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TURKCE OZET

Kronik immobilizasyon stresinde Vitamin E’nin koruyucu etkisinin fare adrenal

bezinde arastirilmasi

Ogrencinin adi ve soyadi: Firat ASIR
Danisman: Prof. Dr. Yusuf NERGIZ
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

Amag: Kronik immobilizasyon stresinde vitamin E’nin etkilerinin fare siirrenallerinde

arastirilmasi ve stres sonrasi davranigsal degisimlerini incelemektir.

Gereg¢ ve Yontem: 10 haftalik 30 gram 28 adet BALB/C erkek fareler yediserli 4

gruba boliindii.

Kontrol grubuna 7 giin siireyle 0.1ml serum fizyolojik, Vitamin E grubuna ise 30

mg/kg/giin E vitamini orogastrik verildi.

Stres grubunda fareler dar alanda hareketsiz kalacak sekilde kafese konuldu. Bu
islem 6 saat/7 glin uygulandi. Vitamin E+stres grubuna ise ayni prosediirle
immobilizasyon stresinden 1 saat 6nce 30 mg/kg/giin dozunda vitamin E orogastrik

yoldan verildi.

Yedinci giliniin sonunda tiim hayvanlara agik alan, ytlikseltilmis-art1 labirent ve zorunlu
yiizme testleri uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edilip sol siirrenaller Bouinde fikse
edildi. Rutin doku takibinden sonra 5 mikrometrelik kesitlere hematoksilen-eozin ve

azan boyama yapildi. Preparatlar degerlendirilerek fotomikrograflart alindi.

Bulgular: Stres grubunda hematoksilen-eozin kesitlerinde, adrenal kortekste atrofi,
ozellikle zona fasikiilatada; medullada hipertrofi saptandi. Bazi kesitlerde adrenal
kortekste yag damlaciklar1 iceren agik ve icermeyen koyu bolgeler segilmekteydi.
Zona glomerulozada kontrol grubuyla karsilastirildiginda nispi bir azalma ile birlikte
granuloza hiicrelerinin hipertrofik ve kondanse cekirdekler icerdigi izlendi. Korteks
ve medullada kapiller dilatasyon, damar duvarinda incelme ve hemoraji izlendi. Azan
boyasi kesitlerinde kapsulada incelme, korteks ve medullada minimal diizeyde

interstisyel fibrozis, kortikomedullar bolgede kollajen artisina bagl yogun fibrozis



saptand1i. Immobilizasyon stresinden once vitamin E verilen farelerin siirrenal
kesitlerinde; stres grubuna gore histopatolojik bulgularin biiyiik ¢capta diizeldigi ancak
kortikal siniizoidlerde dilatasyon ve interstisyel fibrozisin kismen devam ettigi

gozlendi.

Sonu¢: Immobilizasyon stresinin fare adrenal bezinde morfometrik ve histopatolojik
degisikliklere neden oldugu ve olumsuz etkilerin vitamin E uygulamasiyla biiyiik

capta Onlenebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kkelimeler: Fare, adrenal bez, psikofarmakolojik testler, stres, 151k

mikroskobu.



ABSTRACT

Investigation of the protective effect of vitamin E on mice adrenal gland in

chronic immobilization stress.
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Aim: To investigate protective effect of vitamin E on mice adrenal gland in chronic

immobilization stress and to examine post-stress behavioral changes.

Materials and Methods: 28 male 10-weeks-old BALB/C mice weighing 30 grams
were divided into 4 groups.

For 7 days, 0.1ml saline was administered to control group and stress group. For
immobilization, mice were placed in a cage so as to remain stationary in narrow area
for 6 hours/7 days. For vitamin E and Vitamin E+stress groups, 30 mg/kg/day
vitamin E was administered orogastrically 1 hour before immobilization.

Atend of seventh day all animals were subjected to open-field, elevated-plus labyrinth
and forced-swimming tests. Left adrenal glands were dissected and fixed in Bouin
solution. Spm paraffin sections were stained with hematoxylin-eosin and Azan. Slides
were evaluated and photomicrographed.

Results: In hematoxylin-eosin sections of stress group, cortical atrophy, medullary
hypertrophy, cortical open areas with- and dark areas lack of lipid droplets were
evident. Zona glomerulosa had cells with hypertrophic and condensed nuclei and
reduced size compared to control group. Cortical and medullary dilated capillaries,
thinned vascular walls and hemorrhage were observed. In Azan sections; thinned
capsule, lowered interstitial fibrosis in cortex and medulla, and intense
corticomedullary fibrosis were detected. When compared to stress group, groups
administered vitamin E showed histopathologic appearances were mostly resolved but

dilatation and interstitial fibrosis were partially continued in cortical sinusoids.



Conclusion: Immobilization stress caused some morphometric and histopathologic
changes in mouse adrenal gland and these adverse effects could be largely prevented

by vitamin E administration.

Key words: Mouse, adrenal gland, psychopharmacological tests, stress, light
microscopy.



1 GIRIS VE AMAC

Stres organizmanin fizyolojik homeostasisini bozmaya yonelik her tiirlii stresojenik
uyaricilara karst verdigi yanit olarak tanimlanir. Gilinliik hayatimizda hayvan
modellerinde stresojenik uyaricilara sicaklik, sogukluk, fiziksel kisitlamalar,
kalabalik, giiriiltii, immobilizasyon veya baglama 6rnek verilebilir (1, 2). Insanlar
olarak stresli durumlarla stirekli karsilasiriz; ugcaga son dakikada yetismek, sinavlari
gegmeye calismak, yilan veya kopekle karsilasmak, topluluk oniinde konusurken
zorlanmak, verilen isi yetistirmek gibi. Bu tlir durumlara viicudumuz iki sekilde yanit
vermeye ¢alisir: birincisi sempatik sinir sistemi ile viicuda adrenalin ve noradrenalin
pompalamak, ikincisi son {iriinii kortikostreoid olan hipotalamik-pituar-adrenal (HPA)

aks. Her iki sistem viicudun strese karsi savasinda rol alir (1, 2).

Kopekten korkan biri kdpek goriince tiim dikkatini kdpege verir, enerji beyin ve
kaslara akar, diger sistemler durma noktasina gelir. Buna karsin, ise mesai saatinin son
dakikasinda yetisen birinde stresin azalmasi ve rahatlama gozlenebilir. Basit iki 6rnek
giinliik hayatta hepimiz i¢in olmasa da ¢cogumuz i¢in gegerli bir durum. Uzun stireli
bakarsak, bu gibi durumlar sik sik yasandigi i¢in bu sistemdeki degisimin etkileri
biiyiik olabilir. Stres siiresince organizmanin kararliligmmi devam ettirmesi igin
hipotolamik-pituar-adrenokortikal ve sempatoadrenomedullar sistem rol alir ve her iki

sistemde de adrenal bez son karar verici merkezdir (3).

Adrenal bez, medulla ve korteksinden salgilanan hormonlar (adrenalin/noradrenalin
ve kortikal steroidler) araciligi ile viicudun degisik stres uyaricilarina karst cevap
verdigi temel organdir. Korteksi kabaca oOzetlersek distan medullaya dogru zona
glomeruloza  (¢cogunlukla  mineralokortikoidler), ortada zona fasikiilata
(glukokortikoidler) ve en igteki zona retikularis (androjenler). Her ne kadar ii¢ zon da
adrenokortikotropik hormon (ACTH) stimulasyonundan etkilense de uzun dénemde
bu trofik hormon hareketi icin esas hedef zona fasikulata ve buradan {iretilen

kortikosteron (CORT) hormonu ya da bilinen adiyla stres hormondur (4, 5).

Vitamin E yagda ¢oziinen bilesiklere verilen genel terim olup ilk defa 1922 yilinda
Evans ve Bishop tarafindan kesfedilmistir (6). Saglik agisindan antioksidan

ozelliginden dolay1 olduk¢a yararhidir ve yag iceren yiyeceklerde bulunur. Bu tiir



yagda ¢oziinen bilesikler hayvan ve insanlarin yag dokularinda depolanabilir ve
giinliik olarak tiiketilemezler (7). Terminolojisine baktigimizda, vitamin E’nin grubu
tokokromanoller olarak adlandirilir ve bunlarda kendi arasinda tokoferoller ve
tokotrienoller olarak ikiye ayrilir. Tokoferoller ve tokotrienoller bitkiler tarafindan
homojentisik asitten sentezlenirler ve dogada dogal olarak alfa, beta, gamma ve delta
olmak tizere toplam 8 formu bulunur. Alfa ve gama tokoferol formu serum ve kirmizi
kan hiicrelerinde bulunmakla beraber alfa tokoferol en yiiksek miktarda bulunur (8).
Vitamin E yaglar oksidasyona ugrarken serbest radikal reaksiyonlar sonucu ortaya
cikan reaktif oksijen tiirlerini iiretmeyi durduran bir antioksidandir (9). Vitamin E
organel zarlarinda ve hiicrede lokalize olur ve boylece sayica miktari ¢ok az olsa bile
(2200 lipit molekiilii basma bir vitamin E) etkisini yliksek gdosterir (10). Lipid
peroksidasyonunda ilk savunma mekanizmasini olusturarak hiicre zarini serbest
radikal saldirilardan korur. Calismalarda vitamin E’nin formlarindan ¢ogunlukla alfa

tokoferolun bu gorevi tistlendigi goriilmiistiir (11).

Bu g¢alisamanin amaci; kronik immobilizasyon stresinde vitamin E’nin koruyucu
etkisinin fare adrenal bezinde arastirilmasi ve stres sonrasi farelerin davranigsal

degisimlerini incelemektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Stresin Tarihcesi ve Tanim
Walter Canon stres terimini kullanmadan organizma {izerinde ¢evresel uyaricilar ilk

kullanandi. 1932 yilinda, Harvard Universitesinde fizyolojist olan Canon ilk defa
hayvan i¢ dengesini tanimlamak i¢in homeostasi kelimesini kullanmistir (12). Kag
veya savas terimi ilk defa onun tarafindan ortaya atilmistir. Canon hayvanlar1 zor
sartlar altinda birakarak strese kars1 miicadelede kag veya savas durumunu incelemek
istedi; boylece hayvanlarda sempatik sinir sistemi (SNS) aktivasyonu oldugunu ve

hastaligin homeostasi dengesinin bozuldugundan kaynaklandigin1 tespit etti (13).

Stres terimi aslinda biyomedikal alanda ilk defa “bozulan homeostasideki biyolojik
fenomen” seklinde tan imlanmistir (14). Fizik¢i Hans Selye stres terimini, zararli
ajanlarin organizma iizerindeki etkilerini tanimlamak i¢in biyomedikal arastirmalara
koymustur (15). Stres kelimesinin etimolojisine baktigimizda mekanik kdkenli olup

deforme olabilen viicudun tlizerindeki basing 6l¢limii olarak ifade edilebilir (16).

I¢ veya dis gevre kaynakli strese kars1 miicadelede organizma kendisini koruyabilmek
ve devamliligini saglamak i¢in bir dizi fizyolojik ve davranigsal cevaplarla stres yaniti
gelistirir. Organizmanin homeostasisi bozuldugu zaman viicutta iki major sistem
devreye girer; ilki otonom sinir sisteminin SNS’si ve ondan salgilanan noradrenalin
(NA) ve adrenalin, digeri ise hipotalamik-pituar-adrenal (HPA) aks1 ve son salgilari
olan glukokortikoidler (GC). Her iki sistemde strese kars1 fizyolojik degisikliklerle
adaptif bir yanit gelistirir. Ornegin; glukoneogenez, lipoliz ve glikoliz gibi
reaksiyonlar sonucu enerjiyi tasir, solunumun ve kan dolagiminin yeniden dagitimini
arttirir, uyanikliligi ve fokuslanmay arttirirken immdiin sistem, tireme sistemi ve ayrica
sindirim sistemi gibi vejetatif sistemleri inhibe eder. Bir stres uyariciya maruz
kalindiginda viicutta ilk tepki SNS tarafindan olusturulur. NA ve adrenalin saniyeler
icinde birakilir. HPA-aksinin GC’leri salgilamasi dakikalari bulur ama ilk stresten
yaklagik 15-30 dakika sonra salgi miktar1 ‘peak’ yapar ve etkisinin azalmasi i¢in de
daha fazla zamana ihtiyac¢ duyar. Stres uyarici ¢esidine gore, stres yogunluguna gore
ve nasil algilandigina goére beynin farkli bolgeleri aktive olur ve farkli davranigsal ve
noroendokrin yanit gelistirilebilir (17, 18). Asagidaki basliklarda iki sistem daha
detayl agiklanmistir.



2.1.1 Sempatik sinir sistemi
Stres sonucu beynin katokolaminerjik noronlar1 ve adrenal medullla gibi viicudun

farkli bolgelerinden NA ve adrenalin olarak adlandirilan katekolaminler salgilanir.
NA ve adrenalin salinimi stres uyariciya karsi verilen en hizli yanitlardir. Hem NA
hem de adrenalin etkilerini farkli dokular iizerinde gosterebilir. Stresin
kardiyavaskiiler sistem iizerindeki etkileri en ¢ok calisilan ve en ¢ok bilinen sistemdir.
Stresin etkileri kan akimini1 ve basincini arttirir. Beyinde, stresin indiikledigi NA
salimiminin prefrontal korteks (PFC) yardimiyla da uyanikliligi ve tetikte kalmay1
arttirmadan sorumlu oldugu gosterilmistir (Sekil 1) (19).
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Sekil 1: Kemirgenlerdeki néroendokrin stres cevabinda hipokampiis ve hipotalamik-
pituar-adrenal aksin (HPA) calismasini gdsteren sema. Beyin sapindan ve daha yiiksek
beyin boélgelerindeki hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginin (PVN) aktivasyonu
kortikotropin-birakici hormonun (CRH) ve arjinin vazopresinin (AVP) mediyan
eminenseye salimimini baglatir. Hipofizyal CRH ve AVP adrenokortikotropik hormonunu
(ACTH) kan akimina salmak i¢in beraber hareket ederler. ACHT kortikosteron sekresyonu
icin adrenal korteksi uyarir ve bunun karsiliginda beyin glukokortikoid (GR) ve
mineralokortikoid (MR) reseptorlerine baglanip HPA aksinin aktivitesini negatif geri
besleme mekanizmasiyla kontrol eder ve bdylece homeostasiyi normal haline getirir (19).

Locus coeruleus (LC; A6 bdlgesi) beyindeki NA kaynaginin ana bolgesidir. Bu bolge
primat beyinlerinde {iretilen NA’nin yaklasik %70’ini iiretir. Siganda LC yaklagik
3000 noron icerirken bu say1 insanda yaklasik 24000°dir (20). Bu néronlar uzantilarini

tim merkezi sinir sistemi boyunca uzatir.



Immobilizasyon stresinin c-fos ekspresyonunu ve tirozin hidroksilaz (TH) aktivitesini
ve onun protein seviyelerinin degerlendirilmesi sonucu LC bolgesinde ndronal
aktiviteyi arttirdigr gosterilmistir. TH, katekolamin sentezinde oran-belirleyen
enzimdir. Ilgingtir ki, transkripsiyon faktorleri ve MAP kinaz yolaklar1 tek veya

tekrarlanan stres siirelerine bagh olarak farkl sekillerde denetlenir (21).

Periferde, NA ve adrenalin adrenal medulladan sentezlenirler (yaklasik olarak %20
NA ve %80 adrenalin) ve kromafin hiicrelerinde salgilanip hedef organlar: iizerinde
hormon olarak etki ederler. Adrenalinden farkli olarak NA, SNS’de nérotransmitter
madde olarak major rol alir. Burada NA “kag veya savas” yanitinda post-ganglionik

sinir terminallerinden salinir.

2.1.2 Hipotalamus-pituar-adrenal aksi
Yukarda bahsettigimiz SNS stresli durumlarda miicadelede rol alan ilk sistemdi. Bu

sisteme ek olarak “ka¢ veya savasg” yanitinda rol alan ikinci mekanizma HPA aksi
aktive edilir (Sekil 2). Stres uyaricisina yanit olarak beynin farkli bélgeleri aktive olur
ve sonu¢ olarak kortikotropin birakict hormon (CRH; CRF-kortikotropin birakici
faktor olarak bilinir) salinir. CRH hipofizden, 6zellikle paraventrikiiler ¢ekirdekten
(PVN), mediyan eminenseye oradan da hipofizyal portal sistem yoluyla hipofize
ulagir. CRH burada kendi reseptorleri olan CRH reseptor tip 1 (CRH-R1) iizerine
baglanarak adrenokortikotropik hormon (ACTH) olarak bilinen bir polipeptid
hormonun kana salinimina neden olur. CRH igeren ndronlarin ¢ogu ayn1 zamanda 6n
hipofiz seviyesinde CRH etkisini giiclendiren vazopressin (AVP) eksprese ederler.
AVP tek basimma da ACTH salinimini uyarabilir (22). Sunu belirtmek gerekir ki bu
AVP igeren noronlar PVN’nin parvoseliiler bolgesinden koken alirlar ve mediyan
eminenseye kadar uzanirlar. Magnoselliiler kisimdaki AVP iceren ndronlar ise hipofiz
bezine uzanti yaparlar ve orada tuz-su homeostasisinden sorumludurlar (23). Dolagim
yoluyla 6n hipofizden salinan ACTH bobreklerin iistiinde bulunan adrenal bezlere
ulasir ve orada adrenal korteksin zona fasikulatasindan GC’lerin (insanlarda kortizol
ve kemirgenlerde kortikosteron [CORT]) sentezini ve salinimini uyarir. GC’ler farkli
organlart farkli sekillerde etkileyerek stresli durumlarda enerji dagitimini ve

kaynaklar1 sik1 kontrol ederler (17, 18, 24).
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Sekil 2: HPA aksi. PFC ve amigdala stria terminalisin yatak ¢ekirdekleri (BNST) aracilig1
ile dolayli olarak (noktali oklar) HPA aksi iizerinde etkilere sahiptirler. CRH
hipotalamustan salinir ve anteriyor hipofizdeki reseptoriine ulasip ACTH’1 salar. ACTH
dolasim yoluyla adrenal beze wulasip glukokortikoid sekresyonunu uyarir.
Glukokortikoidler beyin dahil bircok farkli organ iizerinde etkilerini gosterirler. Negatif
geri besleme dongiisii pituar, hipotalamus ve de hipokampiise ulasir. Art1 ve eksi isaretler
sirastyla uyarmayi ve durdurmayi gosterir (22).
HPA aksinin aktivasyonundan 30 dakika sonra GC seviyesi en yiiksek
konsantrasyonuna ulasir ve stres uyaricinin kesilmesinden sonraki yaklasik iki saat
icinde bazal seviyesine iner. Dahasi, kan-beyin bariyerini kolay gecen lipofilik GC’ler
beyinde farkli hiyerarsik durumlarda negatif feedback diizenleyicileri olarak hareket
ederler ve boylece kendi salgisini bitirebilirler. Bu da stres uyaricinin kesilmesinden
sonra aktive edilmis sistemin hizli bir sekilde kapanip homeostatik seviyesine

donmesini garantiler.

GC’ler sadece stres durumunda degil, ayn1 zamanda pulsatil yolda ya da sirkadiyan
ritimde de saliabilir ve aktif periyodun baslamasindan hemen 6nce ‘peak’ gosterip
inaktif periyodun baslangicina dogru da azalir. Metabolik ve davranissal siireglerin

HPA tizerinde etkisi vardir ve bu durumun tersi de miimkiindiir (25, 26).
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GC’ler beyinde iki farkli intraselliiler glukokortikoid reseptorlerine baglanirlar:
mineralokortikoid reseptorii (MR) ve glukokortikoid reseptor (GR). Her iki reseptor
de gosterildigi gibi farkli 6zelliklere ve dagilima sahip olup farkli fonksiyonlara
sahiptir. MR’1n GC’lere olan yatkinligi GR’lere olan yatkinligindan alt1 kat daha
fazladir. Bu ylizden ¢ogu MR bazal seviyede GC’lerle kusatilmistir (MR’1n %90°1 ve
GR’nin %10’u GC’lerle kusatilmistir), bunun aksine GR’ler sadece sirkadiyan ‘peak’
salimiminda (6rnegin uyanma) ve stresli durumlarda seviyeler yiiksek oldugunda
aktive olurlar (MR’lar o zaman tamamen kusatilirlar ve GR’ler yiizde 67-74 arasinda
kusatilirlar) (27). MR’larin ve GR’larin beyindeki dagilimi farklidir. MR ’lar 6zellikle
limbik sistemde eksprese edilirken, GR’ler aksine subkortikal (6rnegin PVN ve
hipokampiis) ve kortikal (6rnegin PFC) bolgelerin yani sira bir de beyin kokiinde
eksprese edilirler (28).

GC baglanir baglanmaz, hsp90 ve diger 1s1 sok proteinleri (‘heat shock’ proteinleri)
gibi kaperonlar reseptorlerden ayrilirlar ve reseptdr-kompleks cekirdege gecer.
Cekirdekte reseptorler glukokortikoid cevap elemanlarina (GRE) homodimer olarak
baglanip gen transkripsiyonunu degistirirler (29). Reseptorler ayrica diger
transkripsiyon faktorleri ile etkileserek dolayli olarak transkripsiyonu diizenleyebilir
ve transkripsiyon faktorlerinin cekirdege gecmesini ve DNA ile baglanmasini
engelleyebilirler. Bu transkripsiyonel degisikligin gorece yavas mekanizmanin
yaninda, GC’lerin hareket ettigi ama gorev alan reseptorlerin heniiz tanimlanmadigi
hizli mekanizma da mevcuttur. Biiyiik ihtimalle bu reseptorler sinyal iletiminin hizinm
arttiran hiicresel zara gomiilii olan reseptor tipleri olabilir (30, 31). Beynin farkl
bolgelerindeki GR’lerin giiclii ekspresyonu HPA aksinin diizenlemesinde ve kontrol
altina alinmasindaki dnemini gosteriyor. Ornegin, hipokampiis ve PFC’nin HPA
aksin1 durdurdugu gosterilmistir. Korku ve duyguda yliksek diizeyde rol alan beyin
bolgesi amigdala stres aksinin {izerinde aktivasyonel bir etki uygular (32). Tlgingtir ki,
yukarida bahsettigimiz yapilarin hig¢birinin direk olarak PVN’ye baglantis1 yok. Bu
yapilar stria terminalisin yatak ¢ekirdeklerine (BNST) uzanip orada sinyalleri dagitir
ve sinyallerin sonug¢lart PVN’ye yonlendirilir. BNST aktarma istasyonu gibi davranir

ve hem durdurucu hem de uyarici etkiler gosterir (33).
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2.1.3 Stres yanitin1 yonetme
CRH stres yamitim1 baslatmada ilk aracidir. CRH’in aktif formu 41-aminoasit

uzunlugunda bir peptid olup tlirokortinleri igeren CRF-baglantili ailesinin ilk tiyesidir
(34). CRH’1n yapist memeli tiirleri arasinda olduk¢a korunmustur ve reseptorleri
CRH-R1 ve CRH-R2 beyinde fazlaca ekprese edilir. CRH-R1 6n hipofizde oldukca
fazla eksprese edilir ve HPA aks1 iginde CRH sinyallerini iletmedeki rolii iistlenir.
CRH-R1 amigdala, hipokampiis ve PVN’nin yani sira (ki bunlar sadece birkac1) ayn1
zamanda ana integratif ¢ekirdek olan BNST de de eksprese edilir (35). Burada CRH
sinaptik iletimi kontrol etmek icin norotransmitter olarak gorev yapar. LC dahil bu
alanlar CRH-igeren ndronlara sahiptir. CRH’in CRH-R2’ye yatkinligt CRH-R1’¢ olan
yatkinligindan daha azdir. Her iki reseptor farkli etki gosterir; CRH-R1 aksiye-iliskili
hareketlerin ¢oguna aracilik ederken, CRH-R2 vejetatif fonksiyonlardaki stres-
etkilerine aracilik eder. CRH reseptorleri 7 transmembran domaine sahip olup G-
protein coupled reseptor ailesine girer ve adenilil siklazi aktive eder. PVN’de CRH

geninin transkripsiyonu GC’lerle inhibe edillir (36).

Hipotalamus hem HPA aksi ile hem de SNS ile stresore karsi cevap vermede ana
entegratif bir merkezdir. Bu durum CRH’in intraserebroventrikiiler (i.c.v.)
enjeksiyonu sonucu LC’deki ndronlarin bazal dolanma oranlarinin artmasi ile
gosterilmistir (37). Bunun karsiliginda NA da CRH’1n PVN’den salinimin1 uyarabilir
(38). Farkl stresorler (6rnegin kisitlayicilar ya da zorunlu yilizme testi) NA ndronlarini
aktive eder (39, 40). Bu sonuc¢lar CRH ve NA sistemi arasinda yakin bir interaksiyon
oldugunu gosteriyor. Farkli calismalar PVN’deki CRH noronlan ile LC’deki NA
noronlar1 arasinda ters bir baglanti oldugunu soyliiyor (41-43). Ama sadece PVN
LC’yi innerve eder. Amigdalanin merkezi ¢ekirdeklerindeki CRH-igeren ndronlar da
LC’ye uzantilarim1 génderir. LC’nin NA noronlar1 hipotalamus dahil beynin degisik
bolgelerine uzantilarini yollar (20, 41). A1 ve A2 gibi diger NA bdlgeleri sirastyla
BNST’ye ve PVN’ye uzantilarin1 yollar ve hedeflerinden sinyal alirlar. Bu bilgiler
strese yanit verme mekanizmasinin ¢ok kompleks sistemler tarafindan yiirtitildiigiinii
gosteriyor.

2.2 Vitamin E’nin Tarihgesi )

Vitamin E 1922 yilinda Kaliforniya Universitesinden Amerikali fizik¢i Herbert Evas
ve asistan1 Katherine Bishop tarafindan kesfedilmistir (Sekil 3) (44). Herbert ve
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asistan1 sican diyeti lizerine yaptiklar1 deneyde siganlarin tiremeyi durdurdugu, daha
sonra bitkisel yaglardan izole edilen bir madde verildiginde saglikl ve giiclii doller
iiretebildiklerini tespit etmigler (45). Vitamin E aktif bilesikleri i¢erisinde barindiran
bir gruba verilen addir. Vitamin E dogada 8 tane farkli formu vardir ve bu formlar da

mokekiiliin yan zincirinin doymus veya doymamis olmasina gore iki gruba ayrilir.

Doymus formlar1 tokoferoller olarak adlandirilir ve a, B, y ve d olarak gosterilir (46).
Doymamis tokotrienoller Green ve arkadaslari ile Pennock ve arkadaslar tarafindan
1960-1964 yillarinda kesfedildi (47). Tokotrienoller de tokoferoller gibi a, B, y ve
olmak tizere 4 farkli forma sahiptir. Tiim bu formlar arasinda, a-tokoferol biyolojik

olarak en aktif olan1 ve en fazla yaygin olanidir.

CHs

H3C ©) o CHj
CW\(

CHa CHs CHs
HO

CHj3
Sekil 3: Alfa-tokoferolun kimyasal yapis1 (44).

Vitamin E’nin 6nemini gdstermek i¢in sayisiz ¢alismada farkli deneysel hayvanlar
kullanilmigtir ve farkli dokularda ve hastaliklarda rolii tespit edilmeye calisilmistir.
Sentetik antioksidanlar ensefalomalasyayi, selenyum eksiidatif diatezi, sisteyin
miiskiiler distrofiyi engelleyebilir. Bu verdigimiz Orneklerin hepsi vitamin E’nin
eksikligi sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar ve yeterli vitamin E alinirsa engellenebilir
(45).

2.2.1 Vitamin E’nin kimyasi

Fernholz ve Isve¢ kimyaci Karrer a-tokoferolun tam yapisini ortaya ¢ikarmustir. Sure,
vitamin E ismini 6nermistir fakat Evans ve Bishop (48) bu ismi kullanima sokmustur
(49). Tokoferol kelimesi Yunanca bir kelime olup fokos-dogum ve pherin-tasimak

anlamina geliyor (49).

Vitamin E’nin kimyasal yapist Fernholz tarafindan kesfedilmistir (50). Vitamin E
terimi tiim tokoferolleri (a, B, y ve 6 formlari ile beraber) ve tiim tokotrienolleri (a, {3,

v ve & formlari ile beraber) kapsayan bir sdzciiktiir. A-tokoferolun mokekiiler agirlig
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430.69 g/mol olup, UV absorpsiyonu 72-76’lik 1 cm kiivetteki etanol icinde %1°lik
sollisyon absorpsiyonuyla 292-294 nm’dir (51).

a-tokoferoliin D formu hafif viskz, soluk sar1 yag seklinde olup, suda ¢oziinmeyen
ama bitkisel yaglarda, hayvansal yaglarda ve organik ¢oziiciilerde ¢dziinebilen bir
bilesiktir. Erime noktas1 2.5-3.5°C iken kaynama noktast 200-220°C’dir. Molekiiler
damitma yontemleri ile saflagtirilabilir ve maksimum 295 pm, minimum 267 pm
absorpsiyona sahiptir. Vitamin E trimetilhidroquinon ve izofitolden neredeyse tahmini

8 esit izomer olarak sentezlenir (45).

Vitamin E hi¢ stabil degildir ve beslenmedeki doymamis yag asitlerinden ve
minerallerden dolay1 oksidatif yikima yatkindir. Esterifikasyon ile daha stabil hale
gelir. Ticari formlar1 d-a-tokoferol asetat veya dl-a-tokoferol asetat seklindedir. Bu
asetatlar tokoferoliin asetik anhidrid ile reaksiyonu sonucu hazirlanir. a-tokoferol
asetat jelatin boncuklarla kaplanirsa ¢ok daha stabil bir forma gecger (45). Vitamin
E’nin bir ulusal birimi 1 mg sentetik dl-a-tokoferil asestat aktivitesine, 0.735 mg d-a-
tokoferil asetat aktivitesine, 0.671 ng d-a-tokoferol aktivitesine veya 0.909 mg dl-a-
tokoferol aktivitesine sahiptir (52).

Tokoferoller ve tokotrienoller ayni kimyasal yapiya sahiptir; her ikisi de kroman
halkanin 2. pozisyonuna bagli uzun bir zincir ile karakterize edilebilir. Tokotrienoller

tokoferollerin doymus izoprenoid C16 yan zinciri yerine farnezile sahiptirler (53).

Tokoferoller ii¢ tane kiral steromerkezler igerir; 2., 4. ve 8. karbonda ve boylece

thtimalen sekiz farkli steroizomere sahip olabilir.

a-tokoferoller tek steroizomer olan RRR-a-tokoferol seklinde dogada bulunurken
sentetik vitamin E genelde esit miktarda ama farli biyopotansileri olan sekiz
steroizomerin (hepsi-rasemik) karisimi seklinde iiretiliyor (54). Hayvan ¢alismalarina
dayanarak dogal (RRR) ve sentetik (hepsi-rasemik) a-tokoferol karsilastirilirsa
1.36’lik bir biyopotansi orani (dogal/sentetik) oldugu goriilmiistiir (55). Antioksidan
ozellikleri membran lipid peroksidasyonu oOnleme ve reaktif oksijen tiirlerini

uzaklastirmadaki katkilaridir (56).
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2.2.2 Vitamin E kaynaklar:
Tokoferoller bitkisel yag c¢ekirdeklerinde, bitki yapraklarinda ve diger yesil

kisimlarinda, daha c¢ok bitki hiicrelerinin kloroplastlarinda bulunur. Bitkilerin
koklerinden ziyade yapraklarinda birikirler ve soluk olgunlagmamais yapraklar yerine

koyu olgunlagmis yapraklarinda bulunur (57).

2.2.3 Metabolizma ve depolama
Vitamin E’nin absorpsiyonu emiilsifikasyon, solubilizasyon, karistirilmamis su

tabakalar1 aras1 diffuzyon, enterositlerin membrant boyunca gecis, lipoprotein
partikiilleri ile birlesme ve memelilerde lenf sistemi ile kuslarda portal sistem araciligi
ile dolasima katilma gibi 6zellikleri olan hayvansal yag absorpsiyonu ile aynidir (58).
Hem safra hem de pankreatik lipaz maksimum absorpsiyon i¢in elzemdir. Asetat form
olusunca, pankreatik esteraz ilk kesime yardima eder. a-tokoferol yag asidleri ile
absorbe olup lipid-safra-lipaz miselini olusturur. Absorbe olan tokoferol karacigere
hayvansal yag olarak taginirken, bu islem kuslarda portal ven ile gerceklesir. Absorbe
olan tokoferol daha sonra onlar1 karacigere ve yag depolarma tasiyacak olan
lipoproteinlere baglanir (59). Yenilen ¢cogu B, y, 6-tokoferol safraya salgilanir veya

gaita ile disar1 atilir (60).

2.2.4 Vitamin E eksikligi
Vitamin E eksikligi insanlarda ¢ok nadiren goriilse de kaliim veya edinilmis

durumlarda vitamin absopsiyon yetenegi bozuk olanlarda (kistik fibrozis, kisa
bagirsak sendromu veya safra kanali tikanmasi), diyetinde hayvansal yag absorbe
edemeyen ve ¢ok nadir goriilen metabolizma rahatsizlig1 olanlarda goriilebilir. Son
caligmalar alpha-ttp’nin alfa-tokoferolun karacigerden salinimini kontrol ettigini ve
alpha-TTP’nin yiizeyindeki baz1 arjinin residularinda yanlis mutasyonlarin insanlarda

ciddi diizeyde vitamin E eksikligine yol a¢tigin1 gostermislerdir (61).

Yabanil tip alpha TTP’nin arjinin fosfatidilinozitollere (PIP) baglandig1 ama arjinin
mutantlarinin baglanmadig1 ve hedef membrandaki PIP’lerin alpha-TTP sayesinde
alpha-tokoferol’lin ara-membrana taginmasini indiiklemistir. Vitamin E eksikliginin
semptomlart kas zayifligi, goérme problemleri, immune sistem degisiklikleri,
uyusukluk, yiirimede zorluk, titreme ve zayif denge ayarlamasidir (62). Bu
semptomplardan ayrica, vitamin E eksikligi spinoserebellar ataksiya ve miyopatiler

gibi ndromiiskiiler problemlere, derin tendon refleksi olan dizartri, titresimsel hissiyat
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ve pozitif Babinski reflekslerinin kaybina neden olur (63). Kirmizi kan hiicrelerindeki
oksidatif hasardan kaynaklanan anemi, retinopati ve immune sistem bozuklugu da

diger goriilen hastaliklardir (64).

Eger tedavi edilmezse, vitamin E eksikligi korliik, kalp rahatsizligi, kalici sinir hasari
ve diislinememeye yol acar. Bazi calismalarda vitamin E’nin erkeklerde kisirliga

sebep oldugu yazilmistir (62).

2.2.5 Vitamin E’nin antioksidan etkisi
Tokokromanoller lipofilik fenolik antioksidantlarin en etkili grubudur. Arastirmacilar

serbest radikallerin lipid oksidasyonu ve DNA hasarina neden olmadan 6nce énemli
hiicresel bilesenlerini korumak i¢in tokokromanoller tarafindan nétralize edecegini
ileri siirmiislerdir. Antioksidanlar serbest radikal saldirilar1 azaltarak lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini kirar ve lipit onarimini ve lipit yer degisimini ile
hiicre zarim1 korurlar. Bu yolla kanser veya kalp rahatsizliklarini onleyebilirler.
Epidemiyolojik kanitlar beslenme-kaynakli antioksidanlarin (Vitamin A, C ve E gibi)
insan ve hayvan sagligin1 korumada 6nemli gorev iistlendigini géstermislerdir (65,

60).

Cok yeni epidemiyolojik kanitlarda plazmada vitamin E konsantrasyonu yiiksek
oldugu zaman kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser tiplerine yakalanma riskinin
daha az oldugu gosterilmistir. Rastgele, iki-tarafli bilinmeyen, plasebo-kontrollii
deneyde, tiim tokotrienol ve tokoferol formlarinin karigtminin DNA (oksidasyon
stirecinde genelde hedef organ olarak bilinir) tizerindeki etkileri ¢aligilmistir. Sonuglar
vitamin E aliminin DNA hasar seviyesini saglikli bireylerde diisiirdiiglinii
gostermistir. Bu gozlemler tokokromanol karigimi alimiyla DNA kirilmalarinin
olusumu ve hasarinda rol alan molekiiler mekanizmalar arasindaki muhtemel iliskiyi

gosterebilir (67).

Vitamin E canli sistemlerde iyi bir antioksidan olarak bilinir. Sentetik vitamin E’lerde,
yani hepsi-rac-a-tokoferollerde veya dl-a-tokoferol, ihtimal olan tiim sekiz optikal a-
tokoferol izomerleri esit olarak bulunur (68, 69). Sentez, 2,3,6-trimetil-
hidroquinon’un  hepsi-rac-izofitolle  asit-katalizorliigiinde = kondensasyonuyla

gerceklesir (Sekil 4) (70).
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Canli sistemlerde, lipid peroksidasyonu s1vi faz oksidasyonu olarak bilinen bir olaydir
ve hidrokarbon oksidasyonu ile ayni temel reaksiyon adimlarini igerir (71). Lipid
hidroperoksitin metal iyon katalize edilmis dekompozisyonu gibi 6ncii molekiillerden

ilk serbest radikaller tiretilir (69).
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Sekil 4: Alfatokoferol antioksidan iliskisi (70).

a-tokoferol i¢in antioksidant aktivitesinin oran sabitleri in vitro ortamda
degerlendirildiginde a-tokoferoliin bilinen en iyi zincir-kiran antioksidan oldugu ve
BHT gibi ticari antioksidanlardan ¢ok daha i1yi oldugu gosterilmistir (72, 73).

2.3 Adrenal Bez ve Tarihgesi

Farelerin adrenal bezi (suprarenal bez, siirrenal bez veya bobrek iistii bezi de
denilebilir) bobreklerin iist kutuplari {izerinde yer alan kiigiik, bir c¢ift endokrin
organdir. Sag adrenal sol adrenala gore bobreklere daha yakin yerlesiktir (74). Bezler
ovoid, disilerde daha fazla lipid varligindan dolay1 biraz daha biiyiik ve daha opaktir
(75).

Adrenal bez strese yanit vermede, immiin fonksiyonda, kardiyovaskiiler regiilasyon
ve metabolizmas1 gibi biyolojik siireglerde rol alan 6nemli bir organdir. Adrenal
bezlerin ilk olarak detaylica tanimlanmasi ve resmedilmesi anatomist Bartholomeus
Eustachius tarafindan 1563 yilinda yapildi. Bartholomeus adrenal bezleri insanlarda
bulunan bir ¢ift organ olarak tarif etti ama fonksiyonunu tam olarak bilmiyordu (76).

1855 yilinda Thomas Addison homonimdéz hastaligin klinik bulgularini ilk olarak
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tanimlayip adrenal bozuklarla iligskilendirdiginde adrenal bezin fonksiyonlar1 tizerinde
caligmalar artt1 (77). Adrenal bezlerin 6nemi 1856 yilinda guinea domuzlarinda
bilateral olarak adrenalektomi yapilip domuzlarin yasayamadigi goriiliince daha da
artt1 (78). Alman fizyolojist Arnold ilk olarak adrenal korteksteki zonlar1 kesfeden ve
goriinlimlerine gore zona glomeriiloza, zona fasikulata ve zona retikularis olarak
adlandiran kisidir (79). 20. yiizyilin baslarina kadar adrenal bezlerin iirettikleri
maddeler ¢ok fazla bilinmiyordu. 1901 yilinda Takamine ve Abel birbirlerinden
bagimsiz olarak yaptiklar1 caligmalarda epinefrin ismini verdikleri adrenal medulladan
salgilanan maddeyi izole edip kristallendirmislerdir (80). Bobrek yetmezligi olarak
bilinen Addison sendromunun karsiti olan bozukluk Addison’un tanimindan
neredeyse 80 yil sonra 1932 yilinda kesfedilmistir. Harvey W. Cushing ilk olarak
hiperadrenokortikizmin ~ hipotalamik-pituar-adrenal ~ aksin  bozukluklarindan
kaynaklandigin1 gostermistir (81). Sonraki yillarda adrenokortikal hormonlar olan

kortikosterone, deoksikortikosteron ve kortizoller de izole edilip sentezlendi (82).

2.3.1 Adrenal bezin histolojik yapisi
Diger canlilarda oldugu gibi farelerin adrenal bezi de korteks ve medulladan olusur.

Korteks ince bir fibroz kapsiille ¢evrilidir. Zona glomeruloza, zona fasikulata ve zona
retikiilaris tabakalar1 farelerin adrenel korteksinde mikroskop diizeyinde ayirt
edilebilir. Zona glomeruloza ayrimi zor yapilan yaylar ¢izen kii¢iik hiicrelerden olusur
ve fasikiiler zonun kolonlarini olusturur. Hiicreler gérece daha genis ¢ekirdekli biraz
bazofilik sitoplazmaya sahiptirler. Aslinda kii¢iik kapillerle iyi damarlanmasina
ragmen, histolojik kesitlerde bu hiicreler kanli olmasalar ¢ok da ayirt
edilemeyebilirler. Zona fasikulata medullaya dogru uzanir ve merkezi olarak
yerlesmis ¢ekirdeklerden olusan hiicrelerden olusur. Cekirdekler vesikiiler olup

sitoplazma eozinofiliktir (83).

Adrenal medulla sinuzoidler tarafindan ayrilmis kiiclik diizensiz paketler seklinde
diizenlenmis homojen polihedral hiicrelerden olusmustur. Bu hiicrelerin
sitoplazmalar1 graniiler ve kortikal hiicrelerin sitoplazmalarindan daha bazofiliktir ve
de cekirdekler daha genis ve merkezi yerlesiktir. Medulla genelde korteksle ¢evrilidir

ama hilusta medulla kapsiiler yiizeye kadar uzanabilir (83).
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Geng farelerin adrenal bezindeki farkli bir 6zellik medulla boglesini saran gecici X
zonudur. X zonundaki hiicrelerin sitoplazmasi belirgin olarak zona fasikiilatadaki
hiicrelerin sitoplazmalarindan daha bazofiliktir. X zonundaki post-partum yaklasik 10
giin boyunca siirer ve erkeklerde sekstiel olgunluk yaklasik 5 haftalikken hizli bir
sekilde vakuolizasyon ge¢irmeden kaybolur. Disilerde, bu zon ilk gebelikte
kaybolurken, dogum yapmamis disilerde 30 haftaya kadar kaybolmayabilir. Bu zon
disilerde erkeklerin aksine vakuolizasyon denilen olay gecirir. X zonu insanlardaki

fetal korteksle analogtur (Resim 1) (84).

Nagel adrenal bezi ilk olarak birbirinden bagimsiz adrenal korteks ve adrenal medulla
olarak iki parca seklinde tanimlamistir (85). Embriyogenez esnasinda, adrenal bez iki
farkli germ tabakasindan koken alir: adrenal korteks mezodermden ve adrenal medulla

ektodermal noral krest hiicrelerinden gelisir (86).

Resim 1: Fare adrenal bezinin enine kesiti (87).

2.3.2 Adrenal bezin fonksiyonlar:
Adrenal bez bir endokrin organ oldugundan fonksiyonunu salgiladigi hormonlar

sayesinde gosterir. Sirasiyla kolesterol ve kolesterol esterler, kortikal steroidlerin ilk
temel substratidir. Kolesterol ve esterlerinin doniisiimleri ve modifikasyonu boyunca,

her zonda ilgili steroid hormonlar sentezlenir.

Zona glomeruloza aldosteronun, 6zellikle mineralokortikoidin kaynagidir. Aldosteron

bobregin iki ana bdlgesinde goérev alir: distal bobrek tiibiillerinde ve toplama
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kanallarinda. Distal bobrek tiibiillerinde aldosteron mineralokortikoidlerin
reseptorlerine baglanir. Boylece, luminal membranin potasyum ve sodyuma gegisini
arttirip Na*/K* iyon pompalarini aktive ederek kana sodyum ve suyu reabsorbe
ederken potasyumu tirinin i¢ine salgilar. Aldosteron bu sekilde tuz homeostazisinin ve
s1vi dengesinin onemli bir regiilatoriidiir. Aldosteron ve primer kontrol sistemi, yani
renin-anjiyotensin sistemi, bu mekanizma ile de kan basincini etkileme potansiyeline
sahiptir. Toplama kanallarinda aldosteron hidrojen ve amonyum iyonlariin
sekresyonunu uyarir. Boylece, aldosteron asit/baz dengesinin major kontrol birimidir

denilebilir (89).
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Sekil 5: Insan adrenal korteksinde steroidogenez. Resimde iizerine kirniz ¢arpi atilmis oklar
fareler tarafindan kullanilamayan yolaklar1 temsil ediyor. Resim Keagen ve Hammer’dan
alinmustir (88).

Glukokortikoidler kortizol, kortikosteron ve deoksikortikosteron zona fasikulatadan
salgilanirlar. Glukokortikoid hareketleri ¢ok farklidir ve glukokortikoid reseptorleri
memelilerde tiim c¢ekirdekli hiicrelerde bulunur (90). Glukokortikoidler isimlerini
glukoz metabolizmasini etkilediklerinden dolayr almislardir. Glukokortikoidler
glukoneogenezi farkli mekanizmalar araciligi ile etkilerler: a) glukozun ilgili
enzimlerinin ekspresyonun artmasinin sonucunda aminoasitlerin ve lipitlerin sentezini
uyarmak, b) substrat rezervini saglamak i¢in aminoasitleri mobilize etmek, c) yag veya
kas dokusunda glukoz alimmi durdurmak, d) yag dokusunda yaglarin yikimini

(lipoliz) uyarmak. Metabolik fonksiyonlarina ek olarak, glukokortikoidler anti-
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inflammatuvar ve immuno-supresif 6zelliklere sahip oldugundan ve enfeksiyona karsi
konak savunmasinda kritik olduklarindan immiin sistemi etkileme ozelliklerine de
sahiptir (91). Bu farmakolojik etki glukortikoidlerin 1930 yilindaki kesfinden beridir
ilag sanayinde kullaniliyor. Bunlarin terapatik uygulamalar1 alerjilerin, oto-immun
hastaliklarin ve hatta farkli kanser tiplerinin tedavisi i¢in avantajli bir durumdur.
Glukortikoidlerin gelisen akcigerler veya gonadlarin gelisimini de etkiledikleri i¢in
ayn1 zamanda fetal yagami da etkilerler (92). Androjenlerin alt grubu zona retikiilaris
tarafindan salgilanir. Iki ana androjen dehidroepiandrosteron (DHEA ve siilfatli formu
DHEA-S) ve androstenedion (Andro). Her ikisi de periferde testosterona ve ostradiola
donlismede substrat olarak rol alabilir (88). Medulladan salgilanan katekolaminler
epinefrin ve norepinefrin klasik akut stres hormonlaridir ve ‘ka¢ veya savag’
hormonlari olarak gorev yaparlar. Bu hormonlar kardiyovaskiiler sistemi kontrol edip
(arttirtlmis  kardiyak sonuglari, deri ve bagirsaklarda vazokonstriksiyon, bacak
kaslarinda arteriyollerin vazodilasyonu) oksijen aliminm artirir ve glukoz formunda
enerjiyi kana saglar. Norepinefrin ayrica hormonal olmayan fonksiyona sahiptir ve
norotransmitter olarak gorev yapabilir (93). Adrenal bezin ¢oklu fonksiyonlar1 gz
Oniline alinirsa ilging olacak ama bilateral tamamen adrenaloktemi edilen bir insanin
da ¢cogu durumda yasayabildigi ve post-adrenaloktemize hayata giinliik tedavi ile iyi
uyum saglanabildigi goriilmistiir (94).

2.3.3 Fare adrenal bezinin tiiriine 6zgii 6zellikleri

Kemirgen adrenal bezinin genel 6zelligi olan cinsiyete-bagli boyut farkliligi Hatai
tarafindan kesfedilmistir (95). Disi farelerde, adrenal bezler bariz derece
erkeklerinkinden daha biiyiiktiir. (83). Son calismalara gére adrenal bezdeki 17a-
hidroksilaz eskpresyonu yoktur. Bu yiizden farelerdeki ve aynm1 zamanda
kemirgenlerdeki adrenal bezlerde adrenal androjenlerin sekresyonu yoktur (88).
Memelilerde, adrenal korteksin baskin steroidi kortizoldur. Farelerde 17a-hidroksilaz
ekspresyonunun olmamasi kortoizol sentezinin olmamasina yol agmistir. Fare adrenal
korteksinin belirgin 6zelligi X-zonu diye adlandirilan fetal adrenal zonun kalintisidir
(96). X-zonunun fonksiyonel 6nemliligi hala belirsizdir ve tartisgamaya agiktir (88, 97-
99). Erkeklerde bu zonun tam olarak dejenerasyonu pubertede goriiliirken, diside bu

zon ilk gebelige kadar devam eder ve hemen sonrasinda kaybolur (100).
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2.3.4 Adrenal bezin biiyiimesinin ve fonksiyonun diizenlenmesi
Adrenal bez biiyiimesi ve fonskiyonu ¢esitli faktorlerin kontrolii altindadir. Adrenal

bezin biiylimesinin ve fonksiyonun temel regiilatorii hipofizyal proopimelanokortin
(POMCO)-tiirevlenen  adrenokortikotropik ~ hormon  (ACTH) dur. Ayrica,
norotransmitterler, néropeptidler, sitokinler ve biliylime faktorleri agin1 da igeren bir
dizi regiilator faktor tanimlanmistir (4, 101, 102). Ayn1 zamanda, biiyiime hormonu
(GH)/insiilin benzeri bliyime hormonu (IGF) sistemi adrenal bezin biiyiime ve
fonksiyonu lizerinde dnemli bir rol oynar (91, 103-105). GH ve IGF-I’in fazla
ekspresyonu adrenal agirlikta artisa neden olurken (106, 107), IGF’in baskilanmasi
adrenal bezin agirliginda azalisa neden olmustur (108, 109). Goriiniirde, bu regiilator
aglarin karmasikliginin daha fazla aydinlatilmasi lazim ¢ilinkii bu aglardaki bozulma

sik sik adrenal bez neoplazilerine ve takiben hastaliklara yol agiyor.

3 GEREC ve YONTEM
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3.1 Deney Hayvanlar: Temini
Bu calismada 28 adet erkek BALB/c cinsi fare Dicle Universitesi Saglik Bilimleri

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (DUSAM) temin edildi. Calismaya
baglamadan 6nce Dicle Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan
(DUHADEK) gerekli izin alind1 (20.10.2017 tarih ve 2017/13 protoko nolu karar1).
Hayvanlarin ortalama agirlig1 30 gram olup 12 saat aydinlik/12 saat karanlik-sabah
8:00-aksam 8:00, 20+£2°C ortamda kontrol altinda tutuldu. Hayvanlarin su ve besine

ulagimi saglandi.

3.2 Deney Diizenegi
Bu calismada 10 haftalik 30 gram agirliginda 28 adet BALB/C cinsi erkek fare

yedigerli 4 gruba boliindii. 1. grup kontrol grubu, 2. grup stres grubu, 3. grup vitamin
E’nin grubu, 4. grup ise Vitamin E+stres grubu olarak etiketlendi. Vitamin E
(Cat#T325-25G, Sigma, St. Louis, Missouri, ABD) zeytinyag: i¢inde ¢ozdiiriilerek
farelere orogastrik yoldan verildi. Kontrol ve stres grubuna orogastrik yoldan serum
fizyolojik verildi (Tablo 1). Tiim farelerin deneye baslanmadan once agirliklari

kaydedildi.

Kontrol grubuna 7 giin siire boyunca sadece 0.1ml/10g hacminde orogastrik yoldan
serum fizyolojik uygulamasi yapildi. Bu gruba baska herhangi bir miidahale
yapilmadi.

Stres grubunda her immobilizasyon stresi isleminden 1 saat dnce 7 giin siire boyunca
sadece 0.1ml/10g hacminde orogastrik yoldan serum fizyolojik uygulamas: yapildi.
Bu gruptaki farelere immobilizasyon stresi i¢in boyutu kadar dar bir alanda hareketsiz
kalmalar1 saglanacak sekilde 6zel bir kafese konuldu. Bu islem giinde 6 saat 7 giin
stire ile uygulandi. Bu islemden sonra fareler 40 dakika boyunca dinlenme kafesinde

kalip tekrar normal kafeslerine alind1.

Vitamin E grubuna 7 giin boyunca 30 mg/kg/giin dozunda, 10 grama 0.1 ml
hacminde vitamin E zeytin yagi icinde ¢oziindiiriilerek orogastrik yoldan verildi. Bu
islemden sonra fareler 40 dakika boyunca dinlenme kafesinde kalip tekrar normal

kafeslerine alindi.

Vitamin E+stres grubuna her immobilizasyon stresi isleminden 1 saat 6nce 30

mg/kg/glin dozunda, 10 grama 0.1ml hacminde vitamin E orogastrik yoldan 7 giin
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boyunca farelere verildi. Bu gruptaki farelere immobilizasyon stresi i¢in boyutu kadar
dar bir alanda hareketsiz kalmalar1 saglanacak sekilde 6zel bir kafese konuldu. Bu
islem 7 giin boyunca, gilinde 6 saat siire ile uygulandi. Bu islemden sonra fareler 40
dakika boyunca dinlenme kafesinde kalip tekrar normal kafeslerine alind1.

Tablo 1: Deneyde kullanilan gruplardaki farelere verilen serum fizyolojik ve vitamin E’nin
oranini gostermektedir.

Hayvan | Verilen madde . ..
Grup Ad: Sayis1 | (ml/gram, orogastrik) Islem Siire
Serum fizyolojik — 0.1 .
Kontrol grubu 7 ml/10 gram - 7 gilin
Serum fizyolojik — Immobolizasyon .
Stres grubu 7 0.1ml/10 gram stresi 7 giin
Vitamin E grubu | 7 Vitagin E - 0.1ml/10 - 7 giin
gram
Vitamin E+stres Vitamin E — 0.1 ml/10 Immobolizasyon ..
7 . 7 glin
grubu gram stresi

3.3 Psikofarmakolojik Testler
Yedinci giiniin sonunda kontrol grubu hari¢ diger deney gruplarina agik alan testi,

yiikseltilmis-art1 labirent testi ve zorunlu yiizme testi siras1 ile uygulandi. Test arag
gerecleri asagidaki gibidir:

e Yiikseltilmis art1 testi (Elevated plus maze, MAY EPMO01-M)

e Zorunlu yiizme testi (Forced swimming test, MAY FSTM-M)

e Agcik alan testi (Open field test, MAY OP-M)

e Immobilizasyon diizenegi

e Hassas terazi (Sartorius BP 1215)

e Santrifiij cihaz1 (Janetzki T5)

e Cerrahi alet seti

e Bilgisayar

e Ethovision XT 11 (Noldus Inf. Tech. Netherlands) bilgisayar programi1

3.3.1 Acik alan testi
Bu test daha once Carli ve arkadaslar1 ile Lemoine ve arkadaslarnin belirtildigi

prosediirlere gore yapildi (110, 111). Kisaca, 90x90x38 cm ebatlarinda tahtadan
yapilmus Ustii agik, duvarlari siyah, tabani 1 cm lik siyah ¢izgilerle 17x17 cm lik 25
kareye boliinmiis beyaz boyal1 bir kutuda fareler ilk olarak bir koseye birakildi. Fareler
dijital kamera ile isaretlenip 5 dakika siire EthoVision® uygulamasi ile perifer/merkez

dolasim hareketleri gozlenerek anksiyete ve motor fonksiyon sonuglari
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degerlendirildi. Perifer/merkeze giris sayilari, farelerin bu alanlarda gecirdigi stireler
ve giris ¢ikis sayilar1 analiz edildi. Agik alan testinden sonra fareler 40 dakika boyunca

dinlenme kafesine alindiktan sonra normal kafeslerine konuldu (Resim 2).

Resim 2: Acik alan testi.

3.3.2 Yiikseltilmis arti-labirent testi:
Bu test Pellow ve arkadaglarinin (112) daha Once yaptiklari calismaya gore

uygulandi. Fareler yiikseltilmis arti-labirent denilen her biri 75 cm uzunlugundaki dort
kolu olan iki kolu agik iki kolu kapali yerden 50 cm yiikseklikteki diizenek icinde
EthoVision® dijital uygulamasi ile 5 dakika boyunca kamera ile gozlendi. Los 1s1kta
yapilan teste labirentin tabani beyaz, iki kolu agik tutulup iki kolu opak siyah cisimle
kapatildi. Fareler merkeze konulup kapali kol/acik uglara yonelim hareketleri
incelenip anksiyete ve motor fonksiyon sonuglar1 kaydedildi. Farelerin agik/kapali
uclarda harcadig1 zaman, agik/kapali uglara giris sayilar1 incelenerek degerlendirme

yapildi (Resim 3).
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Resim 3: Yiikseltilmis art1 testi.

3.3.3 Zorunlu yiizme testi:
Bu test Burgin ve arkadaglarinin (113) daha 6nce yaptiklar ¢alismaya gore uygulandi.

Fareler dijital kamera ile isaretlenip 6 dakika siire ile yaricapt 30 cm, yiliksekligi 45
cm, 2/3’ii su (su sicaklig1 23+1°C) dolu olan bir silindirde yiizdiiriildii. ilk 2 dakikadan
sonra, hayvan davranislarindaki hareketli/hareketsiz zaman dilimleri EthoVision®
programi ile kaydedildi ve hayvanin depresyon diizeyi degerlendirildi. Yiizme
testinden sonra fareler kurumalart i¢in 40 dakika boyunca dinlenme kafesine

alindiktan sonra normal kafeslerine konuldu (Resim 4).

Zorunlu ylizme testinden sonra tiim hayvanlarin agirliklar1 kaydedilerek ayni saat
diliminde anestezi altinda servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye
edilen farelerin sol bobrek {istli bezleri disseke edilerek iistiindeki yag dokusu atilip

tartilarak kaydedildi.
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Resim 4: Zorunlu ylizme testi.

3.4 Morfometrik Ol¢iimler

a) Total viicut agirhgi: Deneye baslamadan ve deney sonrasi farelerin total viicut
agirliklan tartilarak dlgiilerek kaydedildi.

b) Korteks ve medulla kalinhgi: Korteks ve medulla kalinlig1 okiiler mikrometre ile
olgtilerek kaydedildi.

e) Kapsula kalinh@i: Azan ile boyanan adrenal bez kesitlerinde kapsula kalinlig

okiiler mikrometre ile dl¢tilerek kaydedildi.

3.5 Histolojik Takip
Deneyden hemen sonra fareler tartildi ve farelere deney sonrasi acik alan testi,

yiikseltilmis arti-labirent testi ve zorunlu yiizme testi uygulandiktan sonra sakrifiye
edildiler. Isik mikroskobunda incelenmek {izere sol adrenal bezleri disseke edilerek
Bouin soliisyonunda fikse edilerek parafin takibine alindi Elde edilen parafin
bloklardan rotari mikrotomuyla (Leica R52265 Germany) 5 mikrometre kalinliginda
kesitler elde edildi. Kesitlere hematoksilen-eozin (H-E) ve Mallory Azan (cat#04-
020802, Bioptica, Milano, Italy) boyama protokolii uygulandi. Elde edilen preparatlar
Zeiss imager A2 151k mikroskobunda degerlendirilerek fotomikrograflar ¢ekildi.

3.5.1 Hematoksilen-Eozin boyama protokolii
1. Almman kesitler ksilende 2x15 dakika bekletilerek deparafinize edilip

seffalastirildi.
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2. Kesitler azalan alkol serilerinden sonra distile suya getirildi.
3. Cekirdek boyamasi i¢in Harris Hematoksilen soliisyonunda 7 dakika boyunca
kesitler tutuldu.
4. Akarsuda 5 dakika kadar bekletildekten sonra %90°lik etil alkole kesitler
daldirildi.
5. Zit boyama olarak kesitler %1 alkolik eozin de 2 dakika boyunca bekletildi.
6. Kesitler artan alkol serilerinde hizli bir sekilde daldirma isleminden ksilende
2x15 dakika bekletildi.
7. Kesitler entellan ile kapatildi.
3.5.2 Mallory Azan boyama Kkiti protokolii
1. Kesitler ksilende deparafinize edilip azalan alkol serilerinden gegirilip distile
suya getirildi.
Reagent A’dan 10 damla dokiiliip 10 dakika beklenildi.
Kesitler distile suda yikandi.
Reagent B’den 10 damla dokiiltip 2 dakika beklenildi.

AR

Kesitler ¢esme suyunda hizlica (2-3 saniye boyunca) yikandi ve Reagent

C’den 10 damla dokiiliip 5 dakika beklenildi.

6. Kesitler yikanmadan iizerlerindeki Reagent C dokiiliip direk olarak 10 damla
Reagent D’den damlatilip 1 dakika beklenildi.

7. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra artan alkol serileri boyunca hizli bir

sekilde dehidrate edildi.

8. Kesitler ksilende temizlendikten sonra entellan ile kapatildi.

3.6 Istatistiksel Analiz
Dort farkli grubun ortalamalarini karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans analizi

kullanildi  (ANOVA). Grup ortalamalar1 farklt bulundugunda ikiserli grup
karsilastirmalart i¢in Post-Hoc yontemi uygulandi.

Her bir alt grupta 30’dan az denek sayis1 oldugundan Student’s t testi ve ikiserli grup
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Bu analizler

SPSS 24 istatistik programiyla yapildi.
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4 BULGULAR

4.1 Psikofarmakolojik Bulgular
Acik alan testinde toplam kat edilen mesafe, hiz, merkeze giris sayilar1 ve merkezde

gegirilen siire bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik gozlemlenmemistir.

Zorunlu yiizme testi’nde hareketsiz gegirilen zamanlar bakimindan, kontrol grubu

ile karsilagtirildiginda stres grubunda anlamli artis gézlemlenmistir.

Yiikseltilmis arti1 labirent testi acik alana giris sayilarinin yiizdeleri bakimindan
gruplar arasinda anlamli farklilik gozlemlenmemistir. Yiikseltilmis art1 labirent testi
acik alanda gegirilen siire yiizdeleri bakimindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
stres grubunda azalma gozlemlenmistir (p<0.05). Yikseltilmis art1 labirent testi
toplam katdedilen mesafe bakimindan gruplar arasinda anlamli farklilik

gozlemlenmemistir.

4.2 Histopatolojik Bulgular

4.2.1 Kontrol grubu histopatolojik bulgular:

Adrenal bezi c¢evreleyen fibroz bir kapsiil, farkli hiicre dizilimi gosteren korteksin
zona glomeruloza, zona fasikiilata ve zona retikiilariste normal histolojik yap1 izlendi.
Zona glomerulozada yogun hiicre ¢ekirdeklerinin yan1 sira dis kortikal zonda mitotik
figtirler kaydedildi.

Zona fasikiilatanin hiicre sitoplazmalarinda orta diizeyde yag damlaciklari izlenirken,

zona retikiilaris de normal histolojik yapida izlendi (Resim 5-9).
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Resim 5: Kontrol grubu fare siirrenal kesintisinde korteks (K) ve medullanin (M) normal
histolojik gériiniimii (H-E, Bar: 100 pm).

T~ ! ! ~.— b
Resim 6: Kontrol grubu fare siirrenal kesitinin korteks (K) ve medullanin (M) biiyiik
biiyiitmedeki goriiniimii (H-E, Bar: 50 pm).
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(H-E,

periferik yag (PY),

Kontrol grubu adrenal korteksin normal zonasyonu izlenmektedir. Zona

7
glomeruloza (ZG), zona fasikiilata (ZF), zona retikiilaris (ZR),

Resim

Bar: 20 um).

>

v (3

>,

Kontrol grubu adrenal korteks zonasyonu durumu ve kismen medulla

Resim 8

izlenmektedir. Zona glomeruloza (ZG), zona fasikiilata (ZF), zona retikiilaris (ZR), medulla

(M) ve periferik yag (PY), (Azan, Bar: 50 pm).
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Resim 9: Kontrol grubu adrenal korteks (K) ve kismen medulla (M) goriiniimii, (H-E, Bar:
50 um).

4.2.2 Vitamin E grubu histopatolojik bulgular:
Yedi giin boyunca 30 mg/kg/giin dozunda vitamin E verilen farelerin siirrenal

kesitlerinde kapsiila, korteks ve medullanin normal histolojik yapida oldugu izlendi

(Resim 10-14).

e

Resim 10: Vitamin E grubu adrenal korteks bolgelerinden zona glomeruloza (ZG), zona
fasikiilata (ZF), zona retikiilaris (ZR) ve medulla (M) izlenmektedir (H-E, Bar: 50 um).
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Resim 11: Vitamin E grubu siirrenal kesitinde korteks (K), medulla (M) ve periferik yag
dokusu (PY) izlenmektedir (H-E, Bar: 100 um).

Resim 12: Vitamin E grubu siirrenal kesiti. Kapsiila (ince ok) ve adrenal korteks (K) normal
histolojik yapida incelenmektedir. (Azan, Bar: 50 um).
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Resim 14: Vitamin E grubu siirrenal kesiti. Biiyiik biiyiitmede periferik yag (PY), kapsiila
(ince ok), korteks (K) ve siniizoidler (s) ve medullanin (M) normal histolojik gériiniimii
(Azan, Bar: 20 um).
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4.2.3 Stres grubu histopatolojik bulgular
Giinde 6 saat 7 giin siireyle immobilizasyon stresi uygulanan farelerin H-E ile

boyanan siirrenalleri incelenmesinde ilk goze carpan bulgu adrenal kortekste atrofi;
buna karsin medullanin hipertrofi gosterdigi saptandi (Resim 15, 17). Kortekste atrofi
her {i¢ zonda goriilmekle birlikte 6zellikle zona fasikiilata belirgin olarak izlendi

(Resim 16, 17).

Stres grubuna ait bazi kesitlerde adrenal kortekste acik ve koyu bolgeler
secilmekteydi. Acik bolgelerdeki hiicreler yag damlaciklar1 igerirken; koyu
bolgelerdeki korteks hiicreleri yag damlaciklarindan yoksundu (Resim 18).

Kapsiilanin hemen altinda zona glomeruloza tabakasi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda zona glomerulozada nispi bir azalma ile birlikte granuloza

hiicrelerinin hipertrofik ve kondanse ¢ekirdekler icerdigi izlendi (Resim 19).

Genel olarak hem kortekste hem medullada kapiller dilatasyon, damar duvarinda

incelme ve hemoraji izlendi (Resim 16, 17, 19, 20).

Azan ile boyanan siirrenal kesitlerinde kapstilada incelme, korteks ve medullada
minimal diizeyde interstisyel fibrozis izlenirken, kortikomedullar bdlgede kollajen

artisina bagli yogun fibrozis saptandi (Resim 21, 23).

igw P T
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Resim 15: Stres grubu siirrenal kesitinde adrenal kortekste (K) atrofi. (H.E, Bar: 20 um).
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Bar: 50 um).

Resim 17: Stres grubu siirrenal kortekste atrofinin yanisira medullada (M) hipertrofi

izlenmektedir. (Azan, Bar: 50 pm).
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Resim 18: Stres grubu adrenal kortekste agik (ok basi) ve koyu (kalin ok) bolgeler
izlenmektedir. (H-E, Bar: 50 pm).

Resim 19: Stres grubu adreno kortlkomedullar bolgede hemora_]l (ylldlz) (Azan Bar: 20
pum).
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Resim 20: Stres grubu adrenal medullar damarlarda dilatasyon (Azan, Bar: 20 pm).
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Resim 21: Stres grubu adrenal kapsiillada (ince ok) incelme (Azan, Bar: 50 um).




Resim 22: Stres grubu adrenal kortikomedullar bolgede kollajen artigina bagli interstisyel
fibrozis (kivrik ok) (Azan, Bar: 20 pm).

Resim 23: Stres grubu adrenal kortikomedullar bolgede interstisyel fibrozis (kivrik ok) yam
sira zona retikiilariste (ZR) hiicre artisina bagl hipertrofi izlenmektedir (Azan, Bar: 20 pm).
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4.2.4 Vitamin E+stres grubu histopatolojik bulgular:
Immobilizasyon stresi isleminden &nce vitamin E verilen farelerin siirrenal

kesitlerinde; genel olarak stres grubuna gore histopatolojik bulgularin biiyiik capta
diizeldigi, ancak interstisyel fibrozisin kismen devam ettigi gézlendi (Resim 24, 25).

Ayrica kortikal siniizoidlerde dilatasyonun devam ettigi goriildii (Resim 26).

Adrenal korteksin zona glomeruloza, zona fasikiilata ve zona retikiilarisi ile

medulla gériiniimii kontrol grubuna yakin olarak izlendi (Resim 25, 27).

Resim 24: Vitamin E + Stres grubu siirrenal kesitinden minimal diizeyde interstisyel fibrozis
(ok basi), kapsiila (ince ok), korteks (K) ve medullanin (M) normale yakin oldgu
izlenmektedir (Azan, Bar: 50 pm).
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Resim 25: Vitamin E + Stres grubu siirrenal kesitinde kortikomedullar bélgede kismi
interstisyel fibrozis (¢ifte ok) ve medullar damarda tromboz (iiggen) ve periferik yag dokusu
(PF) goriiliiyor (Azan, Bar: 100 pm).

Resim 26: Vitamin E + Stres grubu adrenal korteks siniizoidlerinde (s) dilatasyon (Azan,
Bar: 20 um).
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1) 28U 9o ® : 18
Resim 27: Vitamin E + Stres grubu adrenal bezin normale yakin histolojik goriiniimii (H-E,
Bar: 100 pm).

4.3 Morfometrik Sonuclar ve Istatiksel Analiz
Kontrol ve deney gruplarinin morfometrik Sl¢iimlerine iliskin degerlendirmeler tablo

ve grafiklerde izlenmektedir (Tablo 1-3; Sekil 1-3).

4.3.1 Farelerin total viicut agirhklar:
Deney Oncesi ve sonrasi yapilan ratlarin agirlik dlglimlerinde Student’s paired t

test (Student’s eslesmeli t testi) sonuglarina gore deney Oncesi ve sonrasi gruplar
arasinda herhangi bir anlamlilik goriilmedi (p>0.05). Buna gore stresin hayvanlarin

total agirligina herhangi bir etkisi olmadigini sdyleyebiliriz.
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Tablo 2: Farelerin deney dncesi ve deney sonrasi total viicut agirliklarinin istatiksel analizi.

Ortalamalar
%95 Giuven
araligiyla
Standard | Standard | Alt Ust
Gruplar Adet | Ortalama sapma hata sinir sinir
.| Kontrol 7 33.55 1.50 0.75 32.88 35.93
§ Stres 7 37.82 2.32 1.16 34.12 | 41.48
.5 | Vitamin E 7 38.42 4.56 2.28 31.17 | 45.68
>~. . .
g | Vitamin 7 43.67 2.54 127 | 39.56 | 47.64
5 E+stres
Tiim gruplar 28 38.34 4.53 1.13 35.93 40.76
= Kontrol 7 33.65 3.01 1.51 28.85 38.45
g Stres 7 38.58 1.55 0.78 36.11 41.05
2 | Vitamin E 7 38.75 0.88 0.44 37.34 | 40.16
2 L
g | Vitamin 7 43.95 1.67 0.84 | 41.29 | 46.61
o | E+stres
A T{im gruplar 28 38.73 4.14 1.04 36.52 | 40.94
Agirlik Degisimi
50
40
30
gram
20
10 -+
0 -
Kontrol Stres Vitamin E Vitamin E + Stres
M Deney 6ncesi M Deney Sonrasi

Sekil 6: Farelerin deney Oncesi ve deney sonrast total viicut agirliklarinin grafiksel
gosterimi.

4.3.2 Adrenal korteks kalinhig:
Gruplar arasi anlamlilig1 gostermek i¢in yaptigimiz ANOVA-tek yon testinde, korteks
kalinliginda stres grubu ile Vitamin E+stres grubu arasinda anlamlilik goriilmedi

(p>0.05). Vitamin E ve kontrol gruplar1 stres grubuyla karsilagtirildiginda, 6nemli
diizeyde anlamlilik kaydedildi (p<0.05 ve p<0.05). Bu sonuglara gore kapsiil kalinlig1
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stres grubunda kontrol ve vitamin E gruplarina gore incelirken, bu incelemenin

vitamin E+stres grubundaki degerlerden farkli olmadig1 goriildii.

Tablo 3: Deney gruplari adrenal korteks kalinliginin istatiksel analizi

Sekil 7: Deney gruplart adrenal korteks kalinliginin istatiksel analizi.

4.3.3 Kapsiila Kalinhg:
Gruplar arasi kapsiiladaki degisimin istatiksel analizi icin ANOVA-tek yon testi

Ortalamalar
%095 Giiven
aralifiyla
Standard | Standard | Alt Ust
Gruplar Adet | Ortalama sapma hata sinir sinir
Kontrol 7 62.30 3.68 1.39 5891 | 65.71
Té & 8| Stres 7 51.11 5.27 1.99 46.23 | 56.39
_;g 2 £ | Vitamin E 7 64.81 9.20 3.48 56.30 | 73.32
< 2 2| Vitamin E + stres 7 57.75 6.25 2.36 51.97 | 63.53
Tiim gruplar 28 58.99 8.05 1.52 55.87 | 62.12
Korteks Kalinhgi
80
70 Yvy
60 %
50 -
um 40 -
30 -
20 -
10
0 -
Kontrol Stres Vitamin E Vitamin E + Stres

kullanildi.  Kapsiil kalinliginin degerlerini inceledigimizde, stres grubundaki

degerlerin vitamin E ve kontrol gruplarindakinden farkli ve anlamli oldugu tespit

edildi (p<0.05 ve p<0.05), ancak vitamin E ile arasindaki degisim kontrole gore gorece

daha azdi. Stres grubu ile vitamin E+stres grubu arasinda anlamlilik goriilmedi

(p>0.05). Bu sonuglara gore korteks kalinligi stres grubunda kontrol ve vitamin E

gruplarma gore incelirken, vitamin E+stres grubundaki korteks kalinligi arasinda

onemli farklilik olmadig: goriildi.
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Tablo 4: Deney gruplari adrenal kapsiila kalinliginin istatiksel analizi.

Kontrol

Stres

Vitamin E

Vitamin E + Stres

Sekil 8: Deney gruplar adrenal kapsula kalinliginin grafiksel gosterimi.
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Ortalamalar
%95 Glven
araligiyla
Standard | Standard | Alt Ust
Gruplar Adet | Ortalama sapma hata sinir sinir
Kontrol 7 15.75 1.60 0.61 14.28 | 17.24
= s@ | Stres 7 11.60 1.35 0.51 10.35 | 12.85
8 £ | VitaminE 7 15.33 3.66 1.38 11.95 | 18.72
¥ £ | Vitamin E +stres 7 14.47 2.73 1.03 11.95 | 16.99
Tim gruplar 28 14.29 2.88 0.54 13.17 | 15.41
Kapsila Kalinhgi
18
16

14 -

12 -+

Hm 10

8 |

6 |

4 -

2 |

O |




5 TARTISMA

Bu calismamizda, immobilizasyon ile olusturulan kronik stres modelinde alfa-
tokoferol’iin (Vitamin E) etkileri incelenmistir. Sonuglarimiza gore, immobilizasyon
stresine maruz kalan siganlarin strese karsi verdikleri yanitin yogunlugu gosterilmistir.
HPA aksmin uyarilmasinin bir sonucu olarak, adrenallerde onemli degisiklikler
meydana geldi. Hareketsizlik ortami, kortikal kiitlenin azalmasina bagli olarak mutlak
ve nispi adrenal kitlenin, 6zellikle de ZF'dekinin, 6nemli Ol¢lide azaltilmasini
saglamistir. Bu beklenen bir durumdur ¢iinkii glukokortikoid sentezi cogunlukla ZF'de
gergeklestirilir ve bu da korteksin en biiyiik kismidir.

Morfolojik ve stereolojik caligsmalar (3), 1s1 maruziyetinin ZF hiicrelerinden lipit
damlaciklarinin azalmasina ve ayrica hacimlerinin azaltilmasina neden oldugunu
ortaya ¢cikarmistir. Hacim azalmasi, medullaya bitisik en icteki tabakay1 temsil eden
ZR hiicrelerinde de gozlenmistir. ZR hiicreleri glukokortikoidleri salgilayabilmelerine
ragmen, Oncelikle zayif androjenler iirettirler ve salgilar. Ancak, 1s1 stresi, ZG hiicre
hacminin bir artisin1 indiiklemektedir. Bu hiicreler, fizyolojik etkileri hipotalamik
hormon vazopressine (AVP) karsilik gelen aldosteron (tuz tutucu hormon)
iretiminden sorumludur Gallo Payet’e (114) gore bu hormon, kortizol sekresyonunu
da stimiile edebilir, ancak sicanlarda dominant glukokortikoid olan kortikosteronun
salgisini yapmazlar. Stres kosullarinda hem ACTH hem de AVP sekresyonunun arttigi
gosterilmistir (115). ACTH, stres kosullarinda oldugu gibi biiyiikk miktarlarda
salgilandiginda, aldosteron sekresyonunu da stimiile edebilir. Bu nedenle, 1s1 stresi
altinda hem ACTH hem de AVP, aldosteron birikiminin yeri olan ZG hiicre hacminin
genislemesini uyarmaktadir.

Stimiile edilmemis adrenal bezde, intrakortikal kapillerler kontrakte ve cerrahi stresten
sonra veya 1 saatlik ACTH perfiizyonundan sonra, bunlarin dilate oldugu goézlendi
(116). Is1 stresli siganlarda ACTH seviyesinin ¢ok yiiksek olmasina ragmen, ZF ve ZR
bolgelerindeki ortalama kan damarlarinin ¢apt ve wuzunlugu Onemli Ol¢iide
degismemistir.

Akut stresin bagka bir tiirii de etanol enjeksiyonu olup, bu da ACTH ve CORT
diizeylerinde anlamli bir artisa neden olmaktadir (117, 118). Adrenal bezlerdeki 1s1
stresinde bizim gozlemledigimiz morfolojik ve stereolojik degisikliklerinin tersini

indiiklemistir (119). Bu yazarlar, immobilizasyon stresinden sonra buldugumuz gibi
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herhangi bir fibroz bulguya rastlamamislardir. Bu durum, adrenal bezin HPA aksinin
hipotalamik-pitiiiter boliimiinde ayni tepkiye ragmen ¢esitli stres etkenlerine farkli

tepki verme fikrini destekleyebilir (120).

Yeni kortikal hiicrelerin kaynagi olarak adrenal bezlerin, 6zellikle de ZG'nin dis
kisminin, mitozun ana bolgesi oldugu ve ¢ogu hiicre 6liimiiniin, 6zellikle ZR'de olmak
iizere, korteksin i¢ kisminda meydana geldigini gosteren raporlar vardir (121-123).
Calismamizda, kontrol sicanlarinda ZG ve ZF'de mitozlart gozlemledik, ancak
deneysel calismamizin stres grubu adrenal kapsiiliinde kontrole goére belirgin bir
incelme (Resim 25) gosterdigini ve mitotik figlirlere rastlanmadigini vurgulamak
isteriz. Bu fenomen, interfaz hiicrelerin aksine, mitotik hiicrelerin immobilizasyona
kars1 hassasiyeti ile agiklanabilir.Akut stres, mitoz mekiginin bozulmasina indiikler
yani Golgi aygitinin yeniden ortaya c¢ikmasmna ve uzamasma, mikrotiibiil
niikleasyonunun inaktivasyonuna ve sentrozomun diizensizlesmesine neden olur
(124). Termal stres sirasinda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi bir¢cok 1s1 soku
proteinini icerir. 47 kDa’lik 1s1 soku proteini (HSP 47), 1s1 ile indiiklenebilen ve malign
transformasyona duyarli bir kollajen baglayici glikoproteindir (125, 126). Normal
kosullar altinda kollajen sentezi ve/veya sekresyonunda rol oynar. Stres kosullari
altinda, HSP47 sentezi arttirilir, bu da birka¢ hiicre hattinda kollajen sentezi ile
korelasyon gosterir (126-129), 50 dakikalik 1s1 maruziyetinden (41 °C) sonra, sican
karaciginde Hsp70 ve Hsp90 diizeylerinde ani bir artis oldugunu gostermislerdir.
Inaguma ve arkadaslar1 (130), Hsp27 ve Hsp70'in 1s1 stresli sicanlarin (20 dk.
maruziyet, 42°C) c¢esitli dokularinda indiiklenmesinin, adrenal bezler de dahil olmak
iizere, etanol ve prazosine karsi duyarli olan fizyolojik bir siirecle kontrol edildigini
ve 1s1 stresinin uygulanmasi sirasinda kisa bir siire ¢alistigini kaydetmislerdir. Bu
literatiir raporlari, bu ¢alismada buldugumuz gibi, immobilizasyon stresinden sonra
siganlarda adrenal bezin tiim boliimlerinde interstisyel fibrozisi teyit etmekte ve
acgiklamaktadir.

Kronik immobilizasyon stresinde hem adrenal kortekste hem de adrenal medullanin
her tarafinda interstisyel fibrozise isaret eden ¢alismalar mevcuttur (3). Oysa bizim
calismanin stres grubu ratlarinda interstisyel fibrozis daha ziyade adrenal bezin

kortikomedullar bolgesinde diffuz bir sekilde izlenmekteydi (Resim 22 ve Resim 23).
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Noroendokrin strese yanit, sempato-adrenomedullar sistem (SAS) ve hipotalamik-
pituar-adrenal (HPA) aksinin aktive edilmesiyle ve adrenal bezlerdeki en list seviyeye
cikan noral ve hormonal sinyaller araciligi ile baslar (131, 132). Adrenal bezin
medullar kismindan katekolaminler (adrenalin-noradrenalin) ve adrenal korteksten
steroidler (glukokortikoidler, mineralokortikoidler) salinimi araciligi ile organizmanin
herhangi bir stresli duruma hizl1 ve uzun-siireli adaptasyonunu yénetir (133). Ornegin,
medullar adrenalin uyanik olmay1 saglarken, kortikal glukokortikoidler stresli
organizmanin enerji ihtiyacini yenilemeye yardim eder (131). Adaptasyonun yaninda,
adrenal hormonlar (6zellikle glukortikoidler) aym1 zamanda beynin g¢esitli
diizeylerinde c¢alisan geri-besleme mekanizmalar1 araciligi ile stres yanitinin

bitirilmesini de kontrol eder.

Ornegin HPA aksinda oldugu gibi hem intrinsik hemde ekstrinsik olarak HPA aksini
kontrol eden limbik beyin yapilarinda, adrenal hormonlar stresin-bozdugu hemoztazi
tekrardan kazanilmasina yardimci olur (134). Ancak, stresli durum devam ederse,
ihtiya¢ olmadiginda veya ihtiyag halinde aktive olamadiginda bu sistemler
kapanamayabilir ve hatali adaptif sendromlara yol agabilir (135, 136). En azindan
kismen, hatali adaptasyon kronik stres durumunda adrenal bez yetmezliginden
kaynaklanabilir ve adrenal bezin stres durumundan kurtulma yetenegini kaybetmesine
yol acabilir. Bu tiir durumlar adrenal dekompensasyon veya fatig olarak bilinir (136).
Hans Selye’nin (135) genel adaptasyon sendromuna (GAS) gore, GAS’1n strese-
diren¢ durumunda, adrenal bezler (stres-sonucu aktive olmus HPA aksinin son
etkileyeni) duruma uymaya ve kendilerini yeniden yapilandirarak boyut ve fonksiyon
olarak biiytiyerek hiperadrenia denen duruma gegebilir. Ancak, stresin devam etmesi
durumunda, bu adrenal reaksiyon GAS’in tiilkenmesi asamasia gegebilir; drnegin
hipoadrenia olarak bilinen adrenal adaptasyon yeteneginin tamamen kaybina yol

acabilir.

Dahasi, Ulrich ve arkadaslarina (137) gore herhangi bir stres duruma maruz kalan
hayvanlarda adrenal medullanin kiitlece arttigin1 (beklenilen bir durumdu) goérdiik
clinkii stres durumundaki medullar degisikliklerin onceki bulgulari ile ayniydi.
Adrenal korteks olayinda oldugu gibi, gordiiglimiiz medular hipertrofi medullar

katekolamin adrenalin ve noradrenalinin serum diizeyiyle her zaman ilgili olmayabilir.
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Uygun fizyolojik yanitlar her organizmanin yasamasi icin gereklidir. Hipotalamus-
pituar-adrenal ve sempatik adreno-medullar akslar bu homeoztazi siirdiirmede yanit
verme esnasinda rol alan ana sistemlerdir ve adrenal bez ise bu her iki sistemin 6énemli
bir oyuncusudur (137). Bu bez hiicresel proliferasyon ve 6liim gibi dinamik yapisal
degisikliklere maruz kalir. Her iki siire¢ de adrenal bezin biitiinligiini ve

fonksiyonunun devami i¢in dengelenmesi gerekir (138).

Adzic ve arkadaglarinin (139) yaptig1 deneyde akut, kronik ve bilesik stresin adrenal
korteksin yaninda ayrica tiim adrenal bezde gozle goriiliir derecede bilateral kiitle
artis1 oldugunu gostermislerdir.

Bu sterese-bagli adrenal hipertrofi beklenilen bir durumdu ¢ilinkii hipertrofi rahatsiz
edici tedavinin herhangi bir formuna verilen klasik bir cevaptir (140). Ayn1 zamanda,
adrenal bezler stress durumunda dokudaki gram basina oldukg¢a yiiksek kan akis
oranina ship olduklar1 da gosterilmistir (140).

Dragana ve arkadaslar1 (3) strese iliskin yaptiklar1 deneysel ¢aligmada sadece zona
fasikiilatada kan damarlar1 ¢apinin azaldigini; buna karsin zona glomeriiloza, zona
retikiilaris ve medulladaki damarlarda ise dilatasyona isaret etmislerdir. Bu ¢alisma
bizim deneysel calismanin stres ve vitamin E+stres gruplarinda hem korteks hem de
adrenal medullay1 besleyen kan damarlar cidarindaki incelme ve dilatasyonu teyit

etmektedir

Normal bir adrenal bezde, intrakortikal kapillerler dardir (116). Adrenal bezin ki
ozellikle zona glomurolazanin yeni kortikal hiicrelerin kaynagi oldugunu, mitozun asil
bolgesi oldugunu ve ¢ogu hiicre oliimlerinin korteksin i¢ tarafinda 6zellikle zona
retikiilariste oldugunu gosteren raporlar vardir (121-123).

Daha once yapilan ¢aligmalarda (141), deney grubundaki adrenal bezlerin toplam
agirliginin kontroliinkine benzer bir egri gosterdigi gosterilmistir Ancak bu agirlik
artisindan sorumlu mekanizma hipertrofi mi, hiperplazi mi veya azalmis hiicresel
apoptozu mu oldugu bilinmemektedir.Kronik stres, adrenal korteks proliferasyonu ve
apoptozis siireglerinde bir azalmaya neden olmakta, bu nedenle bezin artan agirliginin

hiicresel hipertrofiye bagli olabilecegi diisiintilebilir.

Oysa Adzic ve arkadaglar1 (139) yaptiklart bir ¢alismada kronik stres sonucunda

sicanlarin total viicut agirliklarinin degismedigini vurgulamislardir. Bu ¢alismanin
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sonuglar1 bizim sonuglarla ¢elismektedir. Bizim ¢alismamizin stres grubu sonuglarini
kontrol grubuyla karsilagtirilmasinda; stres grubu siganlarin total viicut agirliklarinda

nispi bir artis gozlendi (Tablo-1, Sekil-1).

Hans Selye'nin genel adaptasyon sendromu (GAS) kavramina goére, GAS'in strese
direncli agamasinda, adrenal bezler (strese bagli HPA ekseninin terminal efektorleri
olarak) kendilerini adapte etmeye ve yeniden insa etmeye baglar; boyutunu ve
fonksiyonunu arttirarak kendilerini hiperadrenal olarak bilinen duruma getirir.
Bununla birlikte, eger stres devam ederse, bu adrenal reaksiyon GAS'in tiikenme
evresine, yani hipoadrenia olarak bilinen, adapte edebilme yetenegini tamamen
kaybedecek noktaya kadar ilerleyebilir.

Kronolojik olarak izole edilmis Wistar sigan modelinde bu hayvanlarin strese direngli
asamasinda m1 yoksa GAS’in tilkenme asamasinda olup olmadigini belirlemeye
calismislardir. Bu amagcla, adrenal bezlerin kaba yapisindaki degisiklikleri, adrenal
hormonlarin seviyesi, ACTH'!n giris sinyali ve bunlarin sonucu gelisen kan
serumundaki glukoz diizeyindeki degisiklikler olarak tanimlanan adrenal aktivite ile
olan iligkileri takip etmislerdir.Bu parametreleri ayn1 zamanda akut immobilizasyona
maruz kalan Wistar erkekler sicanlarda izlemislerdir, ¢iinkii bu yiiksek yogunluktaki
fiziksel-duygusal-psikososyal strese verilen yanit literatiirde strese 'mormal' yanit

olarak tanimlanmistir (142, 143).

Adzic ve arkadaslar1 (144),li¢ stres tipinden herhangi birine maruz kalan hayvanlarin,
adrenal bezin kiitlesinde oldugu kadar, adrenal korteksin kiitlesinde de belirgin
bilateral artis sergiledigini gostermislerdir. Bu stresle iligkili adrenal hipertrofi
beklenmedik bir bulgu olmadigini, ¢linkii hipertrofinin daha 6nce herhangi bir rahatsiz

edici tedaviye yanit olarak klasik bir fenomen oldugu bildirilmislerdir.

Calismamizin stres grubu ratlarin adrenal korteksinde ac¢ik ve koyu alanlar1 yanisira
kortekte atrofi ve medullada hipertrofi gézlendi (Tablo-2, sekil-2). Bu morfometrik
bulgularimiz Vesna Koko (145) ve arkadaslarinin yaptiklar1 deneysel calisma
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Ayrica, adrenallerin stres sirasinda doku grami
basina en yiiksek kan akis hizlarindan birine sahip oldugu gostermislerdir. Boylece,

adrenal hipertrofi, stres kosullarinin bir sonucu olarak yorumlamislardir.
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Ayni arastirmada (145), li¢ tip stresden herhangi birine maruz kalan hayvanlarda
adrenal medulla kiitlesinde bir artis oldugunu saptamislar. Adrenal kortekste oldugu
gibi gozlenen medulla hipertrofisi, medullar katekolaminlerin, adrenalinin ve
noradrenalin'in serum seviyesiyle daima iliskili olmadigin1 vurgulamislardir.
Boylelikle, akut ve kombine stres altindaki medullar kitlenin artmasi, 6nemli 6l¢iide
artmis adrenalin ve noradrenalin seviyeleri ile 1yi korelasyon gosterdigini, fakat bu tip
stres altindaki her iki hormonun seviyeleri kontrolden ayirt edilemediginden, bu
korelasyon kronik izolasyon altinda gozlenmedigini kaydetmislerdir. Sadece
katekolamin seviyesine dayanilarak, hayvanlarin uzamis izolasyon stresine basariyla
adapte olduklar1 sonucuna varmiglardir. Boylelikle, adrenal medulladaki strese bagl
degisiklikler adrenal korteksinkinden biraz farkli olsa da, kronik izolasyona maruz
kalan Wistar sicanlarinin biiyiilk olasilikla GAS'!n strese dayanikli asamasinda

olduklar1 vurgulamislardir.

Stres, rodentlerin fiziksel, biyokimyasal ve psikolojik parametreleri iizerine etkiler
olusturarak, ¢esitli hastaliklarin patogenezinde etkin roller iistlenen bir siirectir (146).
Sik karsilasilan stres nedeni ile zaman icinde stresore duyarsizlasma olusmasi ile
davranissal bozukluklarin tetiklenmesi miimkiin olabilir (147). Bununla beraber stres
her zaman zararli olmayabilir. Sterse maruz kalan rodentlerin gesitli stresorlere
verdikleri tepkilerde azalmalar gozlemlenebilmektedir. Boylece stres, daha sonra
karsilasilabilecek degisik stresorlere karsi toleransi artirabilir ve deneyim temelli bir
diren¢ olusturabilir (148). Belli dozlarda stresin 6grenme siireclerinde de olumlu
etkiler olusturdugu, gerceklestirilen cesitli ¢alismalarda vurgulanmaktadir (149).
Buna karsin, literatiirde stresin anksiyete ve depresyon semptomlarinda artis meydana
getirme potansiyeline sahip oldugu belirtilmektedir (150). Ayrica stres nedeniyle
oksidatif stresin de artis gosterdigi bilinmektedir (151).

Bu calismamizda, immobilizasyon ile olusturulan subkronik stres modelinde alfa-
tokoferol’lin (vitamin E) etkileri incelenmistir. Uygulanan stres dozu ile (1 hafta
boyunmca giinde 6 saat immobilizasyon stresi) zorunlu yiizme testinde deneklerin
depresyon semptomlar1 anlamli diizeyde artmistir. Vitamin E’nin antidepresan etkileri

bulundugunu belirten caligmalar mevcuttur (152). Acik alan test diizenegi ile
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degerlendirilen deneklerin lokomotor aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda anlamli

bir farklilik gdzlemlenmemistir.

Anksiyete semptomlarinda, yiikseltilmis arti labirenti testi ile gercgeklestirilen
degerlendirmede stres gurubunda artis gézlemlendi. Vitamin E ile olusan anksiyetenin
kismen azaldiginin gozlemlenmesine karsin fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir.

Sonug olarak, immobilizasyon stresi, adrenal korteksin mutlak ve nispi kiitlesini,
ozellikle de lipit damlaciklarindan kismen tiikenmis olan ZF'nin miktarin1 azaltmistir.
Fibrozis mevcut olmasina ragmen immobilizasyon stresine maruz kalan siganlarin

adrenal bezlerinin tiim kisimlarinda mitotik figiirlere rastlanmada.
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6 SONUC

Sonug olarak immobilizasyon stersinin fare adrenal bezinde birtakim morfometrik ve
histopatolojik degisikliklere neden oldugunu ve bu olumsuz etkilerin vitamin E

uygulamasiyla biiylik ¢apta onlenebilecegi kanaatine varildi.
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1. GIRIS VE AMAC Stres organizmanin fizyolojik homeostasisini bozmaya
yonelik her tirld stresogenik uyanalara kars verdigi yanit olarak
tammlamir. Ginlik hayabmizda hayvan modellerinde stresojenik uyanclar
olarak sicakhk, sofukluk, fiziksel kisitlamalar, kalabalik, ginilti,
immobilizasyon veya baglama émek verilebilir (1, 2). Insanlar olarak
stresli durumlara sirekli karsilasinz; ugaga son dakikada yetismek,
sinavlan gegcmeye cahsmak, yilan veya kipekle karsilasmak, topluluk
dniinde konusurken zorlanmak, verilen igi yetistirmek gibi. Bu tir
durumlara viicudumuz iki sekilde yamt vermeye calisir: birincisi sempatik
sinir sistami ile vicuda adrenalin ve noradrenalin pompalamak, ikindsi son
triing kortikestreoid olan hipotalamik-pituar- adrenal (HPA) aks. Her iki
sistem wviicudun strese karsi savasinda rol abr (1, 2). Képekten korkan biri
képek gorince tim dikkatini kipege verir, enerji beyin ve kaslara akar,
diger sistemler durma noktasina gelin. Buna karsin, ise mesai saatinin son
dakikasinda yetisen birinde stresin azalmasi we rahatlama gézlenebilir.
Basit iki dmek ginlik hayatta hepimiz icin olmasa da gojumuz igin gegerli
bir durum. Uzun sireli bakarsak, bu gibi durumlar sik sik yasandigi icin bu
sistemdeki dedisimin etkileri biyik olabilir. Stres siiresince organizmamn
kararlihgini devam ettirmesi icin hipotolamik-pituar-adrenckortikal ve
sempatoadrenomedullar sistemn rol alir ve her iki sistemde de adrenal bez
son karar verici merkezdir (3). Adrenal bez, medulla ve korteksinden
salgilanan hormaonlar (adrenalin/noradrenalin ve kortikal stercidler)
araahd ile viicudun degisik stres uyanalanna kars cevap verdigi temeal
organdir. Korteksi kabaca Gzetlersek distan medullaya dogru zona
glomeruloza (gogunlukla mineralokortikoidler), ortada zona fasikilata
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