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OZET
T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Apelin’in Sosyal izolasyon Uygulanan Geng¢ Sicanlarda Davrams Uzerine Etkisi
Kaniye Zeynep Caliskan Sak
Fizyoloji Anabilim Dali
YUKSEK LISANS TEZI/ KONYA 2019

Son yillarda, hizla degisen teknoloji ve c¢aligma ortami, insanlari
bireysellestirmeye ve izole etmeye baslamistir. Bu durumun beraberinde getirdigi
cesitli duygu durum bozukluklar arastiricilarin dikkatini ¢ekmektedir. Sosyal
izolasyon ve anksiyete arasindaki iliski bilinmesine ragmen bu iliskinin nedenleri ve
mekanizmalar1 bilinmemektedir. Bu tez ¢alismasinda sosyal izolasyon modeli ile
olusturulan anksiyete (zerine apelin uygulamasinin olas1 etkisini incelemek

amagclanmustir.

4 haftalikken anne yanindan ayrilan 22 adet yavru rat sosyal izolasyona maruz
birakilarak anksiyeteye girmesi saglanmis ve sonrasinda apelin uygulamasi
yapilmistir. Ratlar, kontrol+serum fizyolojik grubu, kontrol+apelin grubu, sosyal
izolasyon grubu (8 hafta boyunca tekli barindirilan grup) ve sosyal izolasyon+apelin
grubu olmak (izere 4 gruba ayrildi. Deneyin sonunda ratlara dekapitasyon uygulanarak
beyin dokulari incelenmek {izere -80 °C’ de saklanmustir. Sosyal izolasyon grubunun
kontrol grubuna kiyasla sosyal izolasyon sonrasinda anksiyeteye girip girmedigini
aragtirmak amaciyla ve apelin uygulamasi sonrasinda apelinin her iki grup Gzerinde
anksiyolitik/anksiyojenik etkisinin bulunup bulunmadiginin tespiti amaciyla davranig
testleri uygulanmstir. Bu degerlendirmeleri yapmak igin sosyal izolasyon sonrasinda
ve apelin uygulamasi sonrasinda olmak iizere hayvanlara agik alan testi, yiikseltilmis
art1 labirent testi ve aydinlik karanlik kutu testi uygulanmistir. Anksiyete olusumunda
hipokampus ve amigdalada meydana gelen degisimleri incelemek amaciyla apelin,
APJ, noritin, MASH1, nestin, BDNF ve DCX’in gen ekspresyon dizeyleri

arastirilmastir.
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Sicanlara uygulanan sosyal izolasyon stresinin davranig testi parametreleri
neticesinde anksiyete benzeri davraniglara yol agtigi saptanmistir. Apelin
uygulamasinin agik alan testinde mobilite siresini ve katedilen mesafeyi arttirdigi
tespit edilmistir. Yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kola giris sayis1 ve karanliktan
aydinlhiga gecis sayist apelin uygulama sonrasinda artis gosterdigi bulunmustur.
Aydinlik karanlik kutu testinde ise apelin grubu acik kolda daha ¢ok zaman gegirmis,
karanlik kutuya daha az gegis yaptiklar1 belirlenmistir. N6rogenez biyobelirteclerinin
bir kisminda sosyal izolasyon uygulama sonrasi azalma, apelin uygulama sonrasinda

ise artis oldugu gozlemlenmistir.

Sonug olarak, apelin maddesinin subkutan yolla uygulanmasinin, anksiyete
olusturulmus siganlarda anksiyeteyi belirgin dlglide azalttigi belirlenmistir. Ancak,
apelinin kayg1 bozuklugu Uzerine olan etkisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in daha

fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Anksiyete; Apelin; Norogenez; Sican; Sosyal Izolasyon.
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Effect of Apelin on Behavior in Young Isolated Rats
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Department of Physiology
MASTER THESIS / KONYA 2019

In recent years, the rapidly changing technology and working environment has
started to individualize and isolate people. Various mood disorders brought by this
situation attract researchers interest. Although the relationship between social isolation
and anxiety is a known fact, the causes and mechanisms of this relationship are not
known. In this thesis, it is aimed to investigate the possible effect of apelin application
on anxiety created by social isolation model.

At the age of 4 weeks, 22 young rats separated from their mothers were exposed
to social isolation and then apelin was applied. The rats were divided into 4 groups as
control + saline group, control + apelin group, social isolation group (single host for 8
weeks) and social isolation + apelin group. At the end of the experiment, rats were
decapitated and brain tissues were stored at -80 ° C for examination. Behavioral tests
were applied to investigate whether the social isolation group had anxiety after social
isolation compared to the control group and to determine whether the apelin had
anxiolytic / anxiogenic effect on both groups after apelin application. To make these
evaluations, animals were subjected to open field test, elevated plus maze test and
bright dark box test after social isolation and after apelin application. Gene expression
levels of apelin, APJ, neuritin, MASHL1, nestin, BDNF and DCX were examined in
order to investigate the changes in the hippocampus and amygdala in the formation of

anxiety.

As a result of behavior test parameters, it was found that social isolation stress
applied to rats caused anxiety-like behaviors. Apelin application was found to increase
mobility time and distance traveled in the open field test. In the elevated plus maze

test, the number of entrances to the open arm and the movements from dark to light

XiX



were found to increase after apelin application. In the light dark box test, apelin group
had more time in the open arm and less movement to the dark box. It was observed
that some of the neurogenesis biomarkers decreased after social isolation and increased

after apelin application.

In conclusion, subcutaneous administration of apelin substance significantly
reduced anxiety in rats induced anxiety. However, further studies are needed to fully
understand the effect of apelin on anxiety disorder.

Keywords: Anxiety; Apelin; Neurogenesis; Rat; Social Isolation.
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda, hizla degisen yasam kosullari ve teknoloji, saglik agisindan birgok
olumsuz durumu da beraberinde getirebilmektedir. Bununla birlikte bireysellesmenin
ortaya ¢ikardig1 izole yasam tarziyla iligkili olarak anksiyete ve depresyon gibi bazi
duygu durum bozukluklar1 da tetiklenebilmektedir. Bu nedenle, hastaliklarin
mekanizmalarin1 anlamak ve yeni tedaviler gelistirmek icin daha fazla ¢aba

gerekmektedir.

Insanlarda var olan bu psikopatolojik durumlarla ilgili arastirmalar yapmak
amaciyla deney hayvanlar1 (zerinde gesitli c¢alismalar gergeklestirilmektedir. Bu
kapsamda sigan ve fareler son yillarda néropsikiyatrik aragtirmalarda en gok tercih

edilen modeller olarak ortaya ¢ikmustir.

Anksiyete, olusabilecek bir tehlike karsisinda kiside bilissel, ruhsal ve fiziksel
bozulmalara yol acabilen endise durumudur. Asir1 terleme, kalp hizinda artis, nefes
almada zorlanma, hizli soluk alip verme, titreme hali fizyolojik belirtileri arasinda
olup, heyecanlanma, sikinti, her an kotii bir sey olacakmig gibi hissetme psikolojik
belirtileri arasinda sayilabilir. Tedirgin hissetme, gerilme ve panik atak olmak tzere
cesitli derecelerde hissedilebilir. Anksiyete ayni zamanda bireyin etrafinda olusan
degisikliklere karsi yanit vererek hazir olmasimi saglar. Bu sayede kisiyi yeni bir
duruma adapte ettigi gibi kaygi seviyesinin artmasiyla birlikte kisiyi engelleyici rol de
oynar. Bu ylizden kisinin yeni bir duruma uyum saglayabilmesinde rol almasinin yan
sira, endisenin artmasi sonucu kisiyi engelleyici rol de istlenebilir. Kaygi
bozuklugunun goriilme siklig yiiksek olup, yapilan taramalarda toplumda insidansinin

%13.6 ile %28.8 oldugu bildirilmektedir (Ruh Saghgi ve Bozukluklar1 2015).

Anksiyetenin olusum mekanizmalarini ve yeni ilaglarin anksiyete Gzerindeki
etkisini inceleyebilmek amaciyla 6zellikle sicanlar ve fareler Uzerinde uygulanan
bircok modelleme mevcuttur. Bu testlerde g¢esitli stres faktorleri hayvana
uygulanmakta, hayvanin ¢evreyi arastirma ve kesfetme davraniglari incelenmektedir.
Strese kars1 siganlarda genellikle biligsel bozukluklar, irkilme, korku, diisiik sosyal
etkilesim gibi davranis degisiklikleri olusur. Bu degisimleri inceleyebilmek igin en sik
kullanilan testler arasinda yiikseltilmis art1 labirent testi (YAT), agik alan testi (AAT),
aydinlik-karanlik kutu testleri (AKT) bulunmaktadir (Aykag ve ark. 2015).



Apelin, 1998 yilinda ilk olarak sigir mide 6zsuyundan izole edilmis olan,
merkezi sinir sistemi (MSS) ve birgok periferik dokudan eksprese edilen bir
molekiildiir. Insan, fare ve sigan dokularinda tespit edilen bu molekiil ¢esitli fizyolojik
ve patolojik durumlarda rol oynamaktadir (Lee ve ark. 2001; Shin ve ark. 2017).
Apelinle ilgili ilk arastirmalarda daha ¢ok besin alimi, kan basinci, enerji
metabolizmasi tizerinde durulmusken, son dénemlerde anksiyete (Fan ve ark. 2018),
depresyon (Tian ve ark. 2018), Alzheimer (Aminyavari ve ark. 2019), Parkinson
(Pouresmaeili ve ark. 2018) gibi MSS patolojileri konu edinen arastirmalar

gerceklestirilmistir.

Bu tez caligmasinda, sosyal izolasyonla indiiklenmis anksiyete benzeri
davranis modelinde, apelinin olas1 anksiyolitik etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
Bu amacla sosyal izolasyon uygulanan siganlarda YAT, AAT ve AKT ile davranig
ozellikleri arastirilmistir. Elde edilen davranig parametreleri tzerinde sistemik apelin

uygulanmasinin muhtemel etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anksiyete

Anksiyete korku, kaginma ve iligkili diger semptomlari igeren fiziksel ve
psikolojik rahatsizliklara iliskin bir psikiyatrik saglik sorunudur (Panagioti ve ark.
2014). Normal veya anormal anksiyete esas olarak MSS’den kaynaklanmaktadir
(Barnett 2007). Anksiyetenin patogenez mekanizmasi tamamen agik degildir ve stres
de dahil olmak iizere anksiyete ve depresyon olusumuna katkida bulunan bir¢ok faktor
vardir. Stres ¢ok onemli bir indiikleyici faktordiir ve genellikle néroimmiin sistemin
islevsizligine yol acar (Wang ve ark. 2018). Bu bozukluk klinik psikiyatride en sik
rastlanan patoloji olup, tiim psikiyatrik bozukluklarin yaklasik %30unu temsil eder
(Kessler ve ark. 2005). Hayvanlar1 tehlikeden korumada rol oynamasina ragmen,
abartili veya kontrol edilemeyen anksiyete tepkileri yikici olabilir ve bir¢ok psikiyatrik
hastaligin temel semptomu olarak kabul edilebilir (Grupe ve Nitschke 2013).
Anksiyete bozukluklar1 siklikla ¢ocukluk ve ergenlik déneminde baslar (Oler ve ark.
2010). Erken yasam travmasi yasayan bireyler oOzellikle kaygi bozukluklari
gelistirmeye meyillidir (Heim ve ark. 2010). Son yillarda, insan ve hayvan
arastirmalari, hipokampusun strese kars1 olduk¢a duyarli oldugunu gostermistir (Kim
ve Diamond 2002). Stres anksiyete, depresyon, sizofreni dahil olmak iizere insanlarda
duygu, diisiince ve davranis bozukluguna yol acabilen bir durumdur (Kim ve ark.

2015).

Son yillarda diinyada anksiyetinin siklikla goriilmesi bu hastaligin tedavisi ile
ilgili gerek klinik gerekse preklinik arastirmalarin artmasina yol agmistir. Klinik
oncesi calismalarda, hayvan modelleri ile yeni ilaglarin anksiyolitik etkileri
aragtirtlmaktadir. Bu modellerde kemirgenler arasinda en sik kullanilan hayvanlar
sicanlar ve farelerdir. Bu tiirler, emosyonel ve motivasyonel islevlerin altindaki
mekanizmay1 arastirmada yogun olarak kullanilmaktadir (The rat 2007). Elde edilen
kanitlar, hipokampus ve hipotalamus bolgelerinin depresif davranislar ve antidepresan

tedaviler ile iliskili oldugunu gostermistir (Cai ve ark. 2015).



2.2. Apelin

Apelin, MSS ve bircok periferik dokudan eksprese edilen bir sinyal
molekaludir. Apelin hipokampus, serebellum, striatum, merkezi gri madde, dorsal
rafe ¢ekirdegi, amigdala, serebral korteks ve hipotalamus dahil olmak (izere neredeyse
tiim beyin dokularinda ifade edilir (De Mota 2000; Medhurst 2003; Carroll 2013). Bu
durum, apelinin birgok fizyolojik ve patofizyolojik islevde rol oynayabilecegini
gostermektedir. Son zamanlarda apelinin epilepsi, Parkinson, Alzheimer gibi ¢esitli

norolojik hastaliklardaki etkin rolii belirlenmistir (Cheng ve ark. 2012).

1998 yilinda, sigir mide 6z suyundan 36 aminoasitlik yapida olan bir peptit
izole edilmis ve ilk kez tanimlanan bu peptit apelin-36 olarak isimlendirilmistir

(Tatemoto ve ark. 1998).

Insan, fare ve sigan dokularinda yapilmis olan calismalarda tespit edilen apelin
ifadesinin varligi, baslarda ventromediyal ve dorsomediyal niikleuslar, hipokampus,
frontal korteks, preoptik alan, periventrikiler hipotalamus, kaudat gekirdek ve talamus
bolgelerinde gosterilmistir (Lee ve ark. 2001). Hipotalamusta bulunan supraoptik ve
paraventrikiler cekirdeklerde ise en yiiksek ekspresyonun gergeklestigi ortaya

konmustur (Carroll ve ark. 2000).

Apelin mRNA’sinin korpus kallozum, gri cevher, hipofiz bezi ve omuriligin
yani sira akcigerler, kalp, plasenta, meme bezleri ve bobrekler gibi MSS’de ve
periferik dokularda da varlig1 gosterilmistir (Lee ve ark. 2001; Kleinz ve ark. 2005).
Apelinin beyinde ve diger organlardaki genel dagilimi organizmadaki diizenleyici

stireglerde apelinin 6nemli rolii olabilecegini ortaya koymustur (Cheng ve ark. 2012).

Apelin olgun adipositler tarafindan da salgilandig1 i¢in bir adipokin olarak da
kabul edilmektedir (Castan ve ark. 2011).

Apelin-13’iin degisik izoformlari, insanlarda ve kemirgenlerde farkli apelin
genleri tarafindan kodlanan bir 6ncii preproapelinden iiretilir (Carroll ve ark. 2013).
Insanlardaki apelin geni Xq25-226 kromozomunun uzun kolunda bulunur ve daha kisa
formdaki alt linitelerine ayirmak {izere 77 aminoasitlik preproapelini kodlar (Hosoya
ve ark. 2000). Preproapelin apelin-36, apelin-26, apelinl9, apelin-17, apelin-13 ve

apelin-12 olarak molekiiler formlarina doniistiiriiliir (Telegdy ve Jaszberényi 2014) .
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Sekil 2.1. Apelinin farkly izoformlari. A) Apelin onciiliniin yapist B) (a) apelin 36, (b) apelin 17, (c)
apelin 13, (d) [Pyr1] apelin-13’{in aminoasit dizilimleri. Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE-2),
C-terminalini kaldirarak apelin-13 ve apelin-36' y1 hidrolize edebilir (Wysocka ve ark. 2018).

Apelin 13, diger formlara kiyasla apelin reseptdrine baglanma aktivitesi
bakimindan en yiiksek kapasiteye sahiptir. Bu baglanma kapasitesinin sirasi ile apelin
17 ve apelin 36 takip eder ve baglanmalari sonucunda farkli fiziksel islev gosterirler
(Hosoya ve ark. 2000). Apelin 13, APJ reseptorlerini uyararak stres yanitinin,
Ogrenmenin ve hafiza siirecinin diizenlenmesinde rol alan en etkili izoformudur

(Masoumi ve ark. 2018).

Son zamanlarda insan, sigan, fare ve inekte apelin kodlayan cDNA'lar tespit
edilmis ve fonksiyonel olarak tanimlanmustir (Lee ve ark. 2001). Uzun ve kisa apelin
formlarinin farkli dokular arasinda varlik gosterebilecegi belirtilmistir (Kawamata ve
ark. 2001).
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Sekil 2.2. Erigkin siganlarda apelin izoformlarinin aminoasit dizilimleri. Amino asit dizisi (A) (Pyrl)
apelin-13, (B) apelin-13, (C) apelin-17 ve (D) apelin-36. Siyah daire i¢erisine alinan diziler, insan, sig1r,
sigan ve fare igin 6zdes olanlar1 gostermektedir (Anne Marie O’Carroll ve ark. 2013).

2.3. Apelinerjik Sistem
2.3.1. Apelin Reseptori

Apelin reseptori (AR), 1993 yilinda O’Dowd ve arkadaslari tarafindan ilk
olarak anjiyotensin Il (Ang Il) tip-1 reseptér genine ¢ok yakin 6zdeslige sahip, orfan
(endojen ligand1 belli olmayan) bir reseptor olarak kesfedilmistir (Dowd ve ark. 1993).
AR, G protein bagli reseptor ailesinin bir iiyesidir (Cai ve ark. 2017) .

Farmakolojik ac¢idan AR, birka¢ apelin izoformunu baglama yetenegine
sahiptir, farkl1 G protein alt birimlerini aktive edebilir ve daha sonra hiicre ve dokuya
0zel bir sekilde birkag sinyal yolunu indikleyebilir (Carroll ve ark. 2013). Apelinin
AR’ye baglanmasi sonucu Gi birimi aktiflesir ve intraseliiler CAMP inhibisyonu ortaya
cikar (Masri ve ark. 2002). cAMP’nin inhibisyonu ayni zamanda ERK’nin
aktivasyonunu da beraberinde getirir (Stork ve Schmitt 2002).

AR'nin insan immun yetmezlik virtst (HIV) ve simian immin yetmezlik
viriisti (SIV) suslari i¢in bir koruyucu oldugu da gésterilmistir (Zou ve ark. 2000). AR,
fare, sican, inek, rhesus makak, Xenopuslaevis ve Daniorerio dahil olmak tlizere baska

tiirlerde tanimlanmustir (Pitkin ve ark. 2010).



Apelin ve AR MSS’de, 6zellikle hipotalamusta ve bir¢ok periferik dokularda
eksprese edilir (Castan ve ark. 2011). Apelinerjik sinyal beyin bdlgelerinde, 6zellikle
stres ve duygusal tepkilerde énemli roller oynayan hipokampus ve hipotalamus gibi
bolgelerde yaygin olarak bulunur (Lee ve ark. 2001). 377 aminoasitten olusan ve
farelerde bulunan AR, insanlarda bulunan AR ile yaklasik %91 oraninda diziliste
benzerlik gosterirken, yine 377 aminoasitten olusan ve sican dokularinda bulunan AR

ise insan doku reseptdriiyle yaklasik %89 oraninda dizilis benzerligi gostermektedir

(Pitkin ve ark. 2010).

Molekiiler ¢alismalar, siganlarda bulunan akciger ve kalp dokularinda yiiksek
diizeyde AR oldugunu bildirirken, plasenta, tiroid bezi, iskelet kasi, kostal kikirdak,
yumurtalik, uterus ve yag dokular i¢in diistik seviyeler bildirilmistir (Medhurst ve ark.
2003). AR mRNA'sinin ve proteininin, sican hipotalamusunun SON ve PVN' sinde
bulunan vazopressin ile kolokalize olmasi, reseptoriin sivi  dengesinin

diizenlenmesinde de rolii olabilecegini gostermektedir (Mota ve ark. 2000).

Insanlarda akciger, bobrek, kalp ve plasenta dahil periferik organlarda AR
yaygin dagilim gosterir. AR’ nin otoradyografik ve immunohistokimyasal yontemlerle
kardiyomiyositlere ek olarak vaskuler endotel ve diiz kas hiicrelerine lokalize oldugu
belirlenmistir (Yang ve ark. 2015). AR mRNA'sinin kaudat cekirdekte, korpus
kallosumda, hipokampusta, subtalamik cekirdekte, medullada ve omurilikte glcli
sinyaller ortaya ¢ikardigi anlagilmigtir (Medhurst ve ark. 2003). Son zamanlarda, AR
ekspresyonu insan kemik iligi stromal hiicre kiiltiirlerinde de tespit edilmistir (Hansen
ve ark. 2007). Bir diger ¢alismada dalak ve plasenta dokusunda yiiksek; akciger, mide

ve bagirsakta ise zayif bir ifade oldugunu bildirilmistir.

Apelinin AR’ye baglanma bolgeleri, kas arterlerinin media ve intima
katmanlar1 ve biiyiik elastik arterler ile damarlarin iginde bulunabilir, akcigerde ise
agirliklt olarak vaskiiler bir lokalizasyona sahiptir (Katugampola ve ark 2001).
Immiinohistokimya ile gosterildigi gibi kardiyovaskiiler dokulardaki AR dagilimu,
AR'nin ventrikiler kardiyomiyositlerde, vaskiler diz kas hicrelerinde ve
intramiyokardiyal endotel hiicrelerinde mevcut oldugunu gosterir (Kleinz ve ark.
2005).



2.4. Apelinin Fizyolojik Etkileri
2.4.1. Periferik Dokular

Apelin karaciger, bobrekler, pankreas, dalak, ve yag dokusunda tiretilmektedir
(Tatemoto 2001; Boucher 2005). Yetiskin siganlarin midelerinin funduslarinda yiiksek
seviyelerde apelin ekspresyonunun oldugu, ince bagirsaklarinda ise diisiik seviyelerde
apelin ekspresyonunun varligi gosterilmistir (Susaki ve ark. 2005). Bununla birlikte
apelinin yliksek seviyelerdeki ekspresyon diizeyi sigan akciger ve meme bezlerinde de
kesfedilmistir (Habata ve ark. 1999).

Kardiyak miyositlerin hem apelin hem de AR'yi eksprese ettigi kesfedilmistir
(Szokodi ve ark 2002). Lee ve ark. (2001) farelerin kalp dokusunda yaptiklari
caligsmada yiiksek oranda preproapelin ve AR mRNA’sinin varligini belirlerken,
Foldes ve ark. (2003) ise insan atriyal dokularinda gerceklestirdikleri calismada
yiiksek miktarda apelinin varligini bildirmislerdir. Preproapelin mRNA’s1 adrenal
bezlerde, vasdeferens, testis, bagirsak, dalak, karaciger ve bobrekte de izole edilmistir
(Carroll ve ark. 2000). AR proteini ve AR mRNA’s1 ise akciger, arter, ven, iskelet
kasi, bobrek, yumurtalik, uterus dokulari, tiroid bezi, omurilik ve sigan adipoz

dokusunda bulunmustur (Habata ve ark. 1999).

Apelinin giicli endojen pozitif inotroplardan biri olarak kalbin kasilma

fonksiyonunu arttiric etkisi bulunmustur (Szokodi ve ark. 2002).

Apelin endotel hiicrelerde epitelyal nitrik oksit sentaz aracilifiyla cGMP
diizeyini arttirarak vazodilatator etki gosterir bu sayede kan basincini diisiiriir
(Tatemoto ve ark. 2001). Miyokard infarktiisii, kalp yetmezligi ve hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda belirgin bir koruyucu etkiye sahiptir (Shin ve ark.
2017). Apelin ayrica, fare splenositlerinden sitokin iiretimini kismen baskilamakta,

kemotaktik aktivite sergilemektedir (Lee ve ark. 2001).

Bebek farelerde yetiskin farelere kiyasla daha yliksek seviyelerde apelin ve AR
mRNA ifadesi mevcuttur, bu da apelinin gelisim iizerine rol oynayabilecegi anlamina

gelir (Hosoya ve ark. 2000).

Apelin hem insilin hem de insilin reseptor seviyelerini module edebilir ve

pankreas insulin sekresyonu (zerinde inhibe edici etkiye sahiptir (Winzell ve ark.



2005). Klinik ¢alismalarda apelin seviyesinin obezite ve insiilin direnci durumlarinda
arttigl, viicut agirliginin azalmasi ile apelin ekspresyonunda diisiisiin oldugu

bildirilmistir (Li ve ark. 2006; Castan ve ark. 2008).
2.4.1.1. Beslenme Uzerine Etkisi

Sigir mide ekstrelerinde (Tatemoto ve ark. 1998), tanimlandiktan sonra
apelinin, gastrointestinal sistemin epitel hucreleri Gzerinde proliferatif etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, si¢an ince bagirsak hiicrelerinden kolesistokinin

salmimini uyardigi bulunmustur (Wang ve ark. 2004).

Hiperinsiilinemik olan obez farelerde yag dokuda apelin mRNA ekspresyonu
artmig, a¢ birakilan farelerde ekspresyon diizeyi azalmistir (Boucher ve ark. 2005).
Apelinin besin alimi iizerindeki etkisi tartigmalidir. Bir grup arastirmaci ISV olarak
uyguladiklari apelinin gida alimini arttirdigini ileri stirmiistiir (Taheri ve ark. 2002),

ancak Sunter ve ark. (2003), ISV apelinin gida alimin1 azalttigin1 belirtmistir.

[P yontemle uygulanan apelin enjeksiyonunun gida alimini arttirdigi ve
sicanlarda kilo artiginin gergeklestigi bildirilmistir (Saral ve ark. 2018). Baska bir
caligmada ise ISV olarak uygulanan apelinin sigandaki spontan besin alimi {izerinde

azaltici etkisini gosterilmistir (Shea ve ark. 2003).
2.4.1.2. Stvi Dengesi Uzerine Etkisi

IP apelin enjeksiyonuna tabi tutulan siganlar, igme davranisinda kisa siireli bir
artls sergilemistir (Lee ve ark. 2001). Apelinin ISV enjeksiyonlarmin da igme
davramigini arttirdid1 bulunmusken (Taheri ve ark. 2002), dehidrate siganlarda ISV
enjeksiyonlarinin igme davranigini azalttigi bulunmustur (Reaux ve ark. 2001).
Sicanlarin su yoksunluguna veya tuz yiiklemesine tabi tutulmasini takiben SON ve
PVN'de apelin seviyelerinin yiikselmesi ile AR mRNA'sinda bir artis sergiledigi
goriilmiistiir (Carroll ve ark. 2000). Ishida ve ark. (2004), AR eksikligi olan farelerin,
vahsi tip farelere kiyasla, s1vi alimlarinda fark olmadigini bildirmistir. Ratlara ISV
yontemle uygulanan apelinin suya rahat erisebilen ratlarda su igme davranisini

uyardig1 gosterilmistir (Reaux ve ark. 2001).



2.4.1.3. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkisi

Apelin  ve AR'nin kalpteki prevalansi, AR-apelin sinyal yolunun
kardiyovaskiiler fonksiyonlarda rol oynamasini saglar. Siganlara IV yola uygulanan
apelin-12 ve apelin-13 enjeksiyonlarinin, kalp hizlarinda hafif bir artisla birlikte,
hipotansif etkiye sahip oldugu bulunmustur (Lee ve ark. 2005). Tatemoto ve ark.
(2001), apelin-12’nin kalpte giiglii bir depresor etkisinin oldugunu belirtmislerdir.
Normotansif siganlarda apelinin herhangi bir etkisi bulunamamistir (Lee ve ark.
(2005). Apelin-12 iV yoldan uygulandiginda, siganlarda ortalama arter basincini
diistirmiis ve kalp atis hizini arttirmistir (Cheng ve ark. 2003).

AR- apelin sisteminin hipotansif etkilerine yonelik kanitlarin aksine, apelin-
13'0n insan safen venine in vitro uygulamasi giiglii bir vazokonstriksiyon etkiye
sahiptir (Katugampola ve ark. 2001). Ratlarda apelinin medulla oblongata icine
uygulanan mikro enjeksiyonlari, arteriyel basingta bir artis sergilemistir (Seyedabadi
ve ark. 2002). Bunun tersine, siganlarin lateral ventrikiiliine yapilan apelin enjeksiyonu
ortalama arter basincin etkilememistir (Reaux ve ark. 2001). Sol ventrikillerinde
yiiksek seviyelerde apelin mRNA ekspresyonu olan ve atriyumlarinda immiinoreaktif
apelin seviyelerinde azalma gosteren kronik kalp yetmezligi hastalarinda apelinin rol

oynayabilecegi on goriilmistiir (FOldes ve ark. 2003).

2.4.2. Merkezi Sinir Sistemi

Insan ve kemirgenler iizerinde yapilan galismalarda, apelin ve AR’nin MSS’de
Ozellikle kortikal, hipokampal ve hipotalamik néronlarda yiksek oranda eksprese
edildigi gosterilmistir (Kleinz ve Davenport 2005). Kemirgen hipokampal néronal
kultdrlerin apelin-36 da dahil olmak Uzere farkli apelin izoformlart ile muamele
edilmesinin, ekstraseliler sinyalle diizenlenen kinaz-1/2 (ERK1 / 2) fosforilazlarini ve

bu hiicreleri eksitotoksisiteye karst korudugu gosterilmistir (Donnell ve ark. 2007).

MSS’de yaygin sekilde dagilim gdsteren apelin ve AR’leri, bazi ndronal
fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alir (Telegdy ve Jaszberényi 2014). MSS’de
AR mRNA'sinin ifadesi, amigdala, hipotalamus, hipokampal amon boynuzunda
saptanmistir ki bu durum apelinin duygusal davranislarin diizenlenmesinde olas1 bir

rol oynadigini gosterir (Lv ve ark. 2012).
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En ¢ok arastirilan apelin izoformu olan apelin-13, sivi homeostazi ve
kardiyovaskiiler fonksiyonun diizenlenmesine katilmaktadir. Su alimi ile endokrin
sistemin hipotalamik diizeyde diizenlemesinde rol oynadig1 da gosterilmistir (Taheri
ve ark. 2002). Si¢an beyninde, AR mRNA’simin hipokampus, serebellum, striatum ve
hipotalamik paraventrikuler ¢ekirdek ile supraoptik ¢ekirdekte bulundugu
gosterilmistir (Dowd ve ark. 1993). Buna paralel olarak apelin Ureten néronlar
hipotalamusun farkli bolgelerinde yer alan median preoptik ¢ekirdek ve ventromedial
cekirdeklerde lokalizedir (Reaux ve ark. 2001).

Apelin ve AR ayrica dopaminerjik ndronlara sahip olan gri cevher ve striatum

noronlarinda da eksprese edilir (Lee ve ark 2001).
2.4.2.1. Apelin ve Depresyon

Depresyon uzun siiren ve tekrarlayan, bireyin giinliik yasamindaki islevini
onemli Ol¢lide bozan yaygin bir zihinsel bozukluktur. En sik goriilen duygudurum
bozuklugu olup yasam boyu prevalansi %7 ile %21 arasinda degismektedir (Vilagut
ve ark. 2016). Depresyon patogenezinde birgok faktor yer alir ve stres genellikle ilk
tetikleyicidir (Krishnan ve Nestler 2008). Stres tepkisinin temel 6zelligi i¢ ve dis ortam
tarafindan uyarildiktan sonra hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni ve otonom
sinir sisteminin hiperaktivitesidir (Hemmerle ve ark. 2012). HPA ekseni, i¢ ortamda
denge saglamayi, dis ¢evreye ve duygusal uyarima fizyolojik ve psikolojik tepkiler
olusturmay1 saglar (Li ve ark. 2017). HPA ekseninin aktivite artigi, depresyonun en sik
goriilen norolojik bulgularindan biridir (Binder ve Nemeroff 2010). Birgok preklinik
depresyon modelinin tasarimi, insanlarda strese bagli psikopatolojilere dayanmaktadir
(Wang ve ark. 2017).

Apelin ve AR'nin stres ve depresyonda énemli rol oynayan hipokampus ve
hipotalamus bdlgelerinde varligi gosterilmistir. Bu dagilim apelinerjik sinyallesmenin
depresif davraniglarin gelisiminde araci olabilecegini diisiindiirmektedir (Xiao ve ark.
2018). Deneysel depresyon modelinde, hipotalamustaki apelin-AR ekspresyon
diizeyinin azaldig: tespit edilmistir (Yan ve ark. 2018). Dai ve ark. (2018), yaptiklari
bir calismada apelin-13'iin antidepresan benzeri etki gosterdigini ve hipokampusun,
antidepresan etkilerine aracilik eden kritik bir beyin bdlgesi oldugunu belirtmislerdir.

Apelinin ISV enjeksiyonlarinin siganlarda hafizada iyilesme ve antidepresan etki
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gosterdigi rapor edilmistir (Li ve ark. 2016). Bir diger ¢alismada ise, apelin-13'lin
depresyon benzeri davranislar iizerine etkisi arastirilmistir. Sicanlara ISV apelin-13
uygulanmistir. Apelinin hafiza bozuklugunu ve depresyon benzeri davranisi tersine
cevirdigi gosterilmistir (Tian ve ark. 2018). Xiao ve ark. (2018), ISV apelinin
enjeksiyonunun, antidepresan benzeri bir aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Apelin’in, ERK ve fosfatidilinositol 3-kinaz gibi hucresel sinyallesme yollarini
modiile ederek depresyon tizerinde iyilestirici etki gosterdigi rapor edilmistir (Cook ve
ark. 2011).

2.4.2.2. Apelin ve Parkinson

Parkinson, 80 yasin iizerindeki kisilerin %10'unu ve 60 yasin iizerindeki
kisilerin %?2’sini etkileyen ikinci derecede yaygin ndrodejeneratif bir hastaliktir
(Forman ve ark. 2004). Niifus yaslandikca Parkinson prevalansinin 2030 yilinda ikiye
katlanmasi1 beklenmektedir (Dorsey ve ark. 2007).

Dopamin yeni uyaranlarin islenmesinde rol oynayan bir nérotransmiter olup,
sinaptogenez ve ndronal plastisitenin olusumunun kalicilig1r igin proteinlerin
ekspresyonunu diizenler (Rossato ve ark. 2009). Parkinson beynin farkli alanlarini
etkileyerek progresif bir dopamin néron kaybina yol agar. Parkinsonun patogenezinde,
mitokondriyal bozulma, oksidatif stres, néroinflamasyon, kimyasallar ve genetik
faktorlerin yol agabilecegi bildirilmistir (Hirsch ve Hunot 2009; Moreira ve ark. 2010;
Obeso ve ark.2010).

Apelin-13'Un dopaminerjik htcrelerde meydana gelen toksisite Uzerinde
onleyici bir etkisinin oldugu daha 6nce belirtilmistir (Babaki ve ark. 2018). Haghparast
ve ark. (2018), deneysel Parkinson modelinde apelinin biligsel bozukluklari 6nemli

Olcude azalttigini tespit etmislerdir.
2.4.2.3. Apelin ve Alzheimer

Alzheimer hastalig1 (AH) ana risk faktoriiniin yas oldugu noérodejeneratif bir
hastaliktir ve 60 yasindan sonra insidansinda artis gosterir (Dubois ve ark. 2016). AH
patofizyolojik olarak amiloid B peptitlerden olusan nétr plaklarin birikimi ve
norofibrillerden olusan yumaklarla karakterizedir (Holtzman ve ark. 2011). - amiloid

peptitlerin birikimi senil plaklari olusturur (Buoso ve ark. 2010). AH, hipokampus ve
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kortekste bulunan noronal devrelerin dejenerasyonuna neden olarak hafiza kaybina ve
biligsel bozulmaya yol agar. Hipokampus mekansal hafiza ve yon bulma yetisi
uzerinde etkilidir (Garcez ve ark. 2017). Hipokampus atrofisi, AH’nin prognozu
uzerine direk etkilidir (Teipel ve ark. 2013). AH yasa bagli olarak gelisen epizodik
bellekteki diisiisle birlikte seyreder (Butterfield ve ark. 2013). Apelin’in
intrahipokampal uygulanmasinin deneysel AH’de bellek islevlerinde belirgin

diizelmeler olusturdugu gézlenmistir (Aminyavari ve ark. 2019).
2.4.2.4. Apelin ve Epilepsi

Epilepsi, diinya niifusunun yaklasik % 0,5-1'ini etkileyen yaygin goriilen
norolojik hastaliklardandir ve bireylerin yasam kalitesini biiyiik 6l¢iide azaltir (Jokeit
ve Ebner 2002). Noronlarda apelin endojen ekspresyonu ve apelin / AR etkilesimleri,
MSS'de néroprotektif sinyal iletimini gosterir. Noronal hiicre 6liimii, baslica nekroz
ve apoptozis ile olusan norodejeneratif hastaliklarin bir 6zelligidir (Mattson 2000;
Niimura ve ark. 2006). Ndobetlerin nekrotik ve apoptotik hiicre dlimleriyle néron

oliimiinii tetikleyebilecegi gosterilmistir (Chuang 2010).

Cook ve ark. (2011), apelinin noéronal sagkalimi destekleyebildigini
belirtmislerdir. Yapilmis olan bir c¢alismada, idiyopatik epilepsili g¢ocuklarin
plazmasindaki apelin seviyelerinin anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir
(Meral ve ark. 2011). Zhang ve ark. (2011), epilepsi hastalarinda ve epileptik siganlarin
beyin dokularinda apelin protein diizeyinde artis oldugunu ve apelin peptitinin ndbet

sonras1 noroprotektif etki gosterdigini belirtmislerdir.

Apelin’in farkl oksidatif stres durumlarinda potansiyel antioksidan 6zelliginin
oldugu bildirilmistir (Foussal ve ark. 2010). In vitro ve in vivo olarak yapilan
caligmalarda apelinin, gii¢lii bir anti-apoptotik etki gosterdigi bulunmustur (Yang ve
ark. 2016). Apelin-AR sisteminin hipokampal ve kortikal ndronlari eksitotoksik hasara
kars1 korudugu gosterilmistir (Donnell ve ark. 2007).
Ek olarak, apelin pro-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonu uzerinde hafifletici bir
etkiye sahiptir ve mikroglia, astrositler ve diger enflamatuar hiicreleri inhibe eder (Xin

ve ark. 2015).

13



2.4.2.5. Apelin ve Anksiyete

WHO’ya gore anksiyete bozukluklari, yaygin anksiyete bozuklugu, panik
bozukluk, fobiler, sosyal anksiyete bozuklugu, obsesif-kompulsif bozukluk ve travma
sonrasi stres bozuklugu dahil olmak iizere kaygi ve korku duygulan ile karakterize
edilen zihinsel bozukluk anlamina gelir ve kadinlarda erkeklere oranla daha sik
gorulmektedir. Apelin-13'in duygudurum bozukluklarinda yer alan mekanizmalar
Uzerine koruyucu rolii olan néropeptidlerden biri oldugu bilinmektedir (Aminyavari
ve ark. 2019). Anksiyete ve hafizada azalma birbirine paralellik gosterir, apelin AR’yi
aktive ederek hafizanin diizenlenmesinde ve anksiyetenin iyilesmesinde rol oynar
(Pietrzak ve ark. 2015; Tian ve ark. 2018). Apelin’in anksiyete (izerine olan etkisini

arastiran sinirh sayida makale bulunmaktadir.

Apelin’in siganlara IP yolla uygulanmasinin, hipokampusta néronal korunmay1
arttirdigi ve anksiyete lizerine olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir (Fan ve ark.

2018).

Telegdy ve ark. (2014), deneysel anksiyete modelinde ISV yéntemle
uyguladiklar1 apelinin anksiyolitik etkisinin oldugunu tespit etmislerdir. Depresyon ve
anksiyete siklig1 tizerine yapilan bir ¢alismada, her iki durumda da serum apelin diizeyi
yiksek bulunmustur (Oguz ve ark. 2016). Apelin, antienflamasyon aktivitesini
arttirarak noroprotektif etkiler gosterir (Zeng ve ark. 2010). Sicanlara ISV yolla
uygulanan Apelin-13’tin noéroinflamasyonu azalttigi rapor edilmistir (Xin ve ark.
2015).

2.4.2.6. Iskemik Inme

Inme, 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada olup, sakatlik nedenleri arasinda 3.
sirada bulunmaktadir. Iskemik inme ise inme vakalarinin yaklasik %87'sini olusturur.
Wu ve ark. (2018), yaptiklar bir caligmada apelinin iskemik inmede Gai/Gaq-CK2

sinyalini aktive ederek néronal apoptozu hafiflettigini gostermislerdir.
2.4.2.7. Beyin Hasar1

NoOronal apoptoz subaraknoid kanama sonrasi meydana gelen beyin hasarinda

onemli Ol¢iide rol oynar. Tim felglerin %5’ini olusturan anevrizmal subaraknoid
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kanama yiksek mortalite ve morbidite oranlart ile iliskilidir (Macdonald ve Schweizer
2017).

Subaraknoid kanamadan sonraki ilk 72 saat i¢cinde meydana gelen erken beyin

hasar1, kanamadan sonra goriilen norolojik eksikliklere ve kotii sonuglara neden olur

(Cahill ve ark. 2006).

Noronal apoptozun subaraknoid kanama sonrasi beyin hasariin gelisiminde
onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Cassidy ve Cramer 2017).
Apelin 13'lin gesitli beyin hasarlarini1 takiben noroprotektif ve antiapoptotik etkilere

sahip oldugu belirtilmistir (Boal ve ark 2016).

PI3K / Akt yolagmin aktivasyonunun noronal Sagkalimda onemli bir rol
oynadig1 iyi bilinmektedir (Zhuang ve ark. 2011). Apelin 13'iin si¢an vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde PI3K / Akt sinyal yolunu aktive edebilecegini gostermistir (Liu ve ark.
2015).

Yapilan bir arastirmada, GLP-1 aktivasyonunun subaraknoid kanamada
noronal 6limii azaltabilecegi (Xie ve ark. 2018), apelin 13'Un toplam plazma GLP1
konsantrasyonunu 6nemli olglide arttirabildigi gosterilmistir (Wattez ve ark. 2013).
Plazma apelin konsantrasyonlarinin yasla birlikte azaldigi, boylece yash siganlarda
konsantrasyonlarinin erigkinlerinkinin yarist kadar oldugu bildirilmistir (Sauvant ve

ark. 2014).

Endoplazmik retikulum stresi subaraknoid kanama sonras1 néronal apoptozda
blytk bir rol oynar (Zhao ve ark. 2018). Apelin-13’iin endoplazmik retikulum stres
aracili apoptozu ve subaraknoid kanama sonrasi beyin hasarini azalttigi rapor
edilmistir (Xu ve ark. 2018). Liu ve ark. (2019), yaptiklar1 bir ¢alismada apelin-13’iin
noronal apoptozu baskilayarak beyinde olusabilecek hasari hafiflettigini

gostermislerdir.
2.4.2.8. Norotropik Agrt

Omurilik yaralanmasin takiben olusan néropatik agri diinya ¢capinda énemli
bir klinik sorundur (Clark ve ark. 2010). Parapleji, hiperaljezi ve noropatik agri

semptomlariyla iligkilidir (Nogueira ve ark. 2012). Bu semptomlar uzun slire devam
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eden, psikolojik ve sosyal agidan kotii yasam kalitesine neden olan komplikasyonlara
sebep olur (Clark ve ark. 2010).

Omurilik hiicre apoptozu 6nde gelen nedenlerden biridir (Liu ve ark. 2015).
NoOropatik agri iizerine yapilan arastirmalarda, hiicreleri apoptoza kars1 korumak i¢in
noroprotektif ajanlara odaklanilmistir (Kakinohana ve ark. 2011; Bai ve ark. 2012).
Zhao ve ark. (2011), omurilik yaralanmasini takiben diisiik apelin ekspresyonunun
apoptoza bagli noronal 6liimii tetikledigini gostermislerdir. Apelin’in i¢ organlarda
analjezik etki gosterdigi bildirilmistir (Lv ve ark. 2012). Apelinin siganlarda omurilik
yaralanmasindan sonra ndropatik agriy1 hafiflettigi belirtilmistir (Hajimashhadi ve ark.
2017).

2.5. NGrogenez

Yetiskin noérogenezi beyinde yeni noronlarin dretilmesidir. NOrogenez
progenitor hiicrelerin ¢ogalmasiyla baslayan, fizyolojik olgunlasma ve ndronal
karakterin kazanilmasi ile devam eden, yeni fonksiyonel 6zellik kazanmis olan entegre
bir néronun varhigiyla sona eren karmasik bir siireci ifade eder (Balu ve Lucki 2009).
Insanlar dahil olmak iizere birgok tiirde, hipokampusta bulunan dentat graniil hiicre

tabakasi yetigkin yasam1 boyunca norogenez gosterir (Aberg ve ark. 2000).

Norogenez en yliksek aktivitesini embriyonik gelisim sirasinda gosterir
(Kandel 2006). Orta-adolesan doneme denk gelen 35 giinliik fareler tizerinde yapilan
bir ¢alismada her ay 250.000 kadar yeni DG hiicresi veya % 6 oraninda graniil hiicre
populasyonunun dretildigi rapor edilmistir (Cameron ve Mckay 2001). 60 gunlik
farelerde, grandl hiicre uretiminde % 80" lik kay1p ergenlikten geng eriskinlige kadar
g0zlenir bu da graniil hiicre popiilasyonunun yaklagik %0.4 ila %]1’inin geng ve orta
yaslarda aylik olarak iiretildigini gosterir (Vyas ve ark. 2002). Bununla beraber 6n
beyin SVB’de ve hipokampal DG’de nérogenez hem insanlarda hem de kemirgenlerde
yasam boyunca devam eder (He ve Crews 2007). Yapilan calismalar farkli
antidepresan ila¢ siniflarinin DG alt bolgesinde ndrogenez seviyelerini arttirdigini

gostermistir (Jessica ve ark. 2000).
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2.5.1. Hipokampal N6rogenez

Hipokampal nérogenez, yasam siiresince noral kok hiicrelerden farklilasarak
yeni fonksiyonlar kazanmis olan noronlarin iretim siirecidir. Norojenik nis terimi,
noral oncii ve kok hiicrelerinin rejenerasyon ve baskalasim gecirerek glial ve noéron
hiicrelerine doniisebildigi lokal ¢evreyi tanimlar. Hipokampal DG'nin SGB'si yetiskin
beyninde var olan iki norojenik nisten biridir (Zhao ve ark. 2008). Yeni ndron
olusumunun yetigkin siganlarda beynin hipokampus bolgesinin DG'sinde olustugu ilk
kez 1965 yilinda Altman ve Das tarafindan gosterilmistir (Altman ve Das 1965).
Norogenezin fonksiyonel roliinii arastiran ¢alismalar bu Oncii aragtirmadan sonra hiz
kazanmistir. Yetigskin hipokampal norogenezi, SGB'de noral progenitor hicrelerin
proliferasyonu ile baslar (Zhao ve ark. 2006). Cok az sayida ndral progenitor hiicre

gliaya farklilagirken, birgogu DG'deki grandler hiicrelere doniisiir.

Yeni dogan DG hiicrelerinin noral farklilagsmas1 ve DG’de bulunan glial hiicre
tabakasina gogili yasamin ilk haftasinda baslar (Aimone ve ark. 2010). Bu hiicreler sinir
agma heniiz entegre degillerdir ve aktivasyonlarini y-aminobiitirik asit ile saglarlar
(Pontes ve ark. 2013). Ikinci haftada, hiicrelerin molekiiler tabakaya uzanan
dendritleri, hilustan CA3'e uzanan aksonlar1 yosunsu lifleri olusturur ve bdylece ndron
benzeri Ozelliklere ulasir. Bununla birlikte, membranlarinda bulunan direnglerinin
yuksekligi nedeniyle hala tam olarak olgunlasmamis noronlardir. Ayrica, molekiiler
katmanda yetersiz sayida dendritik dikenler icermeleri sebebiyle glutamaterjik

girdileri alamazlar (Aimone ve ark. 2010).

Hipokampal nérogenez, in vivo ve in vitro olarak birden fazla faktor tarafindan
diizenlenir, bunlar arasinda tropomiyosin reseptor kinaz B'ye (TrkB) yiiksek afiniteli
baglanma gosteren beyin kaynakli notrofik faktdr (BDNF) ile depresif bozuklugu olan
hastalarda kritik rol oynar (Castrén ve Kojima 2017). BDNF nin ekspresyon diizeyi,
norodejeneratif hastaliklarda lezyonlarin siddetini yansitir ve eksikligi yenidogan
graniil hiicrelerinin proliferasyonunu azaltir (Begni ve ark. 2017). NOrogenez ve
noroplastisite hafiza ve Ogrenme gibi farkli siireclerde rol alan anahtar
mekanizmalardir (Chesnokova ve ark. 2016). Hipokampal nérogenezde eksiklik
anksiyete davranigini arttirir (Revest ve ark. 2009). Hipokampusun sinir kok hicreleri,
O0grenme, hafiza ve ruh hali ve bunlarla iliskili hastaliklar dahil olmak iizere, hemen

hemen her fonksiyonda rol almaktadir (Balu ve Lucki 2009) .
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2.5.2. Hipokampal Norogenez ve Anksiyete

Anksiyete, patolojik korku bi¢imidir. Klinik psikiyatride en sik rastlanan
patoloji olup, tiim psikiyatrik bozukluklarin yaklasik %30'unu olusturur (Kessler ve
ark. 2005).

Hipokampal nérogenezin baslarda beyin gelisimi ile sinirli olduguna inanilmis
ancak devam eden arastirmalarda ndrogenezin devam ettigi kesfedilmistir. Nérogenez
insanlar da dahil olmak {izere yetigkin sicanlarin beyninde farkli bolgelerde
devamliligini siirdiiriir (Abrous ve ark. 2005). Nérogenezde yasam boyunca DG i¢ine
granul hcrelerinin eklenmesi s6z konusudur. Bu hiicreler DG’nin subgraniiler
bolgesinde (SGB) yer alan oncii hiicrelerden iretilir ve ¢ogalma, olgunlasma, hayatta
kalma oranlar yas, stres, egzersiz ve antidepresanlar gibi ¢evresel kosullardan etkilenir

(Praag ve ark 2005; Dranovsky ve ark. 2011).

Norogenez, anksiyete ve depresyonda oldugu gibi stres hormonlarina uzun stire
maruz kaldiginda inhibe olur (Revest ve ark. 2009; Snyder ve ark. 2011; Gold 2015).
Yetigkin yasami boyunca hipokampusta yeni néronlarin artisinin kaygi davranigini
baskiladigina inanilmaktadir (David ve ark. 2009). Hipokampus sadece bilissel
islevlere dahil degildir, ayn1 zamanda duygusal beynin kilit yapisidir (Revest ve ark.
2009). Bu yap1 duygusal durumlarin diizenlenmesinde biiyiik rol oynar ve ozellikle

kaygi durumlarmin modiilasyonu ile iliskilendirilmistir (Bannerman ve ark. 2004).

Hipokampal norogenezde azalmanin anksiyete benzeri davramiglarda rol
alabilecegi, yetiskin hipokampal nérogenezin artirilmasinin anksiyete ve depresyon
benzeri davraniglarin azaltilmasi i¢in yeterli oldugu rapor edilmistir (Hill ve ark.
2015).

Stres yanitinin olusumunda HPA aks1 6nemli rol oynar. Anksiyete durumunda
HPA aks mekanizmasinda bozulma meydana geldigi belirtilmistir (Kheirbek ve ark.
2012). Anne yanindan erken donemde uzun siireli ayrilmada HPA aktivitesi artar. Bu
durum erigkinlikte anksiyete davranisina yol agar (Kocabasoglu 2016). Norogenez
anksiyete gelisiminde rol alir, SGB’de iiretilen yeni ndronlar anksiyete regiilasyonuna

katilir (Marques ve ark. 2016).
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Hipokampus strese son derece hassas bir bolgedir ve nérogenezin patolojik
kayginin gelisimiyle baglantili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Sah ve ark. 2012). Kronik
stres, HPA ekseninin aktivitesini degistirmenin yani sira, hipokampal nérogenezi
azaltir ve boylece hipokampusun stres ve anksiyete yanitlarinda yer alan beyin
alanlarin1 modiile etme kabiliyetini zayiflatir. DG'nin SGB’sinde graniil hiicre olma
potansiyeline sahip boliinme 6zelligini koruyan ¢ok sayida ndral progenitor hiicrenin

varligi bilinmektedir (Marques ve ark. 2016).

2.6. Hipokampus

2.6.1. Hipokampus Anatomisi

Ventriculus lateralisin cornutemporale’sinin tabaninda yer alir. Hipokampus
yaklagik 5 cm uzunlugundadir ve seklinin deniz atina benzerligi nedeniyle de
hippocampus (deniz at1) olarak isimlendirilmistir. Limbik sistemin bir parcasi olarak
hipokampus, duygu olusumu ve islenmesi, hafiza ve 6grenme igin biiyiik bir
merkezdir. On kismi, pes hippocampi olarak isimlendirilir ve digitationes hippocampi
ad1 verilen 3-4 adet yuvarlak ¢ikint1 seklinde yapt bulunur. Hipokampusun koronal
kesitine bakildiginda konveks yiizii ventrikiil bosluguna bakan, konkav yiizii ise
hemisferin alt yiziine dogru yonelen C harfini andiran bir yap: goriilmektedir. Alt
ylizde konumlanan bu yarik, sulcus hippocampi seklinde isim almistir. Kisaca
hipokampus, sulcus hippocampi’nin yapilandigi yerde gri cevher yan karincigin cornu

temporalisine giris olusturmasi suretiyle sekillenmistir (Anatomi 2016).

2.6.2. Hipokampal Formasyon

Hipokampus ammon boynuzu, cornu ammonis (CA) ve dentat girus (DG)
denilen 2 ana boéliimden olusmaktadir. CA’nin birincil nodronal hiicre tabakasi
glutamaterjik uyaricit piramidal noronlardan olusur. Piramidal hiicre tabakasi CA
boynuzu boyunca bulunurken, piramidal ndronlar CA1 ve CA3 bolgelerine ayrilan
farkli morfolojik ve genetik ozelliklere sahiptir. CA2, CA1 ve CA3 arasindaki gegis
bolgesini belirtir (Tole ve ark. 1997). Piramidal hiicre onciileri noroepitelden dogarlar
ve radyalglia ile yonlendirilirler, olgunlagmalarini izleyen birkag giin boyunca icten
disa dogru bir sekilde ammonik plakaya go¢ ederler. Piramidal hiicreler, ratlarda
gebeligin son haftasinda nérogenezin pik yapmasiyla beraber olusmaya baglar (Lagali
ve ark. 2010). GABAerjik internoronlar ilk olarak hipokampusa gog¢ eder ve uyarici
noronlardan ©nce fonksiyonel sinapslar gelistirir (Hennou ve ark. 2002). CA3
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piramidal néronlar, CA1 piramidal néronlarla sinaps yapan afferent aksonlar1 uzatir;
bunlar Schaffer kolleteralleri olarak adlandirilir. CA3 piramidal hiicrelerin dendritleri,
postnatal donemde olgunlasmaya devam eder. Bu dendritler yosunsu lifler olarak
adlandirilan DG graniil néronlarinin aksonlarindan sinaptik girdi almaktadir. Granil
hiicreleri, yetiskin hipokampusunda SGB'den uretilmeye devam eder, nérodejeneratif
ve noropsikiyatrik hastaliklar i¢in potansiyel bir terap6tik etkisi olan yetiskin noral kok
hiicre kaynagidir (Hsieh ve Eisch 2010).

Hipokampal formasyonun bir pargasi olan iki ana néron grubu, ekstra
hipokampal baglantilardan sorumlu olan asil ndronlar ve hipokampus iginde lokal
baglantilarin  olusumuna katilan inter ndronlardir (Falougy ve ark. 2008).
Glutamaterjik piramidal ve graniiler néronlar, hipokampusun toplam néron sayisinin
%90'1n1 olustururken, diger %10'u GABAerjik internéronlardan olusmaktadir (Queen
ve ark. 2003). Glukokortikoid ve minerakokortikoid reseptorler, hipokampusun asil
hicrelerinde bol miktarda bulunur ayn1 zamanda duygusal ve biligsel fonksiyonlari
etkiler (Joéls ve ark. 2007).

Hipokampal DG, i¢ ve dis ¢evre hakkindaki temel girdiyi, entorhinal
korteksten (EK), perforan yoldan alir. DG’de bulunan graniil hiicrelerinin aksonlari,
CA3 bolgesine uzanir. CA1 bdlgesi, intrahippokampal trisinaptik donguideki son
asamay1 temsil eder ve schaffer kollateralleri olan CA3 piramidal hiicre aksonlarinin
ana hedefidir. CAl'den subiculuma ve EK giden yol ana hipokampal ¢iktisini olusturur
(Freund ve Buzsaki 1998). Hipokampustaki bu sinir agi, belirli kortikal bolgelerden
elde edilen duyusal bilgilerin hipokampusa EK yoluyla girdigi kapali bir devreyi
temsil eder (Zaletel ve ark. 2016).
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Sekil 2.3. Hipokampusun trisinaptik dongisi. Medial ve lateral perforant yollarla DG’ye giren sinyal,
EK’den koken alir. (1) Sinyal daha sonra graniil hiicrelerinin aksonlar1 vasitasiyla CA3 piramidal
ndronlara (2) ve daha sonra schaffer kollaterali vasitasiyla CA1 piramidal hiicrelere aktarilir. (3) Bilgi

dongiiden ¢ikar ve tekrar entorhinal korteksten gegerek koken aldigi yere doner (Zaletel ve ark. 2016).

2.6.3. Hipokampus ve Anksiyete

Hipokampus limbik sistem icerisinde bulunan amigdala, hipotalamus, serebral
korteks bolgeleriyle bircok farkli yoldan baglanti kurarak davraniglarin ortaya
¢ikmasinda ve diizenlenmesinde rol oynar (Guyton 2013). Hipokampus, beynin hafiza
olusumunu ve ogrenilen davraniglart kontrol etmesini saglayan birincil bolgedir

(Lagali ve ark. 2010).

Her tirli duyusal uyaran hipokampusu aktive etmektedir. Bu nedenle
hipokampus 6grenme ve hafiza gibi normal; stres, anksiyete ve depresyon gibi
patolojik davranigsal durumlarin diizenlendigi 6nemli merkezlerden birisi olarak kabul
edilmektedir (Kenney ve Gould 2008). Hipokampus davraniglarin diizenlenmesinin
yani sira bilgi islemede ve hatira olusumunda da rol oynar (Malberg ve ark. 2000;
Bannerman ve ark. 2004; Surget ve ark. 2011). Hipokampus anksiyete semptomlarinin
olusumunda rol alan hipotalamus ve korku belirtilerinin olusumunun sekillendigi
amigdala ile noronlar araciligiyla iletisim kurar (Uzbay 2004). Dorsal alt bolgenin
mekansal 6grenme ve hafizada rolii oldugu ventral alt bolgenin ise kaygi ile ilgili

davraniglarda rol oynadigi ileri siiriilmistiir (Bannerman ve ark. 1999).

Insanlarda hipokampus, gebeligin dokuzuncu haftas1 itibariyle serebral

hemisferlerin orta kisimlarinda goriilebilir. Hipokampusta meydana gelen gelisim
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hasarmin sonucu noropsikiyatrik hastaliklar olusabilir (Sobotta 2015). Psikiyatrik
hastaliklarda strese cevap sisteminin ana bileseni olan HPA’nin asir1 aktivasyonunun
bilissel performansta hipokampal bozulmaya yol agabilecegi gosterilmistir (Beluche
ve ark. 2010). Hipokampus ve serebral kortekste yliksek oranda ifade edilen BDNF,
ruh hali ile iligkili bozukluklar sirasinda patofizyolojinin diizenlenmesinde dnemli bir
rol oynar (Alshogran ve ark. 2018). Depresyon ve anksiyetesi bulunan hastalarda

hipokampus dokusunda atrofi ve néronal kayip oldugu saptanmistir (Sheline ve ark.
1996).

2.6.4. Amigdala ve Anksiyete

Amigdala terimi ilk kez 1819'da Anatomist Burdach tarafindan insan temporal
korteksinin derinliklerinde bulunan badem sekline benzer yapidaki hiicre kiitlesini
tamimlamak i¢in kullamlmistir (Davis ve Whalen 2001). Yapisi, bazolateral
cekirdekler ve farkli fonksiyonlara hizmet eden diger beyin bdlgeleri ile belirgin
anatomik baglantilar1 olan merkezi ¢ekirdek dahil olmak Uzere birgok alt ¢ekirdekten
olusur (Kim ve ark. 2011). Beyinde bulunan yapilar igerisinde talamus, hipotalamus,
hipokampus, pineal bez, hipofiz ve amigdala gibi 6énemli néroanatomik olusumlari
iceren limbik sistem, bellek ve duygudurum degisikliklerinden sorumlu 6nemli bir
bolgedir (Uzbay 2004). Amigdala, anksiyete ve korku duygusunun meydana
gelmesinde rol alan 6nemli olusumlardan bir tanesidir (Davis ve ark. 1994). Amigdala
davraniglarla ilgili olan bir bilin¢ kismi olarak kabul edilmekte olup, bireyin etrafinda
olan bitenleri ve anlik olarak diigiinceleri limbik sisteme gonderir. Amigdalanin
uyarimi, korku, ceza, 6tke gibi cesitli yonlerden davranis degisikliklerine sebep olur.
Tim bunlar géz 6nlinde bulunduruldugunda, amigdalanin, ¢cevrede meydana gelen
olaylara kars1 bireylerde bir ¢esit davranis cevabi olusturmasina yardimer oldugu

varsayilmaktadir (Guyton 2017).

2.7. Deneysel Anksiyete Modelleri

Hayvanlarda olusturulmak istenen anksiyete icin farkli stresor yontemler
bulunur. Bunlardan bazilar1 sosyal izolasyon, egimli kafesler, yiiksek ortamda
barindirilma, farkl derecelerde 1siklandirilmis ortamlardir. Uygulanan bu stresorlere
karst sosyal etkilesimde azalma, korku, irkilme gibi davramis degisiklikleri

gozlemlenir (Aykac ve ark. 2015).
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Davranis tiizerine yapilan hayvan c¢alismalarinda genel olarak hayvanin
lokomotor aktivitesi, stres altinda verdigi yanit ve 6grenme becerisi 6l¢iilmektedir,
insanlar lizerinde etik ve benzeri durumlarda calisma yapilamadiginda hayvan

modelleri kullanilir (Kalueff ve Tuohimaa 2004).

2.7.1. Sosyal Izolasyon

Kiigiik sosyal aglar, nadir kurulan sosyal temaslar, yalniz yasamak ve sosyal
aktivitelere katilim eksikligi, sosyal izolasyonu tanimlamak i¢in kullanilan kriterlerdir
(Cornwell 2012). Ratlarda adolesan donem, dogumdan sonra gegirilen 28. ila 42.
giinler arasina tekabiil eder (Spear 2007). Ergenlik déneminde sosyal ve cevresel
etkilerin hayati bir rol oynadigi iyi bilinmektedir. Sosyal izolasyon, bireyler arasi
iletisim kopukluguna sebep olur. Sosyal izolasyon modeli, kemirgenlerde depresyon
benzeri bir durumun iyi bilinen deneysel bir modelidir. Sosyal izolasyon deney
hayvaninin annesinden ve yasadigi sosyal c¢evresinden ayrilip, ayr1 kafes ve ayri
odalarda tekli barindirilmasi ile olusturulan bir modeldir. Bazi ¢alismalarda hayvan
tekli barindirilmak yerine giinde 4 veya 6 saat ayr1 bir kafeste ve odada barindirilarak
bu siire sonunda tekrar anne yanina veya yasadigi sosyal ¢cevreye donmiistiir (Chida ve
ark. 2005). Sosyal izolasyon uygulanmasi i¢in konan kafeslerde bulunan siganlar,
haftada 1 defa olmak (zere temizlenmek iizere ele alinir (Duman 2002). Sosyal
izolasyon stresi, stres kaynagmin uygulanma siiresi, hayvanin yasi ve cinsiyeti gibi
cesitli faktorlerden etkilenir (Xiao ve ark. 2018). Sosyal izolasyonda, izolasyonun
meydana geldigi déonem Onem arz eder. Erken yaslarda maruz kalinan sosyal
1zolasyon, yetiskin donemde depresyon ve anksiyete gibi bozukluklarin olusup devam
etmesine neden olabilir (Barrientos ve ark. 2003). Stres, basta limbik sistem olmak
Uzere, beyinde bulunan ve énem arz eden birgok bolgede noronlarin yapilarimi bozup,
normal fonksiyonlarin1 yapamayacak hale getirerek, nérohumoral mekanizmada
onemli Olgiide problem olusturan g¢evresel bir faktordiir. Stresin meydana gelisi,
depresyonda oldugu kadar anksiyetenin olusmasinda da 6nemli bir etkendir (Vyas ve
ark. 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calisma, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan temin edilen Wistar Albino tiirti erkek
sigan iizerinde gergeklestirilmistir. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
23.02.2018 tarihli ve 2018-011 karar sayisi ile onaylanmistir ve ¢aligmadaki biitiin
uygulamalar etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Davranis

deneyleri 8 hafta boyunca ger¢eklestirilmistir.

Calismada toplamda 44 adet, agirliklar1 55-65 gr gram arasinda degisen Wistar
Albino cinsi erkek sican deney hayvanlari kullanilmistir. Sicanlardan kontrol grubu
birlikte, sosyal izolasyon grubundakiler ise ayri kafeslerde olacak sekilde ve deney
boyunca 22+ 1 oda sicakliginda, 12 saat aydinlik/karanlik olacak sekilde
barindirilmigtir. Kafeslerin temizligi her hafta yapilmis ve altlik olarak talas
kullanilmistir. Hayvanlarin yemleri standart (pellet) yemi seklinde, sulari ise 6zel

siselerinde musluk suyu olarak verilmistir.

Sicanlarin hepsi 3 haftalik siiren laktasyon doneminin ardindan 1 hafta daha
annelerinin yaninda birakildiktan sonra, 28. glinlerinde annelerinin yanindan alinmis
ve biri kontrol digeri sosyal izolasyon olmak uzere rastgele olarak 2 grup halinde
ayrilmistir. Bu gruplar hazirlanirken, gruplara ayni anneden dogan ratlarin
gelmemesine 6zen gosterilmistir. Daha sonra bu gruplar da kendi aralarinda serum
fizyolojik ve apelin uygulanan grup olmak {izere 2 gruba ayrilmistir. Siganlarin
agirliklar1 anneden ayrildiktan sonra kafeslere dagilim oOncesinde ve davranis
deneylerinin oncesinde kaydedilmistir. izole kafeslere konan hayvanlarin gevre ile
iletisimini engellemek adina kafeslerin etrafi kaplanip her birinin igine birer rat olacak
sekilde hayvanlar yerlestirilmistir. 8 hafta boyunca, ayn1 odada bulunan farkli raflarda
bu sekilde tutulmustur. Bu sayede ortamda bulunmasi gerekli olan 151k, koku ve ses
kosullar1 saglanmistir. Kontrol grubunda olanlar ise standart kafes kosullarinda
barindirilmistir. Altlarin1 degistirmek amaci ile haftada yalnizca 1 defa ele alinmistir,

bunun disinda hayvanlarla herhangi bir temas kurulmamaistir.
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Caligsma gruplar asagida sekilde diizenlenmistir.

Gruplar:

Kontrol (n=11): Sosyal izolasyon uygulanmayan siganlardan olusturuldu.

Apelin (n=11): Sosyal izolasyon uygulanmayan ve apelin infiizyonu yapilan grup.
Sosyal Izolasyon (Si, n=11): Hayvanlara 8 hafta boyunca SI uyguland.

Sosyal izolasyon+Apelin (Si+A, n=10): 6 hafta boyunca uygulanan Si sonrasinda
deri alt1 yolla 2 hafta boyunca apelin infiize edildi. SI, apelin inflizyonu déneminde de

uygulandi.

3.2. Davranis Testleri

Hayvanlarin  anksiyete  davramiglart  ve  lokomotor  aktivitelerini
degerlendirebilmek icin AAT, AKT ve YAT kullanilmistir. Testler, birbirini izleyen
gunlerde sabah 09:00-12:00 arasinda yapilmistir. Hayvanlarin test ortamina

alisabilmesi agisindan teste tabi tutulmadan yaklasik yarim saat 6nce odaya alinmastir.

3.2.1. Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

YAT diizenegi yazilim programina (Ethovision Video Tracking System XT11,
Netherlands) tanmitilmig ve agik kollar, kapali kollar, merkez olacak sekilde bolgeler
isaretlenmistir. Hayvanin basi acik bolgeye bakacak sekilde hep aymi ydnden
birakilmig ve 5 dakika boyunca deneye tabi tutulmustur. Bu sire igerisinde agik ve
kapali kollara giris sayilari, agik ve kapali kollarda gegirdigi siireler kaydedilmistir.

Her deney bitiminde aparatlar %10’luk etil alkol ile silinmistir.
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Sekil 3.1. Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegi.

3.2.2. Acik Alan Testi

Hayvan, AAT i¢in 6zel kullanilan yazilim programina (Ethovision Video
Izleme Sistemi XT11, Hollanda) tanitilmistir, isaretlenmistir, tim deney program
araciligi ile kaydedilmistir. Her hayvan 5 dakikalik siire¢ basinda aparata ayni
kenardan birakilmistir ve bu siire icerisinde merkezde kalma suresi, hiz, mobilite siiresi
ve immobilite siiresi hesaplanmistir. Ayni1 zamanda deney siiresince gézlemleyerek
stislenme sayisi, sahlanma sayisi ve defekasyon sayilari da hesaplanmigtir. Testler,
hayvanlarin fizyolojik kosullar1 goz 6niinde tutularak giin iginde 09:00- 12:00 saatleri
arasinda yapilmistir. Her deneyin bitiminde aparat %10’luk etil alkol ¢ozeltisi ile

temizlenmistir.
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Sekil 3.2. Agik alan test diizenegi.

3.2.3. Aydinlik Karanlik Kutu Testi

Hayvanlar, AKT i¢in 6zel kullanilan yazilim programina (Ethovision Video
Izleme Sistemi XT11, Hollanda) tamitilmistir, kirmiz1 nokta ile isaretlenmistir, tim
deney program araciligi ile kaydedilmistir. Her hayvan 5 dakikalik siire¢ basinda
aparata ayni kenardan birakilmistir ve bu sure icerisinde aydinlik ve karanlik kutuda
gecirdigi sireler, aydinlik kutudan karanlik kutuya giris sayisi, karanlik Kutudan

aydinlik kutuya giris sayist hesaplanmstir.
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Sekil 3.3. Aydinlik karanlik kutu test diizenegi.

3.3. Ozmotik Pompa

Alzet marka ozmotik pompa, saatte 0,11-1 pl salinim yapabilen, ¢aligma
prensibi ozmotik basing farkina dayanan bir pompadir. En igte ilag, ortada ozmotik
tabaka, en dista yar1 gegirgen zara sahip, toplamda 3 tabakali bir sistemdir. Ozel
kapsiilii yardimiyla, hazirlanan ilag sollsyonu en i¢ tabakaya enjekte edilir. Ozmotik
pompa subkutan olarak yerlestirildiginde, disardan su emilimi baslar ve su ozmotik
tabakay1 genisletir. Bu genislemeyle beraber ilag rezervuari sikismaya baglayarak

ilacin kontrollii salinim1 gerceklesmeye baslar.

Agent Osmotic Semipermeable Impermeable Flow
Layer Membrane Reservoir Maoderator

Sekil 3.4. Ozmotik pompa (http://www.alzet.com/products/ALZET Pumps/howdoesitwork.html).

3.4. Hayvanlarin Hazirlanmast

Siganlara intramiiskiiler yolla 75 mg/kg ketamin ve 10 mg/ksilazin verilerek

anestezi uygulandi. Siganlarin tam olarak anesteziye girip girmedigi parmak kistirma
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testi ve fizyolojik yanitlarin degerlendirmesiyle kontrol edildi. Hayvanlar anesteziye
girdiklerinde enseleri traslandi, tum sterilizasyonlar1 saglanarak ozmotik pompalarin

subkutan yerlestirilmesi amaciyla ameliyat masasina alind.

Hayvanlar serum fizyolojik ve apelin uygulama grubu olmak Uzere 2 gruba
ayrildi. Serum fizyolojik ve apelin uygulamas1 icin 0ozmotik pompalar prosedure uygun
sekilde yerlestirildi. Ense derisinin sterilizasyonu saglandiktan sonra ufak bir kesi
yardimiyla genisletildi. Pompalar olabildigince derine konularak olusturulan insizyon,
3.0 ipek siitiir ipligi ile dikilerek kapatild1 ve Uzerine antibakteriyel etki olusturmasi

acisindan fusidik asit lokal olarak tatbik edildi.

Kullanilan ozmotik pompalar 200 pg rezervuar hacminde, 5 pl/saat/hafta iSV
infiizyonuna sahipti. Ozmotik pompalarin igerisinden ¢ikan kiint uclu igne
kullanilarak, sham kontrol grubuna serum fizyolojik, deney grubu icin apelin-13
pompa icerisine dolduruldu ve ucunda kaniilii olan kapagi kapatilarak kullanima hazir
hale getirildi. 15 giin siire ile apelin grubundaki hayvanlara (kontrol ve Si) hazirlanan

ozmotik pompalar ile apelin uygulamasi gerceklestirildi.

3.5. Deneyin Sonlandirimasi Ve Dokularin Toplanmasi

Uygulamadan 15 gin sonra hayvanlar dekapite edildi, gen ekspresyon
analizlerini yapmak amaciyla kontrol (K; n=6), apelin (A; n=6), sosyal izolasyon (SI;
n=6) ve apelin + sosyal izolasyon (SI+A; n=6) gruplarina ait sicanlarin beyin dokulart
hizla ¢ikarilarak hipokampus ve amigdala bolgeleri disekte edilmis ve sivi azotta

hemen dondurularak gen ekspresyon analizleri i¢in -80 °C’de saklandi.

Dekapitasyon islemi tamamlaninca yerlestirilmis olan ozmotik pompalar
icerisinde bulunan ¢ozeltilerin miktarima bakilarak pompalarin uygun sekilde

fonksiyon gosterip gostermedigine bakildi.
3.6. Gen ekspresyon analizleri

3.6.1. Doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirilmesi igin hipokampus ve amigdala
dokularindan TRIzol yontemi ile RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Doku
orneklerinin homojenizasyon islemi 1000 pl TRIzol icerisinde gerceklestirilmistir.

Homojenatlar oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmig, daha sonra 200 pl
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kloroform eklenerek ve kisa bir vorteks isleminin ardindan tekrar oda sicakliginda 15
dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra drnekler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast RNA’y1 iceren iist faz yeni ependorf tiiplere
aktarilmis ve tizerlerine 500 pl izopropanol eklenmistir. Daha sonra ependorflar birkag
kez alt iist edilecek ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
ornekler 10 dk 12000 g’de +4 °C’de santrifiij edilerek olusan RNA peletinin dibe
¢okmesi saglanmistir. Siipernatant kismi atilip peletin zerine 1 ml % 75 etanol
eklendikten sonra ependorflar alt iist edilmistir. Yikama isleminin ardindan 12000 g’de
10 dk +4 °C’de santrifiij yapilmis ve siipernatant kisim uzaklastirilmistir. Olusan pelet
5-10 dk oda sicakliginda kurutulduktan sonra 50 pl niikleaz free su ile
cozundirdlmistiir. Elde edilen RNA ornekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de

saklanmustir.

3.6.2. Total RNA 6rneklerinin kalite kontrolu

Total RNA orneklerinin konsantrasyonu ve Kkalitesinin tayini spektrofotometrik ve
agoroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Fenol, protein ve genomik DNA
(gDNA) kontaminasyonlarini belirlemek amaciyla nanodrop cihazina 1 pl RNA
orneginden yliklenip, A260/A280 ve A260/230 oranlar1 degerlendirilmistir. UV
Olclmleri A260/A280 icin 2+0,1 ve A260/A230 igin 2,0-2,4 arasinda olan RNA
ornekleri analizlerde kullanilmistir. RNA Orneklerinin kalitesinin belirlenmesi
amaciyla 1pg/10ul konsantrasyonundaki RNA {izerine 6X yiikleme boyasindan 2 pl
konularak %1°lik agaroz jel elektroforez sonrasi ethidium bromiir (EtBr) ile boyanan
RNA bantlarimin  kalitesi UV-transliminator (zerinde go6zle ve gorlntileme

sisteminden alinan resim ile degerlendirilmistir.

3.6.3. Total RNA drneklerinin gDNA kontaminasyonunun temizlenmesi
Spektrofotometrik  sonuglar dogrultusunda, olast gDNA  kontaminasyonunun
giderilmesi amaciyla DNAse-I (BioLabs) enzim reaksiyonu iiretici firmanin
talimatlarma goére uygulanmigtir. Bu protokole gore 10 pg total RNA, DNAse-I
reaksiyon karigimi ile 100 pl total hacime tamamlanmistir. RNA 6rnekleri, lizerine 2
U DNAse-I enzimi konularak 37 “C’de 10 dk bekletilmistir. Reaksiyon durdurulmasi
amaciyla 1 pl 0,5 M EDTA ilave edilerek 75 “C 10 dakika inkiibe edilmistir.

30



3.6.4. Reverze Transkriptaz (RT) reaksiyonu

Kalite kontrolii yapilmis olan RNA oOrneklerinden iiretici firmanin protokolii
kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Kisaca, 2png/20ul total RNA’dan tek zincir cDNA
uretilmesi icin 1ul Oligo dT ve 1ul Random hekzamer 2ug/20pl total RNA (zerine
ilave edilerek su banyosunda +70°C 5 dakika bekletildikten sonra 8ul 5X cDNA
reaksiyon karistmi, 2 pul RNAse inhibitorii, 4ul dNTP ilave edilerek +25°C su
banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 2l Reverse Transkriptaz enzimi ilave
edilerek once +25°C 10 dakika sonra +37°C 60 dakika su banyosunda inkiibe
edilmistir. Reaksiyon +70°C su banyosunda 10 dakika bekletilerek durdurulmustur.

Elde edilen cDNA 6rnekleri daha sonra kullanilmak iizere - 20 °C’de saklanmistir.

3.6.5. Gergek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon kantitasyon analizi, ger¢ek zamanli PZR cihazi
(Bio-Rad CFX Connect Gergek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak yapilmistir.
Reaksiyon icin ¢ift iplikli DNA’ya baglanan bir boya olan SyberGreen kullanilmistir.
Kisaca, 2X SyberGreen master miskten 10 pl, forward primerden 5 pmol, reverse
primerden 5 pmol (Tablo 3.1.), 2 ul cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde
ddH20 ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Reaksiyonun 1s1 profili, +95 °C 10 dk, 40 dongii (95 °C 30 sn, 60 °C 30 sn, 72 °C 30
sn) olacak sekilde kullanilomis. Ayrica 95 °C 1 dakika 1sitilip, 55 “C’ye diisiiriilen 1s1
95 °C’ye kadar tekrar kademeli olarak arttirilarak melting curve (erime egrisi) analizi
gerceklestirilmistir. Ger¢ek zamanli PZR cihazindan elde edilen Ct (esik dongiisii)
degerleri kayit edilmistir. Ger¢ek zamanli PZR’den elde edilen iirlinlerin dogru {iriin
oldugunu teyit etmek amaciyla iirlinler % 2’lik agaroz jelde 120 voltta 30 dk
yuriitiilmistiir.

Tablo 3.1. gPZR analizlerinde kullanilan genlerin primer dizileri

Gen Primer dizileri (5°->3°) Uzunluk

APELIN ACAGCTAACCACTTGGAGAGT 166 be
GCTGGCTGGAGAGAGTGAG

APS GCACTTTGCAGCCAACTTCTT 168 be
ACGTGAGCAGACACATCTT

BDNF CTGAGCGTGTGTGACAGTATTA 153 be
GGGATTACACTTGGTCTCGTAG

NEURITIN TCGCGGTGCAAATAGCTTAC 152 bg
CGGTCTTGATGTTCGTCTTGTC
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NESTIN CACACCTCAAGATGTCCCTTAG 166 bg
AGGTACTGGTCCTCTGGTATC

DCX AGGTACGTTTCTACCGCAATG 137 bg
CTGAGGCAGGTTGATGTTGT

MASH-1 GTTCGGCGGTCGAATACAT 127 bg
GAGTTCAAGTCGTTGGAGTAGTT

PGK1 ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC 104 bg
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC

HPRT1 CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC  122bg
GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

YWHAZ GATGAAGCCATTGCTGAACTTG 120 bg
GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC

3.7. Istatiksel Metod

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik paket
programi kullanilmigtir. Degiskenler ortalama+standart hata ve medyan (maksimum-
minumum) yiizde ve frekans degerleri kullanilmigtir. Verilerin tekrarlanan 6lgtimler
varyans analizine uygunlugu Mauchy’s Kiiresellik testi ve Box-M varyanslarin
homojenligi testi ile degerlendirilmistir. Ortalamalarin karsilastirmalari i¢in faktoriyel
dizende faktorlerden biri tekrarlanan Ol¢iimler varyans analizi kullanilmistir. Eger
parametrik testlerin (faktoriyel dizende tekrarlanan 6lclimler varyans analizi) 6n
sartlarin1 saglamiyorsa serbestlik derecesi diizeltmeli Greenhouse-Geisser (1959), ya
da Huynh-Feldt (1976) testlerinden biri kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar ise
diizeltilmis Bonferroni testi ile gergeklestirilmistir. Degiskenler normallik,
varyanslarin homojenligi 6n sartlarinin kontrolii yapildiktan sonra (Shapiro Wilk ve
Levene testi) degerlendirilmistir. Veri analizi yapilirken, iki grup karsilagtirmasi i¢in
Bagimsiz 2 grup t testi (Student’s t test), on sartlar saglamadiginda ise Mann Whitney-
U testi, li¢ ve daha fazla grup karsilastirmast i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi ve ¢oklu
karsilagtirma testlerinden Tukey HSD testi ile saglanmadiginda ise Kruskal Wallis ve
¢oklu Kkarsilastirma testlerinden Bonferroni-Dunn testi kullanilmistir. Testlerin

anlamlilik diizeyi i¢in p<0,05 ve p<0,01degeri kabul edilmistir.

Gen ekspresyon verilerinin analizinde oncelikle ¢alismaya konu olan biitiin genlerin
ekspresyon diizeylerini ifade eden Ct degerleri PGK1, HPRT1 ve YWHAZ referans
genlerin Ct degerleri ile normalize edilerek 202V degerleri tespit edilmistir. Kontrol
ve deneme gruplart arasinda gen ekspresyonu farkliklari ile igin 2022 yontemi ile

tespit edilmistir. Kontrol ve deneme gruplari arasinda gen ifadesinde gozlenen
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farkliliklar kat artig1 olarak “RT? Profiler™ Pcr Array Data Analysis” olarak isimli
web tabanli program (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
kullanilarak hesaplanmistir. Gruplar arasi karsilastirma “RT? Profiler™ PCR Array
Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis testleri

4.1.1. Acik Alan Testi
4.1.1.1. Sosyal Izolasyon Sonrasi

AAT’de, sosyal izolasyon sonrasi tiim gruplarda hiz, katedilen mesafe,
mobilite stresi ve immobilite suresi degisimleri, sahlanma sayist ve stslenme
davraniginin  frekans degisim parametreleri ile defekasyon sayist degisimleri
istatistiksel agidan incelenmistir. Calisma gruplarinin diizeyleri aritmetik ortalama +

standart hata (SH) seklinde ifade edilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. S uygulama sonrasi gruplar arasi degerler.

Gruplar Kontrol Apelin SI Si+A
Immobilite 242,4916,69 246,5116,69 275,87+6,69 281,04+7,02
suresi

Mobilite slresi 57,51+6,86 53,49+6,86 24,14+6,86 18,97+7,20

Katedilen mesafe 1042,32+110,96 975,80+110,96 754,40+110,96 758,15+116,37

Merkezde 8,19+2,80 6,27+4,08 5,46+6,18 1,16+2,99
gecirilen siire

Hiz 5,30+0,48 5,00+0,48 4,16+0,48 3,89+0,50
Suslenme sayisi 4,90+0,501 4,72+0,50 2,27+0,50 2,60+0,52
Sahlanma sayis1 6,36+0,80 6,18+0,80 3,81+0,80 4,10+0,84
Defekasyon 2,00+0,48 1,54+0,48 3,90+0,48 3,30+0,51
sayisl

Sosyal izolasyon bitiminde yapilan testlerde, katedilen mesafe kontrol

(1042,32+110,96) grubunda SI (754,40+110,96) grubuna kiyasla yiiksekti ancak

gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05).
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Grafik 4.1. Acik alan testi (SI sonrasi) immobilite siiresi parametresinin gruplar arasinda
kargilagtinlmas1 (AO+SH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin SI: Sosyal
Izolasyon SI+A: Sosyal Izolasyon+ Apelin).

Immobilite siiresi parametresi bakimindan SI (275,87+6,69) grubu, kontrol
grubuna gore (242,49+6,69) daha yilksekti. SI+A (281,04+7,02) grubu, kontrole
(242,49+6,69) gore daha yuksekti (p<0.05) (Grafik 4.1.).
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Grafik 4.2. Agik alan testi (SI sonrasi) mobilite siiresi parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
(AO%SH). *Kontrol grubuna gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal
izolasyon+ Apelin).
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Mobilite siiresi parametresi bakimindan SI (24,14+6,86) grubu, kontrol
grubuna goére (57,51+6,86) daha diisiiktii. SI+A (18,97+7,20) grubu, kontrole
(57,51+6,86) gore daha diisiiktii (p<0.05) (Grafik 4.2.).
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Grafik 4.3. Acik alan testi (SI sonrasi) merkezde gegirilen siire parametresinin gruplar arasinda
karsilastirilmas: (AO+SH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal
[zolasyon SI+A: Sosyal Izolasyon+ Apelin).

Merkezde gegirilen siire incelendiginde kontrol (8,19+2,80) grubuna gore Si
(5,46£6,18) grupta azalma vardi ancak anlamli degildi (p>0.05) (Grafik 4.3.).
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Grafik 4.4. Agik alan testi (SI sonrasi) hiz parametresinin gruplar arasinda karsilastiriimasi (AO+SH).
*Kontrol grubuna gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+
Apelin).
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Si+A (3,89+0,50) grubunun AAT’deki ortalama hizi kontrol (5,30+0,48)
grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0.05) (Grafik 4.4.).
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Grafik 4.5. Agik alan testi (SI sonras) siislenme sayist parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
(AOxSH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin SI: Sosyal Izolasyon SI+A: Sosyal
[zolasyon+ Apelin).

Siislenme sayis1, SI (2,273+0,501) grubunda kontrol (4,909+0,501) grubuna
gore daha diisiikti. SI+A (2,600+0,525) grubun ise kontrol (4,909+0,501) grubuna
kiyasla azalis mevcuttu (p<0.05) (Grafik 4.5.).
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Grafik 4.6. Agik alan testi (SI sonrasi) sahlanma say1s1 parametresinin gruplar arasinda karsilastiriimast
(AO=SH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal
[zolasyon+ Apelin).
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Izole grubunun AAT’deki sahlanma sayist (3,818+0,809) kontrol
(6,364+0,809) grubuna gore diisiik bulundu (p<0.05) (Grafik 4.6.).
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Grafik 4.7. Acgik alan testi (SI sonras1) defekasyon sayisi parametresinin gruplar arasinda
kargilagtirilmas: (AO+SH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin SI: Sosyal
Izolasyon SI+A: Sosyal Izolasyon+ Apelin).

SI grubunun (3,90+0,48) AAT’deki defekasyon sayis1 kontrol (2,00+0,48)
grubuna gore daha yiksekti (p<0.05) (Grafik 4.7.).

4.1.1.2. Apelin ve Serum Fizyolojik Uygulama Sonrast

AAT’de, apelin ve SF uygulamasi sonrasi tiim gruplarda hiz, katedilen mesafe,
mobilite siresi ve immobilite slresi degisimleri, sahlanma sayist ve stslenme
davraniginin  frekans degisim parametreleri ile defekasyon sayisi degisimleri
istatistiksel agidan incelenmistir. Calisma gruplarinin diizeyleri aritmetik ortalamazt

standart hata (SH) seklinde ifade edilmistir (Tablo 4.2.).

38



Tablo 4.2. AAT- Apelin ve SF uygulama sonrasi degerler.

Gruplar Kontrol Apelin Si Si+A
Immobilite suresi 290,87+1,53 291,75x1,53 293,87+1,53 292,53%1,60
Mobilite stresi 9,10+1,53 8,31+1,53 6,13+1,53 7,46+1,60

Katedilen mesafe 423,43+49,8 402,63+49,87 364,55+49,87 382,79+52,31
Merkezde gecirilen 6,68+1,11 4,98+1,11 2,56+1,11 3,27+1,17
sire

Hiz 2,11+0,27 1,69+0,27 1,91+0,27 1,71+0,28
Suslenme sayisi 5,63+0,45 5,36+0,45 2,18+0,45 5,10+0,47
Sahlanma sayis1 4,54+0,55 7,09+0,55 3,45+0,55 5,70+0,57

Defekasyon sayist 2,27+0,44 1,63+0,44 4,09+0,44 1,00+0,46

Apelin ve SF uygulama sonrasi yapilan testlerde gruplarda merkezde gegirilen
stire, mobilite stresi, immobilite siresi, katedilen mesafe ve hiz parametrelerinde

kontrol ve Si gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Grafik 4.8. Acik alan testi (apelin ve SF uygulama sonrasi) sislenme sayis1 parametresinin gruplar
arasinda karsilagtirilmasi (AO£SH). * Kontrol gruba gore (p<0.05). A Sosyal izolasyon grubuna gore
(p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Sislenme sayisi, sahlanma sayis1 ve defekasyon sayisi parametreleri agisindan
kontrol ve SI gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). Siislenme sayis1, SI+A
(5,100+0,474) grubunda SI (2,182+0,452) grubuna gore daha yiksekti. Apelin
(5,364+0,452) grubunda SI (2,182+0,452) grubuna kiyasla artis gozlendi (p<0.05)
(Grafik 9). SI (2,182+0,452) grubunda kontrol (5,636+0,452) grubuna kiyasla diisiiktii
(Grafik 4.8.).
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Grafik 4.9. Agik alan testi (apelin ve SF uygulama sonrasi) sahlanma sayisi1 parametresinin gruplar
arasinda kargilagtirilmas1 (AO£SH). A Sosyal izolasyon grubuna gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin
SI: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Apelin (7,091+0,551) grubunun sahlanma sayis1 Si (3,455+0,551) grubuna
kiyasla daha yiiksekti. Si (3,455+0,551) grubunda ise Si+A (5,700+0,578) grubuna
kiyasla daha diisiiktii (p<0.05) (Grafik 4.9.).
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Grafik 4.10. A¢ik alan testi (apelin ve SF uygulama sonrasi) defekasyon sayisi parametresinin gruplar
arasinda karsilastirilmasi (AO+SH). A: Sosyal izolasyon grubuna gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin
Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).
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AAT’de SI+A (1,00+0,46) grubunun defekasyon sayis1 Si (4,091+0,447)
grubuna gore anlamli 6l¢iide diisiik bulundu (p<0.05) (Grafik 4.10.).

4.1.1.3. Sosyal Izolasyon Uygulama-Apelin ve SF Uygulama Sonrast

Tablo 4.3. Si uygulama- apelin ve SF uygulama sonrasi ayni gruplarin siislenme sayis1 parametresinin
karsilastiriimasi.

Gruplar Kontrol  Apelin Si Si+A
1zolasyon sonrasi 4.90+0,50 4,72+0,50 2,27+0,50 2,60+0,52
Apelin uygulama sonrast  5,63+0,45 5,36+0,45 2,18+0,45 5,10+0,47
p 0,266 0,329 0,889 0,001

Siislenme parametresi bakimindan, sosyal izolasyon, apelin ve SF uygulama
sonrasinda ayni gruplar birbiriyle kiyaslandiginda, apelin ve SF uygulama sonrasi
SI+A (5,100:£0,474) grupta sosyal izolasyon sonras1 Si+A (2,600+0,525) grubuna gore
stislenme say1si artis gosterdi (p<0.05). Diger gruplarin kendi arasinda kiyaslamalarda

anlamli fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 4.3.).
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Grafik 4.11. Agik alan testi (Si-apelin ve SF uygulama sonrasi) siislenme sayis1 parametresinin ayni
gruplar arasinda karsilastirilmasi (AO+SH). * p<0.05 (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon SI+A:
Sosyal izolasyon+ Apelin).

Ayni gruplar arasinda siislenme sayilar1 karsilastirildiginda, Si+A gruplar

arasinda, apelin ve SF uygulama sonrasi artig gosterdigi bulundu (Grafik 4.11.).
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4.1.2.Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

4.1.2.1.Sosyal Izolasyon Uygulama Sonras:

YAT, hayvanlarin agik ve kapali kollara giris sayisim1 ve kollarda bulunma
stirelerini 6lgen bir testtir. Sosyal izolasyon ve apelin uygulamasinin anksiyete benzeri
davraniglar iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla, hayvanlara 300 saniye boyunca
YAT uygulanmus, agik kola giris sayisi, agik kolda gecirdigi siire, kapali kola giris
sayisi, kapali kolda gecirdigi siire kayitlar1 da istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Calisma gruplarinin diizeyleri aritmetik ortalama+ standart hata (SH) seklinde ifade
edilmistir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. SI uygulama sonrast YAT degerleri.

Gruplar Kontrol Apelin Si Si+A
Acik kola giris sayist 4,45+1,11 6,63+1,11 3,54+1,11 3,10+1,16
Acik kolda gegirdigi siire 28,40+6,29 39,02+6,29 20,30%6,29 8,85+6,59
Kapali kola giris sayist 21,63+3,65 17,72+3,65 27,45+3,65 20,40+3,83
Kapali kolda gecirdigi siire 244,73+8,56 229,28+8,56 256,63+8,56 261,64+8,97

SI (27,45%3,65) grubu hayvanlarda kapali kola giris sayis1 kontrol
(21,63%3,65) grubuna gore artmigtir. Kontrol (28,40+6,29) grubunun agik kolda
gecirdigi siire SI+A (8,85+6,59) grubuna gore yiksektir. SI (27,45+3,65) grubunun
kapali kola giris sayist kontrol (21,63+3,65) grubuna gore artis gostermistir. Kapali
kolda gegirilen siireler bakimindan SI+A (261,64+8,97) grubu kontrol (244,73+8,56)
grubuna gore yuksekti (Tablo 4.4.).
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Grafik 4.12. Yiikseltilmis art: labirent testinde (SI sonras1) acik kola giris sayis1 parametresinin gruplar
arasinda karsilastirilmas: (AO+SH). # Apelin gruba gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal
Izolasyon SI+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Acik kola giris sayisi apelin (6,63+1,11) grubunda kontrol (4,45+1,11) grubuna
kiyasla anlaml1 derecede artis gosterdi p<0.05. Apelin (6,63+1,11) grubuna gére SI
(3,54+1,11) grubunda ylksekti (Grafik 4.12.).
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Grafik 4.13. Yiikseltilmis art1 labirent testinde (SI sonrast) agik kolda gegirdigi siire parametresinin
gruplar arasinda karsilagtirilmas: (AO+SH). * Kontrol gruba gore (p<0.05). # Apelin gruba gore
(p<0.05) (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin)

Acik kolda gegirilen siireleri kontrol grubunda 28,407+6,29, apelin grubunda
39,02+6,29, SI grubunda 20,30+6,29 ve Si+A grubunda 8,85+6,59 olarak 6l¢iilmiistiir
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(Tablo 4.4.). SI+A grubunun, kontrol grubuna kiyasla agik kolda gecirdigi siire azald
p<0.05 (Grafik 4.13.).
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Grafik 4.14. Yiikseltilmis art1 labirent testinde (SI sonrasi) kapali kolda gecirdigi siire parametresinin
gruplar arasinda karsilastirilmas1 (AO+SH). # Apelin gruba gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si:
Sosyal Izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Kapal1 kolda kalma siireleri kontrol grubunda 244,738+8,56, apelin grubunda
229,28+8,56, SI grubunda 256,63+8,56 ve SI+A grubunda 261,64+8,97 olarak
dlgiilmiistiir. SI grubun kapali kolda kalma siiresi kontrol grubuna kiyasla artt1 p<0.05

(Grafik 4.14.).
4.1.2.2. Apelin ve SF uygulama sonrast

Apelin ve SF uygulama sonrasinda YAT ye tabi tutulan hayvanlarin agik kola
giris sayisi, agik kolda gegirdigi siire, kapali kola giris sayisi, kapali kolda gegirdigi
stre kayitlar: istatistiksel olarak analiz edilmistir. Calisma gruplarimin diizeyleri

aritmetik ortalama+ standart hata (SH) seklinde ifade edilmistir (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.5. Apelin ve SF uygulama sonrast YAT degerleri.

Gruplar Kontrol Apelin SI Si+A
Agik kola giris 5,00%0,65 5,36%0,65 3,18+0,65 5,10+0,68
sayi1si

Acik kolda 28,30+4,13  28,43+4,13  17,27+4,13 22,77+4,33
gecirdigi siire

Kapali kola giris ~ 10,18+2,02  5,09+2,02 4,60£2,02 5,00+2,12
sayi1si

Kapali kolda 253,26+6,43 260,64+6,43 271,39+6,43 265,01+6,74
gecirdigi siire
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Grafik 4.15. Yiikseltilmis art1 labirent testinde (apelin ve SF uygulama sonrasi) acik kola giris say1
parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi: (AO£=SH). A: Sosyal izolasyon grubuna gore (p<0.05).
# Apelin gruba gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+
Apelin).

Acik kola giris sayilar1 géz oniine alindiginda, kontrol (5,00+0,65) grubu SI
(3,18+0,65) grubuna kiyasla yiiksekti (p<0.05). SI (3,18+0,65) grupta ise apelin
(5,36+0,65) grubuna kiyasla diisiiktii (p<0.05). SI grubu (3,18+0,65) Si+A
(5,10+0,68) grubuyla kiyaslandiginda daha diisiiktii (p<0.05) (Grafik 4.15.).

4.1.2.3. Sosyal Izolasyon uygulama-apelin ve SF uygulama sonrast

Sosyal izolasyon, apelin ve SF uygulama sonrasinda hayvanlara uygulanan
YAT’de hayvanlarin agik kola giris sayisi, acik kolda ge¢irdigi siire, kapali kola giris
sayisi, kapali kolda gecirdigi siire kayitlar1 istatistiksel olarak analiz edilmistir.
Calisma gruplarinin diizeyleri aritmetik ortalama standart hata (SH) seklinde ifade
edilmistir (Tablo 4.6.).
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Tablo 4.6. Si-apelin ve SF uygulama sonrasi acik kola giris say1lar.

Gruplar Kontrol  Apelin Si Si+A

Acik kola giris sayist1  4,45+1,11 6,63+1,11 3,54+1,11 3,10+1,16

Acik kola giris sayis1  5,00+0,65 5,36+0,65 3,18+0,65 5,10+0,68

p 0,65 0,3 0,76 0,12

Acik kola giris siireleri bakimindan kontrol (4,45+1,11-5,00+0,65), apelin
(6,63+1,11- 5,36+0,65) ve Si (3,54+1,11-3,18+0,65) gruplar1 arasinda anlamli bir fark

bulunmadi (p>0.05).
9
8
7
Z
56
v
=
=5
en
=S 4
=
a3
(54
<2
1
0
K A Si

Gruplar

M sosyal izolasyondan sonra M apelin uygulamasindan sonra

Si+A

Grafik 4.16. Yiikseltilmis art1 labirent testinde (Si- apelin ve SF uygulama sonras1) agik kola giris say1si
parametresinin ayni gruplar arasinda karsilastirilmasi (AO+SH). * p<0.05 (K: Kontrol A: Apelin Si:

Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Si+A (3,10+1,16-5,10+0,68) gruplar1 arasinda ise apelin uygulamasi sonrasi

acik kola giris sayisinda artis oldu. SI+A grubunda, apelin uygulama sonrasi agik kola

giris sayis1 artt1. (p<0.05) (Grafik 4.16.).

Tablo 4.7. Si-apelin ve SF uygulama sonrasi agik kolda gegen siireler.

Gruplar Kontrol Apelin SI Si+A

Acik kolda gegen stire  28,40+6,29 39,02+6,29 20,30+6,29  8,85+6,59

Acik kolda gecen stire  28,30+4,13 28,43+4,13 17,27+4,13  22,77+4,33

P 0,98 0,11 0,64 0,04
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Izolasyon-apelin ve SF uygulama sonrasi acik kolda gecen siireler
kiyaslandiginda, kontrol (28,407+6,29-28,30+4,13) grubu, apelin (39,02+6,29-
28,43+4,13) grubu ve SI (20,30+6,29-17,27+4,13) gruplar1 arasinda anlamli fark yoktu
(p>0.05). izolasyon uygulandiktan sonra SI+A grubunda agik kolda gegirdigi siire
8,85+6,59 iken, apelin uygulama sonrasinda aymi grupta 22,774+4,33 olarak
olgtilmistiir (Tablo 4.7.).
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Grafik 4.17. Yiikseltilmis art1 labirent testinde (SI ve apelin ve SF uygulama sonrasi) agik kolda gegen
slire parametresinin aynt gruplar arasinda kargilagtirilmast (AO+SH). * p<0.05 (K: Kontrol A: Apelin
Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Izole apelin gruplarinda ise, izolasyon uygulama sonrasi (8,85+6,59) degere
gor apelin uygulama sonrasi (22,7744,33) deger anlamli diizeyde artis gosterdi
(p<0.05) (Grafik 4.17.).

4.1.3. Aydinlik Karanlik Kutu Testi

AKT’de, sosyal izolasyon sonrasi-apelin ve SF uygulama sonrasi olacak
sekilde aydinlik kutuda gegirdigi toplam siire, aydinlik kutudan karanlik kutuya gegis
sayisi, karanlik kutuda gegirdigi toplam siire ve karanlik kutudan aydinlik kutuya gegis
sayist istatistiksel acidan incelenmistir. Calisma gruplarinin diizeyleri aritmetik

ortalamaz standart hata (SH) seklinde ifade edilmistir.
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4.1.3.1. Sosyal Izolasyon Uygulama Sonras:

Tablo 4.8. SI sonrast AKT degerleri.

Gruplar Kontrol Apelin Si Si+A

Aydinlik kutuda gegirdigi 109,61+16,46 136,42+16,46 74,14+16,46 54,59+17,26
toplam sire

Aydmlik kutudan karanlik 6,72+0,75 6,09+0,75 3,72+0,75 2,40%0,79
kutuya gegis sayisi

Karanlik kutuda gegirdigi 190,41+16,44 163,64+16,44 225,71+16,44 245,25+17,24
toplam siire

Karanlik kutudan aydinlik 6,090,075 5,81+0,75 4,27+0,75 3,30+0,79
kutuya gegis sayisi

Sosyal izolasyon uygulama sonrasinda hayvanlara uygulanan AKT’de
gruplarin aydmlik Kkutuda gegirdigi toplam siireleri incelendiginde, kontrol
(109,61+16,46) grubuna kiyasla SI (54,59+17,26) grubunda diisiis meydana geldi
(p<0.05) (Tablo 4.8.).

120

100 #

a0 ®
. T
U K A s SkA

Gruplar

Aydmmhk kutuda gecirdigi siire(sn)

[

Grafik 4.18. Aydinlik karanlik kutu testinde (SI sonras1) aydinlik kutuda gegirdigi siire
parametresinin gruplar arasinda karsilagtirilmast (AO=SH). *Kontrol grubuna gore (p<0.05). # Apelin
gruba gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Aydmlik kutuda gegirdigi siire apelin (136,42+16,46) grubuna kiyasla SI
(74,14+16,46) grubunda diistiktii (p<0.05). Apelin (136,42+16,46) grubunun gegirdigi
sire SI+A (54,59+17,26) grubuna kiyasla yiiksekti (p<0.05) (Grafik 4.18.).
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Si+A grubunun aydinlik kutuda gegirdigi siire 245,25+17,24, kontrol grubunun
190,41+16,44, Si grubun 74,14+16,46 olarak Slciilmiistiir.
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Grafik 4.19. Aydinlik karanlik kutu testinde (SI sonrasi) karanlik kutuda gecirdigi siire parametresinin
gruplar arasinda karsilastirilmasi (AO+SH). *Kontrol grubuna gore (p<0.05). # Apelin gruba gore
(p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon SI+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Gruplarin  karanlik kutuda gecirdigi toplam siire degerleri kontrol
(190,41+16,44) grubunda SI+A (245,25+17,24) grubuna kiyasla diisiiktii. SI
(225,71+16,44) grubunun geg¢irdigi siire apelin (163,64+16,44) grubu ile
kiyaslandiginda yiiksekti. Apelin (163,64+16,44) grubunun gecirdigi siire SI+A
(245,25+17,24) grubuna kiyasla diisiikk degerdeydi (Grafik 4.19.).

Si+A grubunun karanlik kutuda gecirdigi siire 245,25+17,24, kontrol grubunun
190,41+16,44 SI grubunun 225,71+16,44 olarak dl¢iilmiistiir.
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Grafik 4.20. Aydimlik karanlik kutu testinde (SI sonras1) aydinlik kutudan karanlik kutuya gecis sayist
parametresinin gruplar arasinda karsilastirilmasi (AO+SH). *Kontrol grubuna gére (p<0.05). (K:
Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal 1zolasyon+ Apelin).

Gruplarin aydinlik kutudan karanlik kutuya gegis sayilari incelendiginde,
kontrol (6,72+0,75) grubuna kiyasla SI (3,72+0,75) grupta degerler diisiiktii. SI+A
(2,40+0,79) grubunun geg¢is sayisinda kontrol (6,72+0,75) grubuna gore azalma vardi.
Apelin (6,091£0,75) grubunun gegis sayis1 SI (3,72+0,75) gruba gore yiiksekti. Apelin
(6,091+0,75) grubunun Si+A (2,40+0,79) grubuna gore yiiksek degerdeydi (Grafik

4.20.).
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Grafik 4.21. Aydimlik karanlik kutu testinde (SI sonras1) karanlik kutudan aydimlik kutuya gecis sayist
bakimindan karsilastirilmasi (AO+SH). *Kontrol grubuna goére (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si:
Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).
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Karanlik Kutudan aydmlik Kutuya gecis parametresinde, SI+A grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiis gortildi (p<0.05). Kutular arasi gegis
sayilar1 kontrol grubunda 6,09+0,075 ve apelin grubunda 5,81+0,75 iken Si grubunda
4,27+0,75 ve SI+A grubunda 3,30+0,79 olarak &lciilmiistiir. SI gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir diisiis gézlenmektedir (p<0.05). (Grafik 4.21.).

4.1.3.2. Apelin ve SF uygulama sonrast

AKT’de apelin ve SF uygulama sonrasinda aydmlik kutuda gegirdigi toplam
siire, aydinlik kutudan karanlik kutuya gegcis sayisi, karanlik kutuda gegirdigi toplam
siire ve karanlik kutudan aydinlik kutuya gecis sayisi istatistiksel agidan incelenmistir.
Calisma gruplarmin diizeyleri aritmetik ortalama+ standart hata (SH) seklinde ifade
edilmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Apelin ve SF uygulama sonras1t AKT degerleri.

Gruplar Kontrol Apelin Si SI+A
Aydmlik kutuda 39,31+20,16  70,49+20,16  28,41+20,16  43,61+21,14
gecirdigi toplam siire

Aydmlik kutudan 3,00+0,47 2,09+0,47 2,27+0,47 2,20+0,49
karanlik kutuya gecis

sayis1

Karanlik kutuda 260,53+20,14 229,56+20,17 271,64+20,17 256,50+21,15
gecirdigi toplam siire

Karanlik kutudan 2,45+0,58 0,72+0,58 2,00+0,58 2,1040,61
aydinlik kutuya gecis

sayist

Apelin uygulama sonrast hayvanlarin aydinlik kutuda gecirdigi siire, aydinlik
kutudan karanlik kutuya gegis sayisi ve karanlik kutuda gecirdigi toplam siire
bakimindan anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Grafik 4.22. Aydinlik karanlik kutu testinde (apelin ve SF uygulama sonrasi) gruplarin karanlik
kutudan aydinlik kutuya gegis sayis1 parametresi bakimindan karsilagtirilmas1 (AO+SH). *Kontrol
grubuna gore (p<0.05). (K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon SI+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Karanlik kutudan aydinlik Kkutuya gecis sayisi parametresinde, apelin
(0,72+0,58) grubunda kontrol (2,45+0,58) grubuna kiyasla anlamli sekilde diigiiktii
(p<0.05). Diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamlilik yoktu (p>0.05). Apelin
grubu kontrol grubuna kiyasla diisiiktii (p<0.05) (Grafik 4.22.).

4.1.3.3. Sosyal Izolasyon- Apelin ve SF Uygulama Sonras:

Her iki uygulamadan sonra ayni gruplarin birbiriyle kiyaslamasinda aydinlik
kutuda gecirdigi siire, karanlik kutuda gecirdigi siire, karanlik kutudan aydinlik kutuya
gecis sayist ve aydmliktan karanliga ilk giris siliresi bakimindan anlamli fark yoktu

(p>0.05).

Tablo 4.10. Si — apelin ve SF uygulama sonras1 aydinlik kutudan karanlik kutuya gegis sayis.

Gruplar Kontrol Apelin SI Si+A

Aydmlik kutudan karanlik 6,72+0,75 6,09+0,75 3,72+0,75 2,40+0,79
kutuya gegis sayisi

Aydmlik kutudan karanlik 3,00+0,47 2,09+0,47 2,27+0,47 2,20+0,49
kutuya gegis sayisi

p 0,001 0,001 0,063 0,803

Aydmlik kutudan karanlik kutuya gecis sayist kontrol (6,72+0,75-3,00+0,47)
ve apelin gruplar (6,091+0,75-2,09+0,47) arasinda, SI uygulamasindan sonraya
kiyasla apelin uygulama sonrasi azalma gosterdi (Tablo 4.10). Si (3,72+0,75-
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2,27+0,47) ve SI+A (2,40%0,79-2,20+0,49) gruplar1 arasinda apelin uygulamasi

sonrast diigiis vard1 ancak anlamli degildi (p>0.05).
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Grafik 4.23. Aydinlik karanlik kutu testinde (Si-apelin ve SF uygulama sonrasi) ayni1 gruplari birbiriyle
aydinlhik kutudan karanlik kutuya gecis parametresi bakimimdan karsilagtirilmasi: (AO+SH). * p<0.05
(K: Kontrol A: Apelin Si: Sosyal izolasyon Si+A: Sosyal izolasyon+ Apelin).

Kontrol gruplarinda, apelin uygulama sonrasi degerler izolasyon sonrasi

degerlere gore diistiktii (Grafik 4.23.).

Tablo 4.11. S — apelin ve SF uygulama sonrasi aydinlik kutuda gegirilen siire.

Gruplar Kontrol Apelin Si Si+A

Aydinlik kutuda 109,60 +16,46 136,41 +16,46  74,1756+16,46 54,59 + 17,26
gecirdigi siire

Aydinlik kutuda 39,31+ 20,16 70,49 + 20,16 28,41+20,16 43,61+ 21,14
gecirdigi siire

p 0,001 0,003 0,031 0,611

Aydinlik kutuda gegirdigi siireler bakimindan apelin (136,41 + 16,46-70,49 + 20,16)
gruplar1 arasinda apelin uygulama sonrasinda diisiis vardi ancak anlamli degildi
(p>0.05) (Tablo 4.11).
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4.2. Gen ekspresyon analiz bulgular

Kontrol (K), apelin (A), sosyal izolasyon (Si) ve apelin + sosyal izolasyon
(Si+A) gruplan ratlarin hipokampus ve amigdala doku oérneklerinden total RNA
izolasyonu gergeklestirilmis ve kalite/kontrolu spektrofotometrik ve agaroz jel
elektroforez ile kontrol edilmistir Tiim 6rneklerin qPZR analizlerinde kullanilabilecek

kalitede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. RNA izolasyonu sonrast kontrol (K), apelin (A), sosyal izolasyon (Si) ve apelin + sosyal
izolasyon (SI+A) gruplari siganlarin hipokampus ve amigdala dokularina ait 6rnek jel elektroforezi. M;
100 b¢ DNA markord.

Hipokampus Amigdala

M K A Si Si+A K A Si  Si+A

_be

1000. -28SrRNA

-18SrRNA

500-
400-
300-
200-

100-

Sekil 4.2. Calismada kullanilan aday ve referans ait gergek zamanli PZR firiinlerinin jel goriintiisii. M;

100 b¢ DNA markdrd.

APELIN
APS
BDNF
NEURITIN
NESTIN
DCX
MASH1
PGK1
HPRT
YWHAZ

54



Calismada kullanilan aday ve referans genlerin mRNA seviyesinde ekspresyonlari

gRZR ile tespit edilmistir ve agaroz jel (%2) elektroforezde tiim genlere ait PZR

urinleri

gbzlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.3. Caligmada kullanilan aday ve referans ait gercek zamanli melting curve analiz egrileri.
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Ayrica, melting curve analizlerinde tiim PZR {irlinlerinin spesifik oldugu ve herhangi

bir diger genom bolgesinin yiikseltgenmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-Si+A) gruplarinin
kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplar: arasinda (K-Si+A) Apelin gen
ifadesinde gozlenen kat artigt.

APELIN

K-Si+A si-si+A

Gen ekspresyonu kat degisim

Hipokampus Amigdala

SI+A grubunun kontrol ve SI grubuna gére apelin gen ekspresyon kat degisimi
incelendiginde, hipokampus dokusunda gen ekspresyon diizeyinin artis gosterdigi
bulunmustur ancak bu artig diizeyi istatistiksel olarak anlamli degildir. Amigdala

dokusunda ise kontrol grubuna gore apelin grubunda 2,24 kat arttig1 tespit edilmistir
(p<0.05).

Sekil 4.5. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-Si+A) gruplarinin
kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplari arasinda (K-SI+A) APJ gen
ifadesinde gozlenen kat artis1.

APJ

K-Si+A si-si+A

Gen ekspresyonu kat degisim

Hipokampus Amigdala
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Amigdala dokusundan elde edilen sonuclara gore, apelin grubunun APJ gen
ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore 1,72 kat artis gOstermistir ve bu artig
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Hipokampus dokusunda APJ gen ekspresyon
diizeyi incelendiginde apelin grubu kontrol grubuna kiyasla 1,13 kat artis géstermis,
SI grubu kontrol grubuna gére 1,03 kat azalmistir ancak bu degerler istatistiksel olarak
anlaml1 degildir (p>0.05).

Sekil 4.6. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-Si+A) gruplarinin

kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplari arasinda (K-Si+A) BDNF gen
ifadesinde gozlenen kat artisi.

BDNF

o o =
4] o o - 4]

Gen ekspresyonu kat degisim

o

Hipokampus Amigdala

Gruplar aras1t BDNF diizeyleri ele alindiginda hipokampus dokusunda apelin
grubunun kontrol grubuna kiyasla BDNF diizeyinde artis tespit edilmistir. SI grubunun
kontrolle kiyasinda BDNF ekspresyonunun azaldigi goriilmekle birlikte istatistiksel

agidan 6neme sahip olmayan bir farklilik saptanmistir (p>0.05).
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Sekil 4.7. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-Si) ve sosyal izolasyon + apelin (K-SHA) gruplarinin
kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplari arasinda (K-SI+A) Noritin gen
ifadesinde gozlenen kat artist.

NEURITIN

0,5

K-Si+A si-si+A si-si+A

Gen ekspresyonu kat degisim

Hipokampus Amigdala

Hipokampus dokusunda ndritin gen ekspresyonu degisim diizeyleri analiz
sonucuna gére kontrol grubuna kiyasla apelin grubunun 1,17 kat, SI+A grubunun 1,24
kat, SI grubunun 1,03 kat anlaml1 olmayan bir artis gésterdigi saptanmustir (p>0.05).
Amigdala dokusundan elde edilen analiz sonuglarina gore apelin grubunun noritin
ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gére 1,11 kat, SI grubunun kontrol grubuna gére
1,41 kat, Si+A grubunun kontrol grubuna gére 1,20 kat azalis gosterdigi
gbzlemlenmistir. SI+A grubunun SI grubuyla kiyasinda ise artis mevcuttur ancak

degisimlerin higbiri anlamli degildir (p>0.05).
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Sekil 4.8. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-Si+A) gruplarinin
kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplari arasinda (K-Si+A) Nestin gen
ifadesinde g6zlenen kat artis1.

NESTIN

n
m

[N]

w

o
[

o

K-Si+A si-si+A

Gen ekspresyonu kat degisim
S

N

i)
]

Hipokampus Amigdala

Hipokampus dokusunun analiz sonuglarina gore kontrol grubu ile
kiyaslandiginda apelin uygulamasi yapilan grupta nestin gen ekspresyon dizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma mevcuttur (p<0.05). SI grubunun kontrolle
kiyasinda 1,27 kat azalma goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0.05). SI+A grubunun kontrol ve Si grubu ile kiyasinda artis tespit edilmistir
(p>0.05). Amigdala dokusundan elde edilen bulgulara gore kontrol grubuna kiyasla

apelin ve SI grubunun nestin gen ekspresyonunda anlamli olmayan bir artis mevcuttur.
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Sekil 4.9. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-SHA) gruplarinin
kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplart arasinda (K-SI+A) DCX gen
ifadesinde gozlenen kat artist.

DCX

K-A K-Si+A si-si+A K-A K-si K-Si+A si-Si+A

Gen ekspresyonu kat degisim

Hipokampus Amigdala

Hipotalamus dokusundan elde edilen bulgulara gére kontrol grubu ile apelin
grubu kiyaslandiginda DCX ekspresyon diizeyinde artis mevcuttur. SI grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda bu degerin azaldigi goriilmektedir. Si+A grubunda
kontrol ve SI ile kiyasinda ise ekspresyon diizeyi artis gdstermistir ancak istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05). Amigdala dokusunun bulgularina gére tiim gruplarda
ekspresyon diizeyinde artis gergeklemistir (p>0.05).

Sekil 4.10. Apelin (K-A), sosyal izolasyon (K-SI) ve sosyal izolasyon + apelin (K-Si+A) gruplarinin

kontrol grubu ile sosyal izolasyon ve sosyal izolasyon + apelin gruplari arasinda (K-Si+A) MASH1 gen
ifadesinde gozlenen kat artist.

MASH1

o

o
(42

o

si-si+A

Gen ekspresyonu kat degisim
o
™

o

¥

I
o

Hipokampus Amigdala
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SI grubunun MASH]1 gen ekspresyon diizeyinin kontrol grubuna gore 1,41 kat
azaldig1 saptanmistir. Kontrol grubunda apelin grubuna goére 1,31 kat azalma
mevcuttur. Amigdala dokusunun analiz sonuglarma gére SI+A grubu kontrol grubu ile

kiyaslandiginda 1,44 kat, SI grubu ile kiyaslandiginda ise 1,70 kat azalma gdstermistir.
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5. TARTISMA

Stresin psikopatolojik etkisinin altinda yatan mekanizmalar buytk o6lctde
bilinmezligini siirdiirmektedir. Hayvan modellemelerinde kullanilan c¢esitli stres
yontemleri, bu mekanizmanin agiga ¢ikarilabilmesi yoninden 6nem tagimaktadir. Bu
calismada, aym gruplar iizerine 2 farkli uygulama yapilmustir. Ilk uygulamada siganlar
sosyal izolasyona maruz birakilarak anksiyete olusturulmustur. ikinci asamada ise
anksiyete  Uzerine apelinin  etkisi  arastirilmistir.  Anksiyete  olusumunu

degerlendirebilmek amaciyla hayvanlara AAT, YAT ve AKT uygulanmaistir.

AAT, kemirgenlerde lokomotor aktivite ve defekasyon sayisinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir testtir (Stanford, 2007). Anksiyete davranisi
go6zlenen hayvanlarda saldirma, hareketlerde azalma, defekasyonda artis ortaya ¢ikar
(Campos ve ark. 2013). Calismamizda uyguladigimiz sosyal izolasyon, kontrol
grubuna kiyasla SI grubunda defekasyon sayisimi arttirmistir. SI grubuna apelin
uygulanmasi sonrasinda defekasyon davranisi ve diskilama sayis1 anlamli Glgiide

azalmstir.

Sicanlarda AAT’nin kenar kisimlarinda bulunma isteginde artis ve merkez
bolimde gegirdigi siirede azalis anksiyetenin bir g0stergesi sayilmaktadir.
Anksiyolitik ajanlar, sicanlarda arastirma davranigini arttirarak merkezde gecirilen
stireyi uzatir (Leary ve ark. 2013). Mevcut ¢alismada sosyal izolasyona tabi tutulan
gruplarda merkezde gecirilen sire onemli Olglide azalirken apelin uygulama

sonrasinda artmistir.

AAT’de belirlenen bir diger parametre ise sicanlarin etrafi arastirmak ve bilgi
edinmek amaciyla gosterdigi kesif davramigidir. Anksiyetede bu davranigin sikligi
azalmaktadir (Prut ve Belzung 2003; Leary ve ark. 2013). Bulgularimiza gore sosyal
izolasyon uygulamasini takiben sahlanma davraniginda azalma meydana gelmistir. Bu
gruba apelin uygulama sonrasinda sahlanma sayisindaki artisin, apelinin anksiyolitik

etkisini destekledigi goriilmektedir.

AAT’de dlgiilen kat edilen mesafe parametresi, sicanlarin lokomotor aktivitesi
hakkinda bilgi verir. Bu ¢alismanin sonuglarma gére SI grubundaki siganlarda kontrol
grubuna kiyasla kat edilen mesafede azalma, apelin uygulamasindan sonra ise artis

olmustur. Defekasyon sayisi, otonom sistemin aktivasyonuna bagli olarak anksiyetede
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artar. Ancak silislenme davraniginda her iki goriis de mevcuttur (Campos ve ark. 2013).
Elde ettigimiz bulgularda kontrol grubuna gére Si grubunda defekasyon sayisinda
anlamli olgiide artis meydana gelmistir. Apelin uygulamasi defekasyon sayisini
anlamlhi sekilde azaltmistir. Siislenme sayis1 ise SI grubunda azalirken apelin
uygulanan grupta artis gostermistir. Mevcut bulgulara gore anksiyetenin apelin
uygulama sonrasinda azaldigmmi goéz oniinde bulundurursak, silislenme davranisinin
apelin uygulama sonrasinda gosterdigi artis anksiyetede azalma olarak

degerlendirilebilir.

YAT’de goz oniine alinan asil parametre agik kollara giris sayisi ve agik
kollarda gecirilen siredir. Siganlar i¢ giidiileri geregi agik alanlardan ve yiiksekten
kagimnirlar (Mineur ve ark. 2013). Norcross ve ark. (2008) gerceklestirdikleri bir
calismada etkin bir antidepresan olan fluoksetin tedavisinin anksiyete Uzerindeki
etkisini arastirmiglar ve fluoksetin alan hayvanlarin agik kolda gecirdigi siirelerde artis
oldugunu belirlemislerdir. Elde ettigimiz bulgulara gore apelin, acik kollara giris
say1sini ve bu kollarda gecirilen sureyi artmistir. Bu durum apelinin anksiyete tizerinde

iyilestirici etkisi olabilecegini isaret etmektedir.

AKT’de aydinlik kutuya birakilan siganlarin karanlik kutuya gecis sayisi ve her
iki tarafta gecirdigi siireler degerlendirilmistir. SI grubunda ortaya ¢ikan karanlik
kutuda kalma siiresinin uzamasi anksiyetenin bir gostergesidir. Anksiyolitik etki
gosteren ajanlar aydinlik kutuya gegis sayisint ve burada kalma siiresini arttirirken,
anksiyojenik maddeler karanlik kutuya gegis sayisin1 ve bu bolgede kalis siiresini
uzatirlar (Campos ve ark. 2013). Revest ve ark (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada
hipokampal nérogenezi inhibe ederek fareleri YAT ve AKT’ye tabi tutmuslar ve bu
testler sonucunda anksiyete benzeri davranislarin arttigini rapor etmislerdir.
Bulgularimiza gére karanlik kutudan aydmlik Kutuya gecis sayistmin Si grubunda

azaldigi, apelin uygulanmasiyla bu ge¢is davranisinin arttigi tespit edilmistir.

Farkli bir arastirmada da apelinin depresyon benzeri davraniglar iyilestirdigi
gosterilmistir (Dai ve ark. 2018). Aymi arastirmada apelinin bu etkisindeki hedef

bdlgenin hipokampus olabilecegi belirtilmistir.

Apelinin sicanlarda stres kaynakli depresyon ve hafiza bozulmasimin

duzenlenmesindeki roliiniin incelendigi bir bagka arastirmada, yeni antidepresan
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ajanlarin se¢iminde yaygin olarak kullanilan zorunlu yiizme testinde, tekrarlanan
apelin ISV enjeksiyonlariin immobiliteyi tersine cevirdigi ve antidepresan etki

gosterdigi rapor edilmistir (Li ve ark. 2016).

Farelerde kronik normobarik hipoksiyle indlklenen anksiyete modelinde
apelinin, nikleer faktor kappa B aracili bir mekanizmayla anksiyolitik etki gosterdigi
belirlenmistir (Fan ve ark, 2018). Apelinin hafiza bozuklugu ve depresyon benzeri
davraniglar tizerine etkisinin incelendigi diger bir ¢alismada apelinin hafiza

bozuklugunu ve depresyon benzeri davranisi tersine ¢evirdigi gosterilmistir (Tian ve

ark. 2018).

Xiao ve ark. (2018), ISV apelin enjeksiyonunun, si¢anlara uygulanan zorunlu
yuzme testinde antidepresan benzeri bir aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Ayni
caligmada zorunlu yiizmeye maruz kalmanin hipokampustaki apelin ve APJ protein
ekspresyon seviyelerini yiikselttigini ancak hipotalamusta herhangi bir degisiklige yol
acmadigini  bulmuslardir. Ayrica, apelinin intrahipokampal enjeksiyonunun,
antidepresan benzeri bir etki gosterdigini ve intrahipotalamik enjeksiyonunun zorunlu
ylizme testinde immobilite davranisini  degistirmedigini gostermislerdir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak hipokampusun siganlarda apelinin antidepresan benzeri

aktivitesine aracilik ettigi kritik bir bolge oldugunu bildirmislerdir.

Telegdy ve ark. (2014), santral yolla uyguladiklari apelinin anksiyolitik
etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Siganlarda olusturulan deneysel Parkinson
modelinde biligsel bozukluklar {izerinde apelinin etkilerini arastirilmis ve apelinin
biligsel bozukluklar1 6nemli dlglide azalttigi tespit edilmistir (Haghparast ve ark.
2018).

Apelinin otofaji ve apoptoz siiregleri yaninda amiloid beta (Af) kaynakli hafiza
kaybr tlizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢alismada hipokampus dokusunun CAl
bolgesine uygulanan AP enjeksiyonunun bellek ve mekansal hafizanin bozulmasina
neden oldugunu, apelinin bu etkilere karsti Onemli Ol¢iide koruma sagladigi

belirtilmistir (Aminyavari ve ark. 2019).

Epilepsi hastalar1 ve epileptik sican modelinde beyin dokusunda apelin
dizenlenmesi Uzerine gergeklestirilen bir ¢alismanin sonucunda ilaca direngli epilepsi

hastalarinda ve epileptik sigcanlarin beyin dokularinda apelin proteininin diizeyinde
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artis oldugunu ve apelinin ndbet sonrast noroprotektif etki gosterdigi belirtilmistir
(Zhang ve ark. 2011). Apelinin iskemik inmede endoplazmik retikulum stres aracili
ndronal apoptozu hafiflettigi tespit edilmistir (Xu ve ark. 2018; Wu ve ark. 2018).
Apelinin GLP-1 yoluyla subaraknoid kanamay1 takiben olusan erken beyin hasarini
ndronal apoptozu baskilayarak azalttigi rapor edilmistir (Liu ve ark. 2019). Siganlarda
kronik apelin uygulamasiin noérotropik agri lizerine iyilestirici etkisi saptanmistir

(Hajimashhadi ve ark. 2017).

Norodejeneratif hastaliklar sonucunda beyin boélgelerinde apelin  gen
ekspresyon diizeyinin azaldig1 gdsterilmistir (Acar ve ark. 2019). Intrahipokampal
apelin enjeksiyonunun ERK, PI3K gibi farkli hiicresel sinyallesme yollarini modiile
ederek anksiyete ve depresyon gibi duygudurum bozukluklari {izerinde olumlu etkiye
sahip oldugu bildirilmistir (Xiao ve ark. 2018). Calismamizda kontrol ve sosyal
izolasyon uygulanan siganlarin hipokampus ve amigdala bolgelerindeki apelin gen

ekspresyon diizeyleri arastirilmistir fakat 6nemli bir degisiklik bulunamamustir.

APJ, ratlarda periferik dokularin yaninda hipokampus, hipotalamus, amigdala
gibi birgcok dokuda bulunan bir reseptor tirtidir (Reaux ve ark. 2001). Stres yanitinin
diizenlendigi hipokampus dokusunda APJ’nin artis1 apelin baglanma kapasitesini
arttirarak duygudurum diizenlenmesi iizerinde etkili olabilmektedir. Si¢anlar tizerinde
yapilan bir ¢aligmada apelinin hipokampusta bulunan APJ’nin eskpresyonunu
arttirarak stres yanitini diizenledigi ortaya konmustur (Aminyavari ve ark. 2019).
Calismamizin analiz sonuglarina gore, sosyal izolasyon APJ iizerinde anlaml1 bir etki

olusturmamustir.

Norogenez siirecinde gergeklesen asamalarda farkli 6zel biyobelirtegler
eksprese olmaktadir. Biyobelirtegler sayesinde norogenez siireci ve yeni dogan
hiicrelerin izledikleri yol ayrintili ve net bigimde gozlenebilmektedir (Duan ve ark.
2008; Bohlen ve Halbach 2011). Calismamizda, nérogenez biyobelirte¢lerinden
nestin, noritin, DCX, MASHI ve BDNF genlerinin ekspresyon degisimleri

arastirilmastir.

Noritin, noronal plastisiteyi diizenleyen bir proteindir (Son ve ark. 2012) ve
antidepresanlara benzer sekilde hipokampusta BDNF diizeyini arttirir (Naeve ve ark.
1997). Bir grup arastirmaci, kronik stresin rat hipokampusunda bulunan CA1 ve CA3
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bolgelerinde noritin ekspresyon diizeyini azalttigini gostermistir (Son ve ark. 2012).
Kronik antidepresan tedavisinin si¢gan beyninde noritin ekspresyonunu arttirdigi Alme
ve ark. (2007) tarafindan bildirilmistir. Bizim bulgularimiza gére apelin uygulanan
grupta noritin ekspresyon diizeyi kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir artig gostermistir. Bu durum hipokampus dokusunun spesifik olarak CA1
ve CA3 boliimiiniin degil, tamaminin alinmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu ¢aligma
sosyal izolasyonla indiiklenmis anksiyete modelinde eksojen apelin uygulanmasinin

hipokampal néritin dlizeyine etkisinin arastirildigi ilk ¢alismadir.

Oncii hiicrelerin boliinmesi ile SGB’den hiicre tabakasina gd¢ edecek olan
noroblastlar dretilir (Christie ve ark. 2013). DCX, ntrogenez diizeyini belirlemek igin
kullanilan, sadece yenidogan néronlarda gecici olarak eksprese edilen, noronlara
farklilasan progenitorleri isaret eden bir proteindir (Shapiro ve ark. 2005; He ve Crews
2007; Jin ve Galvan 2007). Fareler ile yapilan bir ¢alismada tamoksifen enjeksiyonu
ile nérogenez kismi olarak baskilanmis ve bu durumun anksiyete ile depresyon lizerine
etkisi incelenmistir. Anksiyete benzeri davranislarin arttig1 farelerde DCX ekspresyon
diizeyinin azaldig1 bildirilmistir (Yun ve ark. 2016). Diger bir ¢alismada, dogum
sonrast depresyon olusturulmus olan siganlarda DCX ekspresyon diizeyinde
azalmanin meydana geldigi belirtilmistir (Gobinath ve ark. 2017). Maternal ayrilmanin
hipokampal hiicre proliferasyonunu azalttigin1 ancak DCX ekspresyonu iizerinde
azaltic1 bir etki gostermedigini Hulsholf ve ark. (2011) rapor etmislerdir. Fareler
tizerinde spinal sinir yaralanmasi ile anksiyete olusturulmus ve ventral DG’de DCX
ekspresyon diizeyinin azaldig1 tespit edilmistir. Calismamizin bulgularina gére SI
grubunda DCX ekspresyon diizeyi azalmis, apelin uygulama sonrasinda ise
ekspresyon seviyesi pozitif yonde artis gostermistir. Ortaya ¢ikan bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da anksiyete olusumunun sonucunda nérogenezin
baskilandig1 ve apelin uygulamasinin norogenez iizerinde olumlu etki gosterdigi

yoniinde ipuglar1 verebilir.

BDNF, hipokampus ve amigdala olmak uzere beynin birgcok bdlgesinde
eksprese edilir, bununla beraber hipokampal nérogenezde ortaya ¢ikan artisa paralel
olarak ekspresyonunda da artis gergeklesir (Xu ve ark. (2015). Stres, hipokampusun
CALl ve CA3 bolgelerinde BDNF diizeyinde azalmaya yol acan bir etkendir (Gray ve

ark. 2013). Apelinin kronik kisitlama stresi ile indiklenmis hafiza kayiplarini
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dizelttigi ve bu etkiyi hipokampal BDNF diizeyini arttirarak gosterebilecegi
belirtilmistir (Shen ve ark. 2019). Bizim bulgularimiza gore anksiyete, hipokampus
dokusunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmasa da BDNF ekspresyon

diizeyinde bir azalmaya yol agmustir.

Norogenez asamasinda boliinen sinir kok hiicreleri gog ettikleri bolgelerde
farklilasarak yeni karakter kazanacak olan dnciil hiicreleri meydana getirirler. Nestin
ndral dnci hiicre biyobelirteclerindendir (Jin ve Galvan 2007). Kronik nérotropik ile
indiiklenmis anksiyete modelinde, farelere uygulanan fluoksetinin nestin pozitif hicre
artigina neden olarak anksiyete iizerinde iyilestirici etki gosterdigi, ayn1 zamanda kaygi
davranig1 gosteren farelerin ventral DG’sinde ndral kok hiicrelerin hizla azaldig: ve bu
nedenle bu bolgenin davraniglarin kontrolii tizerinde anahtar bir rol iistlenebilecegi
ileri sUriilmiistiir. Yine aymi caligmada, spinal sinir yaralanmasi ile anksiyete
indiklenerek nestin pozitif hiicrelerin sayisinda azalma oldugu gosterilmistir (Zhao ve
ark. 2018). Calismamizin bulgularina gore apelin, hipokampus dokusunda nestin gen
ekspresyon diizeyinde azalma meydana getirmistir. Bu durum hipokampus dokusunun
tamaminin alinmasindan veya uygulanan apelinin nestin ekspresyonu i¢in yeterli siire
uygulanmamasindan kaynaklantyor olabilir. Amigdala dokusunda ise apelinin nestin
gen ekspresyon diizeyini arttirdigi gozlemlenmistir. Bu artis istatistiksel agidan
anlamli olmamakla birlikte apelinin beynin farkli bolgelerinde noral oncii hiicre

artisin1 saglayarak norogenez iizerindeki pozitif etki gosterdigi fikrini destekleyebilir.

MASH1, nérogenez sirasinda farklilasma stireglerini diizenleyen temel bir
transkripsiyon faktoriidiir ve noral oncii hiicrelerin farklilagsmasini saglar (Kageyama
ve ark. 2005). DG'deki iskeminin MASH1 + hiicrelerin tiretimini arttirdigi ve bu
hiicrelerin proliferasyonunun noérogenezde onemli bir rol oynadigi gosterilmistir
(Nakatomi ve ark. 2002). Aym arastirmada egzersizin MASHI1 hiicre sayisini
arttirarak hipokampal nérogenez iizerinde olumlu etkisinin olabilecegi vurgulanmustir.
Calismamizin bulgularina gore kontrol grubuna kiyasla hem sosyal izolasyon hem de
apelin uygulanan grupta hipokampus dokusunda MASH1 gen ekspresyonu anlamli
diizeyde azalis gdstermistir. SI+A grubu SI grubu ile kiyaslandiginda, MASH1’in
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis gosterdigi goriilmektedir. Bu durum
sosyal izolasyon neticesinde negatif etkilenen veya bozulan norogenezi apelin

uygulamasiyla beraber normal seviyeye cikarabilmek i¢in ndronal oncii hiicrelerin
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aktivasyonundan kaynaklaniyor olabilir. Literatiirde anksiyete ile MASHI1 gen

ekspresyonu degisimi hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Hipokampal nérogenezde meydana gelen azalma veya bozulmanin
anksiyeteye neden olabilecegi farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Cameron
ve Mckay 2001; Ageta ve ark. 2008; Schloesser ve ark. 2009; Sahay ve ark. 2011,
Petrik ve ark. 2012; Marques ve ark. 2016). SGB’de yeni noron iiretiminin anksiyete
ve korkunun diizenlenmesinde rol aldig1 bildirilmistir. Yeni olusan hipokampal
noronlarin noroplastisiteyi arttirarak anksiyeteyi azalttigi rapor edilmistir (Marques ve
ark. 2016). Mevcut calismada sosyal izolasyon, anksiyete benzeri davraniglari
arttirmig ve hipokampal ndrogenez lizerinde baskilayict rol oynamistir. Apelin
uygulanan si¢anlarda ise anksiyete benzeri davranislar azalmistir. Tim bu bulgular
degerlendirildiginde apelinin anksiyolitik etkisinde araci bir mekanizma olarak
hipokampal nérogenezin rol alabilecegi muhtemeldir. Apelin, hipokampal nérogenezi

arttirarak anksiyete davraniglarinin gerilemesine neden olmus olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mevcut tez caligmasi, sosyal izolasyonla indiiklenmis anksiyete modelinde
eksojen apelin uygulanmasinin hipokampal ndrogenez diizeyine etkisinin arastirildigi
ilk ¢aligmadir. Bu calisma ile apelinin anksiyete benzeri davranislar iyilestirdigi
bununla beraber hipokampal nérogenez (zerine kismen olumlu etki gosterdigi
bulunmustur. Bu aragtirmanin bulgulari, apelinin anksiyolitik etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir.

Apelinin fizyolojik agidan roliiniin anlasilmasinin, hipokampal nérogenezdeki
islevinin aydinlatilmasinin, norodejeneratif bozulmalara ve ndronal hasara karsi
koruyucu mekanizmalara katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ileri diizeyde
gerceklestirilecek  yeni arastirmalarla apelinin  norogenez ve anksiyetenin
iyilestirilmesi tizerine olumlu etkisinin altinda yatan mekanizmalar daha net olarak

anlasilabilecektir.
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