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1. GIRIiS

Travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) oOnemli bir psikiyatrik
rahatsizlik olup, travmatik olaylarin yasanmasi ya da tanik olunmasi
sonrasinda gorulmektedir. Semptomlar arasinda olaya ait rahatsiz edici ve
istenmeyen hatiralar ve kabuslar, irritabilite, agiri teyakkuzda olma, uykuya
dalmada zorluk, konsantrasyonda azalma vardir. Tedavisinde en gok selektif
serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) kullaniimakta olup, bu ilaglarin etkisinin
ge¢ baslamasi ve mevcut tedavilerin bazi semptomlari iyilestirmede yetersiz

kalabilmesi nedeniyle yeni tedavi arayiglari sirmektedir.

Stres-tekrar stres modeli, travma sonrasi stres bozuklugunu
tetiklemede insanlardaki travmatik olayi taklit eden bir hayvan modeli olup, en
cok kullanilan ve en etkili modeller arasindadir. Bu model ile TSSB
hastalarindaki  fiziksel, davranigsal, noérokimyasal ve ndéroendokrin

degisikliklere benzer degisiklikler hayvanlarda olusturulabilmektedir.

Melatoninin TSSB etiyolojisindeki roli tam olarak belli olmamasina
karsin, dusuk melatonin seviyelerinin hastaliga yakalanma riskinde artigla
iligkisi olabilecegi ve melatonin uygulanmasinin bazi hayvan deneylerinde ve
insan vaka raporlarinda semptomlarda gerilemeye yol actigi bildirilmigtir. MT1
ve MT2 reseptorlerini segici olarak uyaran ramelteon ise, uykuya dalma
gucluguyle karakterize edilen uyku bozuklugu tedavisinde kullaniimak Gzere
onay almis olup, ABD'de kontrolli madde olarak siniflandiriimayan
onaylanmis ilk hipnotik ilagtir. TSSB’deki etkinligi halen yeterince
arastirlmamis bir molekuldir. Literatirde ramelteonun TSSB’deki olasi
etkinligine iliskin sadece tek bir ¢calisma grubunun yapmig oldugu 3 adet
preklinik ¢alisma vardir. Bu ¢alismalarda, stres+hatirlatici stres modelinden
farkli olarak Fabp3 geninin elimine edildigi fareler kullaniimigtir. Ayrica,
si¢anlarda pinealektomi uygulamasinin, yani fizyolojik melatonin dizeylerinin,

TSSB modelindeki etkilerine yonelik bir calisma bulunmamaktadir.



Bu arastirmada, pinealektomi uygulanmis ve uygulanmamis siganlarda,
stres+hatirlatici stres ile olusturulan TSSB modelinde melatonin ve
ramelteonun etkinliginin arastiriimasi amaclanmigtir. Buna yodnelik olarak,
TSSB modeli olusturulduktan sonra, davranis deneylerinin sonuglari
degerlendiriimis ve beyin dokusunda TSSB ile iligkili oldugu dusunulen beyin
turevli norotrofik faktor (BDNF), pro-beyin turevli norotrofik faktor (pro-BDNF),
kortikotropin salici hormon (CRH) ve tropomiyozin reseptdr kinaz (TrkB)
dizeyleri immunohistokimya ve Elisa yontemleri ile analiz edilmistir. Sonug
olarak, bu ¢alismanin sonuglari, TSSB’nin tedavisi ya da dnlenmesine yonelik

yeni yaklasimlara katki saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Travma Sonrasi Stres Bozuklugu (TSSB)

TSSB, istemsiz ve intruzif (rahatsiz edici, vyineleyici) biligsel
fenomenlerle karakterize bir sendromdur. Bu istemsiz bilissel fenomenler;
flashbackler, kabuslar ve travmatik deneyimin intrGzif hatiralarini igerir (1).
TSSB ayni zamanda butiun dikkatin tehdit edici uyaranlarin farkindaligina
yonelttigi icin (2), konsantrasyon sorunlarina ve hafiza bozukluklarina sebep
olur (3). Tetikleyici travma olarak yasanan olaylarin yelpazesi ¢ok genistir ve
savas, kisisel saldiri, dogal afetler, motorlu arag¢ kazalar, tecaviz, ¢gocuklukta
fiziksel ve cinsel istismar, sevdiklerinin kaybi (4) ve yaniklar, kanser,
miyokardiyal enfarktus bu yelpaze igindedir (5,6). Semptomlar herhangi bir
yasta ortaya cikabilir ve genellikle travmadan sonraki 3 ay icinde ortaya ¢ikar;
ancak yillar sonra da ortaya cikabilir. Akut Stres Bozuklugunda (ASD),
travmadan sonra 3 gunden fazla, ancak 1 aydan kisa slre boyunca
semptomlar mevcuttur. Buna karsilik, TSSB tanisi, semptomlarin 1 aydan
fazla slrmesini gerektirir. Semptom suresi buyuk oOl¢clide degisir, vakalarin
%50'den fazlasi 3 ay i¢inde iyilesirken birgogunun semptomlari 1 yildan uzun
devam etmektedir (7). Semptomlar siklikla aralikhidir ve niks meydana
gelebilir. TSSB, fiziksel hastalik sikayetleri, 6zellikle kas-iskelet, sinir, duyu,
kalp-solunum, mide-bagirsak ve belirsiz semptom sunumlari ile de guglu bir
sekilde iligkilendirilebilir (8).

2.1.1 Travma Sonrasi Stres Bozuklugunun Epidemiyolojisi
Travma sonrasi stres bozukluguna (TSSB) neden olan birgok farkl

travma tlrt bulunmustur. Bu turler ve olusturduklari TSSB vakalarinin orani
asagidaki gibidir:

eSeksuel iligki siddeti — %33 (tecavliz, gocuklukta cinsel istismar, es
siddeti).

oKisiler arasi iligkilerde travmatik deneyimler — %30 (sevilen birinin
beklenmedik olumdu, bir gocugun yasami tehdit eden hastaligi, sevilen birinin

basina gelen travmatik olay).



oKisiler arasi siddet — %12 (¢cocuklukta fiziksel istismar veya kisilerarasi
siddete tanik olmak, fiziksel saldiri veya siddetle tehdit edilmek).

eOrganize siddete maruz kalma — %3 (multeci olmak, kagiriimak, savas
bdlgesinde sivil olarak bulunmak).

eOrganize giddete katim — %11 (6lume/ciddi yaralanmaya tanik olmak
veya ceset bulmak, kazara veya kasten 6lime veya ciddi yaralanmaya neden
olmak).

eHayati tehdit eden diger travmatik olaylar — %12 (hayati tehdit eden
motorlu arag ¢arpismasi, dogal afet, toksik kimyasallara maruz kalmak).

Bu olaylarin ¢ogu yaygindir ve ¢ok sayida bireyin etkilenmesiyle
sonuglanir. 24 Ulkeyi kapsayan toplum temelli bir 6rneklem Gzerinde yapilan
bir calismada, TSSB’ye sebep olabilecek 29 tir travmatik olay olabilecegi
bildirilmistir (9).

TSSB’nin yasam boyu prevalansi Amerika Birlesik Devletleri’ndeki ve
Kanada'daki genel yetigkin nufusun 6rneklemlerinde %6,1 ila %9,2 arasinda
(10-13) degismektedir. Bir yillik prevalans oranlari ise %3,5 ila %4,7 arasinda
degismektedir (13,14).

Ornek olarak, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki 5692 katilimcidan
olusan bir 6rneklemde, katilmcilarin %82,7'sinin, ciddi veya potansiyel olarak
travmatik olaylara maruz kalmis oldugu bildirilmistir ve travmaya maruz kalan
katilimcilarin %8,3'lUne yasam boyu TSSB teshisi konuldugu bildirilmistir. Bir
birinci basamak kliniginde yapilan galismada ise, hastalarin %65'i ciddi ve
potansiyel olarak travmatik olaylara maruz kalma 6ykusu bildirmistir ve
%12'sinde TSSB gelistigi bildirilmigtir (12,15).

TSSB gelistirme olasiiginin ve hastaligin ortaya c¢ikisinin, bir dizi
bireysel ve toplumsal risk faktorunden etkilendigi bildirilmistir (16—18). Travma
oncesi risk faktorleri sunlari igerir:

oCinsiyet

eTravma yasl

olrk

eDusuk egitim seviyesi

eDilsuk sosyoekonomik durum



eAyri, bosanmis veya dul olmak

eTravma gegmisi

eGenel cocukluk sikintisi

eKisisel ve aile psikiyatrik gecmigi

eBildirilen gocukluk ¢agi istismari

eZayIf sosyal destek

eTravmatik olaya tepkinin ilk siddeti (11,19-22)

2.1.2 Travma Sonrasi Stres Bozuklugunun Patogenezi

Travma sonrasi stres bozuklugunun (TSSB) patofizyolojisinin ¢ogu
belirsiz olsa da arastirma bulgular artmaktadir. Manyetik rezonans
goruntuleme taramalarini kullanan ¢aligmalar, eslestirilmis kontrollere kiyasla
TSSPB’li hastalarda hipokampus, sol amigdala ve anterior singulat korteks
hacminde azalma oldugunu gostermistir (23,24). Calismalarda santral
norepinefrin duzeylerinin artmasiyla, merkezi adrenerjik reseptorlerin down-
regule edildigi (25), kronik olarak azalmis glukokortikoid duzeylerinde
reseptorlerin up-regulasyonu ve sol hemisferin bozukluguna bagh olarak
hemisferik lateralizayon gosterilmistir (26).

Genetik faktorlerin gcevresel faktorlerle etkilesmesi yoluyla TSSB’ye olan
yatkinhigi artirabileceg@i disunulerek bazi ¢alismalar yapilmistir (27,28). Buyuk
Olcekli genetik calismalarin sonucuna goére, TSSB muhtemelen, genom
boyunca binlerce lokustan etkilenen olduk¢ga poligenik bir fenotip
gOstermektedir (29,30). Potansiyel bir gen-gevre etkilesiminin bir 6rnegi olarak,
stresle iligkili gen olan FKBP5'te dort polimorfizmden birinin varligi, ¢ocuk
istismari 6ykusU olan hastalarda TSSB riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir
(31).

Daha oOnce travmaya maruz kalmanin, sonraki travmatik olaylarla
birlikte TSSB gelistirme riskini artirdigi  gosterilmistir  (32). Bu
"hassaslagsmanin" meydana geldigi mekanizma belirsizdir. Bagka bir
calismada, travma yagsamadan once saglikh olan fakat agir yaralanmal
kazaya maruz kalmis kazazedelerin, TSSB gelistirme insidansinin dusuk

oldugu bulunmustur (33).



2.1.3. Travma Sonrasi Stres Bozuklugunun Tedavisi

Farmakolojik tedavinin terapodtik hedefleri, intrizif dusinceleri ve
goruntileri, kaginma davranisini, patolojik asiri uyarilmayi, asiri uyanikligi,
sinirlilik, 6fkeyi ve depresyonu azaltmaktir. ilac tedavileri genellikle asiri
uyariima ve ruh hali (sinirlilik, ofke, depresyon) semptomlarini azaltmada
etkilidir; fakat yeniden deneyimleme, duygusal uyusma ve davranissal
kacinma semptomlari igin biraz daha az etkilidir. Ancak yanittaki bireysel
farkhliklar genellikle tedaviye 6zgu farkliliklardan daha agir basar.

Travma sonrasi stres bozuklugunun (TSSB) farmakolojik tedavisine
verilen yanit kisiden kisiye buyUk oranda degismekle beraber, bu yaniti tahmin
etmekte kullanilan birkag tane olgek kullaniimaktadir (34). Uyku bozuklugu gibi
TSSB'nin bazi yan semptomlarinin tedavisi 6zellikle zor olabilir ve TSSB
tedavisinde yaygin olan ¢oklu ila¢ kullanimini gerektirebilir (35,36).

Selektif Serotonin Geri Alim inhibitérleri

Selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'lar), travma sonrasi stres
bozuklugu semptomlarini azaltmada etkilidir. Yedi randomize galismanin yer
aldigi bir meta-analizde, SSRI'larla tedavi edilen hastalarin semptomlarda ve
islevsellikte iyilesme yasama olasiligi, plasebo alan gruba gore daha yuksek
bulunmustur (37).

Selektif Norepinefrin Geri Alim inhibitérleri

SSRl'lara kiyasla TSSB igin serotonin-norepinefrin geri alim
inhibitorlerinin (SNRI'lerin) etkinligini degerlendiren daha az ¢aligma olmasina
ragmen; iki randomize c¢alismada, plaseboya kiyasla TSSB semptomlarini
azaltmada venlafaksin etkili bulunmustur (38,39).

ikinci Nesil Antipsikotikler

Klinik arastirmalarda, ketiapin ve diger ikinci kusak antipsikotikler
plaseboya kiyasla askeri ve sivil hastalarda TSSB semptomlarini azaltmada
etkili bulunmustur (40—42).

Alfa Adrenerjik Reseptor Blokerleri

TSSB tanisi konulan 240 hastayl kapsayan alti randomize klinik

calismanin sonuglarinin degerlendirildigi bir meta-analizde, genel TSSB

6



semptomlarini ve kabuslari azaltmada ve uyku Kkalitesini iyilestirmede

prazosinin etkili oldugu bildirilmistir (43).

2.2.Deney Hayvanlarinda TSSB Modelleri
Stres Tekrar Stres

Bu modelde siganlar 2 saat immobilizayon, 20 dakika yuzme ve 15
dakikalik dinlenme periyodundan sonra eter anestezisine maruz birakilirlar. 7
gunlik bir periyodun ardindan siganlar hatirlatici stres olarak gegen tekrar
stresine maruz birakilirlar. Bu model siganlarda hipolatamus-hipofiz-adrenal
(HPA) aksinda TSSB benzeri degisikliklerin olusturulabildigi ilk modeldir (44).

Tekli Uzatilmig Stres

Tekli uzatilmig stres yontemi Kemirgenlerde TSSB modeli olusturmak
icin en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu modelde stres tekrar stres
modelinden farkh olarak ilk stresten sonra herhangi bir stres uygulanmaz.
Siganlara 2 saat immobilizasyon, 20 dakika yiuzme ve 15 dakikalik dinlenme
periyodunun ardindan eter anestezisine maruz birakilirlar. Bir hafta bekleme
periyodundan sonra modelin olusmus olmasi beklenir (44).

Saldirgan Hayvan Stresi

Kedi, gelincik, tilki gibi saldirgan hayvanlarla yuzlesmenin, si¢canlarda,
uzun suren davranigsal ve endokrin degisikleri tetikleyen yluksek korku ve
stresi tetikledigi gosterilmistir (45,46). Bu sebepten, saldirgan hayvanlarla veya
bunlarin kokulariyla (idrar kokusu) karsilagsmak hayvan modellerinde travmayi
olusturmak icin etkili yontemlerdir. Siganlar genellikle kisa bir stre (5-10
dakika) saldirgan hayvana veya kokusuna maruz birakilir (6rnegin kirli kedi
kumu) (47). Siganlarin 5 dakika boyunca kediye maruz birakilmasinin, yuksek
arti labirent testinde stres ile alakal olarak gorulen davraniglarda artisa yol
actig bildirilmigstir (48).

Ayaktan Elektrik Soku

Ayaktan elektrik soku, hayvanlardaki anksiyete, stres ve depresyon
modellerinde siklikla kullanilan bir ydntemdir. 3 hafta kadar surebilen ve hatta

zamanla daha da artabilen davranissal ve fizyolojik etkiler ortaya g¢ikarabilir

7



(49-53). Genel olarak, hayvanlar metal bir zemini olan sok odasina yerlestirilir
ve yogunlugu ve suresi degisebilen bir dizi elektrik sokuna tabi tutulur. Ayaktan
elektrik soku modelinin, kaginma, anksiyete benzeri davraniglar, asiri
uyarilma, saldirganhik ve uyku dizenindeki degisiklikler gibi TSSB'nin bazi
temel semptomlarini olusturabildigi bildirilmistir (50,53,54).

2.3.Deney Hayvanlarinda TSSB’nin Degerlendiriimesine Yonelik
Analizler
2.3.1. Davranis Deneyleri
2.3.1.1. Acik Alan Testi
Acik alan testi (AAT) kemirgenlerde, lokomotor hareket, anksiyete ve
O0zbakim ve sahlanma gibi sterotipik hareketleri analiz etmek icin kullanilir (55).
Lokomotor hareketteki degisiklikler bozulmus norolojik isleyisin ve dolayisiyla
anormal beyin fonksiyonlarinin gostergesi olabilir. Bu test ayrica hayvanlarda
genel saglk ve iyilik halinin gostergesi olarak kullanilabilir. Saglikli olmayan
hayvanlar genel olarak daha az hareket etme ve mesafe kaydetme egiliminde
olurlar. Stresli siganlarda bu testte, aktivitede azalma, sterotipik hareketlerde
ise artma gozlenir (56). Bu hareketler tekrarlayici, degismeyen ve herhangi bir
amacli yokmus gibi gorinen hareketlerdir. Duvarlara yakin duran ve daha ¢ok
periferde gezinen siganlarin bu hareketine tigmotaksis denir ve anksiyete
benzeri davranis olarak degerlendirilir. Anksiyetesi daha az olan siganlar
alanin merkez kisminda daha ¢ok zaman gecirmeye egilim gosterirler (57,58).
Stres uygulamasina bagl olarak AA testinde toplam kat edilen mesafenin ve

¢izgi Uzerinden gegme sayisinin azaldigi da bildirilmigstir (59,60).

2.3.1.2. Yiiksek Arti Labirent Testi
Yuksek arti labirent (YAL), farmakolojik ajanlarin, steroid hormonlarin
anksiyolitik etkilerini 6lgmek ve anksiyete benzeri davraniglarin altinda hangi
beyin bolgelerinin ve mekanizmalarinin oldugunu belirlemek igin yaygin olarak
kullanilan bir davranis testidir. Siganlar dort kolun birlesim yerine yuUzleri agik
kola bakacak sekilde birakilirlar ve her kola olan giris sayisi ve o kolda gegirilen

zaman belirli bir stre boyunca kaydedilir. Anksiyetenin davranis testlerindeki
8



en onemli belirteci YAL testinde acik kolda gegen zamanin azalmasidir.
Literatire bakildiginda bir¢ok ¢alismada uygulanan ¢esitli stres modellerinde
YAL testine acik kolda gegcen zaman degerinin azalmis oldugu gorulmektedir
(61-63). Artmis acik kol aktivitesi (zaman ve/veya giris sayisi) anksiyetenin
tersi davranigi yansitir (64). Stres ile acgik kolda gegen zamanin azalmasina ek

olarak toplam aktivitenin de azaldigini bildiren yayinlar da mevcuttur (65).

2.3.2. Biyokimyasal ve immiinohistokimyasal Analizler
2.3.2.1. BDNF, Pro BDNF ve TRKB

Beyin derive norotrofik faktor santral sinir sisteminde 6nemli
fonksiyonlari olan, iyi bilinen bir bluylime faktoridir. BDNF’nin ndéronal
maturasyon, sinaps formasyonu ve néronal plastisite gibi dnemli olaylar rolu
vardir (66). BDNF’nin sizofreni, zihinsel yetersizlik, otizm gibi psikiyatrik
hastaliklarla ve depresyon gibi duygudurum bozukluklari ile iligkili oldugu
gosterilmigtir (67).

BDNF néronal buyame faktorta (NGF), nérotrofin-3 (NT3), ve noérotrofin-
4 (NT4)U de iceren norotrofin ailesinin bir Uyesidir. BDNF santral sinir
sisteminde yaygin olarak eksprese edilir ve gelisim, morfoloji, sinaptik
plastisite ve fonksiyonunda dnemli bir yeri vardir. BDNF geninin, her biri farkli
BDNF transkriptlerini eksprese eden dokuz promoter bdlgesi bulunmaktadir.
Bu transkriptlerin hepsi ayni BDNF proteinini kodlamaktadir (68,69). BDNF
MRNA’nin transkripsiyonu Ca+2 gecirgen glutamat reseptorleri (asil olarak
NMDA) ve voltaj kapili Ca+2 kanallari araciigi ile Ca+2 infliksine bagli
noronal aktivite ile dizenlenir (70,71). BDNF, néronlarin ve glialarin hicre
govdelerinde sentezlenir ve buradan terminallere tasinarak oradan salinir (72).
BDNF ilk 6nce pre-pro-BDNF olarak sentezlenir, daha sonra bu BDNF'ye
cevrilir, ancak bunun tam olarak nerede gergeklestigi hala tam olarak belli
degildir (73).

Literatlr taramasi yapildiginda, sicanlarda ve farelerde TSSB modelleri
uygulanan galismalarda, beyin hipokampus bodlgesindeki BDNF duzeylerinin
stres uygulamasi ile genellikle azaldigi bildirilmistir (74—76). Tekli uzatiimig

stres modelinin uygulandigi bir caligmada ise stres uygulamasi ile
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hipokampustaki BDNF duzeylerinin anlamli olarak degismedigi, amigdaladaki
duzeylerinin ise azaldid bildirilmistir (77). Literatir taramasinda hayvan TSSB
modellerinde pro-BDNF dizeyini arastiran bir ¢alismaya rastlanamamistir.
Diger stres uygulamalari ile pro-BDNF duzeyleri arasindaki iligkiyi arastiran
calismalarda ise farkli sonuglar mevcuttur. Siganlarda sosyal izolasyon stresi
uygulanan bir ¢alismada serum pro-BDNF dizeylerinin azaldidi bildirilmigtir
(78). Siganlara akustik stres uygulanan bir ¢alismada ise serum pro-BDNF
dizeylerinin arttigi bildirilmistir (79). Agir yaralanmali kaza gegiren insanlarda
yapilan bir calismada ise serum pro-BDNF duzeyleri ile depresyon siddeti
arasinda ters iliski bulunmustur. TSSB ile pro-BDNF duzeyleri arasinda ise bir
iligki bildirilmemigtir (80).

BDNF tropomiyozin reseptor kinaz b (TrkB) reseptoriine ylksek afinite
ile baglanir (81). Bircok calisma BDNF-TrkB’nin sinaptik platisitede dnemli bir
roli oldugunu gostermigtir. TrkB reseptorleri pre ve post sinaptik olarak
eksprese edilir ve bu sekilde BDNF’nin ndrotransmitter salinimini da
duzenledigi gosterilmigtir (82). Stress ile birlikte TrkB duzeyleri ile ilgili literatir
taramalarinda da fakli sonuglara ulasiimistir. Bu calismadakine benzer bir
sters uygulanan bir galismada hipokampusdaki TrkB duzeylerinin azaldigi
bildirilmistir (83). Bagka stres yontemleri uygulanan bazi ¢alismalarda ise TrkB

dizeylerinin arttigi bildirilmistir (84,85).

2.3.2.2. Hipotalamo-Pitiiiter-Adrenal (HPA) Aks, CRH ve
Kortizol

HPA aksi, vlcutta dolasan kortizol dizeyini, belirleyen hipotalamus,
hipofiz ve adrenale bagli hormonal kaskadi ve geri besleme déngusunu ifade
eder. Yogun stresle ilgili deneyimlerin iglenmesinde, hipokampus, medial
prefrontal korteks ve amigdaladan gelen norepinefrin ve dolayli limbik girdiler,
CRH iceren paraventrikuler ¢ekirdek néronlari Gzerinden etki eder (86). HPA
aksinin aktivasyonu, hipofizyal portal damarlardan 6n hipofize dogru ilerleyen
CRH'nin salinmasiyla baglar ve burada CRH tip 1 reseptoérlerine (CRF1)
baglanarak sistemik dolasima adrenokortikotropin (ACTH) salinimini uyarir.

ACTH'In adrenal korteksdeki zona fasikulatada, melanokortin 2 reseptorlerine
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baglanmasi, HPA aksinin birincil efektor moleklli olan kortizol salinimini
uyarir. Kortizol, insulini inhibe ederek kan glikoz duzeyini artirmak, bagisiklik
sistemi fonksiyonlarini dizenlemek ve elektrolit dengesini etkilemek dahil
olmak Uzere stres yanitini desteklemek igin vicutta gesitli etkilere neden olur
(87). HPA aksinin onemli bir 6zelligi kortizol tarafindan negatif geri besleme
yoluyla inhibe edilmesidir. Saglikli deneklerde kortizolun aktivitesi, hem CRH
hem de ACTH salinimini azaltan, hipofiz ve hipotalamustaki glukokortikoid
reseptorlerine baglanma yoluyla sinirlanir. Bu nedenle kortizol, hem stres
yanitini saglayan birincil molekul hem de devam eden HPA aksi aktivitesinin
birincil inhibitéradar.

CRH, HPA aksinin bir parcasi olarak ACTH salinimini stimile etme
roline ek olarak CRF1 ve CRF 2 reseptorlerine baglanmasi yoluyla beyindeki
cesitli bolgelere etki eder. CRF reseptorlerinin en yuksek konsantrasyonlari
hipofizde olmasina ragmen, CRF1 ayrica amigdala, hipokampus, beyincikte
ve kortekste yaygin olarak bulunur. CRF2, CRF1 ile kismen 6rttsen bir kortikal
dagilima sahiptir; ancak beyincikte yoktur ve daha yaygin olarak periferik
dokularda bulunur (88,89).

CRF reseptorlerinde etki etmek Uzere serbest dolasan CRH miktari,
hipokampus, amigdala, lateral septum ve karacigerden eksprese edilen CRH
baglayici proteine (CRHBP) baglanma oraniyla belirlenir (90). Vicuttaki
CRH'’in yaklasik %65-90’1 CRHBP’ye bagldir (91). Stresle CRH saliniminin
artmasi gibi, CRHBP seviyesi de artar. Boylece CRH'In HPA stimule edici
etkisi, CRHBP'deki artig ile bir dereceye kadar tamponlanir (92).

Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda, TSSB'nin patofizyolojisinde
asirt CRH aktivitesinin rol oynadigini gosterilmistir, ancak celiskili veriler de
mevcuttur. CRH'nin kemirgenlere uygulanmasinin, uyku bozuklugu, yuksek
akustik irkilme tepkisi ve artan kosullu korku tepkileri dahil olmak Gzere TSSB
ile iligkili davraniglarda artisa sebep oldugu gdsterilmistir (93). CRF1 knock-
out farelerin, vahsi tip farelere gore strese daha az duyarli oldugu ve daha az
kaygi benzeri davraniglar gosterdigi bildirilmistir (90,94).

Kortizol, insanlarda birincil endojen  glukokortikoiddir  (GC).

Kemirgenlerde, kortizolin GC esdegeri kortikosterondur. insanlar da
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kortikosteron uretir, ancak kortizolden ¢ok daha kuguk miktarlarda bulunur ve
esas olarak birincil mineralokortikoid hormon olan aldosterona donustarular.
Kortizol, en ylksek konsantrasyonlari uyandiktan kisa bir sure sonra olan, en
dusuk konsantrasyonlari ise uykunun orta saatlerinde meydana diurnal bir ritm
ile salinir. Saglikh yetiskinlerde adrenal bezlerden ginde yaklasik 10 mg
kortizol Uretilse de, stres durumlarinda gunde 400 mg'a cikabilecegi
gosterilmigtir  (95,96). Plazmadaki kortizolin yaklasik %95'i plazma
proteinlerine baglanir; biyolojik aktiviteye sahip olan serbest kortizoldur (97).

Yirtici hayvan kokusuna maruz birakma yoluyla stres uygulanan ve
daha sonra davranis deneylerindeki parametrelere gore strese yatkin ve degil
seklinde ikiye ayrilan sicanlarin degerlendirildigi caligmalarda stres
sonrasinda gunun farkli saatlerinde glukokortikoid diizeyi degerlendirilmigtir.
Stere duyarli olan ratlarin stresten 7-8 guin sonra ge¢ uyaniklik glukokortikoid
duzeyleri, strese dayanikli ve stres uygulanmayan ratlara gore yuksek
bulunmustur (98-100). Stresten U¢ hafta sonra erken uyaniklik glukokortikoid
dizeylerinin degerlendirildigi bir calismada strese yatkin olan ve olmayan (yani
stres uygulanan) ratlardaki glukortikoid dizeyleri, hi¢ strese maruz kalmayan
ratlara gore daha dusuk bulunmustur (101). Bu bulgu insan galismalariyla da
uyumludur (102-104).

TSSB’li hastalar arasindaki kortizol konsantrasyonlari c¢alismalari
arasinda 6nemli farkliliklar vardir. Calismalar arasinda, toplanan numune
turlerinde (idrar, kan, tukuruk, sa¢ ve beyin omurilik sivisi) ve numune toplama
zamanlamasi gibi durumlar bakimindan énemli farkhliklar vardir. Ek olarak,
cinsiyet, gunun saati, alkol veya tatin kullanimi, yas, diger eslik eden
psikiyatrik ve tibbi durumlar ve sosyal gevre dahil olmak Uzere diger bazi klinik
ozelliklerin HPA aktivitesini etkiledigi bilinmektedir (105-107).

2.4.Melatonin

Bir nérohormon olan melatonin (N-asetil-5-metokstriptamin) asil olarak
pineal bezden salgilanir. Kan dolagsimina melatonin salgilanmasi esas olarak
geceleri meydana gelir. Gun iginde ihmal edilebilir dizeyde salgilanir ve gece

02:00 ve 04:00 saatleri arasinda plazma melatonin dizeyi doruk seviyelerine
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ulagir (108). Melatonin sirkadiyen ritm ve uyku-uyaniklk duzeninin
regulasyonunda onemli bir rol oynar. Ayrica sedatif, antioksidan, anksiyolitik,
antidepresan, antikonvilsan ve analjezik aktiviteleri igeren gesitli farmakolojik
etkilere sahiptir (109).

Melatoninin etkileri G proteini kenetli MT1 ve MT2 reseptorlerinin
aktivasyonu ile gergeklesir (110). MT3 reseptoru ise kinonlarin elektron
transfer reaksiyonlarini dnleyerek oksidatif strese kargi koruma gérevi olan bir
enzimdir. Santral sinir sistemi icinde MT1 ve MT2 reseptorleri suprakiazmatik
nukleus, korteks, talamus, serebellar korteks ve hipokampusta yer alir. MT1
reseptorleri ayrica kaudat putamen, nukleus akumbens, substansia nigra ve
ventrotegmental alan gibi diger hipotalamik ¢ekirdek ve beyin alanlarinda
bulunur (111,112).

Melatoninin  TSSB  etiyopatogenezindeki roli tam  olarak
belirlenememesine ragmen, insanlarda yapilan bir c¢alismada nokturnal
melatonin duzeylerinin dusuk olmasinin TSSB geligtirme riskini artirdigi
bildirilmistir (113). Baska bir calismada strese maruz kaldiktan sonraki 48 saat
icinde disuk melatonin diuzeylerinin bulunmasi1 TSSB gelistirme yénunde riskli
bulunmustur (114). Bagka yontemlerle olusturulan TSSB hayvan modellerinde
melatonin uygulamasinin, semptomlarda iyilesmeye yol actigi bildirilmigtir
(115-117). Melatoninin TSSB etiyolojisindeki yeri ile ilgili olarak, insan ve
hayvan calismalarindan elde edilen bilgiler, sirkadyen ritm ile iligkili
noroendokrin, immun, metabolik ve otonomik disregulasyonun, sirkadyen
ritmin bozulmasinin TSSB patofizyolojisinde yeri olduguna isaret etmektedir
(118). Ayrica pinealektomi uygulanan ratlarda hipokampusda oksidatif stres
belirteclerinin ylkseldigi ve morfolojik degisikliklerin olustugu ve melatonin

uygulamasi ile bu degisikliklerin geri ¢evrildigi gosterilmigtir (119).

2.4.1. Pinealektomi Modeli

Melatonin kandaki en yuksek duzeyine gece ulasan, sirkadyen ritmle
esas olarak pineal bezden salinan bir hormondur. Siganlarda melatoninin
eksikligine bagl etkiler Uzerinde calisma yapilacagi zaman pineal bezin

cikarilmasi iglemi uygulanir. Pinealektomi isleminin nasil yapilacagi Kuszak ve
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Rodin tarafindan anlatiimistir (120). Literatirdeki ¢aligmalara gore
pinealektomi iglemi gerceklestirildikten sonra melatonin eksikliginin etkilerinin
yerlesmesi igin iki ay beklendikten sonra ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir.
Pinealektomi sonrasinda melatonin saliniminin amplitidi %60-100 arasinda
azalmaktadir (121).

2.5.Ramelteon

Ramelteon su anda insomnia tedavisi i¢in regete edilen ve kullanilan
melatonin reseptor agonistidir. Ramelteon etkisini MT1 ve MT2 reseptorlerine
yuksek afinitede baglanarak gosterir. Melatonin ile kiyaslandiginda ramelteon
insan MT1 ve MT2 reseptorlerine 3-5 kat daha yuksek afinite ile baglanir ve
17 kat daha potenttir (122). In vitro beyin ¢alismalarina goére, ramelteonun MT3
baglanma bodlgesine olan afinitesi ihmal edilebilir duzeydedir. Bu melatonin
baglanma bdlgesi kinon rediktaz 2'nin melatonine hassas bir formu olarak
tanimlanmistir ve uyku wuyaniklik doénglsu ile alakasi olmadidi
dusunulmektedir (123,124). Ramelteon 10 uM’lik derisimde test edildiginde
santral sinir sistemindeki cesitli reseptorlere ve baglayicilara 6nemli bir
baglanma godstermedigi, 10-100 uM’hk derisimde test edildiginde ise gesitli
enzimlerin aktivitesi Uzerinde bir etkisi bulunmadigi bildirilmigtir (122).
Ramelteon'un GABA, serotonin, asetilkolin, glutamat, noradrenalin, opioid,
histamin ve dopamin reseptorlerine afinitesinin inmal edilebilir dizeyde olmasi
onemlidir, bu sayede bu reseptorlerin aktivasyonuna dayanan ikincil veya artik
bir etkisi yoktur. Ramelteonun yarilanma oémrd 1 ile 2.6 saat arasinda
degismektedir, hizli bir sekilde ilk gecgis eliminasyonuna ugrar, serum pik
konsantrasyonuna 1 saatten daha az bir sirede ulagir ve ¢oklu uygulamalarda
herhangi bir dokuda birikim gostermemistir (125,126).

Literatirde ramelteonun TSSB’deki olasi etkinligine iliskin sadece tek
bir ¢alisma grubunun yapmis oldugu 3 adet preklinik calisma vardir. Bu
calismalarda, stres-tekrar stres modelinden farkli olarak Fabp3 geninin elimine
edilmesiyle TSSB benzeri davraniglar sergileyen fareler kullaniimigtir. Bu
calismalarda ramelteonun TSSB benzeri davraniglari antagonize ettigi

gOsterilmistir (127-129).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.Deney Gruplari

Bu arastirmada, ramelteonun ve melatoninin posttravmatik stres
bozuklugu modelindeki etkinliklerini aydinlatmak Uzere sigan posttravmatik
stres modeli olusturulmustur. Manisa Celal Bayar Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan etik kurul onayr alinmigtir (Karar tarih/no:
07/07/2020 / 77.637.435 / 160). Calismada, Celal Bayar Universitesi Deney
Hayvanlari Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden temin edilen olan yaklagik 8
haftalik ve 250 g civarinda Erkek Wistar siganlar kullaniimistir. Siganlar her bir

grupta 11 hayvan bulunacak sekilde, 8 ayri gruba ayriimigtir.

Grup: Kontrol

Grup: Stres + Cozucl

Grup: Stres + Melatonin (3 mg /kg)
Grup: Stres + Ramelteon (3 mg /kg)
Grup: Pinealektomi (Px)

Grup: Pinealektomi + Cdzlcu

Grup: Pinealektomi + Melatonin (3 mg /kg)

©® N o g bk~ w Db =

Grup: Pinealektomi + Ramelteon (3 mg /kg)

Kontrol gruplari hari¢ tim gruplara stres uygulanmigtir.

3.2. Pinealektomi islemi

Pinealektomi grubu olarak belirlenen deney hayvanlari ketamin +
ksilazin anestezisi altinda karinlari Gzerine yatirilarak kafa derisi orta hat
boyunca bisturi yardimiyla kesilmistir. Transvers ve sagittal suttrlerin kesisim
noktasi ortaya ¢ikarilarak ve bu noktayi icine alan kemik flebi olusturulmustur.
Kemik flebi kaldirildiktan sonra dura, superior sagittal ve transvers sinuslerin
kesisim noktasindan yarim ay seklinde kesilmistir. Kesilen dura ince bir penset
yardimiyla kaldiriimigtir. Daha sonra pineal bez tutularak gikartiimigtir. Kemik

flebi yerine konularak kafa derisi 3/0 atravmatik ipek ile sutlre edilmistir (130).
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Pinealektomi iglemi her bir sigan i¢in ¢ikarilan dokunun histolojik olarak
degerlendiriimesi sonucu dogrulanmigtir.

Bu cerrahi iglem uygulandiktan sonra pinealektomi modelinin hormonal
etkilerinin yerlesmesi i¢in 2 ay boyunca higbir islem uygulanmadan standart

laboratuvar kogullarinda hayvanlar barindiriimiglardir.

3.3.Deney Protokolii

Sicanlar hayvan Uretim merkezinden teslim alindiktan sonra 2 hafta
boyunca ters 1sik dongusune alismalari i¢in higbir iglem yapilmadan
bekletilmistir. 2 hafta sonunda Acik Alan (AA) ve Yuksek Arti Labirent (YAL)
testleri uygulanmigtir. Bu Olgimlerden sonra sigan posttravmatik stres
modelini olusturmak igin sirasi ile 2 saat boyunca tupte sikistirma, 20 dakika
zorlu yuzdurme ve 15 dakika dinlenmelerine musaade ettikten sonra eter
anestezisi uygulanmigtir. Bu streslerden hemen sonra ilag tedavisine
baslanmigtir ve ila¢ tedavisi 14 gun boyunca devam etmistir. 14 glnin

sonunda AA ve YAL testleri tekrar uygulanmigtir.

3.3.1. Stres-Tekrar Stres Modeli
Bu galismada TSSB modeli olugsturmada etkin oldugu bilinen stress-tekrar
stress modeli uygulanmistir. iki hafta siiren adaptasyon siirecinden sonra,
hayvanlara art arda olacak sekilde, ilk dnce 2 saat boyunca immobilize eden
sikistirma, 20 dakika boyunca 25°C suda zorlu yuzdirme, 15 dakika kurulama
ve hayvanin dinlenmesine musaade etme ve sonra eter anestezisi
uygulanmigtir. 1 hafta boyunca hi¢bir mudahalede bulunulmayip, 7. gin
hatirlatici stres olarak yine 25°C suda zorlu ylizdirme uygulanmigtir. Hatirlatici
stresten 1 hafta sonra ise AA ve YAL testleri yapilmis ve sonrasinda kan ve
doku ornekleri alinmistir (131). Kontrol gruplarina ise higbir stres
uygulanmamis ve standart ortam kosullarinda tutulmusglardir.

3.4. Davranis Deneyleri
3.4.1. Yuksek Arti Labirent (YAL) Testi
Siganlar yerden 60 cm yukseklikteki arti bicimindeki labirent seklinde ve

karsilikli iki kolu (her biri 42x14.5 cm) 22,5 cm ylksekliginde duvarlar ile kapali
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olan, diger 2 kolu ise acik olan YAL aygitina yerlestiriimiglerdir. Deney
asamasinda her bir sican merkezdeki kare bigcimindeki alana, yuzleri agik
kollardan birine bakacak sekilde birakilmigtir ve 5 dakika boyunca labirenti
arastirmalarina izin verilmistir. Labirentin Ust tarafina kayit icin bir kamera
monte edilmistir. Her bir siganin testi bittikten sonra labirent %70
konsantrasyonlu etil alkol ile temizlenmigtir daha sonra distile su ile tekrar

silinip sonra kurutmak i¢in kagit havlu ile silinmigtir (132).

3.4.2. Acik Alan (AA) Testi

Bu testte siganlar 100x100x40 cm ebatlarinda, bir agik alanin kdsesine
yerlestirilmiglerdir. Alan, transvers cgizgiler ile bilgisayar ortaminda 25 esit
kareye bolunmustur. Her bir sican alanda, ayni kogeye ve ayni dogrultuda
birakilmistir ve 5 dakika sureyle serbest sekilde gezinmesine izin verilmistir.
Her iki arka ayak bir kareye girdiginde, bir girig/gegis olarak kaydedilmigtir. Bu
giris/gegiglerin ve arka ayaklar Uzerinde dogrulmalarin sayisi lokomotor ve
arastirici aktivite olarak degerlendirilirmistir. Ayrica toplam kat edilen mesafe,
caprazlanan sinirlarin sayisi, merkezde gecirilen sure de kaydedilmigtir.
Lokomotor aktivenin duzeyinin tespit edilmesinin yani sira anksiyete durumunu
anlamak icin de kullanilan bir testtir. Anksiyeteli hayvanlarin agik alanin
ortasinda gegirdikleri stre azalir, duvar kenarlarinda daha ¢ok zaman gegirir
(133).

3.5. Biyokimyasal Analizler
3.5.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kortizol Diizeyinin
Calisiimasi

Deney surecinin tamamlanmasini takiben siganlardan saat 08:00-12:00
arasinda anestezi altinda kardiyak ponksiyon ile sari kapakli jelli tiplere kan
numuneleri alinmigtir. Daha sonra bu numuneler oda sicakhiginda 20 dakika
boyunca pihtilastiktan sonra 4000 RPM’'de 10 dakika boyunca santrifij
edilmigtir. Sonra elde edilen serum etiketlenmis eppendorf tlplerine alinarak

caligsilacak gune kadar -80 derecede muhafaza edilmistir.
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Elde edilen serumlardan hastane biyokimya laboratuvarinda hizmet
alimi yoluyla kortizol dizeyi ¢alisiimistir.

Kan oérneklerinin alinimindan hemen sonra siganlar sakrifiye edilerek
cerrahi prosedure uygun olarak beyinler ¢ikariimigtir. Beyinlerin yarisi daha
sonra galisiimak tzere formaldehit igeren tliplere konmustur. Kalan yarisi ise
uygun sekilde sivi azotta dondurulmustur ve daha sonra hipokampuslarinin

cikarihp caligilmasi igin -80°C’de saklanmistir.

3.5.2. Beyin Orneklerinin Alinmasi, Hipokampusun Cikarilmasi ve
Protein Diizeylerinin Caligiimasi

Hipokampus dokularinin analiz edilecegi zaman beyinler -80°C’den
sirasi ile ¢ikartilip buz kasetleri Uzerinde ¢aligsma i¢in uygun sicakliga gelmesi
beklenmistir. Uygun zaman geldiginde hipokampuslar beynin iginden izole
edilip, hassas terazi ile tartihp, tampon ¢ozelti ile birlikte homojenize edilmigtir.
Elde edilen homojenat 2000-3000 RPM’de santriflij edilmistir ve elde edilen
supernatant caligilacak gune kadar -80°C'de muhafaza edilmistir. Calisma
oncesi supernatantlar oda sicakligina getirilmistir ve proBDNF, BDNF, CRH,
TrkB duzeyleri ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemi
kullanilarak kit protokoline uygun olarak calisiimis ve mikroplaka okuyucu

cihaz ile analiz edilmistir.

3.6. Histopatolojik Analizler

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5 pm’lik parafin
kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildiktan sonra,
30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi igin
%95’ten %60’a azalan alkol serilerinden gegcirilen kesitler 5 dakika akarsu
altinda yikandi. Kesitler 2 dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, fazla
boyanin dokudan uzaklagtiriimasi icin 5 dakika akar suda yikanan kesitler 30
saniye eozin ile boyandi. Ayni sekilde 5 dakika akar su altinda yilkama
yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %9%’lik alkol serilerinden gegirilip havada
kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan ile kapatildi. Isik mikroskobunda incelenerek gruplar
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arasindaki farkhhklar degerlendirildi. Kesitler patolojik hasar yoninden iki
histolog tarafindan kor yontemler +1 ile +5 araliginda degerlendirilerek
istatiksel analizi yapildi.

3.6.1. indirekt immunohistokimya Boyamasi

Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60°C’lik
etlvde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflagtirma
islemi gerceklestirildi. Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri
ile rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Dakopen ile
sinirlandirilan %0,5’lik tripsin solusyonu iginde oda sicakliginda 15 dakika
tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika
%3’luk H202 uygulandi. 3 defa S’er dakika fosfat tampon solusyonu (PBS;
Posphate buffer solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat
bloklama solusyonu ile muamele edildi. Bloklama solusyonu dokudan
uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-proBDNF, anti-BDNF, anti-CRH,
anti-TrkB ile bir gece inkube edildi. Ertesi gin tampon sollsyonu ile 3 defa
yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil
antikoru ile 30’ar dakika boyandi. Yine U¢ defa 5’er dakika tampon sollisyonu
ile  ylkanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
gorundrligunt saptamak amaciyla DAB ile 5 dakika boyandi. Mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dakika
yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi. immunohistokimyasal
degerlendirme incelenerek zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirildi. Boyanan hucre miktari H-skor yontemiyle hesaplandi ve veriler
istatiksel olarak analiz edildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Bilgisayar ortamina dijital veri olarak aktarilan kayit verileri SPSS for
Windows 13.0 istatistik programinda analiz edilmigtir. Gruplar arasi
karsilastirmalar icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve Tukey’s B testi; her
bir grubun stres 6ncesi ve sonrasi farkliliklari igin paired-t testi kullaniimigtir.
Veriler ortalama £ standart hata (SH) olarak verilmistir. p<0,05 oldugunda

istatistiksel olarak anlamli farkhlik kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Davranis Deneyleri
4.1.1. Yiiksek Arti Labirent

Yuksek arti labirent testinde, normal ya da pinealektomi yapilmis
si¢canlarda stres-tekrar stres uygulanmasina bagl gruplara ait veriler one-way

anova kullanilarak degerlendiriimis ve Tablo 4.1’de g0Osterilmistir.

Tablo 4.1. Siganlarda posttravmatik stres modelinde yulksek arti labirent
testinde dlgllen parametrelerin gruplar arasinda karsilastiriimasi (one-way
anova). Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi.
n=9-11 her bir grup igin

Gruplar Kat Mobil Zaman immobil Zaman Sahlanma Acik Kolda
Edilen (s) (s) Sayisi Gegirilen
Mesafe( Zaman(s)
m)
Kontrol 3.840.6 52.9+8.2 247.148.2 6.9£2.0 17.8£5.5
Stres 4.011.2 62.9+16.0 237.1£16.0 7.0+2.1 23.4+7.5
Stres + Mel 3.1+£0.8 47.9x11.7 252.1+11.7 6.8+2.3 51.3£27.7
Stres + Ram 3.510.8 66.7+12.3 206.7+21.2 7.812.5 39.3+10.9
Px 1.240.3 16.31£3.2 283.7+3.2 2.6x0.7 36.6+12,7
Px + Stres 1.12£0.3 13.0£4.3 287.024.3 1.7£0.6 3,1£1.3
Px + Stres+ 1.84£0.3 19.014.6 260.3+19.2 2.5+0.7 31.4+11.4
Mel
Px + Stres + 2.2+0.7 28.4+8.4 271.618.4 3.4+0.4 65.9+21.7
Ram

Deney gruplarinin ortalamalari one-way anova ile karsilastirildiginda,
pinealektomi uygulanmamis grupta, stres-tekrar stres uygulamasi anlaml bir

anksiyete artigina neden olmamistir. Melatonin ve ramelteon gruplarinda da
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kontrol ve stres gruplarina gbre davranis parametrelerinde anlamli bir
degisiklik gosterilememistir (Tablo 4.1).

Pinealektomi islemi uygulanan siganlarda kat edilen mesafenin, kontrol
sicanlara gore dusme egiliminde oldugu gosterilmistir. Pinealektomi islemi
uygulanan gruplardaki stres uygulamasinin bu mesafe Uzerine fazladan bir
etkisi gozlenmemigtir. Melatonin ve ramelteon tedavisi uygulanan
pinealektomili gruplarda bu mesafenin artma egiliminde oldugu gosterilmistir
(Tablo 4.1).

Mobil olarak gecen sure de benzer sekilde, pinealektomi uygulanan
sicanlarda kontrol grubuna goére azalma egilimi gostermektedir. Pinealektomi
islemi uygulanan gruplardaki stres uygulamasinin sure Uzerine fazladan bir
etkisi gozlenmemistir. Melatonin  ve ramelteon tedavisi uygulanan
pinealektomili gruplarda mobil surenin artma egiliminde oldugu gosterilmistir
(Tablo 4.1).

Aclik kolda gecirilen sure degerlendirildiginde, pinealektomiye bagli bir
etki gézlenmezken; pinealektomili grupta stres uygulamasi bu sureyi azaltmis,
melatonin ve ramelteon uygulamasi ise bu azalmayi ortadan kaldirmistir.
Ancak bu farkhliklar, istatistiksel olarak anlamliik dizeyine ulagsmamistir
(Tablo 4.1).

Yuksek arti labirent testinde, normal ya da pinealektomi yapilmis
si¢canlarda stres-tekrar stres uygulanmasina bagl gruplara ait veriler paired t-

test kullanilarak degerlendiriimis ve Sekil 4.1-4.6’da gosterilmigtir.
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Kontrol Stres Stres + Stres + Px + Px + Px +
Mel Ram Stres Stres + Stres +
Mel Ram

W Stresten 6nce A Stresten sonra

Sekil 4.1 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde yuksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni siganin deney éncesi (0. glin) ve deney sonrasi
(14. glin) kat edilen mesafe degerlerinin karsilastiriimasi. Koyu renkli sttun
deney o6ncesi, ¢izgili sutun ise deney sonrasi dlgumleri gostermektedir. Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi. istatistiksel
farkhliklar, her bir grubun deney 6ncesi ve sonrasi farkliliklari (paired-t testi)
olarak hesaplanmisgtir. (*; p< 0,05, **; p< 0,01, ***; p< 0,001)

YAL testinde kat edilen mesafe, pinealektomi uygulanmamis grupta,
paired t-test kullanilarak karsilastirildiginda, strese bagli olarak kat edilen
mesafenin azaldidi; ancak melatonin ve ramelteon uygulamasinin da bunu
geri geviremedigi gozlenmigtir. Pinealektomi uygulanan grupta da stres
sonrasinda kat edilen mesafe anlamli olarak azalmis; ramelteon tedavisi ise

bu etkiyi geri cevirmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 Siganlarda posttravmatik stres modelinde yluksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni sicanin deney oncesi (0. gun) ve deney sonrasi
(14. gun) mobil olarak gegen zaman deg@erlerinin karsilastiriimasi. Koyu renkli
sutun deney oncesi, ¢izgili situn ise deney sonrasi olguimleri gostermektedir.
Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi.
istatistiksel farklhliklar, her bir grubun deney éncesi ve sonrasi farkliliklari
(paired-t testi) olarak hesaplanmigtir. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001)

YAL testinde mobil olarak gecen zaman, pinealektomi uygulanmamig
grupta, paired t-test kullanilarak karsilastirildiginda, strese bagli olarak kat
edilen mesafenin azaldidi; ancak melatonin ve ramelteon uygulamasinin da
bunu geri ¢eviremedigi gozlenmigtir. Pinealektomi uygulanan grupta da stres
sonrasinda mobil olarak gegen zaman anlaml olarak azalmig; melatonin ve

ramelteon tedavisi ise bu etkiyi geri cevirememistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3 Sigcanlarda posttravmatik stres modelinde yuksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni siganin deney 6ncesi (0. glin) ve deney sonrasi
(14. gun) immobil olarak gegen zaman degerlerinin kargilastirilmasi. Koyu
renkli sutun deney oOncesi, cizgili sutun ise deney sonrasi oOlgumleri
gostermektedir. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
Pinealektomi. Istatistiksel farkhliklar, her bir grubun deney éncesi ve sonrasi
farkhliklari (paired-t testi) olarak hesaplanmigtir. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001)

YAL testinde immobil olarak gegen zaman, pinealektomi uygulanmamig
grupta, paired t-test kullanilarak karsilastirildiginda, strese bagl olarak
immobil olarak gegen zamanin arttigi; ramelteon uygulamasinin ise bunu geri
cevirdigi gozlenmigtir. Pinealektomi uygulanan grupta da stres sonrasinda
immobil olarak gegen zaman anlamli olarak artmis; melatonin ve ramelteon

uygulamasi ise bu etkiyi geri gevirmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde yUksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni siganin deney oncesi (0. giin) ve deney sonrasi
(14. gun) sahlanma sayisi degerlerinin karsilastiriimasi. Koyu renkli sttun
deney oncesi, ¢izgili sutun ise deney sonrasi olgumleri gostermektedir. Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi. istatistiksel
farkhliklar, her bir grubun deney 6ncesi ve sonrasi farkliliklari (paired-t testi)
olarak hesaplanmistir. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001)

YAL testinde sahlanma sayisi, pinealektomi uygulanmamis grupta,
paired t-test kullanilarak kargilastirildiginda, strese bagl olarak sahlanma
sayisinin azaldigi; ramelteon uygulamasinin ise bunu geri c¢evirdigi
gOzlenmistir. Pinealektomi uygulanan grupta da benzer sekilde; strese bagli
olarak sahlanma sayisi azalmig; ramelteon uygulamasi ise bunu geri

cevirmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5 Sigcanlarda posttravmatik stres modelinde yuksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni sicanin deney dncesi (0. giin) ve deney sonrasi
(14. gun) kapali kolda gegirilen zaman degerlerinin kargilastiriimasi. Koyu
renkli sutun deney Oncesi, ¢izgili sutun ise deney sonrasi olgumleri
gostermektedir. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
Pinealektomi. Istatistiksel farkhliklar, her bir grubun deney éncesi ve sonrasi
farkhliklari (paired-t testi) olarak hesaplanmigtir. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***;
p<0,001)

YAL testinde kapali kolda gecirilen zaman degerleri, paired t-test
kullanilarak karsilastirildiinda, hem pinealektomi uygulanan hem de
uygulanmamis gruplardaki degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik bulunamamistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.6 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde yuksek arti labirent
testinde her bir grupta ayni siganin deney oncesi (0. gin) ve deney sonrasi
(14. gun) acik kolda gegirilen zaman degerlerinin kargilastiriimasi. Koyu renkli
sutun deney oncesi, gizgili situn ise deney sonrasi olgumleri gostermektedir.
Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi.
istatistiksel farkhliklar, her bir grubun deney 6ncesi ve sonrasi farkliliklar
(paired-t testi) olarak hesaplanmigtir. (*; p<0,05, **; p<0,01, ***; p<0,001)

YAL testinde agik kolda gegirilen zaman, pinealektomi uygulanmamis
grupta, paired t-test kullanilarak karsilastirildiginda, strese bagli olarak agik
kolda gecirilen surenin azaldigi; melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise
bunu geri cevirdigi gézlenmistir. Pinealektomi uygulanan grupta da benzer
sekilde; acik kolda gecirilen zaman azalmig; melatonin ve ramelteon

uygulamalari ise bunu geri gevirmistir (Sekil 4.6).
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4.1.2. Acik Alan Testi
Aclik alan testinde, normal ya da pinealektomi yapilmis siganlarda stres-
tekrar stres uygulanmasina bagl gruplara ait veriler one-way anova

kullanilarak degerlendirilmis ve Tablo 4.2'de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Sicanlarda posttravmatik stres modelinde acik alan testinde olgulen
parametrelerin gruplar arasinda karsilastirimasi (one-way anova). Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi. n=9-11 her bir

grup igin

GRUPLAR MESAFE MOBIL IMMOBIL QiZGi OZBAKIM SAHLANMA
(m) ZAMAN(s) ZAMAN(s) UZERIN.DEN (S) SAYISI
GECIS
SAYISI
Kontrol 5.41£1.2 59.6£10.6 240.4£10.6 33.61£8.3 9.41+4.7 4.4+1.3
Stres 5.3x1.6 53.3x11.3 246.7£11.3 32.4+9.5 9.9+5.0 4.3£1.6
Stres + Mel 5.7+1.8 62.1£17.5 237.9+17.5 36.6+11.3 6.6+3.6 5.6+2.0
Stres + 6.2+1.6 60.4+14 .1 239.6£14 .1 40.7£10.5 9.6+5.3 6.2+2.3
Ram
Px 3.41£1.5 31.319.9 268.7+9.9 22.319.4 6.3£3.1 3.0£1.1
Px + Stres 3.7+0.9 41.317.9 258.7£7.9 23.8+6.6 3.6+2.9 2.4+1.0
Px +I\/SItTes 3.7£0.7 36.5£7.9 240.0£11.9 22.5+4 .4 16.0£10.3 4.9+1.6
+ Me
Px + Stres 6.61+1.0 57.946.8 238.1+7.1 43.4+5.8 8.6+4.7 6.3%1.5
+ Ram

Deney gruplarinin ortalamalari one-way anova ile kargilastirildiginda,
pinealektomi uygulanmamis ve uygulanmig gruplarda, stres-tekrar stres
uygulamasi anlamli bir anksiyete artisina neden olmamigtir. Melatonin ve
ramelteon gruplarinda da kontrol ve stres gruplarina goére davranis
parametrelerinde anlamli bir degdisiklik gosterilememigtir (Tablo 4.2).

Pinealektomi iglemi uygulanan siganlarda kat edilen mesafenin,
uygulanmayan kontrol grubuna gore azalma egiliminde oldugu gosterilmistir;
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ancak istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunamamistir. Pinealektomi
islemi uygulanan gruplardaki stres uygulamasinin bu mesafe tGzerine fazladan
bir etkisi gdzlenmemistir. Ramelteon uygulamasinin ise pinealektomili grupta,
kat edilen mesafeyi artirma egiliminde oldugu goésterilmistir (Tablo 4.2).

Mobil olarak gegen sure, pinealektomi uygulanan siganlarda
uygulanmayan kontrol grubuna gore azalma egilimi gdstermektedir; ancak
istatistiksel olarak anlamh bir farkliik bulunamamistir. Ramelteon
uygulamasinin ise pinealektomili grupta, mobil zamani artirma egiliminde
oldugu gosterilmistir (Tablo 4.2).

Cizgi Uzerinden gecme sayisi, pinealektomi uygulanan siganlarda
uygulanmayan kontrol grubuna gbére azalma egilimi gostermektedir.
Ramelteon uygulamasinin ise, pinealektomili grupta, ¢izgi Uzerinden gegme
sayisini artirma egiliminde oldugu gosterilmistir (Tablo 4.2).

AAT'de paired-t test ile yapilan analizlerde anlamli bir sonug veya egilim

gOsterilemedidi icin tablo ve grafikler eklenmemistir.

4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Kan Kortizol Diizeyleri

Normal ya da pinealektomi yapilmis siganlarda stres-tekrar stres
uygulanmasina bagli gruplara ait kan kortizol duzeyleri one-way anova

kullanilarak degerlendiriimis ve Sekil 4.7°de gosterilmigtir.

29



Kortizol Dlzeyi

0.5
0.45

0.4

0.2
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0

Kontrol Stres Stres + Mel Stres + Ram Px + Stres Px +Stres+ Px + Stres +
Mel Ram

Kortizol pg/DI

Sekil 4.7. Siganlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda (14. gln)
elde edilen kan kortizol duzeylerinin gruplar arasinda karsilastiriimasi. Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: Pinealektomi. n=9-11 her bir

grup igin

Kan kortizol duzeyleri bakimindan gruplar arasi anlamli bir farklilik
bulunamamistir.

4.2.2. ELISA Protein Duzeyleri
Beyin hipokampus bodlgesinde, normal ya da pinealektomi yapiimis
si¢anlarda stres-tekrar stres uygulanmasina baglh gruplara ait protein duzeyleri

one-way anova kullanilarak degerlendirilmis ve Sekil 4.8-4.11’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.8 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda ELISA
yontemiyle galisilan CRH’nin hipokampus bolgesindeki duzeylerinin gruplar
arasinda kargilastirilmasi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg,
Px: Pinealektomi. a: Kontrolden anlamli olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli
farklihk, c: Tedavinin (melatonin ya da ramelteon) etkisi (tedaviye bagl anlaml
farklihk), (p<0,05), n=9-11 her bir grup i¢in

Beyin hipokampus bolgesindeki CRH protein duzeylerinde, stres-tekrar
strese bagli olarak azalma goérilmus olmakla beraber, istatistiksel olarak
anlamhlik goésterilememistir. Stres uygulanan sigcanlarda melatonin ve
ramelteon uygulamalari ise, CRH dlzeylerinde anlamh bir artisa neden
olmustur. Pinealektomi yapilmig si¢canlarda ise, CRH duzeyleri kontrole gore
anlamli olarak dusuk bulunmustur. Pinealektomi uygulanmis siganlarda, gerek
stres-tekrar stres gerekse melatonin ve ramelteon uygulamalarinin herhangi

bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda ELISA
yontemiyle galisilan BDNF’nin hipokampus bélgesindeki dizeylerinin gruplar
arasinda karsilastiriimasi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg,
Px: Pinealektomi. a: Kontrolden anlamli olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli
farkhlik, c: Tedavinin (melatonin ya da ramelteon) etkisi (tedaviye bagl anlaml
farkhlik), (p<0,05), n=9-11 her bir grup igin

Beyin hipokampus bdlgesindeki BDNF protein duzeylerinde, stres-
tekrar strese bagli olarak azalma goértlmus olmakla beraber, istatistiksel olarak
anlamhlik goésterilememistir. Stres uygulanan sicanlarda melatonin ve
ramelteon uygulamalari ise, BDNF duzeylerinde anlamli bir artisa neden
olmustur. Pinealektomi yapilmis si¢canlarda ise, BDNF duzeyleri kontrole gore
anlaml olarak dusuk bulunmustur. Pinealektomi uygulanmis siganlarda, gerek
stres-tekrar stres gerekse melatonin ve ramelteon uygulamalarinin herhangi

bir etkisi gozlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10 Siganlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda ELISA
yontemiyle caligilan pro-BDNF’nin hipokampus bolgesindeki duzeylerinin
gruplar arasinda karsilastiriimasi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3
mg/kg, Px: Pinealektomi. a: Kontrolden anlamli olarak farkli, b: Px vs Px+stres
anlamli farklilik, c: Tedavinin (melatonin ya da ramelteon) etkisi (tedaviye bagh
anlamli farklilk), (p<0,05), n=9-11 her bir grup i¢in

Beyin hipokampus bolgesindeki pro-BDNF protein duzeylerinde, stres-
tekrar strese bagli olarak azalma gortulmus olmakla beraber, istatistiksel olarak
anlamhlik goésterilememistir. Stres uygulanan sicanlarda melatonin ve
ramelteon uygulamalari ise, pro-BDNF duzeylerinde anlaml bir artiga neden
olmustur. Pinealektomi yapilmis si¢canlarda ise, pro-BDNF duzeyleri kontrole
gore anlamli olarak dusuk bulunmustur. Pinealektomi uygulanmis siganlarda,
gerek stres-tekrar stres gerekse melatonin ve ramelteon uygulamalarinin

herhangi bir etkisi gézlenmemistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11 Siganlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda ELISA
yontemiyle galisilan NTRK2'nin hipokampus bolgesindeki duzeylerinin gruplar
arasinda karsilastiriimasi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg,
Px: Pinealektomi. a: Kontrolden anlamli olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli
farklilk, c: Tedavinin (melatonin ya da ramelteon) etkisi (tedaviye bagl anlaml
farklihk), (p<0,05), n=9-11 her bir grup i¢in

Beyin hipokampus bdlgesindeki NTRK2 protein duzeylerinde, stres-
tekrar strese bagli olarak azalma gorulmus olmakla beraber, istatistiksel olarak
anlamlilik gosterilememigtir. Stres uygulanan siganlarda melatonin ve
ramelteon uygulamalari ise, NTRK2 duzeylerinde anlamli bir artisa neden
olmustur. Pinealektomi yapilmis siganlarda ise, NTRK2 dlzeyleri kontrole gore
anlamli olarak dusuk bulunmustur. Pinealektomi uygulanmis siganlarda, gerek
stres-tekrar stres gerekse melatonin ve ramelteon uygulamalarinin herhangi

bir etkisi gozlenmemistir (Sekil 4.11).
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1 Hematoksilen Eosin Boyama Bulgulari

Normal ya da pinealektomi yapilmis siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagh beyin hipokampus bolgesindeki mikroskobik
degisiklikler, hematoksilen eosin (HE) boyamasi yapilarak degerlendirilmig ve
Resim 4.1’de gosterilmigtir.

Kontrol gruplarinda normal histoloji izlenirken, stres ile vakuolar
dejenerasyon, piknotik nukleus ve damarsal dejenerasyon bulgulari izlendi.
Melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu bulgularin azaldigi saptandi. Stres
ve pinealektomi ile oldukga belirginlesen degisikliklerin melatonin ve ramelteon

uygulamalar ile azaldigi gozlendi.
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KONTROL STRES

STRES + MEL STRES + RAM

PX PX + STRES

PX + MEL PX + RAM

Resim 4.1 Siganlarda posttravmatik stres modelinde, deney sonunda
beyin hipokampus bdlgesinin HE boyamasi ile degerlendiriimesi. Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi
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Normal ya da pinealektomi yapilmis si¢anlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina ve melatonin ve ramelteon tedavisine bagli beyin hipokampus
bolgesindeki  mikroskobik  degisiklikler, Nissle boyamasi yapilarak
degerlendiriimis ve Resim 4.2'de gosterilmistir.

Nissle boyamalarinda perikaryonda ve dendritlerde bazofilik granuller
izlendi. Kontrol gruplarinda normal histoloji izlenirken, stres re-stres ile
boyamanin azaldigi, melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu bulgularin
geriledigi saptandi. Stres ve Px ile oldukga belirginlesen degisikliklerin

melatonin ve ramelteon uygulamalari ile geriye donduruldugu gozlendi.
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KONTROL

Resim 4.2 Siganlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda
(14. gun) Nissle boyamalarinda, stres ve pinealektomi ile olusan patolojik
degisiklerin melatonin ve ramelteon uygulamalari ile gerilemesi. Mel:
melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi
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4.3.2 immunohistokimya Bulgulari
Patolojik degisikliklerin protein ekspresyonlari agisindan
degerlendiriimesinde primer antikorlar; anti-proBDNF, anti-BDNF, anti-CRH,

anti-NTRK2 ile inktbe edildi ve ekspresyonlarinin degerlendiriimesi yapildi.

4.3.2.1 CRH Sonuglan

Normal ya da pinealektomi yapilmig siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagli beyin hipokampus bélgesindeki CRH protein diuzeyleri
immiinohistokimya (IHK) boyamasi yapilarak degerlendirilmis ve Resim 4.3'de
gOsterilmisgtir.

CRH iHK boyamalarinda, stres ile gerceklesen azalmanin melatonin ve
ramelteon ile geri dondurdldugu gozlendi. Pinealektomi uygulamasi ile
azalmanin belirginlestigi ve melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu
azalmanin geriletildigi saptandi (Resim 4.3).

Normal ya da pinealektomi yapilmig siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagli beyin hipokampus bélgesindeki CRH protein duzeyleri
immiinohistokimya (iIHK) boyamasi ardindan h-skor analizi yapilarak

degerlendirilmis ve Sekil 4.12°’de gosterilmigtir.
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KONTROL STRES

STRES + RAM

Resim 4.3 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda
gergeklestiriien IHK boyamalarinda hipokampusta CRH  proteininin
gosteriimesi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
pinealektomi
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Sekil 4.12 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde, deney sonunda
gerceklestirilen iIHK boyamalarinda, hipokampustaki CRH protein diizeylerinin
h-skor analizi ve gruplar arasinda karsilastiriimasi. Mel: melatonin 3 mg/kg,
Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi. a: Kontrolden anlamli olarak farkli,
b: Px vs Px+stres anlamh farklilik, c: Tedavinin (melatonin ya da ramelteon)
etkisi (tedaviye bagh anlamli farklilik), (p<0,05), n=9-11 her bir grup i¢in

Beyin hipokampus bdlgesinde yapilan CRH IHK boyamalarinin h-skor
analizinde, CRH dulzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak anlamli olarak
azaldigi; melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu azalmanin anlamli bir
sekilde geri cgevrildigi gosterilmistir. En etkili olarak ramelteon uygulamasi
bulunmus olup, CRH duzeylerini kontrolden de anlamli olarak yukseltmistir.
Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna goére CRH dizeyini anlamh bir
sekilde  azaltmigtir.  Pinealektomili  sicanlarda  stres-tekrar  stres
uygulanmasinin ise, CRH duzeyleri Uzerine bir etkisi bulunamamigtir.
Ramelteon uygulamasi, pinealektomi sonucu gelisen CRH duzeylerindeki

azalmayi kontrol dlzeylerine geri ¢evirmigstir (Sekil 4.12).
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4.3.2.2 BDNF Sonuglari

Normal ya da pinealektomi yapilmis si¢anlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagl beyin hipokampus bdlgesindeki BDNF protein duzeyleri
immiinohistokimya (iHK) boyamasi yapilarak degerlendiriimis ve Resim 4.5'de
gOsterilmisgtir.

BDNF iHK boyamalarinda, stres ile gergeklesen azalmanin melatonin
ve ramelteon ile geri dondurtldigu goézlendi. Pinealektomi uygulamalari ile
azalmanin belirginlestigi ve melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu
azalmanin geriletildigi saptandi (Resim 4.4).

Normal ya da pinealektomi yapiimis siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagl beyin hipokampus bdlgesindeki BDNF protein duzeyleri
immiinohistokimya (iIHK) boyamasi ardindan h-skor analizi yapilarak

degerlendirilmis ve Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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KONTROL STRES

STRES + RAM

Resim 4.4. Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda
gergeklestiriien [IHK boyamalarinda hipokampusta BDNF proteininin
goOsteriimesi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
pinealektomi
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Sekil 4.13 Siganlarda posttravmatik stres modelinde, deney sonunda
gerceklestirilen [HK boyamalarinda, hipokampustaki BDNF protein
duzeylerinin h-skor analizi ve gruplar arasinda karsilastiriimasi. Mel: melatonin
3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi. a: Kontrolden anlamli
olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli farkllik, c: Tedavinin (melatonin ya da
ramelteon) etkisi (tedaviye bagli anlamli farklilik), (p<0,05), n=9-11 her bir

grup igin

Beyin hipokampus bdlgesinde yapilan BDNF iHK boyamalarinin h-skor
analizinde, BDNF duzeylerinin stres tekrar-strese bagli olarak azalma
egiliminde oldugu g6zlenmis olup, istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir.
Melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu azalmanin anlamli bir gekilde geri
cevrildigi gosterilmistir. Bu yukselis kontrol seviyesinin de Uzerine ¢ikmistir.
Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna goére BDNF duzeylerini anlamli
olarak degistirmezken; pinealektomili siganlarda stres-tekrar stres
uygulanmasi BDNF duzeylerinde anlamli bir artisa neden olmustur. Melatonin
ve ramelteon uygulamalari ise bu artigi geri ¢cevirmistir. Ramelteon uygulanan
grupta BDNF duzeyi stres grubuna gore anlamli olarak dusuk bulunmugtur
(Sekil 4.13).
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4.3.2.3 proBDNF Sonuglari

Normal ya da pinealektomi yapilmis si¢anlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagdli beyin hipokampus bolgesindeki pro-BDNF protein
diizeyleri imminohistokimya (iIHK) boyamasi yapilarak degerlendirilmis ve
Resim 4.4’de gosterilmigtir.

Pro-BDNF [HK boyamalarinda, stres ile gerceklesen azalmanin
melatonin ve ramelteon ile geri donduruldugu goézlendi. Pinealektomi
uygulamalari ile azalmanin belirginlestigi ve melatonin ve ramelteon
uygulamalari ile bu azalmanin geriletildigi saptandi (Resim 4.5).

Normal ya da pinealektomi yapiimis siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagdli beyin hipokampus bolgesindeki pro-BDNF protein
diizeyleri immiinohistokimya (IHK) boyamasi ardindan h-skor analizi yapilarak

degerlendiriimis ve Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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KONTROL

PX + MEL PX + RAM

Resim 4.5 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda
gergeklestiriien IHK boyamalarinda hipokampusta pro-BDNF proteininin
gosteriimesi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
pinealektomi
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Sekil 4.14 Sicanlarda posttravmatik stres modelinde, deney sonunda
gerceklestirilen [HK boyamalarinda, hipokampustaki pro-BDNF protein
duzeylerinin h-skor analizi ve gruplar arasinda kargilastiriimasi. Mel: melatonin
3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi. a: Kontrolden anlamli
olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli farkllik, c: Tedavinin (melatonin ya da
ramelteon) etkisi (tedaviye bagli anlamli farklilik), (p<0,05), n=9-11 her bir

grup igin

Beyin hipokampus bélgesinde yapilan pro-BDNF iHK boyamalarinin h-
skor analizinde, pro-BDNF duzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak azalma
egiliminde oldugu gozlenmis olup, istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir.
Melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise belirgin bir etkisi gdzlenmemistir.
Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna gore pro-BDNF dizeylerini anlamli
olarak degistirmezken; pinealektomili siganlarda stres-tekrar stres
uygulanmasi pro-BDNF duzeylerinde anlamli bir azalmaya neden olmustur.
Melatonin ve ramelteon uygulamalari ise bu azalmayi geri ¢evirmistir (Sekil
4.14).
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4.3.2.4 NTRK2 Sonuglari

Normal ya da pinealektomi yapilmis si¢anlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagl beyin hipokampus boélgesindeki NTRK2 protein duzeyleri
immiinohistokimya (IHK) boyamasi yapilarak degerlendirilmis ve Resim 4.6’da
gOsterilmisgtir.

NTRK2 IHK boyamalarinda, stres ile gergeklesen azalmanin melatonin
ve ramelteon ile geri donduruldigu goézlendi. Pinealektomi uygulamalari ile
azalmanin belirginlestigi ve melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu

azalmanin geriletildigi saptandi (Resim 4.6).

Normal ya da pinealektomi yapilmig siganlarda, stres-tekrar stres
uygulanmasina bagl beyin hipokampus bolgesindeki NTRK2 protein duzeyleri
immiinohistokimya (iHK) boyamasi ardindan h-skor analizi yapilarak

degerlendirilmis ve Sekil 4.15’te gosterilmistir.
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KONTROL

STRES + MEL STRES + RAM

PX + MEL PX + RAM

Resim 4.6. Sicanlarda posttravmatik stres modelinde deney sonunda
gergeklestiriien [IHK boyamalarinda hipokampusta NTRK2 proteininin
goOsteriimesi. Mel: melatonin 3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px:
pinealektomi
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Sekil 4.15. Sicanlarda posttravmatik stres modelinde, deney sonunda
gerceklestirilen [HK boyamalarinda, hipokampustaki NTRK2 protein
dizeylerinin h-skor analizi ve gruplar arasinda kargilastiriimasi. Mel: melatonin
3 mg/kg, Ram: ramelteon 3 mg/kg, Px: pinealektomi. a: Kontrolden anlamli
olarak farkli, b: Px vs Px+stres anlamli farkllik, c: Tedavinin (melatonin ya da
ramelteon) etkisi (tedaviye bagl anlaml farklilik), (p<0,05), n=9-11 her bir

grup icin

Beyin hipokampus bélgesinde yapilan NTRK2 iHK boyamalarinin h-
skor analizinde, NTRK2 duzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak artma
egiliminde oldugu g6zlenmis olup, istatistiksel olarak anlamhlik bulunmamistir.
Melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise NTRK2 duzeylerini stres grubuna
gore anlamli olarak azalttigi bulunmustur. Pinealektomi uygulamasi, kontrol
grubuna goére NTRK2 duzeylerini anlamli olarak degistirmezken; pinealektomili
sicanlarda stres tekrar-stres uygulanmasi NTRK2 dizeylerinde anlaml bir
degisiklige neden olmamigtir. Ramelteon uygulanan grupta ise NTRK2
duzeyleri kontrol ve pinealektomi uygulanan stres grubuna gore anlamli olarak
yuksek bulunmustur (Sekil 4.15).
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5. TARTISMA

Bu calismanin en oOnemli bulgusu, si¢canlarda melotonin duzeyini
belirgin olarak dusurdugu bilinen pinealektomi uygulamasinin dnemli dlgtde
stres ve anksiyetede artisa neden oldugunun gosterilmesidir. Bu durum, gerek
davranis testleri, gerekse biyokimya ve immunhistokimya bulgulari ile
desteklenmigtir. Literaturde, pinealektomi yapilarak fizyolojik melatonin
dizeyindeki duslse bagl stres ve anksiyete artisina yodnelik bir calisma

olmamasi bakimindan énemli bir bulgudur.

Melatoninin  TSSB  etiyopatogenezindeki rolu tam  olarak
belirlenememesine ragmen, insanlarda yapilan bir c¢alismada nokturnal
melatonin duzeylerinin distk olmasinin TSSB gelistirme riskini artirdigi
bildirilmigtir (113). Bagka bir calismada strese maruz kaldiktan sonraki 48 saat
icinde duguk melatonin duzeylerinin bulunmasi, TSSB gelistirme yonunde riskli
bulunmustur (114). Baska yontemlerle olusturulan TSSB hayvan modellerinde
melatonin uygulamasinin, semptomlarda iyilesmeye yol actigi bildiriimistir
(115-117). Melatoninin TSSB etiyolojisindeki yeri ile ilgili olarak, insan ve
hayvan calismalarindan elde edilen bilgiler, sirkadyen ritm ile iligkili
noroendokrin, immun, metabolik ve otonomik disregulasyonun, sirkadyen
ritmin  bozulmasinin TSSB patofizyolojisinde yeri olabilecegine isaret
etmektedir (118). Ayrica, pinealektomi uygulanan ratlarda hipokampusta
oksidatif stres belirteglerinin yukseldigi, morfolojik degisikliklerin olugtugu ve
melatonin uygulamasi ile bu degisikliklerin geri gevrildigi gosterilmistir (119).
Bu caligsmada, pinealektomi iglemi uygulanan siganlarda stres uygulamasinin
parametrelerde daha fazla bir bozulmaya yol agcamamasinin sebebi olarak,
uygulanan stres modelinin pinealektominin yarattigi stresin Gzerine gikamamig

olmasi gosterilebilir.

Acik alan testi one-way anova kullanililarak degerlendirildiginde, stres-
tekrar stres uygulamasinda bagli olarak anlamli bir anksiyete artisi

gOsterilememigtir. Melatonin ve ramelteon gruplarinda da kontrol ve stres
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gruplarina gore davranis parametrelerinde anlamli  bir  degisiklik
gOsterilememigtir.  Buna karsilik, pinealektomi uygulanan siganlarda
uygulanmayan kontrol grubuna goére, kat edilen mesafe, mobil olarak gecen
sure ve ¢izgi Uzerinden ge¢me sayisi de@erlerinde gobre azalma egilimi
gOsterilmistir. Ramelteon uygulamasinin ise bu degerleri artirma egiliminde
oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizdaki stes uygulamalarina benzeyen
stresler ile TSSB modeli olusturulan bir calismada, stres uygulamasina bagli
olarak, acik alan testinde kat edilen mesafenin ve ambulatuvar aktivitenin

(¢izgi uzerinden ge¢gme) azaldigi gosterilmistir (59,62).

Yuksek arti labirent testinin one-way anova kullanilarak
degerlendiriimesinde de stres uygulamasinin anlamli bir anksiyete artisina yol
actigl gosterilememigtir. Ancak pinealektomi uygulanan siganlarda kat edilen
mesafe ve mobil olarak gecen sure degerleri kontrol grubuna azalma egilimi
gOstermigtir. Melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise bu degerleri artirdigi
gosterilmistir. YUksek arti labirent testinde kat edilen mesafe ve total aktivitenin

stres uygulamasi ile azaldigi yapilan ¢calismalarda gosterilmistir (65).

Sican TSSB modellerinde, stresin modelinin ve tedavinin ise yarayip
yaramadigini gdstermek i¢in en ¢ok basvurulan parametrelerden biri YAL deki
acik kolda gecirilen zaman degeridir (42,65). Bizim ¢calismamizda da YAL’deki
acik kolda gegcirilen zaman paired-t test ile degerlendirildiginde pinealektomi
yapilan ve yapilmayan gruplarda stres uygulmasinin bu sureyi anlamli bir
sekilde azalttigi gosterilmistir. Bu bakimdan uygulanan modelin pinealektomili
ve pinealektomisiz siganlarda stres olusturdugu soylenebilir. Melatonin ve
ramelteon uygulamalarinin da bu azalmayi anlamli bir sekilde geri ¢evirdigi
gosterilmistir. YAL’de acgik kolda gegirilen zaman one-way anova kullanilarak
degerlendirildiginde ise, pinealektomiye bagli bir etki gbzlenmezken,
pinealektomili grupta stres uygulamasi bu sureyi azaltmig, melatonin ve

ramelteon uygulamasi ise bu azalmay ortadan kaldirmigtir.
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ELISA yontemi kullanilarak elde edilen, beyin hipokampus dokusundaki
CRH, BDNF, pro-BDNF, NTRK2 duzeyleri degerlendirildiginde, pinealektomi
uygulanmayan grupta stres-tekrar stres uygulamasina bagli olarak bu
proteinlerin dizeylerinde azalma gorulmus olmakla beraber, istatistiksel olarak
anlamhlik gosterilememistir. Melatonin ve ramelteon uygulamalar ise, stres
grubundaki degerlerde istatistiksel olarak anlamli artisa neden olmus ve
kontrol seviyelerine geri getirmistir. Pinealektomi uygulanmis siganlarda ise,
bu parametrelerin hepsi stresle uyumlu sekilde anlamli olarak dusuk
bulunmustur. Ancak, pinealektomili sicanlarda gerek stres-tekrar stres
gerekse melatonin ve ramelteon uygulamalarinin herhangi bir etkisi

gOzlenmemistir.

immiinohistokimya boyamalarinda CRH, BDNF, pro-BDNF ve
NTRK2'nin hipokampusdaki duzeylerinin h-skor analizi gruplar arasinda

karsilagtiriimistir.

Buna gére CRH h-skorunun stres-tekrar stres uygulamasina bagh
olarak anlamli olarak azaldigi, melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu
azalmanin anlamli bir sekilde geri cevrildigi gosterilmistir. En etkili olarak
ramelteon uygulamasi bulunmus olup, CRH dizeylerini kontrolden de anlamli
olarak artirmistir. Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna gére CRH
duzeylerini anlaml bir sekilde azaltmistir. Stres uygulamasinin pinealektomili
siganlarda bir etkisi bulunamamistir. Ramelteon uygulamasi ise, pinealektomi
sonucu gelisen CRH duzeylerindeki azalmayi kontrol dizeylerine geri
cevirmigtir. Literatirde bu bulgu ile uyumlu sonuglari olan c¢alismalar
mevcuttur. Ayaktan elektrik soku uygulanarak TSSB olusturulan bir modelde
hem erkek hem de disi sigcanlarda, stres uygulamasi sonrasinda
hipotalamustaki CRH mRNA dizeylerinn azaldigi bildirilmistir (134). Bizim
bulgularimizin  aksine literatirde stres uygulamasindan sonra CRH
duzeylerinin arttigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur (135,136). Fakat
bunlara bakildiginda CRH duzeyi dlgumu stres uygulamasindan 7 gun sonra

yapilmistir. Bizim ¢alismamizda bu stre daha uzun olup 14 gun sonradir. 7
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gun 14 gune gore nispeten daha akut donem sayilabileceginden bu farkhlik

bununla ilgili olabilir.

Beyin hipokampus bélgesinde yapilan BDNF iHK boyamalarinin h-skor
analizinde, BDNF duzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak azalma
egiliminde oldugu goézlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Melatonin ve ramelteon uygulamalari ile bu azalmanin anlamli bir gekilde geri
cevrildigi gosterilmistir. Bu degerler kontrol seviyesinin de uUzerine ¢ikmigtir.
Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna gore BDNF duzeylerini anlamli
olarak degistirmezken, pinealektomili sicanlarda stres-tekrar stres uygulamasi
BDNF dlzeylerinde anlamli bir artisa sebep olmustur. Melatonin uygulamasi
herhangi bir fark yaratmazken, ramelteon uygulanan grupta BDNF dlizeyi stres
grubuna gore anlaml olarak dusuk bulunmustur. Bizim ¢alismamizla paralel
olarak, stres uygulamasina bagli hipokampal BDNF duzeylerinin azaldigi

gOsteren birgok calisma vardir (75,76).

Beyin hipokampus bélgesinde yapilan pro-BDNF iHK boyamalarinin h-
skor analizinde, pro-BDNF duzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak azalma
egiliminde oldugu goézlenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise belirgin bir etkisi gézlenmemistir.
Pinealektomi uygulamasinin pro-BDNF (zerinde belirgin bir etkisi
gozlenmezken, pinealektomili sicanlarda stres uygulanmasi anlamli bir
azalmaya yol acmistir. Melatonin ve ramelteon uygulamalari bunu geri
cevirmistir, fakat anlamhlik bulunamamistir. Literatirde baska bir TSSB
olusturma yontemi olan sosyal izolasyon modeli uygulanan farelerde,

hipokampusta pro-BDNF duzeylerinin azaldigi gosterilmigtir (78).

Beyin hipokampus bdlgesinde yapilan NTRK2 iHK boyamalarinin h-
skor analizinde, NTRK2 duzeylerinin stres-tekrar strese bagli olarak artma
egiliminde oldugu gozlenmis olup, istatistiksel olarak anlamhlik
bulunamamistir. Melatonin ve ramelteon uygulamalarinin ise, NTRK2

dizeylerini stres grubuna gdre anlamli olarak azalttigi bulunmustur.
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Pinealektomi uygulamasi, kontrol grubuna gore NTRK2 duzeylerini anlamli
olarak degistirmezken; pinealektomili sicanlarda stres uygulamasi NTRK2
dizeylerinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Ramelteon uygulanan
grupta ise NTRK2 duzeyleri kontrol ve pinealektomi uygulanan stres grubuna
gore anlamli olarak yuksek bulunmustur. Bizim ¢alismamiza benzer bir stres
modeli uygulanan bir galismada stres uygulanan siganlarda kontrol gruplarina
gore hipokampustaki NTRK2 dizeylerinin disuk bulundugu bildirilmigtir (83).
Bunun yaninda NTRK2 dizeylerinin arttigini bildiren ¢alismalar da mevcuttur
(84,85).

Literatirde melatonin ve ramelteonun TSSB'deki etkinligi ile ilgili
calismalar kisithidir. Uzatilmis tekli stres ile olusturulan bir TSSB modelinde
melatonin uygulamasinin kognitif hafizadaki bozulmay duzelttigini bildiren bir
¢alisma mevcuttur (116). Stres ile iligkili oldugu bilinen Fabp3 geninin knock-
out edilmesiyle olusturulan bir TSSB modelinde de ramelteonun anksiyete
davraniglarini geriye cevirdigi ve potansiyel bir tedavi ajani olabilecegi
bildirilmistir (128).
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6. SONUG VE ONERILER

Sonug olarak, bu galismada, sigan TSSB modelinde strese bagli
anksiyetede artisin, melatonin ve ramelteon tarafindan kismen dnlenebilecegi
gOsterilmistir.  Diger o6nemli bir bulgu ise, melatoninin fizyolojik
konsantrasyonlarindaki azalmanin tek bagina anksiyeteye yol agabilecegi ve

melatonin ve ramelteonun kismen yararli olabilecegi seklindedir.

TSSB toplumlarda sik gérulen, hayat kalitesini bozan ve bazen de
hayati tehdit eden dnemli bir psikiyatrik rahatsizliktir. Gunumuzde tedavisi igin
onaylanmis ilaglar var olmakla birlikte, tedaviye yanitta kigiye 6zgu farklar cok
fazla olmakla birlikte, ¢oklu ila¢c kullanimi da gerekebilmekte ve ila¢ tedavisi

bazen yetersiz kalabilmektedir.

Melatonerjik sistemin TSSB etiyolojisinde yeri olabilecegini bildiren
calismalar mevcuttur. Siddetli bir travmaya maruz kalma sonrasinda dusik
melatonin seviyelerinin bulunmasi TSSB igin risk faktort olarak bulunmustur.
Ayrica, siganlarda olusturulan stres modellerinde melatonin stres etkilerini geri
cevirmede basarili olmustur. Melatonin agonisti ramelteon icin ise hayvan

¢alismalari ¢cok kisithdir, insan galismasina ise rastlanamamistir.

Melatonerjik sistem Uzerinden etki eden tedavi ajanlarinin geligtiriimesi,
TSSB’nin farmakolojik tedavisinde yeni ve dnemli bir se¢cenek olabilir. Farkh
stres yontemleri ile olusturulan TSSB hayvan modellerinde de bu sistemin
etkilerini degerlendirmek, farkli bakis acilari kazanmak igin énem arz
etmektedir. Bu ¢alismanin bulgulari da goz 6nune alindiginda, melatonerjik
sistemin TSSB etiyolojisindeki yerinin daha iyi arastiriilmasi, ramelteon gibi

umut vaadeden tedavi ajanlarinin 6ninun agiimasi i¢in olduk¢a énemlidir.
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7. OZET

Sigan Posttravmatik Stres Modelinde Melatonin ve Ramelteonun

Etkinliginin Degerlendirilmesi

Travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) oOnemli bir psikiyatrik
rahatsizlik olup, travmatik olaylarin yasanmasi ya da tanik olunmasi
sonrasinda gelisebilen ve goérulme sikhgr oldukga yaygin bir rahatsizliktir.
Uyku bozuklugu gibi TSSB'nin bazi yan semptomlarinin tedavisi 6zellikle zor
olabilir ve TSSB tedavisinde yaygin olan ¢oklu ilag kullanimini gerektirebilir.

Pineal bezden salgilanan bir hormon olan melatoninin TSSB
etiyolojisindeki roline ve melatonin ve uyku bozukluklari i¢cin onaylanmis
melatonin reseptor agonisti ramelteonun tedavideki olasi etkinligine yonelik
oldukga kisith sayida galisma bulunmaktadir.

Bu arastirmada, pinealektomi uygulanmis ve uygulanmamis siganlarda,
olusturulan TSSB modelinde melatonin ve ramelteonun etkinliginin
arastirilmasi  amaclanmistir. Buna yonelik olarak, TSSB modeli
olusturulduktan sonra, davranig deneylerinin sonuglari degerlendirilmis ve
beyin dokusunda TSSB ile iligkili oldugu dusunulen beyin turevli ndrotrofik
faktor (BDNF), pro-beyin turevli norotrofik faktor (pro-BDNF), kortikotropin
salici hormon (CRH) ve tropomiyozin reseptor kinaz (TrkB) duzeyleri
immunohistokimya ve Elisa yontemleri ile analiz edilmistir.

Sigcanlarda melotonin duzeyini belirgin olarak dugurdugu bilinen
pinealektomi uygulamasi, gerek davranis testleri, gerekse biyokimya ve
immunhistokimya bulgular birlikte degerlendirildiginde, stres ve anksiyetede
belirgin bir artisa neden olmustur. Bu bulgumuz, literatirde pinealektomi
sonucu fizyolojik melatonin duzeyindeki dusise baglh stres ve anksiyete
artisina yonelik bir calisma olmamasi bakimindan 6nemlidir. Yine tum
parametreler birlikte degerlendirildiginde, pinealektomi uygulanmis siganlarda
strese bagli daha fazla bir anksiyete artisi, ylksek arti labirent (YAL) testinde
acik kolda gecirilen zaman disinda, birgok parametre i¢in tespit edilememis ve

melatonin ve ramelteonun yararl etkileri de kisith bulunmustur.
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Pinealektomi uygulanmamis si¢anlarda ise, YAL testinde strese bagh
anksiyetede artis gozlenmis olup; melatonin ve 6zellikle ramelteon bu etkiyi
geri c¢evirmede kismen basarili bulunmustur. Hipokampusta yapilan
biyokimyasal analizlerde, strese bagli anksiyetede bir artis egilimi saptanmis;
melatonin ve ramelteon bu etkiyi geri cevirmistir. imminhistokimya
analizlerinde ise, bazi parametrelerde benzer sekilde strese bagli anksiyetede
bir artis egilimi gbzlenmis olup; melatonin ve ramelteon bu etkiyi geri
cevirmistir.

Sonug olarak, bu galismada, sigan TSSB modelinde strese bagli
anksiyetede artisin, melatonin ve ramelteon tarafindan kismen dnlenebilecegi
gOsterilmistir.  Diger o6nemli bir bulgu ise, melatoninin fizyolojik
konsantrasyonlarindaki azalmanin tek bagina anksiyeteye yol acabilecegi ve

melatonin ve ramelteonun kismen yararli olabilecegi seklindedir.

Anahtar Kelimeler: Travma sonrasi stres bozuklugu, sigan,

pinealektomi, melatonin, ramelteon

58



8. SUMMARY

Evaluation of the Effects of Melatonin and Ramelteon in a Rat

Posttraumatic Stress Model

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is an important psychiatric
disorder, and it is a common disorder that can develop after experiencing or
witnessing traumatic events. Some of the side symptoms of PTSD, such as
sleep disturbance, can be particularly difficult to treat and may require the use
of multiple medications common in the treatment of PTSD.

There are a very limited number of studies on the role of melatonin, a
hormone secreted from the pineal gland, in the etiology of PTSD and the
possible efficacy of melatonin and the approved melatonin receptor agonist
ramelteon in the treatment of sleep disorders.

In this study, it was aimed to investigate the efficacy of melatonin and
ramelteon in the PTSD model created in pinealectomy and non-pinealectomy
rats. For this purpose, after the PTSD model was created, the results of
behavioral experiments were evaluated and brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), pro-brain-derived neurotrophic factor (pro-BDNF), corticotropin-
releasing hormone (CRH) and tropomyosin receptor kinase (TrkB) in brain
tissue were analyzed by immunohistochemistry and Elisa methods, which are
thought to be associated with PTSD.

Pinealectomy, which is known to significantly reduce melatonin levels
in rats, caused a significant increase in stress and anxiety when behavioral
tests, biochemistry and immunohistochemistry findings were evaluated
together. This finding is important in that there is no study in the literature on
the increase in stress and anxiety due to the decrease in physiological
melatonin levels as a result of pinealectomy. Again, when all parameters were
evaluated together, a greater increase in stress-related anxiety in
pinealectomized rats could not be detected for many parameters except the
time spent in the open arm in the elevated plus maze (EPM) test, and the

beneficial effects of melatonin and ramelteon were also limited.
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In rats that did not undergo pinealectomy surgery, an increase in stress-
related anxiety was observed in the EPM test; melatonin and especially
ramelteon have been found to be partially successful in reversing this effect.
In the biochemical analyzes performed in the hippocampus, an increasing
trend was detected in stress-related anxiety; melatonin and ramelteon
reversed this effect. In immunohistochemistry analyses, an increase in stress-
related anxiety was observed in some parameters; melatonin and ramelteon
reversed this effect.

In conclusion, in this study, it was shown that the increase in stress-
related anxiety in the rat PTSD model can be partially prevented by melatonin
and ramelteon. Another important finding is that the decrease in physiological
concentrations of melatonin may cause anxiety and melatonin and ramelteon

may be partially beneficial.

Key words: Post-traumatic stress disorder, rat, pinealectomy,

melatonin, ramelteon
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