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OZET

Davramsm kalitsal temelinin Balb/c ve C3H/HenBom Soyu Fareleri ile Bu
Farelerin Melezleri ve Kaymeralarinda Incelenmesi

Davramism kaltsal ve gevresel faktorler tarafindan sekillendirildigi
bilinmektedir. Davranmismm genetik temeli konusunda yapilacak
arastirmalarda ideal modeller, bir yandan tek yumurta ikizleri iken diger
yandan genomun melez olmayip aksine, iki ayni genomun tek bir bedende,
herhangi bir sinir devresinin birbirini tamamlayan parcalarmi ayni ama
tiimlesik sekilde olusturdugu kaymerik canlilar olacaktir. Bu ¢alismada, iki
inbred fare soyu kullanarak olusturulan kaymeralarda ve 1. kusak
melezlerde fare soylarinda farklilik gosteren davramislarmm incelenmesi
amacland

Embriyonik agregasyon yontemi ile kaymerik fareler olusturuldu ve
davranis fizyolojisinde sik¢a kullanilan bir dizi test, iki inbred fare soyu ve
bu farelerden iiretilen melez ve kaymeralara uygulandi.

Sonuclar, inbred fare soylarinda kimi testlerin sonuc¢larinda farklilik

olsa da bu testlerin kaymerik fareleri aymrt etmede yetersiz kaldigim

gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Kaymera, Davrams, Ureme fizyolojisi, Davranms
fizyolojisi



ABSTRACT

investigation of the Genetic Basis of Behavior in Balb/c and C3H/HenBom
Mice and in Their Crossbred and Chimeras

It is well known that both hereditary factors and environment give
behavior its shape. Ideal models to search the genetic basis of behavior is both
monozygotic twins and chimeric creatures in which genome is not hybrid but
two different genomes are found in the same body. In this study, it is aimed to
search different behaviors in two inbred strains of mice, their aggregation
chimeras and first generation hybrids.

Chimeric mice were produced with embryonic aggregation technique
and a number of tests were performed to the inbred strains and theri chimeras
and hybrids.

The results show that however some differences can be found between

the inbred strains, those tests are insufficient to indicate the differences in

chimeric mice.

Key Words: Chimera, Behavior, Reproductive physiology, Behavioral
physiology



1. GIRIS
Aym ya da farkli tiire mensup birden ¢ok bireye ait pargalardan meydana gelen

canlilara kaymera denir. Deneysel modellerde kaymerizm, tek bir hiicreye disaridan kalitsal
bilgi iceren DNA pargalarinin aktarilmastyla gerceklestirilebilecegi gibi farkli canlilara ait
embriyorﬁk hiicrelerin bir araya getirilmesiyle ya da biitiinliige kavusmus bir organizmaya, bir
diger canliya ait doku - organ aktarilmasi ile de yapilabilmektedir.

Melezleme (hibridizasyon) ise farkli bireylere (genelde anne ve baba) ait genetik
materyelin usuliince kaynagip tek bir diploid takim olusturmasidir. Kaymeralarda farkli
bireyden gelen viicut parcalar: ata genomu ile tipatip ayn1 iken, yani, ayn1 bedende iki ayr
genoma dayali béliimler bir arada bulunurken melezlemede, bedeni olusturan biitiin hiicreler
aym karma genoma sahiptiler ve bu karma genom kendisini olusturan bireylerin
genomlarindan yeterince farklidir.

Deneysel kaymerizm bir ¢ok canlida incelenmistir. Genellikle kullanilan modeller
fare, sigan, kurbaga ve kanatlilardir. Tipta uygulanan kaymerizmin en bilinen Srnekleri, bagta
kan nakli olmak {lizere her tiir doku ve organ nakilleridir.

Erigkin bir canliya digaridan nakledilen doku-organ aliciin bagisiklik sis’gemi
tarafindan reddedilirken (bu nakillerde doku reddini engellemek icin bagisiklik sistemini
baskilayict ajanlar verilmekte; bu sekilde doku reddinin olusma olasiligi azaltilmakla beraber
daha sonra bagka problemler yasanabilmektedir) gelisimin erken donemlerinde olusturulan
kaymeralarda alict organizma digaridan gelen pargay1 yabanci olarak algilamamakta ve sanki
kendisinin bir par¢astymis gibi beraber gelismektedir. Oyle ki erken dénemde olusturulan
kaymerik canlilar erigkin hallerinde kaymeranin olusturulmasinda kullanilan canlilara ait
ozellikleri bir arada sergilemekte ve bu sekilde mozaik bir canli gériintiisii gizmektedir.

Mozaik goriintim sergileyen hiicre gruplarinin birbirlerinden ayrilarak tammlanmasi
igin farkli teknikler kullanilmaktadir. Kaymerik canlilarda da kullamlan bu tekniklerin

hepsinde temel prensip, uygulanan metot ne olursa olsun kaymerayi olusturan vericilerin o



metodun inceledigi 6zellik bakimmndan birbirlerinden farkli olmasma dayanmaktadir.
Uygulanan tekniklerde isaretleyici olarak a) pigment b) morfoloji ve histoloji c) sitoloji d)
kromozomlar e) biyokimyasal ve immiinolojik farkliliklar kullanilmaktadir.

Embriyo” kaynagtirmasi ile olugturulan kaymerik canlilarda mozaisizmin
incelenmesinde karsimiza ¢ikan problem embriyonun genotipinin ve fenotipinin belirgin
olmamasidir. Dolayisiyla eger vericilerin 6zellikleri tam olarak belirli degilse kaymerada
vericiye ait 6zellikleri kullanarak inceleme yapmak ¢ok gii¢ olacaktir. Bu ihtimali azaltmak
i¢in verici canlilarm inbred olmas: yeterlidir.

Inbred soy 20 kusaktan fazla kardes giftlestirmesi yapilarak olusturulan soydur ve
rasgele olusan mutasyonlar disinda bireyler tiim gen lokuslarinda homozigot olarak kabul
edilirler. Dolayisiyla, baglangigta yer alan bir farklilik, inbredizasyon siireci igerisinde
kuvvetlenerek sonraki kusaklara aktarilir. Bu sekilde kusaklar boyu inbredizasyona tabi
tutulmus hayvanlar arasinda olasi davramg farkhliklarim g6zlemek ve daha sonra bu farklilig
olusturan yapisal farkliliklar1 aragtirabilmek miimkiin olmaktadir.

Kaymerik bir hayvanm hemen tiim dokularinda hiicreler mozaik bir sekilde dagilmis
olabilir. Bu dagilim bolgelerinden bir tanesi de merkezi sinir sistemi olacaktir. Kaymeray:
olusturan canlilarda, o canliya 6zgii tipik bir davramig varsa bu davramigin test edilmesi
yukarida bahsi gegen isaretleyici testler gibi kullanilabilir.

Davrams, bir organizmanin digaridan gelen uyarilara verdigi yanitlar biitiinii olarak
tammlanabilir ve davrams ile ilgili tartismalardan bir tanesi davramsin kalitsal mi yoksg
gevresel mi oldugudur. Siiphesiz merkezi sinir sisteminde plastisite bulunmaktadir ve
organizma gevresel uyarilara kargt kayitsiz kalamaz ve bir takim degisiklikler meydana gelir
ancak soru bu degisimlerin ne 6lgiide yeniden yapilandirici oldugudur. Davramgin kalitsal m1
yoksa gevresel oldugu konusunda hibridizasyon ilk bakista ¢ekici bir model gibi goriinse dahi

mozaik canlimin genomunun tiimlesmis yeni bir genom niteligi tagimasi bu modelin yararin:



ileri derecede kisitlar. Davranigin genetik temeli konusunda yapilacak arastirmalarda ideal
modeller, bir yandan tek yumurta ikizleri veya ikizlemesi iken diger yandan genomun melez
olmayip aksine, iki ayr1 genomun tek bir bedende, herhangi bir sinir devresinin birbirini
tamamlayan pargalarini ayr1 ama tiimlesik sekilde olusturdugu kaymerik canlilar olacaktir.

Davranig fizyolojisinde bir ¢ok test kullanilmaktadir. Bu testler lokomotor aktivite,
anksiyete, dogal korku, uzaysal bellek, sartlanma gibi organizmanin birden fazla yapmumn
katkida bulundugu karmagik cevaplan inceleyebilir. Kaymerik canlinmn test edilmesinden
Once mumkun oldugunca fazla test bataryast ile inbred soylar test edilmeli daha sonra bu
testlerde soylar arasi bir farklilik bulunabilirse kaymerik canli test edilmelidir. Davramg
fizyolojisinde kullamilan testler birgok fare soyunda kullanilmis ve bunlarm bir kisminda
farkliliklar g6stermistir.

Bu ¢alismada, iki inbred fare soyu kullanarak olusturulan kaymeralarda ve 1. kusak
melezlerde fare soylarinda farklilik gosteren davramiglarin incelenmesi amaglandi. Yapilan 6n
caligmalarda kullanilmasi  diigiintilen C3H/HenBom soyu farelerde bulunan retinal
dejenerasyon (rd) geni, davranis testlerinin uygulanmasinda sorunlara yol agacagmdan dolayi

bu soy C57BL/6] ile degistirilmistir.®



2. GENEL BILGI
2.1. Kaymerizm

2.1.1. Kaymerizm Hakkmmda Genel Bilgiler

Kaymera tiretilmesi, yani kalitsal olarak birbirinden farkli birden fazla zigottan
tiretilmis hiicre kiimelerini igeren bilesik hayvanlar tiiretilmesi, deneysel embriyolojide
Steden beri kullanilan bir yontemdir.! Baz tirlerde blastomerlerin kesin kaderlerinin
belirlenmesi ve embriyo hiicrelerinin kendi baglarna gelisemeyip aksine birbirleriyle etkin
sekilde karsilikh etkilesim iginde olduklarinin gosterilmesi, gelisme stireclerinin asirt
karmagik siiregler izledigini kamitlamistir. Ozellikle hiicrelerin kimliklendirilmesine izin veren
belirteglerin kullanilmasi ve bir tiire ait hiicrelerin bir diger tiire aktarilmasim 6n goren
deneyler bu bilgide biiyiik bir artis saglamigtir. Spemann’in Triturus cristatus ile Triturus
taenatius arasinda yaptig1 greftleme deneyleri ve amfibi embriyolarinda “birincil
orgiitleyicinin” roliin{i saptamasi bu duruma bir &rnek olusturur.? .

Bu 6nciil ¢aligmalarin ardindan, iki embriyonun kaynastiriimasi ile tek bir “dért atal”
farenin gatilabildiginin gosterilmesi ile gelisme biyolojisinde kaymeralarm kullanilmasi
birden bire yogun bigimde artomstir. Tarkowski ve Mintz’in &ncii caligmalari, memeli
geligmesin-de yeni bir alanin dogmasina yol agmustir. Ozellikle bildircin ve tavuk hiicrelerinin
bilegtirilmesi ile kanatlilarda kaymera olusturulmasi, son 10 yilda hemen tiimiiyle gelisme
biyolojisinin bagimsiz bir dali olma niteligi kazanmistir.

Cogu omurgali embriyosu, erken gelisme evrelerinde son derece diizenli olup deneysel
veya dogal olarak digtan gelen girisim ve bozma cabalarina sagilacak kadar direnglidir.
Ozellikle amfibi, kus ve memelilerde bu durum, arastiricinin embriyo lizerinde islem
yapabilmesine izin verir ve sonug olarak iki veya daha fazla sayida embriyodan tiiretilmig
hiicre kiimelerinden olusan Hayvanlar catilabilir. Bu bireylere, allofenik, mozaik ve dort atali
gibi ¢esitli adlar verilirse de en sik kullamlan deyim, bunlarin bilesik dogasm belirtmek
lizere, kaymeradir. Dolayis1 ile kaymera terimi, tezimizde kullanildig1 bicimi ile, birden ¢ok
sayida dollenmis yumurtadan tiiretilmis farkli hiicre topluluklarndan olusan herhangi bir
hayvani tanumlar®.

Kaymeralann gébelik sirasinda bazen kendiliginden belirmelerine karsin bunlarin
istege bagli olarak deneysel iiretimi, son 70-80 yil iginde deneysel malzeme kullanarak,
biyolojide 6nem tastyan su tiir sorular {iretmemize ve bunlara yanit aramamza olanak

saglamugtir: Bir embriyo hiicresinin kaderi ve potansiyeli nedir? Bunun belirlenmesinin dogast



nedir? Farklilasma tersine gevrilebilir mi? Gen ifadesi nasil denetlenir? Geligme sirasinda
hiicreler birbirleriyle nasil etkilegirler?

Bu yiizyilin baglarinda, embriyoloji ve gelisme biyolojisinin bir ¢ok temel kavrami, en
azindan kismen, iki ayr1 embriyo (genellikle farkli amfibi tiirlerinden) arasinda hiicre veya
doku aktarilmasinin sonuglari temeli iizerinde bina edilmigtir. Spemann, transplantlarin
kullanildigr kendine ve diger aragtiricilara ait deneyleri tartismis ve bunlarin, amfibi
embriyolarinda indiiksiyon, hiicre kaderi, hiicre potansiyeli ve belirlenmelerine iligkin fikirleri
irdelemede, diger embriyolojik girigim tipleriyle birlikte kullanilmalarim anlatmigtir. Daha bu
ylizyil bitmeden embriyologlar tiirler arasi doku aktarmalarindan, yani kaymerik embriyolar
olusturulmasindan sonra, hiicrelerin izlenmesinde farkli amfibi tiirlerinin farkli renklerini
kullanmayr 6grenmistir. Amfibi gastrulasiun farkli alanlarimin potansiyelini belirlemek ve
gastrulanin hem germ katmanlar1 arasmda ve hem de belli bir katmanin kendi iginde bolgesel
belirlenmelerin haritasini ¢ikartmak i¢in kaymeralar kullanmilpustir. GOz merceginin optik
canak tarafindan indiiksiyonu, kaymerik g6z kullamlarak incelenmistir. Optik ¢anafn
indiikleyici giicti ve ¢esitli dokularin bu indiikleyiciyi yamitlama yetenegi, tiirler aras: doku
aktarmalar1 kullanilarak, embriyonun yasiyla ilintili gsekilde ¢oziimlenmigtir. Farkli tiirlerin
merceklerinde var olan ¢ok ince yapisal diizenlemelerin denetimi dahi tiirler aras1 doku
aktarimlari ile incelenebilmis ve alinan sonuglar, indiikleyici uyarinin mercegin olugmasi
gerektigini belirttigi fakat mercegin ince yapistmn ne olacagim dayatmadigl ortaya
gikarilmugtir®,

Kaymeralar, embriyonik diizenin daha hafif oldugu deneylerde de kullanilmigtir.
Blastoporun dorsal dudagmin Orgiitleyici giicli, bu bolgede tiirler arast doku aktarimlari
yapilarak incelenmigtir. Spemann’in bildirdigine gére Mangold bu bdlgenin oOrgiitleyici
glictinlin, bu bolgedeki materyalden bagimsiz olarak islev gordiiglinii saptamistir, zira
aktarilmig bir “indiikleyicinin® etkisi altinda olusan ikincil embriyolar, bizzat doku iginde dahi
kaymerizm géstermektedir®.

Bu tiir amfibi kaymeralarimin tiretilmesindeki teknik yonler, dogrudan embriyolarmn
atalarindan bagimsiz olmasina ve bunlarin embriyogenez sirasindaki gereksinimlerinin grece
basit oluguna baglidir. Bunlara kolay ulagilir; yasatilmalar1 kolaydir; g¢ok &6zel aygitlar
gerekmeden islemlenecek kadar biiyiiktiirler; tiir farki olsa dahi yabanct dokuyu kabul ederler;
ve iglem yapidiktan sonra hizla iyilesirler. Farkli tiirlere ait hiicreleri kolayca
kimliklendirecek isaretleyici gbrevi yapmak iizere hiicre pigmentasyon farkliliklar: vardir. Ote
yandan, bu niteliklerin tiimii, kanatli ve memeli embriyolar: tarafindan paylagilmadigindan
amfibilerde yapilan Oncii deneysel kaymerizm caligmalari ile yiiksek omurgalilardaki



kaymerizm ¢alismalart arasimnda biiyiik bir bosluk bulunmast sagirtict degildir.Her seye
ragmen, kus ve memeli gelisme biyolojisinde Kkarsilagilan benzer sorunlar giiniimiizde,

~kaymerik embriyolar olusturma ve bu embriyolart inceleme ile benzer sekilde ele
almmaktadir®.

2.1.2. Kaymera olusturma yiéntemleri
Kaymera olugturulmasmda kullamlan yontemler:

I- Hiicre diizeyinde:

Gen aktarimi: Bu tiir kaymeralarda embriyonun erken evrelerindeki hiicrelere farkls
kalitsal bilgiye sahip aym1 veya farkli bir tiirden alinmig veya yapay olarak hazirlanmug bir
bilgi pargasi aktarilmakta ve dogum sonrasinda bu bilginin ifadesi izlenmektedir.

Kromozom aktarimi: Bu tiir kaymeralar bir tiiriin gekirdegine aym veya ayr tiirde
bireylerden alinan veya yapay olarak iiretilen kromozomlar eklenerek elde edilmektedir.

Cekirdek-sitoplazma melezi: Bu tiir kaymeralar, bir tiirden alman cekirdeklerin ayn
tiiriin kalitsal olarak farkli bir bagka bireyi veya bir bagka tiire ait bir bireyin sitoplazmasina
aktarilmasi ve olusan cekirdek-sitoplazma melezinin doguma gotiiriilmesi ile elde
edilmektedir. Cekirdeklerin embriyonik veya ergin olup olmamasi; ayni veya ayri cinsiyetlere
ait olmasi; hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinin verici veya alici olmas: ile genis bir ¢alisma
alam gosteren bu melezler giintimiizde klonlama ile bilinmekte ve yogun aragtirmalara konu
olmaktadir.

II- Hiicreler diizeyinde:

Erken embriyo evresinde: Bu tiir kaymeralar zigot; 2-hiicre; 4-hiicre veya 8-hiicre
evresinde olan embriyolardan alinan zigot veya blastomerlerin bagka bir bireye ait benzer
zigot veya blastomerleri ile bilegtirilmesi ve géulan yeni canlinin doguma gotiiriilmesi ile elde
edilir. Bu tip kaymeralarda blastomerler es veya farkli sayida olabilecegi gibi es veya farkli
embriyo evresinde olabilir; bir diger segenek olarak gatida kullanilan zigot veya blastomerler
aynt veya ayri kalitsal kokene sahip aynmi tlire mensup birey veya farkli tiirde bitki veya
hayvanlardan elde edilebilir. :

ileri embriyo evresinde: Trofoektoderm ve i¢ hiicre kiitlesi olusmus embriyolarda bu
iki katmanm aym veya farkli kalitsal koke sahip aym tiiriin bireyleri veya ayn tiirlere ait
bireyler - arasinda karsilikli degisimi s6z konusu olabildigi gibi vericiye ait i¢ hiicre
kiitlesinden alinan hiicrelerin alicinin i¢ hiicre kiitlesine zerki ile de kaymeralarm eldesi
olasidir.

III- Organ diizeyinde:



Organ nakilleri: Klasik transplantasyonlar ikincil kaymerizmin tipik ornekleridir.
Yukaridaki metotlarin diginda radyasyon kaymeralar1 adi verilen bir grup vardir. Bu tip
kaymeralarda alic1 canlinin kemik iligi ve lenfoid dokular: yiiksek doz da radyasyona maruz
birakilarak yikilir. Yerine kaltsal 6zellikleri baska bir canliya ait kemik iligi nakledilir. Bu
metod klasik organ diizeyinde kaymera olusturma metodudur. Ancak kullanim sahasi
immiinoloji ve radyobiyoloji oldugu igin dzel olarak bu tip canlilar radyasyon kaymeralari

olarak adlandirilirlar’.

Sekil 2.1. Albino — Pigmente Xenopus kaymeras. Iki embriyonun anterior ve posterior yarimlarinin
kaynagtiriimasi ile tretilmistir’.

Farede en sik kullanilan kaymera tiretme metotlari:

Agregasyon Kaymeralar: Gelisimin erke evresinde 4 — 8 hiicreli embriyolar
zonalarindan temizlenip bir siire birbirlerine temas edecek sekilde kiiltiire edilirler. Sonugta
iki farkli canliyr olusturacak olan embriyolar birlikte tek bir embriyo gibi hareket ederek
gelisimlerini tek canli olusturacak sekilde siirdiiriirler.

Enjeksiyon Kaymeralar:: Bu tip kaymeralarda iki morulla diizeyindeki embriyonu
yapistirlmasi yerine blastula agamasina gelmis bir embriyonun igerisine bir diger canliya ait
hiicrelerin zerk edilmesi soz konusudur. Bu teknikte zonanin uzaklastirilmasi s6z konusu
degildir. Ayrica fetus haricinde plasenta ve zarlari olugturacak birimler tek bir organizmaya

aittir ve bu da tiirler aras1 kaymeralarin tiretilebilmesine olanak tanimaktadir'.



2.1.2. Hiicre Isaretleme Teknikleri

2.1.2.1. Genel Bilgiler

Deneysel olarak olugturulmug kaymerik bir canlinin gergekten kaymera olup olmadig
hiicre isaretleme yontemleri ile tespit edilebilir. Isaretleme ile hiicre populasyonlarinin oranina
ve uzaysal olarak nasil dagildiklarina bakilabilir. Ideal bir hiicre isaretleyicisi 6 sart: yerine

getirmelidir. Bunlar:

1. Ekstraselliiler olarak salgilanmamals, hiicreye lokalize olmalidir.

2. Hiicreye 6zgii olmali, hiicreler arasinda gegmemeli ve diger hiicreleri etkilememelidir.

3. Ilk isaretlenmis hiicrede ve mitotik béliinmeler sonrasinda stabil olmalidir.

4. Geligme siiresince viicudun internal ve eksternal dokularinda yaygin olarak
bulunmalidir.

Titim halde ya da histolojik kesitlerde kolay tespit edilebilmelidir.

W

6. Hiicre seleksiyonuna yol agmamali ya da gelisim siirecini etkilememeli, gelisimsel

olarak nétral olmalidur.

Yukarida bahsedilen 6 kriteri saglayan ideal isaretleyici yoktur. Kullanilacak isaretleyici
calistlacak olan dokunun biiyiikliigii ve hassasiyet gibi faktérler tarafindan belirlenir. Ornegin
bazi kaltsal isaretleyiciler nicellikten uzak bir bigimde uzaysal dagilim hakkinda fikir
verebilir. Diger taraftan birgok kalitsal biyokimyasal isaretleyiciler iki hiicre popiilasyonunun

oram hakkinda fikir verebilirken uzaysal dagilim konusunda bilgi vermekten uzaktir2,

2.1.2.2. Uygulanan isaretleyiciler

Vital boyalar gibi disaridan uygulanan isaretleyiciler klasik olarak embriyoloji
calismalarinda  kullanilmakla beraber ardistk béliinmeler sonucunda eklenen boya
seyreleceginden dolay: tercih edilen bir yéntem degildir. Dolayisiyla kisa siireli ¢alismalar
igin tercih edilebilir. Bunun tesinde kullanilan boyanin gelisimsel olarak notral oldugundan
ya da toksik olmadigindan emin olmak gerekir. Ayrica boyanin metabolize edilip seffaf
tirtinlere doniistiigii durumlar sonuglari olumsuz etkileyebilir. Vital boyalar, kolloidal karbon,
kolloidal toryum, rodamin izosiyanid gibi maddeler kaymerik sistemlerin isaretlenmesinde
kullanilmaktadir'.
2.1.2.3. Kalitsal isaretleyiciler



Kalitsal igaretleyiciler nispeten daha stabil olmalari yiizinden uygulanan
isaretleyicilere gore daha sik kullanilmaktadir. Ancak tiim dokulardaki gen ekspresyonu ayni
olmadigindan dolay1 stabilitesinin bozuldugu durumlarda sz konusu olabilir. Genel olarak
kullanilan isaretleyiciler:

Pigment: Bircok pigment isaretleyiciler ideal isaretleyici kriterlerine uymaktadir
ancak kullamim alanlari pigmente dokunun kisith sayida olmasi ile sirhdir. Pigment
isaretleyiciler uygun ozelliklerinden dolayr bircok kaymera sistemlerinde kullanilmugtir.
Bunlardan bazilari: Hidra, bitkiler, Drozophila, g, civciv, fare, sigan ve tavgandir. Pigment
isaretleyicilerden farede en sik kullamilami albino (c) genidir. Bu gen melanin sentezinde
yetmezligi yol agtifi i¢in melanositlerde pigmentasyon goriinmez. Dolayisiyla fare
kaymeralarinda kiirkte ve retinada isaretleyici olarak kullanilmaktadir.

Morfoloji ve Histoloji: Morfoloji ve histolojiyi etkileyen genler kaymeralara gecerler
ama bagimsiz hiire igaretleyicileri yerine galigmanin konusunu olugturduklarindan dolay1 iyi
hiicre isaretleyicileri olamazlar. Kaymerik canlinin kiirkiinde normal ve varyant killar ince
bantlar halinde gozlenmektedir.

Farede anormal doku morfolojisine sahip birgok varyant bilinmektedir. Bunlardan
bazilar, kisa kulak (se), kivrik kuyruk (vt) ve inbred C57BL/6 ile C3H soylarmin iskelet
farkliliklandir. Bu 6zellikler her ne kadar canlimin kaymera olup olmadigt hakkinda bilgi
verse de bagimsiz hiicre isaretleyicisi olarak uygun degildir. Hiicre 6liimii, doku
dejenerasyonu ve anormal hiicre yerlesimine sebep olan bazi genler kaymerik sistemlerde
calisilmigtir. Farede ¢aligilmig olan genlerden bazilari; retinal dejenerasyon (rd), distrofi
muskiilaris (dy), purkinje hiicre dejenerasyonu (ped) ve siganda retinal distrofi (rdy). Bu
genlerin higbirisi iyi hiicre isaretleyicisi degildir. Zira hiicre oliimiiniin ardindan canl
hiicrelerin 6lii alant doldurmasi ile uzaysal organizasyonun bozulmasi gergeklesmektedir.

Sitoloji: En iyi bilinen kaymera isaretleyicisi tavuk — bildircin kaymeralarinda
kullamlan kromatin isaretleyicisidir. Bildircin hiicrelerinin interfaz gekirdekleri Feulgen ve
Rosenbeck DNA boyast ile boyandigi zaman bir, bazen iki adet biiyiik heterokromatik kiitle
seklinde goriiliir. Tavuk hiicreleri (diger birgok hayvan hiicresi gibi) bu belirgin kiitleleri
gostermezler ve bu 6zellik bildircin — tavuk hiicreleri kullanilarak kaymera olugturulan
durumlarda isaretleyici olarak kullanilir. Bu isaret ile hemen tiim ¢ekirdekli hiicre tiplerinin
tavuga ya da bildircina ait olduklari kolayca tespit edilebilir. En biiyilk dezavantaji,
interspesifik kaymeralarda kullamlabilmesidir ve tavuk — bildircin geligimleri arasinda

farklilik bulunmaktadir (bildircimin yumurtadan gikma siiresi 16 giin iken bu siire tavukta 21



giindiir). Buna ragmen bu isaretleme yontemi embriyogenez esnasinda hiicre gogii

¢aligmalarinda kullamlmlstxr' :

Kromozomlar: Kromozomlar kaymeranin mitotik olarak aktif herhangi bir
dokusunda kaymeray1 olusturan hiicre populasyonlarinin oranini tespit etmede kullamilir.
Ancak bu teknik sadece boliinebilen hiicreler ile sinirli oldugu igin ancak toplam hiicrelerin
ancak bir boliimii analiz igin kullamlabilir ve bu da sonugta tiim dokuyu temsil etmeyecektir.
Ozellikle mitotik aktivitenin doku genelinde tiniform olarak gorillmedigi ya da iki hiicre
grubunun mitotik aktivite hizlar1 farkli oldugu durumlarda hatali tahminler olusabilir.
Kromozom sayisindaki farkliliklar tiirler arasi ( fare — sigan ve fare — hamster) kaymeralarda
kullanilmigtir',

Biyokimya ve Immiinoloji: Biyokimyasal ve immiinolojik farkliliklar doku
organizasyonunun tahribatini gerektiren “indirekt” yontemlerle ya da uzaysal bilgi verebilen
“direkt” in situ yontemlerle incelenebilir.

Kaymeralarda farkli “indirekt” isaretleyiciler kullanilmaktadir. Fare radyasyon
kaymeralarinda hemoglobin ¢dziiniirliigiiniin ve karaciger homojenatlarinda p - glukuronidaz
aktivitesinin incelendigi analizler, “indirekt” isaretleme teknikleri olarak kullanilmuistir.
Hemoglobin varyantlarinin elektroforezi fare — fare ve fare — sigan radyasyon kaymeralarinda,
fare agregasyon kaymeralarinda ve koyun enjeksiyon kaymeralarinda kullamlmistir. Ayrica
serum albumin ve transferrin varyantlarinin elektroforezi koyun enjeksiyon ve agregasyon

kaymeralarinda isaretleyici olarak kullanilmustir.
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Elekroforetik  varyantlarin  isaretleyici olarak  kullanilmast her iki hiicre
populasyonunun ayrigtirilip aym analiz metodu ile tanimlanmasini saglar. Bu tanimlama ve
oranlarinin nicel olarak tespiti dansitometre gibi yontemlerle objektif olarak yapilmaktadir.
Fare kaymeralarinda en yaygin olarak kullanilan isaretleyici, glukoz fosfat izomeraz (GPI-1)
enziminin varyantlarinin elektroforezidir. Enzim incelenen tiim viicut dokularinda tespit
edilmistir ve modern elektoforetik teknikler ¢ok az miktarda dokuda bile enzimin %1 — 2’lik
miktarini tespit edebilecek kadar geligmistir.

Elektroforez her ne kadar gelismis kuvvetli bir metod olsa da diger “indirekt”
yontemler gibi bir dezavantaja sahiptir. Bu yontem ile in situ uzaysal dagilim hakkinda fikir
sahibi olunamaz. Ayrica iki allozimin orani tiim 6rnek doku igin ortalama bir degeri gosterir
(kan ile kontaminasyon olabilir ya da farkhi hiicreler farkli miktarda enzim igerebilir)
dolayisiyla iki allozimin orami iki hiicre populasyonunun gergek orammi yansitmayabilir.
Hassasiyet g6z oniine alindiginda bu ciddi bir problem tegkil eder. Kan ile kontaminasyon
problemi, dokunun ¢ikarilmasindan nce kaymeranin fizyolojik serum ile perfiize edilmesi ile
giderilebilir.

Bazi kalitsal enzim aktivite varyantlar, Srnegin farede Gus-s"'nin sebep oldugu gok
diisik B - glukuronidaz aktivitesi, aktivitede yeterli derecede farklilik saglanabilirse
miikemmel hiicre isaretleyicisi olarak kullamlabilir. Karaciger homojenatlarinda f -
glukuronidaz aktivite farkliligi farkli iki hiicre populasyonunun varhigim géstermede
kullanilmakta iken, Gus-s" varyantinin in situ olarak histokimyasal kullanimi ile giiglii bir

isaretleyici haline gelmisgtir.

B "% B e T -
A . ; 3 .
P P ; - : f - » x
Sekil 2.3. fare kaymerasinda Gus-s" — Gus-s" kaymerasi karacigerinde B - glukuronidaz histokimyasal

isaretleyicisi. Koyu boyanmis bolgelerde B - glukuronidaz aktivitesi normal (Gus-s), soluk boyanan
bélgelerde ise B - glukuronidaz aktivitesi diisiiktiir (Gus-s")".
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Immiinohistokimyasl teknikler in situ antijenik farkliliklarin gosterilmesinde
kullanilabilir. Gegmiste, bazi uygun antijenlerin dokuya homojen dagitilamamas veya yiiksek
miktarda antikor ihtiyaci ya da florokromlarin gabuk solmasi gibi teknik zorluklar
immiinohistokimyasal isaretlemeyi zorlagtirmistir. Ancak antijen tespit metotlarinin gelismesi
ve monoklonal antikorlarin kullanilmast ige bu isaretleme yéntemi kullamlmaya baglamistir.

Immiinofloresans isaretleme prenatal tiirler arasi sigan — fare enjeksiyon
kaymeralarinda fare ve sigan antijenlerini tespit etmekte kullamilmustir. Ayrica fare
kaymeralarinda immiinofloresans ile H-2 ve diger histokompetabilite antijenleri bobrek,
serebellar Purkinje hiicreleri, kolon dahil diger birgok hiicre gesitlerinde gosterilmistir.

Aynica glukoz fosfat izomeraz her dokuda bulunan bir enzim odugu igin bu isaretleme
sistemi  bir ¢ok dokuda kullanilmaktadir. Enzimlerin  histokimyasal ya da
immiinohistokimyasal isaretleyici olarak kullamlmasimin bir dezavantaji hedef enzimin
hiicreler aras transfer olma ihtimalidir. Ornegin, B - glukuronidaz enziminin in vitro ve fare
kaymeralarinda hiicreler aras1 gegebildigi gosterilmistir. Diger bir dezavantaj, enzimin dokuda
iiniform olarak dagilmadigi durumlarda kontrol kesitlerinde bile gériiniimiin yamalar seklinde
olmasidir.

Kullamlan isaretleme tekniklerinden bir digeri in situ DNA hibridizasyonudur. Mus
musculus satellit DNA’s1  isaretlenmis ve tiirler arast Mus caroli — Mus musculus
kaymerasinda isaretlemek i¢in kullamilmistir. Bu teknik ile embriyonik doku, eriskin beyin,

karaciger, bobrek ve testis dokular isaretlenmjstirl’z.
2.2. Kullanilan Model Hayvan: Fare

2.2.1. Farenin Laboratuvarda Kullanimi

Fare laboratuvarlarda en sik kullanilan memelidir. Ufak olmasi teminini ve bakimini
kolaylagtirir. Ayrica kisa siirede cinsel olgunluga ulagsmasi ve kisa gebelik siiresi ile bir
seferde verdigi yavru sayisiun fazla olmasi ayrica farenin avantajlarindandir." Dogumdan
sonra yavrularin siitten kesilmeleri kisa siirer ve birgok memelide gériilmeyen post partum
Ostrus farenin belirli bir siire igerisinde verebilecegi yavru sayisinin fazla olmasina neden olur.
Tiim bunlar fareyi neredeyse miikemmel bir model hayvan yapmaktadir. Ayrica kisa nesil
siiresi ve embriyolarin kolayca elde edilip rahatlikla manipiile edilebilmesi farenin genetik ve
gelisme galismalar igin siklikla kullanilmasina sebep olmaktadir. Kalitsal calismalar igin

nesil stiresi daha kisa olan bakteri, kiif, mantar ya da meyve sinegi olan Drosophila
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melanogester kullamlsa da memeli modelleri igerisinde yukaridaki sebeplerden otiirii en
avantajli model faredir.

Deneysel girisimlerde uygulama yapilan hayvanlarda genetik farkliliklarin etkisini en
aza indirmek isteniyorsa galigmada inbred hayvanlarlar kullanilmaktadir. Farede inbred soylar
ardigtk 20 nesil siiresince erkek — kiz kardes ciftlestirmeleri ile iiretilirler. Rastgele
¢iftlestirmelerde amag genetik varyasyonu artirmak iken inbredizasyonda amag varyasyonu
sifira kadar indirmektir®. ilk inbred fare soyu C.C. Little tarafindan 1909 yilinda iiretilmis
olup su an laboratuvarlarda kullanilmakta olan 650 civarmda inbred soy bulunmaktadir.

Inbredizasyonu yapilmig bir fare soyunda bireylerin her tiirlii fiziksel ve fizyolojik
ozelliklerinin benzer olmasi beklenir. Ancak bazi farkliliklar goriilebilir. Kalinti halinde

heterozigozite bulunabilir. Bunun sebebi, inbredizasyonla diizeltilememis olan yakin siireli

mutasyonlar olabilir*,
2.2.2. Kullamlan Fare Soylar1 Hakkinda Genel Bilgi

2.2.2.1. Balb/e
Orijinal stok 1913’te Bagg tarafindan elde edilmis, ondan MacDowell’a, oradan da

1932°de Snell’e gegmistir. Diinya da en ¢ok kullanilan 2 — 3 inbred soydan bir tanesidir. Bu
soy mineral yag1 enjeksiyonu sonrasinda plazmasitoma gelistirmesi ile tinliidiir. Bu tiimorler
monoklonal antikor tiretiminde temeli olugturur. Dolayisiyla monoklonal antikor teknolojisi
icin vazgegilmez bir soydur. lyi tireme performansi ve uzun yasam siiresi vardir. Normalde
diigik meme tiimérii gelistirme sikligi vardir ancak C3H soyu yavrulara annelik yaparlarsa
(C3H soyu tiimérii olugturan viriisiin tagtyicisidir) meme tiimorii goriilmeye  baglar.
Hayvanlarin %39’unda korpus kallozum bulunmaz’.

Genel olarak 3 alt soy kullamlr: Balb/cHeAn, Balb/cJ, Balb/cR1. Genetik
isaretleyicilere ait veriler bu iig alt soyun genetik kontaminasyondan ziyade mutasyonlar ya da
artik heterozigosite sayesinde farklilastigim goéstermektedir. Bu alt soylarin  Rafl (a-
fetoprotein ekspresyonundan sorumludur), Qa2 (hiicre yiizey antijenleri ile ilgilidir), Gdcl
(karacigerdeki L-gliserol 3-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesinden sorumludur)
lokuslarindaki mutasyonlar yiiziinden farkli olduklar gésterilmistir. Bir deger alt soy olan
Balb/cWt'de ise hermafroditizm goriilme siklig1 yiiksektir'.

Bunlarla beraber Balb/c’de bazi davranis parametreleri de degerlendirilmistir. Yapilan
olgtimlerde Balb/c’lerin yiiksek soy i¢i saldirganlik gésterdigi, diisiik agik alan aktivitesine
sahip oldugu, yiiksek spontan lokomotor aktiviteye sahip olduklari, yiiksek idrar ve digka
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¢ikardiklari, sakinma sartlanmalanmin diisik oldugu, alkol tercihlerinin diisik oldugu

gosterilmigtir®.

2.2.2.2. C57BL/6J
C57BL soyu, 1921°de Little tarafindan Abbie Lathrop’un stokundaki 57. kusak disi ile

52. kugak erkegin ¢iftlestirilmesi ile {iretilmistir. Aym1 giftten C57L ve CS57BR soylart da
tiretilmigtir. Ayni ¢iftin erkegi ile ¢iftlesen 58. kusak disi ile C58 soyu tiretilmistir. CS7BL/6J
soyu olasilikla en sik kullanilan fare soyudur. Diger 36 standart fare soyundan farkli olarak Y
kromozomu Asya Mus musculus kokenlidir. Alt soya bagh olarak iyi tireme performansia
sahiptir. 20 haftadan fazla yag orani yitksek diyet ile beslendikleri taktirde aort duvarinda
atheromatoz lezyon olusturmaya yatkindirlar. 12 ve 24 haftalikken plazma kolesterolleri
diistiktiir. Ttimor olusma siklig1 erkeklerde % 33 ve disilerde %31°dir. Olusan tiimér biiyiik
oranda lenfomadir (erkeklerde %31, disilerde %29’dur). Mikrooftalmi — anoftalmi % 8 — 20
ve hidrosefalus %1 — 3 siklikla gériiliir. C57BL/6J soyunda iki alt soy, 6 ve 10 bulunur. Bu alt
soylar H9, Igh2 ve Lv lokuslarinda farklilik gésterirler’.

Ayrica C57BL/6] soyu farelerin yiiksek agik alan aktivitesine sahip olduklari, yiiksek
spontan lokomotor aktiviteye sahip olduklari, soktan sakinma becerilerinin diisiik oldugu, tatls
objelere tercihlerinin fazla oldugu gésterilmistir. Bunlarla birlikte bir aligmada 7 farkli soyla
kiyaslandiginda isovalerik asit kokusuna duyarsiz oldugu gosterilmis ve C57BL soyunun
anozmi ¢alismalarinda model olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Etanol bagimlilig:

olusturulmastna yatkindir. Alkol yoksunlugu ise diisiik siddettedir®.

2.2.3. Farenin Kaymera Uretiminde Kullanimi

Fare embriyolarmin rapor edilmis olan blastula asamasina kadar olan ilk kiiltiirii John
Hammond Junior tarafindan gergeklestirilmistir. 1946°da  Ingiltere Cambridge’deki
Strangeways laboratuvarinda Hammond, fare embriyolarini 8 hiicreli morulla asamasmdan
blastulaya kadar kiiltiire edebilmistir. Ancak aymi islem iki hiicreli embriyolara

uygulandiginda basarisizliga ugramastir.
1956’da Avustralya Canberra’da Avustralya Ulusal Universitesinde ¢aligsan veteriner

hekim Wesley Whitten igerigi belirli bir kiiltiir vasat: gelistirme fikrini ortaya atmis ve Krebs
Ringer bikarbonat tamponuna sigir serum albumini ekleyerek tek hiicreli fare embriyolari

blastula asamasina kadar kiiltiire edebilmeyi basarmustir.
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Whitten daha sonra Amerika’ya go¢ etmis, burada John Biggers ile ortak caligmaya
baglamigtir.  Bigers’in laboratuvarinda bir baska bilim adami 1960’larin  sonunda
preimplantasyon dénemindeki fare embriyolarmin gelismesi igin gerekli maddeleri
tanimlayarak kiiltiir vasat: olusturmus ve mikro damla kiiltiir teknigini gelistirmistir.

Aym donemde Ingiltere’de Anne McLaren ovidukt ve uterus transferlerinin
optimizasyonunu gergeklestirerek fare embriyolarindan canli fare olusturulmast i¢in gerekli
tim sartlarm tamamlanmasini saglamigtir. Varsova’da Kristof Tarkowski tek blastomerin
geligme potansiyelini incelemis ve ilk defa farelerde kaymeralari iiretmigtir.

Tarkowski’nin metodunda zona pelliisida mekanik olarak yikildiktan sonra zonasiz
embriyolar birbirlerine yaklastirilarak kaynasmalart saglamyordu. Bu metod ise teknik olarak
oldukga giictii. Tiim iglem, Beartice Mintz’in Pronaz enzimini kullanarak zonay! enzimatik
olarak yikmast ile kolaylagtt.

Embriyonik ve ekstraembriyonik dokunun kokeni ve erken donem embriyonik
hticrelerin  kaderlenmesi ile ilgili ¢alismalara Cambridge’den Richard Gardner, alict

blastulalara izole edilmig hiicre enjeksiyonu ile kaymera olusturarak yeni bir boyut

getirmistir’.
2.3. Davranis Testleri

2.3.1. Genel Bilgi
Organizmalar gevreleri ile iligki halindedir. Disaridan ve / veya igeriden gelen etkiler

organizma tarafindan alimp yorumlanarak tepki halinde yansitilir. Organizmanin cevap olarak
verdigi tepkiler biitiinii davranis olarak adlandirilir. Dogada hayvanlar gerek yasadiklar: gevre
ile gerekse birbirleri ile iletisim / etkilesim halindedirler ve su ya da bu sekilde yasadiklari
ortama kendilerini adapte etmek zorundadirlar. Bu adaptasyonlar besin elde etmek olabilecegi
gibi, aveilardan kagmak veya es bulmak gibi olabilir. Her tiiriin kendine 6zgii ihtiyaglar
vardir ve benzer ihtiyaglara farkli tiirler farkli ¢oziimler getirmis olabilir. Bunun yaninda,
karmagiklasan davrams sekillerinin nasil evrimlestigi ve davramisin bizzat evrimi nasil
sekillendirdigi hentiz cevabi bulunamamus bir sorudur.

Davranis galismalarinda konuya yaklagim farkliliklari nedeniyle ¢alismada sorulan
sorular farklilik gostermektedir. Buna gére davrams caligmalar: ile 4 farkli soruya yanit
aranabilir:’

1) Nedensellik: I¢ ve dis faktorlerin davranist nasil etkiledigini, nasil kontrol ettigini

aragtirir.
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2) Gelisim: Organizmanmn yagami siiresince belirli bir davramis seklinin nasil
gelistigini ve sekillendigini inceler. Canliin davramigimn gelisimi esnasinda
cevresi ile etkilesimini arastirir.

3) Fonksiyon: Belirli bir davramigin ne kadar hayati bir éneme sahip oldugunu
inceler. Organizmanin belirli bir davrams sekli ile nasil fiziksel ve sosyal ortamda
nasil hayata kalip neslini devam ettirdigi irdelenir.

4) Evrim: Belirli bir davranis seklinin tiirlerin tarihsel gelisimi igerisinde nasil
farklandigini nasil gesitlendigini inceler.

iki soru tipi sik¢a karistirilir. Evrim ile ilgili sorularla davramgin tarihsel degisimi
incelenirken, fonksiyonel sorular ile aym davramsin su an ne maksatla ve/veya neden
kullanildigr aragtirilir’.

Dért arastirma sorusu ile belirli bir davranigm irdelenmesi konusunda basit bir 6rnek
verilebilir. Bir spor miisabakasinda taraflardan bir tanesi miisabaka kurallart geregi bir say1
yaparsa o takimi destekleyen insanlar sevinirler. Insanlarin boyle bir durumda seving
gostermeleri yukaridaki sorularin birincisi ile incelenecek olursa, yamt olarak gorsel
uyarilarin merkezi sinir sistemine iletildigi, beynin korteksinin ve alt merkezlerin calistigr gibi
bir yanit elde edilebilir. Ayn1 davrans ikinci soru olan gelisim ile incelenecek olunursa, bu tip
takim tutarak sevinmenin gocukluktan itibaren 6grenildigi ve 6diil merkezinin uyanilmas: ile
bu tavrin gittikge kuvvetlendigi gibi bir cevap ahnabilir. Ugiincii soru olan fonksiyonla ise
boyle bir tavir sergilemenin ne kadar 6nemli olabilecegi incelenir. Cevap olarak takim
destekleme kisisel bir olgu oldugu kadar sosyal bir olaydir. Takimn galibiyeti ile birey
odiillendirilmis oldugu kadar sosyal bir canli olan insanin es diistinceye sahip diger bireylerle
ufak kabileler kurarak yagamak istemesi tiiriiniin geregidir. Son olarak dérdiincii soru olan
evrim ile ayn1 davranisin zaman igerisinde, savaslardan sportif miisabakalara kadar olaylarda
galip tarafin kutlamasinin cevap olarak alinabilecegi seklinde goriilebilir.

Dort  soru birbirlerinden farkhidir, farkli cevaplart vardir ve birbirleri ile
karigtinilmamalidirlar. Bununla beraber, sorulan bir sorunun cevabi diger bir soru hakkinda
ipucu verebilir. Ornegin bir davranigin  fonksiyonu, ayni davramigin nasil olustugu
(nedensellik) konusunda fikir verebilir.

Davraniy galigmalarinda genel tartigmaya sebep olan bir konu organizmanin
davraniginin kalitimsal m1 yoksa gevresel mi oldugudur.

Organizmanin verdigi davramg yaniti gok gesitli olabileceginden otiirii birgok davranig
testi glintimiizde kullanilmaktadir. Davranis testlerinden 6nce, teste tabi tutulacak hayvanin

testin sonucunu etkilememesi i¢in bir motor eksikligi olup olmadigi éncelikle test edilir.
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Isitme ve gormedeki duysal noksanliklar basit ya da teknolojik yontemlerle olgiilebilir. Isitme
igin basit bir test olarak el ¢irpmaya hayvanin verecedi yanita bakmak ve gérme igin de
hayvanm yiiksekge bir masaya birakmak ve masanin kenarindan diigiip diigmeyecegine
bakmak olabilir. Eger bir noksanlik bulunursa o noksanligm dahil olmadig: bir test
Kkullanlabilir. Ornegin gérme kusuru olan bir farede 6grenme ile ilgili bir test uygulanacaksa

testteki ipucu gorsel degil isitsel olabilir®.

Cizelge 2.1. Genel Kullanilan Davranig testleri®.

Degerlendirme Test

Hareket Rota Rot
Agik Alan
Y- Labirenti

Lokomotor Kafesi
Anksiyete Yiikseltilmis Art1 Labirent
Aydinlik — Karanlik Tercihi
Aynali Oda
Ogrenme Morris Su Tank:
Pasif Sakmma
Isinsal Kollu Labirent
flag Kullanimi Yer Tercihi
Kendine Uygulama
Opiat Y oksunlugu

2.3.2. Rota Rot
Hareket bir ¢ok beyin merkezi tarafindan kontrol edilen bir ozelliktir. Ayrica

lokomotor aktivite hayvanin genel saghigindan da etkilenir. Lokomotor aktivite birgok
karmagik davramslar igin gerekli oldugundan dolayi bu testlere gegilmeden dnce lokomotor
aktivite olgiimleri yapilmaktadir. Rota rod testinde serebellar fonksiyonlar ile motor
koordinasyon test edilir. D2 tip dopamin ve inositol trifosfat reseptorlerinde noksanlik
bulunan farelerde rota rot performansiun diisiik oldugu bildirilmistirg’m. Ayrica hayvanin
testteki performansi viicut agirhi tarafindan da etkilenebilir''. Testte hayvan yiiksek bir yere
yerlestirilmis donen ince bir gubugun iizerine konulur ve belirli bir siire igerisindeki
performansina bakilir (Sekil 3.5.). Cubuk iizerinde kalma motivasyonu gubugun yiikseltilmesi

ile artirtlabilir.

17



2.3.3. Acik Alan

Acik alan testi halen kullamlmakta olan davramis testlerinin en eskilerinden bir
tanesidir. Test diizenegi, duvarlari testin uygulandigi hayvanin dis ortami gérmemesi igin
yiikseltilmis olan bir kareden ibarettir. Kare, daha ufak karelere boliinerek merkez ve cevre
olarak iyi kisma ayrilir. 65 yil kadar 6nce Hall artmis duygulanimin géstergesi olarak azalmig
hareket ve artnug defekasyon kavramlarini ortaya atmistir. O zamandan giintimiize kadar 20
kadar farkli gozlemsel parametre incelenmis ve agik alan testi lokomotor aktivite /
duygulanim ile sik¢a kullanilan testlerden bir tanesi olmugtur. Ornegin dogrulma (azalmasi,
anksiyetedeki artis ile paralellik gdstermektedir) ve tigmotaksi (testte kullanilan hayvanin orta
kisimlar yerine duvar kenarma yakin kisimlarda hareket etmesi) bu parametrelerdendir''3,
Ortam 1s1klandirmasiin artigt hayvanda dolasmada azalma ile sonuglanir. Dolayistyla agik
alan testinde salt motor aktivite 6lgiilmez. Agik alan performansim etkileyen genler sadece
motor koordinasyon ile ilgili degil, bununla beraber arastirma becerisi, koku, gérme, ve korku
ile anksiyetedir. Bundan &tiirii stres kaynagi azaltilmis agik alan testinde genel hareket hakim
iken stres kaynagi eklenmis diizenek anksiyeteyi test etmek igin kullanilabilir. Kantitatif
ozellik lokuslar: (QTL) analizlerinde agik alan aktivitesinde 4. ve. 7. kromozomlarin etkili

oldugu tespit edilmigtir'>'*1.

2.3.4. Yiikseltilmis Art1 Labirent

Yiikseltilmig art1 labirent testinin temeli farenin yeni bir ortamu kesfetme istegi ile
gorsel olarak agik ve yiiksek bir ortamin duygusal olarak itici olmasinin getirdigi celiskiye
dayanmaktadir'®. Genelde siyah pleksiglastan yapilan diizenek arti geklinde yerlestirilmis 4
koldan olusur. Bu kollarin aym dogru iizerine yerlesmis olan iki tanesinin kenarlari agik, agtk
kollara dik olarak yerlesmis diger iki kolun kenarlarinda ise fareyi dis ortamdan ayiran yiiksek
duvarlar bulunur. Kollar yerden belirli bir yiikseklige yerlestirilmigtir’® (Sekil 3.7.).
Anksiyolitik ilaglar farenin agik kollara giris sayisini kapali kollara giris sayisma kiyasla
arftirr >4, Girig sayist haricinde kollarda gegirilen zaman agik kolda kat edilen mesafe
ayrica gozlenmektedir. Bir galismada matematiksel analiz ile yiikseltilmis art1 labirent testinde
en iyi anksiyete gstergesinin agik kola giris, agik ya da kapali kollardan farenin burnunu
kenarlardan zemine dogru uzatmast ve ileri dogru gerilmesi ve tekrar eski haline donmesi
oldugu belirtilmistir ‘¢, ilag calismalarinda kollara toplam girig sayisi gz 6niine alinmaktadir,
yle ki sedatif bir ilag kollara toplam giris sayisim azaltirken psikostimulan bir ilag giris

sayisini arttirmaktadir. Ayrica kronik olarak yiiksek kan basincina sahip farelerin anksiyete



skorlarmin daha yiiksek oldugu gosterilmistir'’. Farkli yas gruplarindaki hayvanlarm farkls
diizeyde anksiyeteye sahip oldugu da gosterilmistir®”.

2.3.5. Aydilik Karanlik Tercih Testi

Anksiyete testleri genellikle hayvanin tercih edebilecegi bir durum ile hayvanda stres
olugturabilecek kosul arasindaki geligkiye hayvanin verecegi tepkinin gozlenmesi ile olusur.
Aydinlik — karanlik tercih testinde de boyle bir durum séz konusudur. Farenin dogal olarak
tercih edebilecegi karanlik ufak bir bélme ile bu bélmeye komsu daha genis ve aydmlik bir
bélme arasindaki tercih se¢imi incelenir (Sekil 3.8.)'%. Motor fonksiyonu etkileyen ilaclar bu
diizenekteki farenin performansin etkileyebileceginden dolay1 bu diizenekte test yapilmadan
once agik alan testi uygulanmalidir. Anksiyolitik ilaglar arastirma davranigini arttirmaktadirlar
bu da aydinlik — karanhk bélmeler arasindaki gegis sayisiimn artmasi ile kendini gosterir'®,
Ayrica yiikseltilmis art1 labirent testinde oldugu gibi aydinlik karanlik tercih testinde de

tercihin yas ile degisebilecegi gosterilmigtir®’.

2.3.6. Morris Su Tanki
Morris tanki ile uzaysal bellek testi yaklagik 20 yil 6nce kullamlmaya baglanmig ve o

giinden giintimiize kadar nérofizyolojide sik¢a kullanilan bir test haline gelmistir. Testte
duvarlan yiiksekge bir havuz vardir (Sekil 3.9.). Havuz su ile dolduruldugu zaman farenin
kolayca tirmanarak sudan kagabilecegi bir platform bulunmaktadir. Klasik olarak su opak bir
madde ile bulandirilir, bu sekilde farenin platformu gérmesi engellenmis olur. Denemeler
devam ettikge fare platformun yerini 6grenir ve test yapilacagi zaman platform
uzaklagtirilarak farenin platformun bulundugu konumdan gegis sikligi 6lgiiliir?. Diizenekte,
hayvanin performans: bir ¢ok beyin bélgesi tarafindan kontrol edilir. Hipokampus, bazal én
beyin, striatum, serebellum ve bazi neokortikal bolgelerde noksanlik olan hayvanlarm su
tankinda y6n bulma performanslarimin etkilendigi bildirilmistir. Hipokampal yapinin
biitiinliigii ile uzaysal bellek iliskisi stk¢a caligilmigtir™. Ayrica genetik alt yapi ile morris su
tankinda 6grenme becerisi arasinda iliski olabilecegi gosterilmistir’* Bunlarin yani sira Morris
su tanki ile uzaysal 6grenmenin test edilmesinde uygun tiir segimi yapmak &nemlidir. Suya
rahat adapte olabilecek tiirler yerine adaptasyonu problemli tiirler ile galigmak, sonuglar

agisindan yaniltict olabilir®,

2.3.7. Pasif Sakimma Testi
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Sakinma testlerinde temel mantik, hayvanin elektrik soku aldig1 bir ortama girmemesi
veya ayni ortama tekrar konuldugunda kagmasidir. Tek yonii sakinma diizeneklerinde deneye
tabi tutulan hayvan ya aktif (hareket ederek) ya da pasif (hareketsiz) yanit verir. Hayvanin
diizenekteki performansi genel aktivitesi ile degerlendirilir. Pasif sakinma diizenegi birbirine
bitigik iki bolmeden olugur (Sekil 3.10.).Pleksiglastan yapilan bélmelerin bir tanesi seffaf olup
aydmlatilmustir, digeri ise siyah pleksiglastan yapilmis ve karanhk kalmasi saglanmistir.
Aydmlik — karanlik tercih diizenegindeki aragtirma (karanlik) ve g¢ekinme (aydinlik)
arasindaki celiskiye dayanir'?. Hayvan ilk olarak aydinlik bélmeye konulur, bir siire sonra
karanlik bélmeye girdiginde burada sok alir ve test edilecek bellek tipine gore belirli bir siire
sonra hayvan tekrar aydinlik ortama birakilarak bu bélmede sergiledigi tavir incelenir.
Diizenekte korku, kemirgenlerdeki genel korku davranigt olan donma (freezing) ile
degerlendirilir. Ayrica karanhk bolmeye eger tekrar girerse giris siiresi, aydinlik bélmede
gegirdigi toplam siire de deerlendirilen parametrelerdendir. Pasif sakinma diizeneginde
hayvan diizenege tekrar konuldugunda hayvana énce yasadig: kotii soku hatirlatan aydinhik
bolme ile karanlik bolmeyi ayiran kapidan goriinen karanlik bolmenin bir pargasidir.
Dolayistyla bu diizenekle hayvanin ipucunu degerlendirerek biitiine ulagabilme becerisi de

degerlendirilmis olur.

2.3.8. Karanhk Kutu Testi

Diizenek 3 yiizii siyah ve bir yiizii gozlem igin seffaf pleksiglastan yapilmug bir
kutudur. Diizenegin alt kisminda elektrik soku verilmesini saglayan 1zgara bulunur (Sekil
3.11). Diizenek korku sartlanma modeli olarak kullanilmaktadir. Cevresel korku
sartlanmasinin (contextual fear conditioning) en basit versiyonunda fare yeni bir ortama
brrakalir. Ortamda belirli bir siire arastirma yapmasima izin verildikten sonra elektrik soku
verilir. ok esnasinda hayvan patlayict tarzda siddetli hareketler sergiler, daha sonra bu artmis
hareketlilik yerini mutlak hareketsizlik olan donmaya birakir. Pavlov sartlamasina gore bu
durumdaki kosulsuz uyaran soktur. Kosulsuz yamt ise elektrik soku sonrast artmig
hareketlilik, kosullu yamt ise donma tavridir. Elektrik soku sonras: hayvan aym ortama bir
kez daha birakildiginda gergeklesen ve kosullu yanit olan donma hareketini tetikleyen kosullu
uyaran ise bizzat gevrenin yani sokun verildigi ortamin kendisidir. Dolayisiyla bu diizenekte
sartlanmanin gergeklestigi ¢evrenin biitiin olarak sunumu vardir. Pasif sakinma diizeneginden
farkli olarak ipucu degerlendirmesi yerine biitiiniin hatirlanma becerisinin degerlendirilmesi
s6z konusudur. Soktan sonra hayvanin tekrar diizenekte test edilmesi igin gegen siire, test

edilecek bellek tipine gore farklilik gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Soylar

Balb/c ve C57BL/6] soyu fareler 2001 yilinda Zonguldak Karaelmas Universitesinden
temin edilmistir. Soy basarinin Fizyoloji Anabilim Dalinda getirilmesinden itibaren
inbredizasyona tabi tutulmugtur. Fare soylarina ait resimler, Sekil 3.1. ve Sekil 3.2°de.

sunulmustur.

Sekil 3.1. Balb/c soyu fare

Sekil 3.2. C57BL/6J soyu fare
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Fare melezleri de (Balb/c x C57BL/6J ve C57BL/6] x Balb/c) iiretilmis olup testlerde

kullamlmustir. Melezlere ait resimler Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’de verilmistir.

Sekil 3.3. F, (Balb/c x CS7BL/6) soyu fare

Sekil 3.4. F, (CSTBL/6J x Balb/c) soyu fare |
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3.2. Kullanilan Soylarm Bakimi ve Uretilmesi

Soylarn bakimi ve tiretilmesi Anabilim Dalinda 6zel olarak ayrilmig bir odada
stirdiiriilmektedir. Ortamda sadece fareler bakilmakta olup bu canlilarin dogal avcisi olan
siganlar ile ayr1 ortamlarda tutulmaktadirlar. Odanim 1s1s1 pencere tipi iklimlendirme cihazi ile
kontrol edilmekte olup ortam 1sis1 miimkiin oldugunca sabit tutulmaktadir (22 + 1 C°).
Odanin camlar 151k gegirmeyecek sekilde boyanmis olup gece-giindiiz déngiisii otomatik
denetleyici bir cihazla 12 saat gece, 12 saat giindiiz olacak sekilde (07:°-19: aydimlik ve
19:%.07:% karanlik) diizenlenmigtir. Odanin 1s1 ve 151k diizenlemesinden sorumlu cihazlar
elektrik kesintilerine kargi jeneratore baglanmustir.

Kullanilan kafeslerin alt kisimlar geffaf polietilen malzemeden iiretilmis olup yem ve
su sigesinin konuldugu iist kisim ise paslanmaz krom tellerden yapilmustir. Iki farklh kafes
boyu kullamlmaktadir. Kiigiik kafeslerde en fazla 5 hayvan barindirilmakta olup bu tip
kafesler embriyo transferi yapilmig disiler, vazektomize veya embriyo eldesinde kullanilan
cerrahi islem gegirmemis erkekler ve davranis testlerinde kullanilan farelerin barmdirilmast
icin kullanilmaktadir. Biiyiik kafesler ise iiretimde ve {iiretim fazlasi stok hayvanlarin
barmdirilmasinda kullanilmaktadir.

Hayvanlarin yemleri, TAVAS tarafindan Tibbi ve Deneysel Aragtirma Merkezi igin
6zel olarak iiretilmektedir. Su olarak ise yumusatilmis ¢esme suyu verilmektedir. Farelere

yem ve su kisitlamasiz olarak verilmektedir.

3.3. Uygulanan Davrams Testleri

Davranis testlerinde ortalama 8 haftalik erkek farcler kullanilmistir ve kullanilan tiim
davranis testlerinde standart olarak testten 4 giin 6ncesinde itibaren her giin, giinde iki defa

fareler yumusakea tutularak elle tutulmaya, kaldirilmaya ve birakilmaya aligtirilmislardir. Bu
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sekilde farelerde test esnasinda testi yapan kisinin olugturacagi stres miimkiin oldugunca

azaltilmaya ¢aligilmigtir.

Tiim testler video kamera aracilifiyla test esnasinda fareye disaridan miidahale etmemek
i¢in kaydedilmis olup kayitlanmig testler daha sonra desifre edilerek incelenmistir.

Morris Su Tank: harig tiim testler sabah — 6gle arasi (09:00—13:00) yapilmusgtir.

Elektrik sokunun kullanildigi teste tabi tutulan fareler baska sok gerektiren testlere

girmemislerdir. Davranis testlerin yapilma sirasi ve siireleri Cizelge 3.1°de verilmektedir.
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3.3.1. Rota Rot testi

Testte fare dakikada 30 kez donen bir ubuk tizerine yiizii gubugun hareket yéniintin
tersine gelecek sekilde konulmus ve 120 saniye siire ile izlenmistir (Sekil 3.5). Fare, test
stiresince gubuktan diiserse tekrar gubuk tizerine konulmustur. Test, denemeler arasinda 1 saat

olacak sekilde 4 kez tekrarlanmistir. Gozlenen parametreler:

a) Ilk diisiis siiresi : Testin baslamasindan ilk kez diismesine kadar gegen siire
b) Aktif siire : Cubuga tutunmadan, hareketli olarak gegirdigi toplam siire

c) Diisiis sayisi : Test siiresinde farenin toplam diisiis say1s1

Sekil 3.5. Rota Rot test diizenegi

3.3.2 Agik Alan (Open Field) Testi
Diizenek 4x4 olacak sekilde isaretlenmig 16 kiigitk karenin olusturdugu bir biiyiik
kareden olugmaktadir (Sekil 3.6). Siyah pleksiglas malzemeden yapilmis diizenegin duvarlar

farenin dis ortami gérmemesi igin yiikseltilmistir. Fare testin baslangicinda orta noktaya
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konulmus ve 5 dakika siiresince kapali ortamdaki davramglari incelenmistir. Incelenen

davranig parametreleri:

1. Uzerinden gegilen merkezi (ortada bulunan 4 adet) kare say1s1
2. Uzerinden gegilen gevresel (Cevrede bulunan 12 adet) kare sayl1s1
3. Dogrulma sayisi (Farenin arka ayaklari {izerinde dogrulmasi)

4. Diskilama sayis1 (Test sonrasinda diizenekteki digki sayisi)

Sekil 3.6. Acik Alan test diizenegi

3.3.3.Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (Elevated Plus Maze)

Yiikseltilmis art: labirent diizenegi yerden 40 cm yiikseklikte 2 kenari agik ve 2 kenari
15 cm yiiksekliginde seffaf pleksiglas duvarla kapali arti bigiminde yerlestirilmis 30 cm
uzunluunda kollardan olusmustur. Kenarlari agik kollar 5 cm. araliklarla isaretlenmistir
(Resim 7). Yiikseltilmis arti labirent testinde denek bag kismi agik kola bakacak sekilde

diizenege yerlestirilir ve 5 dakika siire ile gdzlenir. Gozlenen temel davramg parametreleri :
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1. Agik kola ilk giris siiresi (Kagis Siiresi)
2. Acik ve kapali kollara girig sayilari
3. Acik kolda gegilen ¢izgi sayis1

4. Acik ve kapal kollar ile orta kisimda gegirilen siire

Sekil 3.7. Yiikseltilmis artt labirent test diizenegi

3.3.4. Aydimhk Karanlik Tercih Testi

Aydimlik / karanlik tercih diizenegi bir kapi ile ayrilmig seffaf pleksiglas (20x30x20
cm) ve siyah (10x20x20 cm) pleksiglastan yapilmus bitisik iki kutudan olusmustur (Resim 8).
Aydmlik / karanlik tercih testinde denek yiizii karanhik bolmeye agilan kapiya zit yonde
olacak gekilde aydinlik bdlmeye yerlestirildi ve 6 dakika siire ile gozlendi. Gozlenen temel

davranig parametreleri :

1. Karanlik kisma ilk giris siiresi
2. Aydlik kisimda gegirilen zaman
3. Bolmeler arasi gegis sayist

4. Aydmlik bolmede dogrulma sayisi
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Sekil 3.8. Aydinlik Karanlik tercihi test diizenegi

3.3.5. Morris Su Tanki’nda Uzaysal Bellek Testi

Morﬁs su tanki 60 cm capinda zeminden 60 cm yiiksekliginde beyaz pleksiglastan
yapilmus bir silindirdir. Tank odanin ortasina her yerden esit miktarda alabilecek bir pozisyona
getirildi. Tankta, su igerisinde farenin kagabilmesi i¢in15 cm yiiksekliginde, iizerinde 5 cm

yarigapl bir daire olan bir kagis platformu kullamildz.

Sekil 3.9. Morris su tanki test diizenegi
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Ogrenme periyodundan bir giin once her fare gevresi perde ile kapatilmig tankta 60
saniye sire ile ytizdiirildii. Eger fare platformu bulamanussa el ile yonlendirilerek platformu
bulmast saglandi ve burada 15 saniye bekletildikten sonra kafesine alindi. Ogrenme

_ periyodunda fareler giinde bir kez, sabah-6gle arasi yiizdiiriildii. Tiim denemelerde fare odaya
getirildikten sonra havuzun yanina getirildi ve burada bir dakika siire ile bekletildi daha sonra
belirlenen birakilma konumundan suya birakild: ve 1 dakika siire ile gozlendi. Eger bu siire
igerisinde fare platformu bulduysa platformun tizerinde 10 saniye bekletildi, bulamadiysa el
ile platformun bulundugu bolgeye yonlendirerek farenin platformu kendisinin bulmast
sagland1. Fare platformun iizerine ¢iktiktan sonra 15 saniye beklendi. Fare daha sonra almarak
kafesine konuldu ve burada 1 dakika siire ile beklendi, daha sonra tekrar havuzda belirlenen
noktadan suya birakildi. Havuzda bir dakikalik yiizme denemesi 1 dakika aralarla toplam 4
kez yapildi. Dort kez yiizmiis olan hayvan kafesine konuldu ve ertesi giine kadar kafesinde
kaldi. Ogrenme periyodunun ilk dort gliniinde kagis platformu olarak siyah platform
kullamldi. 5. ve 9. giinler arasinda ise beyaz platform kullanildi ve platform izolasyonda
kullanilan koptigiin rendesinin suya eklenmesi ile gériinmez hale getirildi. Tiim denemelerde
standart olarak farenin platformu bulma kriteri olarak farenin platformun iizerine ¢ikmast ve
burada 5 saniye siiresince durmasi olarak kabul edilmistir. Havuz, fare goremeyecek sekilde 4
esit pargaya bolinmiistir (¢eyrek). Platform yerlesimi her fare icin ayri olacak sekilde
ayarlanmis ve her farenin hangi denemede hangi geyrekten suya birakilacagi denemelerden
once belirlenmistir. Platformﬁn yerlesimi ve farenin birakilma pozisyonu rasgele olacak
sekilde internet tizerinden bir program kullanilarak belirlenmigtir®’.

Test giinii (11. giin) fare platformsuz havuzda 60 saniye siire ile yiizdiiriilmiigtiir. 60
saniyenin sonunda fare havuzdan ¢ikartilmis ve ertesi giin yapilacak olan gorme keskinligi

testine kadar kafesinde barmdirilmistir. Gozlenen parametreler, farenin platformun bulundugu
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geyrege ve konuma gelis siiresi ile platformun bulundugu yerde gegirdigi zaman olarak kabul
edilmistir.

Gorme keskinligi testinde ise fare aralarda 60 saniye dinlenme siiresi olacak sekilde 4
kez 60 saniye siiresince yiizdiiriilmiistiir. Ancak platform bu kez goriiniir hale getirilmis ve
her denemede farkli bir konuma yerlestirilmistir. Burada amag, farenin platformu goriip

goremedigini anlamaktir. Farenin platformu bulma siiresi tespit edilmisgtir.

3.3.6.Kasa Siireli Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma diizenegi geffaf (18x25x21 cm) ve siyah (24x24x25 cm) pleksiglas iki
kisimdan olusmaktadir ve iki bolim bir agiklik ile birbirinden ayrilmaktadir (Resim 10).
Testte, odaya getirilen fare tasima kutusunda yere birakilarak 3 dakika beklendi, daha sonra
odanin 15181 kapatild: ve tek aydinlatma kaynag olarak pasif sakinma diizeneginin tizerindeki
151k kaynagi birakildi.Fare aydinlik bslmeye, sirt: karanlik bolmenin kapisina gelecek sekilde
yerlestirildi. Fare karanlik bolmeye girdikten sonra bélmeyi aydinlik kisimdan ayiran kapak
kapatild1 ve 30 saniye beklendi. Daha sonra 2 saniye siire ile 0.6 mA sabit akim ile zemindeki
1zgaradan ayaga sok verildi. Odanin 1giklart agilarak fare dig ortama alindi. Burada fare 1
dakika kadar bekletildikten sonra odamn igiklari tekrar sondiiriilerek ayn1 sekilde aydinlik
bolmeye yerlestirildi ve 5 dakika stire ile davranislar gozlendi. Pasif sakinma diizeneginde

gozlenen temel davramg parametreleri :

1. Kagis siiresi: farenin karanlik bolmeye giris siiresi

2. ilk ileri adim siiresi: gokta sonra aydinlik bélimden karanlik boliime ilk kez girise
kadar gegen siire

3. Soktan sonra aydnlik bsliimde sergilenen toplam donma davranist siiresi

4. Soktan sonra aydinlik bsliimde gegirilen toplam siire.
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5. Aydinlik bslmeden karanlik bélmeye burnunu uzatma say1si

6. Bolmeler arasi gegis sayisi

Sekil 10. Pasif sakinma test diizenegi

3.3.7. Uzun Siireli Pasif Sakinma Testi
Uzun Siireli Pasif Sakinma Testi, kisa siireli test ile aym diizenekte yapilir. Islemdeki
tek farklilik kisa siireli testle gdzlem soktan bir dakika sonra yapilmakta iken, uzun siireli

testte gdzlem 24 saat sonra yapilmaktadir. Gozlenen davramsg parametreleri aymdir.

3.3.8. Kisa Siireli Karanlik Kutu Testi

Bu test sinyalsiz Pavlov korku sartlanmasinin test edilmesinde kullamlir. Siyah kutu
(25x25x25 cm) ii¢ yiizii ve iistteki kapagi siyah ve bir yiizii seffaf pleksiglas bir kutudur
(Resim 11). Zemindeki 1zgara ile denegin ayagina sok verilebilir. Testte, odaya getirilen fare 3
dakika bekletildi. Fare kutuda 30 saniye gegirdikten sonra 2 saniye siire ile 0.6 mA sabit akim
ile ayaga sok verildi ve soktan sonra denek disar1 alindi. Kisa siireli testte denek disarida 1
dakika bekletildikten sonra denek tekrar kutuya konuldu ve 5 dakika siire boyunca denegin

donma davranigin sergiledigi siire kaydedildi.
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3.3.9. Uzun Siireli Karanlik Kutu Testi
Uzun Stireli Test, kisa siireli test ile aym diizenekte yapilir. Islemdeki tek farklilik kisa
siireli testle gézlem soktan bir dakika sonra yapilmakta iken, uzun siireli testte gézlem 24 saat

sonra yapilmaktadir. Gozlenen davranig parametreleri aymdir.

Sekil 3.11. Karanlik kutu test diizenegi
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3.4. Ovulasyon Indiiksiyonu I¢in Hormon Hazirlanmasi, Enjeksiyon ve Embriyo

Vericileri ile Tasiyic Disilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Hormon hazirlanmasi ve Enjeksiyon

Steril serum fizyolojik ile ¢oziinen PMSG (Pregnant Mare’s Serum Gonadotrophin —
Gebe Kisrak Serum Gonadotropini) 50 pl’lik porsiyonlara béliindii (her porsiyonda 5 IU
olacak sekilde) ve kullanilincaya kadar —70 C°’de saklandi. PMSG enjeksiyonlar1 periton
igerisine 0.1 ml hacimde 6gleden sonra 13:%°-15:% saatleri arasinda yapilmigtir. PMSG
enjeksiyonu yapilan her fareye enjeksiyon saatinden tam 48 saat sonra hCG (Human
Chorionic Gonadotrophin — Insan Koryonik Gonadotropini) enjeksiyonu yapilmigtir. hCG
hazirlanirken, steril serum fizyolojikte ¢éziinmiis ve 50 pl’lik porsiyonlara béliinmiistiir(her
porsiyonda 50 TU olacak sekilde). Kullanilincaya kadar —70 C°’de saklanan hCG kullanim
esnasinda 950 pl’lik steril serum fizyolojik ile seyreltilmis ve her fareye 5 IU verilecek

sekilde 0.1 ml hacimde periton igerisinde verilmistir.

3.4.2. Embriyo ile Transfer Yapilacak Farelerin Senkronizasyonu

Embriyo transferinin yapilacag: farelerde gebelik ihtimalinin artirilmast igin PMSG ve
heG enjeksiyonlart embriyolar1 verecek disilerin enjeksiyonlarindan 1 giin sonra yapilmistir.
Kaymera olusturmak igin embriyo vericisi fareler hCG enjeksiyonlarindan sonra cinsel
deneyime sahip kendi soylarindan erkek farelerin kafeslerine konulmugtur. Kaymerik blastula
transferinin  yapilacagi disiler ise hCG enjeksiyonlarindan sonra infertilitesi kesin

vazektomize melez F farelerin yapina konulmusgtur.

3.5. Embriyolarm Toplanmas: ve Kaymeralarin Hazirlanmasi
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3.5.1. Embriyo Toplanmasi

hCG enjeksiyonundan sonra erkek farelerin yanina konulan disi farelerde ertesi giin
kemirgenlere 6zgii cinsel birlesmesin bir gostergesi olan “vajinal tikag” kontrolii yapilmustir.
Tikag gosteren disiler isaretlenerek ayri kafeslere alinmistir. Embriyo toplarken ve kaymerik
morulla — blastula transferi yaparken sadece vajinal tikag goriilmiis olan fareler kullamlmgtir.
Tikacin goriildiigii giin gebeligin 0. giinii olarak kabul edilmis ve embriyo toplama islemleri
gebeligin 2. giiniinde gergeklestirilmistir. Embriyolar her iki soy farenin oviduktundan M2
vasati kullanarak yikama yolu ile toplanmis ve toplanan embriyolar her soy igin ayri

damlalardaki M16 vasatina aktarilarak inkiibatorde muhafaza edilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. 8 Hiicreli Fare Embriyosu

3.5.2. Kaymera Olusturulmasi

3.5.2.1. Yapistirma Kabinin Hazirlanmasi
Kaymera olugturma isleminden bir giin 6nce 6zel petri kaplar: hazirlanir (Sekil 3.13.).
Petri kabinin igerisine normal mikro damla kiiltiirii hazirlarken yapildigt gibi 50 pl hacimde

M16 vasati ile ufak damlaciklar olusturulur ve iistleri mineral yag1 ile kaplanir. Daha sonra
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M16 damlalaria ucu sivri steril bir gubukla bastirarak o bolgenin ukurlasmast saglanir. Aym
iglem her damlada 4 — 6 ¢ukur olacak sekilde tiim damlalara yapilir. Hazirlanmis olan petri
kaplar1 inkiibatére yerlestirilir ve iglem baslayana kadar (yaklasik 16- 18 saat) 1s1 ve pH

dengelenmesi igin inkiibatérde bekletilir.

)

Sekil 3.13. Kaymera iiretiminde kullanilan 6zel petri kab1

3.5.2.2. Agregasyon Kaymerasmm Olusturulmam

Her iki soydan toplanmis olan 4 — 8 hiicreli embriyolar islem bagslayana kadar
inkiibat6rde ayr kaplarda muhafaza edilirler Islemde tiim embriyolarin Asit Tirod ¢ozeltisi
yardimiyla Zona Pellucida’lan kimyasal olarak soyulur. Daha donra hizlica ¢dzeltiden
toplanan embriyolar M2 vasat: ile birkag kez yikanarak temiz M16 vasatina aktarilirlar. Tiim
embriyolarim Zona soyma iglemi bittikten sonra énceki giin hazirlanmig olan 6zel kaplardaki
¢ukurlara bir adet Balb/c embriyosu ile bir adet C57BL/6J embriyosu konulur (Sekil 3.14.).
Esit sayida Balb/c ve C57BL/6] embriyosu kullanarak miimkiin oldugunca fazla ¢ukur
doldurulur. Daha sonra petri kabt inkiibatére yerlestirilir. Islemden 6 — 8 saat sonra
embriyolarda kaynagma olup olmadigr kontrol edilir, kaynasmamis embriyolarin konumlari

diizeltilerek tekrar petri kabi inkiibatore yerlestirilir (Sekil 3.15.).
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Sekil 3.14. Ozel haznlanmls petride zonast uzaklagtirilmis temas halinde bulunan 2 embriyo

Sekil 3.15. Kaynasmis 2 embriyonun olu ' duu t aymerik embriyo

3.6. Embriyo Transferi
Transferin yapilacagi giin bir onceki giin petri kabma konulmus olan embriyolar
kontrol edildi. Tek bir morula - blastula yapis1 gosteren embriyolar transfer igin uygun olarak

kabul edilip transfer edilecek embriyolar tek bir damlaya yerlestirildi (Sekil 3.16.).
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Transfer i¢in vajinal tikag gostermis olan fareye Ketamin-Xylazin enjeksiyonu yapildi.
Farenin uyudugundan emin olunduktan sonra sirt kismu tiraglandi, temizlendi ve transferin
yapilacag ortama getirildi. Cilt altinda sol bobregin yerlesimi tespit edildi ve yaklagik orta
noktadan sol tarafa dogru oblik kiigiik bir insizyon yapildi. Cilt — cilt altt olusumlar
birbirlerinden ayrildiktan sonra benzer bir insizyon kas dokusunda yapildi ($ekil 3.17). Bu
arada transfer yapilacak embriyolar inkiibatérden ¢ikartilarak transfer pipetine gekildi (Resim

Sekil 3.17).

{

Sekil 3.17. Transfer pipetinin goriiniimii
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Transfer pipeti bir kenara birakilarak, transfer yapilacak farenin bobrek alti yag
dokusundan tutularak ovaryum, ovidukt ve uterusu disartya ¢ikartildi. Fare mikroskop altina
aktanild1 ve fiber optik 151k kaynag altinda uterusa insiilin enjektdriiniin ignesi ile bir delik

agild1. Transfer pipeti alind1 ve delikten igeriye embriyolar verildi (Sekil 3.18).

Sekil 3.18. Diseksiyon mikroskobunun altinda transfer pipetinin goriiniimii

Isaret olarak kullanilan hava kabarcigimn da verildigi gozlendikten sonra pipet
delikten gikartild: ve fare kenara alindi. Tekrar bdbrek alt1 yag dokusundan tutularak uterus,
ovidukt ve ovaryum karin igerisinde yerlestirildi. Kas tabakas1 ve cilt 5.0 prolen iplik ile
dikildi. Transfer bolgesi dezenfektan soliisyon ile temizlenerek fare uyanana kadar sicak bir

ortamda tutuldu.

3.7. Transfer Sonras: Bakim
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Embriyo transferi yapilmus disiler kiigiik kafeslerde barindirildilar ve 10 giin boyunca
miimkiin oldugunca stresten uzak tutmak i¢in miidahale edilmeden barindirildilar.
Transferden yaklagik iki hafta sonra giin agir1 gozlenerek karinda sislik olup olmadig
gozlendi. Farelerde gebelik olugsmugsa dogumda sonra kafes iizerindeki kartlarina dogan
yavru sayist ve dogum tarihi kaydedildi. Gebelik olugsmamas: transfer sonrasi 25 giin olarak
kabul edildi ve gebelik olugmayan disiler imha edildi.Gebelik sonucunda elde edilmis olan iki

adet kaymeramn resmi Sekil 3.19. ve 3.20.”de verilmistir.

SERIB A0 nimardlllymer

Sekil 3.20. 2 numarali ye
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3.8. Kullamlan Cézeltiler

Su g¢ozeltiler kullamldi (mM olarak): M2; 94.66 NaCl, 4.78 KCl, 1.71 CaCl,.2H,0,
1.19 KHyPOy4, 1.19 MgS04.7H,0, 4.15 NaHCOs, 20.85 HEPES, 23.28 Sodyum Laktat, 0.33
Sodyum Piirivat, 5.56 Glikoz, 4 g/l BSA, 0.060 g/l Penisilin, 0.050 g/l Streptomisin, 0.010 g/1
Fenol Kirmizi ve M16; 94.66 NaCl, 4.78 KCI, 1.71 CaCl.2H,0, 1.19 KH,PO4, 1.19
MgS04.7H50, 25.00 NaHCO3, 23.28 Sodyum Laktat, 0.33 Sodyum Piirivat, 5.56 Glikoz, 4 g/l
BSA, 0.060 g/l Penisilin, 0.050 g/l Streptomisin, 0.010 g/l Fenol Kirmizi. Asidik Tirod

gozeltisi igin (g/100 ml); 0.800 NaCl, 0.020 KCI, 0.024 CaCl,.2H,0, 0.010 MgCL.6H,0,

0.100 Glikoz, 0.400 Polivinilpirolidon (PVP).

3.9. Istatistik

Istatistiksel analiz igin SPSS (vers. 11.5) paket programi kullanildi. Test
sonuglarinin ilk olarak normal dagilim gosterip géstermedigine bakildi. Normal dagilim
gosteren veriler parametrik testler ile normal dagilim géstermeyenler ise non parametrik
testler ile degerlendirildi. Siire¢ igerisinde alnan veriler normal dagihm gostermedikleri ve
normalize edilemedikleri i¢in tekrara (deneme) baglh degigimlerde analiz igin ilk olarak,
birden gok bagimli degiskenler igin kullamlan Friedman testi ile anlamlilik olup olmadig
incelenmis eger anlamlilik var ise 2 bagimli 6rnek arasinda iliskinin incelendigi Wilcoxon
testi ile hangi denemeler arasinda anlamlilik oldugu aragtirildi. Verilerin siiregten bagka soya
bagh farklilik gosterip gdstermedikleri 2 bagimsiz 6rnegin karsilastirldign Mann-Whitney U
testi ile incelendi. Normal dagilim gosteren verilerin kargilagtirmasi tek yonlit ANOVA testi

ile yapildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak yazildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kaymera Olusturulmasi

Transfer Edilen Dogan Yavru % Verim  Transfer Yapilan Gebelik Sayis1 % Verim
Embriyo Sayist Sayisi Disi Sayis1
130 4 3,07 13 2 15,38

4.2. Davrams Testleri

4.2.1. Rota Rot Testi

Rota rot testinde diisiiy siiresi, aktif siire ve diigiis sayis1 degerlendirilmigtir. Gruplarin
diistis stiresi degerleri Cizelge 4.2.’de, aktif siireleri Cizelge 4.3’te ve diisiis sayilar1 Cizelge

4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Tiim gruplarn rota rot testi diisiig siiresi degerleri

n 1. Diigiis Siiresi 2. Diisiis Siiresi 3. Diigiig Siiresi 4. Diisiis Stiresi

C57BL/6] 19 38,16 +10,04 62,63 £10,35 69,32 9,85 68,11 +10,79
Balb/c 19 11424528 45,79 +11,38 50,00 £10,47 61,00 10,75
F, (C57BL/6] x Balb/c) 20 55,05+11,20 86,65 +8,69 105,60 46,67 101,45 47,33
F, (Balb/c x C57BL/6J) 22 5627+11,16 98,73 +8,50 110,64 +6,33 110,32 46,32
Kaymera 1 1 81,00 120,00 58,00 120,00
Kaymera 2 11,00 14,00 2,00 22,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

Gruplardan bagimsiz olarak diisiis siireleri karsilastirildiginda 1. diisiis siiresi ile 2, 3.
ve 4. diisiis siireleri arasindaki fark anlamli olup p<0.005. 2. diisiis stiresi ile 3. ve 4. diisiis
stireleri arasinda istatistiksel fark anlamlilik gdstermekte olup p<0.05. 3. diisiis siiresi ile 4.

diistis stiresi arasinda ise istatistiksel fark anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.1. Tiim gruplarin denemeler boyunca ilk diisis siireleri

Diistis stireleri kargilagtirildiginda 1. diigiis stiresi igin C57BL/6J soyu fareler ile
Balb/c soyu fareler arasindaki fark istatistiksel anlamlilik gostermektedir (p<0.05). C57BL/6]
soyu ile diger soylar (F; (C57BL/6J x Balb/c) ve F; (Balb/c x C57BL/6J)) arasinda ise
" anlamlthik bulunmamaktadir. Balb/c soyu ile F; soylar arasmdaki fark istatistiksel olarak
anlamlilik tagimaktadir (p<0.05). Aym sekilde 1. diigiis siireleri karsilagtinldiginda Fy soylari
arasinda da anlamlilik bulunmamaktadir.

2. disiis stireleri bakimindan C57BL/6] soyu ile Balb/c soyu arasinda istatistiksel

anlamlilk bulunmazken C57BL/6J soyu ile F; soylar1 arasindaki fark anlamlilik

gostermektedir (Her iki soy igin p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar arasinda istatistiksel fark
anlamhidir (p<0.05). F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu ile F; (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasindaki

fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
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3. diigtis stireleri kargilagtirildiginda C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda fark
bulunmamustir fakat C57BL/6] soyu ile F; soylar1 arasindaki fark istatistiksel anlamlilik
gostermektedir (Her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile her iki F; soyu arasindaki 3.
diisiis stiresi istatistiksel olarak anlamli bigimde farklidir (p<0.05). F; (C57BL/6J x Balb/c)
soyu ile F; (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda 3. diisiis siiresi bakimindan anlamhlik tespit
edilmemistir.

4. distis siireleri degerlendirildiginde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda
anlamlilik yokken C57BL/6J soyu ile F; soylar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunmus olup (p<0.05) F; soylarimn 4. diisiis siireleri karsilastirildiginda

farklilik bulunmamustir.

Cizelge 4.3. Tiim gruplarin rota rot testi aktif stire degerleri

n_ 1. Aktif Siire 2. Aktif Siire 3. Aktif Siire 4. Aktif Siire
C57BL/6] 9. 57214757 72,71951.01 78,58 £7,37 80,42 £7,01
Balb/c 19 42,89+735 68,79 £8,09 76,16 £8,56 80,68 +8,99
Fy (C57BL/6J x Balb/c) 20  81,95+4,39 105,00 £2,60 101,70 +4,93 97,55 +6,38
F, (Balb/c x C57BL/6J) 22 85,41 +4,64 109,95 £3,18 112,50 43,26 111,68 +3,60
Kaymera 1 1 85,00 101,00 87,00 87,00
Kaymera 2 1 23,00 57,00 34,00 33,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

Gruplardan bagimsiz olarak aktif stireler karsilastirildiginda 1. diisiis stiresi ile 2, 3. ve
4. diistis stireleri arasindaki fark anlaml olup p<0.005. 2. diisiis siiresi ile 3. ve 4. diisiis
siireleri arasinda istatistiksel fark anlamlilik géstermekte olup p<0.05. 3. diisiis siiresi ile 4.

diistis siiresi arasinda ise istatistiksel fark anlamli bulunmamistir.
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Sekil 4.2. Tiim gruplarin denemeler boyunca aktif siireleri

Aktif stireler karsilastirildiginda 1. aktif siire igin C57BL/6J soyu fareler ile Balb/c
soyu fareler arasindaki fark istatistiksel anlamlilik gdstermemektedir. C57BL/6] soyu ile diger
soylar (F; (C57BL/6J x Balb/c) ve F; (Balb/c x C57BL/6J)) arasinda ise anlamli fark
bulunmusgtur (her iki soy igin de p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlilik tagimaktadir (p<0.05). Aym sekilde 1. aktif siireler karsilastirildiginda Fy
soylar arasinda da anlamlilik bulunmamaktadir.

2. aktif siireler bakimindan C57BL/6] soyu ile Balb/c soyu arasinda istatistiksel

anlamlilik bulunmazken C57BL/6] soyu ile F; soylari arasindaki fark anlamlilik

gostermektedir (Her iki soy igin p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar: arasinda istatistiksel fark
anlamlidir (p<0.05). F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu ile F; (Balb/c x C57BL/6]J) soyu arasindaki

fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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3. aktif siireler kargilagtirildiginda C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda fark
bulunmanugtir fakat C57BL/6J soyu ile F; soylart arasindaki fark istatistiksel anlamlilik
gostermektedir (Her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile her iki F; soyu arasindaki 3. aktif
stire istatistiksel olarak anlamli bigimde farklidir (p<0.05). F; (C57BL/6] x Balb/c) soyu ile
Fy (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda 3. aktif siire bakimuindan istatistiksel anlamlilik
bulunmaktadir (p<0.05).

4. aktif siireler degerlendirildiginde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda anlamlilik
yokken C57BL/6J soyu ile Fy soylar1 arasmnda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile sadece F; (C57BL/6J x Balb/c)
soyu arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmugken diger F; soyu ile karsilastirildiginda

anlamlilik tespit edilmemistir. F; soylar: arasindaki 4. aktif siireler bakimindan istatistiksel

fark anlamli bulunmustur (p<0.05)

Cizelge 4.4. Tiim gruplarin rota rot testi diigtis says1 degerleri

n_ 1. Diisiis Say1s 2. Diigiis Sayis1 3. Diisiis Sayis1 4. Diisiis Sayist

C57BL/6J 19 3324054 2,05 40,42 1,84 40,43 2,05 +0,50
Balb/c 19  6,95+40,74 4,68 40,89 3,1140,71 3,53 40,85
F|(C57BL/6] x Balb/c) 20 1,90 40,45 0,70 40,19 0,55 £0,25 0,85 +0,32
F|(Balb/c x C57BL/6Y) 22 1,77 40,39 0,36 +0,14 0,32 40,20 0,36 +0,24
Kaymera 1 I 11,00 0 2,00 0
Kaymera 2 1 14,00 9,00 10,00 10,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

Diistis sayilar1 karsilastirildipinda 1. diisiis sayist ile 2, 3. ve 4. diisliy sayilar
arasindaki fark anlamli olup p<0.005 bulunmusgtur. 2. diisiis say1s: ile 3. diistis sayis1 arasinda
istatistiksel fark anlamllik gostermekte olup p<0.05. 2. ve 4. diigiis sayis1 arasinda anlaml

fark bulunmamustir. 3. diisiis sayist ile 4. diisiis sayis1 arasinda ise istatistiksel fark anlaml

bulunmamustir.
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Sekil 4.3. Tum gruplarin denemeler boyunca diisiis sayilart

Diistis sayilari kargilagtirildiginda 1. diistis sayist igin C57BL/6J soyu fareler ile Balb/c
soyu fareler arasindaki fark istatistiksel anlamlilik gostermektedir (p<0.05). C57BL/6J soyu
ile diger soylar (F; (C57BL/6J x Balb/c) ve F; (Balb/c x C57BL/61)) arasinda da anlamli fark
bulunmustur (her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhilik tagimaktadir (p<0.05). Aynt sekilde 1. diisiis sayis: karsilastirildiginda F,
soylar1 arasinda da anlamlilik bulunmamaktadir.

2. diistis sayilart bakimindan C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasmnda istatistiksel
anlamlilik bulunmustur (p<0.05). C57BL/6J soyu ile F; soylari arasindaki fark anlamlilik
gostermektedir (Her iki soy i¢gin p<0.05). Balb/c soyu ile F; soylar arasinda istatistiksel fark
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anlamhidir (p<0.05). F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu ile F; (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasindaki
fark ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

3. distis sayilan karsilagtimldiginda C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda fark
bulunmamugtir fakat C57BL/6J soyu ile F; soylar arasindaki fark istatistiksel anlamlilik
gostermektedir (Her iki soy igin de p<0.05). Balb/c soyu ile her iki F; soyu arasindaki 3.
diistis sayist istatistiksel olarak anlamli bigimde farklidir (p<0.05). F; (C57BL/6J x Balb/c)
soyu ile Fy (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir.

4. distis sayis1 degerlendirildiginde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda
anlamhlik yokken C57BL/6J soyu ile F; soylar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (her iki soy i¢in de p<0.05). Balb/c soyu ile sadece F; soylari arasinda
istatistiksel anlamlilik bulunmustur (her iki soy i¢in de p<0.05). F; soylar: arasindaki 4. diisiis

say1s1 bakimindan istatistiksel fark anlamlilik géstermemektedir.

4.2.2. Acik Alan Testi
Agik alan testinde farelerin merkez ve gevre bolgelerde gegtigi kare sayisi, dogrulma

sayist ve diski sayis1 degerlendirilmigtir. Gruplarin davramis parametreleri Cizelge 4.5°te

verilmistir.

Cizelge 4.5. Tiim gruplarin agik alan testi davranig parametrelerine ait degerler

n Merkez Gegis  Cevre Gegis Dogrulma Digki Sayisi

C57BL/6] 18 26944267  111,44+10,42 37,1742,60 1,11 4028
Balb/c 19 39,16+495  88,37+9,29 22,534391  3,3740,42
F; (C57BL/6] x Balb/c) 20 22504243 105,55 46,13  27,2043,04  2,15+0,44
Fy (Balb/c x C57BL/6J) 22 29,68 43,81 113,0546,05  29,7742,68 2,86 40,52
Kaymera 1 1 27,00 226,00 26,00 2,00
Kaymera 2 1 37,00 155,00 13,00 8,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.4. Tim gruplarin agik alan testindeki merkezden gegis sayilart

Agik alan testinde C57BL/6] ile Balb/c soyu farelerin merkez karelerden gegis sayilar:
arasinda anlamli fark bulunmamistir.Benzer bigimde C57BL/6J soyu ile diger F; soylari
arasinda da anlaml fark tespit edilmemistir. Balb/c soyu fareler ile F; (C57BL/6J x Balb/c)
soyu fareler arasindaki fark anlamli ilen (p<0.05), F; (Balb/c x C57BL/6J) soyu ile arasinda

anlaml fark bulunmamugtir. F; soylari kendi aralarmda kargilastirildiginda anlamli fark

bulunmanugtir.
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Sekil 4.5. Tiim gruplarin agik alan testindeki gevre karelerden gegis sayilari

Cevre karelerden gegis sikliklar kargilagtirildiginda C57BL/6J soyu fareler ile Balb/c
soyu arasinda fark bulunmamistir. Benzer bigimde C57BL/6J soyu ile F; soylari arasindaki
fark da anlaml degildir. Balb/c soyu ile F; (C57BL/6J x Balb/c) arasinda anlaml fark tespit
edilememistir ancak diger F; soyu olan F (Balb/c x C57BL/6J) ile arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir. F; soylarinin gevre karelerden gegis sayilari arasinda bir anlamlilik tespit

edilmemistir.
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Sekil 4.6. Tiim gruplarm agik alan testindeki dogrulma sayilari

Dogrulma sayis1 karsilastirildiginda C57BL/6J soyu fareler Balb/c soyu farelerden
anlamli olarak farklidir. C57BL/6J soyu ile F; (C57BL/6] x Balb/c) arasinda anlamli bir
farkldik bulunurken benzer farklilik F; (Balb/c x C57BL/6J) soyunda tespit edilmemistir.

Balb/c soyunun dogrulma sayist ile Fy soylari arasinda anlaml bir farklilik bulunmamigtir. F

soylarinin kendi aralarinda farklilik bulunmamugtir.
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Sekil 4.7. Tiim gruplarin agik alan testindeki toplam diski sayilari

Digkilama sayis1 bakimmndan C57BL/6J soyu Balb/c ve F; (Balb/c x C57BL/6J)
soylarindan anlamli olarak farkli iken F; (C57BL/6] x Balb/c) soyu ile anlamli farklilik
gostermemektedir. Balb/c soyu ile F; soylari arasinda anlamli farkliik bulunmamaktadir.

Ayrica Fy soylari da kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gstermemektedir.
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4.2.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yiikseltilmis arti labirent testinde farelerin agik kola ilk giris stireleri, agik ve kapal
kollara giriy sayilan, agik kolda gegilen gizgi sayisi, agik kapal kollar ile orta kisimda
gegirilen siire ve toplam digki sayist degerlendirilmistir. Gruplarin davrans parametrelerinden
agik kola ilk giris stiresi, agik kola giris sayist, kapali kola giris sayisi ve agik kolda gegilen

¢izgi sayis1 Cizelge 4.6da verilmistir.

Cizelge 4.6. Tiim gruplarmn yiikseltilmis art1 labirent testindeki agik kola ilk giris siiresi,agik ve kapali kollara
giris sayilari ve agik kolda kat edilen gizgi sayisina ait degerler

n AgikKolailk  Agik Kola Kapali Kola Agik Kolda
Girig Stiresi Girig Sayist Giris Sayis1 Gegilen Cizgi

Sayis1
C57BL/6J 18 7542421,07 6,35+0,97 5,40 40,81 25,80 4,17
Balb/c 19 24,32 +433 8,16 £1,01 7,16 £0,53 53,21 £7,50
F, (C57BL/6] x Balb/c) 20 48,10+16,33  5,35+0,71 8,10 40,82 27,10 +4,32
F, (Balb/c x C57BL/6T) 22 25954754 5,20 40,36 8,90 40,57 20,70 42,30
Kaymera 1 1 25,00 2,00 8,00 4,00
Kaymera 2 1 3,00 9,00 10,00 48,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

58



100

Agik Kola Ik Giris Siiresi (Sn)
=4

[ XX
%
£
3
C57BL/6J Balb/c F1 F1 Kaymera 1 Kaymera 2

(C57BL/6J (Balb/e
X X
Balb/e) C57BL/6J)

Sekil 4.8. Ttim gruplarm yiikseltilmis art: labirent testindeki agik kollara ilk giris stireleri

Ttim soylarm agik kola ilk giris siireleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

bir fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4.9. Tiim gruplarm yiikseltilmis art1 labirent testindeki agik kollara girig sayilar:

Agik kola giris sayis1 bakimindan C57BL/6J soyu ile diger ii¢ soy arasinda anlamli bir
fagk bulunmamustir. Balb/c soyu ile F; soylarmin her ikisi arasmdaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur ve F; soylari kendi arasinda karsilastirnldiginda anlamli bir farklilik

tespit edilmemistir.
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Sekil 4.10. Tiim gruplarmn yiikseltilmis art: labirent testindeki kapal kollara giris sayilart

C57BL/6J soyunun kapali kollara giris sayis1 Balb/c soyundan ve her iki F; soyundan
anlamli olarak farkli bulunmugtur. Balb/c soyunun kapali kollara giris sayist ise F;
soylarindan anlami olarak farklilik gostermemektedir. Diger yandan F; soylari kendi

aralarinda farklilhk gostermemektedir.
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Sekil 4.11. Tiim gruplarm yiikseltilmis art1 labirent testindeki agik kollarda gegtikleri ¢izgi sayilari

Agik kolda gegilen ¢izgi sayis1 kargilagtimldiginda C57BL/6J soyu Balb/c soyundan
istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur. Ayrica C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu arasinda
anlamli farklilik tespit edilmemistir. Diger yandan Balb/c soyu ile F; soylari arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamlidir ve Fy soylari karsilagtirldiginda anlamlr bir farklilik

bulunmamugtir.

Gruplarin agik, kapali kollar ile orta béliimde gegirdigi siirelere ve toplam diskt sayilarina ait

degerler Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Tiim gruplarin yiikseltilmis art: labirent testindeki agik, kapali kollar ile orta boliimde gegirdigi
siirelere ve toplam disk1 sayilarma ait degerler

n Agik Kolda Kapali Kolda Orta Bolmede——Toplam Digkt——
Gegirilen Siire  Gegirilen Siire ~ Gegirilen Siire Sayis1

C57BL/6] 18 84,45 +14,24 166,90 £15,69 48,15 +7,29 1,90 0,32
Balb/c 19 71,32 £9,04 208,26 £9,92 19,84 £2,60 3,05 +0,44

F; (C57BL/6] x Balb/c) 20 57,70 £10,04 176,85 £12,88 65,45 8,40 2,40 +0,36

T, (Balb/c x C57BL/6J) 22 35,40 £2,95 203,70 +8,22 60,90 +7,27 2,85 £0,46
Kaymera 1 1 13,00 228,00 59,00 0

Kaymera 2 1 65,00 195,00 40,00 7,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir,
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Sekil 4.12. Tiim gruplarin yiikseltilmis art: labirent testindeki agik kollarda gegirdikleri siire

C57BL/6J soyu farelerin agik kolda gegirdigi siire Balb/c ve F 1 (C57BL/6] x Balb/c)
soylarina gore farkliik gostermemekle birlikte F 1 (Balb/c x CS57BL/6J) soyu ile
karsilastirldiginda anlamli olarak farkls bulunmugtur. Balb/c soyu ile F; (C57BL/6J x Balb/c)
soyu arasinda anlamli farklihk bulunmamakla birlikte F, (Balb/c x CS7BL/6J) ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05). F; soylarmin

arasinda anlamli farklilik bulunmanustir.

58



T
—~ 200
=
Z :
=]
=
@ 160 A —
=
=
=
g 120
&
]
~
ot
=
= 80+
i
b <
Gl ]
i 40 <>
<!
" KRX]
C57BL/6J  Balb/c F1 F1  Kaymeral Kaymera2

(C57BL/6J  (Balb/e
X X
Balb/c)  CS7BL/6J)

Sekil 4.13. Tiim gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testindeki kapali kollarda gegirdikleri siire

Kapali kollarda gegirilen siire bakiminda C57BL/6J soyu ile Balb/c ve F; (Balb/c x
C57BL/6]) soylar1 arasinda anlamli farklihik bulunmakla beraber C57BL/6] soyu ile F;
(C57BL/6J x Balb/c) arasinda istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir. Balb/c soyu ile
her iki F; soyu arasndaki fark istatistiksel olarak anlamlilik tagimamaktadir. Benzer sekilde

F| soylar1 arasinda da istatistiksel anlamlilik tespit edilmemistir.

59



70
g |
I 553
| B
@ 54 R
5 5]
i }
- :
]
S
£ 0"3
=) B P
o
5 o
10 g“
%S
" 9%

F1 Kaymera 1 Kaymera2
(C57BL/6J  (Balb/e
X

C57BL/6J Balb/c

X
Balb/c) CSTBL/6J)

Sekil 4.14. Tiim gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testinde orta bolmede gegirdikleri siire

Yiikseltilmis art: labirent testinde orta bolmede gegirilen siireler kargilagtirildiginda
C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu arasinda anlamli fark tespit edilmemistir. Balb/c soyu ile F,
soylar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmugtur (p<0.05). F; soylar

kargilastirildiginda anlamli fark bulunmamugtir.
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Sekil 4.15. Tiim gruplarm yiikseltilmis art1 labirent testindeki digks sayalar:

Diskilama sayilari kargilagtirildiginda higbir grubun digerleri ile arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark bulunmamaktadir.
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4.2.4. Aydinlik Karanlik Tercih Testi
Aydmlik karanlik tercih testinde farelerin karanlik bélmeye ilk giris siiresi, aydinlik

boliimde gegirdigi zaman, bolmeler arast gegis sayisi, aydinlik bélimde dogrulma sayisi ile

aydnlik ve karanlik bolmedeki toplam diski sayist degetlendirilmistir. Gruplarin davranig

parametreleri gegis sayist Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Tiim gruplarin aydinlik karanlik tercih testindeki farelerin karanlik bolmeye ilk giris siiresi, aydmlik
boliimde gegirdigi zaman, bolmeler arasi gegis sayis1 ve aydmlik bslimde dogrulma sayilarina ait degerler

n Karanlik Aydmhk Bolmeler Aydinlik Bélmede
Bélmeye Ilk Bolmede Aras1 Gegis Dogrulma Sayis1
Giris Siiresi Gegirilen Sayist
Zaman

C57BL/6J 18 9,65 £1,32 134,90 £15,90 14,65 £1,25 15,70 1,59
Balb/c 19 30,11 £8,54 225,68 £14,32 15,32 £1,62 16,68 +3,47
F, (C57BL/6] x Balb/c) 20 12,55 42,16 190,90 £12,44 9,15 £0,51 14,50 1,93
F, (Balb/c x C57BL/6J) 22 13,95 +328 222,62 +8,82 10,14 +0,54 19,00 +£1,22
Kaymera 1 1 7,00 120,00 7,00 8,00
Kaymera 2 1 14,00 246,00 13,00 16,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

Balb/c soyu fareler ile difer soylarin, karanlik bolmeye ilk giris stireleri, aydmlik

bolgede gegirdikleri zaman, bdlmeler arasi gegis sayilari ile aydinlik bolmedeki dogrulma

sayilan arasinda yapilan karsilagtirma sonucunda elde edilen p degerleri Cizelge 4.8.1°de

verilmigtir.
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Sekil 4.16. Tiim gruplarm karanlik bolmeye ilk giris siireleri

Karanlik bslmeye ilk giris siireleri degerlendirildiginde C57BL/6J soyu Balb/c
soyundan anlamli olarak farkli bulunmustur. C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu arasinda
anlamlt fark bulunmamugstir. Balb/c soyu ile her iki F; soyu arasinda anlamh fark

bulunmamistir. Ayrica F; soylart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemisgtir.
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Sekil 4.17. Ttim gruplarin aydinlik bolmede gegirdikleri toplam siire

Aydinlik bolmede gegirilen toplam siire bakimindan C57BL/6] ile Balb/c soylart
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. Ayrida C57BL/6J soyu ile iki F; soyu arasmda
da anlamli fark bulunmaktadir. Balb/c soyu ile F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu arasindaki fark
anlamli iken diger F; soyu ile anlamli farklilik tespit edilmemistir. F; (C57BL/6] x Balb/c)
soyu ile diger F; soyu olan F; (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmugtur.
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Sekil 4.18. Ttim gruplarmn bolmeler arast gegis sayisi

Bolmeler arasi gegis sayist degerlendirildiginde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlilik géstermemektedir. Ayrica C57BL/6] soyu ile her
iki Fy soyu arasinda anlamli fark bulunmaktadir. Balb/c soyu ile iki F; soylar arasindaki fark

da anlaml olarak tespit edilmistir. Bélmeler arast gecis olarak F; soylari arasindaki fark

istatistiksel olarak anlaml1 degildir.
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Sekil 4.19. Tiim gruplarin aydinlik bslmede dogrulma sayisi

Aydmlik bélmede dogrulma sayilart bakimmdan C57BL/6] soyu ile diger ii¢ soy
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Diger yandan Balb/c soyu ile F
(C57BL/6J x Balb/c) soyu arasindaki fark anlamli degilken F, (Balb/c x C57BL/6]) soyu ile

arsindaki fark istatistiksel olarak anlami bulunmustur. F; soylari arasindaki fark istatistiksel

anlamlilik gstermektedir.
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Gruplarin aydinlik ve karanlik bélmedeki toplam digki sayilarina ait degerler Cizelge

4.9da verilmistir.

Cizelge 4.9. Tiim gruplarin aydinlik karanlik tercih testinde aydinlik ve karanlik bolmedeki toplam digki
sayilarna ait degerler

n Aydmlik Bolimdeki Karanlik Bsliimdeki Toplam Digk1

Diski Sayist Digski Sayist Sayist
C57BL/6] 18 0,70+0,31 0,70 £0,23 1,40 £0,37
Balb/c 19 4471026 1,00 £0,22 5,47 £0,23
F; (C57BL/6J x Balb/c) 20 0,55+0,20 0,80 0,27 1,35 40,39
F; (Balb/c x C57BL/6J) 22 1,81 £0,46 1,00 £0,32 2,81 40,61
Kaymera 1 1 0 0 0
Kaymera 2 1 5,00 2,00 7,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.20. Tiim gruplarin aydinlik bolmede diskilama sayis1

Aydinlik bslmedeki Diskilama sayist karsilastirildiginda C57BL/6] soyu, Balb/c
soyundan farkli bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0.05). C57BL/6J soyu
F; (C57BL/6J x Balb/c) soyuna gore farklilik gostermezken F (Balb/c x C57BL/6J) soyundan
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anlamli olarak farkli bulunmugtur. Balb/c soyunun aydinlik bslmedeki Diskilama sayist her
iki I, soyundan istatistiksel olarak anlamli bigimde farklilik gostermektedir. F; soylart
kargilastirildiginda ise istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir.

Karanhk Bélmedeki Piski Sayist

F1 Kaymera 1 Kaymera 2

C57BL/6J  Balb/c
(C57BL/6J  (Balb/e
X

X
Balbic) ~ CSTBL/GJ)

Sekil 4.21. Tiim gruplarin karanlik bolmede digkilama sayist

Karanlik bélmedeki digkilama sayist tiim gruplarda birbirine yakin olup gruplar
birbirleri ile karsilastirildiklarinda istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir.
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Sekil 4.22. Tiim gruplarin toplam digkilama sayist

Toplam diskilama sayilari degerlendirildiginde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir. C57BL/6J soyu ile her iki F;
soylari arasinda ise benzer bigimde anlamli bir farklilik bulunmamistir. Balb/c soyu her iki Fy

soyundan da anlamli bigimde farklilik gostermektedir. F; soylan kargilagtinldiginda ise

istatistiksel bir anlamlilik tespit edilmemistir.
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4.2.5. Morris Su Tanki Testi

Morris su tank: testinde gruplarin giinler boyunca performanslart Cizelge 4.10°da

verilmigtir.

Cizelge 4.10. Tiim gruplarin Morris su tanki testinde giinler boyunca performanslari

n |1.Gin |2.Gin |3.Gin [4.Gin [5.Gin [6.Gin | 7.Gin | 8.Gun | 9.Gin

C57BL/6] 13 | 45,50 12,59 5,09 3,59 22,73 20,60 17,32 15,03 16,00

2,95 +1,96 | 40,69 | 40,59 | +320 |+4,19 +3,46 +3,26 | 43,90
Balb/c 14 | 33,94 16,63 12,28 8,53 36,08 34,33 24,55 28,55 [22,16

+4,70 43,33 43,53 2,57 4,22 | 4,20 +4,42 43,84 [ #3.71
F,(C57BL/6 | 14 | 39,16 15,50 5,66 3,76 15,50 15,39 13,67 14,66 14,83
x Balb/c) +4,49 +3,72 +0,63 +0,50 +1,88 42,70 +3,20 +2,42 +2,39
F, (Balb/c x 15 | 34,50 14,78 5,61 3,73 21,83 15,11 11,03 12,60 9,53
C57BL/6]) +3,80 +2,65 +0,43 +0,34 +3,31 42,30 +1,75 +1,65 +1,22

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.

Gruplardan bagimsiz olarak performanslar kargilagtinldiginda 1.giin sergilenen
platformu bulma siiresi diger tiim giinlerden arasindaki fark anlamli olup p<0.005
bulunmustur. 2. giiniin performans1 da 3., 4., 5. ve 6. giinden istatistiksel olarak anlaml
bigimde farklidir.ancak 2. giiniin performans: ile 7., 8. ve 9. giinler arasinda farklilik
bulunmamugtir. 3. giiniin performanst ile ilerleyen 4., 5., 6., 7., 8. ve 9. giinler arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bigimde farkli bulunmustur (p<0.05). Benzer bi¢imde 4. giiniin
performansi ile diger giinler arasindaki fark da anlamli olarak farklidir (p<0.05). 5. giiniin
performanst 6. giin ile farklilik gdstermemekle birlikte diger giinlerden anlamli bi¢imde
farklidir (p<0.05). 6. giin ile ilerleyen giinler arasinda da anlaml farklilik tespit edilmigtir.7.
giin ile 8. ve 9. giinler arasinda farklilik bulunmamaktadir. Aym sekilde 8. ve 9. giinlerin

performanslari da istatistiksel farklilik géstermemektedir.
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Sekil 4.23. Gruplarin Morris su tankindaki giinler boyu performanslari

1. giin gruplar arasi performanslar karsilastirildiginda C57BL/6J soyu ile sadece F
(Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05). Balb/c ile F,
soylari arasinda veya F soylarimin arasmda istatistiksel bir fark bulunmamustir.

2. giin performanslar kargilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel bir fark tespit
edilmemigtir.

3. gtin C57BL/6J soyunun performansi ile Balb/c soyunun performansi arasinda
anlamli fark bulunmugtur (p<0.05). C57BL/6J soyu ile F; soylar arasinda fark bulunmamistir.
Benzer bigimde Balb/c soyu ile F; soylari arasinda anlaml fark tespit edilmemistir. F; soylar
karsilagtirildiginda da anlamh fark bulunmamustir.

4.giin C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu farelerin performanslari anlamli bigimde
birbirlerinden farklilik géstermektedir (p<0.05). C57BL/6J soyu ile F; soylar1 arasinda ise

anlamli farklilik tespit edilmemistir. Balb/c soyu farelerin performanslari ile her iki F; fare
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soyundan anlamli olarak farkli bulunmustur. F| soylari birbirleri ile karsilastirildiginda ise
anlamli farklilik tespit edilmemistir.

5. gin C57BL/6J soyunun performanst Balb/c soyundan anlamli bigimde farkli
bulunmustur. Ayni giin C57BL/6J soyu F; soylarindan performans bakimindan farklilik
gostermemektedir. Balb/c soyunun performansli ise iki F; soyunun performansindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir. Fy soylan kargilagtirildiginda ise farklilik
tespit edilmemisgtir.

6. giin diger giinlere benzer bigimde C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu arasinda anlamli
farkliik bulunmaktadir. C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu arasinda anlamh farklilik
bulunmamigtir. Balb/c soyu, F; soylarmdan anlamli bigimde farklilik gosteritken Fy soylar
arasinda anlaml farklilik bulunmamustir.

7. giin C57BL/6J soyu ile diger ti¢ soy arasinda anlamli farklilik tespit edilmemistir.
Balb/c soyu ise iki F; soyundan anlamli olarak farklidir. F, soylar: arasinda ise farklilik
bulunmamustir.

8. giin C57BL/6] soyunun performansi Balb/c soyundan anlamli bigimde farkli
bulunmugtur (p<0.05). C57BL/6J soyu ile F; soylari arasinda ise farklilik bulunmamuigtir.
Balb/c soyu iki F; soyundan anlamli olarak farkli olmakla beraber F; soylari
karsilastirtildiginda anlamli farklilik tespit edilmemistir.

9. giin C57BL/6] soyunun performans: ile diger ii¢ soy arasinda farklilik tespit
edilmemistir. Balb/c soyu ise F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu ile karsilastirildiginda farklilik
gostermemekle birlikte sadece F; (Balb/c x C57BL/6]) soyunda istatistiksel olarak anlamli

bicimde farklidir. F; soylariin arasinda ise anlamli farklilik tespit edilmemistir.

Morris su tanki testinde gruplarin test giiniti performanslari ile gérme keskinligine ait

sonuglan Cizelge 4.11°de verilmisgtir.

Cizelge 4.11 Tiim gruplarm Morris su tankinda test giinii performanslari ile gérme keskinligi sonuglari

n Platformun Platformun Platformun Gorme Keskinligi

Bulundugu Bulundugu Yere Bulundugu Yerde — Testi (Platformu
Ceyrege Ilk Ik Gelis Siiresi ~ Gegirilen Toplam ~ Bulma Stiresi)
Gelig Siiresi Stire

C57BL/6] 12 6,00+1,91 8,08 £1,82 27,17,:4252 4,16 £1,25

Balb/c 14 15,93 44,79 20,07 +4,84 24,57 43,66 6,17 £0,70

F, (C57BL/6J x Balb/c) 14 4,79 +1,26 6,571 57 32,3642,33 3,17 £0,36

F, (Balb/c x C57BL/6J) 15 6,8043,02 9,53:+372 29,27 £3,03 3214022

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.24. Gruplarm testte platformun bulundugu geyrege ilk gelis siireleri

Platformun bulundugu geyrege ilk gelis siireleri karsilagtirildiginda C57BL/6J soyu
Balb/c soyundan anlamli olarak farkli bulunmustur. C57BL/6J soyu ile F; soylar1 arasinda ise
farklilik bulunmamigtir. Balb/c soyu ile iki F; soyu arasinda anlamli farklilik bulunmakla

birlikte Fy soylar: arasinda farklilik tespit edilmemistir.

73



—
é 25
7
@
=
=
wn
2 207
)
&)
=
=
Q15
z
=3
0
[==]
&
0 10
=
=
=
=
[==]
g 81
=
g 5
s X
=t
e 2]
=
& 0
C57BL/6J Balb/c F1
(C57BL/6J (Balb/c
. 4 X
Balb/c) C57BL/6J)

Sekil 4.25. Gruplarm testte platformun bulundugu bslgeye ilk gelis siireleri

Platformun bulundugu yere gelis siiresi bakiminda C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu
birbirlerinden anlamlt bigimde farklidir (p<0.05). C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu arasinda
ise anlamli farklilik tespit edilmemistir. Balb/c soyu ile F; soylari karsilastirildiginda
aralarinda anlamli farklik bulunmustur. Ayrica F soylari birbirleri ile karsilagtirildiginda

anlamli farklilik tespit edilmemistir.
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Sekil 4.26. Gruplarin test siiresince platform bolgesinde gegirdikleri stire

Gruplarin platformun bulundugu yerde gegirdigi siireleri karsilagtirildiginda Balb/c
soyu ile F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu (p<0.05) haricinde gruplarin birbirleri arasinda anlamli

farklilik tespit edilmemistir.
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Sekil 4.27. Gruplarm gérme keskinligi testinde platformu bulma siireleri

Gorme keskinligi testinde C57BL/6] soyunun platformu bulma siiresi Balb/c
soyundan anlamli bigimde kisa stirmiistiir (p<0.05). C57BL/6J soyu ile her iki F; soyu
arasinda ise anlamli farklilik tespit edilmemistir. Balb/c soyu iki F; soyundan anlaml bigimde
farkli olmakla beraber F; soylari arasinda ise istatistiksel anlamlilik tastyan farklilik

bulunmamigtir.

4.2.6. Kisa Siireli Pasif Sakimmma Testi

Kisa stireli pasif sakinma testinde farenin karanlik bslmeye ilk giris stiresi olan kagig
siiresi, sok aldiktan sonra aydinlik bolmeden tekrar karanlik bolmeye girisine kadar gegen
siire olan ilk ileri adim siiresi, soktan sonra aydmnlik bslmede sergiledigi toplam donma
davranigmin siiresi ve aydinlik bslmede gegirdigi toplam siireye ait degerler Cizelge 4.11°de

verilmistir.
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Cizelge 4.12. Tiim gruplarn kisa siireli pasif sakinma testindeki kagig stireleri, ilk ileri adim stireleri, donma ve

toplam siireleri.

n Kags Siiresi Ilk Tleri Adim Donma Soktan Sonra
Siiresi Siiresi Aydinlik Bélmede
el RS Gegirilen Toplam
Siire

C57BL/6] 10 70,89 +17,18 251,00 +34,20 58,33 +13,67 297,44 +1,69

Balb/c 10 47,44 46,93 273,67 26,33 58,00 +16,19 285,44 +14,56

F,(C57BL/6J x Balb/c) 10 25,70 49,87 300,00 124,30 16,70 300,00

F; (Balb/c x C57BL/6]) 11 19,82 45,72 269,09 422,41 57,64 £21,05 296,91 42,72

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.28. Gruplarm karanlik bslmeye ilk giris siireleri (Kag1s Stiresi)

F1
(Balb/c

p 1
C57BL/6J)

Kagis stireleri bakimmdan C57BL/6] soyu ile Balb/c soyu arasinda anlamli fark

bulunmanus olup C57BL/6J soyu her iki F; soyundan anlamli olarak farklidir. Benzer

bigimde Balb/c soyu da F; soylarmdan anlaml olarak farklidir. F; soylarinin arasinda ise

anlamli farklilik bulunmamaktadir
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Sekil 4.29. Gruplarn ilk ileri adim siireleri

1k ileri adim siirerli karsilastirildigimda gruplarin siirelerinin birbirlerinden istatistiksel

olarak farklilik gostermedigi bulunmustur.
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Sekil 4.30. Gruplarin donma stireleri

Donma siireleri bakimindan C57BL/6] soyu Balb/c ile F; (Balb/c x C57BL/6J)
soylarmdan farklilik géstermemekle birlikte F, (C57BL/6J x Balb/c) soyundan anlamli olarak
farklidir. Benzer bigimde Balb/c soyu ile F| (Balb/c x C57BL/6J) soyu arasinda farklilik tespit
edilmemigken F; (C57BL/6] x Balb/c) ile arasinda anlamli farklilik bulunmustur. F,
(C57BL/6J x Balb/c) soyunun donma siiresi de F, (Balb/c x C57BL/6J) soyundan anlaml

olarak daha uzun bulunmustur.
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Sekil 4.31. Gruplarin sok sonrasi aydinhk bslmede kalma siireleri
Gruplarin soktan sonra aydinlik bélmede geg

gruplar arasinda



4.2.7. Uzun Siireli Pasif Sakinma Testi

Uzun siireli pasif sakinma testinde farenin karanlik bolmeye ilk giris stiresi olan kacig

siiresi, sok aldiktan sonra aydinlik bélmeden tekrar karanlik bélmeye girigine kadar gegen

siire olan ilk ileri adim siiresi, soktan sonra aydinlik bslmede sergiledigi toplam donma

davramiginin siiresi ve aydinlik bslmede gegirdigi toplam siireye ait degerler Cizelge 4.13’de

verilmigtir.

Cizelge 4.13. Ttim gruplarn uzun siireli pasif sakinma testindeki kagis siireleri, ilk ileri adim siireleri, donma ve

toplam siireleri.

n Kags Siiresi 11k Tleri Adim Donma Siiresi Toplam Siire
Siiresi

C57BL/6] 9 33,22+11,45 251,67 £32,37 127,78 £22,62 284,33 +11,33
Balb/c 9 16,11 4£3,56 290,44 9,56 116,44 +19,53 298,67 £1,33
F|(CSTBL/6] xBalbl) 10 41,10+13,74 300,00 118,90 £13,21 300,00
F, (Balb/c x C57BL/6T) 10 13,20 £3.25 282,80 £17,20 159,00 424,08 294,20 £5,80
Kaymera 1 1) 225,00 300,00 173,00 300,00
Kaymera 2 1 16,00 214,00 104,00 288,00

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.32. Gruplarin karanlik bélmeye ilk giris stireleri (Kagis Siresi)

Gruplarin karanlik bélmeye ilk giris stireleri olan kagis siireleri degerlendirildiginde

gruplarin birbirleri arasinda istatistiksel fark bulunmamugtir.
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Sekil 4.34. Gruplarin donma siireleri

Donma siireleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik tespit edilmemistir.
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Sekil 4.35. Gruplarin soktan sonra aydinlik bélmeye girme siireleri

Aydmnlik bolmeye giris siireleri degerlendirildiginde gruplarin giris siireleri arasinda

istatistiksel olarak anlamh farklilik bulunmamustir.
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4.2.8. Kisa Siireli Karanhk Kutu Testi
Kisa siireli karanlik kutu testinde gruplarin karanhik bolmede sok aldiktan sonra

gozlem siiresi igerisinde sergiledigi toplam korku davramginin siiresine ait degerler Cizelge

4.14.’de verilmisgtir.

Cizelge 4.14. Tiim gruplarin kisa siireli karanlik kutu testindeki donma stireleri

n Donma

Stiresi
C57BL/6] 10 63,80 +11,35
Balb/c 9 88,33 £14,09

F; (C57BL/6J x Balb/c) 10 6,20 £3,13
Fy (Balb/c x C57BL/6J) 10 49,90 £14,27

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.36. Gruplarin donma siireleri
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Gruplarm donma siireleri karsilagtirdiginda C57BL/6J soyu fareler ile Balb/c soyu
fareler arasinda anlamli fark bulunmadi. Benzer bigimde C57BL/6J soyu ile F; (Balb/c x
C57BL/6]) soyu arasinda da anlamli farka rastlanmamigken F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu
farelerle istatistiksel olarak anlaml fark bulunmustur. Balb/c soyu fareler ile F; (Balb/c x
C57BL/6J) soyu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmazken F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu
ile aralarinda anlaml fark tespit edilmistic (p<0.05). F, soylari kendi aralarmda

kargilagtirildigina anlamli fark bulunmustur.

4.2.9. Uzun Siireli Karanlik Kutu Testi
Uzun stireli karanlik kutu testindeki tiim gruplarin sok aldiktan sonra karanlik

bdlmeden aydinlik bslmeye kagis siiresine ait degerler Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.15. Tim gruplarin uzun siireli karanlik kutu testindeki donma siireleri. [Balb/c ve C57BL/6]J igin
n=10) , F, (Balb/c x C57BL/6J) ve F, (C57BL/6J x Balb/c) igin n=10]

n Donma Siiresi
C57BL/6] ' 10 139,00 17,37
Balb/c 10 80,10 £15,67
F,(C57BL/6]J x Balb/c) 10 100,80 +6,08
F, (Balb/c x C57BL/6J) 10 148,50 +13,33

Degerler ortalama + standart hata olarak verilmektedir.
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Sekil 4.37. Gruplarin donma siireleri

Uzun siireli karanlik kutu testindeki donma siireleri kargilastirildiginda C57BL/6J soyu
ile Balb/c soyu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur. C57BL/6J soyu ile
Fy soylar arasinda anlamhilik tespit edilmemistir. Balb/c soyu ile F; (Balb/c x C57BL/6J)
soyu arasinda anlamli farklilik bulunurken F; (C57BL/6J x Balb/c) soyu ile istatistiksel olarak
farklilik tespit edilmemistir. F; soylari kendi aralarinda kargilagtirildiginda aralarinda anlamli

farklilik bulunmustur.
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5. TARTISMA

5.1. Davrams Testleri

5.1.1. Rota Rot Testi
Rota rot testi genel olarak davranis galismalarinda siklikla kullamlan bir testtir. Bagka

testlerin de uygulanacag durumlarda, diger test sonuglarinin lokomotor aktiviteden bagimsiz
oldugunu goéstermek icin denegin lokomotor sistemini kontrol etmek icin rota rot testi
uygulanir..Testte genel olarak 120 saniyelik bir siirede farenin donen bir cubugun tizerinde
dengede durdugu siire degerlendirilir. Dengede durma ise iki tiirlii olabilir, birincisinde fare
gubugun donme yoniiniin aksi istikametinde hareket etmektedir ve bu durum aktif denge
olarak adlandirilir. Ikinci durumda ise fare gubugu sikica kavramustir ve gubukla beraber
donmektedir, bu durum fare aktif bir hareket sergilemedigi i¢in pasif denge olarak
isimlendirilir. Rota rot testinde genel olarak incelenen degiskenlerden bir tanesi aktif denge
stiresidir. Bir diger degisken ise farenin rottan ilk kez diismesine kadar gegen siiredir. Biz
caliymamizda genel olarak uygulanmayan fakat performans konusunda fikir verebilecegini
diistindiglimiiz bir bagka degiskeni de inceledik. Bu degisken, 120 saniyelik stirede farenin
rottan diisiis sayisiydi.

Tim testlerde ortak goézlenen durum, tekrarlayan motor aktivitenin farenin
performanst tizerine olumlu etkisinin olmasidir. Denemeler siiresince farelerin aktif siireleri
ve diisiis siirelerinde artis, diisiis sayilarinda ize azalma g6zlenmistir.

Diistiy siirelerine bakildiginda ilk denemeden sonraki denemelerde siirenin arttig
gozlenmistir.Gruplar karsilastinldiginda F; soylarinm her iki soydan daha bagarili oldugu
goriilmektedir. En kétii performans ise Balb/c soyu tarafindan sergilenmistir.

Kaymeralar ise iki ugta yer almaktadir. Post rengi tamamen siyah olan Kaymera 1 en
iyi performansi sergilerken alacali bir goriintime sahip olan Kaymera 2’nin performansi tiim
gruplar igerisinde en kétii olandur.

Benzer bir durum aktif siirelerde gorinmektedir. F; soylari en iyi performanst
gosterirken Balb/c ve C57BL/6J soyu farelerin performanslart daha diisiik seyretmektedir. En
kotii performans ise Kaymera 2’ye aittir.

Diigiis sayilar1 ile aktif siireler arasinda ters bir iligki vardir. Diisiis sayist ne kadar

fazla ise aktif siire o kadar diisiik olacaktir. Dolayisiyla diisiis sayis1 grafigi, aktif siire
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grafigine benzemektedir. En fazla diisiis gosteren Kaymera 2 iken en az diisiis Fy soylar
tarafindan sergilenmistir.

Rota rot testinde lokomotor aktivite ve 6grenme degerlendirilmektedir. Yapilan farkl:
calismalarda beynin farkli béliimlerinin motor 6grenme ve bu testi gergeklestirmede etkin
oldugu gosterilmistir. Bu boliimlerden bazal ganglionlarin  6zellikle globus pallidusun
eksternal pargasinin postiiral sensimotor 6grenmede etkin oldugu gosterilmistir. Bazal
ganglionlardan kaudat gekirdegin ise etkin olmadig1 gosterilmigtir®”.

Bir baska calismada serebellum ile motor korteks arasinda durak noktast olan talamus
¢ekirdek lezyonlarinda (venterolateral ve venteromedial gekirdekler) motor 6grenme
becerisinde azalma oldugu gosterilmistir. Ozellikle motor korteks projeksiyonlar: olan
venterolateral ¢ekirdekte bu azalma gosterilmistir. Serebellar girdisi olan motor talamik
gekirdeklerin sensimotor beceri kazanilmasinda aktif rol aldig1 ve bu roliin kas kuvveti ile
iligkili olmadig1 gosterilmistir’®.

Centerolateral ve centeromedial talamik gekirdeklerin de motor Ogrenmede islevsel
oldugu gosterilmistir. Centerolateral cekirdegin serebellum ile baglantili olmas1 bu gekirdegin
centeromedial ¢ekirdegi gore daha 6n planda oldugunu diistindtirmektedir. Ayrica lezyonlar
esnasinda centerolateral gekirdek komsuluklarinin daha sonradan incelendiginde lokomotor
ogrenmede iglevsel olmadigi bulunmustur. Bunlarla beraber limbik sisteminde motor
ogrenmede temel islev gormedigi diisiiniilmektedir. Diger c¢aligmalar gibi centerolateral
¢ekirdek lezyonlarinda deneklerin kas kuvvetlerinde azalma gozlenmemesi bu merkezin 6zel
sensoromotor islevine isaret etmektedir®”.

Bir bagka caligmada inferior olivar gekirdek lezyonlarmm rota rot performansini
etkiledigi gdsterilmistir. Inferior olivar gekirdek lezyonlarinda kas kuvvetinde degisme
olmadift ancak verilen gérevi yerine getiritken adaptif degisikler olusturulamadig
gosterilmistir. Ayrica senkronize hareketlerin ince kalibrasyonu ve mekansal organizasyonu
i¢in bu ¢ekirdegin intakt olmasinin snemli oldugu bulunmugtur®.

Bir baska caliymada serebellumun temel olarak serebral kortekste islenen motor
davramisin Ggrenilmesinde gorev aldigi fikrinden hareketle (serebroserebellar yol bu goriisii
desteklemektedir) olivar ve pontin gekirdeklerin motor 6grenme gibi tek bir serebellar
fonkiyonu oldugu gosterilmistir. Bu yollar nucleus olivarius iizerinden serebelluma ¢ikan
yollar ile ulagurlar, ayrica benzer sekilde pontin gekirdek tizerinden gene serebelluma mossy
lifler ile gikarlar®’,

Parietal korteks lezyonlarmin motor aktivite izerine etkili olmadig: da bir diger

calismada gosterilmigtir®”.
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Motor aktivite beynin farkli bolgelerinin caligmasi ile gergeklesir, dolayistyla farkli
motor aktivite seviyelerinin sebebi beyindeki bu bolgelerin galigma farklilig1 olabilir. Ancak
bu bélgelerin ¢alismalarindaki azalma kendisini, motor aktivite azalma ya da Sgrenmede
zorluk olarak gosterir. Diger davranis testlerine baktigimizda rota rot testindeki soylar
arasindaki performans farkliligm, beynin motor aktivite ile iligkili  bolgelerindeki
eksikliklerden ziyade bagka nedenlere bagh olabilecegini diisinmekteyiz. Yaptigimmiz bir
¢alisma bize viicut agilimn performansi etkileyebilecegini gostermigtir'’. Balb/c soyu

farelerin ve Kaymera 2’nin diger soylara gore daha agir olmas: bu farklilig1 agiklayabilir.

5.1.2. Agik Alan Testi
Agik alan testi uzun siiredir davranig fizyolojisinde kullanilan bir testtir. Test temel

olarak diizenekte test edilen hayvanin duygusal durumu konusunda fikir verir. Test fikir
olarak hayvanin yeni karsilastigi bir ortamda sergiledigi tavirlarin gdzlemlenmesinden
ibarettir. Uzun yillardir kullanilan agik alan testinde birgok farkli degisken incelenmis
olmakla birlikte en sik kullanilan degiskenler: merkez ve gevre boliimlerden gecis sikligi,
dogrulma sayis1 ve disk1 sayisidir. Aydmlatilmig agik alan diizeneginde hareketin azalmasi ve
diski sayisinda artig, denekte anksiyetenin arttifini gostermektedir. Ayrica dogrulma sayisinin
artmast da denegin aragtirict hareket sergiledigini gosterir.

Anksiyete gibi insana 6zgii kabul edilen davranigin hayvanlarda benzer olarak
isimlendirilmesi tartisma konusudur. Anksiyete gibi temelde insana 6zgii duygusal durumun
ashnda olgtilebilmesi s6z konusu degildir. Olgiilebilen, anksiyete olarak tanimlanan gézlemsel
davranis bigimidir. Insandaki “anksiyete” ile faredeki “anksiyete” su sekilde benzer kabul
edilmektedir:

1- Benzerlik: Genelde kemirgenlerin, potansiyel olarak tehlikeli olan va da yeni

durumlarla kargilastiklarinda sergiledikleri tavir

2- Bu davramigin anksiyolitik ya da anksiyojenik ilaglar ile artirilabilirler ya da

azaltilabilirler
Kemirgenler ilk kez karsilastiklari bir ortamda merkez bolgeler yerine gevre bolgelerde
hareket ederler ve eger miimkiinse log ortamlarda bulunmay: aydinlik bélgelere tercih
ederler. Standart agik alan diizeneginde gevre farenin ¢ikmasini engelleyecek kadar yiiksek
duvarlarla ¢evrilmistir fakat degistirilmis diizeneklerde bu kutuya farenin kendi kafesi monte
edilebilir, bir bagka deyisle farenin aragtirma davranigini kendisi belirler™. Anksiyolitik ilaglar
merkezde gezinme sikligmi artirmaktadir®. Ayrica merkezi sinir sistemi uyaricilari,

halliisinojenler, mono amin oksidaz inhibitérleri gibi ilaglarn agik alanda dolasma/dogrulma
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oranini degistirdigi bildirilmistir”. Diskilama ile aktivite arasina iliski bulunmustur; artmig
aktivite gosteren 6zel olarak {iretilmis farelerin agik alandaki digki sayilari az iken, azalmig
aktivite gosteren farelerin digk: sayilarinda artis bulunmaktadir . Bununla birlikte secilerek
tretilen artmug kafes ici aktivite gosteren farelerin acik alan aktiviteleri de artmig olarak
bulunmustur’®, Ayrica bazolateral amigladadaki serotonin reseptdrlerinin uyartlmasinin
anksiyete tipi davraniglara yol agtif gosterilmistir”®. Bunlarla birlikte ventral hipokampus
lezyonlarinin agik alan aktivitesini etkiledigi gﬁsterilmistir4°.

Bulgular degerlendirildiginde, F; melez soylarin performanslarimin, gézlenen tiim
parametreler i¢in saf soylarin (Balb/c ve C57BL/6]) gosterdikleri performanslarin  arasinda
kaldig1 gériilmektedir. Her ne kadar F, soylari genetik olarak tamamen saf olmasa da teorik
olarak gosterecekleri &lgiilebilen davranig, ebeveynlerin gosterdikleri sinrlarin diginda
olmayacaktir. Saf soylara bakilacak olursa, Balb/c soyu farelerin agik alan testinde gdstermis
oldugu aktivite C57BL/6J soyundan farkls degildir. Rakamsal olarak merkezi karelerden gegis
sayisi her ne kadar Balb/c soyu farelerde daha yiikksek olsa da istatistiksel anlamlilik
gostermemektedir. Arastirma davranginin genel gdstergesi olan dogrulma davranisina
bakildiginda Balb/c soyu farelerin dogrulma davramsi diigiik bulunmusgtur. Ag¢ik alandaki
diski sayis1 Balb/c soyu farelerde yiiksek olarak bulunmustur. Kaymera 1’in diger kaymera ve
soylardan ¢evre bolgede ve toplamda kat ettigi kare sayisi daha fazladir, gozlenen diger
degiskenlerde ise (dogrulma ve digkilama) diger soylardan farkl goriinmemektedir. Kaymera
2 de ise dogrulma sayis1 diisiik ve diskilama sayist oldukea yiiksek bulunmugtur. Genel
aktivitesi (toplam gegilen kare sayisi) ise yiiksek bulunmustur.

Kalittmm davrams tizerine olan etkileri iki tip hayvan modeli kullamlarak
incelenebilir. Bunlardan ilki, incelenecek soylarin genetik zelliklerini birlikte merkezi sinir
sistemi igerisindeki her hiicrede birlikte barmndiran melez (F1 soylar) hayvanlar ve ikinci
olarak, merkezi sinir sisteminde farkli genetik kokene sahip hiicreleri ayri ayri barindiran
Kaymerik hayvanlardir*'. Kaymerik hayvanlarm davraniglari sinir sisteminin  belirli
bolgelerinde bir soya ait hiicrelerin miktar ya da aktivite bakimindan baskinligina gore bir ya
da diger soya benzeyebilir ya da melezlerin de dahil oldugu bir soydan diger soya olan olasi
davranis ve morfoloji alternatiflerinden tamamen bagimsiz bir yap1 sergileyebilir®.

Balb/c soyu farelerin genel olarak agik alan aktivitelerinin diisiik  oldugu
gosterilmistir®®. Ancak acik alan testleri farkln igerikte olabilmektedir. Alanin biiyiikliigii,
ortamin 1gtklandirilma miktari, alanin sekli gibi etkenlerin test edilen hayvanin davraniglarini

etkileyebilecegi bildirilmigtir**. Cevre ve merkez bolgelerdeki hareket ile dogrulma kimi
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calismalarda genel lokomotor aktivite gdstergesi olarak kabul edilirken diskilama risk alma ve

aragtirma tavr olarak kabul edilmigtir*.

5.1.3. Yiikseltilmis Art: Labirent Testi

Korku ve anksiyete, bir canlimin homeostasizini tehdit eden gergek ve potansiyel
tehditlere karst canhimin verdigi yanit olarak kabul edilmektedir. Bu yanit fizyolojik (kalp atim
hizi ve basincinin artmast gibi) olabilecegi gibi davramgsal da (tehlike kaynagindan sakinma,
devam eden diger davramiglann azalmas: gibi) olabilir. Eger yanit asir1 ve adaptasyonu
bozacak nitelikte ise “patolojik” olarak adlandirilir.

Faredeki anksiyete testlerinde fare, eksternal (parlak 151k, elektrik soku gibi faktorlerle
eslestirilen uyarilar) ya da internal (ilaglar) gibi uyarilara maruz birakilirlar. Bu modellerin
higbirisi ile patolojik anksiyete hakkinda fikir sahibi olunamaz. Bu tip modeller “durum
anksiyetesi” olarak kabul edilmektedirler. Durum anksiyetesinde, denekler anksiyeteyi belirli
bir siire i¢in yasarlar ve anksiyojenik uyarinin artirilmast ile bu halde bir artis goriiliir.
Patolojik anksiyete de “6zellik anksiyetesi” olarak da adlandimlmaktadir. Bu tipte anksiyete
hali siireklidir ve bireyin bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Farede “normal” ya da “durum” anksiyete test modelleri:

Bu testler iki tipte olabilir. Bunlarin ilkinde stresli ve genelde agrili uyarana (elektrik
soku gibi) sarth yamit s6z konusudur. Ikinci tip testte ise hayvanm agr ya da fiziksel sikinti
olusturmayan bir uyarana (aydinhk agik ortamlar ya da yiikseklik) verecegi dogal yanit
incelenmektedir®’.

Bu testler igerisinde uygulama kolayh@indan dolay: yiikseltilmis art1 labirent testi
neredeyse en sik kullanilan anksiyete degerlendirme testidir.

Gerek saha galismalarindan, gerekse laboratuvar gézlemlerinden kemirgenlerin yeni
bir gevredeki korunmasiz bélge ile ilk karsilastiklarmda buradan sakindiklar: bilinmektedir.
Bir deneysel diizenekte —genellikle sinirlart belirlenmis bir bolgedir- teste tabi tutulan hayvan,
agiklik alandan uzak duracak bir bigimde duvar kenarlarini kullanarak o bélgeyi kesfetmek
i¢in dolagir. Ortamun iticiligi 1giklandirmanin artirilmas ile artirilabilir, bu sekilde hayvan log
bolgeleri tercih edecektir. Bir diger olasilik, kemirgenin o bélgeye olan rahatsizligim artirmak
igin diizenegin yiikseltilmesi ve hayvanin diizenegin sadece kenarlarini gormesini
saglamaktir. Burada dikkat edilmesi gereken bir nokta, hayvanin diizenekteki performansinin
lokomotor aktivitesi ve gorme becerisi tarafindan etkilenebilecegidir. Ayrica arastirma

stratejisi de performanst etkileyen bir diger faktordiir™.
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Anksiyolitik ilaglar test uygulanan farelerin agik kollara giris sayisini ve burada
gegirdikleri artirmaktadir®®,

Bulgular degerlendirilecek olursa, agik kola ilk giris siiresinin Balb/c soyu farelerde en
kisa ve CS57BL/6] soyunda en uzun oldugu goriilir. F; soylart iki soyun arasinda yer
almaktadir. Kaymera 2 ise en erken agik kola girmistir. Agik kola ilk girig siiresinin uzunlugu
anksiyeteyi gdstermekle beraber tek basma belirleyici degildir. Zira test basinda fare orta
béliime konulur ve agik ya da kapal kollar arasinda se¢im yapmasi beklenir. Farenin ilk kez
bulundugu bir ortamda yapacagi ilk se¢imin tamamen anksiyeteye baglanmasi dogru
olmayabilir.

Kollara giriy sayilari anksiyetenin degerlendirilmesi igin énem tagimaktadir. Ayrica
genel lokomotor aktivite hakkinda da fikir verebilir. Agik alan testinde oldugu gibi lokomotor
aktivite azalmasi bir gosterge olarak da kullanilabilir. Agik kollara girig sayilar1 bakimindan
degerlendirecek olursa en fazla agik kola giren soyun Balb/c oldugunu gériiriiz. Ikinci sirada
C57BL/6] yer alurken F; soylari en az girisi yapmigladur. Kaymera 1’in agik kola ilk girig
stiresi . F; soylarna yakin iken agik kollara girig sayis1 bakimindan diger soylardan daha
dustiktiir. Kaymera 1 ise diger soylardan daha fazla agik kollara giris yapmustir.

Agik kollarda gegilen gizgi sayismi agik kollara giris saysi ile birlikte degerlendirmek
gerekmektedir. C57BL/6J soyu farelerin agik kollara giris sayis1 Balb/c soyuna yakin iken
agik kollarda gegilen gizgi sayisi bakimindan her iki soy arasinda istatistiksel olarak anlaml:
fark bulunmaktadir. Bu da C57BL/6J soyunun agik kollardaki gegirdigi siirede hareketsiz
kaldigin1 gostermektedir. Kaymeralar degerlendirilecek olursa en fazla mesafe Kaymera 2
tarafindan kat edilmistir.

Kapali kollara girig sayilarina bakilacak olursa F soylarinin agik kollara giris
sayllarinm diisiik olmasma ragmen kapali kollar arasinda yiiksek sayida gegis yaptiklart
goriltir. Diger taraftan Kaymera 1%in kapali kollara giris sayist agik kollarda oldugu gibi
diisiik iken, Kaymera 2’nin en fazla gegisi yaptig1 gériilmektedir. .

Kollarda gegirilen siireler ise anksiyete degerlendirmesi agisindan daha iyi fikir
verebilir. Kemirgenlerin ilk kez girdikleri ortamda temkinli davrandiklar distiniilirse ve
diizenegin yiiksek ve agik olduguna dikkat edilirse farenin daha ¢ok bulunmay: tercih ettigi
kol 6nem kazanacaktir. Agik kollarda en fazla zaman gegiren soy C57BL/6J olmasina ragmen

daha 6nce degerlendirilen parametreler bu soyun diizenckte daha fazla anksiyetik oldugunu

gostermektedir.
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Kapali kollarda gegirilen siire bakimindan Kaymeral dikkat gekmektedir. Acik kollara
girig sayistn diisiik olmast ve bu kollarda az zaman gegirmesi anksiyete yoniinde olumlu
gostergelerdir.

Balb/c soyu fareler ile Kamera 2’nin diger soylara ve Kaymeraya gore daha az
anksiyetik oldugundan bahsedebiliriz.

Belirli bir davramisin olusmasinda yer alan yapilar incelenirken elektriksel ya da
kimyasal uyar1 ya da lezyon olusturulur. 1977 yilinda beyinde benzodiazepin tipteki
anksiyolitik ilaglarin varliginm gosterilmesinden bu yana beynin belirli bslgelerinde bu tip
ilaglara olusan cevaplarin incelenmesi genis bir arastirma konusu haline gelmistir.

Benzodiazepinlerin etkisinin GABA reseptér pentamerinin allosterik diizenleyici
bolgesi tizerine oldugu gosterilmistir.

Deney hayvanlarinda stressérler ve anksiyete olugturabilecek durumlar benzodiazepin
(BZ) bolgelerindeki ligandlarin  aktivitelerini diizenlerler, bu diizenlemede ligandlarin
kendileri de etkili olabilirler. Dis uyaranlara kars: gelisen davramgsal ve fizyolojik tepkilerin
diizenlenmesi ile ilgili mekanizmalar ile ilgili 3 hipotez bulunmaktadir.

1. Stres ve/veya anksiyete BZ reseptér bolgesine endojen kargit agonistlerin salinmasina
neden olarak GABAerjik tonusun azalmasmna ve bundan dolay1 inhibitér yollarin
fonksiyonlarinda azalmaya neden olurlar.

2. Degisiklikler benzodiazepin reseptoriinde olusur ve ligandlarin aktiviteleri kargit
agonist yone kayar.

3. Normal bireylerde endojen agonist tonus gozlenebilir bu tonus anksiyete
bozukluklarinda azalmis ya da yok olmustur. Endojen putatif aday olarak birgok
madde 6ne stirtilmiigtiir*®.

Kimi caligmalarda farkli bolgelere intraserebral ilag uygulanmasi ile hayvamn belirli
testlerdeki cevaplari incelenmistir. Bu galigmalarla beynin birgok bolgesinde (dorsal raphe,
median raphe, periacquaductus grise dorsalis, amigdala, dorsal hipokampus, niikleus
akktimbens, septal cekirdek, hipotalamus) benzodiazepin reseptorleri gosterilmstir. Ayrica
serotonin reseptérlerinin bu olusumlarin bazilarimin haricinde niikleus akkiimbens, septal
gekirdek, ventral hipokampus gibi yapilarda gosterilmesi de bu olusumlarm bir gekilde
anksiyete etyolojisinde rol alabilecegini diistindiirmektedir*®°.

Buna ragmen bir calismada amigdalanin elektriksel uyarimi ile anksiyete
davraniglarinda azalma gosterilmis ve bu durum amigdala periferindeki inhibitér GABAerjik

liflerin uyarlabilirligine iliskilendirimistir®’.
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Kortikotropin serbestleyici faktsriin hipokampusta serotonin salmimim artirdigi
bulunmugtur ve anksiyete bozuklugu olan kisilerde hipokampustaki  serotonin
konsantrasyonunun yiiksek bulunmast da bu maddelerin anksiyete de onemli oldugunu
diistindiirmektedir®.

Area postrema lezyonlar: sonrasinda arkuat ve paraventrikiiler cekirdek ile
hipotalamusun arkuat gekirdeginde noropeptid Y birikimi gdsterilmistir. Area postrema
lezyonlari sonrakinda uygulanan testlerde lezyonlu hayvanlarin daha az anksiyetik olduklart
bildirilmigtir™.

Ayrica anksiyete ile iligkili merkezlerde metabotropik ve ionotropik glutamat
reseptorleri gosterilmistir™, Dolayisiyla glutamat metabolizmasindaki farkliliklar da bazal

anksiyete seviyesini etkileyebilir.

5.1.4. Aydmlik Karanlik Tercih Testi

Aydmhk / karanlik tercih testinin temeli, kemirgenlerin parlak¢a aydinlatilmis
mekanlardan iggiidiisel olarak sakinmasina ve hafif stres kaynaklarina —buradaki stres
kaynaklari yeni gevre ve parlak 1siktir- kargt kemirgenler gelisen dogal arastirma davranisina
dayanir. Bir hayvan yeni bir gevreye girdiginde ya da yeni nesnelerle karsilastiginda dogal bir
geligkili durum olusur. Bu geliski, arastirmaya olan meyil ve ilk karsilasilan nesneden
sakinma (neofobi) arasinda olusur. Arastirma aktivitesi bu meyillerin yeni kosullarda
birlesmis yanitim yansitmaktadir. Dolayisiyla aydinlik / karanhk aragtirma testinde, kimi
ilaglarin, iki bélmeden meydana gelen (biiyiik ve aydimnlatilmig olan aydinlik boliim ile kiigiik
ve karartilmis olan karanlik bsliim) diizenegin aydinhk par¢asindaki davraniglarin artmasina
sebep oldugu etki anksiyolitik aktivite olarak adlandirilir. Ilging olarak ¢nceden diizenekle
karsitlasmis  hayvanlarda anksiyolitik ilaglarn etkisi ortaya  ¢ikmamigtir™. Spontan
hareketlerde artis olmaksizin bélmeler asindaki gegisteki artigmn  anksiyolitik aktiviteyi
yansittig var sayilmaktadir.

Her ne kadar aydinlik / karanlik aragtirma testi 1980 yilinda ilk kez Crawley tarafindan
ortaya atilmis ise de birgok aragtiric1 diizenek tizerinde cesitli degisiklikler yapmugtir.

Bolmelerin genel olarak boyutlarin bakildiginda karanlik bélme tim diizenegin
1/3’tnii ve aydinlik bélme de 2/3’{inii olustur. Diizenek, fare gibi noktiirnel hayvanlarin
dogal olarak ilk kez bulunduklari mekam aragtirmaya meyilli olmalart ile arastirma
davraniglarit  inhibe eden aciklik alanlarm itici ozellikleri hakkindaki gozlemlere
dayanmaktadir. Diizenekte giivenli bolge karanlik bolme olup (1/3) aragtirmayi inhibe
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edebilme &zelligine sahip olan itici bélme aydinlik (2/3) bolmedir. Bélmeler arasindaki
agiklik ok genis degildir.

Anksiyolitik bir maddenin aragtirma davranigm ne 6lgiide arttiracagi kontrol grubunun
bazal seviyesi ile iligkilidir. Hayvanlarin stres seviyesini etkileyebilecek bazi genetik ve
farmakolojik olmayan faktérler bulunmaktadir ve bunlarla teste tabi tutulacak hayvan testten
once kargilasacak olursa ciddi davranis degisiklikleri sergilemektedir. Eksternal stres
kaynaklarinin tipi ve siddeti (barinma sartlari, test esnasinda hayvanm tutulma tarzi gibi)
farkl laboratuarlar tarafindan rapor edilen davranis farkliliklarimin esas sebebi olabilir.

Eger fareler barmndirildiklart ortamdan karanlik sathada cikartilarak karanlik bir kutu
igerisinde testin yapilacagl ortama getirilip kirmiz1 151tk ile aydinlatilan diizenekte test
edilirlerse, iki bolmedeki hareketlerinin rasgele oldugu goriiliir. Fareler toplam zamanmn % 60-
70’ini aydinlik bolmede ve %30’unu karanlik bslmede gegirmektedirler ve bu oranlar da iki
bolmenin biiyiikliikleri ile yakindan iligkilidir. Bu arastirma davranigi, kirmizi 1sik 10-240
liiks siddetindeki beyaz 151k kaynagi ile degistirildiginde de devam eder. Ancak aydinlik
bolmedeki 400 liiksliik aydinlatma yeterinde iticidir ve neticede aydinlik bélmede bulunma
stiresi ve bélmeler arasi gegis sayisi azalirken karanlik bolmede gegirilen siirede artig
gergeklesmektedir. Bunun 6tesinde aydinhk bolmeden karanlik bolmeye ilk giris siiresinde
vaklasik %50 oraninda azalma gézlenmektedir.

Crawley ve Goodwin benzodiazepinlerin aydinlatilmis agik alan ile karanhk bolme
arasindaki arastirma davramgint artirdigini tespit etmislerdir. Aydimlik bslmeye birakilan fare
genelde bir agiklik bulup karanlik bélmeye girene kadar gevre bolgelerde hareket edecektir.
Aydmnlik ve karanlik bolmeler arasindaki gegisler ile bolmelerin aydinhik kismimdaki
aragtirma davramiglart arasindaki iliski incelenmis ve bélmeler arasi gegis sayilari ile
dogrulma sayilar arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.

Karanlik bélmeye ilk giris siiresi olan kagis siiresi hakkinda az sayida veri
bulunmaktadir. Bu parametrenin anlammni tahmin etmek giigtiir ve literatiirde pek
tartistimamgtir. Iki hipotez one siiriilmektedir. Girig siiresinin artmasiyla hayvanlar aydinlik
bélmede daha fazla zaman gegireceklerdir ve bu da anksiyolizisin artmasi sonucu olabilir. Bir
diger olasi agiklama sedasyonun etkisidir, hayvanlar hareket edememekte ve bu etki ile
hayvanlar karanlik bélmeye daha ge¢ girmektedirler. Hangi hipotezin dogru oldugunu test
etmek giictiir zira benzodiazepinler, sedasyon ile anksiyolizis arasmdaki dar aralikta iglev
gormektedirler.

Sonug olarak, aydinlik — karanlik tercih testi farede anksiyolitik ve anksiyojenik

aktivitenin test edilmesi i¢in yararli bir testtir. Bolmeler aras1 gegisler habitiiasyona bagli

97



aktivite — arastirma indeksi olarak gosterilmistir ve her bélmede gegcirilen zaman da
aversiyonu yansitmaktadir. Ilaglarin etkileri anksiyolitik etkilerin sebep oldugu sedasyon,
stimulasyon ve arastirma davranisindaki degisim gdz oOniinde bulundurarak dikkatlice
degerlendirilmelidir. A¢ik alan ya da aktimetre testi gibi fazladan bir test kontrol olarak
kullanilmalidir. Literatiirdeki farkliliklar prosediir farkliliklarindan ya da fare soylarindan
kaynaklanabilir ama en iyi gosterge her kompartimanda gegirilen siirenin orami ve her
kompartimandaki hareketlilik/aragtirma davran1$1d1r57.

Bulgular degerlendirildiginde géze ilk garpan noktalardan bir tanesi Balb/c soyu
farelerin karanlik bolmeye ilk giris siirelerinin diger gruplardan anlamli bir bi¢imde fazla
oldugudur. Diger yandan aydinlik bolmede gegirilen toplam siireler bakimindan C57BL/6J
soyu diger soylardan anlamli olarak kisadir. Normal aydmlatmada bolmelerde gegirilen
siireler ile bolme biiyiikliikleri arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir ve 151k siddetinin
artirilmast ile bu oran karanlik bélme lehine artig gosterir. Testte parlak 11k kullanilmistir ve
C57BL/6] soyu ile Kaymera 1’in aydinlik bélmede gegirdigi siire diisiik bulunmustur. Bu
durumda iki olasiliktan bahsedebiliriz. Birincisi, C57BL/6] soyu fareler ile Kaymera 1 daha
fazla anksiyete gostermektedir ya da ozellikle Balb/c soyu farelerin de igerisinde bulundugu
diger soylar daha az korku davranisi sergilemektedirler. Bélmeler arasi gegis sayisi her ne
kadar C57BL/6J soyu ile Balb/c soyu farelerde birbirine yakin ise de bu parametre ile aydinlik
bolmede gegirilen toplam stire birlikte degerlendirildiginde C57BL/6J’nin aydmlik béliime
gegis sayisinin Balb/c kadar fazla olmasi bu soyun karanlik ortama aligmasi sebebi ile gegis
yaptigint diiglindiiriir. Ayrica diger testlerin sonuglan ile birlikte diisiiniilecek olursa Balb/c
soyu farelerin daha az anksiyetik olmasinin muhtemel oldugunu goriiriiz. Diger ¢aligmalarda
gosterilmis olan dogrulma sayisi ile bolmeler arasi gegis sayisi arasindaki benzerlik
caligmamizda da mevcuttur. Dogrulma sayilarina baktigimizda soylarin dogrulma sayilari
birbirlerine yakindir bu da lokomotor aktiviteleri arasindaki yakinlik ile agiklanabilir. Ancak
Kaymera 1’in gerek karanlik bolmede daha fazla bulunmasi, gerek bslmeler arasi gegis ile
dogrulma sayisinin diisiik olmasi anksiyetesinin fazla olma ihtimalini kuvvetlendirmektedir.

Dogustan gelen anksiyetenin test edildigi aydinlik / karanlik test diizenegindeki
performans farkliliklar1 eger gerekli uygun fiziksel ortam saglanmis ise yapisal farkliliklardan
kaynaklanabilir. Inbred soylarin kullanilma sebebi ise miimkiin oldufunca bireysel
varyasyonlari azaltmaktir. Anksiyeden sorumlu néroanatomik yapisal farkliliklar ise cesitli
caligmalar ile gdsterilmigtir. Balb/c ile C57BL/6J soyu farelerde beynin bir ¢ok bolgesindeki
(Korteksin genig boliimleri, hipokampus, niikleus kaudatus-putamen, talamus, niikleus

akkiimbens ve globus pallidus) diazepam reseptor yogunluklar arasinda fark bulunmaz iken
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amigdalada bu reseptérlerin yogunlugu farkh bulunmugtur®, Dolayisiyla davranigsal
farkhiliklarmn temelinde yatan faktérlerden bir tanesi de bu reseptorlerin yogunluk farkly
olabilir. Diger taraftan histaminin H; reseptérlerinin uyarilmasini anksiyojenik etkileri oldugu

gosterilmistir™.

5.1.5. Morris Su Tank:

Morris su tanki, davranis calismalarinda uzaysal bellegin test edilmesi yaklasik 20
yildir kullanilan bir diizenektir. Su igerisindeki farenin sudan kurtulmak icin bir platformun
tizerine ¢ikmasi gerekmektedir ve testte bu platformun yerini grenebilme ve hatirlayabilme
becerisi smanir. Test, gesitli caligmalarda modifiye edilmis olmakta beraber temelde iki
kisimdan olumaktadir. Birinci boliimde, belirli bir stire miiddetince fare suya birakilarak
platformun  yerini bulmasi, dolayisiyla Ggrenmesi saglanir ve daha sonra platform
uzaklastirilarak fare teste tabi tutulur. Testte platformun bulundugu yerde farenin test
stiresinin ne kadarlik bir kisminda bulunduguna bakilir. Genelde §grenme periyodunda
farenin platformun yerini gérmemesi gerekmemektedir. Bunun i¢in genelde su opak bir
madde ile boyanir ya da farenin yiizme hizini engellemeyecek fakat platformu gérmemesi
saglayacak sekilde su yiizeyi bir takim maddeler ile ortiiliir.

Uyguladigimiz testte kaymeralar kullamImanustir. Daha 6nce bir sekilde kaymeralar
Morris testinin bir bsliimiine tabi tutuldular fakat daha dnce uygulanan test asil uygulanmasi
gereken testten farkli oldugundan ve bir kez teste tabi tutulan deneklere bir daha ayni testin
uygulanamamasindan &tiirii kaymeralar bu testte galisma diginda birakilmiglardir.

Caligma ii¢ kisimdan olusmaktadir. ilk bolim 6grenme, ikinci ve tigiincii béliim ise
test boliimlerini kapsamaktadir. Ogrenme bélimii de kendi icerisinde iki pargaya
aynilmaktadur. flk parga 4 giin ikinci parga ise 5 giin siirmektedir. Ogrenme boliimlerinin her
ikisinde de platform gériinmez durumdadir. ilk boliimde siyah bir platform farenin gérme
alanmin diginda kalacak sekilde suyun altinda bulunmakta iken ikinci bélimde gene suyun
altina yerlestirilmis beyaz bir platform bulunmaktadir ve suyun ylizeri rendelenmis strafor ile
kaplanmigtir.

Rota rot testinde oldugu gibi tekrarlanan aktiviteler farelerin o6grenmesini
kolaylastirmaktadir. Kiyaslanan ise genelde farelerin ogrenme hizlandir. Sekil 4.23.(sayfa 71)
fare soylarmin giinler igerisindeki performanslarin gostermektedir. Sekilden de goriilecegi
gibi grafigin genel seyri baslangic noktasindan asagrya dogru azalarak bir platoya ulasma
seklindedir. Ik 6grenme déneminde farelerin tim gruplar igin ortalama platforma ulasma

siiresi yaklagik 38 saniye iken bu stire 4 giinlik 6grenmenin sonunda yaklagik 5 saniyeye
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kadar diigmistiir. Daha sonra su bulandirilarak aym islem tekrarlanmustir. Bu sefer ilk
denemede farelerin platformu bulma siireleri ortalama 24 saniyeye kadar yiikselmis ve 5
gtinliik 6grenme ile 16 saniye civarma kadar diismiistiir. flk ve ikinci 6grenme dénemlerindeki
olast farklilik platformun kesin konumlandirilmadi olabilir. Ik periyotta her ne kadar platform
suyun altinda bulunsa bile farkli renkte olmasi fareler igin ipucu olabilir. Ancak ikinci
kisimda fare platformun yanmna gelmis olsa bile goremeyecek dolayisiyla platformun kesin
konumlandirilabilmesi i¢in mutlaka uzaysal ipuglarma ihtiyag duyacaktir.

Balb/c soyu fareler genel olarak her iki kistmda da daha uzun siirede platformu
bulmuslardir ve bu da genel literatiirle uyusmaktadr®. F, soylarinin platforma ulagmasi ise
nispeten kisa siirmiistiir. Istatistiksel anlamlihk olmamakla birlikte F; soylarinin inbred
soylardan daha bagarili olmast melez kuvveti (hybrid vigor) olarak adlandiriimaktadir®'.

Ogrenme periyodundan hemen sonra tiim soylara test uygulanmugtir. Testte platform
¢ikartilmis ve fareler suya birakilarak gozlenmistir. 60 saniyelik testte platformun bulundugu
ceyrege ilk gelis stiresi, platformun bulundugu konuma ilk gelis siiresi ve platformun
bulundugu geyrekte gegirdigi toplam siireler dliilmiistiir. Testten 24 saat sonra da gérme
keskinligi degerlendirilmistir.

Ogrenme sonuglarma benzer bigimde Balb/c soyu farelerin platformun bulundugu
ceyrege ve konuma gelis siireleri diger soylardan anlamli olarak daha uzun bulunmustur.
Ayrica anlamli olmamakla beraber platformun bulundugu geyrekte gegirdikleri siire, Balb/c
soyu farelerde diger soylara gore daha kisadir. Son olarak gérme testi sonuglarinda Balb/c
soyu farelerin platformu bulma stireleri daha uzun siirmiistiir.

Balb/c soyunun gerek Ggrenme siirecinde gerekse testte nispeten diigiik performans
gostermesi gorme keskinliginden kaynaklanabilir. Bir ¢alismada parlak 1s1igin Balb/c soyu
farelerin performanslarini olumsuz etkiledigi bildirilmistir®”. Bunun yaninda C57BL/6J soyu
farelerin de birgok fare soyundan daha hizli yiizdiigii bildirilmistir63 i, Dolayisiyla yiizme hizi
da platformun erken bulunmasi yoniinde bir avantajdir. Yiizme hizinin avantaj oldugu
gosterilmisken yiizme esnasinda postiiriin performans: etkilemedigi bildirilmistirés. Diger
yandan dogal olarak sudan sakinma derecesi de Onemlidir. Genelde farelerin sigan gibi
hayvanlara gére daha diisiik performansa sahip olmalar, farelerin daha kuru iklimlerde
siganlarin ise daha nemli ve sulu ortamlara uyum saglayacak sekilde evrimlesmesi olarak
agiklanmaktadir. Benzer bir durum farelerde farkl soylar igin de gegerli olabilir®.

Talamik yapilarm, mamiller cisimlerin®’, amigdala®, locus coeruleus, niikleus
akkiimbens ve fimbria — forniks gibi yapilarin uzaysal bellegin kazanilmasinda ya da

pekistirilmesinde etkili olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir®. Hipokampus kolinerjik
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liflerin ve septo-hipokampal yapmin grenmede etkili oldugu da ggsterilmigtir’®’!,
Hipokampustaki piramidal hiicreler gevre ile ilgili bilgileri kodlamaktadir ve bu
ozelliklerinden dolay1 “yer hiicreleri (place cells)” olarak da adlandlrllmaktz_idlrlar. Bir hayvan
bildigi bir gevrenin yeni bslgelerinde dolastikga hipokampusun farkli bslgelerindeki yer
hiicrelerinin desarj gosterilmistir’>”, Testteki performans farkliliklart néroanatomik yapilarin
farkliliklarindan dolay1 olabilir. Bunlarla birlikte Glutamat, GABA ve serotonin reseptor

yogunluklari ile performans arasinda somut iligki de gosterilmigtir’*,

5.1.6. Kisa Siireli Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma testlerinde denek hayvanin hos olmayan bir uyaran ile kargilagmas:
saglanir ve belirli bir siire sonra uyaran ile tekrar kargilastirarak, uyaram hatirlayip
hatirlamadi test edilir. Pasif sakinma testlerinde [ilk ileri adim pasif sakinma (step through
latency passive avoidance)] genel olarak iki bolmeli bir diizenek kullanilmaktadir. Diizenek
aydinlik ve karanlik iki bolimden olusmustur ve karanlik bolmenin altma elektik sokunun
verilebilmesi igin 1zgara yerlestirilmistir. Hayvan diizenege aydinlik bolmeden birakilir ve
i¢gtidiisel olarak karanlik bélmeyi tercih etmesi muhtemel oldugundan dolay1 belirli bir siire
sonra karanlik blmeye girmesi beklenir ve karanlik 6lmeye girdiginde burada sok verilir,
Test igerigine gore belirli bir siire sonra (kisa stireli pasif sakinma testi ile kisa stireli bellek
test edilebilir) tekrar aydinhk bélmeye birakilir. Soktan sonraki karanlik bélmeye giris siiresi
ile goktan énceki giris stireleri arasndaki fark hayvanin ne 6lgiide ammsadigini gésterir.

Elektrik soku verildigi testlerde kullanilan hayvanlar bir daha baska testlerde
kullamlmamaktadir. Sok aldiktan sonra gegen siiregte denek hos olmayan deneyim ile kontrol
edilemeyen bir obje arasinda eslestirme yapabilir ve bunu bilinmesi neredeyse imkansizdir ve
bu da o hayvanin diger testlerdeki performanslarini ister istemez etkileyeceginden dolay
elektrik sokunun verildigi testler en son olarak uygulanir ve teste tabi tutulan hayvanlar baska
testlerde kullamilmaz. Bundan &tiirii kaymeralart uzun siireli pasif sakinma testinde
kullandigimizdan 6tiirti bu hayvanlara ait kisa siireli pasif sakinma ile uzun ve kisa karanlk
kutu testleri bulunmamaktadir.

Pasif sakinma testinde kag1g stiresi(farenin soktan énce karanlik bolmeye girig siiresi),
dogal davranis (korku ve yeni gevre aragtirma) degerlendirmektedir. Bu parametreye
baktiZimizda C57BL/6J soyu fareler karanlik bolmeye Balb/c soyu farelerden daha geg
girmiglerdir. Bu durum aydinlik karanlik tercih testinin sonuglar1 ile celisir gibi
goriinmektedir. Ancak aydmlik karanlik tercih testinde bolmeler aras1 gegis iki soyda esit
olmakla beraber C57B1./6] soyunun karanlik bélmede daha uzun siire kalmasi bu soyun
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bélmeler aras1 gegislerinin daha gok habitiiasyona bagli olabilecegini diistindiirmektedir ve
dolayistyla Balb/c soyu farelerin arastirma davraniginin daha fazla olmas diisiiniilebilir. Kisa
stireli pasif sakinma testinde de karanlik bolmeye ilk giris aragtirma davramgimn fazla olmasi
ile de ilgili olabilir.

Korku belleginde animsamay1 degerlendiren soktan sonra aydinlik bsliimde sergilenen
donma davranist ve aydinlik bsliimden karanlik boliime ilk kez girise kadar gegen siire (ilk
ileri adim siiresi) degerlendirildiginde inbred ~soylar arasinda anlamli bir farkliligin
bulunmadigs goriiliir. F; soylarimi da dahil ederek soylar1 karsilagtiracak olursak F1
(CS7BL/6] x Balb/c) soyunun donma siiresinin diger soylardan anlamli olarak daha uzun
oldugunu gériiriiz. Buna gére bu soyun kisa siireli bellekteki animsama becerisinin diger
soylardan daha kuvvetli oldugunu goriiriiz. Genelde F, soylari tek bir soymus gibi
incelenirken ayrintili incelemelerde F; soylarmin erkek bireyleri arasinda 6zelikle spontan
aktivite bakimindan anlaml farkliiklar bulunmustur. Bu davranig farkliliklarimin erkekler
arasindaki  genotipik  farkliliklardan (cinsiyet ~ kromozomlarma  bagh  olarak)
kaynaklanabilecegi gibi erken cevresel farkliklardan da kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Kemirgenlerde, erkeklerin disilere gore annelerinden daha fazla ilgi gordiigii gosterilmis bu
da annenin etkisinin erkek bireylerin gelisiminde daha etkili olabileceginin 6ne siiriilmesine
neden olmustur. Annenin bakiminin etkisinin birgok serebral g¢ekirdekte GABA, ve
benzodiazepin reseptér ekspresyonunu etkiledigi gosterilmigstir. Bu gekirdeklerden bazilart
amigdala ve locus coeruleus olup duygusal tepkilerdeki islevi bilinmektedir. Bunlardan baslga
ayni etkinin hipokampal glukokortikoid reseptr ekpresyonunu da etkiledigi bildirilmigtir”.
Bu etkilerin farkli melezleri degisik diizeylerde etkileyebilecegi diisiiniildiigiinde F;
soylarindaki davranig farkliliklar agiklanabilir’®,

Aydinlik bélimde gegirilen toplam siireler arasinda bir fark olmamasi korku

belleginde tutma arasinda fark olmadigin gosterir.

5.1.7. Uzun Siireli Pasif Sakinma Testi

Uzun siireli pasif sakinma testinde gézlenen parametreler kisa siireli test ile aynidir.
Tek fark uzun siireli bellegin sinandig1 uzun sireli pasif sakinma testinde soktan sonra gézlem
24 saat sonra yapilmasidir.

Kags stireleri kargilastirildiginda Kaymera 1 haricindeki tiim soylarin kagig siirelerinin
birbirine yakin oldugu goriiliir. Kaymera 1°deki artmig stireyi ise aydmlik tercihine baglamak
dogru olmayabilir. Zira aydinlik-karanlik tercih testindeki Kaymera 1’in genel tercihi karanlik

bélme yoniinde iken ve bu testte Kaymera 1°in anksiyetesi yiiksek bulunmus iken uzun siireli
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pasif sakinma testinde, kacis siiresinin (karanlik bélmeye girene kadar gecen siire) uzun
6lgtilmiis olmast birbiriyle gelismekte gibi goriintirken bu parametre testte 6lgtilen diger
parametrelerle birlikte degerlendirilmelidir.

Korku belleginde animsamay: degerlendiren soktan sonra aydinlik bsliimde sergilenen
donma davranis1 ve aydinlik bolimden karanlik bslime ilk kez girise kadar gegen siire (ilk
ileri adim siiresi) degerlendirildiginde inbred ve Fy soylart arasinda anlamli bir farklihigin
bulunmadipr goriiliir. Ancak bu parametrelere gére Kaymera 1’in diger soylar gibi elektrik
soku ile karanlik bélmeyi eslestirdigini, ammsadigini ve akilda tuttugunu ifade edebiliriz. Bu
durumda da kagis siiresinin Kaymera 1’de uzun siirmesinin bu teste Ozgii bir stres ile
iliskilendirilebilir.

Pasif sakinma testlerinde ister kisa ister uzun olsun, fare elektrik sokunu karanlik
odada almaktadir ve sok aldig1 esnada iki bélmeyi birbirinden ayiran kapi kapalidir. Soktan
sonra belirli bir siire sonra fare gozlem i¢in aydmlik bélmeye tekrar konulur. Sok &ncesi
karanhk bélmeye girene kadar aydinlik bélmede gegirdigi zaman ile soktan sonra gézlem
stiresince aydnlik bélmede gegirdigi zaman arasmdaki iligki, farenin karanlik bolmede
yasadigi kotii deneyimi ne olgiide beyinde tuttugunu gosterir. Diger yandan eger karanlik
bolmeye girmis ise girig siiresi ve gozlem siiresince aydmlik bélmedeki donma davranigt da
animsamast ile iliskilidir. Soktan sonra birgok fare karanlik bslmeye girmemistir. Bu da genel
olarak ammsadiklarini gésterir. Pasif sakinma diizeneginde fare yasadig1 kétii denetimi mekan
ile direkt olarak kars1 kargiya getirilmez, gozlem i¢in aydinlik blmeye brrakildiginda sadece
agik olan kapidan karanlik bolmeyi gériir ve bu da animsamasi igin ilk olarak kullanabilecegi
ipucudur. Kosulsuz sartlanma deneylerinde ventral hipokampusta lezyon yapilmis siganlarda

sok sonrast donma davramginda azalma gosterilmistir’’.

5.1.8. Kisa Siireli Karanlik Kutu

Karanlik kutu testinde sokun verildigi ve gozlemin yapildigi mekan aynidir.
Dolayistyla pasif sakinma testinden farkli olarak burada olumsuz uyaranin bir ipucu olarak
degil, biitiin olarak sunumu s6z konusudur.

Donma = siirelerine baktigimizda inbred soylar arasimnda anlamli bir farklilik
bulunmamustir fakat F; soylarindan , F1 (C57BL/6] x Balb/c) soyunun hem diger F1 soyu ile
hem de diger inbred soylarindan anlamli olarak daha kisa siireli donma davranig: sergiledigini
goriirtiz. Bunun temel sebebi néroanatomik yapilarin farkliliklar1 olabilecegi gibi deneyde

kullamilan hayvanlarin bazal stres seviyesi olabilir.

103



5.1.9. Uzun Siireli Karanlk Kutu

Balb/c ve F; (Balb/c x C57BL/6]) soyu fareler diger soylardan daha az donma
davranist sergilemiglerdir. Ipucun degerlendirilerek animsamanin gosterildigi pasif sakinma
testlerinin  diginda korkulu uyaranin direkt olarak kendisinin sunuldugu karanlik kutu
testlerinde iki farkli noroanatomik yapt is gormektedir. Ipucunun degerlendirilerck
ammsamada  hipokampus agulikli olarak is goriirken, uyarana direkt olarak maruz
kalindiginda amigdala aktivitesi s6z konusudur’®. Ayrica uzun siireli ve kisa siireli bellek
performanslarinda farkliliklar da s6z konusudur. Buna gore Balb/c soyu fareler digindaki tiim

soylarm uzun stireli animsama becerileri kisa stireye gore daha fazladir.

5.1.10. Davranisin kahtsal temelleri

Insan ya da hayvandaki biyolojik sistemlerin ya da bu sistemlerin bozulmasi ile olusan
hastaliklarn nasil olustuklarin anlayabilmek igin gesitli modeller gelistirilmistir. Ister
fizyolojik mekanizma olsun, isterse patolojiler olsun bu modeller genelde deney hayvanlar
tizerinde sinanmaktadir. Genel olarak da laboratuvarda kullanilan hayvanlarin basinda
kemirgenler ve kemirgenlerin basinda da fareler gelir. Farelerin laboratuvar da
kullanilmasinin bir ¢ok avantaji bulunmaktadir. Ufak olmalari, kolay barindirilmalarini
saglamakta ve tireme dongiilerinin hizli olmasi da kisa siirede popiilasyonun artirilabilmesini
saglamaktadir. Son yillarda artan transgenik hayvan teknolojilerinin kullanimi igin de fareler
vazgegilmez hayvanlardir.

Hangi alan olursa olsun galismada bireylerden kaynaklanan varyasyonlar: en aza
indirebilmek i¢in inbred hayvanlar kullanilmaktadir. Bu tip hayvanlar 6zel olarak iiretilmekte
olup belirli sayida nesilden sonra soyun tiim bireyleri kalitsal bakimdan birbirinin aym olarak
kabul edilirler. Inbredizasyonda ilk olarak uygun niteligi sahip soy baslar1 segilir ve erkek-kiz
kardesler en az 20 kugak ciftlestirilerek inbred soylar olusturulur. Giiniimiizde farkl
laboratuvarlarda kullanilan 700’iin tizerinde inbred soy bulunmaktadir”%,

Davranis testleri farkli amaglarla uzun siiredir uygulanmaktadir. Bu amaglardan bir
tanesi de davranis olarak adlandirilan organizmanin tepkisinin ne dlgiide kalitsal oldugunun
aragtinlmasidur. Inbred soylar bu amag i¢in son derece uygundur. Bir ¢ok ¢aligmada cegitli
soylar arasinda davramis farkliliklari gosterilmistir® 82884 Ancak davranig testleri, olasi
farkliliklari ve belki bu farklihiklarin hangi anatomik yapisal farkliliklari sayesinde olustugunu
gosterebilir®. Ancak bir sekilde genetik aragtirmalar ile de bu ¢aligmalar desteklenmektedir.
Fenotipik 6zellikler nicel olarak olgiildiigii i¢in bu fenotipi olusturan gen lokuslar, nicel

ozellik lokuslari (quantitative trait loci —QTL-) olarak adlandirilmaktadir. 200’tin izerinde
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QTL  bildirilmistir®, Bu sekilde bir ¢ok ozellik farkl gen lokuslart ile
iligkilendirilmigtir®7-3882.90 Ayrica davranis farkliliklarma sebep olan farkli lokuslar da
bulunmugtur®*2, Diger yandan 6zel histoloji ve steroloji teknikleri ile de yapisal farkliliklarin
nasil olustugu da gésterilebilmektedir. Farkl fare soylarindaki davrams farklihklarina sebep

olan gesitli anatomik yapisal farkliliklar gosterilmigtir™*,
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Caligmamizda iki farkli fare soyunda, soya 0zgii davraniglar aragtirilmis ve olasi
davranig paternlerinin kaymeralarda kimliklendirmede kullamlip kullanilamayacag: aragtirilds.

Kaymerizmin gostergesi olarak farkli teknikler kullanilmaktadir ve bu teknikler gerek
invaziv olmalari gerekse maliyetlerinin yiiksek olmasi agisindan dezavantajlidir. En ucuz ve
kullanim1 kolay kaymerizm gostergesi morfolojik analizlerdir. Bu tip analizlerde ayrimin
kolay olabilmesi igin kaymeray: olusturan gruplarin morfolojik olarak birbirinden kolayca
ayrilabilir nitelikte olmast gerekmektedir. Bunun icinde smirlarmin gayet keskin olmasi
gerekmektedir. Belirteg olarak kullanilacak olan niteligin stipheye diiiirmeyecek sekilde net
olmasi gerekmektedir. Post rengi bunun bir 6regidir. Organizmanin i¢ ya da dis etkilere
verdigi tepkiler biitiinti olarak kabul edilen davranig ise birgok faktér tarafindan
etkilenebilmektedir. Testlerin bize gosterdigi soylarin  kimi testlerde birbirlerinden
ayrilabildigidir. Ancak bu ayrim ortalamanin istatistiksel karsilastirmast ile olmaktadr.
Bireysel diizeyde incelenecek olursa farkl: soylara ait bireylerin diger soyun dagilim
gosterdigi bélgelere girebilecegi goriiliir. Bu da, bu tip testlerin post rengi gibi mutlak
kaymerizm belirteci olarak kullanmilmasimin oldukga gii¢ oldugunu géstermektedir.

Davranis testlerinin kaymerizm belirteci olarak kullanilabilmesi i¢in bu testler
yeterlilik gostermemektedir. Farkli test bataryalarinin denenmesi, yiiksek sayida kaymera
tiretilmesi ve belki yeni istatistiksel analiz yontemleri ile davranis testlerinin kullamlabilirligi

miimkiin olabilir.
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