinin BH3 alani i¢in baglanma bolgesi olarak islev géren
hidrofobik olugu olusturur. Antiapoptotik BCL-2 proteinlerinin bu BH3 baglayici
oluguna baglanan kii¢iik molekiiller BH3 mimetik olarak tanimlanir. BH3 mimetik
kavrami, BH3 only proteinlerini taklit edebilen ve bdylece apoptozu indiikleyebilen
kiigiik molekiillerin gelisimini tetiklemis, boylece kanser hastalarinda tedavi umudu

olmustur (Timucin vd., 2019).

Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlar, inflamasyon ve hiicre 6liimii gibi

stiregleri kontrol eden bir enzim grubudur. Hiicre i¢i ve dist islevleri olan bu enzimler
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hiicrede inaktiftirler, belirli molekiiller etkisiyle etkinlestirilirler. Bunun nedeni; regiile
olmayan kaspaz aktivitesinin hiicre i¢in Olimciil olmasidir. Bu nedenle hiicreler
kaspazlar1 zimojen denen prekiirsorler olarak depolamaktadir. Prokaspazlar aktif
bolgelerinde katalitik sistein rezidiilerinin bulunmasinin yaninda substratta aspartik
asit rezidiisiiniin bulunmasi ile aktifleserek peptit baglarini hidrolize eden enzimlerdir
(Mcllwain vd., 2013). Ug farkl1 tip kaspaz mevcuttur: 1) Baslatic1 kaspazlar 2) islemci

kaspazlar 3) Inflamatuar kaspazlar.

Casp3, hedeflerini aspartik asit kalintilarindan kesen sistein proteaz ailesinin
bir liyesidir ve apoptoz yolunun 6nemli bir bilesenidir (Price vd., 2023). Casp3, Casp6
ve Casp7 ile beraber islemci kaspaz olarak islev yapmaktadir. Islemci kaspaz tiirleri,
baslatic1 kaspazlar tarafindan kesilip prokaspaz monomerleri haline getirilir. Islemci
kaspazlarin birisi etkinlestiginde diger infazc1 enzimleri de kesebilir veya
etkinlestirebilir. Bu yoniiyle infazci enzimler kendi i¢lerinde geri besleme iglevleriyle

suireci kontrol altinda tutarlar.

Tp53, hiicre dongiistinde ve apoptozda kontrol noktas1 proteinidir. Bu protein,
hiicredeki DNA hasarin1 algilamakta ve hasarin tamir edilemedigi durumlarda hiicreyi
apoptoza yonlendirmektedir. Hem i¢ hem de dis apoptoz yolaklarinda gérev almakta
ve hiicre 6liimii stireglerini diizenlemektedir. DNA hasari, 6zellikle hiicre dongiistiniin
G1 evresinde tespit edildiginde, TpS3 DNA sentezini durdurmaktadir. Bu durdurma
islemi, hasarin onarilabilmesi i¢in hiicreye zaman tanimaktadir. Eger hasar
onarilamazsa, Tp53 i¢ yolakta Bax ekspresyonunu artirmaktadir. Bax, Noxa ve Puma
proteinlerini aktif hale getirerek Bcl-2 ve BelXL proteinlerini baskilamakta ve hiicreyi
apoptoza yonlendirmektedir. Bu siirecte sitokrom c (Sit-C), Apaf-1, prokaspaz-9 ve
kaspaz 9 aktivasyonu da gerceklesmektedir. Tp53'in aktivasyonu, Mdm2'nin
baskilanmasini ortadan kaldirmaktadir. Normalde Mdm2, Tp53'ii ubikitinleyerek onun
yikimini saglamakta, ancak Tp53'iin artisiyla bu baskilama engellenmektedir. Ayrica,
Tp53 PTEN artisina neden olmaktadir. PTEN, bir tiimor baskilayici proteindir ve
PI3K-Akt yolunu inhibe etmektedir. Dis yolakta ise Tp53, Fas ve DRS reseptor
genlerini indiiklemektedir. Bu reseptorler, hiicre ylizeyinde apoptoz sinyallerinin
alinmasinda rol oynamakta ve hiicre 0liimiine katki saglamaktadir. Bu sekilde, Tp53
hem i¢ hem de dis yolaklarda apoptoz siireglerini diizenleyerek hiicre saglhigin1 ve

genetik biitlinligii korumaktadir.
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Genlerin mRNA ifade seviyelerini incelemek i¢in, BALB/c farelerini kullanan
bir hayvan modeli kullanilmistir. BALB/c fareleri albinodur ve beyaz deri tiiyleriyle
pembe gozlere sahiptirler. Bunlar inbred bir soydan gelir ve biyomedikal
arastirmalarda en yaygin kullanilan bes inbred soy arasindadir (Nakamura, 2013).
BALB/c fare soyunun stres tepkisine hassasiyeti, kronik stresin saglik tlizerindeki
etkilerini incelemek i¢in 6nemli bir model olarak kabul edilmektedir (Okamura vd.,

2022).

Bir arastirmada, olgun bir yetiskin C57BL6/J faresi 3-6 ay arasinda (bu
analizde 20-30 insan yilina esdeger), orta yasli bir fare 10-14 ay arasinda (38-47 insan
yilina esdeger) ve yash bir fare 18-24 ay arasinda (56-69 insan yilina esdeger) olarak
tanimlanmistir (Flurkey vd., 2007). Olgun yetiskin fare, gelisimin durdugu ancak
yaslanmanin heniiz baslamadigi bir asamay1 temsil eder. Bu yaklagimi kullanarak, bir

yetiskin hastalig1 modeli i¢in minimum 12 hafta olmalidir (Jackson vd., 2017).

Erken yasam stresi ile psikiyatrik ve fiziksel sonuglar1 arasindaki iliskileri
arastirmak ic¢in en yaygin kullanilan hayvan modeli, tekrarlanan anne ayrimidir. Bu
prosediir, sican veya fare yavrularinin dogum sonrasi giin (PND) 1 veya 2'de baslayip
PND 14 veya 21'e kadar devam edecek sekilde, cogunlukla her giin 3-6 saat siireyle
annelerinden tekrar tekrar ayrilmasini igerir. Bu ayrilma donemleri sirasinda,
caligmalarin yaklasik %35-%40'1 yavrular1 birbirinden de ayirir; bu birlesik ayrilma
bazen erken yoksunluk olarak adlandirilmaktadir (Pryce ve Feldon, 2003). Bu
calismada anneden ayriligi (MS) modeli kullanilmistir. Arastirma bulgularinin
kapsamli bir sekilde anlagilmasini saglamak ve 6nemli noktalar1 vurgulamak i¢in Sekil

2.9 calismanin genel bir 6zetini sunmaktadir.

Kilo takibi (PNDI1-35)
|
Erken ;‘\‘_D“i‘o Real-Tim:
yasam anne TP PCR
ayrihg . Niikleik Asit (Gergek .
stresi Orneklerin Miktarmnmn Zamanh Istatistiksel
(PND1-14) Homojenizasyonu Olgiimiy PZR) Analiz
Otenazi ve Toplam cDNA Veri Analizi
Hipokampus . RNA Sentezi (Delta delta
Diseksiyvonu Izolasyonu ) Ct)

Primer tasarlanma; Optimizasyon: Agaroz jel elektroforezi

Sekil 2.9 Calisma Akust
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Bu calismadaki maternal stres prosediirii, maternal ayrilma, maternal zorunlu
ylizme testi ve maternal kisitlama stresi gibi birkag modeli igermektedir. Kisitlama
stresi, hayvanlarda fizyolojik tepkileri indiiklemek i¢in kullanilan bir tekniktir ve
hareketlerini sinirlayarak fizyolojik yanitlari indiiklemeyi amaglamaktadir. Kisitlama
stresinin dikkate deger bir yonii, oncelikle psikolojik bir stres unsuru olarak hareket
etmektedir; burada kisitlamanin neden oldugu fiziksel rahatsizlik, organizmanin
serbestce hareket edememe durumunun biligsel degerlendirmesinin ikincil sonucunu
olusturmaktadir. Bu stres indiikleme yonteminin popiilerligi, nispeten diisiik maliyeti
ve teknik gereksinimleri nedeniyle yliksektir. Ayrica, kisitlama stresi, kisitlama siiresi,
kisitlama seansi sayisi, seanslar arasindaki araliklarin degistirilmesi ve kisitlamadan
once yiyecek aliminin veya yoksunlugunun manipiile edilmesi gibi parametrik
ayarlamalara izin vermektedir. Ayrica, ¢esitli metodolojiler, norobilim de dahil olmak
tizere farkli disiplinlerden arastirmacilarin 6zel ihtiyaglarim1 karsilamak iizere

gelistirilmistir (Servatius vd., 2007).

Zorunlu Yiizme Testi (FST), ozellikle depresyonla iligkili parametreleri
degerlendirmek i¢in tasarlanmis yaygin olarak kullanilan bir deneysel paradigmadir
(Noland, 2015). Porsolt ve arkadaslar1, Zorunlu Yiizme Testi'ni sicanlarda ve farelerde
antidepresan bilesiklerin etkilerini degerlendirmek amaciyla gelistirmistir. Bu testte,
sigan veya fare, kagisi olmayan bir su kabina yerlestirilir; genellikle silindirik bir yap1
kullanilir. Belli bir siire boyunca kagmaya calistiktan sonra, sican veya fare genellikle

hareketsiz bir pozisyon alir (Porsolt vd., 1977).
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MATERYAL ve YONTEM

3.1.  Veri Toplama Araclar

3.1.1. Cihaz ve Aletler

Ultrasonik Doku Homojenizatérii (Bandelin  SONOPLUS
homogenizer HD 2070, Berlin, Almanya)

Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya)

Sogutmali Santrifiij Microfuge 20R (Beckman Coulter, ABD)
T100 Thermal Cycler PCR (Bio-Rad, Kaliforniya, ABD)

Vorteks (SciLogex, ABD)

Mini Santrifiij (Isolab, Almanya)
Soguk Blok (Qiagen, Almanya)
Mikropipet (Gilson, Fransa)

NanoDrop 2000¢ (Thermo Fisher Scientific, Massacusets, ABD)
. =20 °C Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

. Hassas Terazi

Kaliforniya, ABD)

Owl™ EasyCast™ B2 Mini Jel Elektroforez Sistemleri (Thermo
Fisher Scientific, Massagusets, ABD)

Vilber Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat, France)

Cam kavanoz
Termometre
Kopiik Standi
Cerrahi makas

Azot tanka

. -80 °C Dondurucu (Sanyo, Japonya)
. Otoklav (Niive, Tiirkiye)

. PowerPac™ Temel Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (Bio-Rad,
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3.1.2. Malzeme ve Reaktifler

Eppendorf tiip 1,5 mL (Eppendorf AG, Almanya)
PCR tiip (0,2 mL)

Falcon tiip (50 mL)

Cryo tiip (2 mL)

Filtreli mikropipet ucu (10-100-1000 pL)
Kloroform (Merck, Darmstadt, Almanya)

Etanol (Merck, Darmstadt, Almanya)
Izopropanol (Merck, Darmstadt, Almanya)
Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)

. Niikleaz igermeyen su (Lonza, Isvigre)
. SeaKem® LE Agaroz (Lonza, Isvigre)
. NucleoGene Tri Reagent Lizis Reaktifi (NucleoGene, Tiirkiye)
. HiScript II 1st Strand cDNA Sentez Kiti (Vazyme, Cin)

. Primer (Gensutek Saglik Teknolojileri, Tiirkiye)
. ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix (Vazyme, Cin)

. TBE Tamponu (Tris-Borate-EDTA) (Thermo Fisher Scientific,

Massagusets, ABD)

DNA Jel Yiikleme Boyas:1 (6X) (Thermo Fisher Scientific,

Massagusets, ABD)

50 b¢ DNA Ladder (BioLabs, ABD)
Etidyum bromiir (Merck, Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH) 1M
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3.2. Yontem

Calismamiz Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar Yetistirme ve
Arastirma Laboratuvarinda uygun kosullarda barindirilan BALB/c tiirii fareler ile
gerceklestirilmisti. mRNA ifadesi calismalari, 6rneklerin homojenizasyonu, total
RNA izolasyonu, total RNA 6l¢timii, cDNA sentezi, gPCR amplifikasyonu ve agaroz
jel elektroforezi islemlerini igermekte olup, bu islemler Ankara Yildirim Beyazit
Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

gergeklestirilmistir.

3.2.1. Fareler ve Yasam Kosullar:

Calismamizda BALB/c ki fareler kullanilmistir. Bu fareler, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma Laboratuvari'nda
en uygun kosullarda barmdirilmistir. Kullandigimiz fareler, minimum 180 cm? kafes
alan1 ve minimum 12 cm? kafes yiiksekligi sartlarinda dogumlarindan itibaren tiim
ihtiyaglar1 karsilanacak sekilde barindirilmistir. Farelerin hayatta kalmasi i¢in en
uygun yasam sartlari olan 20-24°C yasam alani sicakligi ve %45-70 nisbi nem miktar1

saglanmistir. (Etik Kurul Numarasi: 2023-3-20)

3.2.2. Maternal Stres Deneyi

Calismaya her grupta 6 adet olmak kaydiyla 8 haftalik BALB/c 1tk gebe disi
fareler ile baglanmistir. Calisma, kontrol grubu, beklenmeyen zamanda anne ayriligina
maruz kalan grup (MS) ve beklenmeyen zamanda anne ayriligina ek olarak annesi

Ongoriilmeyen strese maruz kalan grup (MSUS) olmak {izere ii¢ gruptan olusmaktadir

(Sekil 3.1).
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Rutin yasam kosullart PNDI1-PND14: 3 saat PNDI1-PND14: 3 saatlik ayrilik
uygulanmstir. (giin iginde rastgele siiresinin son 20 dakikasinda giin
saatlerde) yavru fareler asn fiziksel kisitlama stresi
annelerinden ayn (restraint stress) uygulanmis
kalarak maternal strese veya son 6 dakikasinda zorlu
maruz kalmistir. yiizme testi (forced swim test)
yapilmistir.

Sekil 3.1 Calismadaki Gruplarin Sematik Olarak Gosterimi

Her disi fare bireysel olarak bir kafese yerlestirilmis ve erkek fare ile
ciftlestirilmistir. Ciftlesmeden birka¢ giin sonra, erkek fareler kafeslerden cikarilmis
ve disi fareler gebelik siiresince kafeste yalmiz birakilmistir. Tiim gruplar icin kafes
temizligi haftada bir kez yapilmistir. Kontrol grubu, kafes temizligi ve agirlik takibi
disinda minimal bir miidahaleye tabi tutulmustur. PND1'den PND14'e kadar yasamin
erken doneminde, MS ve MSUS gruplarindaki anne fareler ve yavrular1 ngériilmeyen
anne ayriligina maruz birakilmistir (Franklin vd., 2011; Gapp vd., 2014; Weiss vd.,
2011). Yavrularindan ayrilan MS grubu anneler, giin icinde rastgele olarak ii¢ saat
boyunca temiz bir kafeste yavrularini gorebilecekleri sekilde bekletilmistir. Ancak,
yavrularindan ayrilan MSUS grubu annelere bu {i¢ saatlik siirenin son 20 dakikasinda
fiziksel kisitlama stresi (restraint stress) veya li¢ saatlik siirenin son 6 dakikasinda
zorunlu yiizme testi (forced swim test) uygulanmistir. MSUS grubu annelere uygulanan
ongoriilmeyen stres, zorunlu yiizme testi ile baglayip bir sonraki giin kisitlama stresi
ile devam etmistir. PND1’den PND14’e kadar giin asir1 olarak ongdriilmeyen stres
devam etmistir. Bu siirecte annelere yem ve su kisitlamasi uygulanmamistir ve
yavrular laktasyon déneminde annelerinden siit emmeye devam etmislerdir. Ug saatlik

ongoriilmeyen anne ayriliginin saatleri Tablo 3.1°de sunulmustur.
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Tablo 3.1 Ongoriilmeyen Anne Ayriligi Siiresi

PND (Postnatal  Ayrilma Zamam  Ayrilma Zamani Toplam Siire
Days) Baslangici Bitisi (Saat)
1 13.00 16.00 3
2 13.00 16.00 3
3 11.30 14.30 3
4 11.10 14.10 3
5 10.00 13.00 3
6 08.00 11.00 3
7 08.00 11.00 3
8 12.00 15.00 3
9 10.00 13.00 3
10 11.00 14.00 3
11 08.00 11.00 3
12 12.00 15.00 3
13 08.00 11.00 3
14 13.00 16.00 3

Zorunlu Yiizme Testi (Forced Swim Test): MSUS annelere uygulanan

ongoriilmeyen streslerden biri, li¢ saatlik anne ayrilig1 uygulamasindan sonra yapilan
zorunlu yiizme testidir. MSUS anne fareler, ii¢ saatlik siirenin son alt1 dakikasinda cam
kavanoz i¢inde 18°C’lik suda ylizmeye zorlanmistir (Sekil 3.2 A, B). Cam
kavanozdaki su seviyesi, farelerin kapasitesinin yaklagik dortte {i¢li kadar olarak

ayarlanmistir.
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Sekil 3.2 Zorunlu Yiizme Testi (4, B)

Fiziksel Kisitlama Stresi (Retraint Stress): MSUS annelere uygulanan

ongoriilmeyen streslerden biri, li¢ saatlik anne ayrilig1 uygulamasindan sonra fiziksel
kisitlama stresidir. MSUS anne farelere, ti¢ saatlik siirenin son 20 dakikasinda fiziksel
kisitlama stresi uygulanmigti. MSUS anne fareler hava almasini saglayacak sekilde
delinmis olan 50 ml hacimli Falcon tiip i¢cinde bekletilmistir. Falcon tiipleri, sabitleme

icin Ozel olarak tasarlanmig kopiik standi kullanilarak yerlestirilmistir (Sekil 3.3 A, B).
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Sekil 3.3 Fiziksel Kisitlama Stresi (4,B)

3.2.3. Kilo Takibi

Fareler, dogum sonrasi 1. giinden itibaren (PNDI1) her bes giinde bir olmak
tizere PND35’e kadar hassas terazi kullanilarak tartilmistir. Yavrular igin bireysel
agirhik takibi PNDI10'da baslamistir. Yavrulara sayisal tanimlayicilar atamak igin
tirnaklar1 uygun sekilde kesilmistir. Ozellikle, ilk yavru i¢in sol arka pencedeki besinci
parmagin tirnagi, altinci yavru igin sag arka pengedeki ilk parmagin tirnagi kesilmis

ve bu sistematik model izlenerek devam edilmistir.
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3.2.4. Farelerden Orneklerin Elde Edilmesi

PND30 giinliilk yavrularda cinsiyet ayrimi yapilmistir. Cinsiyet ayrimi

yapildiktan sonra PND35. giinde yavrulardan hipokampus 6rnekleri alinmigtir. Her

gruptan 12 disi ve 12 erkek olmak iizere toplamda 72 yavru fare alinmistir.

10.

Hipokampusun Cikarilmasi ve Homojenizasyonu

. PND35’te farelere etik kurallara uygun olacak sekilde servikal dislokasyon ile

Otenazi uygulanmistir.

Fareler dorsal goriiniimde konumlandirilmistir. Iki gz arasindaki bdlge makas
kullanilarak dikkatlice kesilmis ve kesi kulaklarin yakinina kadar uzatilmistir.
Kafatas1 bolgesi ortaya ¢ikarildiktan sonra, frontonazal siitiir kesilmis ve parietal
bolgenin sonuna kadar basin her iki yanindan devam edilmistir. Bu islem, beynin
tamamina zarar vermemek i¢in titizlikle gergeklestirilmistir. Daha sonra, kesilen

kafatasinin 6n kismi makasla kavranarak nazikce arkaya dogru kaldirilmistir.

. Beynin tamamu dikkatlice kafadan ¢ikarilmis ve aliiminyum folyoya sarilmis bir

buz akiisii lizerine yerlestirilmistir.

Beyincik disekte edilmistir.

Daha sonra, ince forsepsler kullanilarak hipokampusu ¢ikarmak igin beyin
yarimkiireleri nazik¢e 6n beyne dogru kaldirilmistir.

Fareler arasinda doku c¢apraz kontaminasyonunu en aza indirmek i¢in cerrahi
aletler dokular aras1 her gegiste %75 etanol ile temizlenmistir.

Elde edilen hipokampus dokusu bir Cryo tiipiine yerlestirilmis ve hemen azot
tankina atilmistir. Total RNA izolasyon giiniine kadar -80 °C buz dolabinda
saklanmustir.

Total RNA izolasyon giiniinde, drnekler kademeli olarak -80 °C buz dolabindan
cikartlmis ve 500 mL NucleoGene Tri Reagent Lizis Reaktifi (NucleoGene,
Tiirkiye) iceren Eppendorf tiipiine aktarilmistir.

Doku, ultrasonik doku homojenizatorii (Bandelin SONOPLUS ultrasonik
homojenizatér HD 2070, Berlin, Almanya) kullanilarak homojenize edilmistir.
Bu asamada soguk blok kullanilmigtir.

Ornekler arasindaki ¢apraz kontaminasyonu engellemek icin, homojenizatoriin

uc¢ kismi, her numune arasinda 0,5M Sodyum Hidroksit (NaOH), %75 etanol (iki
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kez), otoklavlanmis su ve niikleaz icermeyen su bulunan Eppendorf tiiplerden

seri sekilde gecirilerek ve beraberinde bir kag atis yapilarak temizlenmistir.

3.2.5. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, NucleoGene Tri Reagent Lizis Reaktifi (NucleoGene,
Tiirkiye) kullanilarak Fenol-kloroform yontemi ile gergeklestirilmistir. Izolasyon

yapilirken asagidaki prosediir takip edilmistir.

Ornek Homojenizasyonu ve Faz Ayrimi

1. Doku parg¢alanmasi asamasinda NucleoGene Tri Reaktifi (NucleoGene, Tiirkiye)
icinde homojen bir sekilde dagilan 6rnekler iyice vortekslenmistir.

2. lyice vorteks yapildiktan sonra, 100 pL Kloroform eklenip 15 sn vorteks
yapilmistir.

3. Ornekler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

4. Ornekler 12,000 x g’de 15 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edilmistir. Santrifii]
isleminden sonra {ist akoz faz ile alt organik faz arasinda belirgin sarimsi-beyaz
bir ara faz goriiliir. RNA, bu arafazin istiindeki seffaf akoz fazinda yer
almaktadir.

5. Akoz faz dikkatlice mikropipetle yeni bir 1,5 mL’lik Eppendorf tiipiine transfer

edilmistir.

RNA Presipitasyonu

6. Akoz fazin lizerine 500 pL izopropanol eklenmistir. Kisa vorteks yapildiktan
sonra -20 °C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Tiipler, her 3 dakikada bir
alt-iist edilmistir.

7. Ornekler 12,000 x g’de 10 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra ¢okelmis RNA’y1 temsil eden beyaz bir pellet olusmustur.
Pelletin biiyiikliigli ve goriiniirliigli, RNAnin konsantrasyonuna bagli olarak

degisiklik gosterebilir. Siipernatant daha sonra dikkatlice atilmistir.
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RNA Yikama

8. Pellete 1 mL %75 Etanol eklenmistir. Pelletin alt kismindan kalkmasini
saglanmak i¢in kisa vorteks yapilmuistir.

9. Ornekler 7,500 x g’de 5 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edilmistir. Siipernatant
atilmastir.

10. Tekrar pellete 1 mL %75 Etanol eklenip kisa vorteks yapilmustir.

11. 7,500 x g’de 5 dakika boyunca 4 °C'de santrifiij edilmistir. Stipernatant atilmistir.

12. Tiipler, kapaklar1 acgik olacak sekilde, alkol ucana kadar oda sicakliginda 5
dakika boyunca inkiibe edilmistir.

RNA Coziinmesi

13. Pellet 50 pL of niikkleaz igermeyen su (NFW) ile ¢oziilmiistiir ve ardindan tiipler
soguk bloga alinmistir. Pellet homojen bir sekilde ¢oziinmesini beklenmistir.
14. NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak

RNA konsantrasyon 6l¢iimii yapilmistir.

3.2.6. Niikleik Asit Miktar ve Kalite Olciimii

RNA saflig1 ve konsantrasyonu, NanoDrop 2000c spektrofotometre (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak asagidaki prosediire gore

Olgtilmiistiir:

1. Olgiim ekipmani, mikropipet ve bench, %75 Etanol ile sterilize edilmistir.

2. Cihaza bagh bilgisayarda bulunan NanoDrop 2000c spektrofotometre yazilimi
baslatilmigtir.

3. Ana meniiden Niikleik Asit secenegi se¢ilmistir. Bu siirecte, cithazin numune
yiiklenen kolunun kapali durumda oldugundan emin olunmustur. Rutin
verifikasyon baglatilmigtir.

4. Olgiilecek numunenin RNA tipi “Type” segeneginden belirlenerek, ng/uL
konsantrasyon birimi se¢ilmistir.

5. Bikromat normalizasyonunda 340 nm dalga boyu kullanilmistir. Baseline

koreksiyonu secenegi isaretlenmistir.
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6. "Add to report" kutusu isaretlenmistir.

7. Cihazi temizledikten sonra, alt kaide lizerine 1,5 pL NFW damlatilmigtir. Kaide
kolu kapatip kor ol¢timii (Blank) yapilmstir.

8. Olgiim sonucu belirlenen klasdre kaydedilmistir. Kor dl¢iimii isleminden sonra
kaideleri kuru ve tiiy birakmayan laboratuvar havlusuyla silerek ilk 6rnegin RNA
Ol¢limil i¢in hazirlanmistir.

9. Her bir 6rnek icin “Sample ID” belirlenmistir. Ornegin homojen ve iyi
karistirtlmis oldugunudan emin olunmustur. Alt kaide iizerine 1,5 uL numune
damlatip kaide kolu kapatilmigtir. Ardindan 6l¢ segenegi secilmistir. Sonug
¢iktiktan sonra, bir sonraki 6rnek eklenmeden 6nce hem {ist hem de alt kaideler
saf su ile temizlenerek Onceki numunelerdeki kalintilar uzaklastirilmaistir.
Yaklasik 30 dakika Sl¢iim siiresinden sonra bir kor 6l¢iimii yapilmistir.

10. Hipokampus orneklerinin RNA konsantrasyonu 1 pg ile 1 pg arasinda
degismektedir ve bu aralikta cDNA sentezi i¢in uygun olduklar1 gosterilmistir.

11. Orneklerimizde 260/280 oran1 genel olarak 2,0 veya daha yiiksek bulunmustur.
260/230 oranm1 ise genel olarak 1,8-2,2 aralifinda bulunmustur. Protein
kontaminasyonu tespit etmek i¢in 260/280 oran1 hesaplanmistir. Tuzlar, EDTA,
iyonik olmayan deterjanlar, proteinler ve fenol kontaminasyonu tespit etmek i¢in

260/230 oran1 hesaplanmustir.
3.2.7. cDNA Sentezi
cDNA sentezi, HiScript II 1st Strand cDNA Sentez Kiti (Vazyme, Cin)
kullanilarak firmanin 6nerdigi protokole gére yapilmistir. Her 6rnek i¢in toplam 1 pg

RNA kullanilmistir. Hipokampustan RNA izole edilen 6rnekler i¢in reaksiyon karigimi

Tablo 3.2’ye gore hazirlanmistir.
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Tablo 3.2 Hipokampustan RNA Izole Edilen Ornekler I¢in Karisum Miktarlar

Icindekiler Her bir ornek i¢in
2x RT Mix 10 uL
HiScript II Enzyme Mix 2 uL
Oligo-(dT)23 VN (50 pM) 1 uL
Random hexamers (50 ng/ul) 1 uL
Total RNA 4 uL
Niikleaz icermeyen su 2 uL
Son hacim 20 uL

Tim hazirlik iglemleri soguk blok tizerinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon
karisimi  hazirlandiktan sonra Ornekler, T100 Thermal Cycler PCR (Bio-Rad,
Kaliforniya, ABD) cihazina yerlestirilmistir ve Tablo 3.3.'te belirtilen programa gore
cihazda inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA oOrnekleri, seyreltme islemi

uygulanmadan -20°C'de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3 cDNA Sentezi I¢in PCR Programi

Sicakhk Siire
25°C 5 dk
50 °C 15 dk
85°C 2 dk
4 °C 0

3.2.8. qRT-PCR Teknigi ile mRNA Ekspresyonu

qRT-PCR analizi, Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) ve 2x ChamQ Universal
SYBR qPCR Master Mix (Vazyme, Cin) kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon
karigimi, cDNA eklenmeden Tablo 3.4’e gore hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 0.2
mL’lik PCR tiiplere dagitildiktan sonra iizerine NFW ile 5 kat seyreltilmis cDNA
eklenmistir. Hazirlanan ornekler Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazina
yerlestirilip Tablo 3.5’te bulunan programa gore ¢alisma baslatilmistir. Amplifikasyon
icin Tablo 3.6’da listelenen gen-spesifik primer ciftleri kullanilmistir. qRT-PCR
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deneylerinde kullanilan primer c¢iftleri, primer tasarlama yazilimlar1 ve cesitli

molekiiler veritabanlar1 kullanilarak tasarlanmistir.
Primerlerin biiyiikliigiinii dogrulamak icin, bolim 3.2.9.°da (Agaroz Jel

Elektroforezi) belirtildigi gibi elektroforez gerceklestirilmistir. Elektroforez sonucu

Sekil 3.4°te gosterilmistir.

Tablo 3.4 gRT-PCR Calismasi Icin Gerekli Malzemeler Ve Miktarlar

Icindekiler Her bir 6rnek i¢in
2 x ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10 uL
Forward and Reverse Primer Mix (10 pM) 0,8 uL
Niikleaz icermeyen su 6,2 uL

Oncelikle, her bir tiipe 17 pL reaksiyon karistmi dagitilmistir ve sonrasinda
reaksiyon karigimi tizerine 3 pL 1:5 oraninda seyreltilmis cDNA eklenerek toplamda
20 pL gPCR karisimi hazirlanmistir. Rotor-Gene Q cihazina Tablo 3.5’teki program
kurulmustur ve calisma baslatilmistir. Her bir 6rnek ¢ift calisilmistir. Housekeeping
gen olarak Gapdh kullanilmisitir. Real-time PCR ¢alismasi bitince Rotor-Gene Q
Series Software kullanilarak hem Quantification (Miktar 6l¢iimii) hem de Melting
Curve (Erime egrisi) analizi yapilmistir. Uygun esik deger tespiti yapildiktan sonra

orneklere iliskin Cycle Threshold (Ct) degerleri alinmistir.
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Tablo 3.5 gRT-PCR I¢in Kullanilan Program

Parametreler

Run
Ornek hacmi

Termal dongii profilleri Step

Siire

Sicaklik (°C)

Hold
Denaturation
30s 10's
95 95

37

Degerler

Two Steps with Melt
20 uL

Cycling
45 dongii

Annealing, Extension

Gapdh

30s

60

Bax, Bcl2, Casp3,
Tp53
30s

58

Melt

90 s (First step)
5 s (next steps)
Ramp from 65 °C to 95 °C



Tablo 3.6 Primerlerin Dizisi ve Cogaltilan Bolgenin Biiyiikliigii

Gen
Ad1

Gapdh

Bax

Bcel2

Casp3

Tp53

Gen ID

14433

12028

12043

12367

22059

Forward Primer

CTCTCTGCTCCTCCCTGTTC

TTTGCTACAGGGTTTCATCCA

CTGGGATGCCTTTGTGGAAC

CAGCACCTGGTTACTATTCCTG

CAACAGCTCCTGCATGGGGGGC

38

Reverse Primer

TACGGCCAAATCCGTTCACA

ATATTGCTGTCCAGTTCATCTCC

TCAAACAGAGGTCGCATGCT

TTCCTGTTAACGCGAGTGAG

AGGACAGGCACAAACACGAACC

Uriin Biiyiikliigii
(baz cifti)
105 be

147 bg
51 bg
130 bg

121 bg



3.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

1x TBE (Tris-Borate-EDTA) tamponu ve 2 g agaroz tozu kullanilarak %2’lik
agaroz jel hazirlanmaistir.

Jeli hazirlamak igin, 2 g agaroz tozu hassas terazide tartilmis ve behere
aktarilmistir. Uzerine 100 mL 1x TBE tamponu eklenerek karistirilmstir.

. Karigim, agaroz tamamen c¢oziilene kadar (yaklasik 4 dakika) ara sira
karistirilarak mikrodalga firinda 1sitilmigtr.

. Agaroz ¢ozeltisi yaklasik 60 °C’ye kadar soguduktan sonra, tarakli bir jel kalip
tepsisine dokiilmiistiir. Baloncuk olusumunu 6nlemek icin 6zen gosterilmistir.

. Jel, oda sicakliginda yaklasik 20-30 dakika boyunca katilasmaya birakilmaistir.

. Katilasma tamamlandiktan sonra, tarak nazik¢e cikarilmis ve jel, 1x TBE
tamponu iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.

. Ornekler, 6x DNA yiikleme boyasi ile karistirlmistir. 50 b¢ DNA Ladder ile
kuyucuklara yiiklenmistir.

. Ornekler 120 V’da kosturulmustur.

. 45 dakika sonra elektroforez sonlandirilmis ve UV goriintiileme cihazi
kullanilarak goriintiileme yapilmistir. Bantlarin biiytkliikleri Sekil 3.4’te

sunulmustur.

adder|147bp|51bp|130bp|121b

Sekil 3.4 Jel Goriintiisii
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3.2.10. Veri Degerlendirmesi

Orneklerin qPCR cihazindan elde edilmis Ct (cycle threshold) degerleri Excel
formatina tasinmistir. Normalizasyon i¢in kontrol grubunun Ct degerlerinin geometrik
ortalamasi alinarak elde edilen deger kalibrator olarak se¢ilmistir. Delta delta Ct (2~

AACH yontemi (Sekil 3.5) kullanilarak veriler analiz edilmistir.

2728 = A ((Cturger— Clrey) — (Kontrol Grubu Cturge: Ortalamast — Kontrol Grubu Ct,
Ortalamast))

Sekil 3.5 Delta-delta Ct (27**) Yontemi

3.2.11. istatistiksel Analizler

Veri analizi GraphPad Prism 9.1.0 (GraphPad Software, Kaliforniya, ABD)
yazilimi ile yapilmistir. Verilerin dagilimina histogram, q-q plot, and Shapiro-Wilk
testi ile bakilmistir. Ug noktalar (Outliers) varsa David C. Hoaglin ve Boris Iglewicz
(Hoaglin ve Iglewicz, 1987) calismasina esasen ¢alismadan cikarilmustir. Iki grup arasi
verilerin karsilagtirilmasinda bagimsiz t-testt ve Mann- Whitney U testleri
kullanilmistir. Ug ve daha gok gruptan olusan kiyaslamalarda ANOVA veya Kruskal-
Wallis testi kullanilmistir. Anlamli olma durumunda Tukey HSD veya Dunn’s ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmistir. Agirlig1 iizerindeki stres uygulamasi ve zaman
etkisini degerlendirmek icin iki yonlii tekrarli 6l¢limlii varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir.  Veriler aras1 iligki Pearson veya Spearman korelasyon ile
degerlendirilmistir. Ozet istatistik olarak birim say1s1 (n), yiizde (%), ortalama, ortanca,
IQR (interquartile range) ve standart sapma degerleri verilmistir. p<0,05 anlamlilik
diizeyi kabul edilmistir. Grafiklerin yapiminda GraphPad Prism 9.1.0 software
(GraphPad Software, Kaliforniya, ABD) yazilimlar kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Kontrol grubu (n=6), MS grubu (n=6) ve MSUS grubu (n=6) gebe BALB/c 1rki
fare kullanilarak deneye baslanmistir. Her bir gruptan 12 erkek ve 12 disi yavru olmak
tizere toplamda 24 yavru kullanilmistir. Anneler ¢calismaya dahil edilmemistir. Toplam
72 yavru fare mRNA ekspresyon ¢alismasi i¢in kullanilmistir. Her grubun yavrular
dogumdan sonra 5’ser giin ara ile 35 giin boyunca tartilarak kilo takibi verileri elde
edilmistir. Fareler PND35. giinde sakrifiye edilmistir. Strese maruz kalmig farelerde
gozlemlenen tily yapisindaki bozukluk ve kafa tasindaki kemiklesme gecikmesi gibi
fenotipik bulgular degerlendirilmistir.

4.1. Farelerdeki Fenotipik Bulgular

MS ve MSUS gruplarindaki yavrularin gelisim agisindan kontrol grubuna gore
daha geride oldugu gozlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla 6ngdriillmeyen anne
ayrilig1 stresine maruz kalan farelerde fenotipik farkliliklarla ilgili agagidaki gézlemler

yapilmistir.

Genel Tily Yapisi: Stres grubundaki farelerde, kontrol grubuna kiyasla tily

gelisiminde belirgin farkliliklar gdzlenmistir. Strese maruz kalan farelerde tiiy
yapisinin daha seyrek oldugu ve tiiy renginin kontrol grubundaki farelere (Sekil 4.1
A) kiyasla daha soluk oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.1 B).

Sekil 4.1 A) Kontrol grubu B) Stres grubu

Kafatas1 Kemik Yapisi: Fareler sakrifiye edildikten sonra, kontrol grubuna ait

farelerin kafataslar1 makasla kesildiginde sertlik gdsterdigi gozlenmistir. Bu durum,
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kemiklesmenin yeterli oldugunu diisiindiirmiistii. Ote yandan, MS ve MSUS
gruplarindaki farelerin kafataslarinin daha elastik oldugu ve tam kemiklesmedigi

gozlemlenmistir.

4.2. Kilo Takibi Bulgulari

Kontrol, MS ve MSUS grubundaki fareler ilk olarak PND1. giinde tartildiktan
sonra PNDS5, PNDI10, PNDI15, PND20, PND25, PND30 ve PND35. giinde
tartilmislardir. Fare yavrularinin agirligi iizerindeki stres uygulamasi ve zaman etkisini
degerlendirmek i¢in iki yonlii tekrarli 6l¢iimlii varyans analizi (Two-way Repeated
Measure ANOVA) kullanilmistir. Anlamli olma durumunda Tukey HSD coklu
karsilastirma testi kullanilmistir. Burada iki temel etken ve bir etkilesim etkisi s6z

konusudur:

1. Stres uygulamasi (grup) etkisi.
2. Zaman (PNDI1, PNDS5 ve devami) etkisi.

3. Grup x Zaman etkilesim etkisi (etkilesim etkisi).

Farelerde stres miidahalesinin (MS ve MSUS) agirlik iizerindeki etkisinin,
kontrol grubundaki farelerin (stres uygulamasi olmayanlar) agirligiyla ayni oldugu
hipotezi test edilmistir. Buna ek olarak, zamanin (stres maruz kalma zamani) etkisi
i¢in, tiim zaman seviyelerinin agirliginin ayni oldugu hipotezi test edilmistir. Ayrica,
bu modelde, bir faktoriin (stres uygulamasi) etkisinin, diger bir faktoriin (strese maruz
kalma zamani) etkisine bagli oldugu i¢in etkilesim terimi dahil edilmistir. “Full model”
uygulanmigstir. Deney tasarimi tekrarli 6lgtimler tizerine kurulu oldugu i¢in Kiiresellik
testi (Sphericity) varsayillmamistir ve Greenhouse-Geisser diizeltmesi (Greenhouse-
Geisser correction) uygulanmistir (Maxwell vd., 2017). Disi fare i¢in Epsilon (g)
degeri 0,2170, erkek fare i¢in ise 0,1818 olarak bulunmustur. Coklu karsilastirma i¢in
Tukey HSD testi kullanilmistir.
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4.2.1. Disi Farelerin Kilo Takibi Bulgular:

-e- Kontrol Digi -8 MS Disi MSUS Disi

259 #Kontrol vs. MS *Kontrol vs. MSUS +MS vs MSUS

204

Disi Yavru Viicut Agirh@i(g)
i

=)
N

T T T T T T T T
PND1 PND5 PNDIO PNDIS PND20 PND25 PND30 PND35
Dogum Sonrasi Giin (PND)

Sekil 4.2 Giinlere Gore Disi Yavrularin (N = 36) Gruplar Arasindaki Agirlik
Karsilastirmasi; Koyu Pembe Kontrol Disi Fareler, Orta Pembe MS
Disi Fareler ve A¢ik Pembe MSUS Digsi Fareleri Gostermektedir,
Anlamilik Sembolleri, Kontrol ile Karsilastirildiginda MSUS I¢in
Yildiz, MS I¢in Kare, MSUS ve MS Arasinda Farkliliklar ise Arti

Isareti Kullanilmistir

Yapilan tartimlar sonucunda, MSUS grubunda yer alan yavrularin MS grubu ve
kontrol grubu yavrulardan daha zayif olduklar1 tespit edilmistir (Sekil 4.2). Viicut
agirhigr lizerine yapilan iki yonlii tekrarli 6l¢iimler ANOVA analizinin sonuglarma
gore, strese maruz kalma zamaninin viicut agirligi tizerinde anlamli bir etkisi oldugu
belirlenmistir, F (1,519; 50,12) = 958,5, p < 0.0001, n2 = 81,49. Bu da viicut
agirhiginin strese maruz kalma stiresine bagl olarak degistigi anlamina gelmektedir.
Ayni sekilde, stres uygulamasinin da viicut agirligi iizerinde anlamli bir etkisi oldugu
bulunmustur, F (2, 33) = 25,73, p < 0.0001, n2 = 7,48. Yani, viicut agirliginin stres
uygulamasina bagli olarak degistigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, strese

maruz kalma zamani ile stres uygulamasi arasinda viicut agirligi tizerinde anlamli bir
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etkilesim oldugu bulunmustur, F (14, 231) = 20,16, p < 0,0001, n2 =3,43. Bu, stres
uygulamasinin viicut agirligi tizerindeki etkisinin her bir strese maruz kalma siiresi i¢in

farkli oldugunu gostermektedir.

Post hoc testi icin Tukey’s coklu karsilastirmalar uygulanmigtir. Sonuglar

Tablo. 4.1°de sunulmustur. Betimleyici istatistik Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Fareler, 5 giinliik olduklarinda MSUS disilerin kontrol disilerden ve MS
disilerden daha zayif olduklar fark edilmistir (p = 0,0076, p = 0,0055).

Fareler, 10. giine ulastiklarinda ise MSUS ve MS disilerin kontrol grubu
disilerinden daha zayif oldugu saptanmistir (p = 0,0006, p = 0,0393). Ayn1 zamanda,
MSUS disilerin de MS disilerinden daha zayif olduklart da 10. giiniin bulgular
arasindadir (p = 0.0018).

Farelerin 15 giinliikk olduklarinda hem MSUS disilerin hem de MS disilerin
kontrol disilerden daha zayif olduklar1 saptanmistir (p = 0,0002, p = 0,0321). Aym
zamanda, 5 ve 10 giinliik bulgulara benzer sekilde, MSUS disiler MS disilerden daha
zay1f olduklari tespit edilmistir (p <0,0001). Ozetle, 5 ve 10 giinliik bulgular: gibi,
MSUS grubu annelerin maruz kaldiklar1 6ngdriilmeyen stresin, MSUS disilerin MS
disilerinden daha zayif olmalarinin {i¢ilincii kez kanitidir. 15 gilinliikteki farkin 5 ve 10
giinliikle ayn1 olmasinin sebebi, maternal stres uygulamasinin PND1-PND14 arasinda
gerceklestirilmis olmasidir. Bu siirecteki strese maruz kalma zamaninin, agirlik

farklarina neden oldugu bir kanittir.

Fareler 20 giinliik olduklarinda, MSUS ve MS disilerin kontrol disilerden daha
zay1f oldugu saptanirken (p = 0,0002, p = 0,0238), MSUS disilerin de MS grubu
disilerinden daha zayif oldugu (p = 0,0081), ancak bir 6nceki tartim zamanindan

ortalama farkin ¢ok degismedigi saptanmaistir.

Fareler 25 giinliik olduklarinda, MSUS ve MS disilerin tipki 5, 10, 15, ve 20.
giinlerde oldugu gibi kontrol grubu disilerinden daha zayif olduklar1 goze
carpmaktadir (p <0,0001, p = 0,0045). Bu durum, kontrol grubu disilere kiyasla stres

grubundaki disilerin agirlik diistisiinii istikrarli sekilde stirdiirdiigiinii gostermektedir.
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Ayrica, MSUS disilerin MS disilerden daha zayif olmasina ragmen anlamlilik diizeyi
bir dnceki tartimdan daha diisiik oldugu saptanmistir (p = 0,0163).

Fareler 30 giinliik olduklarinda, MSUS ve MS disiler ile kontrol grubu disileri
kiyaslandiginda MSUS ve MS disilerin kontrol grubu disilerinden daha zayif olduklari
saptanmistir (p<0,0001, p = 0,0014). Bunula birlikte, MSUS disilerin tipk1 25 giinlerde
oldugu gibi MS disilerden daha zay1f olduklar1 saptanmistir (»p = 0,0262).

MSUS ve MS disi farelerinin 35. giinde, tipki diger giinlerde oldugu gibi
kontrol grubu disilerinden daha zayif olduklart durumu siirdiirdiikleri goriilmektedir
(»<0,0001, p<0,0001). Ayrica, MSUS disiler ile MS grubu disileri ile kiyaslandiginda
MSUS disilerin MS disilerinden daha zayif olduklar1 saptanmistir (p = 0,0462).

Tablo 4.1 Farkli Zaman Noktalarinda Disi Fare Gruplar: Arasindaki

Kilo Farklarimin Coklu Karsilastirma Analiz Sonuglarinin

Ozeti
Ortalama %95.00
Farka Giiven Karsilastir
Zaman Gruplar p-degeri
(Mean Arahg ma
difference) (ChH
Kontrol 0,15 -0,13, 0,43 0,3632 -
Disi vs MS
Disi
Kontrol 0,25 -0,03, 0,52 0,0809 -
PND1 o
Disi vs
MSUS Disi
MS Disi vs 0,09 -0,02, 0,21 0,1244 -
MSUS Disi
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Tablo 4.1

PNDS

PND10

PND15

PND20

(devam)
Kontrol
Disi vs MS
Disi
Kontrol
Disi vs
MSUS Disi
MS Disi vs
MSUS Disi
Kontrol
Disi vs MS
Disi
Kontrol
Disi vs
MSUS Disi
MS Disi vs
MSUS Disi
Kontrol
Disi vs MS
Disi
Kontrol
Disi vs
MSUS Disi
MS Disi vs
MSUS Disi
Kontrol
Disi vs MS
Disi
Kontrol
Disi vs
MSUS Disi
MS Disi vs
MSUS Disi

0,46

0,87

0,41

1,19

2,09

0,90

1,47

2,83

1,37

1,93

3,36

1,43
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-0,19, 1,10

0,24, 1,49

0,12, 0,70

0,06, 2,33

0,99, 3,20

0,34, 1,47

0,12,2,82

1,50, 4,16

0,72, 2,02

0,24, 3,62

1,73, 4,98

0,35, 2,50

0,1879

0,0076 (**)

0,0055 (**)

0,0393 (*)

0,0006

(***)

0,0018 (**)

0,0321 (%)

0,0002

(***)

<0,0001

(****)

0,0238 (*)

0,0002
)

0,0081 (**)

Kontrol
Disi >
MSUS Disi
MS Disi >
MSUS Disi
Kontrol
Disi > MS
Disi
Kontrol
Disi >
MSUS Disi
MS Disi >
MSUS Disi
Kontrol
Disi > MS
Disi
Kontrol
Disi >
MSUS Disi
MS Disi >
MSUS Disi
Kontrol
Disi > MS
Disi
Kontrol
Disi >
MSUS Disi
MS Disi >
MSUS Disi



Tablo 4.1 (devam)

Kontrol 2,91 0,87,4,94  0,0045 (**) Kontrol
Disi vs MS Disi > MS
Disi Disi

PND25 Kontrol 5,17 3,41, 6,94 <0,0001 Kontrol
Disi vs (FHEE) Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
MS Disi vs 2,27 0,39,4,14  0,0163 (*) MS Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
Kontrol 3,85 1,50, 6,21  0,0014 (**) Kontrol
Disi vs MS Disi > MS
Disi Disi

N Kontrol 6,69 4,49, 8,90 <0,0001 Kontrol
Disi vs (FHEH) Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
MS Disi vs 2,84 0,31,5,37 0,0262 (*) MS Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
Kontrol 4,26 2,32,6,21 <0,0001 Kontrol
Disi vs MS (FHE*) Disi > MS
Disi Disi

PND35 Kontrol 7,08 4,47, 9,69 <0,0001 Kontrol
Disi vs (HAE) Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
MS Disi vs 2,82 0,04,5,59 0,0462 (*) MS Disi >
MSUS Disi MSUS Disi
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Tablo 4.2 Disi Fare Grubun Betimleyici Istatistik Detaylari
Zaman Grup Ortalama Minimum Maksimum Standart Sapma N
PND1 Kontrol 1,85 1,61 2,58 0,35 12
MS 1,70 1,49 1,91 0,14 12
MSUS 1,61 1,51 1,72 0,07 12
PND5 Kontrol 3,45 2,72 4,86 0,79 12
MS 3,00 2,68 3,62 0,34 12
MSUS 2,58 2,32 2,94 0,21 12
PND10 Kontrol 5,82 4,50 8,71 1,38 12
MS 4,62 3,61 5,69 0,63 12
MSUS 3,72 2,57 4,17 0,45 12
PND15 Kontrol 7,21 5,86 10,90 1,66 12
MS 5,74 4,64 6,65 0,68 12
MSUS 4,38 3,52 5,26 0,58 12
PND20 Kontrol 8,67 6,79 13,14 1,98 12
MS 6,75 5,04 8,63 1,15 12
MSUS 5,32 3,90 6,64 0,92 12
PND25 Kontrol 12,36 10,24 16,50 1,89 12
MS 9,45 6,47 13,16 2,07 12
MSUS 7,19 4,32 9,34 1,52 12
PND30 Kontrol 17,22 14,84 20,67 1,93 12
MS 13,37 9,54 18,68 2,59 12
MSUS 10,53 6,53 14,02 2,34 12
PND35 Kontrol 20,00 17,96 23,14 1,60 12
MS 15,74 12,42 19,41 2,13 12
MSUS 12,92 8,16 17,96 3,13 12
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4.2.2. Erkek Farelerin Kilo Takibi Bulgular

-e- Kontrol Erkek - MS Erkek MSUS Erkek
hkkk
25+ .
#Kontrol vs. MS  *Kontrol vs. MSUS +MS vs MSUS i

20+
@ i
S ]
T 154
f=)]
< 1
=1
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=1
> 1
3
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o
> 104
4
9]
=
|

T T T T T T T T
PND1 PND5 PND10 PND15 PND20 PND25 PND30 PND35
Dogum Sonrasi Guin (PND)

Sekil 4.3 Giinlere Gore Erkek Yavrularin (N = 36) Gruplar Arasindaki Agirlik
Karsilastirmasi; Koyu Mavi Kontrol Erkek Fareler, Orta Mavi MS
Erkek Fareler ve Acik Mavi MSUS Erkek Fareleri Gostermektedir,
Anlamlilik Sembolleri, Kontroli ile Karsilastirildiginda MSUS Icin
Yildiz, MS I¢in Kare, MSUS Ve MS Arasinda Farkliliklar Ise Art:

Isareti Kullanilmistir

Yapilan tartimlar sonucunda, MSUS grubunda yer alan yavrularin MS grubu
ve kontrol grubu yavrulardan daha zayif olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.3). Viicut
agirhigi iizerine yapilan iki yonli tekrarli dlglimler ANOVA analizinin sonuglarina
gore, strese maruz kalma zamaninin viicut agirligi iizerinde anlamli bir etkisi oldugu
belirlenmistir, F (1,273, 41,99) = 1129, p <0,0001, 2 = 85,52. Bu da viicut agirliginin
strese maruz kalma stiresine bagli olarak degistigi anlamina gelmektedir. Ayn1 sekilde,
stres uygulamasinin da viicut agirligi tizerinde anlamli bir etkisi oldugu bulunmustur,
F (2, 33) = 27,96, p < 0.0001, n2 = 5,45. Yani, viicut agirliginin stres uygulamasina

PR

bagl olarak degistigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, strese maruz kalma
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zamani ile stres uygulamasi arasinda viicut agirligi iizerinde anlamli bir etkilesim
oldugu bulunmustur, F (14, 231) = 21,84, p < 0,0001, n2 =3,31. Bu, stres
uygulamasinin viicut agirligi tizerindeki etkisinin her bir strese maruz kalma stiresi igin

farkli oldugunu géstermektedir.

Post hoc testi i¢in Tukey’s coklu karsilastirmalar uygulanmistir. Sonuglar

Tablo. 4.3’te sunulmustur. Betimleyici istatistik Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Fareler, 5 giinliik olduklarinda MSUS erkeklerin kontrol erkeklerden ve MS
erkeklerden daha zayif olduklar fark edilmistir (p = 0,0016, p = 0,0051).

Fareler, 10. giine ulastiklarinda ise MSUS ve MS erkeklerin kontrol grubu
erkeklerinden daha zayif oldugu saptanmstir (p = 0,0001, p = 0,0080). Ayn1 zamanda,
MSUS erkeklerin de MS erkeklerinden daha zayif olduklar1 da 10. giiniin bulgular
arasindadir (p = 0,0050).

Farelerin 15 giinliik olduklarinda hem MSUS erkeklerin hem de MS erkeklerin
kontrol erkeklerden daha zayif olduklar1 saptanmistir (p <0,0001, p = 0,0005). Ayn1
zamanda, 5 ve 10 giinliik bulgulara benzer sekilde, MSUS erkekler MS erkeklerden
daha zayif olduklar tespit edilmistir (p = 0,0028). Ozetle, 5 ve 10 giinliik bulgular:
gibi, MSUS grubu annelerin maruz kaldiklar1 6ngoriilmeyen stresin, MSUS erkeklerin
MS erkeklerinden daha zayif olmalarinin tiglincii kez kanitidir. 15 giinliikteki farkin 5
ve 10 giinliikle ayn1 olmasinin sebebi, maternal stres uygulamasinin PND1-PND14
arasinda gergeklestirilmis olmasidir. Bu siirecteki strese maruz kalma zamaninin,

agirlik farklarma neden oldugu bir kanittr.

Fareler 20. giine ulastiklarinda ise MSUS ve MS erkeklerin agirliklarindaki
diisiisiin devam ettigi ve kontrol erkeklerden daha zayif olduklari saptanmistir (p
<0,0001, p = 0,0013). Fakat MSUS erkekler ile MS grubu erkekleri arasinda

istatistiksel bir farklilik bulunmamaistir.

Fareler 25 giinliik olduklarinda, MSUS ve MS erkeklerin tipki 5, 10, 15, ve 20.
giinlerde oldugu gibi kontrol grubu erkeklerinden daha zayif olduklar1 goéze
carpmaktadir (p <0,0001, p = 0,0026). Bu durum, kontrol grubu erkeklere kiyasla stres
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grubundaki  erkeklerin agirlik  disisiinu  istikrarli  sekilde  silirdiirdiigiini
gostermektedir. Ayrica, MSUS erkekler MS erkeklerden anlamli olarak daha zayif

oldugu tespit edilmistir (p = 0,0483).

Fareler 30 giinlik olduklarinda, MSUS ve MS erkekler ile kontrol grubu
erkekleri kiyaslandiginda MSUS ve MS erkeklerin kontrol grubu erkeklerinden daha
zayif olduklar saptanmistir (p<0,0001, p = 0,0011). Bunula birlikte, MSUS erkeklerin
tipk1 20. giinde oldugu gibi MS erkeklerden daha zayif oldugu, ancak aralarinda

anlamlilik saptanmamustir.

MSUS ve MS erkek farelerinin 35. giinde, tipki diger giinlerde oldugu gibi
kontrol grubu erkeklerinden daha zayif olduklar1 durumu siirdiirdiikleri goriilmektedir
(p <0,0001, p = 0,0007). Ayrica, MSUS erkekler ile MS grubu erkekleri ile
kiyaslandiginda MSUS erkeklerin MS erkeklerinden daha zayif olduklar1 saptanmistir
(p =0,0369).

Tablo 4.3 Farkli Zaman Noktalarinda Erkek Fare Gruplari Arasindaki

Kilo Farklarimin Coklu Karsilastirma Analiz Sonuclarinin

Ozeti
Ortalama %95.00
Farka Giiven Karsilastir
Zaman Gruplar p-degeri
(Mean Arahgi ma
difference) (ChH
Kontrol 0,03 -0,09, 0,15 0,7995 -
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol 0,04 -0,05,0,12 0,5127 -
Erkek vs
PND1
MSUS
Erkek
MS Erkek 0,01 -0,11, 0,12 0,9865 -
vs MSUS
Erkek
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Tablo 4.3

PNDS

PND10

PND15

(devam)
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek
MS Erkek
vs MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek

MS Erkek
vs MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek

MS Erkek
vs MSUS
Erkek

0,31

0,73

0,42

1,01

1,60

0,59

1,26

2,20

0,94

52

-0,15,0,78

0,29, 1,16

0,12,0,71

0,26, 1,77

0,90, 2,30

0,18, 0,99

0,56, 1,97

1,52,2,88

0,32, 1,56

0,2314

0,0016

0,0051

0,008

0,0001

0,005

0,0005

<0,0001

0,0028

Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek
MS Erkek
> MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek
MS Erkek
>MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek
MS Erkek
> MSUS
Erkek



Tablo 4.3

PND20

PND25

PND30

(devam)
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek
MS Erkek
vs MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek

MS Erkek
vs MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek

MS Erkek
vs MSUS
Erkek

1,65

2,51

0,86

2,64

4,33

1,69

4,12

6,44

2,32

0,64,2,66  0,0013
1,62,3,40  <0,0001
0,06,1,78  0,0701
091,436  0,0026
2,90,5,76  <0,0001
0,01,3,37  0,0483
1,65,6,59  0,0011
441,847  <0,0001
0,06,4,69  0,0571
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Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek

Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek
MS Erkek
>MSUS
Erkek
Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek



Tablo 4.3

PND35

(devam)
Kontrol
Erkek vs
MS Erkek
Kontrol
Erkek vs
MSUS
Erkek
MS Erkek
vs MSUS
Erkek

4,32

7,07

2,75
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1,84, 6,80

4,72 ,9,43

0,15,5,36

0,0007 Kontrol
Erkek >
MS Erkek
Kontrol
Erkek >
MSUS
Erkek
MS Erkek
>MSUS

Erkek

<0,0001

0,0369



Tablo 4.4 Erkek Fare Grubun Betimleyici Istatistik Detaylari

Zaman Grup Ortalama Minimum Maksimum StandartSapma N

PND1 Kontrol 1,73 1,61 1,85 0,10 12
MS 1,70 1,49 1,91 0,14 12
MSUS 1,69 1,61 1,81 0,07 12
PND5 Kontrol 3,31 2,72 3,98 0,54 12
MS 3,00 2,68 3,62 0,34 12
MSUS 2,58 2,32 2,94 0,22 12
PND10 Kontrol 5,58 4,12 6,76 0,89 12
MS 4,56 3,81 5,37 0,49 12
MSUS 3,98 3,50 4,24 0,22 12
PND15 Kontrol 6,85 5,75 7,82 0,73 12
MS 5,59 4,65 6,34 0,63 12
MSUS 4,64 3,62 5,29 0,58 12
PND20 Kontrol 8,04 6,49 9,33 0,96 12
MS 6,39 4,73 7,86 1,01 12
MSUS 5,54 4,27 6,51 0,76 12
PND25 Kontrol 11,79 8,97 13,36 1,45 12
MS 9,15 6,20 11,66 1,87 12
MSUS 7,46 5,93 10,22 1,33 12
Kontrol 17,54 13,94 20,66 2,10 12
MS 13,42 9,31 17,61 2,67 12
MSUS 11,11 8,88 14,52 1,85 12
PND35 Kontrol 21,04 17,36 23,49 2,15 12
MS 16,72 12,17 20,20 2,65 12
MSUS 13,97 10,78 18,61 2,43 12

4.3. mRNA Ekspresyon Analizi Bulgular:
Disi (n=36) ve erkek (n=36) fareler arasinda Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3

genlerinin mRNA ekspresyonlarina bagimsiz t-testi veya Mann-Whitney U testi

uygulanmig, ancak anlamlilik saptanmamistir. Bu nedenle, mRNA ekspresyon
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analizleri i¢in yapilan Kruskal-Wallis veya tek yonlii ANOVA testleri cinsiyet ayrimi
yapilmaksizin gerceklestirilmistir. mRNA ekspresyon degerleri, housekeeping geni
olan Gapdh geni kullanilarak normalize edilmistir. Fareler, kontrol grubu, MS grubu
ve MSUS grubu olmak {izere {i¢ gruba ayrilmistir. Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3 genlerinin
mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri bu gruplarin kendi aralarinda ve strese maruz
kalmayan kontrol grubu ile Kruskal-Wallis veya tek yonlii ANOVA testi kullanilarak
kiyaslanmistir. Kruskal-Wallis testinin null hipotezi olarak, gruplarin sira
numaralarinin ortalamalar1 ayni oldugu varsayilmistir. Alternatif hipotez olarak
gruplarin sira numaralarinin ortalamalar1 farkli oldugu varsayilmistir. Tek yonlii
ANOVA testinin null hipotezi olarak gruplarin ortalamalari ayni oldugu varsayilmaistir.

Alternatif hipotez olarak gruplarin ortalamalar1 farkli oldugu varsayilmastir.

Bax mRNA ekspresyon sonuglart Sekil 4.4’te ve Tablo 4.5°te verilmistir.
Verilerin normal dagilimina uymadig1 normallik testi ile belirlenmistir. Bax, Bcl2 ve
Casp3 mRNA ekspresyon analizi i¢in Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Sira
numaralarinin toplamlar1 (rank totals) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur: 45,06 (Kontrol), 30,44 (MS) ve 34,00 (MSUS); H (2,n=72)= 6,38, p
= 0,0413. Post hoc testi olarak Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Analiz
sonucuna gore, MS grubun sira numaralarinin ortalamalar1 kontrol grubuna kiyasla
anlaml fark bulunmugstur (p = 0,0464). Diger farklar istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 saptanmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamis olmasina ragmen,
kontrol grubuna kiyasla MSUS grubun Bax ekspresyon seviyesinin azaldigi dikkat
¢ekmektedir.
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Bax mRNA Ekspresyonu (2*-AACt)

T T T
Kontrol MS MSUS

Sekil 4.4 Gruplar Arasi Bax Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi; Median ve Ceyrek

Yiizdelikler Gésterilmistir

Tablo 4.5 Gruplar Arasi Bax Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik

Detaylart
Sira

Grup Fare Sayis1 Ortanca (IQR) Numaralartnin

Ortalamasi+
Standart Sapma

Kontrol 24 1,20 (0,74) 45,06 + 0,46
MS 24 0,45 (1,08) 30,44 + 0,77
MSUS 24 0,65 (1,43) 34,00 + 0,79

Bcl2 mRNA ekspresyon sonuglart Sekil 4.5’te ve Tablo 4.6°da verilmistir.
Verilerin normal dagilimma uymadigi normallik testi ile belirlenmistir. mRNA
ekspresyon analizi i¢in Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Sira numaralarinin toplamlari
(rank totals) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur: 22,65

(Kontrol), 45,44 (MS) ve 41,42 (MSUS); H (2, n = 72) = 16,22, p = 0,0003. Post hoc
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testi olarak Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Analiz sonucuna gore hem
MS grubun hem de MSUS grubun sira numaralarinin ortalamalar1 kontrol grubuna
kiyasla anlamli fark bulunmustur (p = 0,0005, p = 0,0057). Kontrol grubuna kiyasla
hem MS hem de MSUS gruplarinda Bc/2 mRNA ekspresyon seviyelerinin arttig1 tespit
edilmistir. MS ve MSUS grubun arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 saptanmustir.

* %k

Bcl2 mRNA Ekspresyonu (2-AACt)

Kontrol MS MSUS

Sekil 4.5 Gruplar Arasi Bcl2 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi; Median ve Ceyrek

Yiizdelikler Gésterilmistir

Tablo 4.6 Gruplar Aras: Bcl2 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik

Detaylar
Sira

Grup Fare Sayis1 Ortanca (IQR) Numaralartmn

Ortalamasi +
Standart Sapma

Kontrol 24 1,11 (0,85) 22,65 +£0,49

MS 24 3,26 (9,35) 45,44 + 6,86

MSUS 24 2,92 (7,79) 41,42 + 4,64
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Casp3 mRNA ekspresyon sonuglart Sekil 4.6’da ve Tablo 4.7°de verilmistir.
Verilerin normal dagilimina uymadigi normallik testi ile belirlenmistir. mRNA
ekspresyon analizi i¢in Kruskal-Wallis testi yapilmistir. Sira numaralarinin toplamlari
(rank totals) arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir: 39,67
(Kontrol), 30,04 (MS) ve 39,79 (MSUS); H (2, n = 72) = 3,429, p = 0,18. Istatistiksel
anlamlilik saptanamamis olmasina ragmen, kontrol grubuna kiyasla, MS grubunda
Casp3 mRNA ekspresyon seviyesinin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, kontrol grubu
ile MSUS grubu kiyaslandiginda, MSUS grubunun sira numaralarinin ortalamalari

kontrol grubununkine hemen hemen ayni1 seviyede oldugu gézlemlenmistir.

Casp3 mRNA Ekspresyonu (2*-AACt)

Kontrol NiS MS|US
Sekil 4.6 Gruplar Arasi Casp3 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi;, Median ve
Ceyrek Yiizdelikler Gésterilmistir
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Tablo 4.7 Gruplar Arasi Casp3 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik

Detaylar
Sira
Grup Fare Sayis1 Ortanca (IQR) Numarafarunin
Ortalamasi +
Standart Sapma
Kontrol 24 1,06 (0,85) 39,67 £0,52
MS 24 0,55 (2,06) 30,04 £1,07
MSUS 24 1,06 (2,1) 39,79+ 14

Tp53 mRNA ekspresyon sonuglart Sekil 4.7°de ve Tablo 4.8°de verilmistir.
Verilerin normal dagilimmma uydugu normallik testi ile belirlenmistir. mRNA
ekspresyon analizi i¢in tek yonliit ANOVA testi yapilmistir. gruplar arasinda anlamli
bir fark saptanamistir (F(2, 69) = 3,081 , p = 0,0523). Ana etki anlaml1 olmasa bile,
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analiz, kontrol grubu
(M=1,028, SD =0,2272) ile MSUS grubu (M = 1,449, SD = 0,7030) arasinda anlaml1
bir fark oldugunu gostermistir (p = 0,0413). Genel ANOVA anlamli olmadiginda bile,
coklu karsilastirma testinden 'anlamli' bir sonug elde etmek miimkiindiir. Genel tek
yonlit ANOVA, tiim gruplarin (kontrol, MS ve MSUS) ayn1 ortalama degerlere sahip
oldugu Ho’in1 test eder, bu nedenle gozlemledigimiz herhangi bir farkin rastgele
orneklemeye bagli oldugu varsayilir. Post-test, belirli iki grubun ayni ortalama
degerlere sahip oldugu Ho i test eder. Post-testler daha odaklidir, bu nedenle genel
ANOVA anlaml bir etki gostermediginde bile belirli gruplar arasindaki farklari bulma
giicline sahiptirler (Motulsky, b.t.).
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Tp53 mRNA Ekspresyonu (2*-AACt)

Kontrol MS MSUS

Sekil 4.7 Gruplar Arasi Tp53 Geni Ekspresyon Kiyaslanmasi; Median ve Ceyrek

Yiizdelikler Gésterilmistir

Tablo 4.8 Gruplar Arasi Tp53 Geni Ekspresyonunun Betimleyici Istatistik

Detaylar
Minimum-Maksimum (Ortalama +
Grup Fare Sayisi
Standart Sapma)
Kontrol 24 0,5027- 1,442 (1,028+0,2272)
MS 24 0,000-2,408 (1,267+0,7032)
MSUS 24 0,4346-3,199 (1,449+0,7030)

Kontrol, MS ve MSUS grubu aralarinda Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3 mRNA
ekspresyon degerleri karsilastirllmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Bax
ekspresyon seviyelerinde stres gruplarinda azalma gozlemlenmistir. Bel2 ve Tp53
ekspresyon seviyeleri ise stres gruplarinda artmistir. Casp3 ekspresyon seviyeleri ise

MS grubunda azalirken, MSUS grubunda benzer diizeylerde kalmistir (Sekil 4.8).
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Kontrol
80
60
MS
40
20
MSUS
0

Bax Bel2 Casp3 1p53

Sekil 4.8 Heatmap: Kontrol (N=24), Ms (N=24) Ve Msus (N=24) Gruplar: Arasinda
mRNA Ekspresyonu

4.4. Ekspresyon Korelasyon Bulgular
Genler aras1 ekspresyon Spearman korelasyon testi bulgular1 Sekil 4.9, 4.10,

4.11, 4.12, 4.13 ve Sekil 4.14’te verilmistir. Korelasyon giicii Tablo 4.9’a gore

yorumlanmustir.

62



Tablo 4.9 RS Degerine Gére Spearman Korelasyonun Giiciiniin Yorumlanmasi

(Graphpad Prism)
Spearman p (rs) Yorumlama
1,0 Tam korelasyon
0 vel arasi Iki degisken birlikte artma veya azalma egilimindedir
0,0 Iki degisken hicbir sekilde birlikte degismez
-1 ve 0 aras1 Bir degisken artarken digeri azalir
-1,0 Tam negatif veya ters korelasyon

Spearman'in sira korelasyonu, hipokampus Bax ve Bcl2 ekspresyonu
arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaciyla hesaplanmisti. Bax ve Bcl2
ekspresyonlari arasinda korelasyon olmadigi saptanmistir (r = -0,1664, p = 0,1624)
(Sekil 4.9).

Spearman r = -0.1664
p=0.1624

25
20_ .

15+

Bel?

104

. . LA .
IRP T TR L
T I I

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Bax

Sekil 4.9 Hipokampusta Bax ve Bcl2 mRNA Ekspresyonlart Arasinda Korelasyon

Hipokampusta Bax ve Casp3 mRNA ekspresyonlari arasinda anlaml
korelasyon saptanmistir (r=0,6201, p<0,0001). Bu durum, Bax ekspresyonundaki artig
ile Casp3 ekspresyonunun da arttigina isaret etmektedir (Sekil 4.10).
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Spearman r = 0.6201

p <0.0001, #Hk
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Sekil 4.10 Hipokampusta Bax ve Casp3 mRNA Ekspresyonlari Arasinda Korelasyon

Casp3 ve Bcl2 ekspresyonlari arasinda korelasyon olmadigi saptanmistir (r =

-0,001, p = 0,9936) (Sekil 4.11).

Spearman r = -0.0010

P =0.9936
5_
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e 34 . 2
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Sekil 4.11 Hipokampusta Bcl2 ve Casp3 mRNA Ekspresyonlart Arasinda Korelasyon

Hipokampusta Bax ve 7p53 mRNA ekspresyonlar1 arasinda anlamh
korelasyon saptanmistir (r=0,5173, p<0,0001). Bu durum, Bax ekspresyonundaki artig
ile Tp53 ekspresyonunun da arttiina isaret etmektedir (Sekil 4.12),

64



Spearman r = 0.5173
p —<0.0001, *#x*
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Sekil 4.12 Hipokampusta Bax ve Tp53 mRNA Ekspresyonlart Arasinda Korelasyon

Tp53 ve Bcl2 ekspresyonlart arasinda korelasyon olmadigi saptanmaistir (r = -

0,0162, p = 0,8924) (Sekil 4.13).

Spearmanr = 0.0162
p=10.8924
4
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Sekil 4.13 Hipokampusta Bcl2 ve Tp53 mRNA Ekspresyonlar: Arasinda Korelasyon

Hipokampusta Casp3 ve Tp53 mRNA ekspresyonlar1 arasinda anlaml
korelasyon saptanmistir (r=0,3907, p=0,0007). Bu durum, Casp3 ekspresyonundaki
artis ile 7p53 ekspresyonunun da arttigina isaret etmektedir (Sekil 4.14).
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Spearman r = 0.3907

A p =0.0007, ***
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Sekil 4.14. Hipokampusta Casp3 ve Tp53 mRNA Ekspresyonlari Arasinda Korelasyon
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5. TARTISMA

Insanlarin giivenlikleri ve yasamlar1 igin tehdit olusturarak kitlesel goclere
neden olan savaglar sonucunda insanlar, baska tilkelere sigiarak siginmaci konumuna
diisebilirler. Bu ve bunun gibi (depremler vb.) travmatik olaylar sonucu ortaya
cikabilen erken donem anne-yavru ayriligi, hem anne hem de yavru iizerinde uzun
siireli ve derin etkiler birakabilir (Mohler ve Resch, 2019; Pesonen ve Réikkonen,
2012) . Bu tiir travmatik olaylar, annelerde ve ¢ocuklarda yogun stres, kaygi bozuklugu
ve depresyon gibi psikolojik sorunlara yol agabilir. Maternal stres olarak adlandirilan
bu durum, annenin yavrusuyla olan iliskisini ve yavrunun gelisimini olumsuz
etkileyebilir. Maternal stresle ilgili yapilan bilimsel calismalar; toplumsal agidan
farkindalik yaratmak, anne ve bebek sagligini korumak i¢in psikolojik destek ve tedavi
programlarinin gelistirilmesi, travma sonrasi toplumlarin iyilesme siirecine katkida
saglamak ve saglikli nesiller yetistirmek i¢in anne ve bebek sagliginin korunmasina
yonelik politikalarin olusturulmasina katki saglamaktadir. Bu ¢aligsmaya iliskin baslica
amacimiz, erken donemde maruz kalinan kronik stres sonucunda, 6grenme siirecinde
yeni bilgilerin igslenmesi ve depolanmasi, duygusal deneyimlerin hafizaya kodlanmasi
ve stres tepkisi gibi siireglerde rol oynayan, beyinin yeni ndronlar liretebilen kismi1 olan
hipokampus boélgesindeki programli hiicre 6limii olarak da bilinen 'apoptozis'
mekanizmasini, bu mekanizmanin 6nemli genlerinden Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3
genlerinin mRNA ifade diizeylerini 6l¢erek aragtirmaktir. Erken donem maternal stres
s6z konusu oldugunda, bu stres sonucunda Kkisilerin ndrodejeneratif hastaliklar,
epilepsi depresyon ve anksiyete gibi 6nemli ruh sagligi bozukluklarina yatkinliklarinin
olabilmesi ihtimali goz Oniine alindiginda hipokampusta apoptozisi arastirmak, bu

yatkinliklarin 6niline gegmek anlaminda yeni ¢6ziimler bulma potansiyeli tagimaktadir.

Yasamin erken safhalarinda (PND1-PND14), 6ngoriilemeyen anne ayriligina
maruz kalan MS grubu ile birlikte, 6ngoriilemeyen anne ayriligina ek olarak anneleri
ongoriilmeyen strese (fiziksel kisitlama stresi ve zorunlu ylizme testi) maruz birakilan
MSUS grubu ve kontrol grubu farelerin hipokampus 6rneklerinde Bax, Bcl2, Tp53 ve
Casp3 mRNA ekspresyon diizeyleri arastirilmistir; Bu ¢alisma, her bes giinde bir 35
giin boyunca yapilan agirlik tartimlariyla desteklenmistir. Ek olarak, farelerin fenotipik

degisiklikleri de yorumlanmustir.
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Bu c¢alismada, kullanilan maternal stresli fare modelinin etkinligini
degerlendirmek amaciyla {i¢ farkli gruptaki farelerin agirliklar1 detayli bir sekilde
karsilastirilmistir (Sekil 4.2, 4.3). Yavrularin viicut agirliklart PND1’den baglayarak
PND35'e kadar her bes giinde bir olmak {izere hassas terazi ile tartilmistir. Bu sayede,
yavrularin agirliklari, PND1'den PND14'e kadar siiren tiim maternal stres prosediirii
boyunca ve stres prosediiriinden sonra Gtenazi yapilan giine kadar (PND15-PND35)

izlenmistir.

Calismanin  erken asamalarinda (PNDI1-PND16), yavrular beslenme
ihtiyaclarin1 yalmzca anne siitiiyle karsiliyordu. Ilk 16 giinde yavrular, beslenme
acisindan tamamen anne siitiine bagimhidir (Koénig ve Markl, 1987). Kemirgen
yavrulari ilk dogduklarinda gérme, isitme veya viicut 1sisin1 diizenleme yeteneklerine
sahip degillerdir ve motor koordinasyonlar1 kisithidir (Yilmaz vd., 2023). Bu da dogal
olarak annenin bakimina olan bagimliliklarin1 gostermektedir. PND16°dan itibaren,
dislerin ¢ikmasiyla birlikte yavrular kendi kendilerine yemek yeme davranisinm
gelistirmeye baslamaktadir (Londei vd., 1988; Yilmaz vd., 2023). Bu siire¢ genellikle
PND17 ile PND22 arasindaki siitten kesme doneminde gerceklesmektedir (Konig ve
Markl, 1987).

Dogum sonrast erken yasam donemi, laktasyon donemi olarak
tanimlanabilmektedir. Genel olarak, laboratuvar kosullarda laktasyon ii¢ doneme
ayrilmaktadir: erken, orta ve ge¢. Erken donemi dogumdan PND6’ya kadar devam
ederken, en yiiksek maksimum siit {iretimi donemi olarak kabul edilen orta donem
PND7’den PND14’e kadar stirmektedir; ge¢ donem, PND15’ten baslayarak siit arzinin
azaldig1 laktasyon donemin sonuna kadar siirmektedir (Yilmaz vd., 2023). Laktasyon
doneminin erken ve orta donemi denk gelen donemde (PND1-PND14) uyguladigimiz
ongoriilmeyen anne ayrilig1 stresinin, agirlik takibi bulgularimizla desteklendigi ve
hem erkek hem de disi farelerin kilo almasma olumsuz yo6nde etkiledigini

diistinmekteyiz.

Kontrol grubuna kiyasla hem MS grubu hem de MSUS grubu yavrularin daha
zay1f olduklar tespit edilmistir. Hem MS grubu hem de MSUS grubu yavru fareler

laktasyon donemi boyunca her giin 3 saat annesinden ayri1 kalmistir. Beslenme
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acisindan anne siitline bagimli olduklart bu déonemde maruz kalinan anne ayrilig
stresine ek olarak bu yavrular anne siitiinden de mahrum kaldiklar1 i¢cin MS ve MSUS

grubu yavru fareler kontrol grubu farelerden daha zayif olduklarini diigiinmekteyiz.

Anne siitii miktar1, anne siitiindeki besin igerigi veya emme siirecindeki anne-
yavru bagi degisiklikleri, beslenmeye bagh kilo degisikliklerinin faktorleri arasinda
yer almaktadir. Dr. Keziban KORKMAZ BAYRAM’m yiiriitiiciiliiglindeki onceki
maternal stres ¢alismasinda, PND14’te, en yliksek siit iiretim donemi olarak kabul
edilen giinde, stres grubundaki farelerin kontrol grubuna kiyasla anne siitii miktarinda
azalma gozlemlenmistir (Yayimlanmamis veri). PND1, PND5, PND15’¢e kadar agirlik
takibi bulgularimiza baktigimizda, kontrole kiyasla MS ve MSUS grubunda PND15’te
zayiflik gozlemlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). Bu duruma yol agan faktorler arasinda,
stres grubu yavrularin aldiklar1 az siit miktar1 yani sira, anne siitiiniin igeriginde de
degisiklikler olabilecegi de gelmektedir. Calismamizda, anne farelerdeki siit bilesimi,
laktasyonun erken donemlerinde siit bilesiminin analiz edilmesindeki zorluklar
nedeniyle tam olarak belirtilmemistir. Insan siitiinde oldugu gibi (Ballard ve Morrow,
2013) farelerde de fonksiyona bagli olarak giin i¢cinde ve laktasyon siiresince bilesim
degisiklik gostermektedir (Gors vd., 2009). PND1’den PND14°de kadar, giin i¢inde
farkli zamanlarda uygulanan anne ayriliginin, yavrularin almasi gereken besin
iceriklerini alamamasina neden oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica, anne siitiinde stresle
iligkilendirilen biyomolekiillerin (taurin gibi) anneden yavruya ge¢mesinin miimkiin

oldugunu da bilinmektedir (Hu vd., 2000).

Sicanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, normal yasamlarinda anne fareler,
PNDI ile PNDS8 arasinda giinlin %82’si yavrulartyla gegirirken, PND9 ile PND18
arasinda ise giiniin %65’ini yavrulariyla gecirmektedirler. PND19’dan sonra ise, anne
fareler yaklasik olarak giiniin {icte birini yavrulariyla ge¢irmektedirler (Yilmaz vd.,
2023). Bu bulgulara gére, PND9’dan itibaren anne fareler yavrularina daha az zaman
ayirmistir. Bizim de uyguladigimiz anne ayrili§i, bu zamanin azalmasina ek olarak
ekstra bir zaman diisiisiine neden olmustur. Ancak, bu zaman azalisinin anne farelerin
yavrularma verdigi bakim agisindan degisiklige yol agmadigi belirtilmistir (Orso vd.,
2019). Bulgularimiza gore, stres gruplarinda anne ayrilifina bagli olarak viicut
agirhginda azalma gozlemlenmistir. Anne farelerin yavrularina verdikleri bakim

zamaninin azalmasinin bu zayiflik ile iliskili olabilecegi akla gelebilir. Ancak, daha
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once kemirgenler iizerinde yapilan ¢aligmalar, anne ayriliginin, anne farelerin
yavrulara verdigi bakimi azaltmadigini, aksine arttirdigini gostermistir (Orso vd.,

2019).

PND20, PND25, PND30 ve PND35 giinlerinde yapilan viicut agirlig1 takibi
bulgularina gére, MS grubu ve MSUS grubundaki yavrularda kontrol grubuna kiyasla
diisiik viicut agirhigi gozlenmektedir. Bu farkliliklar, farkli anlamlilik diizeyleri ile,
istikrarl bir sekilde devam etmektedir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). Eger stres gruplarinin
diistik viicut agirligi sadece anne siitii miktarina bagl olsaydi, PNDI15’ten sonra
yapilan tartimlarda, yavrular kendi kendilerine yemeyi (Self-feeding behaviour)
baslattiklarinda, bu davranis diisiik viicut agirligini telafi etmis olmali ve sonug olarak
daha agir viicut agrilifina neden olmus olmaliydi. Ancak, bulgularimiz, stres
gruplarinda diistik viicut agirliginin, yavrularin kat1 gidalan tiiketmeye basladiktan
sonra bile kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde devam ettigini gostermektedir. Bu
durum, goézlenen zayifligin sadece anne siitlinden yoksun kalma faktorlerine bagh

olmadigini géstermektedir.

Calismamiza ilham veren I. Weiss ve arkadaslarinin (2011) C57BI/6J farelerle
yaptig1 calismada, hem MS hem de MSUS grubundaki farelerin yavrularinin normal
sekilde biiyiidiigii ve yetigkin olduklarinda normal viicut agirligina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu fareler annelerinden ayrilmis ve diizensiz anne bakimi almis
olmalarina ragmen normal bir gelisim gostermislerdir (Weiss vd., 2011). Onlarin
caligmasinda, yavrularin PND21, iki aylik ve ii¢ aylik agirlik verileri sunulmustur.
PND21’den 6nceki tartim verileri bulunmamaktadir. Kontrol ile stres grubu arasinda
agirlik bulgularinda herhangi bir anlamlilik saptanmamigtir (Weiss vd., 2011). Bizim
calismamizda ise PND20 ve sonrasinda stres gruplarinda viicut agirliginin kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak daha diisiik oldugunu gozlemledik (Sekil 4.2, Sekil
4.3). S. Maghami ve arkadaslar1 (2018), PND1-PND21 boyunca her giin ayni saatte 3
saatlik anne ayriligr uyguladiklart Wistar erkek siganlarda stres grubunun kontrol
grubundan daha diisiik kiloya sahip oldugunu tespit etmislerdir. Stres grubundaki bu
kilo farki, PND13’ten itibaren PND21 e kadar istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde
devam etmistir (Maghami vd., 2018). T. de Almeida Magalhdes ve arkadaglarinin
(2018) g¢alismasinda, C57BL farelerde anne ayriligi PNDS5 ile PND21 arasinda giinde

alt1 saat boyunca, sabah 8§ ile 6gleden sonra 2 arasinda yapilmistir. MS grubundaki
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yavru farelerin daha diisiik kilo artis1 gosterdigi tespit edilmistir (de Almeida
Magalhdes vd., 2018). X. Wang ve arkadaglarinin (2022) calismasinda, C57BL
farelerde PND2’den PND15’¢e kadar her giin 3 saat boyunca anne ayrilig1 yapildiginda,
yavrularin PND13’ten sonra énemli Olclide kilo kayb1 yasadigi bulunmustur (Wang
vd., 2022). Wuertz-Kozak ve arkadaslar1 (2020), fare yavrularinda PND7’den itibaren
kontrol grubuna kiyasla MSUS grubunda diisiik viicut agirligi tespit etmislerdir
(Wuertz-Kozak vd., 2020). Biz de literatiirle uyumlu sekilde, MS ve MSUS grubu
yavru farelerin viicut agirliginda azalma oldugunu tespit etmis bulunmaktayiz (Sekil

4.2,4.3).

MSUS grubu yavru farelerin MS grubundan c¢ok daha zayif olduklar1 da
bulgularimiz arasindadir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). PNDI5’ten sonra arasindaki
farkliliklarin anlamlilik diizeyinde azalmasina ragmen, PND35’e kadar MSUS grubu
farelerin MS grubundan daha zayif olduklar1 gézlemlenmistir. Goriinen o ki, bu
farelerin daha zayif olmasinin sebebi sadece anne ayrilig1 degil, beraberinde MSUS
grubu anne farelerin maruz kaldig: fiziksel kisitlama stresi ve/veya zorunlu yiizme
testidir. Dogumdan sonra erken donemde anne farelere uygulanan fiziksel kisitlama
stresi lizerine yapilan calisma, emzirme doneminde bu stres testinin erkek fare
yavrularinda yetersiz beslenmeden kaynaklanan diigiikk viicut agirligina neden
oldugunu gostermistir (Gao vd., 2011). Ayrica, emziren farelerin yasadig: kisitlama
stresinin yavrularina sagladiklari anne bakimimi azalttigi tespit edilmistir. Anne
bakimindaki bu azalmanin, yavrularin viicut agirligindaki zayiflikla iliskilendirildigi
gozlemlenmistir (Nishigawa vd., 2018). Calismamizda, anneye uyguladigimiz zorunlu
ylizme testinin etkisi tek basina incelenmemis olsa da, MSUS annelerinde fiziksel
kisitlama stresi ve zorunlu yiizme testinin birlesik etkisinin yavrularinda viicut

agirhigin azalmasina katkida bulundugunu diisiinmekteyiz.

Bu calismada elde edilen viicut agriligr ile ilgili sonuglar, hayvan stres
modelinin etkinligini gosterirken, fareler arasindaki fenotipik farkliliklarin varlig
(Sekil 4.1) modelin gecerliligini ve basarisini1 daha da desteklemektedir. Bu ¢alismada
yavrularin  kortikosteron  seviyesinin  Ol¢lilmemis  olmasi  calismamizin
limitasyonlarindandir. Ancak, kemirgenlerde erken yasam safhasinda maternal stresin
yavrularin serum ve plazma kortikosteron seviyesinin arttirabilecegine dair literatiirde

kanitlar bulunmaktadir (Burenkova vd., 2020; Endo vd., 2021; Gareau vd., 2006).
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Stresin doku homeostazisinde 6zellikle tiiy biiyiimesinin ger¢eklesmesindeki etkileri
bilinmektedir. Insanlarda kortizol gibi farelerde de kortikosteron kil follikiilii kok
hiicrelerinin (HFSC) gelisiminde etkilidir. Kronik stres altinda, artan kortikosteron
seviyeleri HFSC'lerin dinlenme durumunu uzatarak kil folikiillerinin dinlenme fazinin
uzamasina neden olabilmektedir (Choi vd., 2021). Kortikosteronun kil folliikiiliindeki
dermal papillaya etki ederek Growth arrest-specific 6 (Gas6) geninin ekspresyonunu
baskiladigi ve bu sayede HFSC’lerin aktivasyonunu ve dolayisiyla kil biiyiimesi inhibe
ettigi gosterilmistir (Choi vd., 2021). Ozetle, kronik stres yanitinda kortikosteronun
yiikselmesi ile gozlenen kil biiytimesindeki azalma ve kil fenotiplerindeki degisiklikler
iligkilidir. Bu durum, kortikosteronun normal kil biiylime dongiisii tizerinde olumsuz
bir etkiye sahip olabilecegini ve potansiyel olarak kil folikiil kék hiicrelerinin

aktivasyonunu engelleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Tiiy degisikliklerine ek olarak, MS ve MSUS grubu farelerin sakrifikasyon
giinlinde kafataslarinin kontrol grubuna kiyasla daha elastik oldugu tespit edilmistir.
Onceki calismalar, erken yasam doneminde stresin kemik belirteclerinde
anormalliklere ve iskelet biliylimesinde sorunlara yol agabilece§ini vurgulamistir
(Pappalardo vd., 2023). Karin Wuertz-Kozak ve arkadaslar1 (2020), C57BL/6J fare ile
erken yasam stresinin kemik saglig1 iizerindeki etkilerini incelemistir. Caligmasinda
PND1-PND14 anne ayriligi uygulanmig ve yavru fareler 8-10 aylik olduklarinda
farelerin kemiklerinde ndronal reseptorlerin (neuropeptide Y receptor Y1, Npylr;
vasoactive intestinal peptide receptor 1, Viprl; tachykinin receptor 1, 7acrl) gen
ekspresyonunun MSUS grubunda diisiik oldugu, noronal ligandlarin (Nerve growth
factor, Ngf) gen ekspresyonunun MSUS grubunda diisiik oldugu bulunmustur. Bu
durumun yiiksek kemik doniisimiinii (bone turnover) tesvik edip diisiik kemik
yogunluguna (bone density) neden olabilecegi vurgulanmistir. Bununla birlikte, kemik
metabolizmasindaki degisiklikleri de incelenmistir. Kemik rezorpsiyonun bir belirteci
olan c-terminal telopeptide of type I collagen (CTX-1) MSUS serumda yiiksek
bulunmustur (Wuertz-Kozak vd., 2020). Kemik rezorpsiyonu, hem kemik mineralinin
erimesini hem de organik kemik matrisinin parcalanmasini igeren bir siiregtir (Maes
ve Kronenberg, 2016). Calismamizdaki BALB/c fareler, cinsel olarak olgunlasmadan
once, PND35 giiniinde (bes haftalikken) sakrifiye edilmistir. MSUS grubu farelerin
kafatasinda gozlenen fenotipik degisiklikler, Karin Wuertz-Kozak ve ekibinin

calismasinda belirtilenden ¢ok daha erken bir zamanda gozlemlenmistir.
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Calismamizda, erken yasam asamasinda beklenmeyen anne ayriligi ve
beklenmeyen anne stresinin neden oldugu kronik stresin, yavrularin yetiskinlik
donemine ulasirken hipokampus dokusundaki apoptozisle ilgili genler lizerindeki
etkilerini aragtirmay1 amacladik. Bu amagla, Bax (Sekil 4.4), Bc/2 (Sekil 4.5), Tp53
(Sekil 4.7) ve Casp3 (Sekil 4.6) mRNA ekspresyon diizeylerini inceledik. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda, ¢esitli zaman araliklarinda anne ayrili§ina maruz kalan siganlar
ve farelerde, hipokampusta artmis apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu sikca rapor
edilmistir (Baek vd., 2011; Fabricius vd., 2008; Lee vd., 2001; S. Yang vd., 2017). Su
anda, calismamiza benzer bir maternal stres modelini kullanan ve hem proapoptotik
Bax'in azalmast hem de pro-survival Bc/2'nin artmasi bulgusunu gdsteren bir calisma
mevcut degildir. Bununla birlikte, kisa siireli ancak tekrarlanan neonatal anne ayrilig
yasayan farelerin, yetigkin farelerde artan Bc/2 mRNA ekspresyonu ile hipokampal
komplekste proapoptotik sinyale karsi daha az duyarli oldugunu gosteren bir ¢alisma
vardir (Coccurello vd., 2014). Erken yasamda maternal stres, kronik stresi tetikleyerek
yiiksek kortikosteron seviyelerine yol agmaktadir. Hayvanlarda asir1 kortikosteron
maruziyeti, hipokampal disfonksiyon ve ndron kaybi ile baglantilidir. Kortikosteron
tarafindan tetiklenen apoptozu beklerken, sasirtici bir sekilde bulgularimiz apoptozun
diisiik oldugunu gdostermistir. Calismamizda, erken yasta anne ayrilig1 yasayan 5
haftalik fareler (MS, p = 0,0005) ve anne ayriliZina ek olarak dolayl olarak anne stresi
yasayan fareler (MSUS, p = 0,0057) kontrol grubundakilere kiyasla hipokampal
antiapoptotik Bcl2 ekspresyonunda artis gostermistir. Bununla birlikte, proapoptotik
Bax ekspresyonu MS grubunda belirgin bir sekilde azalirken (p = 0,0464), MSUS
grubunda azalma egilimi goriilmiis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik tespit
edilmemistir. 7p53 ekspresyonu kontrol ile kiyasla MSUS grubunda anlamli olarak
artarken (p =0,0413), MS grubunda ise istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen
artis saptanmistir. Casp3 mRNA ekspresyonunda ise gruplar arasinda belirgin bir fark

gdzlenmemistir.

Normal kosullar altinda (stres olmadan), yeni ndronlar olusarak norojenik
beyin bolgelerine eklenmektedir, ancak ayni zamanda elimine etme mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. Apoptoz, postnatal ve yetigkin beyinlerdeki norojenik bolgelerde
gdzlemlenmistir. Dentat girusta apoptoz gozlemlenmis olup, yeni ndéronlarin olusumu

ile yakindan baglantihdir (Kuhn, 2015). Dentat girusta, ¢ogu apoptotik hiicre
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olgunlagsmamis olup, bdliinen progenitorlerin bulundugu subgraniiler bolgede (SGZ)
yer almakta ve doublecortin (DCX) gibi belirteclerle birlikte boyanarak
gosterilmektedir (Kuhn, 2015). Postnatal donemde dentat girusta olugan ndéronlar, daha
yuksek eliminasyon frekanslarina maruz kalmaktadir. Kaspaz-bagimli apoptozun,
norojenik nislerde hiicre 6liimiine biiyiik 6l¢iide katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
In vivo kaspaz inhibitorleri ile tedavi, yeni olusturulan ndronlarin hayatta kalma
oranini artirmaktadir. Bax eksikligi olan fareler, dentat girusta daha yiiksek sayida
noronal progenitor hiicreye ve daha yiiksek norogenez oranina sahip olup, daha az
hiicre olimi gostermektedir. Bax eksikligi olan farelerin dentat girusunda,
eliminasyon siire¢lerinin yoklugunda, biriken graniiler hiicreler somatik atrofi, azalmis
dendritik karmasiklik ve bozulmus sinaptik baglantilar sergilemektedir. Bu durum,
programlanmis hiicre 6liimiiniin normal hipokampal olgunlasmay1 saglamak ig¢in
onemli oldugunu vurgulamaktadir. Bcl-2 ekspresyonu da yetigkin beyinde norogenezle
yakindan iliskilidir ve SVZ ve dentat girusta yiiksek seviyelerde bulunmaktadir. Bax
eksikligine benzer sekilde, Bel-2'nin ndronal hiicrelerde transgenik asir1 ekspresyonu,
noronal progenitor hiicrelerin azalan hiicre 6liimii nedeniyle hipokampal nérogenezde

artisa neden olmaktadir (Kuhn, 2015).

Bcl?2 artis1, noroproteksiyon saglayabilir ve erken yasta anne ayrili1 stresinin
yol agtig1 stresin bir savunma ve telafi mekanizmasimi temsil edebilir. Bc/2'min
apoptotik 6liim kaskadinda rol aldig1 ¢esitli mekanizmalara kars1 koruma sagladigi
bilinmektedir. Apoptoz yasayan hiicrelerde, sitozolde sitokrom c'nin arttig1 ve
mitokondride buna karsilik gelen bir azalma oldugu belirlenmistir. Bel-2'nin fazla
ifade edilmesi, mitokondriden sitokrom c'nin salinimini engelleyerek ve apoptozun
baslamasii onleyerek koruyucu bir rol oynayabilir. Bu nedenle, Bcl-2'nin apoptozu
engellemedeki potansiyel rolii, mitokondriden sitokrom c¢ salimimin1 durdurmak
olabilmektedir (Schwarz vd., 2001; J. Yang vd., 1997). Bu durumda, BAX gibi hiicre
Olimiinii tetikleyen faktorlerin etkinlesimini engelleyerek, Bax’in gen ifadesi
diizeylerinde azalma meydana gelebilir; bu da Casp3 gibi hiicre 6liimiinii hizlandiran
faktorlerin aktive olmasini engeliyor olabilir. Casp3 gen ifadesinde gruplar arasinda
bir farklilik olmamasina ragmen, bulgularimiz, Bax ifadesinin hem Casp3 hem de
Tp53 ifadeleri ile birlikte artma egiliminde oldugunu gostermistir (sirastyla p<0,0001,
p<0,0001) (Sekil XXX). Ayrica, Tp53 ifadesinin Casp3 ifadesi ile birlikte arta
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egiliminde saptanmistir (p=0,0007). Bax, Tp53 ve Casp3 genlerinin birlikte artmasi,

hiicre 6liimiiniin gerceklestigini gosteren bir belirtidir.

Sonuglarimizin Bcl2, Bax, Tp53 ve Casp3 gen ekspresyon profilleriyle ilgili
olas1 apoptoz yollarimi arastirdik. Bu baglamda NF-kappa B sinyal yolu, p53 sinyal
yolu ve apoptoz gibi ¢esitli yolaklar degerlendirilmistir (Kanehisa, 2019; Kanehisa vd.,
2023; Kanehisa ve Goto, 2000).

Erken donem stres ge¢cmisi olan bireylerin akut stres durumlarinda daha yiiksek
inflamatuar tepkiler ve genel olarak daha fazla periferik pro-iltihabi sinyal gosterdigini
gosteren bir¢ok calisma bulunmaktadir. Tekrarlanan Anne Ayriligi (MS) yasayan
hayvanlarda ise, insan psikiyatrik bozukluklarla iliskilendirilen kritik beyin
bolgelerinde artan mikroglial aktivasyon ve yiiksek pro-iltihabi sitokin sinyali
gbzlemlenmistir (Dutcher vd., 2020). Ethan G. Dutcher ve arkadaglarinin (2020)
kapsamli bir sistemik derlemesine gore, anne ayriligr (MS) uygulamasinin sonuglari
incelenmistir. Bu derlemede, MS uygulamasmin sonlandirilmasindan sonraki 3
haftalik ve daha uzun siireli etkileri "short-term" ve "long-term" terimleriyle
siniflandirilmistir. Kisa vadeli etkilerde, fare ve sican yavrulari da dahil olmak {izere
hayvanlarda, hippocampal IL-1B ve TNF-a mRNA seviyelerinde artis gozlenmistir.
Uzun vadeli etkiler ise, zorunlu yiizme testi gibi sonraki yasam stresi (later-life stress)
ile birlikte, hippocampal IL-1p ve TNF-a'nin arttigin1 géstermistir. Bu sonuglar, MS
uygulanan hayvanlarin genellikle kontrol grubuna kiyasla hipokampuslarinda daha
fazla pro-iltihabi sitokin ifade profili sergiledigini gostermektedir (Dutcher vd., 2020).
Calismamizda, 6rnekler, Anne Ayriligi (MS) doneminin son giiniinden sonra gegen 3
hafta icinde alinmis ve incelenmistir. Bulgularimiza gére, MS ve MSUS gruplarinda
Bcl2 mRNA ifadesinde artis oldugunu tespit ettik. Bu artisin, NF-kappa B sinyal
yolundan kaynaklanan Tnf-o ve IL-1p artisiyla iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz.
Transkripsiyon faktorleri molekiilleri NF-xB ailesi, yetigkin hipokampal nérogenezin
diizenlenmesinde rol oynayabilir (Bortolotto vd., 2014). NF-kB'nin aktivasyonu,
hiicrenin hayatta kalmasini saglayan Bc/2 gibi genlerin ifadesine yol agarak, hiicrenin

apoptoz yerine hayatta kalmayi tercih ediyor olabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda, 7p53 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla MS
grubunda yiiksek, MSUS grubunda ise anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir
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(p = 0,0413). Tp53, hiicre Olimiinii tesvik ederek tiimdrleri baskilamakta ve bu
aktiviteyi dogrudan tiimor baskilayici islevine baglamaktadir (Hemann ve Lowe,
2006). Normalde, p53, hiicre 6liimiinii p53 sinyal yolunu kullanarak indiiklemek i¢in
pro-apoptotik proteinlerin, 6rnegin Bax'in, ifadesini tesvik etmekte ve anti-apoptotik
proteinlerin, 6rnegin Bcl-2'nin inhibisyonunu saglamaktadir. pS3 araciligiyla Bax ve
Bcl-2 protein seviyesi oraninin diizenlenmesi, bir hiicrenin stres yanitinda kaderini
etkileyebilmektedir (Hemann ve Lowe, 2006). Tp53, temel bir tiimor baskilayici
proteindir ve bir hiicrenin stres altinda apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) gegirip
gecirmeyecegini belirlemede kritik bir rol oynamaktadir. Bu karar, Bax ve Bcl-2
proteinleri arasindaki denge tarafindan etkilenmektedir. Daha yiiksek bir Bax/Bcl-2
orani apoptozu tercih etmekte ve hasarli hiicrelerin yok edilmesine yol agmaktadir, bu
da tiimor olusumuna karsi koruyucu bir mekanizmadir. Tersine, daha diisiik bir
Bax/Bcl-2 orani hiicrenin hayatta kalmasini tercih etmektedir (Gottlieb ve Babior,
1997), bu kisa vadeli olarak yararli olabilir ancak hasarli hiicrelerin varligini
stirdiirmesine ve potansiyel olarak kanser gelistirmesine izin verebilmektedir. BCL-2
proteini, BCL-2 protein ailesindeki en belirgin anti-apoptotik protein olarak
bilinmektedir. BCL2, apoptozu inhibe ederek, tiimor hiicrelerinin yagam siiresini uzatir
ve hiicrelerin malign doniisiimiine neden olmaktadir (Qian vd., 2022). Calismamizda,
kanser hiicresi gelisimi gozlemlerimizin i¢inde yer almamaktadir. Bc/2'nin artisi, eger
kanser hiicreleri varsa olumsuz bir anlam tasiyabilir, ancak ¢alismamiz siiresince
kanser olusumu doku c¢ikarma sirasinda (tiim i¢ organlar incelenmistir) tespit
edilememis olmasi, Bc/2'nin asir1 ifadesinin  koruyucu amagli olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Stendardo M. ve arkadaslar1 (2023) emziren annelerde oksitosin reseptorii
fonksiyonunu inhibe ederek, p53 knockout farelerde anne bakiminin bozulmasina yol
acan yeni bir erken yasam stresi modeli olusturmustur. Calismalari, bu annelerin
yavrularinin yasamlarinin ilerleyen donemlerinde yiiksek kortizol seviyeleri, kisalmis
yasam siiresi ve kemik iligi hiicrelerinde artmis tiimdrijenik potansiyel sergilediklerini
ortaya koymustur. Dikkat ¢ekici bir sekilde, bu olumsuz sonuglar sonraki nesiller
boyunca da devam etmistir (Stendardo vd., 2023). Bu durumda, hiicresel hasarin
ardindan, p53 ifadesi, koruyucu bir yanit olarak hizmet ediyor olabilir ve ana apoptotik
proteinlerin, 6rnegin Bax ve Casp3 gibi proteinlerin ekspresyonunu artirabilir.

Bildigimiz kadariyla, anne ayrilig1 stresinin 5 haftalik farelerin hipokampusundaki
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tiimdr olusumunu etkiledigine dair bir kanit bulunmamaktadir. On bir-on {i¢ haftalik
disi C57BL/6 farelerde yapilan bir ¢alismada, dogumdan sonra ilk iki haftada giinde
60 dakika boyunca anne ayrilig1 stresine maruz kalan farelere PND62 giiniinde
melanoma hiicreleri  verilmistir. Bulgular, erken yasam stresinin timor
proliferasyonunu ve apoptozu etkileyen mekanizmalar yoluyla melanom ilerlemesini
hizlandirdigin1 ve cocukluk doneminde yasanan olumsuz deneyimler ile kanser

ilerlemesi arasinda bir baglant1 oldugunu gostermektedir (Barreto vd., 2021).

Calismamizda, p534in artis1, yiiksek Bcl-2 seviyelerinin belirledigi anti-
apoptotik esigi asmak i¢in yeterli olmayabilir. Bilindigi tizere, p53'lin tam apoptotik
yetenegi, bir dizi pro-apoptotik hedefin bir araya gelerek transkripsiyonel olarak aktive
edilmesiyle gerceklesmektedir (Hemann ve Lowe, 2000). Pro-death efektoriiniin
etkisizlestirilmesi apoptotik esigi diisiirebilir (Hemann ve Lowe, 2006). Dolayisiyla
calismamiz, stres grubundaki p53 artisinin, hipokampusta apoptozisi tesvik etmede
yetersiz kalabilecegini vurgulamaktadir. Bununla birlikte, p53'iin hiicresel yaslanma
veya hiicre dongiisli durdurma gibi ¢esitli hiicresel streslere yanit vermede 6nemli
oldugu da unutulmamalidir (Hemann ve Lowe, 2006). Ayrica, Casp3 mRNA
ekspresyonunda gruplar arasinda farklilik olmamasi (Sekil 4.6), anne ayriligi

modelinde hipokampusta apoptozisin ger¢ceklesmedigini diistindiirebilir.

K. Ohta ve arkadaslarinin (Ohta vd., 2017) (2017) sican yavrularini, PND2-
PND20 arasinda anne ayriligina maruz birakarak yaptiklari ¢alismada, hipokampusta
PND7'de ERK1/2 fosforilasyonunun belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Ancak
PND14 ve PND21 giinlerinde, ERK1/2 protein ekspresyonunda anlamlilik gostermese
de bir artis tespit edilmistir. ERK1/2 fosforilasyonunun, pro-survival ile iliskili Bcl2
ekspresyonu iizerinde dolayli bir etkisi bulunmaktadir. Caligmamizda, PND35'te
hipokampusta Bcl2 artisinin, hiicrenin hayatta kalma sinyal yolagindaki ERK1/2

fosforilasyonu sonucu olmus olabilecegi durumu tahminlerimiz arasindadir.

Ozet olarak, PNDI1'den PNDI4'%e kadar olan siirecte maruz kalinan
ongoriilmeyen anne ayriligi ve anne stresi, fare yavrularinin viicut agirhigim
etkileyerek daha diisiik viicut agirligina yol agmaktadir. Kontrol, MS ve MSUS
gruplarindaki viicut agirligi verileri arasinda 6nemli farkliliklar gézlenmistir (Sekil 4.2

and Sekil 4.3). Ozellikle, MS ve MSUS gruplar1 kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
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viicut agirligina sahiptir; MS ve MSUS gruplar arasinda da viicut agirliginda 6nemli

farklar vardir ve MSUS grubunun viicut agirligt MS grubundan daha diistiktiir.

Ek olarak, stres altindaki gruplarda kil yapisinda ve kemikte belirgin fenotipik
farkliliklar gozlenmis, bu da stres altindaki fare modelinin basarisini teyit etmistir.
Bulgularimiz ayrica, hipokampusta stresin Bcl2 ve Tp53 mRNA ifadesinin anlaml
olarak artisina ve Bax ifadesinin anlamli olarak azalmasina neden oldugunu
gostermistir. Fakat, stres modelimiz Casp3 mRNA ifadesinde gruplar arasi farkliliklara
neden olmamistir. Bu calismadan elde edilen qPCR sonuglari, yasamin erken
donemlerinde anne ayriligina ve anne stresine maruz kalan yavrularin
hipokampusunda apoptozla iliskili genlerin (Bax, Bcl2, Tp53 ve Casp3) mRNA ifade

diizeylerini degistirebilecegini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Maternal stresli fare modelimiz ile (Gapp vd., 2014; Weiss vd., 2011) yavrular
tizerinde basaril1 bir sekilde stres olusturmus ve etkinligi farelerin diisiik viicut agirlig
ve fenotipik farkliliklarla desteklenmistir. Erken yagsam doneminde maternal stres, bes
haftalik BALB/c farelerinin hipokampusunda pro-survival gen mRNA ekspresyonunda
artisa ve pro-apoptotik gen mRNA ekspresyonunda azalmaya onemli bir etkiye
sahiptir. Bu gen ifade profilleri, her iki cinsiyette de benzer sekilde tespit edilmistir.
Bu gen ifade degisiklikleri, apoptoza karsi koruyucu bir mekanizma olarak islev

goriiyor olabilir.

Calismamiz, erken yasam doneminde maternal stresin yavrularin gelisiminde
onemli degisikliklere yol agtigin1 gostermistir; bu da maternal stres donemi boyunca
ve sonrasinda yavrularin belirgin sekilde daha diisiik viicut agirligina sahip olmasina
yol agtigim1 ortaya koymustur. Ayrica, yavrularin tily Ozelliklerinde degisiklikler
gozlemlenmistir; bu da erken donemde maruz kalinan stresin uzun vadeli etkilerini
daha da vurgulamaktadir. Bu degisikliklerin anne siitiindeki biyomolekiiller

aracilifiyla yavrulara gecerek meydana geldigi diistiniilmektedir.

Gelecekte yapilacak caligmalarda, stres donemi ve stres sonrasi donemde
kortikosteron seviyelerini ve anne siitii bilesenlerini 6lgmenin, stresin fizyolojik
tepkisini daha iyi anlamamiza yardimei olabilecegini diislinliyoruz. Ayrica, maternal
stres modelinde sadece zorunlu yiizme testlerine maruz kalan bir grup veya sadece
kisitlama stresine maruz kalan bir grup gibi belirli stresorlerle deneysel gruplarin dahil
edilmesinin, ek diizenleyici faktorleri daha iyi anlamamiza katki saglayabilecegini

diisiiniiyoruz.

Ayrica, pro-survival yolaktaki genlerin mRNA ve miRNA ekspresyon diizeylerini

arastirmak altta yatan mekanizmalar1 anlamamiza degerli bir katki saglayabilir.
Bununla birlikte, nérojenez seviyesinin incelenmesi gerektigine inaniyoruz. Bu

sekilde, yiiksek norojenezin arkasindaki etkenin azalan apoptozis mi yoksa hiicre

cogalmasinin m1 oldugunu belirleyebiliriz. Ayrica immunohistokimyasal boyamalar

79



ve western blot gibi tekniklerin de ¢alismaya dahil edilmesinin proteinlerle ilgili

yorum yaparken giivenilir bilgi saglayacagini diisiinmekteyiz.

Eger tim kan oOrneklerinde, hipokampusta oldugu gibi genlerin mRNA
ekspresyon profili benzer ise, Bcl2, Tp53 ve Bax'in erken déonemde maruz kalinan
stresi belirlemek icin potansiyel biyobelirtegler olabilecegini getirmektedir. Ancak, bu
belirteglerin etkinligini dogrulamak ve bu stresin etkilerini dogru bir sekilde
degerlendirmek i¢in insan ile yapilan ¢alismalar1 da kapsayacak sekilde daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. Bcl2, Tp53 ve Bax'in mRNA ekspresyon diizeylerinin
farelerin yetigkin olduktan sonra ve ardisik nesiller boyunca incelenmesi sonucu, bu
transkriptlerin benzer sekilde varligi gergekten erken yasam anne stresini tespit etmek

icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin belirlenmesine yardime1 olabilir.

Genel olarak, arastirmamiz erken yasamdaki stresin kalict etkilerine 151k
tutmakta ve gelecekteki caligmalarin, biyobelirtecler, énleme yontemleri ve stresle
iligkili bozukluklarda rol oynayan molekiiler yollar1 incelemesine olanak

saglamaktadir.
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