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OZET

Eraslan Uygur, E. (2007). Prenatal Stres Uygulanmis Ratlarda Postnatal Kronik Stresin
Uzaysal Ogrenme, Hafiza Ile Korunmaya Yonelik Geri Cekilme Davramslari Uzerine
Etkileri. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Sicanlarda prenatal ve postnatal donemde kronik olarak uygulanan 100 dB siddetindeki
beyaz giiriiltii stresinin baz1 biligsel fonksiyonlar ve davraniglar iizerine olan etkisi
arastirildi. Arastirmada deney hayvani olarak 60 adet disi sican ve bunlardan elde edilen
90 adet erkek sican kullanildi. Gebe birakilan disi siganlar prenatal stres (PS) ve kontrol
(K) grubu olmak iizere ikiye ayrildi. PS grubundakilere gebeligin 14 ile 21. giinlerinde
beyaz giiriiltii stresi uygulanirken K grubundakilere herhangi bir islem yapilmadi.
Dogum sonrasinda PS grubundan elde edilen 40 adet sican kronik stres uygulanan
(PSKS) ve uygulanmayan (PS0O) olmak iizere ikiye ayrilirken, K grubundan elde edilen
yavrulardan 20 tanesi kontrol grubunu (KO0), geri kalan 30 tanesi ise stres kortikosteron
(SKort) grubunu olusturdu. PSKS ve SKort grubundakilere postnatal donemdeki 30 ile
51. giinler arasinda her giin, kirkbeser dakika siire ile kronik stres uygulanirken PSO ve
KO grubundakilere stres uygulanmadi. PSKS, PSO ve KO grubundaki sicanlar erigkin
yasa geldiklerinde Morris su labirenti ve korunmaya yonelik geri ¢ekilme testi yapilarak
stresin etkileri incelendi. S0z konusu gruplarda her testin bitiminde, SKort
grubundakilerde ise 1. giin stres uygulamasindan hemen 6nce (bazal seviye), sonra ve 7,
14, 21. giinlerde ise stres uygulamasindan sonra serum kortikosteron diizeyleri saptandi.
Ogrenme ve davranis testlerinde gruplar arasinda 6nemli bir fark bulunmazken, SKort
grubundaki sicanlarda 1, 7, 14 ve 21. giinlerdeki kortikosteron seviyelerinin stres
uygulama Oncesine gore istatistiksel onemde arttigi saptandi. Elde edilen bulgular
1s1¢inda 100 dB siddetindeki beyaz giiriiltii stresinin prenatal ve prenatal ile birlikte
postnatal donemde uygulanmasinin uzaysal Ogrenme, hafiza, korku ve anksiyete

izerinde bir etkisinin olmadigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Anksiyete, hafiza, sicanlar, stres, 6grenme.

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
207/29042004 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Eraslan Uygur, E. (2007).Effects of Prenatal and Postnatal Chronic Stress on Spatial
Learning, Memory and Defensive Withdrawal Behaviours of Rats. . Istanbul University,

Institute of Health Science, Physiology Department. Doctorate Thesis. Istanbul.

Present study was aimed to examine the effects of 100 dB prenatal and chronic
postnatal white noise stress (WNS) on some cognitive functions and behaviors of rats.
Sixty female Sprague Dawley rats and their 90 male offspring were used. Pregnant rats
were divided into two groups as Prenatal Stress (PS) and Control (C). WNS was applied
to PS Group between 14™ and 21*. days of their pregnancy while C group rats were left
undisturbed. After weaning 40 male pups of PS dams were separated into two groups as
Prenatal + Chronic postnatal stress (PSCS) and prenatal stress (PS0O). Pups of C dams
were divided into two groups as Control (CO) and Stress Corticosterone (SCort.)
consisted of 20 and 30 animals respectively. WNS (100 dB) was applied to PSCS and
SCort animals everyday for 45 minutes between postnatal 30" and 51 days while PSO
and KO groups were left undisturbed. The effects of stress on adult male offspring were
investigated using Morris water maze and defensive withdrawal tests. Blood samples
were collected for serum corticosterone levels after each test. Blood samples of SCort
animals were collected before stress application and 1st, 7th, 14th, 21st days of the
stress period. There were not significant differences among groups for learning and
behaviour tests. SCort. animals’ corticosterone levels on stress measurement days were
significantly higher than basal corticosterone levels. These results indicate that prenatal
and prenatal plus postnatal 100 dB WNS does not affect spatial learning, memory, fear

related behaviors and anxiety levels of adult male offspring.

Key Words: Anxiety, learning, memory, rats, stress.

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no 207/29042004.



1. GIRIiS VE AMAC

Stres terimi, hem homeostazisi tehdit eden fiziksel ya da psikolojik etkenler i¢in,
hem de bu homeostatik etkenlere kars1 hayvanin gelistirdigi fizyolojik ya da davranigsal

yaniti tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Bowman 2005; Weinstock 1997).

Stres deneyimi homeostazisin devamini saglamaya yonelik bir takim kooordine
tepkilerin olusumuna neden olur (Bowman 2005). Stres yaniti denilen bu tepkiler,
hayvanin bir¢ok biyolojik mekanizmasinin bir tehlikenin varligini algilamasi ve bununla
ilgili uyarimlarin gonderilmesiyle baslar. Merkezi sinir sistemi ve endokrin sistem
birbirleriyle etkilesim halinde stres uyaranina karsi koordine bir yanit olusturarak

hayvanin davranigini etkilerler (von Borell 2001).

Stres pek cok adaptif hormonal tepkiyi uyarir. Organizma gittikce artan fiziksel
ya da psikolojik zorlanmalara karst 6n hipofizden Adrenokortikotropik Hormon
(ACTH), adrenal korteksten glukokortikoidler, adrenal medulladan epinefrin ve
sempatik sinir uclarindan norepinefrin salgilar. Bu hormonlar ¢esitli stres durumlarina
viicudu adapte edebilmek icin kardiovaskiiler sistem, enerjiyle ilgili sistemler ve immun

sistemi etkilerler (Axelrod ve Reisine 1984).

Stres yanitinin olusumuna biiyiik dl¢iide Hipotalamik-Hipofizyal-Adrenokortikal
(HPA) eksen ve glukokortikoidler aracilik ederler (Bowman 2005). Glukokortikoidlerin
organizmanin stres yanitinin kontroliine yonelik diizenleyici fonksiyonlar1 vardir (De
Kloet ve ark. 1988). Stres sirasinda glukokortikoidlerin hem gereginden fazla hem de
daha az sekresyonu patofizyolojik sonuglar dogurur (Sapolsky ve ark. 1986). Stres
yanitinin diizenlenmesinde HPA ekseninden baska Kortikotropin Salgilatict Faktorii
(CRF) sitiimiile eden sistemler, katesolaminerjik sistemler, serotonerjik noronlar ile
hipokampus, frontal korteks, amigdala, lokus seruleus (locus coeruleus, LC), rafe
niikleuslar1 gibi cesitli beyin bolgeleri de rol almaktadir (Dunn ve Berridge 1990;
Jakobson ve Sapolsky 1991; Dilts ve Boadle-Biber 1995; Francis ve ark. 1996; Herman
ve Cullinan 1997).

Hayvanlarin  barindirildiklar1 ~ yerlerde maruz kaldiklart  stres  biligsel
fonksiyonlarina zarar vererek refah problemlerine yol acabilir. Stres ve bilis arasindaki

iligkinin anlagilmasi hayvanlarin egitimi ya da davranis terapileri i¢in daha etkili



metotlarin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Hayvan refahi agisindan yasamin
herhangi bir doneminde yasanan stresin hayvanlarin bilissel kapasitelerinde degisime
neden olup olmadigini bilmek olduk¢a onmelidir (Mendl 1999). Stres hipokampal
norogenezise etkiyerek hayvanlarim Ogrenme ve hafizalarin1 degistirebilir (Gould ve
Tanapat 1999). Genel olarak kisa siireli ve hafif siddetteki stresin 6grenme ve hafizay1
olumlu etkiledigi, 6zellikle siddetli ve ¢ok uzun siire maruz kalinan stresin ise biligsel
fonksiyonlar iizerinde yikici etkiler gosterdigi belirtilmektedir (McEwen ve Sapolsky
1995; Mendl 1999). Bu genellemeye ragmen stresin yapisi, uygulanma sekli,
uygulandigi donem ve hayvanlarin cinsiyeti gibi cesitli faktorlere bagh olarak
etkilerinin de genis sinirlar icerisinde degisim gosterdigi gdz 6niinde bulundurulmalidir
Bowman ve ark. (2001) yirmibir giinliik kronik stresin sicanlarda 6grenme
performansim1  artirirken  yirmisekiz giinlik stresin bir etkisinin olmadigini
bildirmislerdir. Luine ve ark. (1996) ise yedi giinliik stresin 6grenme performansina etki
etmezken onii¢ giinliik stresin 6grenmeyi artirdigini belirtmislerdir. Siganlarda stresin
o0grenme performansin azalttigi ya da etkilemedigi de ileri siiriilmiistiir (Nishimura ve

ark. 1999; Sousa ve ark. 2000; Aleksandrov ve ark. 2001).

Stresin emosyonel durum ve davraniglarla ilgili etkileri de olduk¢a onemlidir.
Stres etkenlerinin hayvanlarin anksiyete, korku ve depresyonla ilgili davraniglarina
etkisinin oldugunu ileri siiren aragtirmalar (Bruijnzeel ve ark. 2001; Bulduk ve Canbeyli
2004) olmasina kars1 stresin cesitli testlerle Olgiilen bu davramslarda herhangi bir
degisim yaratmadigini bildiren calismalar da mevcuttur (Piljman ve van Ree 2002;

Piljman ve ark. 2003).

Prenatal donem organizmanin gelisiminde ¢ok 6nemli olup, bu donemin o6zellikle
organizma gelisimi icin kritik olan periyotlarinda, yavrunun strese maruz kalmasi kalict
davranigsal ve fizyolojik degisimlere yol acmaktadir (Barbazanges ve ark. 1996;
Hayashi ve ark. 1998; Ward ve ark. 2000; Fujioka ve ark. 2001; Griffin III ve ark. 2003;
Gue ve ark. 2004). Braastad (1998) yaptig1 bir derlemede prenatal stresin ciftlik,
hayvanat bahcesi, laboratuar ve pet hayvanlar i¢cin davranis ve refah problemlerinin
kaynagr oldugunu ve bu konuda kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyuldugunu
bildirmektedir. Ayrica prenatal donemde maruz kalinan stresin erigskin hayvanlarda
strese olan biyolojik ve davranigsal adaptasyonu azalttigina dair kanitlar bulunmustur

(Griffin III ve ark. 2003).



Prenatal stresin yavrunun hipokampusunda norogeneziste inhibisyona, sinaptik
kayba, serotonerjik noral fonksiyon bozukluguna ve gelisimsel bozukluklara yol actig
gosterilmistir (Hayashi ve ark. 1998; Lemaire ve ark. 2000; Sousa ve ark. 2000). Ancak
hafif siddette, kisa siireli uygulanan stres etkenlerinin beynin stresle ilgili bolgelerindeki
noronlarda bir degisiklik yapmadigimi ve ayrica hayvanlarin biligsel performanslarini
artirdigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (Luine ve ark. 1996; Fujioka ve ark. 2001;
Roskoden ve ark. 2005). Dolayisiyla prenatal stresin hayvanlarin 6grenme yetenegine
olan etkisi karmagsiktir. Gue ve ark. (2004) prenatal stresin yagamin erken donemlerinde
Oonemli 6grenme ve hafiza eksikliklerini doguran gelisimsel bozukluklara yol actigini
bildirmislerdir. Bunun aksine prenatal stresin kisa siireli ve orta siddette uygulanmasi
sonucu, yavrularin yabanci uyarimlara karsi daha zayif emosyonel tepkiler verdikleri ve

O0grenme performanslarinin arttig ileri stiriilmiistiir (Fujioka ve ark. 2001).

Prenatal stresin yol actig1 hormonal ve sinirsel degisimlerin yavrularda davranigsal
baskilanmaya, anormal korku ve anksiyete davranisinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
ileri siiriilmektedir (Ward ve ark. 2000; Griffin III ve ark. 2003). Buna ek olarak
dogumdan sonra uygulanan akut stresin, prenatal stresin neden oldugu bu etkileri

artirdig1 gosterilmistir (Ward ve ark. 2000).

Strese olan biyolojik yanmit karmasik olup pek cok faktdre bagh olarak degisiklik
gostermektedir (Braastad 1998; Mello Ade ve ark. 2003). Postnatal deneyim ve cevre
sartlar1 prenatal stres etkilerini degistirmede onemli rol oynamaktadir (Brabham ve ark.
2000; Fujioka ve ark. 2001). Dogada ve hayvanlarin barindirildigi yerlerde hayvanlar
yasamlarinin ¢esitli donemlerinde stres etkenlerine maruz kalabilirler (Braastad 1998).
Ozellikle ebeveynleri ile aym ortamda yasayan yavrularin da benzer stres etkenlerine
maruz kalacagi gbz oniine alinirsa, postnatal donemde meydana gelebilecek adaptasyon
mekanizmasi Onem kazanmaktadir. Prenatal ve postnatal donemlerde farkli stres
tiplerinin organizma iizerine etkileri arastirilmasina (Vallee ve ark. 1999; Ward ve ark.
2000) ragmen prenatal stres uygulanmis hayvanlarda aymi tip postnatal kronik stresin

etkilerine iliskin calismaya rastlanmamaisgtir.

Sunulan calismada, prenatal stres uygulanan hayvanlarin aym stres etkenlerine
postnatal donemde de kronik olarak maruz kalmalart durumunda, 6grenme yetenegi ve
hafiza gibi biligsel fonksiyonlar ile anksiyete gibi davranigsal 6zelliklerinde meydana

gelebilecek degisimlerin arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stres

Stres terimi, hem potansiyel tehdit edici ve zor durumlarin yol actig1 subjektif
deneyimleri hem de bunlara kars1 sekillenen davranigsal ve nérokimyasal reaksiyonlari
tanimlamak i¢in kullamilmaktadir. Bu reaksiyonlar fiziksel ve psikolojik uyaranlara
karst uygun adaptif yanitin gelisimini ve sonugta homeostazisi saglarlar (Weinstock

1997).

Stresle ilgili ilk calismalar ve tanimlamalar Walter Canon (1914) ve Hans Selye
(1936) tarafindan yapilmistir. Cannon (1914) organizmada hipotalamus, hipofiz bezi,
sempatik sinir sistemi ve adrenal medullanin yer aldigi cok kisa siirede olusan stres
yanitindan bahsetmis ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu ile birlikte adrenal
bezlerden adrenalin salgilanmasiyla olugan bu yanit1 “savas ya da ka¢ sendromu” (fight
or flee syndrome) olarak adlandirmistir. Bu sistem, tehdit edici stres etkenlerine maruz
kalinmas1 durumunda ¢ok hizli bir sekilde birkac saniye icinde aktive olur.
Organizmada, adrenal medulladan adrenalin sekresyonu ile birlikte sindirim kanali
aktivitesinin durmasi, kan dolagiminin karin bolgesi organlarinda azalarak, akcigerler,
kalp, ekstremiteler ve merkezi sinir sisteminde artmasi, kalp atimlarinin ve kan glikoz

diizeyinin artis1 gibi stres etkeniyle basa ¢cikmaya yonelik degisimler meydana gelir.

Stresle ilgili ¢aligmalarin Onciilerinden olan Selye (1976, Kaynak: Bowman
2005 p. 526) stresi “organizmayi zorlayan etkenlere kars1 gosterdigi non-spesifik tepki”
olarak tanimlamistir. HPA ekseninin 6nemli roliiniin bulundugu bu stres yaniti, yeni
kosullara kendini adapte edebilmek i¢cin organizmanin genel cabasini yansittigindan
“genel adaptasyon sendromu” (General Adaptation Syndrome, GAS) olarak
adlandirlmistir. GAS, alarm reaksiyonu, ardindan direng, son olarak tiikkenme ve
olimden olusan ii¢ asamada gerceklesir. Alarm reaksiyonu stres etkeni ile karsilasan
organizmada kas tonusunun azalmasi, viicut 1s1sinin diismesi gibi fizyolojik degisimleri
icerir. Ikinci asamada organizma savunma yapmaya devam ederken yeni kosullara
uyum saglamaya calisir. Stresle basa ¢ikmak i¢in gerekli olan sistemler kullanilirken
gereksiz olanlar baskilanir. Eger stres etkenleri aymi sekilde ve uzun bir siire
organizmaya etkimeye devam ederlerse {i¢iincii agama olan titkenme gerceklesir (Selye

1936). Selye (1976, Kaynak: Kuipers 2004 p. 12) stresin etkisinin her zaman olumsuz



olmadigina dikkat cekmistir. Eger stres organizmaya zarar veriyorsa distres (distress),
hafif siddette strese maruz kalindiginda pozitif etkiler goriilityorsa Ostres (eustress) ya
da oforik stres, pozitif ya da negatif etkiler goriilmiiyorsa neustres (neustress) ya da

notral stres olarak tanimlamustir.

Selye’ nin (1950, Kaynak: Mason 1971 p.324) ileri siirdiigii farkli stres
etkenlerine kars1 organizmanin non- spesifik yanitiyla ilgili teorisi ilk defa Mason
(1971) tarafindan sorgulanmis, stres etkenlerinin i¢inde yer aldiklan farkli kategorilere
gore beyinde farkli noral yollan aktive ettikleri ve sonucta da farkli davranigsal ve
fizyolojik degisimlere neden olduklari bildirilmistir (Dayas ve ark. 2001b; Pijlman ve
ark. 2003). Braastad (1998) prenatal stresin farkl etkilerinin bulunmasinin stres etkenin
algilanmasindaki farkliliktan kaynaklanabilecegini bildirmistir. Pacak ve ark. (1998) ise
bu iki goriisten de farkli olarak her stres etkenin kendine Ozgii norokimyasal
degisiklikler meydana getirdigini ve bu degisimlerle uyum ig¢inde fizyolojik ve

davranigsal degisimler olustugunu bildirmislerdir.

2.2. Stres Etkenleri

Stres etkenleri iki temel kategoriye ayrilabilir: 1) Spesifik homeostatik
mekanizmalar1 yok eden ve fizyolojik bozukluklara neden olan hemoraji ve enfeksiyon
gibi uyaranlar. Bunlara fiziksel, fizyolojik ya da sistemik stres etkenleri de
denilmektedir. 2) Sosyal catisma ve istenmeyen ¢evresel uyarimlar gibi bireyin i¢inde
bulundugu ya da gelecekteki durumunu tehdit eden uyaranlara psikolojik ya da
emosyonel stres etkenleri denilmektedir (Herman ve Cullinan 1997; Dayas ve ark.

2001b).

Yapilan calismalarda fiziksel kisitlama, serum fizyolojik enjeksiyonu,
immobilizasyon, yeni ¢evre, yerlesim siklig1, ses, hemoraji, zorunlu yiizme ve el temasi
stresi gibi bircok farkli stres etkeni kullamilmistir. Bu stres etkenleri prenatal ya da
postnatal olarak yasamin degisik donemlerinde, farkl siirelerle uygulanmis yine etkileri
de yavru, geng ya da eriskin hayvanlarda degisik yaslarda incelenmistir (Cratty ve ark.
1995; Barbazanges ve ark. 1996; Hayashi ve ark. 1998; Ward ve ark. 2000; Dayas ve
ark. 2001a; Griffin III ve ark. 2003; Fujioka ve ark. 2003). Dogada ya da
barindirildiklar1 yerlerde de hayvanlar yagamlarinin farkli donemlerinde bir ya da daha
fazla sayida, kisa ya da uzun siireler boyunca strese maruz kalabilirler. Kontrolsiiz doga

kosullarinda hayvanlarin prenatal ya da postnatal donemlerden hangisinde stres



etkenleriyle karsilagtiklarin1 soylemek olduk¢a zordur. Fakat bu iki donemde yasanan
stresin etkileri birbirinden farklidir. Bu durum canlinin postnatal dénemde direkt olarak,
prenatal donemde ise fotusun indirekt olarak stresten etkilenmesiyle ilgili olabilir

(Braastad 1998).

2.2. Stresin Etkime Mekanizmasi

Organizmanin strese olan yanitt merkezi sinir sisteminde baglar. Strese yanitta
baslica iki onemli sistem birbiriyle etkilesim halinde gorev alir. Bunlardan birisi
sempato-adrenerjik-noradrenerjik sistem (SAN), digeri de limbik-hipotalamo-
hipofizyal-adrenal sistemdir (L-HPA) (Vazquez 1998; Welberg ve Seckl 2001). SAN
sisteminde adrenalin ve noradrenalin (NA) sentezi ve sekresyonu otonom sinir
sisteminin sempatik boliimii ve LC tarafindan regiile edilir (Axelrod ve Reisine 1984;
Herman ve Cullinan 1997). LC-NA aktivasyonu acil durum ya da alarm sistemi olarak
ig goriir (Mello Ade ve ark. 2003). Weinstock ve ark. (1998) sicanlarda yabanci ortama
maruz birakilma ya da ayaga verilen elektrik sokuna karsi sempatoadrenal sistem
yanitinin HPA ekseni yamitindan ¢ok daha hizli gergeklestigini bildirmislerdir. L-HPA
sistemi prefrontal korteks ve hipokampus, hipotalamus gibi limbik yapilar, bu yapilarla
iligkili olarak HPA ekseni ve baglantilarindan olusur (Francis ve ark. 1996; Herman ve
Cullinan 1997; Mello Ade 2003). Birincil duysal organlarca algilanan stres etkenleriyle
ilgili uyarimlar amigdala, limbik sistem ve prefrontal korteks gibi aract sistemlere gelir.
Bu sistemler stresle ilgili bilgiyi degerlendirip isleyerek HPA ekseni, LC-NA aktivitesi
ve diger efektor sistemlerin regiilasyonuyla birlikte stres yanitinin olusumunda rol
alirlar. HPA ve LC-NA sistemleri birbirleriyle yakin iliski icinde olup birbirlerinin
aktivitelerini stimiile ederler. Ayrica bu iki sistem amigdala ve medial prefrontal korteks

gibi noral yapilarla da ¢ok yonlii etkilesim halindedir (Mello Ade ve ark. 2003).

2.2.1. Stres Yamitimin Olusumunda HPA Ekseninin Rolii

Hipotalamik paraventrikiiler niikleus (PVN), HPA ekseninin merkezi
regiilasyonunun saglanmasinda ¢ok onemli bir odaktir (Herman ve Cullinan 1997).
Hipotalamus paraventrikiiler niikleus noronlar tarafindan iiretilen CRF, HPA ekseninin
en Onemli regiilatoridir (Dayas ve ark. 2001b). Aym zamanda beyinde
ekstrahipotalamik bolgelerden de salinan CRF stres yanitinin olusumunda 6nemli rol
oynar (Dunn ve Berridge 1990). Strese yanit olarak hipotalamo-hipofizyal- adrenal

hormonlarin sekresyonu, hipotalamusun paraventrikiiler niikleusundan CRF ve arjinin



vasopressin (AVP) hormonlarinin salimmiyla baglar (Sapolsky ve Meaney 1986;
Francis ve ark. 1996; Vazquez 1998). Hipotalamustan salgilanan CRF portal hipofizyal
kan damarlartyla 6n hipofize ulasarak buradan ACTH sekresyonunu sitiimiile eder.
ACTH ise adrenal korteksten glukokortikoidlerin salinmasina neden olur (Sapolsky ve
Meaney 1986; Vazquez 1998). Insanlarda bulunan baslica glukokortikoid kortizol, sican
ve farelerde ise kortikosterondur (Welberg ve Seckl 2001). Glukokortikoid sekresyonu
yirmi dort saatlik bir ritme gore gerceklesir. Hayvanin aktif periyodundan hemen 6nce
en yiiksek degerde olup, bu periyodun bitiminde en diisiik seviyeye ulasir (De Kloet ve

ark. 1988).

Glukokortikoidler stres yanitinin olusumunda ¢ok onemli bir yere sahiptirler.
Organizmanin stresle basa cikabilmesi icin gerekli olan enerji ihtiyacin1 giderecek
substrat mobilizasyonunu saglarlar. Ayrica katesolaminlerin sekresyonuna yol acarlar,
kardiyovaskiiler sistemi aktive ederken yasam icin acil sekilde gerekli olmayan
bagisiklik, biiyiime ve tireme ile ilgili sistemleri baskilarlar (Sapolsky ve Meaney 1986;

Vazquez 1998).

HPA ekseninin aktivitesi kandaki glukokortikoid miktarina bagli olarak negatif
geri bildirim mekanizmas1 tarafindan kontrol edilir. Kan dolasimindaki serbest
glukokortikoidler hipotalamus PVN néronlarina ve hipofiz bezine etkiyerek CRF, AVP
ve ACTH sekresyonunu bloke ederler (Ganong 1993 pp. 338-341; Herman ve Cullinan
1997; Welberg ve Seckl 2001) Glukokortikoidler bu inhibitor etkilerini hiicre ici
reseptorler yoluyla gerceklestirirler (Sapolsky ve ark. 1990). Baslica iki reseptor alt tipi
vardir. Yiiksek afiniteli mineralokortikoid reseptorleri (MR) ya da tip I reseptorler,
diisiik afiniteli glukortikoid reseptorleri (GR) ya da tip II reseptorler. MR reseptorler
hemen hemen her kosulda endojen hormonla baglanmis durumdadir. GR reseptorlerde
ise stresten ve yirmi dort saatlik kortikosteron dongiisiiniin pik yaptigi andan sonra
belirgin bir baglanma goriiliir. MR beyinde lateral septum ve hipokampus gibi sinirlt
alanlarda bulunur. GR reseptorler ise daha yaygin bir dagilim gosterirler. Hipotalamus
PVN, sentral amigdala, hipokampus dentat girus (dentate gyrus), lokus seruleustaki
katesolaminerjik hiicreler gibi stresle ve kortikosteron geri bildirimiyle iliskili olan

alanlarda bulunurlar (Reul ve De Kloet 1985; Welberg ve Seckl 2001).

HPA ekseni aktivitesinin kontroliinde 0©zellikle hipokampusta bulunan

kortikosteroid reseptorlerinin bilyiilk Onemi vardir (Szuran ve ark. 2000). Stres



sonrasinda glukokortikoid sekresyonunun inhibisyonu saglanirken glukokortikoidler
hipokampustaki reseptorlere baglanirlar. Bu reseptorlerin bulundugu noronlar olusan
inhibitor endokrin sinyalin hipotalamusa iletilmesini saglarlar (Sapolsky ve ark. 1986).
Boylece hipotalamus CRF ve AVP sekresyonlarini, dolayisiyla aktive olmusg
adrenokortikal ekseni inhibe eder (Sapolsky ve ark. 1990).  Hipokampustaki
glukokortikoid reseptorlerinin sayisindaki diisiis bu bolgenin glukokortikoidlerden daha
az etkilenmesine ve boylece adrenokortikal eksen iizerine daha az inhibitor etki yaparak
stres sonrasinda kortikosteron sekresyonunun normale doniisiinde gecikmeye neden olur
(Sapolsky ve Meaney 1986). Hipokampustaki kortikosteroid reseptér yogunlugundaki
azalmanin ise kortikosteron seviyesi artis1 ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Szuran ve
ark. 2000). Nitekim yasamin erken donemlerinde maruz kalinan stres etkenleri
hipokampusta ya da frontal kortekste kortikosteroid reseptorlerinin ekspresyonunu
azaltarak ya da artirarak HPA eksenin negatif geri bildirim regiilasyonunu
degistirebilirler. Boylece HPA ekseninin strese yanit verme sekli de degisir (Francis ve
ark. 1996). Sapolsky ve ark. (1984) farkli gruplara kronik tekrarlanan stres ve disardan
kortikosteron uygulamasinin eriskin erkek sicanlarda hipokampus ve amigdalada
glukokortikoid reseptor sayisini azalttigim fakat bunun geri doniisiimlii oldugunu,
uygulamadan bir hafta sonra reseptor sayisinin normale dondiigiinii belirtmislerdir.
Ayrica stresin ve kortikosteron uygulamasinin hipotalamus ve hipofiz bezindeki
glukokortikoid ~ reseptorlerinin  sayisinda  bir  degisiklige neden olmadigim
belirtmislerdir. Ancak adrenokortikal eksenin negatif geri bildiriminin bozulmasi
sonucu kortikosteron hipersekresyonu uzun siireli devam ederse hipokampal néronlarda
ve reseptOr sayisinda geri doniisiimsiiz bir kayip meydana gelebilir (Sapolsky ve ark.
1986). Yiikselen glukokortikoid seviyelerinin normale doniisiindeki aksaklik HPA
eksenin geri bildirim regiilasyonunda kalic1 degisikliklere neden olabilir (Vazquez

1998). HPA ekseninin geri bildirim regiilasyonu Sekil 2.1° de gosterilmektedir.



l @ Glukokortikoid reseptorii
Mineralokortikoid reseptorii
CRF  Kortikosteron salgilatici faktor
AVP  Arjinin Vazopressin
ACTH Adrenokortikotropik hormon

| "
i ) CRF / AVP

»[GR] (Hlpoﬂi)

ACTH

Adrenal bezler

}

Kortikosteron

Sekil 2.1- HPA ekseni negatif geri bildirim regiilasyonu- Welberg ve Seckl (2001)’ den
degistirilerek

Organizmaya faydali olabilmesi icin HPA ekseni stres yanmitini hemen
baslatabilmeli ve zamam geldiginde sonlandirabilmelidir. ~ Stres sirasinda
glukokortikoidlerin hem yoklugu hem de fazla sekresyonu organizmaya zarar verir
(Sapolsky ve ark. 1986).
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2.2.2. Stres Yamitimin Olusumunda CRF’ nin Rolii

HPA ekseninin birincil aktivatorii olarak kabul edilen CRF’ nin stres yanitinin
olusumunda ACTH sekresyonunu saglamaktan baska fonksiyonlar1 da vardir.
Hayvanlara disardan CRF uygulandiginda bir takim endokrin, fizyolojik, ndrokimyasal
ve davranigsal degisimler meydana gelir. Bu degisimlerin bir kismi hipofiz adrenal
sisteminden bagimsiz olarak gerceklesir. Akut ve kronik stres uygulamalarinmi takiben
beyinin pek c¢ok alanlarinda CRF miktarlarinda degisim oldugu bilinmektedir.
Beyindeki CRF sistemleri, strese karst hem noroendokrin yanitin olusumunda hem de
otonom ve davranigsal yanitlarin olusumun da rol oynamaktadir (Koob ve Bloom 1985;

Dunn ve Berridge 1990; Arborelius ve ark. 1999).

CRF igeren hiicre govdelerinin biiyiik cogunlugu hipotalamus PVN’ de
bulunmaktadir. CRF iceren internoronlar ayrica neokortekste dagimik bir sekilde
bulunurlar. Bu intrernéronlar CRF’nin biligsel iglemleri de iceren bircok davranigsal
aktivitelerinden sorumludurlar. Amigdaladan ¢ikan CRF noronlart hipotalamus
paraventrikiiler niikleusu innerve ederler. CRF ayrica serotonerjik ve noradrenarjik
yollarin kaynagi olan rafe niikleuslar1 ve lokus seruleusta da bulunur. Beyindeki bu
bolgelerdeki CRF aktivitesi depresyon ve anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisinde
CRF’ nin 6nemli rolii oldugunu gostermektedir. CRF, LC-NA sisteminde aktivite

artisina neden olarak anksiyojenik aktivite gosterebilir (Arborelius ve ark. 1999).

Intraserebroventrikiiler CRF enjeksiyonu hiperglisemi, kalp debisi artisi,
reprodiiktif ve gastrointestinal fonksiyonlarda azalma gibi strese maruz kalindiginda
goriilen bir takim degisimlere yol acar (Ganong 1993 p. 340). Koob ve Bloom (1985)
yaptiklar1 derlemede CRF’ nin bazi1 aktive edici sistemler iizerinde etkili oldugunu,
sempatik aktivasyona neden oldugunu, genel uyarici etkisinden dolay1 doza bagl olarak
ogrenmeyi artirdigini, davranmigsal aktivasyona yol agtigini, yabanci ve stres verici
ortamlarda duyugsallikta artisa neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica beyinde kronik
olarak CRF yiikselmesinin stresle ilgili davranigsal ve fizyolojik bozukluklara neden
olabilecegi bildirilmistir (Buwalda ve ark. 1997). Cratty ve ark. (1995) yaptiklarn
calismada prenatal stresin amigdaladan CRF sekresyonunu artirdigini ve bu artigin stres
etkisiyle olusan davranigsal degisimlerde onemli rol oynadigini belirtmislerdir. Tiim bu
calismalar 15181inda CRF’ nin stres yanit1 olusumda endojen mediator olarak gorev aldigi

sOylenebilir.
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2.2.3. Stres Yamtimin Olusumunda Katesolaminlerin Rolii

Strese yanit mekanizmasinda katesolaminler de 6nemli rol oynamaktadir. Stresin
sentral noradrenarjik sistemleri aktive ettigi bildirilmistir (Dunn ve Berridge 1990;
Herman ve Cullinan 1997). Katesolaminlerin PVN’ deki CRF iceren noronlar iizerinde
uyarict etkileri vardir. Aslinda CRF hem noradrenerjik sistem tarafindan aktive
edilmekte hem de noradrenerjik sistemi aktive etmektedir. Ancak sadece yiiksek
dozlarda, hatta davranigsal degisimlerin ortaya ¢ikmasim saglayan CRF miktarindan
daha yiiksek dozlarda bu gerceklesebilir. Sonugta stres etkisiyle noradrenerjik sistemin
aktivasyonu PVN’ deki noronlardan CRF sekresyonunu saglayan birincil mekanizmadir
(Dunn ve Berridge 1990). Fiziksel ve psikolojik stres etkenlerinin medulla
oblangatadaki katesolaminerjik hiicrelerde aktivasyona yol acmasi stres kaynaklt HPA
ekseni aktivasyonunda katesolaminerjik kontroliin olduguyla ilgili kanitlar
desteklemektedir (Dayas ve ark. 2001b). Dayas ve ark. (2001a) bir emosyonel stres
etkeni olan kisitlama stresinin, PVN CRF hiicrelerinde aktivasyona yol ac¢tigini, buna
ayn1 zamanda medulla oblangatadaki katesolaminerjik aktivasyonunun da eslik ettigini
ve medulla oblangatadaki fos-pozitif hiicrelerin hemen hemen hepsinin noradrenerjik

hiicreler oldugunu bulmuslardir.

2.2.4. Stres Yanitimin Olusumunda Rol Oynayan Diger Faktorler

Stres yanitinin olusumunda farkli beyin alanlar1 ve norotransmitter maddeler de
rol almaktadir. Bir stres etkeni olan ses median rafe niikleus serotonerjik noronlarinin
aktivitesini artinr (Dilts ve Boadle-Biber 1995). Bu aktivasyon ayrica hipokampus
niikleus akumbens ve korteks gibi serotonin projeksiyon alanlarinda da goriiliir. Bu
bulgular median rafe niikleustaki serotonerjik noronlarin strese yanit ve adaptasyonda
Oonemli rol oynadigin1 gostermektedir (Daugherty ve ark. 2001). Prenatal stresin de
yavrularin hipokampusunda serotonin seviyesi ve sinaps yogunlugunda azalmaya neden
oldugu ve serotoninin sinaps olusumunda rol oynadig belirtilmistir (Hayashi ve ark.
1998). Bowman ve ark. (2004) prenatal stres uyguladiklar1 disi siganlarda prefrontal
korteksteki dopamin aktivitesinin arttifini1 bununda uzaysal hafiza artisi ile iligkili

olabilecegini bildirmislerdir.

2.2.5. Stres Yamtimin Entegrasyonu
Genellikle psikolojik stres etkenlerinde {iist beyin merkezleri ve amigdala,

hipokampus ve prefrontal korteks gibi limbik stres yollar1 HPA ekseni yanitinin
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olusmasina Kkatilirlar. Bu stres etkenleri homeostazisi direkt olarak tehdit
etmediklerinden ve zararli olup olmadiklarn pek ¢ok faktore bagl olarak degistiginden
oncelikle bir degerlendirmeye tabi tutulup daha sonra buna gore bir yanit olusturulur.
Fiziksel ya da fizyolojik stres etkenleri ise direkt olarak homeostazisi tehdit
ettiklerinden biligsel islemlere gerek duyulmadan beyin kokii yoluyla direkt olarak
PVN’ ye uyarimlar gonderilerek gerekli yanit olusturulur. Fakat bu genelleme ayn iki
kategoride smiflanan tiim stres etkenleri i¢in gegerli olmayabilir. Baz1 stres etkenleri

farkli yollarla da etkilerini gosterebilirler (Herman ve Cullinan 1997).

Sonug olarak hipotalamik PVN ve HPA ekseni stres yanitinin entegrasyonunda
en son ortak yolu temsil ederler (Vazquez 1998). Buralara beyin kokiindeki
katesolaminerjik noronlardan, amigdala, hipokampus, ve 6n beyin yapilarindan, LC
(noradrenalin) ile rafe niikleuslarindan (serotonin) stresle ilgili uyarimlar gelir ve

boylece stres yanitinin olusumu saglanir (Herman ve Cullinan 1997).

2.2.6. Prenatal Stresin Etkime Mekanizmasi

Prenatal stresin etkime mekanizmasi stresin genel etkime mekanizmasiyla
hemen hemen aymdir. Direkt olarak degil de stres etkenlerinin, annede meydana
getirdigi noroendokrin degisimlerin yavruya indirekt olarak etkimesiyle meydana gelir.
Prenatal stres annede ve yavruda HPA aktivasyonuna yol agar. Fujioka ve ark. (2003)
prenatal stres etkisiyle hem annenin hem de yavrunun hipokampal paraventrikiiler
niikleuslarindan noral aktivasyon gostergesi olan fos proteini ekspresyonu meydana
geldigini bildirmislerdir. Ayrica hem annede hem de yavruda hipokampal kortikosteron
gerialimimin diger beyin bolgelerine gore daha fazla oldugu saptanmistir (Zarrow ve

ark. 1970).

Intrauterin donemde strese maruz kalmis hayvanlarda goriilen noroendokrin,
davranigsal ve fizyolojik degisimler, (Barbazanges ve ark. 1996; Hayashi ve ark. 1998;
Ward ve ark. 2000; Fujioka ve ark. 2001; Griffin III ve ark. 2003; Gue ve ark. 2004)
stres uygulanan annenin yiikselmis olan plazma glukokortikoidlerinin plasentay1
gecerek fotusa etkimesiyle meydana gelirler (Zarrow ve ark. 1970; Barbazanges ve ark.
1996; Weinstock 1997).Williams ve ark. (1999) yaptiklann calismada stres
uygulamasinin hemen sonrasinda anne ve fotusun plazmasindaki kortikosteron artisinin
birbirleriyle paralel seyrettigini bildirmislerdir. Fotusun hipokampal glukokortikoid

reseptorleri, CRF salgilanmasini diizenleyen mekanizmada rol alirlar. Fotal gelisim
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sirasinda maternal glukokortikoid seviyesinin artmast bu reseptorlerin sayisinin
azalmasina neden olur. Boylece negatif geribildirim (feedback) mekanizmasinin
aksamasi sonucu HPA ekseni hiperaktivitesi meydana gelir (Barbazanges ve ark. 1996;
Francis ve ark. 1996; Weinstock 1997; Welberg ve Seckl 2001). Bunun sonucu olarak
yavruda ACTH ve kortikosteroid sekresyonunda artis goriiliir (Barbazanges ve ark.
1996; Ward ve ark. 2000; Griffin III ve ark. 2003). Yani goriillen davramssal
bozukluklar, strese yanit olusturan HPA ekseni regiilasyonunun bozulmasi ve artmis
CRF aktivitesiyle ilgilidir (Weinstock 2001; Griffin III ve ark. 2003). Prenatal stres
eriskin bireylerin HPA ekseninde hiperaktiviteye yol acacak kalict etkiler yapabilir.
Fakat prenatal stresin HPA eksenine olan etkilerini inceleyen ¢alismalardan elde edilen
farkli bulgular etkilerin maternal stresin tipine ve uygulandigi doneme gore degistigini
gostermektedir (Weinstock ve ark. 1988). Ornegin sicanlar gebeligin son giinlerinde
strese maruz kaldiklarinda glukokortikoidler hipokampus gibi o an aktif olarak gelisen
merkezi sinir sistemi yapilarina etkiyebilirken, heniiz gelisim agamasina girmemis ya da
gelisimin son donemlerinde olan yapilan etkileyemez. Ayrica prenatal stresin HPA
yaniti diizenlenmesinde meydana getirdigi degisiklikler sadece annenin yiikselmis olan
kortikosteron seviyesiyle aciklanamaz. Kortikosteron ile norotransmiterler, opioidler,
norosteroidler ve dolagimdaki hormonlar gibi diger stres kaynakli faktorlerin etkilesimi

de onemlidir (Welberg ve Seckl 2001)

2.2.7. HPA Ekseni Gelisim Siirecinin Stres Yamit1 Olusumundaki Onemi

Stresin etkilerinin uygulandigi déneme gore degismesi bu donemin HPA eksenin
gelisim siirecinin farkli zamanlarina denk gelmesiyle aciklanabilir. Rodentlerde stres
etkenlerine yanit olusturma yetenegi dogumdan sonra gelisir. Gebeligin son
donemlerinde yavrunun dolasimdaki kortikosteron miktar1 eriskinlikteki orana ulagir.
Dogumla birlikte kortikosteron miktarinda dramatik bir diisiis meydana gelir. Limbik
sistemdeki glukokortikoid reseptorleri icin de benzer bir gelisim soz konusudur.
Neonatal periyodun ilk iki haftasinda da hayvanlarin dolasimdaki glukokortikoid
seviyelerini artirma yetenekleri sinirli ve kandaki glukokortikoid konsantrasyonlar
oldukga diisiiktiir. Dogumdan sonraki iigiincii haftaya kadar devam eden bu ddneme
stres hiporesponsif periyot denir. HPA ekseni bu donem boyunca stres uyaranina karsi
hiporesponsiftir. Yani erigkin bireyde dolasimdaki glukokortikoid seviyelerinde biiyiik

Olciide yiikselmeye neden olan uyaranlar bu dénemde yavruda glukokortikoid miktarini
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ayn1 derece yiikseltemez (Sapolsky ve Meaney 1986; De Kloet ve ark. 1988; Vazquez
1998). Glukortikoidler genel olarak kataboliktirler; hiicre biiytimesini, protein sentezini,
glukoz ve aminoasitlerin dokular tarafindan alimin1 inhibe ederler. Dolayisiyla
dogumdan sonraki hiporesponsif periyot merkezi sinir sistemi gelisiminin yiiksek
seviyede glukokortikoid etkisi olmadan gerceklesmesini saglayan adaptif bir isleve
sahiptir. Aslinda yiiksek kortikosteron seviyeleri gibi normalin altindaki seviyelerinde
merkezi sinir sistemi gelisimi iizerine yikici etkileri vardir. Protektif bir mekanizma
olarak diisiiniilen stres hiporesponsif dénem erken postnatal gelisim sirasinda sabit ve
diisiik seviyelerde glukokortikoid sekresyonunu saglar (Sapolsky ve Meaney 1986; De
Kloet ve ark. 1988).

HPA ekseninin stres uyaranlaria kars1 verdigi tepki diizeyi hayvan yaklagsik
dort haftalik oldugunda erigkin donemdeki seviyeye ulasir (De Kloet ve ark. 1988).
Sonug olarak rodentlerde postnatal donemde belli bir siire HPA ekseninin yapis1 ve

fonksiyonu erigkin donemden oldukga farklidir (Vazquez 1998).

2.3. Stresin Etkileri

Organizmadaki stres sistemlerinin aktivasyonu organizmanin homeostazisini
yeniden saglayarak hayatta kalma sansim artiracak bir takim fizyolojik ve davramssal
degisimlere yol acar. Bir stres etkeninin zararli sayilip sayilamayacagi, stres etkisinde
kalan organizmanin yeniden homeostazisini saglamaya calisirken bu tehdit edici
durumla basa c¢ikip cikamadigina baglhidir (Von Borell 2001). Stres yogunluguna,
sliresine, tipine ve uygulandigi doneme ve hayvanin cinsiyetine bagl olarak adaptif ya
da maladaptif fizyolojik degisimlere yol acabilir (Gue ve ark. 2004; Mello Ade ve ark.
2003; Bowman 2005).

Prenatal stres de aym sekilde tipine, uygulandigi déneme, yogunluguna ve
miktarina, diizenli ya da rastgele olusuna bagh olarak yavrular iizerinde farkl etkiler
gosterebilir. Prenatal stres cinsiyet orani, lokomasyon, oyun ve arastirmaci davranislar,
korku, 6grenme yetenegi, sosyal davranislar, agresyon, seksiiel ve maternal davraniglar
gibi pek cok faktore etki edebilir (Weinstock ve ark. 1988; Braastad 1998, Gue ve ark.
2004). Siddetli prenatal stres etkenleri belirgin maternal ve fotal kilo kaybina, fiziksel
gelisimin ve erkeklerde seksiiel aktivitenin azalmasina neden olurken, daha hafif
siddetteki stres etkenleri ise fiziksel gelisim iizerinde hicbir etki gdstermez ya da

gelisimi hizlandirabilir. Ayrica stres hafif siddette oldugunda HPA ekseninin strese olan
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adaptasyonu daha hizli gergeklesir, yabanci ortamlardaki korkaklik ve duyarhlik azalir
(Weinstock ve ark. 1988).

Prenatal strese maruz kalmis eriskin sicanlarin strese kargst HPA ekseni yanitlari,
plazma kortikosteron seviyeleri belirlenerek degerlendirilmis fakat birbirleriyle uyumlu
sonuclar alinamamistir (Vallee ve ark. 1999; Szuran ve ark. 2000; Bowman 2005;
Griffin III ve ark 2003). Ozellikle prenatal stresin davranislara ve bilissel fonksiyonlara
olan etkisi belirli noral sistemlerin hangi donemlerinde strese maruz kalindigina gore
degisir. Sicanlarda 13-15. embriyonik giinlere denk gelen stres, hipotalamus PVN’ yi ve
HPA ekseni regiilasyonunu etkilerken, dogumdan sonra maruz kalman stres belirli

hipokampal alanlara etkimektedir (Weinstock 2001).

Intrauterin donemde sentetik glukokortikoidlere maruz kalma yavrunun
hipokampal GR sayisinda azalmaya ve strese olan adrenokortikal yanitin
sonlandirilmasinda bozukluga neden olurken, postnatal donemde dolasim kanlarindaki
glikokortioid seviyeleri normal olan anneler tarafindan bakilan yavrularda bu etkiler
normale donmektedir (Brabham ve ark. 2000). Dolayisiyla prenatal donemde yasanan
stresin etkilerinin postnatal donem sartlann ve deneyimlerince degistirilebilecegi
sOylenebilir. Postnatal donemde hipokampusta dentritik diferensiasyon, akson
formasyonu ve sinaptogenezis gibi gelisimsel olaylar hala devam etmektedir. Bu
nedenle postnatal deneyimler ve cevrenin etkileri hipokampus fonksiyonu agisindan

olduk¢a 6nemlidir (Gould ve Tanapat 1999)

2.3.1. Stresin Bilissel (Kognitif) Fonksiyonlar Uzerine Etkileri

Bowman (2005) stresin genel etki tarzina uygun sekilde, biligsel fonksiyonlarin
bir boliimii olan uzaysal 6grenme ve hafiza iizerinde adaptif ya da maladaptif etkisinin
olabilecegini belirtmistir. Hayvanin cinsiyetine ve strese maruz kaldig1 yasa bagh olarak
biligsel fonksiyonlarin degisebilecegini, genclik doneminde uygulandiginda kronik
stresin erkeklerde uzaysal Ogrenmeyi azaltirken disilerde artirdigin1 fakat bu biligsel
degisimlerin stresin prenatal donemde yasanmasi durumunda degisebilecegine dikkat
cekmigtir. Mendl (1999) ise benzer sekilde glukokortikoidlerin hafiza olusumunu hem
giiclendirdigi hem de zayiflattigini bildirmistir.

Sousa ve ark. (2000) kronik stresin hipokampal dentritik atrofiye neden olarak
uzaysal 6grenme ve hafizay1 zayiflattigini, stresin bu etkisinin ortaya c¢ikmasindan

biiyiik oranda kortikosteroidlerin sorumlu oldugunu belirtmislerdir. Fakat belli bir
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iyilesme periyodu sonrasinda Ogrenme ve hafiza ile ilgili bu bozuklugun tamamen
ortadan kalktigini1 bildirmislerdir. Luine ve ark. (1996) ise calismalarinda uyguladiklar
stresin hipokampal dentritlerde herhangi bir degisime neden olmamakla birlikte stresin
ogrenmeyi artirdigin1 bununda stres nedeniyle artan kortikosteron sekresyonu ile ilgili
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Sandi ve ark. (1997) yaptiklar1 calismada
dolagimdaki kortikosteron seviyeleri ile Morris su labirentinde ol¢tiikleri uzaysal hafiza
olusumu arasinda pozitif bir korelasyon bulundugunu bildirmisler, kortikosteronun
bilgilerin depolanmasi1 ve hafiza olusumu iizerinde kolaylastirici fizyolojik bir rolii
oldugunu belirtmislerdir. Roskoden ve ark. (2005) da erken donemde kronik
kortikosteron uygulanan hayvanlarin uzaysal 6grenme hizinin arttigini, bu durumun
stresin uygulandig1 yasla ilgili olabilecegini, eriskin hayvanlara stres uygulamasinin

farkli sonuclara yol acabilecegini ileri stirmiislerdir.

Uzaysal 6grenme ve hafiza i¢in 6nemli olan hipokampus dentat girusun gelisimi,
gebelikten baslayip postnatal doneme kadar devam eden genis bir zaman araligina
yayllmistir. Hatta eriskin donemde dahi norogenezis hala devam etmektedir.
Glukortikoidler postnatal donemde bu bolgede hiicre proliferasyonunu baskilarlar. Bu
baskilama graniil noronlarmin biiyiik ¢cogunlugunun olustugu doéneme denk gelirse
eriskin bireyin hipokampusunun yapisimi etkileyebilir. Bu durum gelisim déneminde
maruz kalinan stresin hipokampus {izerinde uzun siireli etkiler olusturabilecegini
gostermektedir. Sonugta gelisim doneminde graniil néronlan sayisinda azalma eriskin
dénemde Ogrenme ve hafiza sorunlarina yol acabilir. Ancak bu graniil ndronlarinda
goriilen degisimler sadece kronik strese maruz kaldiginda goriilebilir (Gould ve Tanapat

1999).

Prenatal stresin hayvanlarin 6grenme yetenegine olan etkisi de karmasiktir. Gue
ve ark. (2003) prenatal stresin yasamin erken donemlerinde onemli 6grenme ve hafiza
eksikliklerini doguran gelisimsel bozukluklara yol a¢tigmi bildirmislerdir. Benzer
sekilde Hayashi ve ark. (1998) hipokampal bolgelerin gelisimine denk gelen gebeligin
15-21. giinleri arasinda uygulanan prenatal stresin, yavrularin hipokampusunda sinaptik
yogunlugu azalttigin1 buna bagh olarakta yavrularin uzaysal 6grenme ve hafizalarinda
gelisimsel bozukluklar ortaya ¢iktigimi belirtmislerdir. Lemaire ve ark. (2000) prenatal

stresin hipokampusta nérogenezisi azaltarak uzaysal O0grenme ve hafizayr olumsuz
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etkiledigini, nérogenezisteki azalmanin ise HPA ekseni disfonksiyonuna bagl olarak

artmis kortikosteron etkisiyle gerceklestigini bildirmiglerdir.

Intrauterin donemde uygulanan glikokortiodlerin yavrularda 6grenmeyi olumsuz
etkiledigi  bildirilirken, postnatal donemdeki maternal bakimin bu etkiyi
degistirebilecegi, kan glukokortikoid seviyeleri normal olan anneler tarafindan bakilan

yavrularda 6grenmenin normal oldugu belirtilmistir (Brabham ve ark. 2000).

Fujioka ve ark. (2001) prenatal donemde uygulanan hafif siddetteki kisa siireli
kisitlama stresinin, erigkin sicanlarda radyal labirent ve aktif sakinma testleriyle dl¢iilen
O0grenme performanslarini artirdigimi saptamislardir. Uyguladiklar stresin kortikosteron
seviyesine bir etkisi olmadigindan bu 6grenme artisinin kortikosterona bagli olmaksizin
yine stres etkisiyle amigdaladaki c-fos ekspresyonu azalisi sonucu olusan
duyussalliktaki azalmadan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Strese maruz kalmayan
anneler tarafindan biiyiitiilen sicanlarda ise bu artisin digerlerine gore daha az belirgin

oldugunu ileri stirmiislerdir.

Szuran ve ark. (2000) kisitlama stresine maruz kalan erkek sicanlarin
O0grenmelerinin azaldigimi fakat kortikosteron seviyelerinin degismedigini, disilerin ise
kortikosteron seviyelerinin arttigin1 fakat Ogrenmelerine bir etkisinin olmadigini,
kortikosteron sekresyonu ve uzaysal 0grenmedeki degisimlerin birbirinden bagimsiz

olugabilecegini ve her zaman paralel seyretmeyebilecegini belirtmislerdir.

Prenatal ve postnatal donemlerde maruz kalinan stres etkileri de birbirlerinden
farkl1 olabilir. Bu konuda yapilan bir calismada postnatal uygulanan el temasi stresi ile
prenatal kisitlama stresinin glukokortikoid sekresyonu ve biligsel fonksiyonlar iizerine
birbirlerinin tersi etki gosterdikleri bildirilmistir (Vallee ve ark. 1999). HPA ekseni
dogumdan sonrada gelisimine devam ettiginden prenatal strese maruz kalmis si¢anlarda
goriilen davranigsal bozukluklarin bir kismi postnatal uygulamalarla 6nlenebilmektedir
(Weinstock 1997). Bu da prenatal stresin ve postnatal uygulamalarin ayni noral hedefler
iizerinde farkli zamanlarda farkl etkiler yapabileceklerini gostermektedir. HPA ekseni
ve beyin plastisitesi postnatal doneme kadar uzar ve postnatal olaylar prenatal ve

genetik olarak programlanmis olan sistemi modifiye edebilir (Welberg ve Seckl 2001).
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2.3.2 Stresin Duyussallik (Emotionality) Uzerine Etkileri
Stres hayvanlarin duyussalligr iizerine etkiyerek anksiyete ve depresyon gibi
bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Yang ve ark. 1990; Bruijnzeel ve ark.

2001; Bulduk ve Canbeyli 2004; Mello Ade ve ark. 2003).

Stres etkisiyle meydana gelen hipotalamik ve ekstrahipotalamik CRF
sistemlerinin hipersekresyonu anksiyete bozukluklarinin en 6nemli etkenidir. Gutman
ve ark. (2003) stres oncesinde CRF; reseptor antagonisti verdikleri sicanlarda ACTH
hormonu ve kortikosteron konsantrasyonlariin diistiigiinii ayrica anksiyolitik etkilerin
goriildiiglinii bildirmislerdir. Takahashi ve ark. (2001) da CRF; reseptorleriyle birlikte
CRF, reseptorlerinin de anksiyete davraniglarinin olusumunda 6nemli rol oynadigini

ispatlamislardir.

Stresle ilgili davranissal bozuklara neden olabilecegi diisiiniilen CRF’ nin kronik
olarak intraserebroventrikiiler infiizyonunun sicanlarda anksiyete artigina neden oldugu
bildirilmistir (Buwalda ve ark. 1997). Stres etkisiyle aktive olan sentral noradrenerjik
sistem, amigdaladan CRF sekresyonunu artirarak anksiyeteye neden olmaktadir (Yang
ve ark. 1990, Weinstock 2001). Ayrica hiperemosyonel durum ve 6zellikle anksiyete ile
ilgili bolge olan amigdaladan prenatal stres etkisiyle de CRF sekresyonunun arttigi

bildirilmistir (Cratty ve ark. 1995).

Mello Ade ve ark. (2003) yasamin erken donemlerinde maruz kalinan stresin
duyussallikla ilgili noromediator sistemler {iizerinde kompleks etkileri oldugunu,
noradrenarjik, serotonerjik norotransmisyon ve HPA ekseninde goriillen degisimler

sonucu akut anksiyete bozuklugu olusabilecegini belirtmislerdir.

Disi sicanlarla yapilan bir ¢alismada, 60 farkli ses tonuyla 65 dakika siiresince
ses stresi uygulamasindan bir giin sonra, yapilan zorunlu yiizme testinde uygulanan

stresin depresojenik etki yaptigi bildirilmistir (Bulduk ve Canbeyli 2004).

Prenatal stresin yol actift hormonal ve sinirsel degisimlerin yavrularda
davranigsal baskilanmaya, anormal korku ve anksiyete davranisinin ortaya cikmasina
neden oldugu ileri siiriilmektedir (Ward ve ark. 2000; Griffin III ve ark. 2003). Prenatal
strese maruz kalmis ratlarda amigdaladaki CRF sisteminde aktivite artisinin strese karsi
hassasiyeti ve korku duygusunu artirdigi belirtilmistir (Cratty ve ark. 1995; Ward ve
ark. 2000). Bu etkilere maruz kalan hayvanlar yabanci ortamlarda daha az arastirma,

daha fazla donakalma ve anksiyete davraniglar1 gosterirler (Weinstock 2001). Buna ek
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olarak dogumdan sonra uygulanan akut stresin, prenatal stresin neden oldugu bu etkileri
artirdig gosterilmistir (Ward ve ark. 2000). Fujioka ve ark. (2001) ise bu bulgulardan
farkl1 olarak prenatal stresin kisa siireli ve orta siddette uygulanmasi sonucu yavrularin

yabanci uyarimlara kars1 daha zayif emosyonel tepkiler verdiklerini belirtmislerdir.

2.4. Ogrenme ve Davrams Testleri

2.4.1. Morris Su Labirenti (Morris Water Maze)

Morris su labirenti yirmibes yil once sicanlarda uzaysal 6grenme ve hafizayi
degerlendirmek icin gelistirilen bir testtir (Morris 1981). Uzaysal Ogrenme ve
dolayistyla Morris su labirenti performansi farkli beyin bolgeleri ve norotransmiter
sistemlerin olusturdugu entegre noral agin birbirleriyle uyum i¢indeki aktivasyonuna
baghdir. Ozellikle hipokampus, uzaysal bilginin 6grenilmesi, depolanmasi ve
hatirlanmasinda olduk¢a Onemlidir (D’Hooge ve De Deyn 2001). Hipokampal

fonksiyonu test etmek icin ise Morris su labirenti kullanilmaktadir (Gerlai 2001).

Labirent, uzaysal 6grenme ve hafizayla ilgili noérobiyoloji ve norofarmakoloji
calismalarinda, ayrica rodentlerin model olarak kullanildigi norobilissel bozukluklarin
arastirilmasinda  kullamilmistir.  Bu ¢alismalarda Morris su labirentinin  farkli
metodolojik varyasyonlari uygulanmistir (D’Hooge ve De Deyn 2001). Stres bilissel
fonksiyonlar1 etkilediginden (D’Hooge ve De Deyn 2001) test ayrica stresle ilgili
caligmalarda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Vallee ve ark. 1999; Lemaire ve ark.

2000; Szuran ve ark. 2000; Sousa ve ark. 2000)

Testte belli bir seviyeye kadar suyla doldurulmus bir havuz ve hayvanlarin
sudan c¢ikmalarin1 saglayacak bir platform kullanilmaktadir (Morris 1981). Yapilan
calismalarda degisik biiyiikliiklerde havuz ve platformlar kullanilmistir (Brandeis ve
ark. 1989). Ayrica sicanin yolunu bulabilmesi icin havuzun bulundugu odaya ve

duvarlara cesitli ipuclan yerlestirilmektedir (Morris 1981; D’Hooge ve De Deyn 2001).

Testteki temel boliimler 6§renme, arastirma, tekrarlanan O0grenme ve isaretli
platform testleridir (Morris 1981; D’Hooge ve De Deyn 2001). Ayrica Morris su
labirentinde isler hafizay1 6lgmek icin de testler gelistirilmistir. Yiizen platformlarin,
karnigik Ogrenme/aragtirma testleri protokollerinin uygulandigr farkli prosediirler de

uygulanmistir (D’Hooge ve De Deyn 2001).
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Genel olarak 6grenme testinde platform, ceyreklerden birisinin ortasina suyun
altinda olacak ve hayvana goriinmeyecek sekilde yerlestirilerek 6grenme siiresince sabit
birakilir. Bu boliimiin amaci farkli baslangi¢ noktalarindan havuza birakilan siganlarin
odaya yerlestirilmis ipuglarim kullanarak platformun yerini 6grenmesidir (Morris 1981;
Gallagher ve ark. 1993; D’Hooge ve De Deyn 2001). Hayvan suyun altindaki kacis
platformunu bulabilmek ve ona en kisa yolla ulasabilmek icin odaya yerlestirilmis olan
distal ipuclarinin yerlerini 6grenmeli, hafizasinda tutabilmeli ve yoOniinii bulurken
kullanabilmelidir (Morris 1984; Gallagher ve ark. 1993). Distal ipuclarina gore
platformun yerini 6grendiginde havuza hangi noktadan birakilirsa birakilsin kolayca
platforma dogru yiizer (Morris 1984). Ogrenme olgiisii olarak platformu buluncaya

kadar gecen siire ve sicanin havuzda aldigi yol gittikge kisalir (Gallagher ve ark. 1993).

Arastirma testinde platform havuzdan ¢ikartilir. Platformun yerini 6grenmis olan
sicanlarin eskiden platformun bulundugu ceyrekte daha fazla zaman gecirmeleri
beklenir (Morris 1981; 1984). Arastirma testi hayvanlarin uzaysal hafizalariyla ilgili bir
gostergedir (Gerlai 2001). Ogrenme boliimiinde platformun yerini mekansal iliskileri

kullanarak m1 yoksa tesadiifen mi bulduklarin1 da gosterir (Brandeis ve ark. 1989)

Tekrarlanan 6grenme boliimiinde platform, 6grenme testinde bulundugu yerin
kars1 ceyregine yerlestirilir (Morris 1984; Brandeis ve ark. 1989). Sigcanin daha 6nceden
ogrenmis oldugu odadaki ipuglarimi kullanarak platformun yeni yerini Ogrenmesi

gerekmektedir (Morris 1984).

[saretli platform testi boliimiinde ise platform, suyun iizerine sicanin gorecegi
sekilde yerlestirilir. Testin bu bolimiinde bir sorun olmamasi hayvanin
motivasyonel/emosyonel ya da sensorimotor bir bozuklugu olmadigim gosterir (Morris

1984; Hooge ve De Deyn 2001).

Testin O0grenme ve isaretli platform boliimleri i¢in ayni motor hareketler
(ylizme) ve isteklendirme s6z konusudur. Fakat bu iki boliimden birincisinde hayvanin
odadaki cesitli distal ipuclarina iliskin olarak platformun yerini Ogrenmesi

gerekmektedir (Morris 1984).

Genellikle testte once sakli platformun oldugu boliim, sonra da goriiniir platform
boliimii uygulanmaktadir. Eger birinci boliimde bir bozukluk, ikincisinde ise normal
performans oldugu saptanirsa bu durum hipokampal spesifik disfonksiyon icin bir kanit

sayilabilir (Gerlai 2001). Ciinkii uzaysal O6grenmenin hipokampusla ilgili oldugu
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(D’Hooge ve De Deyn 2001) ve hipokampal lezyonlu sicanlarin sakli platformun yerini
ogrenemedikleri bildirilmistir (Morris ve ark. 1982). Sadece testin ikinci boliimiinde bir
sorun varsa bu hayvanin motivasyonal ya da sensorimotor bir sorunu oldugunu ispatlar
(Morris 1984). Boylece testte hipokampal fonksiyon (6grenme boliimiinde oOlgiilen),
genel davranigsal performans yetenekleri gibi hipokampal olmayan fonksiyonlardan

(isaretli platform testinde Slgiilen) ayirt edilebilir (Gerlai 2001).

2.4.2. Korunmaya Yonelik Geri Cekilme Testi (Defensive Withdrawal Test)
Hayvanlar yabanci bir ortama girdiklerinde ortamdaki kaynaklar serbestce
arastirmadan Once olasi tehlikelere karsi dikkatli bir sekilde davranirlar. Sicanlar
tanimadiklar1 ortamlarda 6nce korunmaya yonelik geri ¢ekilme davranisi gostermeye
sonrasinda ise bu yabanci ortami arastirmaya egilimlidirler. Hayvanin geri ¢ekilme
davranisi mu yoksa arastirmaci davramis mi gOsterecegi ise ortamdaki tehlikeleri
algilayan beyin sistemleri iizerindeki CRF aktivitesine baghdir (Takahashi ve ark.

1989).

Bu test biiyiik bir agik alan ve bu alana cikisi olan kiigiik bir karanlik bolmeden
olugmakta ve anksiyete testi olarak kullanilmaktadir (Takahashi ve ark. 1989; Ward ve
ark. 2000). Test aragtirma ve anksiyete (geri ¢ekilme) arasindaki dengeyi Slger (Pijman
ve van Ree 2002). Test sirasinda arastirmaci davraniglarin azalmasi ve kapali bélmede
daha fazla zaman gecirme anksiyeteye isaret eder. Ayni zamanda davranigsal
baskilanmay1 da gosterir (Ward ve ark. 2000). Testin metodolojik agidan farkli
varyasyonlar1 farmakoloji, psikofarmakoloji, sinirbilim alanlarindaki arastirmalarda ve
stresle ilgili ¢alismalarda kullanmilmistir (Takahashi ve ark. 1989; Bruijnzeel ve ark.

2001; Gutman ve ark. 2003; Bowman ve ark. 2004).

2.5. Beyaz Ses (White Noise) Stresi ve Etkileri

Beyaz ses, yiiksek siddette uygulandiginda (90 ve 105 dB) belirgin bir sekilde
kortikosteron sekresyonunu artirir.  Ses stresine bagli olarak  kortikosteron
salgilanmasinin esik degeri 90 dB olarak bildirilmistir. Bu yogunluklardaki ses stresinde
hipotalamus paraventrikiiler niikleus, median rafe niikleus gibi stres yanitinin
olusumunda 6nemli olan beyin bolgelerinde c-fos indiiksiyonu goriilmiistiir (Campeau
ve Watson 1997; Helfferich ve Palkovits 2003). Ayrica kisitlama, zorunlu yiizme,
hemoraji, zorunlu yiirlime gibi diger stres etkenleri de ayni bolgelerde c-fos proteini

ekspresyonuna neden olur (Dayas ve ark. 2001b; Fujioka ve ark. 2003). Stres yanitinin
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olusumu i¢in Oncelikle akustik sinyalin algilanmas1 ve iletimi gereklidir. Bu da strese
maruz kalan hayvanlarin beynindeki duysal yapilardaki c-fos indiiksiyonuyla
ispatlanmigtir.  Stres yamitinin  olugsmasindaki en Onemli bilegsen, hipotalamus
paraventrikiiler niikleus hiicrelerindeki c-fos indiiksiyon ile direkt iligkili olan
noroendokrin (kortikosteron) tepkidir. Yiiksek yogunluktaki ses stresinde (105 dB)
amigdalanin lateral niikleusunda belirgin c-fos induksiyonu olusmus ve bu yogunluktaki
ses stresine maruz kalan hayvanlarda davramigsal aktivite azalmistir (Campeau ve
Watson 1997). Dayas ve ark. (2001b) 100 dB siddetindeki beyaz ses stresinin amigdala
medial niikleusunda aktiviteye neden oldugunu belirtmislerdir. 105 dB yogunlugundaki
beyaz ses uygulamasi sonucu hipotalamus PVN uyaran medullar katesolaminerjik

hiicrelerde de c-fos ekspresyonu arttirdigi bulunmustur (Helfferich ve Palkovits 2003).



23

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecg

Arastirma, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ nde Kasim 2005- Mart
2006 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Hayvan materyali olarak Istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’ nden saglanan 60 adet disi (ortalama agirhik: 205+3
g), 12 adet erkek (ortalama agirlik: 305+9 g) eriskin Sprague- Dawley sican ve bu

ebeveynlerden elde edilen 90 adet erkek sican kullanildi.

Sicanlar deneysel siire¢ boyunca 1.U. Veteriner Faiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali

biinyesinde bulunan deney hayvanlar1 odasinda barindirildi.

Deney hayvanlar odasina yerlestirilen zamanlayici ile 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik periyodu (aydinlik baslangici 7.00) uygulandi. Deney boyunca odanin 1s1 ve

nem degeri (ortalama 1s1: 21 £1 °C, ortalama nem: % 60) kaydedildi.

Sicanlar 460 x 320 x 145 mm ebatlarinda iistleri tel 1zgarali, altlik olarak yonga
talas kullanilan plastik kafeslerde bakildi. Beslemede kullanilan ticari pelet sican
yemleri 1zgara {izerine konularak, su ise 330 ml’ lik celik bilyeli ticari kemirgen

suluklar1 (IMAC- Biber) kullanilarak ad libitum olarak verildi.

Hayvan materyali digindaki gerecler, ilgili yontemlerin basligi altinda

verilmektedir.

3.2. Yontem

Eriskin Sprague- Dawley sicanlar yeni ortamlarina adapte olabilmeleri i¢in bir
hafta siiresince kafeslerinde barindirildilar. Daha sonra disi sicanlar Ostrus
senkronizasyonu saglamak icin onarli gruplar halinde biraraya getirilerek, 10 giin
stiresince birlikte tutuldular. Bu siirenin sonunda her 5 disiye 1 erkek sican katild.
Ertesi giinden itibaren 5-6 giin siiresince disilere vaginal smear yapilarak sperm arandi.
Smear Orneginde sperm goriilen hayvanlar gebe kabul edilerek bireysel kafeslere
alindilar. Spermin goriildiigii giin gebeligin 0. giinii (G—0) olarak kabul edildi. Gebe
disiler prenatal stres (PS) ve kontrol (K) gruplarim olusturacak sekilde rastgele ikiye
ayrildilar. PS grubundaki disilere gebeligin son 1/3’lik déneminde ses stresi

uygulanirken, K grubundaki disilere herhangi bir uygulama yapilmadi. Dogumdan
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sonraki 24 saat icerisinde her batindaki yavru sayisi 5 ile 10 arasinda olanlar ¢alismaya

dahil edildiler.

Yavrular siitten kesildikten sonra sadece erkek sicanlar secilerek, her kafeste 3-
4 adet olacak sekilde ve uygulanacak olan her bir teste ayni batindan ikiden fazla birey
diismeyecek sekilde kafeslere dagitildilar. PS grubundan elde edilen kirk adet yavru
sican kendi arasinda kronik stres uygulanan (PS+KS) ve stres uygulanmayan (PS+0)
olmak iizere ikiye ayrilirken, K grubundan elde edilen yavrulardan yirmi tanesi kontrol
grubunu (K+0), geri kalan otuz tanesi ise stres+ kortikosteron grubunu (S+Kort)
olusturdu. PS+ KS ve S+Kort grubundakilere ses stresi uygulanirken, PS+0 ve kontrol

grubundan elde edilen yavrulara (K+0) her hangi bir uygulama yapilmadi.

Her test i¢in PS+KS, PS+0 ve K+0 gruplarindan onar erkek rastgele secilerek
hayvanlar 70 giinliikk olduklarinda Morris su labirenti ve korunmaya yonelik geri
cekilme testi yapildi. Ancak testler sirasinda bazi gruplardan 1-2 hayvanin genel
durumlan bozuldugu icin degerlendirme dis1 birakildilar. Testlere baslamadan otuz
dakika once hayvanlar test odasina alinarak ortama aligmalar1 saglandi. Tiim testler giin
icinde 10.00-17.00 saatleri arasinda gergeklestirildi. Arastirmada uygulanan c¢alisma

takvimi Tablo 1° de sunulmaktadir.



Tablo 3.1- Arastirmada uygulanan calisma takvimi.
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Hayvanlar Uygulama Siire

60 disi, 12 erkek sigan Yeni ortama adaptasyon 1 hafta
Disiler Ostrus senkronizasyonu 10 giin
Disiler ve erkekler (5 disiye 1 erkek) Ciftlesme ve vaginal smear 5-6 giin

Gebe disiler

PS ve K gruplarinin olusturulmasi

PS grubu disiler

Ses stresi

Gebeligin 14-21. giinleri

Batinlarindaki yavru sayis1 5-10 arasinda olanlar

Dogum ve siit verme

21 giin

Sadece erkek yavrular

Siitten kesme ve gruplarin olusturulmasi

PS+KS (n=20) ve S+Kort(n=30) gruplar1

Kronik ses stresi

Postnatal 30-51. giinler

S+Kort Grubu

Kortikosteron analizlari i¢in kan alinmasi

Stresten Once, sonra 1. 7. 14. ve 21. giinler

PS+0 (n=20) ve K+0 (n=20) gruplar1

Herhangi bir uygulama yapilmadi

PS+KS (n=10), PS+0 (n=10) ve K+0 (n=10) gruplar1

Morris su labirenti testi

Postnatal 70-82. giinler

PS+KS (n=10), PS+0 (n=10) ve K+0 (n=10) gruplar1

Kortikosteron analizleri i¢in kan alinmasi

Test bitimi

PS+KS (n=10), PS+0 (n=10) ve K+0 (n=10) gruplari

Korunmaya yonelik geri ¢cekilme testi

Postnatal 83-84. giinler

PS+KS (n=10), PS+0 (n=10) ve K+0 (n=10) gruplar1

Kortikosteron analizleri i¢in kan alinmasi

Test bitimi
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3.2.1. Stres Uygulamasi

3.2.1.1 Kullanilan Arac¢ ve Malzemeler

e Beyaz ses jeneratorii (wn210 noise generator, LabTech®)

e Ses seviyesi Ol¢ciim cihazi (CEM DT-8820)

3.2.1.2 Yontem

Stres kaynagi olarak, plazma kortikosteron seviyesinde yiikselmeye yol acarak
giiclii bir stres etkeni oldugu daha dnceden ispatlanmis olan beyaz ses (white noise)
kullanildi (Campeau ve Watson 1997). PS grubundaki disilere gebeligin 14- 21. giinleri
arasinda, PS+ KS ve S+Kort grubundaki yavrulara ise dogumdan sonraki 30-51. giinler
arasinda ve giiniin farkli saatlerinde olmak {iizere kirkbes dakika boyunca 100 dB

siddetinde beyaz ses stresi uygulandi.

Stres odasinda kafesler beyaz giiriiltiiniin hayvanlara esit siddette dagilimina
olanak saglayacak sekilde yerlestirildiler. Her giin stres uygulamasi sirasinda odanin
farkli yerlerindeki kafeslerden ses siddeti dl¢iimii yapildi.

3.2.2. Morris Su Labirenti

3.2.2.1. Kullanilan Arag¢ ve Malzemeler
e Siyah fleksiglastan yapilma, duvarlarinin yiiksekligi 60 cm olan 132 cm

capinda havuz
e Sekiz cm ¢apinda siyah platform

e Gorsel ipuglart (farkh bityiikliik ve geometrik sekillerde posterler, elbise

askisi, pencere, masa... vb.)
e Kamera
® Bilgisayar izleme programi
3.2.2.2. Yontem

Testte kullamilacak olan havuz test odasinin duvarlarina belli bir uzaklikta

olacak sekilde yerlestirildi. Ayrica siganin havuzda yiizerken yolunu bulabilmesi i¢in
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test odasinin duvarlarina farkli biiyiikliik ve geometrik sekillerde posterler, havuzun

etrafina da elbise askisi, masa... vb. degisik ipuglar1 konuldu.

Havuz, sicakligi 23 +1 °C olan suyla 45 cm yiikseklige kadar dolduruldu. Deney
baslangicindan Onceki giin hayvanlar aligmalan icin havuzda birer dakika serbest
yuizduriildiiler. Sicanlar yiizleri havuzun duvaria bakacak ve once kuyruklari suya
girecek sekilde havuza birakildilar. Deneyler basladiginda bilgisayar izleme sisteminde
havuz, varsayimsal olarak birbirini kesen iki dogruyla dort ceyrege ayrildi ve havuz
tizerinde hayvanlarin suya birakilacaklar1 baslangic noktalarn kuzey, giiney, bat1 ve dogu
(K, G, B, D) seklinde isaretlendi. Bu isaretler isimlerini aldiklar1 yonleri

gostermiyorlardi, sadece hayvanlarin teste baglayacaklar yeri temsil ediyorlardi.
Morris su labirenti testi bes boliimden olusuyordu:
1. Konum dgrenme (place-learning)
2. Birinci arastirma testi (probe test)
3. Tekrarlanan 6grenme testi (repeated acquisition test)
4. Ikinci arastirma testi (probe test)
5. Isaretli platform testi (cued test)

Testin ilk bolimii olan konum- 6grenme kisminda platform suyun 1-1,5 cm
altinda goriinmeyecek sekilde, ceyreklerden birinin ortasina (kuzey-bat1) merkezden ve
cevre duvarlardan esit uzaklikta olacak sekilde yerlestirilerek test boyunca bu
pozisyonda sabit birakildi. Testte 5 giin siireyle hayvanlara giinde dorder deneme
yaptirildi. Her denemede sicanlar farkli bir baslangi¢ noktasindan suya birakildilar.
Testin yapildigr giin her sican i¢in giiney, kuzey, dogu ya da bat1 (G, K, D, B) olmak
iizere rastgele bir baslangic noktasi secildi ve bu baslangic noktalarinin siralamasi testin
her giinii degistirildi. Her bir sican baslangi¢ noktasindan havuza birakildiktan sonra
maksimum 60 sn yiizmesine izin verildi. Bu siire icinde sican platformu bulabildiyse 15
sn platformda birakilarak etrafi incelemesine izin verildi, bulamadiysa platforma
yonlendirilerek yine 15 sn platformda kalmasi saglandi. Bir sonraki denemeye
ge¢cmeden Once hayvan kafesine alinarak 30 sn denemeye ara verildi. Hayvanin o giinkii

4 denemesi de bittikten sonra kurutularak kafesine alinda.
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Ogrenme testinden bir giin sonra platform havuzdan cikartilarak birinci
arastirma testi yapildi. Tiim hayvanlar bir 6nceki boliimde platformun bulundugu
ceyrege en uzak baslangic noktasindan (G) havuza birakilarak 60 sn boyunca

yiizdiriildiiler.

Arastirma testinden sonraki giinden itibaren {i¢ giin siiresince tekrarlanan
O0grenme testi gerceklestirildi. Platform Ogrenme testinde bulundugu yerin karsi
ceyregine (giiney-dogu) yerlestirildi. Bunun disinda yapilan tiim islemler 68renme

testindekiyle tamamen ayniydi.

Tekrarlanan 6grenme testinden bir sonraki giin ikinci arastirma testi yapildi. Bu
boliimde de yine platform havuzdan cikartildi. Hayvanlar K baglangic noktasindan

havuza birakilarak 60 sn siiresince yiizdiiriildiiler.

En son giin ise Morris su labirenti testinin son boliimii olan isaretli platform testi
yapildi. Bu boliimde platformun iizerine hayvanlarin gorebilecegi sekilde agik renge
boyanmis ek bir parca ve bunun iizerine de parlak renkli bir bayrak yerlestirildi.
Goriiniir platform suyun 1 cm {izerinde olacak sekilde giiney- bati ¢eyreginin ortasina
yerlestirildi. Her hayvan icin dort deneme yapildi ve her denemede hayvanlarin havuza

birakildiklar1 baglangi¢ noktalar degistirildi.

3.2.2.3. incelenen Parametreler
Hayvanlarin performanslarin1 degerlendirmek igin gerekli olan parametreler

bilgisayar izleme programi yardimiyla ol¢iildii.

Konum oOgrenme ve tekrarlanan konum Ogrenme testlerinde Olciilen

parametreler:
1. Platformu buluncaya kadar gecen siire
2. Toplam uzaklik
3. Havuzda platformun bulundugu ¢eyrekte gegirilen zaman orani
4. Havuzun diger ceyreklerinde gegirilen ortalama zaman orani

Son olgiilen iki parametre hayvanlarin havuzda platformu ararken yaptiklari
bolge tercihinin gostergesidir. Diger ceyreklerde gegirilen ortalama zaman oram
hesaplanirken platform c¢eyregi disindaki diger ceyreklerde gecirilen yiizde zaman

oranlar1 toplanip ortalamalar1 alinmistir.
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Arastirma testlerinde ol¢iilen parametreler:

1. Platformun eskiden (bir Onceki testte) bulundugu ceyrekte gecirilen

zaman orani

Isaretli platform testinde olciilen parametreler:
1. Platformu buluncaya kadar gegen siire
2. Toplam uzaklik

Toplam uzaklik parametresi Olgiilirken her 0,1 sn’ de hayvanin bulundugu
noktanin platforma olan uzaklig: 6lciildii. Bu degerlerin bir saniyelik ortalamalar1 alindi
ve bulunan tim bu uzaklik degerleri toplandiginda “toplam uzaklik” parametresi elde

edildi (Gallagher ve ark. 1993; Gerlai 2001).

3.2.3. Korunmaya Yonelik Geri Cekilme Testi

3.2.3.1. Kullanilan Arag¢ ve Malzemeler
e Olgiileri 60 cm X 60 cm X 35 cm olan duvarlar seffaf, tabani siyah

fleksiglastan yapilmis iizeri agik bir kutu (agik alan)

e Bu acik alana ¢ikisi olan, 15 cm X 20 cm X 15 cm 6lgiilerinde siyah
fleksiglastan yapilmis kapali bir yan bolme

e Kamera

3.2.3.2. Yontem
Acik alanda 100 liikks degerinde direkt aydinlatma yapilirken, yan bolme sadece

acik alandan yansiyan 15181 aliyordu ( { 1 liiks).

Testten Onceki giin kapali alana gec¢is engellenerek her hayvan acik alanda 15

dakika tutuldu ve boylece test ortamina aligmalari saglanda.

Test giinii hayvanlar ©Once iist kapak kismindan karanlik yan bdlmeye
yerlestirildi. Sonra yan bolmenin agik alana girisi acgilarak disar1 ¢ikmalarina izin
verildi. Biitiin hayvanlar 10 dakika siiresince teste tabi tutuldular. Kokuyla ilgili
isaretleri Onlemek i¢in her hayvandan sonra ortam % 1’lik glasial asetik asitle

temizlendi (Ward ve ark. 2000).

Test siiresince yapilan video kayitlari daha sonra izlenerek asagidaki

parametreler belirlendi.
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1. Hayvanin acik alana ilk c¢ikistan once yan bolmede ne kadar zaman

gecirdigi (latency)

2. Test siiresince hayvanin karanlik bolmeden acik alana, dort ayagi da

disarida olacak sekilde kag kez ciktig1 (¢ikislar)
3. Acik alanda gecirdigi toplam zaman
4. Acik alanda aldig1 mesafe (cm)

5. Acgik alanda arka ekstremiteleri iizerinde yilikselme sayisi (6n iki ayak

zeminden ayrilmis)

Son iki parametre motor aktivite gostergesi olarak Slciildii.

3.2.4. Kortikosteron Analizleri

3.2.4.1. Kullanilan Arac¢ ve Malzemeler
o Uc parcali, tek kullanimlik plastik enjektor (2 ml)

e Ependorf tiip (500 pl)

e Ayarlanabilir otomatik mikropipet (Biohit, 100-1000 ul) ve uglart
e Kuru deney tiipleri

e 12 x 75 mm Olgiilerinde cam tiipler

e Derin dondurucu (Argelik, -20 °C)

e Santrifiij (Heraeus, Labofuge 400)

e Vorteks mikser (Yellolab)

e Gamma Counter (Isocomp-I, 12 x 75 mm’ lik standart tiiplere uygun, '»

i¢in ayarlanabilir).

3.2.4.2. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Stres-kortikosteron grubundaki hayvanlardan bazal kortikosteron seviyesini
belirlemek icin stres uygulamasindan once kan alindi. Stres etkisiyle degisen hormon
diizeylerini belirlemek i¢in de stresin 1. 7. 14. ve 21. giinlerinde stres uygulamasindan
hemen sonra kan alindi. Davranig testlerinden ¢ikan hayvanlarin kan Ornekleri ise

testlerin hemen bitiminde elde edildi.
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Kan alimi i¢in hayvanlar kas ici yolla xylazine (0,5 mg/100 g)/ketamine (4
mg/100 g) anestezisine alindilar. Anestezi altindaki hayvanlar plastik tablalar iizerine
sirt {istil yatirthp kollarindan bantlanmak suretiyle sabitlendiler. Kardiyak ponksiyon
icin enjektorle mediandan sfenoid kikirdagin altindan girilerek kaniil hayvanin sol
omzuna dogru yonlendirildi. Boylece transkardial yolla her hayvandan 0,5 ml kan
alindi. Kanlar 3500 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ¢ikarildi.
Elde edilen serumlar iki 6rnek halinde ependorf tiiplere aktarilarak 6lciim zamanina

kadar — 20 °C’ de muhafaza edildiler.

3.2.4.3. Kortikosteron Analiz Kiti

Kortikosteron miktar1 sicanlar i¢in spesifik ticari kortikosteron kitleri (MP

Biomedicals) kullanilarak Radioimmunoassay (RIA) yontemiyle tespit edildi.

a) Steroid Sulandirici: Hormon seviyesi belirlenecek serumlar1 1/200

oraninda sulandirmak i¢in kullanilan soliisyon.

b) Anti-Kortikosteron: Spesifik anti-kortikosteron antikorlar1 igeren

soliisyon.

¢) Kortikosteron Kalibratorleri: Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi amaciyla
kullanilan her biri asagida bildirilen miktarlarda kortikosteron iceren

solisyonlar.

Kalibrator Kortikosteron(ng/ml)

1 25
2 50
3 100
4 250
5 500
6 1000

d) Coktiiriicii Soliisyon: Antijene baglanmis antikorlar1 ¢oktiirmek igin

kullanilan soliisyon.



e)

f)

32

Kortikosteron 2°I Tiirevi: I'> ile isaretlenmis Kkortikosteron hormonu

iceren sivi reaktif.

Kortikosteron  Kontrol  Soliisyonlar::  Yiiksek ve  disiik

konsantrasyonlarda kortikosteron icerirler.

3.2.4.4. Serum Kortikosteron Diizeyinin Belirlenmesi

Radioimmunoassay yontemi ile serumlardaki kortikosteron diizeylerinin

belirlenmesinde asagidaki islemler yapildi:

1.

10.

11.

Calismaya baglamadan once 6l¢iimii yapilacak tiim serum ornekleri derin
dondurucudan, kullanilacak soliisyonlar ise buzdolabindan c¢ikartilarak

oda 1s1sina gelmeleri saglandi.

Spesifik olmayan baglanma (Non-spesific binding, NSB) ve sifir
Olctimleri i¢in, kontrol, kalibrator soliisyonlar ve analizi yapilacak serum
ornekleri i¢in, 12 X 75 ml’ lik cam tiipler numarandirilarak tiip

sporlarina yerlestirildi.
Ornekler ve soliisyonlar vorteks mikserde homojenize edildi.

Steroid sulandirict soliisyon, kalibrator soliisyonu, kontrol soliisyonlart
ve sulandirilmis serum Orneklerinden ilgili tiiplere gerekli miktarlarda

konuldu.
Tiim tiiplere 0,2 ml '» isaretli kortikosteron ilave edildi.
NSB haric tiim tiiplere 0,2 ml anti-kortikosteron konuldu.

Tiim tiipler vorteks mikserde homojenize edildikten sonra oda 1sisinda

iki saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra tiim tiiplere 0,5 ml ¢oktiiriicii soliisyon pipetlendi.

Tiipler tekrar vorteksten gecirildikten sonra 2500 rpm’ de 15 dakika

santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra tiiplerin igerigi bosaltilip kurutma kagidi iizerinde ters

cevrilerek iyice siiziilmeleri saglandi.

Tiipler Gamma Counter’ da 60 saniye siire ile okundu ve degerler ng/ml

olarak kaydedildi.
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3.2.5. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi
Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi yapilirken Morris su
labirentinin konum 6grenme ve tekrarlayan 6grenme boliimlerinde her hayvanin giinliik

dort denemesinin ortalamasi alinarak degerlendirmeye tabi tutuldu.

Bu testin 6grenme, tekrarlayan 6grenme boliimlerinde tekrarlayan olgiimler igin
iki yonlii varyans analizi (two way ANOVA for repeated measures) kullanildi. Morris
su labirentinin arastirma testlerinde, isaretli platform boliimiinde, korunmaya yo6nelik
geri ¢ekilme testinde ve kortikosteron seviyeleriyle ilgili bulgularin karsilastirilmasinda
ise tek yonlii ANOVA kullanildi. Hangi gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu
Duncan testiyle belirlendi. Anlamlilik diizeyi p { 0,05 olarak kabul edildi.

3.2.6. Etik Kurul Onay1
Calismanin etik kurul ilkelerine uygun oldugu, Istanbul Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Etik Kurulun’ ca 05.05.06 tarih ve 2005/115 numarali yazi ile onaylanmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Labirenti

4.1.1. Konum Ogrenme

Testin bu boliimiinde hayvanlarin platformu buluncaya kadar gecen siire ve
toplam uzaklik parametrelerinde gruplar arasi ve giinler arasi karsilastirma, tekrarl
Olctimler i¢in iki yonlii varyans analizi yontemiyle yapildi. Bu iki parametre, platform
konumunun 6grenilmesi ile ilgili gostergeler olup gruplar arasinda istatistiksel onemde
bir fark saptanmadi (Sekil 4.1 ve 4.2). Gruplarin bolge tercihleri incelendiginde, her bir
grubun platform ceyreginde gecirdigi zaman orani, diger ¢ceyreklerde gecirilen zaman
oran1 ortalamasindan yiiksek bulundu (P<0,05) (Sekil 4.3). Zamanin etkisi
karsilastirildiginda platformu buluncaya kadar gecen siire ve toplam uzakligin birinci
giinden baslayarak azaldigi ve besinci giinde en diisiik seviyeye ulastigi goriildii.
Platform ceyreginde gecirilen zaman oran1 ve diger ¢eyreklerde gecirilen ortalama
zaman oran1 parametrelerinde de birinci giinle besinci giin arasindaki farklilik 6nemli

bulundu (P<0,05) (Tablo 4.1).

-

25 | — [@ Ps+0 (n=9)
20 | | |m PS+KS (n=10)
15 1| | |OK+0 (n=10)

Siire (sn)

Gruplar

Sekil 4.1- Platformu buluncaya kadar gecen siire

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.
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1400 ]
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1000 -
800 +—

Uzaklik (cm)

600 -
400
200 +—

Gruplar

@ PS+0 (n=9)
B PS+KS (n=10)
0 K+0 (n=10)

Sekil 4.2- Toplam uzakhk

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.

Gruplar

o Platform
50 ceyreginde
. . . gecirilen zaman
40 == orani (%)
& 30 1
()
’&h‘, 20 m Diger
ceyreklerde
10 1 gegirilen
0 : : ortalama zaman
PS+0 (n=9) PS+KS (n=10) K+0 (n=10) orani (%)

Sekil 4.3- Bolge tercihi
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* Platform c¢eyreginde gecirilen zaman orani ile diger ceyreklerde gegirilen zaman oram arasindaki farkliliklar
istatistiksel diizeyde 6nemlidir (P<0,05).

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.



Tablo 4.1- Konum 6grenme testinde incelenen parametrelerin giinler acisindan karsilastirilmasi.
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Zaman
Parametreler 1.glin (n=29) 2.glin (n=29) 3.glin (n=29) 4.giin (n=29) 5.glin (n=29)
X £ Sx X £ Sx X £ Sx X + Sx X + Sx
Platformu buluncaya kadar gecen siire (sn) 46,13 +£2,01° 36,25 +2,61° 2532 +2.14°¢ 23,12 £ 2,60 o 18,56 £2,28 d
Toplam uzaklik (cm) 2041,96 +104,16* 161641 +11943°  1029,17 £98,00¢  1013,62 + 121,77 743,97 +97,67 ¢
Platform ceyreginde gecirilen zaman orani (%) 30,87 +1,65¢ 34,62+ 1,71 4027 £2,38 3749 +1,83 < 4593+1,93°
Diger ceyreklerde gecirilen ortalama zaman orani (%) 22,99 +0,55° 21,74 £0,57® 19,86 +0,79 20,79 + 0,61 ™ 17,67 £ 0,56

a, b, c, d, e: Ayni satirda farkls harf tagiyan giinler arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P < 0,05).
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4.1.2. Birinci Arastirma Testi
Konum 6grenme testinden sonra yapilan arastirma testinde platform ¢eyreginde
gecirilen zaman oram acisindan gruplar arasinda herhangi bir fark saptanmadi (Sekil

4.4).

50
40 | T
g 30 L I @ PS+0 (n=9)
o B PS+KS (n=10)
3 207 0O K+0 (n=10)
10 —
0 i

Gruplar

Sekil 4.4- Platform ceyreginde gecirilen zaman oram

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.

4.1.3. Tekrarlanan Ogrenme Testi

Bu testte de platformu buluncaya kadar gecen siire (Sekil 4.5), toplam uzaklik
(Sekil 4.6), platformun bulundugu ceyrekte gecirilen zaman oran1 ve diger
ceyreklerdeki ortalama zaman orani (Sekil 4.7) parametreleri agisindan gruplar arasinda
onemli bir fark bulunmadi. Bununla birlikte tiim gruplarin platform ceyreginde
gecirdikleri zaman oram diger ¢eyreklerdeki ortalama zaman oranindan daha fazlaydi
(P<0,05) (Sekil 4.7)). Zamanin etkisi karsilastirildiginda platformu buluncaya kadar
gecen siire, toplam uzaklik ve diger ceyreklerde gecirilen ortalama zaman oraninin
belirgin bir sekilde kisaldigi, platform ceyreginde gecirilen zaman oraninin ise arttig
saptand1 (P<0,05) (Tablo 4.2).
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Siire (sn)
=)

@ PS+0 (n=9)
m PS+KS (n=10)
0O K+0 (n=10)

Gruplar

Sekil 4.5- Platformu buluncaya kadar gecen siire

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklart seklinde gosterilmistir.

1000

800 -

——

600 -

400

Uzaklik (cm)

200

——

B PS+0 (n=9)
B PS+KS (n=10)

— |OK+0 (n=10)

Gruplar

Sekil 4.6- Toplam uzakhik

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.
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gegirilen

40

zaman
orani (%)

Siire (%)

PS+0 (n=9) PS+KS (n=10) K+0 (n=10)
Gruplar

m Diger
ceyreklerde
gegirilen
ortalama
zaman

orani (%)

Sekil 4.7- Bolge tercihi

* Platform ¢eyreginde gecirilen zaman orani ile diger ceyreklerde gegirilen zaman orami arasindaki farkliliklar
istatistiksel diizeyde 6nemlidir (P<0,05).

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.
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Tablo 4.2-Tekrarlanan 6grenme testinde incelenen parametrelerin giinler acisindan karsilastirilmasi.

Zaman
Parametreler 1.glin (n=29) 2.glin (n=29) 3.glin (n=29)
X+ Sx X+ Sx X+ Sx
Platformu buluncaya kadar gecen siire (sn) 21,15+£2,63* 13,43 +1,56° 10,96 + 1,16°
Toplam uzaklik (cm) 963,44 + 121,89 * 578,08 +70,15° 480,24 +71,83°
Platform ¢eyreginde gecirilen zaman orani (%) 36,73 +1,77° 38,18 +1,53° 4594 +1,87*
Diger ¢eyreklerde gegirilen ortalama zaman orani (%) 21,05+0,59° 20,56 £0,510° 17,98 £0,62°

a, b: Ayni satirda farkli harf tasiyan giinler arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0,05).

40



41

4.1.4. ikinci Arastirma Testi
Tekrarlanan 6grenme testinden sonraki arastirma testinde platformun 6nceden
bulundugu ceyrekte gecirilen zaman orani bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir fark

tespit edilmedi (Sekil 4.8).

50

40
* 30 T T @ PS+0 (n=9)
° L L B PS+KS (n=10)
& 20 | |O0K+0 (n=10)

10 —

0

Gruplar

Sekil 4.8- Platform ceyreginde gecirilen zaman oram
Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklari seklinde gosterilmistir.
4.1.5. isaretli Platform Testi

Gruplardaki tiim hayvanlar ¢ok kolay bir sekilde goriiniir platformu buldular.
Hayvanlarin normal performanslarinin bir gostergesi olarak olciilen parametreler
(platformu buluncaya kadar gecen siire, toplam uzaklik) acisindan gruplar arasinda

onemli bir farklilik yoktu (Sekil 4.9 ve 4.10).



42

3 PS+0 (n=9)
m PS+KS (n=10)
0 K+0 (n=10)

Siire (sn)
(o]
I

Gruplar

Sekil 4.9- Platformu buluncaya kadar gecen siire

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.

500

400 T
g 300 - | @ PS+0 (n=9)
x m PS+KS (n=10)
4
S 200 +— L1 |OK+0 (n=10)
o

100 — —

0
Gruplar

Sekil 4.10-Toplam uzakhk

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.

4.2. Korunmaya Yonelik Geri Cekilme Testi

Gruplara yapilan uygulamanin bu testte incelenen parametreler (ilk ¢ikistan once
yan bolmede gecirilen zaman, agik alana c¢ikis sayisi, acik alanda gecirilen toplam
zaman, acik alanda alinan mesafe, arka ekstremiteler {izerinde yiikselme sayis1) lizerinde

istatistiksel onemde bir etkisinin olmadig1 saptandi (Tablo 4.3).



Tablo 4.3- Korunmaya yonelik geri cekilme testinde incelenen parametrelerin gruplar acisindan karsilastirilmasi.

Gruplar
Parametreler PS+0 (n=9) PS+KS (n=9) K+0 (n=10)
X+ Sx X+ Sx X+ Sx
Ilk cikistan dnce yan bolmede gegirilen zaman (sn) 137,00 % 66,90 96,67 + 63,80 90,90 + 58,69
Acik alana ¢ikis sayist 3,67+0,73 3,33 +1,21 4,30 + 0,82
Acik alanda gecirilen toplam zaman (sn) 66,67 + 16,87 95,72 + 55,32 101,74 £ 25,25
Acik alanda alinan mesafe (cm) 319,78 £72,37 350,44 + 141,62 415,10 + 86,81

Arka ekstremiteler {izerinde yiikselme sayis1 6,11 +1,63 9,11 £4,99 9,60 +2,85
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4.3. Kortikosteron Analizleri

S+Kort grubundaki incelemelerde stres uygulanmamis hayvanlarda belirlenen
bazal seviye ile stresin 1. 7. 14. ve 21. giinii yapilan Ol¢timlerde belirlenen hormon
seviyeleri arasinda 6nemli bir farklilik oldugu goriildii. Ayrica stresin 14. giintindeki
hormon diizeyleri 1. giine gore énemli oranda yiiksek bulundu (P < 0,05) (Sekil 4.11).
Morris su labirenti ve korunmaya yonelik geri cekilme testinden sonra yapilan

Olciimlerde ise gruplar arasinda dnemli bir farklilik yoktu (Sekil 4.12 ve 4.13).

600

500

400 T

bc ab w ab

300

200 T /I

100

Kortikosteron (ng/ml)

0 T T T 1

Bazal seviye 1.g0n (n=5) 7.gun (n=6) 14.gln (n=6) 21.gln (n=6)
(n=6)

Sekil 4.11- S+Kort grubunun kan kortikosteron diizeyleri

a, b, ¢, d: Farkl: harf tasiyan giinler arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P< 0,05).
Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.12- Morris su labirenti sonrasinda serum Kkortikosteron seviyeleri

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata cubuklar1 seklinde gosterilmistir.
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Sekil 4.13- Korunmaya yonelik geri cekilme testi sonrasinda serum Kkortikosteron

seviyeleri

Ortalama degerlere ait standart hatalar hata ¢ubuklar: seklinde gosterilmistir.
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S. TARTISMA

Hayvanlarda prenatal stresin ve yasamin c¢esitli donemlerinde uygulanan stres
etkenlerinin, davraniglara ve biligsel fonksiyonlara etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Sunulan calismada prenatal dénemde yasanan beyaz ses stresine
postnatal yasam doneminde tekrar kronik bir sekilde maruz kalan siganlarda, Morris su
labirentiyle Ol¢iilen uzaysal 6grenme, hafiza ve korunmaya yonelik geri cekilme testiyle

Olciilen davranmiglarindaki degisiklikler arastirildi.

Morris su labirentinin konum ©6grenme boliimiinde platformun yerinin
Ogrenilmesi agisindan gruplar arasinda dnemli bir fark bulunmamasi (Sekil 4.1 ve 4.2),
prenatal ve hem prenatal hem de postnatal stres uygulamalarinin hayvanlarda uzaysal

O0grenmenin gerceklesmesi tizerinde etkisi olmadigin1 gosterir.

Platformu buluncaya kadar gegen siire ve toplam uzaklik parametreleri acisindan
dordiincii ve besinci giinler arasinda istatistiksel onemde bir fark olmamasi test
sliresinin 6grenme icin yeterli olduguna isaret eder. Ayrica bu parametrelerle ilgili
degerlerin test siiresince gittikce azalmast tiim gruplarda konum Ogrenmenin
gerceklestigini gostermektedir (Tablo 4.1) (Gallagher ve ark. 1993; Morris 1984).
Gruplarin platform ¢eyreginde gegirdikleri zaman oraminin diger ¢eyreklerde gecirilen
ortalama zaman oranindan fazla olmasi (Sekil 4.3), ayrica testin son giinii platform
ceyreginde gecirilen zaman oraninin ilk giine oranla artarken diger ¢eyreklerde gegirilen
ortalama zaman oraninin azalmasi da bu bulguyu desteklemektedir (Tablo 4.1) (Devan

ve ark. 2001).

Tekrarlanan 6grenme boliimiinde de platformun yerinin 6grenilmesi agisindan
gruplar arasinda onemli bir fark saptanmadi (Sekil 4.5 ve 4.6). Bundan yola ¢ikarak tim
gruplarin platformun yeri degistigi halde, yeni yerini kolayca ogrendikleri, platform
pozisyonuyla ilgili yeni ve eski bilginin iligkilendirilip yenisinin dgrenilmesinde bir
sorun yasamadiklar1 sdylenebilir (Morris 1984).

Testin uygulandig1 ii¢ giin siiresince incelenen parametrelerin zamana baglh

olarak olumlu yonde degismesi (Tablo 4.2) ve gruplarin, platform ceyreginde

gecirdikleri zaman oraninin diger ceyreklerde gecirilen ortalama zamandan fazla olmast
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(Sekil 4.7) tim gruplarda platformun yeni konumunun 6grenilmesi i¢in ii¢ giinliik test

stiresinin yeterli oldugunu gostermektedir (Morris 1984; Gallagher ve ark. 1993).

Morris su labirentinin arastirma testlerinde platform ¢eyreginde ge¢irilen zaman
orani agisindan gruplar arasinda onemli bir fark saptanmamasi (Sekil 4.4 ve 4.8) yapilan
stres uygulamalarinin hayvanlarin uzaysal hafizasi tizerinde bir etkisi olmadigina isaret
eder. Gruplarin test zamanimin % 25° inden daha fazlasin1 platform c¢eyreginde
gecirmeleri ise uzaysal ogrenmelerinin ve hafizalarinin normal oldugunu, arastirma
testinden Once yapilan O0grenme ve tekrarlanan 6grenme boliimlerinde 6grenmenin
gerceklestigini ve platformun yerini hatirladiklarini ispatlamaktadir (Morris 1984;

Gerlai 2001).

Isaretli platform testinde gruplar arasinda bir farkliligin olmamas (Sekil 4.9 ve
4.10) literatiirle uyumlu olup hayvanlarda motivasyonel/emosyonel ya da sensorimotor

bir bozuklugun olmadigini gostermektedir (Morris 1984; D’Hooge ve De Deyn 2001).

Yapilan literatiir incelemesinde beyaz sesin uzaysal 6grenme ve hafizaya olan
etkilerini inceleyen bir caligmaya rastlanmamuistir. Bununla birlikte beyaz sesin farkli
etkilerini inceleyen caligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda beyaz sesin kisa siireli tek bir
kez uygulanmasi sonucunda beynin stresle iligkili ¢esitli bolgelerinde 6zellikle CRF
iceren hiicrelerde noral aktivite gostergesi olan c-fos geni ekspresyonuna neden oldugu
bildirilmistir (Campeau ve Watson 1997; Dayas ve ark. 2001b; Helfferich ve Palkovits
2003). Bu bulgu beyaz sesin organizmada stres yanitinin olusumuna yol acan 6nemli bir
stres etkeni oldugunu gostermektedir. Sarkai ve Karami (2004) yaptiklar1 c¢alismada
prenatal donemlerinin son iki haftasinda giinde toplam alt1 saat, aralikli (90- 120 dB)
beyaz giiriiltii stresi uyguladiklar erigkin sicanlarda aktif sakinma testinde 6grenmenin
azaldigim belirtmislerdir. Sunulan calismada prenatal ve postnatal donemde uygulanan
beyaz giiriiltii stresinin uzaysal 6grenme ve hafiza gibi bilissel fonksiyonlara etkisinin
olmadig1 saptanmigtir. Farkli tiplerde stresin uzaysal 6grenme ve hafizaya etkisiyle ilgili
pek cok calisma yapilmis ve farkli sonuclar elde edilmistir. Ornegin eriskin sicanlara
yedi giin siireyle uygulanan kisitlama stresinin uzaysal hafiza performanslarinda her
hangi bir degisiklige yol agmazken, ayni stres etkeninin on ii¢ giin siireyle uygulanmasi
sonucu hayvanlarin uzaysal hafizalarmin giiclendigi belirtilmektedir (Luine ve ark.
1996). Fujioka ve ark. (2001) prenatal donemde uygulanan hafif siddetteki kisa siireli

kisitlama stresinin erigkin sicanlarda radyal labirent ve aktif sakinma testleriyle dl¢iilen
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o0grenme performanslarini artirdigini saptamislardir. Lemaire ve ark. (2000) ise prenatal
dénemde uygulanan kisitlama stresinin eriskin sicanlarda Morris su labirentiyle dlciilen
o0grenme performanslarin1 azalttigimi bildirmislerdir. Prenatal donemde ayni stres
etkeniyle yapilan iki ¢alismanin sonuglarinin birbirinden oldukca farkli olmasi stres
etkenlerinin uygulanmasindaki farklilikla ilgili olabilir. Sousa ve ark. (2000) eriskin
donemde siganlara uyguladiklar1 kronik stresin hipokampusta ve 6grenme fonksiyonlart
iizerinde olumsuz etkilerinin goriildiigiinii fakat bu etkilerin bir aylik bir iyilesme
doneminden sonra ortadan kalktigini bildirmislerdir. Nishimura ve ark. (1999) ise geng
sicanlara kronik stres uygulanmasindan dort hafta sonra bile uzaysal hafizalarinda
azalma goriildiigiinii belirtmislerdir. Aleksandrov ve ark.(2001)’ nin prenatal donemde
uygulanan sosyal stresin iki ve dort aylik sicanlarda Morris su labirentiyle Slgiilen
O0grenme performanslarini etkilemedigi yoniindeki bildirimleri sunulan caligmanin
sonuclarin1 desteklemektedir. McCormick ve ark. (2001) kortikosterona maruz kalinan
yasa bagli olarak HPA ekseni ve biligsel fonksiyonlar iizerine olan etkilerin
degisebilecegini ileri stirmiislerdir. Stresin biligsel fonksiyonlar iizerine etkileri
uygulanan stresin tipi, siddeti, stresin uygulanma donemi ve seklinin farkli olmasiyla
hatta stres etkilerinin hangi donemde olgiildiigiiyle ilgili olarak degisebilmektedir
(Luine ve ark. 1996; Lemaire ve ark. 2000; Aleksandrov ve ark. 2001; Fujioka ve ark.
2001; McCormick ve ark. 2001; Sousa ve ark. 2000). Prenatal ve postnatal donemlerde
uygulanan beyaz ses stresinin eriskin erkek sicanlarda Morris su labirentiyle Slgiilen
O0grenme performansi {izerine bir etkisinin olmamasi1 bu konuda elde edilen yeni bir

bulgudur.

Uygulanan stresin davranigsal etkilerini incelemek amaciyla yapilan korunmaya
yonelik geri cekilme testinde, gruplar arasinda onemli bir farklilik saptanmadi (Tablo
4.2). Dolayisiyla prenatal ve postnatal donemlerde uygulanan stresin hayvanlarin

anksiyete ve korkuyla iligkili davraniglarinda bir degisime neden olmadig sdylenebilir.

Korunmaya yonelik geri ¢ekilme testiyle Olciilen anksiyete durumunun, beynin
cesitli bolgelerindeki, 6zellikle amigdaladaki artmis CRF aktivitesiyle iliskili oldugu
belirtilmektedir (Takahashi ve ark. 1989; Yang ve ark. 1990; Ward ve ark. 2000). Stres
etkenlerinin ise CRF aktivitesine olan etkisi farklidir. Fiziksel ve psikolojik olarak
siiflandirilabilecek stres etkenleri beynin farkli bolgelerinde farkli etkiler yaratirlar

(Dayas ve ark. 2001b). Ornegin prenatal donemde hafif siddette kisa siireli kisitlama
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stresi uygulanan siganlarda, erigkin donemde uygulanan fiziksel stres sonrasi,
amigdalada c-fos geni ekspresyonunda diigme goriilmiis, PVN’ de bu ac¢idan bir
degisiklik olmadig bildirilmistir. Aym1 caligmada prenatal stresin erigkin bireylerde
daha zayif emosyonel tepkilere yol actigi belirtilmistir (Fujioka ve ark. 2001). Amigdala
CRF néronlarindaki aktivasyonun hiperemosyonel durum ve anksiyete olusumu ile ilgili
oldugu yoniindeki bildirimler dikkate alindiginda (Cratty ve ark. 1995; Ward ve ark.
2000), Fujioka ve ark. (2001)’ nin bulgular1 uyguladigimiz beyaz ses stresinin anksiyete
iizerinde etkisinin olmamasi sonucunu desteklemektedir. Bu bulgularin 1s181inda stresin
her zaman anksiyeteye yol agmayabilecegi sOylenebilir. Literatiir incelemesinde beyaz
ses stresinin korunmaya yonelik geri ¢ekilme testiyle Olciilen anksiyete ve korku
durumu {iizerine etkilerini inceleyen bir calismaya rastlanmamistir. Helfferich ve
Palkovits (2003) kisa siireli 105 dB siddetinde ses stresi uyguladiklar1 ¢alismalarinda
CRF igeren sentral amigdaloid niikleuslarda ve diger ekstrahipotalamik niikleuslarda c-
fos ekspresyonunun meydana gelmedigini bildirmislerdir. Dayas ve ark. (2001b) 100
dB siddetindeki beyaz ses stresinin amigdala medial niikleusunda aktiviteye yol actigini
fakat amigdala CRF iceren noronlarda herhangi bir degisim goriillmedigini
belirtmislerdir. Bu durum beyaz ses stresinin anksiyeteye yol acacak sekilde amigdalay1

etkilemedigi seklinde yorumlanabilir.

Bowman ve ark. (2004) prenatal periyodun son iicte birlik doneminde giinde
kirk beser dakika uyguladiklart kisitlama stresinin, iki aylik disi yavrularda anksiyeteyi
artirirken, erkek yavrularda anksiyete lizerine etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Erkek
yavrulardan elde edilen sonuclar sunulan ¢caligmanin bulgulariyla uyumludur. Disilerden
farkli bulgular elde edilmesi ise stresin cinsiyete baglh farkli etkilere yol agabilecegi ve
disilerin stres etkilerine 6zellikle belli donemlerde farkli yanitlar verebilecegi seklindeki

bildirimlerle agiklanabilir (Bowman ve ark. 2001; Frye ve Wawrzycki 2003)

Hafif siddetteki fiziksel ve emosyonel stresin siganlarda korunmaya yonelik geri
cekilme testiyle ol¢iilen parametrelerde etkisinin olmadig: bildirilmektedir (Pijlman ve
van Ree 2002). Sunulan ¢alismada da korunmaya yonelik geri ¢ekilme testinde gruplar
arasinda incelenen parametreler acgisindan farklilik bulunmamasi Piljman ve van Ree
(2002)’ nin bildirimlerine benzer sekilde stres etkeninin hafif siddette olmasindan

kaynaklanmis olabilir.
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Ward ve ark. (2000) ise prenatal tuzlu su enjeksiyonu ve el temasini stres etkeni
olarak kullandiklar1 ¢alismalarinda, erigskin erkeklerde amigdalada CRF icerigi ve
saliverilmesinin arttigin1 bunu destekleyecek sekilde korunmaya yonelik geri ¢ekilme
davraniginin da arttigini belirtmislerdir. Benzer sekilde tek uygulama halinde siganlarin
ayagma verilen elektrik soku stresinin hayvanlarda korunmaya yonelik geri cekilme
davranigini artirdigi ve bu etkinin uzun siireli olarak goriildiigii bildirilmistir (Bruijnzeel
ve ark. 2001). S6z konusu sonuclarin elde ettigimiz bulgularla celismesi farkli tip ve

siddette stres etkenlerinin kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Stres etkeni olarak farkli siddetlerde beyaz ses kullanilan ¢alismada 90 ve 105
dB siddetindeki beyaz sesin plazma kortikosteron seviyesinde yiikselmeye neden
oldugu bildirilmektedir (Campeau ve Watson 1997). Sunulan calismada da 100 dB
siddetinde, uzun siireli uygulanan beyaz giiriiltii stresinin, stres uygulamasinin 1.7.14.
ve 21. giinlerinde plazma kortikosteron seviyelerini bazal seviyeye gore artirdigi
saptand1 (Sekil 4.11). Bazal seviyeyle karsilastirildiginda 21. giinde hala istatistiksel
onemde bir fark olmasi uygulanan stres etkenine karst sicanlarda adaptasyon
gerceklesmedigini gostermektedir. Davranis testlerini takiben yapilan Ol¢iimlerde ise
gruplarin hormon seviyeleri arasinda istatistiksel 6nemde fark bulunmadi (Sekil 4.12 ve
4.13). Bowman ve ark. (2001) kronik kisitlama stresi uyguladiklar1 siganlarda stres
periyodu sirasinda kortikosteron seviyelerinin arttigini fakat uygulamadan on beg giin
sonra kortikosteron seviyelerinin normale dondiigiinii bildirmislerdir. Sunulan
calisgmada da benzer sekilde, stres periyodundan sonra uygulanan testlerin bitiminde
oOlciilen kortikosteron seviyelerinde anlamli bir farklilik goriilmemesi uygulanan stresin
hayvanlarn HPA ekseninde kalict degisiklikler yaratacak siddette olmamasiyla

aciklanabilir.

Prenatal ve postnatal dénemlerde maruz kalinan stresin bilissel fonksiyonlar ve
davraniglar iizerine olan etkileri stres etkeninin tipi, uygulama siiresi, uygulandigi
donem, viicutta etkiledigi yapilar ve uyardigi mekanizmalar dahil pek cok faktdre gore
degisiklik gostermektedir (Braastad 1998; Mello Ade ve ark. 2003; Gue ve ark. 2004;
Bowman 2005). Ayrica stres etkenlerinin Kkortikosteron seviyesinde meydana
getirdikleri degisikliklerle, davranis ve Ogrenmeye olan etkileri birbirlerine paralel
olmayabilir (Campeau ve Watson 1997; Fujioka ve ark. 2001; Szuran ve ark. 2000).

Sunulan ¢aligmada prenatal ve postnatal donemlerde uygulanan ses stresinin (100 dB,
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beyaz ses) eriskin erkek sicanlarda Morris su labirentiyle ol¢iilen 6grenme performansi
ve korunmaya yonelik geri cekilme davramisi {izerinde herhangi bir etkisi
gozlenmemistir. Elde edilen bulgularin, hayvanlarin yasam alanlarinda maruz kaldiklar
degisik stres etkenlerinin uzun donemdeki etkilerini inceleyecek arastirmalara 1sik
tutacagr kanisindayiz. Stresin etkilerinin ve etkime mekanizmalarinin daha iyi
anlagilabilmesi amaciyla davramislara ve hormon diizeylerine etkisiyle birlikte

beyindeki etkilerinin de incelendigi ayrintili arastirmalar yapilmalidir.
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Davramglar Uzerine Etkileri” baghkl arastima projesi kurulumuz tarafindan incelenmis ve

“Ltik Kurul [Ikelerine Uygun Bulunmustur™,

i

Prof. er-DODURKA ProfDr. Ova KELES Doc.Dr. Mustafa OZCAN
Baskan Yardimcisi Raportir
W aMamx by
Dog.Dr. Aysen FIRAT Yard.Dog.Dr.Dr. Altan ARMUTAK

Cye Uye
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Evren Soyadi Eraslan Uygur
Dog.Yeri |Resadiye-Tokat Dog.Tar. 13.05.1976
Uyrugu T.C. TC Kim No | 15644855176
Email erarslan @istanbul.edu.tr Tel 21247370 70/17110
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis. I.U. Veteriner Fakiiltesi 1998
Lisans 1.U. Veteriner Fakiiltesi 1998
Lise Bahgelievler Kocasinan Lisesi 1993

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y11)
1. Arastirma Gorevlisi 1.U. Veteriner Fakiiltesi 2001-
2. Uriin Miidiirii Is3t1iofarm Veteriner As1 Ilag San. Ltd. 2000-2001
3. -
Yabana |Okudugunu " " UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |Cok iyi Iyi Iyi 95
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 58,421
(Diger) Puan
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
MS Windows Iyi
MS Office Iyi
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Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):
Kitap, miizik, sinema.
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