MCBU SBED
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU DERGISI

MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITY JOURNAL OF INSTITUTE OF HEALTH SCIENCE
ISSN: 2147-9607

ARASTIRMA MAKALESI
RESEARCH ARTICLE
CBU-SBED, 2021, 8(1): 91-99

Kronik Stresin Adrenal Bez Uzerine Etkilerinin Morfometrik ve
Histokimyasal Yontemlerle Sican Modeli Uzerinde Arastirilmasi

An Investigation of Effects of Chronic Stress on Adrenal Gland by Using
Morphometric and Histochemical Methods on Rats Model

Semin Gedikli**, Elvan Sahin?

! Atatiirk Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Erzurum, Tiirkiye.
2 Sakarya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Sakarya, Tiirkiye.

e-mail: semingedikli@gmail.com, elvansahin@sakarya.edu.tr
ORCID: 0000-0001-8238-7226
ORCID: 0000-0001-8585-9903
*Sorumlu yazar/ Corresponding Author: Semin Gedikli

Gonderim Tarihi / Received: 24.07.2020
Kabul Tarihi / Accepted: 03.11.2020
DOI: 10.34087/cbusbed. 773244

Oz
Giris ve Amac: Viicuda gesitli hasarlar veren stres faktorlerine karsi organizmada yanit olusturan yapilarin baginda
ndroendokrin sistemin geldigi bilinmektedir. Biz de siganlarda kronik stres modeliyle adrenal bezlerde olusabilecek
morfolojik ve histolojik degisiklikleri arastirmay1 amagladik.
Gerec ve Yontemler: 24 Sprague Dawley si¢an, her birinde 6'sar erkek veya disi sigan olan 4 gruba ayrildi. 14 giin,
disi ve erkek kontrol gruplarina higbir uygulama yapilmazken, stres gruplarina kronik stres prosediirii uygulandi.
Siganlarin agirliklart 3 kez tartildi. Fiksasyondan sonra rutin histolojik islemlerden gegirilen adrenal bezler parafine
gomiildi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson Trikrom yontemleriyle boyanarak histopatolojik
acidan incelendi. Mikrometrik okiilerle kesitlerin morfometrik degerlendirmesi yapilarak tiim 6l¢lim sonuglarinin
istatistiksel analizleri gerceklestirildi.
Bulgular: Disi stres grubunun agirligi kontrole kiyasla anlamli derecede azalirken, erkek stres grubundaki agirlik
artis1 kontrol grubuna kiyasla anlamli bulunmadi. Ayrica hem disi hem de erkek stres gruplarinin korteks kalinliginda,
kendi kontrollerine kiyasla anlamli bir artis mevcuttu. Stres gruplarinin adrenal bezlerinde niikleer ve sitoplazmik
dejenerasyonlar, adrenokortikal hiperplazi, makrofajlar, siniizoidlerde dilatasyon ve bag dokusunda artis gézlendi.
Sonug: Kronik stres disilerde kilo kaybina, erkek ve disilerde kortekste kalinlasmaya ve hiicresel dejenerasyonlara
sebep olabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Adrenal bez, Adrenal hiperplazi, Kronik stres, Morfometri, Sican.

Abstract
Objective It’s known that neuroendocrine system are leading structures that respond to stress factors that cause various
damages to the body. We aimed to investigate the morphological and histological changes that may occur in the rats’
adrenal glands with the model of chronic stress.
Material and Methods: 24 Sprague Dawley rats were divided into 4 groups, 6 male or female rats each. In 14 days,
no treatment was applied to the female and male control groups, while stress groups were subjected to chronic stress
procedure. Weights of rats were weighed 3 times. After fixation, the adrenal glands undergoing routine histological
procedures were embedded in paraffin. The sections were stained with Hematoxylin-Eosin, PAS and Masson
Trichrome methods and examined histopathologically. Morphometric evaluation of sections with micrometric ocular,
statistical analysis of all measurement results were performed.
Results: While the weight of the female stress group decreased significantly compared to the control, the increase in
weight in the male stress group was’nt significant compared to the control group. In addition, there was a significant
increase in cortex thickness in both the female and male stress groups compared to their own controls. Nuclear and
cytoplasmic degenerations, adrenocortical hyperplasia, macrophages, sinusoidal dilatation and connective tissue
increase were observed in the stress groups’ adrenal glands.
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Conclusion: Chronic stress can cause weight loss in females, thickening in the cortex of males and females, and

cellular degenerations..

Keywords: Adrenal gland, Adrenal hyperplasia, Chronic stress, Rat, Morphometry.

1. Giris

Cesitli  etkenler sebebiyle viicut ¢alismasinda
dengesizlige, sinir sisteminde bozukluga ve psisik
gerilime neden olan stres [1], yasamin her alaninda
karsilagilabilen, bireylerin bir engel ya da tehditle
kargilagmasi durumunda gostermis olduklart tepki [2]
veya fiziksel, psikolojik ve davranissal degisimlere yol
acan g¢evresel veya igsel sartlara karsi bir uyum siireci
olarak tanimlanmaktadir [3]. Bireyde strese neden olan
durumlar genellikle, birey tarafindan kontrol edilemeyen,
istem dis1 gelisen ve kiginin dayanabileceginden fazla is
yiikii ile yiklendigi durumlardir [4]. Stres faktorleri
olduk¢a genis kapsamlidir;  anksiyete, travma,
malniitrisyon, yaslilik, soguk, sicak, X 1smlari, obezite,
cerrahi ve medikal tedavi, enfeksiyonlar, azalmisg
miiskiiler egzersizler, depresyon ve bagimliliklar stres
faktorlerinin ancak birkag tanesini olusturmaktadir [1].
Stres faktorleri, uzun siireli olursa veya tekrarlama
egilimi gosterirse stres kronik bir hal alir ve viicutta var
olan homeostazisin bozulmasina neden olur. Kronik stres
gelistigi zaman dokularda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
artarak organizmada oksidatif stresin gelismesine yol
acmaktadir [5]. Eger stres kronik bir hal alir ve
organizmadaki adaptasyon mekanizmalar1 g¢alismazsa,
hormonal dengede uzun vadede diizensizlikler meydana
gelmekte ve endokrin sistem kronik  stresten
etkilenmektedir. Buna bagli olarak da bir¢ok psikiyatrik
ve fiziksel hastaligin alt yapist sekillenmeye
baglamaktadir [6, 7].

Viicutta kronik strese ilk yanit, merkezi sinir sistemi ve
endokrin sistem tarafindan baslatilmaktadir [8]. Stres
faktoriine kars1 uygun fizyolojik yaniti olusturabilmek
organizmanin hayatta kalabilmesi igin en énemli sarttir
[9].  Fizyolojik  yamt, noéroendokrin  sistem
elemanlarindan olan hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA)
aksinin ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu ile
olusturulmaktadir [10, 11]. Adrenal bezler de bu
sistemlerin vazgecilmez bir pargasi olarak stres
faktorlerinden en ¢ok etkilenen organlarin basinda
gelmektedir [9, 12].

Kronik beklenmedik stres (chronic mild stres-CMS)
modeli, bazt kisitlamalar uygulamak suretiyle
hayvanlarda meydana gelebilecek sinirsel ve hormonal
diizeydeki bir takim degisiklikleri kisa siirede ortaya
¢ikararak viicudun incelenebilmesine firsat veren ve
depresyon modeli olusturmak icin sik¢a kullanilan,
oldukga kabul goren bir modeldir [13]. Biz de viicuttaki
ndroendokrin sistem iginde 6nemli yeri olan adrenal
bezlerde strese bagl olarak ortaya g¢ikabilecek birtakim
degisiklikleri, sigan modeli lizerinde ¢esitli morfometrik
ve histokimyasal yontemler kullanarak arastirmay1
amagladik.

2. Materyal ve Metot
2.1 Etik kurul karar: ve deneklerin temini
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Calismamiz, Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanliginin 24.04.2009
tarih ve 5 sayili oturumunda 42 no’lu karari ile etik
kurallara uygun olarak kabul gormiistir. Calismanin
deneysel asamalar1 Tibbi Deneysel Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’'nde ve Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlarinda gerceklestirilmistir. Deneyde
kullanilan sicanlar, Atatiirk Universitesi T1ibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.
2.2 Deney gruplari

Deneyde ortalama 250-300 gr agirhiginda, 12’si disi,
12’si erkek olmak tizere toplam 24 adet Sprague Dawley
cinsi sigan kullanildi. Tiim siganlar 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik ortamda ve oda sicakhiginda (22-24°C)
tutuldular. Ticari yem ile beslendiler, deney siiresince
musluk suyunu ve yemi serbest olarak tiikettiler. Erkek
ve disi sicanlar birbirinden ayrildiktan sonra kendi
aralarinda rastgele ve esit sayida olacak sekilde tekrar
ikiser gruba ayrildilar. Boylece her birinde 6’sar erkek ve
6’sar disi sigan olan 4 kafes olusturuldu ve gruplarimiz:

Grup 1 (Disi Kontrol Grubu): Deney boyunca standart
yem ve musluk suyuyla beslenen, stres uygulanmayan
disi grubu,

Grup 2 (Disi Stres Grubu): Deney boyunca standart yem
ve musluk suyuyla beslenen, kronik stres prosediirii
uygulanan disi grubu,

Grup 3 (Erkek Kontrol Grubu): Deney boyunca standart
yem ve musluk suyuyla beslenen, stres uygulanmayan
erkek grubu,

Grup 4 (Erkek Stres Grubu): Deney boyunca standart
yem ve musluk suyuyla beslenen, kronik stres prosediirii
uygulanan erkek grubu, olarak belirlendi.

2.3 Deneysel uygulama

Calismamizda  uygulamak  istedigimiz =~ “kronik
beklenmedik stres” modeli ile ilgili yaptigimiz literatiir
arastirmasinda hem deneyin siiresi hem de dencklere
uygulanan iglemler agisindan bir¢ok prosediir oldugunu
gordiik [9, 13-15]. Biz de bu literatiirler 1s1ginda Tablo
1’de belirtilen “Kronik Beklenmedik Stres” prosediiriinii
diizenleyerek 14 giin boyunca, Grup 2 ve Grup 4’e
uyguladik.

Grup 1 ve Grup 3’teki siganlara ise ¢alismanin basindan
itibaren hicbir uygulama yapilmadi. Siganlarin viicut
agirliklarn deneye baglamadan once, birinci haftanin
sonunda ve deney sonunda olmak iizere toplam 3 kez
tartilarak kaydedildi. Biitiin siganlar kendi gruplarimin
uygulamasi bittiginde eter anestezisi altinda feda edilerek
adrenal bezleri ¢ikarildi.

2.4.Histokimyasal prosediir

Deneyin ardindan feda edilen siganlardan alinan adrenal
bezler, hacimleri dlgiildiikten sonra %10°luk formaldehit
soliisyonuna konuldu. Alinan doku 6rnekleri alkol ve
ksilol serilerinden gegirilerek parafine gémiildii [16].



Tablo 1: Kronik stres modeli olusturmak i¢in 14 giin
stireyle uygulanan deneysel prosediir.

GUN UYGULANAN iSLEM

60 dakika siireyle, 6 sican bir arada
30cmx30cmx30cm  boyutlarindaki tahta
kutuda tutuldu, daha sonra ¢ikarilarak
kafeslerine konuldu.

1. giin

6 sigan 18°C sicakliktaki su havuzunda 10

2.80n | jakika yiizdirildi

Siganlara 1,0 miliamperlik elektrik soku 10
sn uygulanip akim kesildi, 120 sn
beklendikten sonra ayni iglem 10 dakika
boyunca (toplam 5 kez) tekrarland..

3. giin

Sicanlar kendi kafeslerinden ¢ikarilarak,
ayr1 ayr1 kafeslere konuldular, 12 saat
siireyle tek birakildilar. On ikinci saatin
sonunda kendi kafeslerine alindilar.

4. giin

6 sigan, 45%lik  egimle  duran
30cmx30cmx30cm  boyutlarindaki tahta
kutu icinde 1 saat boyunca bir arada
tutuldular. Siire bitiminde kendi kafeslerine
konuldular.

5. giin

6 sigan 30cmx30cmx30cm boyutlarindaki
tahta kutuya konularak 30 dakika boyunca
sallandilar ve ayni anda 240 hz’lik giiriiltiiye
maruz birakildilar.

6. giin

250 ml su ile 1slatilmuis talas zemin tizerinde

7. giin 6 sigan 2 saat siireyle bir arada tutuldu.

6 sigan, 31 °C sicakliktaki su havuzunda 10

8.gin | jakika yiizdiiriildii

Siganlara 1,5 miliamperlik elektrik soku 15
sn uygulanip akim kesildi, 150 sn
beklendikten sonra ayni islem 10 dakika
boyunca (toplam 4 kez) tekrarlandi.

9. giin

250 ml su ile 1slatilmig talag zemin {izerinde

10. giin 6 sigan 3 saat siireyle bir arada tutuldu.

Siganlar kendi kafeslerinden ¢ikarilarak,
ayr1 ayr kafeslere konuldu ve 24 saat
siireyle tek birakildilar.

11. giin

6  sigan, 45%lik  egimle  duran
30cmx30cmx30cm  boyutlarindaki tahta
kutu igerisinde 2 saat boyunca bir arada
tutuldu.

12. giin

250 ml su ile 1slatilmis talag zemin {izerinde

13. giin 6 sigan 4 saat siireyle bir arada tutuldu.

6 sigan 30cmx30cmx30cm boyutlarindaki
tahta kutuya konularak 45 dakika boyunca
sallandi ve ayni anda da 240 hz’lik
giiriiltiiye maruz birakildi.

14. giin

Parafin bloklardan Leica RM2125RT (Leica, Tokyo,
Japan) marka mikrotom yardimi ile 5-7 um kalinliginda
kesitler alindi. Alinan kesitler, genel histolojik yapilarim
degerlendirilebilmek ig¢in Hematoksilen-Eozin, bag
dokusu degisikliklerini inceleyebilmek igin Masson
Trikrom, retikiiler lif wve glikoprotein igerigini
gozlemleyebilmek icin de Periyodik Asit Schiff (PAS)
yontemiyle boyandilar. Kesitler histopatolojik hasarlar
yoniinden Nikon DS-Fil (Nikon, Tokyo, Japan) marka
bir kamera monte edilmis Nikon Eclipse E600 (Nikon,
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Tokyo, Japan) marka 151k mikroskobunda incelendi ve
fotograflar ¢ekildi

2.5 Histokimyasal prosediir

Doku ornekleri alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek
parafine gomiildi [16]. Parafin bloklardan Leica
RM2125RT (Leica, Tokyo, Japan) marka mikrotom
yardimi ile 5-7 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan
kesitler, genel histolojik yapilarini degerlendirilebilmek
icin Hematoksilen-Eozin, bag dokusu degisikliklerini
inceleyebilmek i¢in Masson Trikrom, retikiiler lif ve
glikoprotein icerigini  gozlemleyebilmek icin de
Periyodik Asit Schiff (PAS) yontemiyle boyandilar.
Kesitler histopatolojik hasarlar yoniinden Nikon DS-Fil
(Nikon, Tokyo, Japan) marka bir kamera monte edilmis
Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokyo, Japan) marka 151k
mikroskobunda incelendi ve fotograflar: ¢ekildi

2.6 Isik  mikroskobik  kesitlerin  morfometrik
degerlendirmesi

Boyanmis kesitlerde mikrometrik 6l¢iim yapabilmek
icin, Oncelikle mikroskopta kalibrasyon islemi
gerceklestirildi. Bu amagla mikroskoba uyarlanan
mikrometrik okiiler ve objektif yardimiyla mikrometrik
lam {iizerinde Olcek ayarlamasi yapildi. Daha sonra,
deney gruplarimiza ait doku kesitlerinin bulundugu
lamlarda mikrometrik diizeyde Ol¢iimlere gegildi.
Kontrol (Grup 1, Grup 3) ve stres gruplarina (Grup 2,
Grup 4) ait sicanlardan aliman adrenal bezlerin total
korteks kalinliklar1 mikrometrik objektif kullanilarak
olgiildi.

2.7 Istatistiksel analizler

Caligmada dort gruptan elde edilen viicut agirliklari,
organ hacimleri ve mikrometrik 6l¢iim degerleri ile ilgili
verilerin istatistiksel analizleri igin farkli testler
kullanildi. Bu amagla, Microsoft SPSS 17.0 siiriimii
kullanilarak; viicut agirliklarini ve organ hacimlerini
degerlendirmek igin Post Hoc Tests, total korteks
kalinliklarmi kiyaslamak igin de One Way ANOVA testi
uygulandi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Bulgular

3.1.1. Viicut agirliklari ile ilgili bulgular

Caligmadaki biitiin siganlarin deneyin basinda, ortasinda
ve 14. giinlin sonunda olgiilen viicut agirlik degerleri
asagidaki grafikte 6zetlenmistir (Sekil 1).

- 300
£ 250
£ 200
=
= 150
= 100
p=T)
< 58
Disi Disi Erkek Erkek
kontrol stres kontrol stres
mAgirhk 1| 248.17 255 267.5 274.33
mAgirlik 2| 250.83 241.5 2715 283
Agirlik 3| 253.5 229.83 | 277.33 | 295.67

Sekil 1. Gruplarin viicut agirlik ortalamalarini gosteren grafik.



Sicanlarin viicut agirliklar1 bakimindan, birinci tartim
sonuglarima gore kontrol ve stres gruplart arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05).
Ikinci tartim sonuglarna gore, her iki cinsiyetin kontrol
ve stres gruplart arasinda viicut agirliklart bakimindan
anlamli bir fark goriilmezken (p>0,05), disi stres ve erkek
stres gruplart arasinda 6nemli bir fark bulundu (p<0,05).
Yani, agirlik kaybettigi goriilen disi stres grubu ile
agirliklarinda artis olan erkek stres grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi. Ugiincii tartim sonuclarina
gore, disi stres grubundaki sicanlarin kontrole kiyasla
onemli derecede agirlik kaybettikleri gézlendi (p<0,05).
Erkek stres grubundaki sicanlarin agirhigi artmis
olmasina ragmen bu artig, kontrolle kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Disi stres
grubu ile erkek stres grubu arasinda ise istatistiksel olarak
o6nemli bir fark oldugu goriildii (p<0,05).

3.1.2. Total korteks kalinliklaryla ilgili bulgular

Disi stres grubunda, sag ve sol adrenal bezlerin ortalama
total korteks kalinliginin, disi kontrol grubundan anlamli
derecede fazla oldugu goriildii (p<0,05). Erkek stres
grubunda da, sag ve sol adrenal bezlerin ortalama total
korteks kalinlig1 erkek kontrol grubuna oranla anlamli
derecede artmist1 (p<0,05).

Strese maruz birakilan hem disi hem de erkek
siganlardaki adrenal korteks kalinligi, kendi kontrol
gruplarindakine kiyasla artmisti; bunun yani sira erkek
stres grubundaki korteks kalinligi, disi stres grubuyla
kiyaslandiginda da istatistiksel olarak anlamli derecede
(p<0,05) daha fazlaydi (Sekil 2).

Gruplar
0w
X £
g = 1000
< E 800
T = 600
8E 400
2 200
0
Disi Disi Erkek | Erkek
Kontro | Stres Kontro | Stres
| |
‘lSagAdrenal 668.67 | 806.67 | 717.33 880
‘-Sol Adrenal | 655.33 | 803.33 738 903.33

Sekil 2. Tiim gruplarda sag ve sol adrenal beze ait korteks kalinliklarmni
gosteren grafik.

3.1.3. Hematoksilen-Eozin boyama ile elde edilen

bulgular
Disi kontrol (Sekil 3) ve erkek kontrol (Sekil 4) grubuna
ait adrenal bez kesitleri incelendiginde bezin

parankimadan zengin, bag dokusu agisindan fakir bir
organ oldugu ve diizensiz siki bag dokusundan olusan bir
kapsiil tarafindan c¢evrelendigi gozlendi. Kapsiiliin
altindan baglayan parankima dista korteks ve icte
medulladan olugmaktaydi. Korteks distan ige dogru zona
glomeruloza, zona fasikiilata ve zona retikiilaris adi
verilen ii¢ tabakadan olugsmaktaydi. Zona glomeruloza,
sikica paketlenmis globiiler hiicre kiimeleri seklinde
diizenlenmisti. Hiicrelerin aralarinda ince bag dokusu
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lifleri ve yer yer Kkapillerler izlenmekteydi. Zona
fasikiilata, uzun 1sinsal kordonlar seklinde diizenlenmis,
soluk boyanan biiyiikk polihedral sekilli hiicrelerden
olusmaktaydi. Hiicre kordonlarinin arasinda siniizoidal
kapillerler dikkati ¢ekmekteydi. Bu tabakanin &zellikle
zona glomerulozaya yakin dis kismindaki hiicreleri,
intrasitoplazmik iri vakuoller seklinde goriilen lipid
damlalarma sahipti. Zona retikiilaris hiicreleri ise
siniizoidal kapillerlerle birbirinden ayrilmig diizensiz
bicimde anastomozlasan kordonlar seklindeydi. Medulla,
kortekse kiyasla daha soluk boyanan dkromatik biiyiik
nukleuslar1 olan hiicrelerden olugmaktaydi. Yuvarlak
kiimeler veya kisa kordonlar seklinde diizenlenmis olan
medulla hiicreleri arasinda ince bag dokusu septumlari,
siniizoidal tipte kapillerler, kalin duvarli damarlar ve yer
yer korteksten asagiya sarkmig koyu eozinofil
sitoplazmali zona retikiilaris hiicreleri yer almaktaydi.

Sekil 3. Disi kontrol grubundaki siganlardan elde edilen adrenal
bezlerin 151k mikrografi. a) k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona
fasikiilata, zr: zona retikiilaris, m: medulla, Biyilitme: X100. b) k:
kapsiil, d: damar, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, ok: zona
fasikiilata hiicreleri i¢indeki yag damlalari, s: siniizoidler, Biiyiitme:
X400. c) zr: zona retikiilaris, m: medulla, s: siniizoidler, ok: medulla
hiicreleri arasina sarkmis zona retikiilaris hiicreleri, Biiyiitme: X200.
Boya: H-E.

Sekil 4. Erkek kontrol grubundaki siganlardan elde edilen adrenal
bezlerin 151k mikrografi. a) k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona
fasikiilata, zr: zona retikiilaris, m: medulla, Biiyiitme: X100. b) k:
kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, s: siniizoidler, n:
nukleus, Biyiitme: X200. c¢) zr: zona retikiilaris, m: medulla, s:
siniizoidler, mv: medullar ven, Biiyiitme: X200, Boya: H-E.



Disi stres grubuna ait adrenal bez kesitleri incelendiginde
korteksin, kontrol grubuna kiyasla daha genis oldugu
(Sekil 5a), zona glomeruloza hiicrelerinde de sitoplazmik
sisme ve nukleusta biiziigme ile karakterize piknozisin
gelistigi  gozlendi. Zona fasikiilata hiicrelerinin
slingerimsi ~ goriinimlerini  kaybedip daha koyu
eozinofilik boyandigi, sitoplazmalarinda eozinofilik
graniilasyonlarin oldugu, nukleuslarmin da piknotik
yapida oldugu gorildii (Sekil 5b). Ayrica zona
glomeruloza ve zona fasikiilata arasinda, yer yer mitotik
figiirlerin oldugu bol hiicreli alanlar mevcuttu (Sekil 5¢).
Zona retikiilariste genislemis siniizoidler, piknotik
goriiniimlii kiiciik ve yogun kromatinli nukleusu olan
hiicreler tespit edildi. Bu tabaka hiicrelerinin arasinda ve
sinlizoidlerin ¢evresinde sari-kahverengi lipofussin
pigmenti igeren makrofajlarin  varligi da dikkat
¢ekmekteydi. Ayrica zona retikiilariste ve ozellikle
korteks-medulla simirinda kiimeler halinde lenfosit
benzeri hiicrelerin  oldugu alanlar goriilmekteydi.
Medulla hiicrelerinin arasinda da piknotik ¢ekirdekli
daha asidofilik sitoplazmali hiicreler mevcuttu (Sekil 5d).
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Sekil 5. Disi stres grubundaki siganlardan elde edilen adrenal bezlerin
151k mikrografi. a) k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata,
zr: zona retikiilaris, m: medulla, s: genislemis siniizoidler, Biiyiitme:
X100. b) k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, ince ok:
sitoplazmasi sigmis piknotik nukleuslu zona glomeruloza hiicreleri,
yildiz: zona fasikiilata hiicrelerinde eozinofil graniilasyon, ok basi: zona
fasikiilatada koyu eozinofil sitoplazmali hiicreler, Biiyiitme: X400. c)
k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, mi: mitotik figiir
(dikdortgen alan, X600), ince ok: zona glomeruloza hiicrelerinde
hidropik dejenerasyon, n: biiziismiis piknotik nukleuslar, gember: zg ve
zf arasinda ¢ok sayida kiigiik hiicre iceren saha, Buyiitme: X400. d) zr:
zona retikiilaris, m: medulla, s: genislemis siniizoidler, kalin ok:
makrofaj, ince ok: piknotik nukleuslu medulla hiicreleri, ok basi:
piknotik ¢ekirdekli eozinofilik sitoplazmali retikiilaris hiicreleri,
¢ember: lenfosit benzeri hiicrelerin bulundugu alanlar, Biiyiitme: X200,
Boya: H-E.

7y .

Erkek stres grubuna ait adrenal bez Kkesitlerinde,
korteksin kontrol grubuna kiyasla oldukc¢a genislemis
oldugu, zona fasikiilata ve zona retikiilaris tabakalarinin
ise daha kalin oldugu gbze c¢arpmaktaydi. Zona
fasikiilatanin zona retikiilarise yakin olan bolimiindeki
hiicreler kontrole kiyasla daha koyu eozinofilik
boyanmisti (Sekil 6a). Daha biiyiik biiyiitme ile
incelendiginde erkek stres grubunda zona glomeruloza
hiicrelerinde sitoplazmik sisme goze ¢arpmaktaydi. Zona
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fasikiilata tabakasindaki hiicrelerde ise sitoplazmik
sisme, koyu eozinofilik boyanma, kromatin
yogunlagmasi ve piknozis mevcuttu (Sekil 6b). Disi stres
grubunda oldugu gibi bu grupta da zona glomeruloza ve
zona fasikiilata hiicreleri arasinda mitotik figiirlere
rastladigimiz kiigiik hiicreli alanlar gbze garpmaktaydi
(Sekil 6b-c). Zona retikiilaris tabakasinda yer yer kiigiik
ve piknotik nukleus i¢eren biiziilmiis hiicreler, yer yer de
Okromatik nukleuslu, eozinofilik boyanmus iri hiicreler
goriilmekteydi. Zona retikiilaris hiicreleri arasinda ve
sinlizoid  kapillerler ~ ¢evresinde,  sari-kahverengi
lipofussin pigmenti iceren makrofajlar dikkat cekiciydi.
Medullada ise piknotik goriiniimlii nukleusa sahip, hiicre
membrani altindaki sitoplazmik kismi bosg gibi goriinen
hiicreler mevcuttu (Sekil 6d).
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Sekil 6. Erkek stres grubundaki siganlardan elde edilen adrenal bezlerin
151k mikrografi. a) zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, zr: zona
retikiilaris, m: medulla, Biyiitme: X100. b) k: kapsiil, zg: zona
glomeruloza, zf: zona fasikiilata, ince ok: sitoplazmasi sismis zg
hiicreleri, yildiz: koyu eozinofil sitoplazmali zf hiicreleri, ok basi:
sitoplazmasi sismis piknotik nukleuslu zf hiicreleri, dikdortgen: mitotik
figiir, cember: zg ve zf arasindaki kiigiik hiicreler, Biiyiitme: X200. c)
k: kapsiil, zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, mi: mitotik figiir
kh: kiigiik hiicreli boliim, Bityiitme: X600. d) zr: zona retikiilaris, m:
medulla, s: siniizoidler, kalin ok: makrofaj, ince ok: medulladaki
piknotik nukleuslu hiicreler, ok basi: kiicik ve koyu nukleuslu zr
hiicreleri, Bityiitme: X200, Boya: H-E.

3.1.4. Masson trikrom boyama ile elde edilen bulgular
Disi kontrol ve stres gruplarinda, Masson trikrom

yontemi ile boyanmis adrenal bez Kesitleri
incelendiginde, bezi kusatan bag dokusu kapsiiliindeki
kollagen lifler mavi renkte boyanmis olarak

goriilmekteydi. Disi kontrol grubuna ait kesitlerde
kapsiiliin altindaki korteks ve medulla tabakalar1 ise
normal histolojik goriiniimdeydi (Sekil 7a-b). Disi stres
grubunun zona glomeruloza hiicrelerindeki sitoplazmik
sisme ve zona fasikiilata hiicrelerinin nukleuslarindaki
kromatin yogunlagmasi ve piknotik degisiklikler Masson
trikrom teknigi ile de belirgin sekilde gozlenmekteydi.
Ayrica  zona  fasikiilatada  hiicre  smirlarmin
diizensizlestigi, hiicre yapilarmin bozuldugu, zona
retikiilarisin bazi1 hiicrelerinde sitoplazmik ¢oziilme
tarzinda vakuolizasyon ve nukleusta kii¢iilmeyle birlikte
kromatin yogunlagmasi, bazi hiicrelerde ise olduk¢a koyu



sitoplazmik boyanma goriildii. Disi stres grubunun
adrenal medullasinda piknotik nukleuslu hiicrelerin yani
sira bag dokusundaki artista goéze carpmaktaydi (Sekil
7c-d).
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Sekil 7. Disi kontrol (a-b) ve disi stres (c-d) gruplarindan alian adrenal
bezlerin 151tk mikrograflari. @) zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata,
k: kollagen lifler. b) zr: zona retikiilaris, m: medulla, s: siniizoidler, k:
kollagen lifler. c) zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, k: kollagen
lifler, ok: bozuk gériiniimlii zf hiicreleri, ok basi: sitoplazmasi sismis
zg hiicreleri. d) m: medulla, s: siniizoidler, k: kollagen lifler, kalin ok:
piknotik nukleuslu medulla hiicreleri, ince ok: zr hiicrelerinde
sitoplazmik ¢oziilme, ok basi: koyu retikiilaris hiicreleri. Biiyiitme:
X200, Boya: Masson trikrom.

Erkek kontrol ve erkek stres gruplarinin Masson trikrom
ile boyanmis adrenal bez kesitlerinde bezi kusatan bag
dokusu kapsiiliinde, mavi renkte boyanmig ¢ok sayida
kollagen lif belirgin olarak goriilebiliyordu (Sekil 8a-b).
Erkek stres grubunun adrenal medullasinda ve zona
retikiilarisinde genislemis damarlar ¢evresinde belirgin
olarak mavi renkli kollagen lifler ve artmig bag dokusu
icerigi tespit edildi (Sekil 8c-d).
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Sekil 8. Erkek kontrol (a-b) ve erkek stres (c-d) gruplarindan alinan
adrenal bezlerin 151k mikrograflar. a) zg: zona glomeruloza, zf: zona
fasikiilata, k: kollagen lifler. b) zr: zona retikiilaris, m: medulla, k:
kollagen lifler. c) zg: zona glomeruloza, zf: zona fasikiilata, k: kollagen
lifler. d) zr: zona retikiilaris, m: medulla, k: kollagen lifler. Biiyiitme:
X200, Boya: Masson trikrom.
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3.1.5 PAS boyama ile elde edilen bulgular

Disi si¢anlara ait kontrol ve stres grubu adrenallerine
PAS reaksiyonu uygulandiktan sonra, giigli PAS (+)
reaksiyon gosteren hiicreler goriildii. PAS (+) reaksiyon
veren hiicrelerin, 6zellikle zona retikiilariste parankimal
hiicrelerin arasinda ve siniizoidlerin gevresinde belirgin
olarak goriilebilen diizensiz sekilli koyu pembe-mor
sitoplazmali makrofajlar oldugu tespit edildi. Stres
grubuna ait adrenallerin zona retikiilarisinde daha bol
miktarda makrofaj ve daha genis limenli siniizoid
kapillerler goriilmekteydi (Sekil 9a-b).

Erkek kontrol ve stres gruplarinin PAS ile boyanmis
adrenal bezlerinde, diger boyamalarda goriilen benzer
olusumlarin yani sira, 6zellikle siniizoidler ¢evresinde
yerlesmis diizensiz sekilli PAS (+) adrenal makrofajlar
goriildi. Erkek stres grubunun adrenal korteksinde,
makrofajlarin 6zellikle zona fasikiilatada artmis oldugu
belirlendi (Sekil 9c-d).

Sekil 9. Disi kontrol (a), disi stres (b), erkek kontrol (c) ve erkek stres
(d) gruplarindan alian adrenal bezlerin 1s1k mikrograflari. a) zr: zona
retikiilaris, m: medulla, s: siniizoidler, ok: makrofajlar. b) zr: zona
retikiilaris, m: medulla, s™: genislemis siniizoidler, ok: makrofajlar, ok
bast: piknotik nukleuslu zr hiicreleri. ¢) zr: zona retikiilaris, ok:
makrofaj. d) zr: zona retikiilaris, ok: makrofaj, yildiz: zr hiicrelerinde
sitoplazmik sismeler. Biiylitme: X400, Boya: PAS reaksiyonu.

3.2. Tartisma

Cevresi ile siirekli etkilesim iginde olan canlilarin saglikli
bir sekilde yasamlarimi siirdiirebilmeleri, yasadiklari
cevre ile aralarinda dengenin kurulmasi ile saglanir. Bu
dengenin saglanmasinda biyo-psiko-sosyal
mekanizmalar rol almaktadir. Organizmanin karsilastigi
birtakim giicliikler, onun gevresiyle kurmaya ¢alistigi
dengeyi bazen kisa zamanli bazen de uzun zamanli olarak
bozmaktadir [17, 18].

Strese maruz kalan bir organizmada, bu duruma uyum
saglayabilmek i¢in bir dizi yanit gekillenir [19]. Meydana
gelen bu fizyolojik yanitlar, canlinin stres kosullarindan
zarar gormemesi ve hayatin1 siirdiirebilmesi agisindan
oldukg¢a 6nemlidir [9]. Fizyolojik yanit, HPA aksinin ve
sempatik sinir sisteminin aktivasyonu ile baglatilir [10,



11]. Adi gecen bu sistemler, stres boyunca viicut
homeostazisinin ~ devamliligi  i¢in  ¢alisirlar.  Bu
sistemlerin vazgecilmez birer pargasi olan adrenal bezler
de stres faktorlerinden en ¢ok etkilenen yapilarin baginda
gelmektedir [12].

Canlinin kronik stresle basa ¢ikabilmesi igin stres
faktorlerine karsi yanit olusturmasi gereklidir, ancak
uzun siiren ve tekrarlayan stres faktorleriyle miicadele
viicut i¢in tehlike olusturmaktadir. Ciinkii strese yanit
sisteminin  asirt  uyarilmast sonucunda CRH’in
(Kortikotropin salgilattirict hormon) ve buna bagli olarak
ACTH  (Adrenokortikotropik  hormon) uyarisiyla
glukokortikoidlerin salgilanmas: da yogun bir sekilde
devam eder [20, 21]. Bu yogun salgilanma ise bir siire
sonra tiroid, ireme, metabolizma ve immun sistem
fonsiyonlarinda bozukluklara ve psikiyatrik hastaliklara
neden olabilmektedir [21]. Kronik beklenmedik stres
modeli hayvanlarda endojen depresyon olusturmak igin
kullanilan bir modeldir [22, 23]. Stres nedeniyle CRH ve
ACTH’da meydana gelen artig sonucunda, ACTH m
kontrolii altinda olan adrenal kortekste biiylimenin
olusmas1 beklenmektedir. Yaptigimiz ¢alismada strese
maruz birakilan disi ve erkek stres gruplarinin adrenal
korteks kalinliginda 6nemli 6lgiide artiglar tespit ettik.
Daha 6nce yapilan bazi galismalarda da kronik stresin
adrenal bez agirliginda artisa yol agabilecegi
bildirilmigtir  [24, 25]. Stres kosullarinda artan
glukokortikoid salgilanmasindan zona fasikiilatanin,
kismen de zona retikiilarisin sorumlu oldugu diisiiniiliirse
stres sonucunda sentez ve salgilama aktiviteleri artan bu
tabakalarin genigledigi, dolayistyla adrenal korteksin
kalinlasmasina neden olabilecekleri diistiniilebilir. Stres
faktorleri karsisinda artan ACTH’in adrenokortikal
hipertrofiye [20, 26] ve hiperplaziye [27] neden oldugu,
bazi arastirmalarda rapor edilmistir. Kronik strese maruz
kalan  sicanlarin  adrenal bezlerinde  gozlenen
hipertrofiye, bazal plazma kortikosteron seviyelerindeki
artisin eslik ettigini bildiren ¢aligmalar da vardir [26].
Yine ACTH salgilamasinin DNA, RNA ve protein
sentezini artirarak adrenal kortekste genislemeye [28]
boylece adrenokortikal tabaka kalinliklarinda artisa
sebep oldugu [27] yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.
Pignatelli ve arkadaslar1 [29], hiicre déngiisiiniin sadece
S fazinda bulunan hiicreleri boyayan bir enzim
kullanarak, ACTH etkisiyle gelisen hiicre ¢ogalmasinin
zona glomeruloza, zona intermedia ve en ¢okta kapsiilde
meydana geldigini gostermiglerdir. Biz, stres uygulanan
disi ve erkek sicanlarda adrenal korteksin ozellikle dis
zonlarinda, mitozun degisik evrelerinde olan ¢ok sayida
mitotik figiir gérdiik. ACTH 1n zona glomeruloza ve
zona fasikiilatada hiicre c¢ogalmasini hizlandirdigim
olusan yeni hiicrelerin sentripetal sekilde hareket ederek
zona retikiilariste biriktigini [30, 31] gosteren ¢aligmalar
da mevcuttur. Bu dogrultuda yapilan bagka bir
arastirmada bromodeoksiiiridin (BrdU) ile isaretlenen
hiicrelerin baglangicta en ¢ok zona glomeruloza ile dis
zona fasikiilatada oldugu ve bu immunopozitif hiicrelerin
zamanla korteksin derinlerine dogru hareket ettigi
goriilmiistiir [32].
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Kronik streste ACTH uyarisiyla metabolik aktivitesi ve
hiicre proliferasyonu artan adrenal bezlerde, “fonksiyon
morfolojiyi belirler” ilkesinden hareketle, korteks
kalinliginda bir degisikligin olusmast da dogal olarak
beklenmektedir. Biz de c¢alismamizda erkek stres
grubunda, total korteks kalmliginin kontrole kiyasla
anlamli derecede artmig oldugunu, disi stres grubunda
ise, kontrole kiyasla anlamli olan kortikal biiyiimenin
ertkek stres grubundaki korteks  biiyiimesinden
istatistiksel olarak daha az oldugunu tespit ettik. Bu
calismada ayrica, disi stres grubundaki siganlarda 6nemli
derecede zayiflama (viicut agirliginda  azalma)
goriilmesine karsin, stres uygulanan erkeklerde agirlik
artig1 istatistiksel olarak anlamli olmasa da devam
etmisti. Kanimizca, stres uygulanan disilerde erkeklere
nazaran daha fazla biiyidigi disiiniilen adrenal
medulladan katekolamin desarji da daha fazla olacag:
i¢in, disilerde daha ¢ok adrenalin salgilanmasiyla gittikce
hizlanacak olan viicut metabolizmasi, zayiflamanin
nedeni olabilir. Nitekim, stresin adrenal medullada
hiicresel hipertrofiye sebep oldugunu bildiren ¢alismalar
da vardir [33, 34].

Stres nedeniyle tiim viicutta metabolizma hizlanmakta ve
hiicrelerde oksidatif stres artmaktadir. Viicutta artan
oksidatif stres ise serbest radikalleri artirarak dokularda
lipid peroksidasyonuna sebep olmakta [35] bu durum da
lipid igeriginden zengin hiicresel membranlarda yikima
ve dolayisiyla hiicresel hasara yol agmaktadir [36]. Biz
de yaptigimiz ¢alismada, stres gruplarindan alinan
adrenal bezlerin parankim hiicrelerinde vakuolizasyon,
sitoplazmik sigme, sitoplazmik ve niikleer yogunlagma
gibi gesitli yapisal hasarlar tespit ettik. Strese bagli olarak

adrenal kortekste artan steroidogenez sirasinda
mitokondri faaliyetleri artmakta ve gelen uyaranlar
mitokondri  zarmmin  gegirgenligini  artirmaktadir.

Gegirgenligin artmasi sonucunda mitokondriyal bir
protein olan sitokrom c sitosole gegmekte ve bu durum
da hiicrelerde apoptotik siireci baglatmaktadir [37]. Stres
gruplarina ait bezlerin mikroskobik kesitlerinde
gordiigiimiiz koyu asidofil sitoplazmali ve kromatini
yogunlagmis olan kiigiik hiicreler apoptotik hiicreler
olabilir. Daha once bahsettigimiz sekilde, stres
gruplarinin adrenal bezlerinde siklikla rastladigimiz
mitotik figiirler ise bezin biiylimesine hizmet etmenin
yant sira, olusan bu hiicre kaybimi telafi etmeye de
yonelik olabilir.

Salgilanmas1 artan ACTH’1n etkisiyle biiyliyen adrenal
kortekste metabolik aktivitesi artan hiicrelerin yaslanip
yipranmasi sonucunda, metabolik artiklarin sitoplazmada
birikmesiyle olusan lipofussin pigment graniillerinin de
artmast dogaldir [38]. Hiicrelerdeki dejenerasyonu
takiben artan hiicresel debrisi ortadan kaldirmak
amaciyla “biyolojik ¢opciiler” olarak adlandirilan
makrofajlarin da arttig1 bilinmektedir [39, 40]. Biz de 14
giinliik stres uygulamamizin sonunda adrenal bezlerde
diizensiz sekilli, sari-kahverengi pigment graniilleri
iceren, yiiksek lizozomal igerigi nedeniyle PAS (+)
reaksiyon veren makrofajlart bol miktarda gordiik. Stres
uygulanan siganlarin adrenal bezlerinde, metabolik
aktivitelerinin artmas1 nedeniyle yipranip hasarlanan



hiicrelerin ve olusan hiicre artiklarinin fagosite edilerek
ortadan kaldirilmasi i¢in makrofajlarin artmis oldugunu
diigiinditk. Makrofajlardan  salgilanan  sitokinlerin
fibroblast proliferasyonunu uyarici etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ozellikle IL-1a ve IL-1p sitokinlerinin
fibroblast proliferasyonunu, prokollajen tip | ve tip Il
sentezini artirdig1 dolayisiyla fibrozise neden oldugu da
bildirilmektedir [41]. Masson trikrom boyama ile kontrol
gruplarma kiyasla stres gruplarinda daha belirgin olarak
gozledigimiz kollagen liflerdeki artisin sebebi de
muhtemelen bu durum olmalidir.

Adrenal bezlerden salgilanan hormonlarin hepsi steroid
bilesikleridir. Steroid hormonlariin sentezlenmesi igin
gereken kolesterol, kortikal hiicrelerde Kkolesterol
esterlerine ¢evrilerek lipid damlalar seklinde depolanir.
Bu nedenle normal kosullarda kortikal hiicreler, 6zellikle
de zona fasikiilata ¢ok sayida lipid damlacigina sahiptir.
Ancak stres faktoriiniin etkisiyle artmis ACTH’m
uyarisiyla, lipid damlaciklarinda depo  edilen
kolesterolden, steroidler sentezlenip salgilanir. Bunun
sonucunda da kortikal hiicrelerdeki lipid damlalarinda
azalma meydana gelir [28]. Artmis ACTH salgisiyla
baglantili olarak erken evrede =zona fasikiilata
hiicrelerindeki lipid damlaciklarinda azalma oldugundan
soz eden caligmalar vardir [42, 43]. Biz de kontrole
kiyasla disi stres grubunun zona fasikiilata hiicelerinde
lipid damlalarinda azalma gordiik. Ancak, erkek stres
grubunun zona fasikiilatasinda 6zellikle dis kisimdaki
hiicrelerin soluk sitoplazmali ve kontrole kiyasla daha
vakuollii bir goriintiiye sahip oldugunu gozlemledik.
Yapilan bir ¢aligmada stres uygulanan siganlarin adrenal
kortekslerinde 6zellikle zona fasikiilatada acik ve koyu
renk bolgelerin oldugu, acik renk goriinen bolgelerdeki
hiicrelerin biiyiik lipid damlaciklariyla dolu iken, bu
durumun koyu renk bélgelerde goriilmedigi bildirilmistir
[44]. Ayrica, ACTH in etkisiyle erken evrede lipid
damlaciklarindaki azalma goriilmesine karsin, uzun
stireli ACTH etkisi altinda lipid damlaciklarinda tekrar
artis gozlendigi bilinmektedir [28]. Hiicrelerin bu asiri
vakuollii gOrinimii, artan hiicresel metabolizma
sonucunda ortaya ¢ikan hiicresel yipranmay1 ve hasari da
gosteriyor olabilir. Stresin ayrica zona retikiilariste
biiziilmeye [43], zona retikiilaris hiicrelerinin sitoplazma
yogunlugunda azalmaya [45], nukleus yogunlugunda ise
artisa neden oldugu da rapor edilmistir [44].

Depresyon kronik stresle iligkili bir hastalik olarak
tanimlanmakta ve kronik stres uygulanan siganlarda
goriilen endokrin degisikliklerle depresyonlu insanlarda
goriilen  endokrin  degisikliklerin aym1  oldugu
bilinmektedir [46]. Depresyonlu hastalarin ¢ogunda,
artan HPA aks1 aktivitesiyle ilgili olarak bahsedilen
hormonal  ve  histolojik  degisikliklerin  tiimi
goriilmektedir [20]. Ayrica stresin birgok psikolojik
hastaliga yol actigi ve bu hastaliklarin da disilerde
goriilme prevalansinin erkeklere oranla daha fazla oldugu
da bilinen bir gergektir [47, 48]. Asim kilo almanm
etiyolojisi ile kronik stres arasindaki baglanti tam olarak
anlagitlamamigtir. Ancak Bjorntorp [49] abdominal
obezite ile stres arasindaki baglantinin temelinde,
fizyolojik mekanizmalarin oldugunu ve stres etkeniyle
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artan kortizol sekresyonu sonucunda visseral yag
birikiminin arttigini diislinmektedir. Dolayisiyla kronik
stres sonucunda artan kortizol sekresyonu, enerji ve yag
alimmminin artmasma sebep olmaktadir. Torres ve
Nowson’a [50] gore ise obezite durumu, yeme
davranistyla stres arasindaki iligkiye baglidir. Yani;
kronik stresin, insanlarin yeme aliskanliklarimi 6zellikle
asir1 lezzetli ve bol enerjili yiyecekleri tercih edip yeme
yoniinde etkiledigini disiinmektedirler. Deneyimizde
stres uygulanan disi siganlar ile erkek sicanlar arasinda
gozlenen farkli bulgularin nedeni belki de budur.

4. Sonug

Aragstirmadan elde edilen sonuglar dogrultusunda; kronik
stresin hem disi hem erkek bireylerde adrenal bezlerde
hasara neden oldugu, bu hasarin da farkl cinsiyetlerdeki
fizyolojik ve metabolik etkilerinin farkli olabildigi
gosterilmigtir. Bireylerin yasamlarint daha saglikli
stirdiirebilmeleri igin kronik stres faktérlerinden uzak
durmalar1 6nerilmektedir.

5. Tesekkiir ve Bilgilendirme

Bu makale Semin GEDIKLi’nin Yiiksek Lisans tezinden
hazirlanmistir.
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