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Geraniolun Sicanlarda Anksiyete/Depresyon Benzeri
Davranis ve Hipokampal Kolinerjik Sistem Uzerine Etkileri

Amag: Kronik stresin depresyon benzeri davraniglari arttirdigi bilinmektedir. Geraniol néromodulator
ve antidepresan etkileri bilinen dogal bir monoterpendir. Bu galisma, kronik kisitlama stresi
depresyon modeli sicanlarda geraniolun kolinerjik sistem Uzerine olasi etkilerini arastirmak igin
tasarlanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada erigkin 21 adet disi sican kullanildi. Siganlara 3 hafta sureyle giunde
5 saat kisitlama stresi uygulandi. Geraniol oral gavaj yoluyla 100 mg/kg uygulandi. Stres ve ilag
uygulamalarini takiben agik alan testi ile anksiyete, zorunlu yizme testi ile depresyon benzeri
davraniglar deg@erlendirildi. Daha sonra siganlar Otenazi edilerek hipokampus disekte edildi.
Asetilkolin (ACh) ve asetilkolinesteraz (AChE) duzeyleri hipokampal doku homojenatlarinda ELISA
yoéntemi ile belirlendi.

Bulgular: Stres maruziyeti anksiyete benzeri davranisi belirgin olarak etkilemedi ancak zorunlu
ylizme testlerinde depresyon benzeri davranis parametrelerini uyardi. Geraniolun strese bagl artan
hareketsizlik siresini énemli dlcide azalttigi tespit edildi (p<0.05). Dahasi, stres maruziyeti ve
geraniol uygulamasinin hipomkampal ACh dizeylerini anlamh olarak etkilemedigi gézlemlendi
(p>0.05). Diger yandan, kronik stres AChE diizeylerini 6nemli dlglide azaltti (p<0.05). Geraniol
tedavisinin AChE diizeylerini belirgin olarak degistirmedigi tespit edildi (p>0.05).

Sonug: Birlikte ele alindiginda, bulgularimiz kisitlama stresinin sicanlarda depresyon benzeri
davranigi uyardidi, geraniol tedavisinin ise antidepresan benzeri etkilerini ortaya koydu. Bununla
birlikte, geraniolun antidepresan benzeri etkisinin molekiler mekanizmasinin ileri calismalarla
arastiriimasini éneriyoruz.

Anahtar Kelimeler: Geraniol, anksiyete/depresyon, hipokampus, asetilkolin, asetilkolinesteraz

Effects of Geraniol on Anxiety/Depression-like Behavior and Hippocampal Cholinergic
System in Rats

Objective: It is known that chronic stress increases depression-like behaviors. Geraniol is a natural
monoterpene known for its neuromodulatory and antidepressant effects. This study was designed to
investigate the possible effects of geraniol on the cholinergic system in chronic restraint stress
depression model rats.

Materials and Methods: 21 adult female rats were used in the study. Restraint stress was applied to
rats for 5 hours a day for 3 weeks. Geraniol was administered at 100 mg/kg by oral gavage. Anxiety
was evaluated with the open field test, and depression-like behaviors were evaluated with the forced
swimming test following stress and drug administration. Then the rats were euthanized and the
hippocampus was dissected. Acetylcholine (ACh) and acetylcholinesterase (AChE) levels were
determined in hippocampal tissue homogenates by ELISA method.

Results: Stress exposure did not significantly affect anxiety-like behavior, but it stimulated
depression-like behavior parameters in forced swimming tests. It was determined that geraniol
significantly decreased the increased immobility time due to stress (p<0.05). Moreover, it was
observed that stress exposure and geraniol administration did not significantly affect hippocampal
ACh levels (p>0.05). On the other hand, chronic stress significantly decreased AChE levels (p<0.05).
Geraniol treatment did not significantly change AChE levels (p>0.05).

Conclusion: Taken together, our findings revealed that restraint stress induces depression-like
behavior in rats, while geraniol treatment has antidepressant-like effects. However, we suggest that
the molecular mechanism of the antidepressant-like effect of geraniol be investigated with further
studies.

Key Words: Geraniol, anxiety/depression, hippocampus, acetylcholine, acetylcholinesterase

Girig

Kronik stresin uzun vadeli etkileri arasinda anksiyete/depresyon ve travma sonrasi
stres bozuklugu 6nemli yer tutmaktadir (1). Strese bagli anksiyete/depresyon yaygin bir
sekilde gorullr ve yasam kalitesini olumsuz etkiler. Dikkat, hafiza ve yurlticu islevlerin
de dahil oldugu ¢ok sayida yiksek bilissel fonksiyondaki bozulma anksiyetenin sonuglari
arasinda gosterilmektedir (2). Kronik kisitlama stresi (KKS) depresyonda ortaya ¢ikan
davranigsal degisiklikler, gen ekspresyonu, beynin fonksiyonel baglantilari ve hipokampal
hacim degisiklikleri ile iligskilendirilmistir (3). Artan kanitlar, depresyonda amigdala,
talamus, striatum, hipokampus, prefrontal ve singulat korteks gibi beyin bdélgelerindeki
degisikliklerin dnemli rol oynadigini géstermektedir (4). Dahasi, kronik strese maruziyetin
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cesitli hastaliklara yakalanma riskini belirgin sekilde
arttirabilecegi ifade edilmistir (5).

Son calismalar kemirgenlerde anksiyete/ depresyon
benzeri davranigin ortaya ¢ikisinda kolinerjik sistemin
roline isaret etmektedir (6, 7). Kolinerjik sistemdeki
degisiklikler, duygu durum bozukluklarinin molekuler
mekanizmasinin anlagiimasinda kritik 6neme sahiptir.
Onceki bir calismada aktif olarak depresyonda olan
hastalarda asetilkolin (ACh) duzeylerinin yikseldigi
bildirilmistir  (5). Hipokampus anksiyete/depresyon
benzeri davraniglarin dizenlenmesinde rol oynadigi
bilinen énemli bir beyin bélgesidir. Deneysel bir calismada
anksiyete/depresyonun hipokampal asetilkolinesteraz
(AchE) aktivitesini degistirebilecegi gosterilmistir (8). Bu
nedenle kronik strese bagh deneysel anksiyete
/depresyon modelinde hipokampal kolinerjik sistemi
diizenleyebilme potansiyeline sahip  noroprotektif
bilesiklerin roliiniin anlagiimasi 6nem arz etmektedir. Bu
kapsamda mevcut arastirma, bir monoterpen olan
geraniolun stres modeli sigan hipokampusunda ACh ve
AChE duzeyleri Uzerine etkisini inceleyen oncul bir
galisma niteligindedir.

Geraniol bazi aromatik bitkilerin ugucu yaglarindan
izole edilmis asiklik bir izoprenoid monoterpendir (9).
Onceki bir calismada, anti-inflamatuar ve néroprotektif
etkileri  gOsterilmistir ~ (10).  Geraniol'un  kronik
ongorilemeyen hafif stresli fare modelinde prefrontal
korkekste ndroinflamasyonu baskilayarak antidepresan
benzeri etki gbsterdigi bildiriimigtir (11). Benzer sekilde,
geraniolun fare beyninde apoptozis ve oksidatif stresi
azaltarak anksiyolitik ve antidepresan etkisi rapor
edilmigtir  (12). Farkh  bir g¢alhismada akrilamid
norotoksisitesi ile artan AChE duzeylerinin geraniol
tedavisi ile azaldigi ifade edilmistir (13). Bu sonuglar, stres
ile iligkili anksiyete/depresyon benzeri davranista
geraniolun kolinerjik sistem Uzerine duzenleyici role sahip
olabilecegini disindirmuistir.

Bu calismanin amaci, gen¢ erigkin siganlarda
geraniolun KKS indikli anksiyete/depresyon benzeri
davraniglar Gzerine olan potansiyel etkilerinin davranigsal
ve kolinerjik sistem Gzerinden incelenmesidir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Calismanin etik kurul
onayl Recep Tayyip Erdogan Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligindan alindi (protokol
N0:2021/16).

Hayvanlar: Calismada 12 haftalik 21 adet Wistar
albino irki disi si¢can kullanildi. Siganlar t¢ gruba ayrildi
(n=7). Sirasiyla, 1) Kontrol, Il) Stres (S) Ill) Geraniol (GE)
+S. Benzer agirliklara sahip sicanlar 1s1 (23+1 °C, 50+5 %
nem) ve 15191 (12 saatlik aydinlik/karanlik déngisul)
standardize edilen laboratuvar kosullarinda barindiriidi.
Kisitlama stres protokoliinin uygulandigi zaman dilimleri
haricinde siganlara yiyecek ve su kisittamasi yapiimadi.

Kisitlama Stres Prosediirii: Bir haftalik
adaptasyondan sonra kontrol grubu haricindeki siganlara
KKS paradigmasi uygulandi. Kisitlama stres aparati 23 x
6,5 x 6,5 cm boyutlarinda seffaf pleksiglas malzemeden
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yapillmistir. Stres protokolli Onceki bir g¢alismadan
modifiye edilmistir (14). Buna goére, KKS 3 hafta sireyle
her gin 5 saat olarak uygulandi. Siganlar her kisitlama
stresi uygulamasini takiben normal kafeslerine geri
birakildi.

Acik Alan Testi: Acik alan testi, kemirgenlerde
kaygl benzeri davraniglari  degderlendirmek igin
kullaniimaktadir (15). Bu test icin kullanilan aparat, koyu
gri zemin ve i¢ duvarlara sahip kare seklinde pleksiglas
kutudan (90 x 90 x 40 cm) olugsmaktadir. Test alani
yazilim ekraninda 10 cm'lik kigik karelere bélinerek
merkez alan ve kenar bolgeleri belirlendi. Veriler,
davranis izleme yazilim programi ANY-maze ile kayit
altina alindi (ANY-maze 5.2, Dublin/iranda). Deney
asamasinda siganlar sirasiyla arenanin ortasina birakildi
ve davranislari 5 dakika boyunca kaydedildi. Platform her
bir testten sonra %70 etanol solisyonu ile temizlendi,
bdylece her bir sicanin davranigi 6énceki denegin koku,
idrar vb. kalintilarindan etkilenmesinin 6niine gegildi.
Sicanlarin kat ettikleri toplam mesafe (m), ortalama hiz
(m/s), toplam hareketsizlik (immobilizasyon) suresi (s),
merkezde gegirilen sire (s) ve merkeze erisim sayisi
puanlandi. Timarlanma ve sahlanma sayilari manuel
olarak skorlandi.

Zorunlu Yiizme Testi: Bu test kemirgenlerde
depresyon benzeri davraniglari degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan deneysel bir test protokolidir
(16). Deneyde kullanilan aparat standart dlgtilerde (30 cm
capinda, 60 cm yiksekliginde) seffaf pleksiglas
malzemeden yapilmigtir. Sicanlar sirasiyla 40 cm su
(2711 °C) ile doldurulmus bir silindirde 6 dakika sireyle
ylzmeye birakildi. Siganlar tipik olarak kagmak igin
micadele davranisi sergiler, ancak bir sire sonra basini
suyun uzerinde tutmak icin kuguk hareketler yaparak
hareketsiz kalir ve bu durum davranigsal caresizlik
durumunu yansitir. Bu test kagis imkani olmayan su dolu
bir silindirde sigcanlarin hareketsizlik, yizme ve tirmanma
gibi davraniglarinin degerlendirmesini igerir.

Biyokimyasal Analizler: Biyokimyasal analizler igin
hipokampus doku homojenatlari kullanildi. Bu amagla
dokular fosfat tampon solisyonu (pH 7.4) icinde
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar, 10.000 x
g'de 15 dakika boyunca 4°C'de santrifije edildi. Daha
sonra elde edilen supernatantlar biyokimyasal analizler
icin kullanildi.

Asetilkolin Diizeylerinin Belirlenmesi: ACh,
hipokampustan elde edilen doku homojenatlarinda
Ureticinin tavsiyelerine gbre sican spesifik ELISA kiti (No:
E-EL-0081, Elabscience) kullanilarak analiz edildi.
Sonuglar ng/g doku cinsinden sunuldu.

Asetilkolinesteraz  Aktivitesinin Belirlenmesi:
AChE seviyeleri ELISA kiti (E-EL-R0355, Elabscience)
kullanilarak belirlendi. Orneklerdeki protein
konsantrasyonu, Bradford yontemine gére analiz edildi
(17). Sonuglar U/mg protein cinsinden verildi.

istatistiksel Analiz: Analizler GraphPad Prism 8.0
programi ile gerceklestirildi. Veriler ortalamanin standart
hatasi (ortalama +SEM) olarak sunuldu. Verilerin normal
dagihma uyup uymadiklari Shapiro-Wilk testi ile
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degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren verilere tek yonlu
varyans analizi (ANOVA) ve ardindan ¢oklu karsilastirma
icin post hoc Tukey testi uygulandi. p<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Geraniol’'un KKS Modeli Siganlarda Anksiyete
Benzeri Davranis Uzerine Etkisi: Bu calismada
sicanlarda geraniolun potansiyel anksiyolitik etkisini
arastirmak i¢in agik alan testi kullanildi. Sonuglarimiz
tablo 1’de goésterilmistir. Buna goére, 21 gin sireyle KKS
maruziyeti ve geraniol uygulamasi siganlarin toplam kat
ettikleri mesafe ve merkezde gecirdikleri sureleri anlaml
olarak degistirmedigi goézlemlendi (P>0.05). Benzer
sekilde, sahlanma sayisi da gruplar arasinda anlamli
degildi (P>0.05). Bununla birlikte, GE+ stres grubunda
timarlanma (temizlenme) sayilari stres grubuna gore
yuksek bulundu (p<0.05).

Tablo 1. Acik alan testi davranis parametreleri

Kontrol Stres GE+Stres
Kat edilen
toplam 16.19+4.94  17.27+4.67  15.93+1.84
mesafe (m)
Merkezde
harcanan 18.55+1.42 20.01+1.44 10.54+3.54
sure (s)
Merkeze gifls ¢ 501423 613360  5.57+2.44
sayisi
Toplam
hareketsizlik 171.1343.13 149.67+4.09 166.53+1.71
suresi (s)
Ortalamahiz 154,60 016  0.05740.015  0.053£0.006
(m/sn)
Timarlanma 4.3:0.97 4£0.33 6.6£0.77 2
sayisl
$ahlanma 16+4.27 12.3482.50  13.33+2.01
sayisl

Tum veriler ortalama +SEM olarak sunuldu (n=7). Kisaltmalar:
GE, geraniol.

2p<0.05 stres grubu ile karsilastiniidiginda

Geraniol’'un KKS Modeli Siganlarda Depresyon
Benzeri Davraniglar Uzerine Etkisi: Zorunlu yiizme
testinde hareketsizlik, tirmanma ve ylzme davranisi
skorlari Sekil 1'de gosterilmistir. Hareketsizlik slresi
agisindan stres ile kontrol gruplari arasinda belirgin bir
fark bulunmadi (p=0.21). Bununla birlikte, geraniol
tedavisi stres grubuna gore hareketsizlik stiresini anlaml
olarak distrdi (Sekil 1A, p<0.05). Hareketsizlik
suresindeki artis davranigsal umutsuzluk belirtegleri
arasindadir. Sekil 1B’de gdsterildigi gibi yizme sureleri
acisindan kontrol ile stres grubu arasinda anlamli fark
tespit edilmedi (p>0.05). Ancak, geraniol uygulanan
grubun yilzme slresi hem stres hem de kontrol
grubundan belirgin o6lglide ylksek bulundu (Sekil 1B,
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p<0.01). Diger yandan, siganlarin tirmanma sireleri

acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik
bulunmadi (Sekil 1C, p>0.05).
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Sekil 1. Zorunlu yuzme testi parametreleri. Degerler ortalama +
SEM olarak sunulmustur (n=7). Kisaltmalar: GE, geraniol

8 p<0.05, stres grubuna gore,

b p<0.01, kontrol grubuna gére,

¢ p<0.01, stres grubuna gore

Geraniol’un KKS Modeli Siganlarda Hipokampal
ACh ve AChE Diizeylerine Etkisi: Kontrol (0.18+0.04)
ile karsilagtinldiginda hem stres (0.21+0.03) hem de
GE+stres grubunun (0.19+ 0.02) ACh dizeyleri arasinda
anlamli farklilik tespit edilmedi (Sekil 2A, p>0.05). Diger
yandan, stres grubu (1.281+0.19) AChE dizeyleri
kontrole (2.071+0.20) gbre dustk bulundu (Sekil 2B,
p<0.01). llave olarak, GE uygulamas! yalnizca stres
uygulanan gruba goére AChE dulzeyini belirgin olarak
degistirmedi (p>0.05).
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Sekil 2. Kronik kisittama stresi ve geraniol uygulamasinin
hipokampus dokusunda asetilkolin ve asetilkolinesteraz
dlzeylerine etkisi. Degerler ortalama+SEM olarak sunulmustur
(n=7). Kisaltmalar: GE, geraniol

2 p<0.05, kontrol grubuna gére

Tartigsma

Bu calismada, KKS uygulanan erigkin sicanlarda
anksiyete/depresyon benzeri davranis lizerine geraniolun
potansiyel etkileri arastirildi. Bu kapsamda, KKS ve
geraniolun davranigsal ve hipokampal kolinerjik sistem
Uzerine etkilerine odaklanildi. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar U¢ haftalik KKS uygulamasinin sicanlarda
anksiyete benzeri davranisi belirgin olarak etkilemedigi,
motivasyon kaybinin ve umutsuzluk davraniginin bir



Cilt : 35, Sayi : 3

yansimasi olan hareketsizlik suresini uzatarak depresyon
benzeri davranisa neden oldugunu gdsterdi. Diger
yandan, stres uygulanan siganlarda geraniolun
hipokampal kolinerjik belirtegler UGzerine belirgin etkisi
olmadigi tespit edildi.

Kronik stres, depresyon icin 6nemli bir risk
faktoridir. Kemirgenlerde deneysel KKS uygulamasi
hastaligin patofizyolojik mekanizmasini incelemek ve
antidepresanlari kesfetmek icin ideal bir model olarak
kabul edilmektedir. Onceki bir galismada, 21 giin siireyle
KKS’ye maruziyetin farelerde anksiyete ve depresyon
benzeri davraniglari uyardigi rapor edilmistir (18). Benzer
sekilde, 4 hafta slreyle KKS maruziyetinin siganlarin
hareketsizlik stresini belirgin olarak uzattigini gosteren
sonuglar bildirilmigtir (19). Bu calismada elde edilen
bulgular KKS’nin belirgin sekilde depresyon benzeri
davranisi uyardigini gosterdi. Dider yandan, geraniol
tedavisinin sicanlarda hareketsizligi azaltmakla birlikte
yuzme davranigl skorunu olumlu etkileyerek depresyon
benzeri davranigl azalttigi gézlemlendi. Majdi ve ark.,
geraniolun fare beyninde oksidatif stres ve apoptozisi
azaltarak guglu anksiyolitik ve antidepresan etkisini rapor
etmistir (12). Bununla birlikte, bu ¢alismanin bulgulari
geraniolun ambulasyon bagta olmak Uzere anksiyete
benzeri davranisi yansitan parametreler Uzerinde sinirli
bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Ortaya c¢ikan bu
farkhhdin baslica her iki calismada uygulanan stres
suresinin farkh olmasiyla iligkili olabilecegi
disuniimastar.

Onceki bir caligmada, néroproteksiyon ve anti-
inflamasyon aktivitelerine sahip olan geraniolun 3 hafta
boyunca kronik éngorilemeyen hafif strese maruz kalan
farelerde depresyonla ilgili davraniglari 6nemli Olglide
hafiflettii ortaya konulmustur. Bu etkiler baslica
proinflamatuar sitokin dlzeylerinin baskilanmasi ile
iliskilendirilmistir (11). Diger yandan, farkl bir calismada,
geraniolin siganlarda sahlanma sayisini  azalttig
hareketsizlik siresinde ise belirgin bir artisa neden

oldugu ortaya konulmustur (10). Birlikte
degerlendirildiginde, geraniolun depresyon benzeri
davranis  uzerine  etkilerinin  degisken  oldugu

gb6rulmektedir.
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Akut ve kronik stresin kemirgenlerin basta
hipokampus ve frontal korteks olmak Uzere beyin
dokularinda AChE aktivitesini belirgin sekilde azalttig
rapor edilmistir (20, 21). AChE aktivitesinde bir azalmanin
beyinde kolinerjik aktivitede bir artisa neden olup bu
durumun biligsel fonksiyon kaybiyla iligkili olabilecegi
ifade edilmistir (22). Bu c¢alismanin bulgulant KKS’nin
sicanlarda AChE aktivitesini azalttigini gdsterdi. Diger
yandan, stres gurubu ile kargilastinldiginda geraniol
uygulamasinin hipokampus AChE aktivitesinde ihmli bir
artis meydana getirmesine karsin bu artigin anlamli
olmadigi tespit edildi. Ancak, Onceki bir g¢alismada
geraniolun AChE aktivitesini 6nemli dlglide azalttig
bildirilmistir (13). Bu sonug stresin hipokampal AChE
Uzerindeki inhibitdr etkisinin geraniole gére daha belirgin
olabilecegini dustindirmustir. Sonug olarak, bu
calismanin  bulgulart  kronik stres ve geraniolun
hipokampusun ACh dizeylerinde belirgin bir degisiklik
olusturmadigini gosterdi. Birlikte degerlendirildiginde, bu
¢alismanin davranis sonuglari depresyon benzeri
davranisin  azalmasinda hipokampustaki  kolinerjik
aktivitenin rolindn sinirh oldugunu ortaya koymustur.
Dahasli, mevcut bulgular geranioliin antidepresan benzeri
etkisine beyindeki farkli sinyal yolaklarinin aracilik
edebilecegini dislindurmustur.

Bu calisma bazi sinirhliklara sahiptir. Mevcut
¢alismanin primer odagini geraniolun geng¢ erigkin
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