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OZET

Erk, E. E. Yetersiz Perisinaptik Astrosit Glikojeni Kullaniminin
Noroinflamatuvar ve Davramissal Etkilerinin Incelenmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Norolojik Bilimler Program
Doktora Tezi, Ankara, 2023. Bir¢ok c¢alisma beynin enerji ihtiyacinin biiyiik 6l¢iide
sinapslarda lokalize olduguna isaret etmekte, sinaptik enerji arz ve talebini eslestiren
temel aktor olarak perisinaptik astrosit son ayaklarindaki glikojen 6ne ¢ikmaktadir.
Bu c¢alismada, glikojenden enerji eldesindeki aksamanin sinapsta metabolik stres
olusturacagi, bu stresin noroinflamasyonu tetikleyerek davranis fenotipinde
degisikliklere yol acabilecegi hipotez edilmistir. Bu amagla dorsal hipokampiis
bolgesi igerisine bilateral glikojenoliz inhibitérii DAB enjeksiyonlar1 yapilarak
secilen beyin bolgeleri mikroglial aktivasyon bulgulari agisindan degerlendirilmis,
DAB grubunda kontrol grubundan farkli olarak enjeksiyon bdlgesinden uzak
yerlesimli ventral hipokampiis, amigdalar bolge ve entorinal kortikal alanda da
yaygin mikroglial aktivasyon saptanmistir. Bu néroinflamatuvar fenotipin davranisa
yansimalarmin gozlenebilmesi igin enjeksiyonlar: takiben birinci, {ligiincii ve besinci
giinlerde fareler depresyon-benzeri ve anksiyete-benzeri davranisi degerlendiren bir
grup teste tabi tutulmus, hipotezimizin aksine DAB’in belirgin depresojenik veya
anksiyojenik bir etkisi gozlenmemistir. Buna karsin, anhedoni-benzeri davranis
gozlemeyi bekledigimiz DAB grubunda siikroz tercihinin ve sosyal etkilesim
indeksinin kontrol grubundan yiiksek olmasi1 dikkat c¢ekicidir. Tiim bu bulgular,
hipokampal glikojenoliz inhibisyonunun beyinde yaygin mikroglial aktivasyonu
tetikleyebilecegi ve bu etkinin davranis fenotipinde hedoni lehine degisikliklere yol

acabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: depresyon, anksiyete, mikroglia, glikojen, hedoni

Bu c¢alisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan 18059 numaral1 “doktora tez projesi” olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

Erk, E. E. Neuroinflammatory and Behavioral Effects of Inadequate
Perisynaptic Astrocyte Glycogen Utilization, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Basic Neurological Sciences Program Doctoral Thesis,
Ankara, 2023. Several findings suggest that the brain energy demand is mostly
localized at the synapses, and glycogen in the perisynaptic astrocytic endfeet serves
as the main actor that matches the synaptic energy supply and demand. In this study,
we hypothesized that disruption of synaptic energy delivery from glycogen would
cause metabolic stress in the synapse, which could trigger neuroinflammation and
lead to changes in the behavioral phenotype. For this purpose, glycogenolysis
inhibitor “DAB” was bilaterally injected into the dorsal hippocampus region and
selected brain regions were evaluated in terms of microglial activation findings.
Unlike the control group, DAB group showed widespread microglial activation in the
ventral hippocampus, amygdalar region and entorhinal cortical area, which are
located far from the injection site. In order to observe the behavioral output of this
neuroinflammatory phenotype, mice were subjected to a group of tests evaluating
depression-like and anxiety-like behavior on the first, third and fifth days after the
injections. Contrary to our hypothesis, no significant depressogenic or anxiogenic
effect of DAB was observed. On the other hand, it is noteworthy that the sucrose
preference and social interaction index were higher in the DAB group, where we
expected to observe anhedonia-like behavior. All these findings indicate that
inhibition of hippocampal glycogenolysis may trigger widespread microglial
activation in the brain and this effect may lead to changes in the behavioral

phenotype in favor of hedonia.

Keywords: depression, anxiety, microglia, glycogen, hedonia

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects

Coordination Unit as a "doctoral thesis project” (18059).
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SHT 5-hidroksitriptamin (serotonin)
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GS Glikojen Sentaz
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MGS Kas glikojen sentezi



NF-xp

NGS

NLRP3

PBS

PET

PFA

PTG

ROI

SF

TBS

THF

TMEM119

TSPO

VIP

Niikleer Faktor Kappa B
Normal Keg¢i Serumu
NOD-, LRR- ve Pirin Alani Iceren Protein 3
Fosfat Tamponlu Saline
Pozitron Emisyon Tomografisi
Paraformaldehit
Glikojen hedefli protein
Region of Interest (Ilgilenilen bdlge)
Serum Fizyolojik
Tris Tamponlu Salin
Tetrahidrofuran
Transmembran protein 119
Translokator Protein

Vazoaktif Intestinal Peptit

XV



SEKILLER

Sekil

2.1.

2.2.

2.3.

3.1.

3.2

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda ii¢ilincii giin aydinlik-karanlik

4.10. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda besinci giin aydinlik-karanlik

Astrosit-noron laktat mekigi.

Mikroglia morfolojik formlari.

Mikroglia belirtecleri ile isaretlenmis farkli mikroglia fenotipleri.
Birinci set deneylerde takip edilen akis semast.

Kaniil takilarak yapilan deneylerde takip edilen akis semasi.

Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarin
ticilincii ve besinci giinlerde agik alanda gecirdikleri siire (s).
Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarin
ticilincii ve besinci giinlerdeki 16komotor aktiviteleri (cm).

Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda
ticlincii gilin aydinlik-karanlik kutu testi.

Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda
besinci giin aydinlik-karanlik kutu testi.

Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda
ticlincii ve besinci giin kuyruktan asma testi.

Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda
siikroz tercih testi.

Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin
aydinlik-karanlik kutu testinde aydinlik alanda gegirdikleri siire (s).

Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda birinci giin aydinlik-karanlik

kutu testinde aydinlik alana ge¢me latansi (s).

kutu testinde aydinlik alana ge¢me latansi (s).

kutu testinde aydinlik alana ge¢me latansi (s).

4.11. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin

sosyal etkilesim testinde sosyal etkilesimde bulunma oranlari.

4.12. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin

XVi

Sayfa

17

20

24

25

35

36

38

38

39

41

42

43

44

44

46



4.13.

4.14

4.15.

4.16.

4.17

4.19.
4.20.
4.21.
4.22.

4.23.
4.24.
4.25.
4.26.

4.27.
4.28.
4.29.
4.30.
4.31.
4.32.

4.33.
4.34.
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Sham (yalanci uygulama/kontrol/SF) grubu farenin ventral hipokampus
gorseli.

DAB (deney) grubu farenin ventral hipokampus gorseli.

Amigdalar bolgenin temsili goriintiisii.

Naif farenin amigdalar bolge gorseli.

Sham (yalanci uygulama/kontrol/SF) grubu farenin amigdalar bolge
gorseli.

DAB (deney) grubu farenin amigdalar bolge gorseli.

Entorinal bolgenin temsili goriintiisii.

Naif farenin entorinal bolge gorseli.

Sham (yalanci uygulama/kontrol/SF) grubu farenin entorinal bolge gorseli.

DAB (deney) grubu farenin entorinal bolge gorseli.

Sham (yalanci uygulama/kontrol) grubu farenin korteksinde enjeksiyon
trasesi civari gorseli.

DAB (deney) grubu farenin korteksinde enjeksiyon trasesi civari gorseli.
Kaniil takilarak intrahipokampal enjeksiyon yapilan 3 erkek DAB,

3 disi DAB, 1 erkek kontrol, 1 disi kontrol hayvan yarim beyninin

koronal goriintiileri.
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4.35. Kaniil takilarak intrahipokampal enjeksiyon yapilan 3 erkek DAB, 3

disi DAB, 1 erkek kontrol, 1 disi kontrol hayvan yarim beyninin

Iba-1 ile isaretlendigi koronal goriintiileri. 60
4.36. DAB ve kontrol grubu farelerde seffaflastirilarak 151k tabakast

floresan mikroskopisi ile goriintiilenen beyinlerde prelimbik,

infralimbik ve anterior singulat alanlardaki mikroglia sayilart. 61
4.37. Isik tabakasi floresan mikroskopisi ile goriintiilenen bir DAB grubu

fare hemisferinin li¢ boyutlu rekonstriikte edilmis goriintiisi. 62



1.GIRiS

Viicudun toplam enerji harcamasinda biiyiik bir paya sahip olan beyinde bu
ihtiyacin 6zellikle sinaptik aralikta yogunlastigi bilinmekte, sinaptik enerji arzinin
taleple eslestirilmesinde perisinaptik astrosit son ayaklarindaki glikojenin rolii one
cikmaktadir. Sinaptik nérotransmisyonun devamliliginda astrosit glikojenolizinin
merkezi bir rolii oldugu ve major depresyon patofizyolojisinde 6nemli bir yeri olan
stresin sinaptik enerji ihtiyacini artirarak astrositlerde glikojen yikimini uyardigi
onceki caligmalarda ortaya konulmustur. Buna ek olarak, literatiirdeki bulgular
kemirgenlerde kronik stresin astrosit glikojen igerigini azalttigima ve beyin
glikojeninin bir¢cok antidepresanin etki mekanizmasinda kendine yer bulduguna
isaret etmektedir. Tiim bu caligmalar, perisinaptik astrosit glikojeni ile depresyon-

benzeri ve anksiyete-benzeri davranis arasinda olasi bir iligkiyi diisiindiirmektedir.

Bunun yaninda, literatiirde major depresyon patogenezinde
noroinflamasyonun roliine kanit olusturan bir¢ok arastirma mevcuttur. Major
depresyon hastalarinda periferik inflamasyonun varligina ve tedavi yaklasimlarinin
proinflamatuvar belirte¢ seviyelerini gerilettigine dair klinik gozlemler de preklinik
caligmalar1 dogrulamaktadir. Ayrica depresyon literatiiriindeki bir¢ok arastirma
noéroinflamasyonun 6nemli bir komponenti olan mikroglial aktivasyonun patolojiye
eslik ettigine dair veriler ortaya koymaktadir. Buna karsin, bir dizi degisikligi
tetikleyerek depresyon fenotipini ortaya c¢ikaracak olan ndoroinflamasyonun ne
sebeple basladigi tam bilinmemektedir. Depresyona sebep olan temel faktorlerden
akut stresin enerji ihtiyacin1 artirmasi ve bu ihtiyacin biiyiik dl¢lide glikojenden
karsilaniyor olmasi, astrosit glikojenoliz inhibisyonunun néroinflamasyona yol
acabilecegine dair bulgularla birlikte degerlendirildiginde, sinaptik enerji tedarikinin
aksamasinin ndroinflamatuvar degisiklikleri tetikleyerek davranigsal etkilerle
sonuglanabilecegi diisliniilebilir. Literatiirde astrosit glikojeni, mikroglial aktivasyon

ve depresyon arasinda koprii kuran ¢alismalarin eksikligi sebebiyle bu tezde aradaki



olasi iligkilerin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu sebeple caligmada

1))

2)

3)

4)

Glikojenoliz inhibitdrii 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitolun (DAB) bilateral
intrahipokampal enjeksiyonunun disi ve erkek farelerde depresyon-benzeri
davranis kapsaminda degerlendirilen davramigsal umutsuzluga sebep olacagi
hipotez edildi. Bu amagla yapilan kuyruktan asma testinde gruplar arasi farklilik
gozlenmedi, ancak davranigsal umutsuzlugun deney grubundan bagimsiz olarak
zamana bagh artis gosterdigi kaydedildi. Deney paradigmasina akut avci stresi
eklendiginde ise, enjeksiyon sonrasi birinci ve besinci giinlerde disilerde DAB

grubunda davranigsal umutsuzluk fenotipinin ortaya ¢iktig1 gozlendi.

DAB enjeksiyonunun disi ve erkek farelerde bir baska depresyon-benzeri
davranis olan anhedoniye yol acacagi hipotez edildi. Bu hipotezi test etmek i¢in
yapilan siikroz tercih testinde, ongoriilenin aksine DAB grubu disilerde hedonik
davranigta artis gozlendi. DAB enjeksiyonunu takiben akut stres uygulanan
deney grubunda, bu bulgularla ortiisecek sekilde enjeksiyon sonrasi besinci giin
her iki cinsiyet i¢in de DAB grubunda sosyal etkilesim diizeyleri kontrol

grubundan yiiksek bulundu.

DAB’in 16komotor aktivitede bir degisiklie yol a¢gmayacagi ve anksiyete-
benzeri davranisi artiracagi hipotez edildi. Buna karsin, DAB’1n erkek farelerde
besinci gilin 16komotor aktiviteyi arttirdigi goriildii. Lokomotor aktivitenin etkisi
kontrol edilerek anksiyete-benzeri davramis diizeyleri kiyaslandiginda gruplar

arast anlamli bir fark goriilmedi.

Bilateral DAB enjeksiyonunun beyinde yaygin mikroglial aktivasyonu
tetikleyecegi hipotez edildi. Konfokal mikroskopi ve 151k tabakasi floresan
mikroskopi goriintiilemelerinde hem kontrol hem deney grubunda enjeksiyon
bolgesi ve enjeksiyon trasesi g¢evresinde aktive fenotipte mikroglialar gozlendi

ancak aktivasyonun DAB grubunda daha yogun oldugu kaydedildi. Bunun
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yaninda, DAB grubunda kontrol grubundan farkli olarak enjeksiyon bdlgesinden

uzak yerlesimli ventral hipokampus, amigdala ve entorinal kortekste de

mikroglial aktivasyon lehine bulgular gozlendi.

Sonug olarak, bilateral intrahipokampal DAB enjeksiyonlarinin enjeksiyon
sonrasi birinci, li¢lincii ve besinci giinlerde yapilan deneylerde depresyon-benzeri ve
anksiyete-benzeri davranis diizeylerinde anlamli bir artisa yol agmadigi, buna karsin

hedonik davranisi artirdig1 ve yaygin mikroglial aktivasyonu tetikledigi gézlemlendi.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Noron-glia metabolik kenetlenmesi

Beyin, viicut agirliginin sadece %?2’sini olusturmasina ragmen toplam oksijen
tiiketiminin %20’sinden, glikoz kullaniminin ise %25’inden sorumludur (1). In vivo
ve in vitro biyokimyasal ¢aligmalar ile goriintiileme ¢aligsmalari, sinir sisteminin bu
enerji ihtiyacinin agirlikli olarak sinapslarda lokalize oldugunu ve sinaptik
aktivitenin yerel enerji tedariki ile eslestirilmesi gerektigini dogrulamaktadir (2).
Ozellikle son otuz yildaki calismalar, astrositlerin sinaptik aktivite ile enerji
metabolizmasini eslestiren aktorler olarak 6nemini ortaya koymakta, bu eslesmenin
astrosit-néron laktat mekigi (ANLM-astrocyte-neuron lactate shuttle) ve

glikojenolizin tetiklenmesi lizerinden gerceklestigi diisiiniilmektedir.
2.1.1. Astrosit-Noron Laktat Mekigi

Eksitator sinaptik iletimle artan enerji ihtiyacinin karsilanmasi i¢in astrositler
ve noronlar arasindaki metabolik kenetlenme ANLM modeli ile de aciklanmaya
calisilmaktadir. Bu modele gore, glutamaterjik norotransmisyon sirasinda hiicre disi
aralikta konsantrasyonu artan glutamat, astrosit uzantilarindaki spesifik glutamat
tagiyicilart tarafindan sodyum iyonu (Na®) -bagimli bir mekanizmayla geri alinir.
Astrosit uzantilarinda intraseliiler Na* konsantrasyonunda goriilen artis ise Na*/K+*
ATPaz" aktive ederek ATP tiikketimine neden olur. Ayrica astrositlerde glutamat, geri
doniislimiinii saglamak amaciyla glutamin sentaz tarafindan glutamine doniistiiriiliip
noronlara geri kazandirilir ve bu dongiide de ATP harcanir. Eksitatuvar sinaptik
aktivitenin neden oldugu bu enerji harcayan siiregler, astrosit damar son
ayaklarindaki GLUT1 adl glikoz tasiyict ile kandan glikoz alimini uyarir ve astrosit
icine alinan glikozun sinapslara gonderilmek {iizere glikolitik yolla laktata
cevrilmesini saglar. Presinaptik terminal ve dendritler tarafindan hiicre icine alinan

laktat, pirlivata gevrilip trikarboksilik asit dongiisiine girerek enerji iiretimi igin



kullanilir (3) (Sekil 2.1.).

Astrosit

Damar
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Glutamin,
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Sekil 2.1. Astrosit-noron laktat mekigi (Sekil, Servier Medical Art’ta yer alan
gorseller kullanilarak hazirlanmistir. Servier Medical Art, Creative Commons Atif
3.0 Yerellestirilmemis Lisansi altinda lisanslanmaistir.).

Na+

2.1.2. Astrosit glikojenolizi

Artmis sinaptik aktivitenin astrositler tarafindan enerji tedarikini
desteklemesinde rolii oldugu 6ne siiriilen bir diger mekanizma da perisinaptik astrosit
uzantilarinda glikojenolizin tetiklenmesidir. Astrositlerin 6zellikle de artmis enerji
thtiyacina cevap olarak dis ortama verdigi laktatin 6nemli bir kisminin kaynaginin
glikojen oldugu belirtilmektedir (4). Beyindeki glikojenin biiyiikk Ol¢iide enerji
ihtiyacinin en fazla oldugu perisinaptik astrosit son ayaklarinda lokalize olmasi, bu
bolgenin mitokondriden fakir olusu ve dolasimdan gelen glikozun yiiksek afiniteleri
nedeniyle oncelikle glikojen sentezi yapan enzimler tarafindan kullanilmasi, bolgede
temel enerji ihtiyacinin glikojen yikimi araciligiyla elde edilen glikozdan
saglandigin1 diisiindiirmektedir. Bir baska deyisle, dolasimdan gelen glikoz 6nce
glikojen olarak depolanmakta ve ihtiyag oldugunda glikojenden serbestlestirilen

glikozdan non-oksidatif olarak enerji iiretilmektedir. Bu bulgu PET ve fMRI
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caligmalarinda goriilen aktiviteyle oksijenden daha fazla glikoz kullanimim

aciklamaktadir (aerobik glikoliz, Warburg etkisi) (5).

Astrosit glikojenolizinin basta vazoaktif intestinal peptit (VIP) ve
noradrenalin olmak {izere birtakim norotransmitterler tarafindan uyarildig:
bilinmektedir (6). VIP ve noradrenalin hiicre igerisinde adenilat-siklaz yolagini
kullanarak glikojenolizi tetikler. Buna ek olarak adenozin ve ATP gibi belli
ndromodiilatorlerin (7, 8) ve hiicre dist Kt iyon konsantrasyonunda aktivite bagiml
artisin (9) da astrositlerde glikojenolize yol ag¢tig1 ortaya konmustur. Sonug olarak,
noronal aktivitenin ¢esitli ndrotransmitterler ve ndromodiilatorler araciligiyla astrosit
glikojen mobilizasyonunu uyardigr ve bu rezervlerin laktata cevrilerek ndronlara

enerji substrati olarak sunuldugu diisiiniilmektedir (10).

Beyinde glikojen metabolizmasi lizerine yapilan arastirmalar, noral aktivite
sirasinda hiicre dig1 boslukta biriken potasyum iyonlarinin (K*) astrosit igerisine
giriginin  astrositte gergeklesen glikojen yikimina bagli bir hadise oldugunu,
glikojenoliz yoluyla enerji eldesi engellendiginde astrositlerin hiicre dis1 potasyumu
hiicre icerisine aliminin azaldigin1 géstermistir (11). Benzer bir sekilde, astrosit hiicre
kiltiirlerinde yapilan calismalar hiicre dis1 glutamatin astrositler tarafindan
alinmasinin glikoz varligina ragmen astrosit glikojenine bagimli olarak
gerceklestigini ortaya koymustur (12). Tim bu bulgular, astrosit uzantilarindaki
glikojenolizin sinaptik aktivite sonucu artan hiicre dist K* iyonu ve glutamat
konsantrasyonunu tamponlayarak sinaptik aktivitenin devamliliin1 saglamada

onemli bir rol iistlendigini gostermektedir.
2.2. Astrosit glikojen metabolizmasi ve biyolojik etkileri

Insan viicudunda glikoz, “glikojen” adl dallanmis bir polimer seklinde depo
edilmekte, yap1 ve islevlerini glikoz oksidasyonuna bagl olarak siirdiiren hiicrelerin
enerji ve karbon ihtiyaci bu molekiiler form sayesinde kolayca karsilanabilmektedir.
Kasta depo edilen glikojen, fiziksel aktivite i¢in gerekli enerjiyi saglarken karaciger

glikojeni kan sekerini dengelemek i¢in kullanilmaktadir. Glikojenin yapim ve



yikiminda temel rolii “glikojen sentaz” ve “glikojen fosforilaz” enzimleri {istlenir.

Memelilerde glikoz polimerlerinin sentezini katalizleyebilen tek enzim olan
glikojen sentaz (GS)’in kas izoformu (MGS-muscular glycogen synthase) ve
karacigere 0zgli izoform (LGS-liver-specific glycogen synthase) olmak tizere iki
izoformu bulunmaktadir. Bunlardan kas izoformu, GYS1 geni tarafindan kodlanir ve
birgok dokuda yer alir. Glikojen sentaz, glikojen molekiiline a-(1,4)-glikozidik
baglarla glikoz monomerlerinin eklenmesini katalize ederken, glikozil-(4,6)
transferaz enzimi o-(1,6)-glikozidik baglarla dallanmalar olusturur. Bu sekilde
sentezlenen glikojen molekiilii, glikojen fosforilaz ve glikojen dallanmalarini kirici

enzim tarafindan parcalanarak enerji substrati olarak glikoz elde etmede kulanilabilir.

Glikojen yikimindan sorumlu glikojen fosforilaz enziminin memelilerde ii¢
adet izoformu mevcuttur, bunlar kas glikojen fosforilazi (MGP-muscle glycogen
phosphorylase), karaciger glikojen fosforilazi (LGP- liver glycogen phosphorylase)
ve beyin glikojen fosforilazi (BGP-brain glycogen phosphorylase) dir. Bunlar
igerisinden beyin glikojen fosforilazinin yaninda kas glikojen fosforilazi da beyinde

ifade edilmektedir (13).

Beyin enerji metabolizmasinda kritik bir role sahip olan glikojenin sentezi ve
yikimi gesitli yolaklarla siki bir denetim altindadir. Glikojen sentaz enzim aktivitesi
fosforilasyon ve glikoz-1-fosfat tarafindan allosterik aktivasyon gibi bir¢ok
mekanizma tarafindan kontrol edilir. Bunun yaninda glikojen hedefli protein (PTG-
protein targeting to glycogen) ad1 verilen bir protein fosfataz enzim alt iinitesinin de
defosforilasyon yoluyla glikojen sentazin aktivasyonunda kilit bir rol oynadigi
bilinmektedir (14). Glikojen fosforilaz enzim aktivitesi de benzer sekilde
fosforilasyon ve allosterik aktivasyon yollariyla diizenlenir. Kas glikojen fosforilazi
temel olarak fosforilasyon yoluyla aktive oldugundan hiicre dis1 sinyallere cevap
vermekte gorev alirken, beyin glikojen fosforilazi AMP seviyelerindeki artiglara

oldukga hassas oldugundan hiicre i¢i enerji ihtiyacina cevap vermeye daha uygundur

(15).
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2.2.1. Perisinaptik astrosit glikojen metabolizmasinin

noroinflamasyondaki rolii

Astrositlerde glikojenolizin engellenmesi veya glikojen sentezi ile yikimi
arasindaki dengenin sentez yoniine kaymasi, perisinaptik enerji ihtiyac ile tedariki
arasinda bir dengesizlige sebep olur. Bu durumun ise transmembran glutamat, K+ ve
Ca* konsantrasyon farkinin fizyolojik kosullara geri dondiiriilmesine engel oldugu,
bunlarin da ndronal Panx-1 kanallarinin agilmasina ve buna bagli inflamatuvar
yolaklarin aktivasyonuna (prokaspaz-1’den kaspaz-1’e gecis, ndoronlardan HMGB-1

salinimi) sebep oldugu gosterilmistir (16).

2.2.2. Perisinaptik astrosit glikojen metabolizmasinin major depresyon

ile iliskisi

Son yillardaki bir¢ok caligma, astrosit islev kaybimin major depresyon
patofizyolojisinde Onemli bir yere sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Major
depresyon hastalarinin beyinlerinde yapilan Oliimardi incelemelerde subgenual
prefrontal korteks, orbitofrontal korteks, dorsolateral prefrontal korteks, anterior
singulat korteks ve amigdalada glial hiicre yogunlugunun azaldig1 ortaya konmustur

(17, 18, 19, 20).

Diger bir yandan, depresyon patogenezinde stresin kilit bir role sahip oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar hem akut hem de kronik strese maruz kalmanin
glikojen metabolizmasi iizerinde etkileri oldugunu gostermektedir. Stres, kortekste
hiicre dis1 glutamat konsantrasyonunu artirarak astrositlerde glikojenolizi ve
sinapslarda kullanilmak iizere laktat iiretim ve salinimi tetiklemektedir (21, 22, 23,
24, 25). Bu calismalarla uyumlu bir sekilde, akut psikolojik stresorlerin (“hareketsiz
birakma ve ayaga elektrik soku verme) hipokampus, bazolateral amigdala ve medial
prefrontal kortekste hiicre dis1 laktat konsantrasyonunu arttirdig: (26, 27, 28, 29, 30),
kronik strese veya kronik kortikosterona maruz kalmanin ise hipokampal glikojen
seviyesinde azalmaya sebep oldugu (31) ortaya konmustur. Ayrica hipokampusta

glikojen sentaz aktivitesinin azaltilmasinin (knockdown) siganlarda astrosit soma
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hacminin azalmasina ve depresif-benzeri davranisa neden oldugu da gosterilmistir

(32).

Perisinaptik astrosit glikojen metabolizmasinin major depresyon
patogenezinde bir role sahip olabilecegini diisiindiirten nedenlerden bir tanesi de
stres cevabinda ve antidepresanlarin etki mekanizmalarinda rol alan noradrenalin,
glukokortikoidler, serotonin (SHT) ve adenozin gibi ndromodiilatér molekiillerin
glikojen dongiisiindeki diizenleyici etkileridir. Noradrenalin ndronal aktivitenin
durgun oldugu dénemlerde a2-adrenerjik reseptorlere baglanarak glikojen sentezini
uyarmakta, artmis nodrotransmisyon durumunda ise [l-adrenerjik reseptorleri
araciligiyla glikojen yikimin1i uyarmaktadir (33, 34). Glukokortikoidler ise
astrositlerde glikojen yikimini uyarmakta (35) ve tip 2 glukokortikoid reseptdrleri
araciligiyla noradrenalinin glikojen sentezini tetikleyici etkisini inhibe etmektedir
(36). Bir¢ok antidepresanin etki mekanizmasi i¢inde rolii olan serotonin ise, SHT-2A
ve SHT-2B reseptorleri araciligiyla glikojen yikimini uyarmaktadir (37, 38). Astrosit-
noron metabolik kenetlenmesinde enerji kaynagi olarak kullanilan glikojen
sinapslara, daha 6nce bahsedildigi iizere laktat seklinde ulastirilmaktadir. Laktatin
antidepresan Ozellik gosterebilecegi ve strese dayaniklilig arttirdigr yoniinde cesitli
caligmalar mevcuttur. Akut intraperitoneal laktat uygulamasiin, kemirgenlerde
davranigsal umutsuzluk gostergesi olan zorla yiizdiirme testinde hareketsiz gecirilen
siireyi bir trisiklik antidepresan olan desipramin ile benzer Olgiide azalttig
gosterilmistir (39). Ayrica, sosyal yenilgi stresi uygulanan hayvanlara stresten dort
saat Once intraperitoneal laktat verilmesinin sosyal yenilgi stresine dayaniklilik

yarattig1 ve anksiyete seviyesini diistirdiigli gdzlenmistir (40).

2.2.3. Perisinaptik astrosit glikojeni ile iliskilendirilen diger fizyolojik ve

patolojik durumlar

Beyinde sinaptik bolgenin artmis enerji ihtiyacinin 6nemli bir kisminin
astrositlerde glikojenoliz ile karsilandigi, bu nedenle bolgede glikojen stoklarinin

azalmas1 veya glikojenin metabolize edilememesinin birtakim patolojileri
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beraberinde getirebilecegi diisiiniilmektedir. Beyin glikojeninin duyusal uyarim (41,
42, 43), uyku-uyaniklik dongiisii (44, 45, 46, 47, 48) gibi spesifik noral aktivitelerin
yerel enerji ihtiyacin1 destekledigi gosterilmistir. Ayrica glikojenin stres ve
hipoglisemi gibi patolojik kosullar (41, 49, 50), yorucu egzersiz (51), iskemi (52) ve

nobet (53, 54) durumlarinda da koruyucu oldugu ortaya konmustur.

Astrosit glikojeninin yerel enerji destegi sagladigi bir diger spesifik noral
aktivite de bellek olusumudur. Sinir sistemine 6zgii olmak iizere glikojen sentaz
enzimini ifade etmesi engellenen transgenik farelerde yapilan calismalarda, beyin
glikojeninin iliskisel 6grenme ve buna bagli olarak hipokampal sinaptik baglanti
giicli iizerinde 6nemli bir gorev iistlendigi goézlenmistir. Ayrica glikojen iiretiminin
gerceklesememesinin hipokampal sinapslarda 6grenmeyle iliskilendirilen uzun siireli
giliclendirme (LTP-long-term potentiation) ile dogrudan baglantili oldugu, sonug
olarak 6grenme kapasitesi ile hipokampal sinaps baglant1 giiciinde goriilen aktivite
bagiml degisikliklerde yadsinamaz bir rolii oldugu ortaya konmustur (55). Buna ek
olarak, 6grenmenin si¢an hipokampusundaki hiicre dis1 laktat seviyelerinde dnemli
bir artisa sebep oldugu ve bu laktatin kaynaginin astrosit glikojeni oldugu rapor
edilmistir. Glikojenin yikimin1 katalizleyen glikojen fosforilaz enziminin, 1,4-
dideoksi-1,4-imino-D-arabinitoliin (DAB) hipokampusa iki tarafli enjeksiyonuyla
inhibe edildigi siganlarda in vivo uzun stireli giiclendirme ve uzun-siireli bellek
olusumunun bozuldugu; bu etkilerin L-laktat enjeksiyonu ile geri dondiirtilebildigi
goriilmiistiir. Bunun yam sira astrosit glikojen yikimi ve laktat saliniminin uzun-
siireli bellek olusumu iizerindeki etkilerinin fosfo-CREB, Arc ve fosfokofilin gibi
transkripsiyon faktorleri ve proteinlerin iiretiminin tetiklenmesi iizerinden

gergeklestigi diistiniilmektedir (56).

2.2.4. Glikojenoliz inhibisyonu

Astrosit uzantilarinda enerji tedarikini engellemenin en etkili yollarindan biri,
glikojen yikimini saglayan “glikojen fosforilaz” enzimini inhibe etmektir. Glikojen

fosforilazin farmakolojik inhibisyonu i¢in izofagomin, DAB ve CP-316,819
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kullanilabilir .

Bu ajanlardan izofagominin fare serebral korteks astrosit kiiltiir
homojenatlarinda 3,3 pM civarinda bir IC50 degeriyle potent bir enzim inhibisyonu
yaptig1 tespit edilmistir (57). Buna ragmen, astrosit hiicre zarindan gegis
kisithligindan dolayi, intakt astrositlerde glikojen yikimini tamamiyla inhibe etmek
icin ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda izofagomin kullanilmasi gerektigi
saptanmistir (57). Bu nedenle astrositlerde glikojen fosforilaz inhibisyonu igin bir
alternatif olarak 1,4-dideoksi-1,4-imino-D-arabinitol (DAB) tercih edilmeye
baslanmistir (58). DAB’in kullaniminin da zardan gecis kisithiligi nedeniyle zor
oldugunun goriilmesine ragmen 1 saat civart bir preinkiibasyon periyodu
uygulandiginda 300 ile 1000 uM arasindaki konsantrasyonlarda glikojen fosforilaz
aktivitesinin neredeyse tamamen inhibe oldugu ortaya konmus, glikojen
metabolizmasin1 degerlendirmek igin DAB’in daha kullanigsh bir segenek oldugu
sonucuna varilmistir (58). Buna karsin, DAB’1n sistemik olarak verildigi hayvanlarda
glukagonla uyarilan glikojenolizi inhibe etmek suretiyle yol actig1 anti-hiperglisemik
etkileri (59) ve sican hepatosit kiiltiirlerinde etkin glikojen fosforilaz inhibisyonu
yaptig1 i¢in kan sekeri diizenlenmesini bozabilecegi yoniindeki bulgular (60)
sebebiyle, hipoglisemik yan etkileri gérmemek adina sistemik degil lokal yolla

verilmesi tercih edilmistir.

[zofagomin ve DAB’in yaninda, beyinde glikojenin islevlerini
degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger fosforilaz inhibitorii de 5-kloro-N-
[(1S,2R)-2-hidroksi-3-(metoksimetilamino)-3-okso-1-(fenilmetil)propil]-1H-indol-2-
karboksamid dir(CP-316,819) (61, 62, 63, 64, 65). CP-316,819’un izofagomin ve
DAB’dan farki, glikojen fosforilaz iizerindeki inhibitor etkisinin sadece glikoz
varliginda s6z konusu olmasidir (62). Baska bir deyisle, CP-316,819 hayvanlara veya
astrosit kiiltlirlerine normoglisemik kosullarda verildiginde glikojen stoklarinin
artmasina sebep olurken, hipoglisemik kosullarda glikojen fosforilaz iizerinde

inhibitor etkisi gozlenmeyeceginden glikojen yikimi gerceklesecektir (62).
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2.3. Major Depresif Bozukluk ve Noroinflamasyon
2.3.1. Major Depresif Bozukluk

Major depresyon, ¢esitli duygusal (¢okkiinliikk, hayattan zevk almama,
sucluluk hissi ve degersizlik diislinceleri), bedensel (istah ve uyku diizeninde
degisiklikler, artmis ya da azalmis aktivite) ve zihinsel degisikliklerin (dikkat
sorunlart ve odaklanma gii¢liigii) eslik ettigi, umutsuz ruh hali ve Olim
diisiinceleriyle seyreden yaygin bir ruhsal hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore diinya genelinde 264 milyondan fazla insan depresyonla yasamaktadir (66).
Depresyon, hem farkli gelir diizeyindeki iilkelerde ve Kkiiltiirlerde (67) hem de
cocukluktan yaslhiliga neredeyse her yas grubunda goriilmektedir (68).

Hastaliklarin toplum {iizerindeki etkisini degerlendirmede en temel
kistaslardan bir tanesi, hastaliga bagh yeti yitimi ile yasanilan yillardir (Y'Y Y-years
lived with disability). Psikiyatrik bozukluklar ve madde bagimliliklar1 % 22,9 ile
diinya capinda en yiiksek YYY oranina sahiptir. Bu grup iginde en biiyiik pay ise
%42,5 ile depresif bozukluklara aittir (68). Ozellikle uzun siiren agir majdr
depresyon vakalarinda ciddi bir hastalik yiikii olusmakta, hastanin giinliikk yasama, is
performansi, aile ve arkadas iliskileri 6nemli Olciide etkilenmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii 2020 verilerine gore, her yil 800.000 kisi intiharla hayatim1 kaybetmektedir.

Intihar, 15-29 yas aras1 popiilasyonun ikinci en sik 6liim nedenidir (66).

Uretime katilan yas grubunda oldukga yaygin goriilen depresyon (68), hasta
ve hasta yakinlar1 tizerindeki yikicr etkisinin yaninda topluma da biiyiik bir ekonomik
yuk getirmektedir. 2010 yilinda depresyonun Amerika Birlesik Devletleri’ne
maliyeti; dogrudan depresyonla ilgili yapilan harcamalar, intihar diisiinceleriyle
iligkili ve ise gidememe kaynakli isgiicli kayb1 bir arada degerlendirildiginde 210,5

milyar dolar civar1 olmustur (69).

Giliniimiizde depresyon tedavisinde en sik bagvurulan yontemler ilaglar,

psikoterapi ve se¢ilmis vakalarda elektrokonviilzif terapidir (EKT). Major depresif
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bozukluk, hastalarin yaklasik %15’inde siiregen seyretmekte, %35’inde ise tedaviden
sonra tekrarlamaktadir. {lk depresyon atagindan sonra hastalarin sadece yarisi
tamamen iyilesmektedir (70). Buna ek olarak, ¢ogu tedavi yonteminin etkilerinin
ancak zamanla ortaya ¢iktig1 ve belli bir yan etki profili ile kontraendikasyonlara
sahip oldugu da g6z 6niinde bulundurulursa, depresyon tedavisinde alinacak uzun bir
yol oldugu fark edilecektir. Bu nedenle, depresyon patofizyolojisini aydinlatmak, tani

ve tedavide elimizi giiclendirecektir.
2.3.2. Major Depresif Bozukluk Patofizyolojisi

Major depresyon patogenezinde esas rol, oOzellikle erken donemlerde
serotonin ve noradrenalin gibi monoamin ndrotransmisyonuna atfedilmistir (71, 72).
Bunun sebebi, tipik antidepresanlarin serotonin ve noradrenalin gibi monoaminlerin
geri alimi ve metabolizmasi iizerine kanitlanmis etkileridir (73). Hem hayvan
depresyon modellerinde hem de major depresif bozukluk hastalarinin beyninde
glutamat ve GABA’erjik transmisyonda bildirilen degisiklikler depresyon
patogenezinde bu norotransmiterlerin ve eksitasyon/inhibisyon dengesinin olasi
rolline dikkat cekmistir (74, 75, 76). Bir grup ¢alismada ise strese yanit olarak aktive
olan “hipotalamo-pitiiiter-adrenal aks”in (HPA) ve bu aksa bagli olarak kanda
glukokortikoid seviyesinin artmasinin major depresyon patogenezinde rol

oynayabilecegi savunulmustur (77, 78).

Norogoriintiileme ¢alismalart major depresyon hastalarinin prefrontal korteks
ve hipokampuslarinda hacim azalmasina isaret etmekte, bu durum bahsedilen
bolgelerdeki noronal/dendritik atrofinin de patogenezde rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (79, 80, 81). Psikolojik ve c¢evresel stres paradigmalart iceren
hayvan modelleri, stresin kemirgen prefrontal korteks ve hipokampusunda dendritik
karmasiklik ve diken yogunlugunun azalmasina sebep oldugunu gdstermistir (82,
83). Bu modellerdeki sinaptik diken kaybi major depresyon hastalarinin prefrontal
korteks ve hipokampuslarinda sinaps ile alakali genlerde goriilen ifade azalmasi ile

uyumludur (84, 85). Prefrontal korteks piramidal noronlarinda goriilen bu atrofiye
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karsin, strese maruz kalmanin amigdaladaki bir grup néronda dendritik dallanmay1

arttirdig1 ortaya konmustur (86).

Tim bu calismalar, stres ile tetiklenen noroendokrin ve norotransmiter
sistemlerdeki degisikliklerin molekiiler, hiicresel ve sinaptik mekanizmalar iistiinden
yatkin bireylerde major depresyon gelisimine katkida bulundugunu gostermektedir.
Glinlimiizde ise bunlarin yaninda, noroinflamasyonun da majér depresyon

etiyolojisinde 6nemli bir yeri oldugu goriisii gittikce dnem kazanmaktadir.
2.3.3. Noroinflamasyon

Beyin ve spinal korddaki inflamatuvar cevaplara néroinflamasyon denir.
Noroinflamasyon genellikle negatif ve maladaptif siireglerle iligkilendirilse de
noroinflamasyonun belirli seviyelerinin 6grenme ve bellek islevleri gibi fizyolojik
islevler i¢in hayati oldugu ve merkezi sinir sistemi hasarinin iyilesmesine islevsel

destek sagladigi gosterilmistir (87, 88).

Noroinflamasyon sitokin, kemokin, reaktif oksijen tiirleri ve ikincil
mesajcilarin  iiretimi vasitastyla meydana gelir. Bu medyatorler merkezi sinir
sisteminde yerlesik glialar (astrosit ve mikroglialar), endotel hiicreleri ve periferik
immiin sistem hiicreleri tarafindan iretilir; gdosterilen yanit ise fizyolojik,
biyokimyasal ve psikolojik sonuglar dogurur. Noroinflamasyonun seviyesi uyaricinin
Ozelliklerine, inflamasyonun beyin iizerindeki etkileri ise siddetine baglhidir. Bazi
kosullarda inflamasyon merkezi sinir sistemine periferik immiin sistem hiicrelerinin

cagrilmasina, 6dem, doku hasar1 ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabilir (88).

Giliniimiizde néroinflamasyonun travmatik beyin hasari (88); Alzheimer,
Parkinson, ALS gibi ndrodejeneratif hastaliklar (89); epilepsi (90); migren (16) ve
depresyon gibi bir¢ok noropsikiyatrik bozuklugun patogenezinde rol oynadigi kabul
edilmektedir. Noroinflamasyonun en Onemli yerel aktorleri ise merkezi sinir

sisteminde konumlanmig immdiin hiicreleri olan mikroglialardir.
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- Mikroglial hiicreler ve islevleri

Mikroglialar, noral gelisimin erken donemlerindeki yolk-kesesi myeloid
hiicre projenitorlerinden koken alan beyine-yerlesik makrofaj hiicreleridir (91).
Mikroglialarin temel fizyolojik islevleri noral gelisim sirasinda néronlar ve Onciil
hiicrelerinin kaderinin belirlenmesi ile apoptotik hiicrelerin fagositozu (92, 93),
erigkin donemde ise yenidogan oOnciil noral hiicrelerin (94) ve normal sinaptik
gelisim sirasinda sinapslarin  fagositozu (95, 96), dallanmis hiicre uzantilarinin
dinamik bir sekilde uzamasi ve c¢ekilmesi yoluyla sinapslarin monitorizasyonudur
(97, 98). Bu fonksiyonlarin yerine getirilememesi, ndronal islev bozuklugu ile

seyreden bir¢ok gelisimsel hastaliga sebep olabilmektedir (99).

In vivo gériintiileme ¢aligmalar1 mikroglialarin kendine 6zgii bir morfolojiye
sahip oldugunu gostermistir. Mikroglialar ince uzantilar1 ile néronal mikrogevreyi
bircok molekiiler sinyal agisindan (ATP gibi) dinamik olarak tararlar (100). Aktive
olduklarinda ise hipertrofik bir hiicre govdesi ile geri ¢ekilmis, yogunlagmis hiicre
uzantilarindan olusan bir morfolojiye biiriiniirler. Buna ek olarak, aktive mikroglialar
sitokinler ve prostaglandinler gibi diger ikincil mesajcilarin islenmesi ve salinimi ile
sonuclanan birtakim transkripsiyonel degisiklikler gosterirler (101, 102).
Mikroglialarin bu 6zellikleri sayesinde hem homeostatik hem de stres durumlarinda
noronlarin sagligr ile fonksiyonlarimi takip eden ve sekillendiren immiin sistem

alicilari (sensor) olarak islev gordiigii diistiniilmektedir.

Beyinde fizyolojik ve patolojik bircok kosulla baglantis1 oldugu diisiiniilen
mikroglialar iizerine yapilan arastirmalar, farkli beyin bdlgelerinde mikroglial
islevlerin heterojen bir dogaya sahip oldugunu ve bolgeye 0Ozgiil cevaplar
gosterdigini ortaya koymustur. Mikroglialardan salinan sitokin veya norotrofik faktor
miktarlar1 ve reseptdr seviyeleri beyin bolgeleri arasinda farklilik gdstermekte, bu
durum cesitli beyin bdlgelerindeki noronlar iizerinde birbirinden farkli etkilerin

gorililmesine sebep olmaktadir (103).
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- Mikroglia formlari

Son yillarda yapilan goriintiileme caligmalari, mikroglialarin oldukca
dinamik, c¢evre kosullar1 ve algilanan kimyasallara gore degisik fenotipler

gosterebilen hiicreler oldugunu ortaya koymustur (100, 104, 105).

Naif merkezi sinir sisteminde mikroglialar, kii¢lik bir hiicre gdvdesi ve uzun
dallanmig uzantilar ile karakterize “ramifiye” fenotipte bulunur. Bu mikroglialarin
hiicre govdesi sabit olup uzantilar1 siirekli hareket halinde etrafi tarar (106, 107)
(Sekil 2.2.a). Mikroglia dinamigini inceleyen in vitro ¢alismalarda, akut kortikal
beyin dilimlerinde floresan isaretli mikroglialarin dilimin kesildigi tarafa hareket
ettigi ve uzantilarin1 bu yone uzatarak hasara cevap verdigi gozlenmistir (108).
Ayrica, beyin dokusunun hasarli kisminda 6l hiicreleri fagosite eden mikroglialar
saptanmistir. Bu bulgular, hipokampal dilim kiiltiirlerinde de dogrulanmis; doku
hasarina yanit olarak mikroglialarin 6nce uzantilarini ¢ektigi sonra da dinamik bir
stirecle olusturdugu yeni uzanti vasitasiyla hasar yoniine hareket ettigi ortaya
konmustur. Baska bir deyisle, klasik hasar yamiti kapsaminda mikroglialar hasar
yoniinde bir¢ok uzanti olusturup diger tim yonlerdeki uzantilarini hiicre gévdesine
cekerek ramifiye formdan ameboid goriiniimli bir morfolojiye gecis yapar. (109,

110) (Sekil 2.2.¢).

Steril hasara verilen yanitin aksine, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarina
cok daha farklt bir mikroglia morfolojik doniisiimii eslik eder. Merkezi sinir
sisteminin sitopatik olmayan lenfositik koryomenenjit viriisii (LCMV) ile enfekte
edilmesinin, mikroglialarin yerel degil yaygin aktivasyonuna neden oldugu
goriilmiistiir. Bu kapsamda mikroglia uzantilar1 kisalir ve daha az karmagik bir hale
biirliniir ancak dallanmis yapisin1 korur. Bu morfolojik doniisiimiin interferon-1

sinyal yolagiyla baglantili olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir (111) (Sekil 2.2.b).

Astrosit ve diger hiicrelerin nekrotik hiicre 6liimiine cevaben ise mikroglialar,
hasarl1 hiicreye dogru uzant1 olusturup diger tiim uzantilarini hiicre govdesine ¢eker

ve fagositik 6zellik kazanir. Fagositik uzantilara sahip olan bu mikroglialar, hiicresel
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artiklar1 temizlerken sabit kalabildigi gibi siireci hizlandirmak i¢in hareket de edebilir

(112) (Sekil 2.2.d).

Sekil 2.2. Mikroglia morfolojik formlari. a) Naif mikroglialar b) Yaygin aktivasyon
durumunda mikroglialar c¢) Yerel aktivasyon halinde mikroglialar d) Fagositik
mikroglialar (112)

Bunlarin yaninda, Alzheimer patolojisinde gézlemlenen islevlerini kaybetmis
“distrofik” mikroglialardan da s6z etmek miimkiindiir. Bu morfolojik fenotipte

mikroglialarin sistigi, uzantilarinin inceldigi ve dallanmalarinin azaldig1 gorilmiustiir

(113).

- Mikroglialarin néron koruyucu islevleri

Mikroglialar olduk¢a hareketli uzantilar1 ile merkezi sinir sistemi
parankimasini her an teftis eder ve dokuda goriilen bozukluklara cevap veren hasar
algilayicilar1 gibi davranirlar (114). Mikroglialarin bu yapisal ve islevsel
esnekliklerini kontrol eden hiicresel ve molekiiler mekanizmalar ise heniiz tam olarak
anlagilabilmis degildir (115, 116). Bu konuda calismalar agirlikli olarak mikroglia
uzantilar1 ve ndronal sinapslar arasindaki etkilesime odaklanmis, aktiviteye bagl
sinaptik plastisite ve sinaps eliminasyonundaki etkileriyle mikroglialarin hem saglik
hem de noérodejeneratif hastalik durumlarindaki roliine deginilmistir (117). Buna ek
olarak, mikroglial uzantilarin néronal soma ile iligkisi fare ve insan beyninde varlig
gosterilmis belirgin 6zelliklerinden bir tanesidir. Bu 6zellesmis iligkinin hasar sonrasi
noronlarin korunmasinda etkin oldugu, bu koruyucu cevabin engellenmesinin hiicre

kaybin1 arttirdig1 gosterilmistir (118).

Merkezi sinir sisteminin rejeneratif 6zelliklerinin sinirli oldugu géz 6niinde
bulundurulursa, noéronlarin 6lmeleri durumunda yerlerinin doldurulamayacagi

diisiiniilebilir (119). Beyindeki i¢ veya dig kaynakli zararli etmenlere, kan-beyin
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engelinin bozulmasiyla parankime kandan cesitli istenmeyen molekiillerin sizmasi
veya viral infeksiyon gibi bir¢ok tehdite karsi noronlar1 korumakta temel gorev
mikroglialara diismektedir. Eger s6z konusu tehdit engellenemiyorsa ve bir néron
ciddi anlamda hasar gormiis veya islevini yitirmigse, néronu kurtarmanin mi1 yoksa
hasarin komsu noéronlar1 da etkilemesini engellemek amaciyla néronu ortadan
kaldirmanin m1 daha dogru olacagina karar vermek yine mikroglialara diismektedir

(114).

Bu durumda hasar goérmiis noronal hiicrelerin kaderine karar verirken
mikroglialar, ¢Ozlinebilir veya membrana-bagl birtakim sinyallerden faydalanir
(120). Bu habercilerin en dnemlilerinden bir tanesi adenozin trifosfat (ATP) ve onun
adenozin difosfat (ADP) gibi metabolitleridir. Hasar gormiis veya strese girmis
hiicrelerin sebep oldugu yiiksek hiicre dis1 ATP ve ADP konsantrasyonu, mikrogliada
bulunan P2Y piirinoseptor 12 (P2Y12 reseptorii) gibi piirinerjik reseptorler
tarafindan algilanir. Dolayisiyla yiliksek hiicre dist ATP ve ADP konsantrasyonu,
mikroglialarin hasarin yerini belirlemesi i¢in gerekli sinyali olusturur. Fizyolojik
kosullarda ise genellikle diisiik konsantrasyonlarda ATP salinmaktadir, buna
sinapslarda kotransmitter olarak ATP salinim1 6rnek gdosterilebilir (115, 116). Yapilan
caligmalar, ndron govdelerinden aktiviteye bagli olarak ATP saliverilmesinin hem
kortekste hem de derin beyin bolgelerinde yaygin olarak rastlanan bir durum
oldugunu, noronlarin g¢evrelerindeki mikroglialarla bu sekilde iletisim kurdugunu

ortaya koymustur (118).

- Mikroglialarin noroinflamatuvar yamti

Hem noral gelisim hem de erigkin nérogenezi esnasinda programli hiicre
Olimiiniin kararlagtirilmasi; sinaps gelisimi, olgunlagmasi, eliminasyonu ve
homeostazi (95, 121) gibi 6nemli fizyolojik gorevleri yerine getiren mikroglialar,
stres durumunda noroinflamatuvar siireglere yonelir. Mikroglialarda gerceklesen
ndroinflamatuvar siireclerin genel olarak “NOD-, LRR- and pyrin domain-containing

3 (NLRP3)” inflamazomu olusumunda birlestigi soylenebilir. NRLP3 inflamazomu,
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enfeksiydz ajanlar ve hastaliklarla iligkili siirecler tarafindan oldugu kadar (122),
psikososyal veya cevresel stresorler gibi endojen (steril) hasar sinyalleri tarafindan
da aktiflestirilebilir. Bu sekilde tetiklenen inflamazom, kaspaz-1’in aktivasyonunu
diizenler ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin aktif formlarina donistiiriilerek

salinimina sebep olur.

Stres tarafindan NRLP3 inflamazomunun aktivasyonu vasitasiyla tetiklenen
IL-1pB sinyal yolaklarmin néronlarda NF-«f3 aktivitesini arttirdig1 ortaya konmustur
(123). Ayrica stresle ilintili néroinflamatuvar medyatorlerin, 6zellikle de IL-1B’nin
hipokampal norogenezi azalttig1 ve farelerde depresif-benzeri davranissal ve biligsel

degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (124, 125, 126).

- Mikroglia belirtecleri

Merkezi sinir sistemi patolojilerinde 6nemli bir role sahip olan mikroglialar
isaretlemek i¢in giliniimiizde birgok belirte¢ kullanilmaktadir. Mikroglialarin
immunohistokimyasal analizleri i¢in en yaygin kullanilan belirte¢ iyonize kalsiyuma
baglanan adaptor molekiil 1°dir (Ibal-ionized calcium-binding adapter molecule 1).
Mikroglialarin dort islevsel fenotipini (ramifiye, aktive, ameboid ve distrofik) de
giivenilir sekilde isaretleyen Iba-1’in, ayrica periferik makrofajlar1 da isaretledigi
bilinmektedir. Allograft inflamatuvar faktdr 1 (AIF1- allograft inflammatory factor)
geni tarafindan kodlanan AIF1 sitoplazmik proteinini isaretleyen Iba-1’in ifadesinin
aktive mikroglialarda arttig1 goriilmiistiir (127). Diger bir mikroglia belirteci ise bir
hiicre ylizeyi proteini olan ve mikroglialara spesifik olup makrofajlar1 isaretlemeyen
TMEMI119’dur. Ayrica G-proteini kenetli piirinerjik bir reseptér olan P2RY12,
endoplazmik retiikkulumdan hiicre ylizeyine tasinirken major histokompatibilite
kompleksi II (MHCII- major histocompatibility complex II) molekiillerinin peptitlere
baglanan kismini bloke etmek i¢in gerekli bir zincir olan CD74, T lenfositlere antijen
sunan mikroglialarin ifade ettigi MHCII ve bir lizozomal belirte¢ olan CD68 de
mikroglialar1 isaretlemek icin kullanilabilen baslica belirtegler arasinda yer

almaktadir (127). Bahsedilen belirtegler ile isaretlenen farkli mikroglia fenotiplerinin
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ornek gorselleri asagidaki gibidir.

ramified activated amoeboid dystrophic

Sekil 2.3. Mikroglia belirtecleri ile isaretlenmis farkli mikroglia fenotipleri.
Iba-1, TMEM119, CD74, MHCII ve CD68 belirtecleri, mikroglialar1 isaretlemek ve
fenotiplerini birbirinden ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir (127).

- Noroinflamasyonun Major Depresyon Patogenezindeki Rolii

Son yillardaki klinik gozlemler, major depresyon etiyolojisinde immiin
disregiilasyonun olasi1 roliinii diislindiirmektedir. Major depresif bozuklugun siklikla
diyabet, kanser, romatoid artrit, sistemik lupus eritematosus ve multipl skleroz gibi
sistemik inflamatuvar hastaliklarla komorbid olarak goriilmesi, depresyon
hastalarin kanlarinda graniilosit ve monositlerin sayilar1 ve akut faz proteinlerinin
seviyesinin  kontrollerden daha yliksek saptanmasi depresyonun inflamasyonla
baglantis1 oldugunu diisiindiirmektedir (128, 129, 130, 131). Ayrica, psikolojik
stresin insanda periferik inflamasyonu arttirdigi (132, 133) ve major depresyon
hastalarmin kanlarinda IL-1B seviyelerinin yiiksek oldugu gosterilmistir (134).
Antidepresan veya elektrokonviilzif sok ile tedavi edilen major depresyon
hastalarinda ise, bazi proinflamatuvar belirte¢lerin normal seviyelerine geriledigi

gozlenmistir (135, 136, 137, 138). Bircok calisma major depresyonun periferik
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inflamasyonla iligkisi iizerine kurulu olsa da, inflamatuvar belirteclerin beyin-
omurilik sivisindaki seviyelerini degerlendirerek yapilan caligmalar depresyonu

santral inflamasyonla da iliskilendirmistir (139, 140).

Mikroglialarin major depresyon patofizyolojisi tizerindeki olasi rolii tizerine
kanitlarin bir kismi ise, aktive olmus mikroglialar ve reaktif astrositler tarafindan
yiiksek miktarda ifade edilen ve PET (positron emisyon tomografisi) yardimiyla
miktar1 tayin edilebilen translocator protein (TSPO) ile yapilan calismalardan
gelmektedir (141). Major depresyon hastalarinda TSPO yogunlugunun saglikli
kontrollerden yiiksek oldugu goriilmiis, TSPO baglanmasi ile depresyonun siddeti
arasinda bir pozitif korelasyonun varligi savunulmustur (142). TSPO’nun dolayli bir
noroinflamatuvar belirte¢ olarak kullanildigi bir diger ¢alismada ise, TSPO’ya PET
radyoligand baglanmasinin tedavi edilmeyen depresyon hastalarinda en yiiksek
seviyede oldugu, ila¢ tedavisi alan depresyon hastalarinda ve saglikli kontrollerde
TSPO baglanmasinin daha diisiik oldugu ve kendi icinde anlamli bir fark

gostermedigi ortaya konmustur (143).

Tim bu klinik ve preklinik calismalar birlikte degerlendirildiginde, major
depresyon patofizyolojisini agiklamada ve olasi tedavi hedeflerini belirlemede

noroinflamatuvar siireclerin olduk¢a umut vadedici oldugu goriilmektedir.

2.4. Doku Seffaflastirma ve Light Sheet Fluorescence Microscopy (Isik
Tabakas1 Floresan Mikroskopisi)

Dokular iizerinde c¢alisabilmek amaciyla uzun siiredir kullanilan klasik
histoloji teknikleri ile tiim organin incelenmesi miimkiin olmadigindan,
aragtirmacinin gozlemleri dokunun Orneklenen kisimlariyla kisitli kalmakta; bu
durum ciddi miktarda veri kaybina yol agarak hatalara sebebiyet verebilmektedir. Bu
nedenle, organizmalarin isleyisleri ile patolojilerinin tarafsiz ve kapsaml bir sekilde
arastirilabilmesi i¢in giiniimiizde doku seffaflagtirma teknikleri yardimiyla tiim organ
goriintiillemeleri 6nem kazanmistir. Gelistirilen sefffaflastirma teknikleri, 1s1k

tabakas1 floresan mikroskopisi ve otomatize goriintii analizi yaklasimlart ile
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birlestirildiginde, geleneksel histoloji tekniklerine kiyasla ¢ok daha fazla veri

oldukca hizli ve diisiik maliyetli bir sekilde iiretilebilmektedir. Bunun yaninda, doku
seffaflagtirma yontemleri tlim organin secilen antikorlarla isaretlenmesine izin
verdiginden hiicre alt1 seviyede sistemli bir sekilde kapsamli veri elde edilmesini

miimkiin kilmaktadir (144).

Glniimiizde doku seffaflastirmakta kullanilan yaklasimlar hidrofobik,
hidrofilik ve hidrojene dayali yontemler olmak {izere ii¢ ana grupta
siiflandirilmaktadir. Bahsedilen yontemler lipidlerin, pigmentlerin ve kalsiyum
fosfatin dokudan uzaklastirilmasi (delipidasyon, dekolorizasyon ve dekalsifikasyon)
yoluyla oOrneklerin neredeyse tamamen seffaf bir forma ulasmasi prensibine
dayanmaktadir (144). Coziicliye dayali yontemler olarak da adlandirilabilen
hidrofobik yaklasimlar suyun uzaklastirilmasi, yagin uzaklastirilmast ve kiriklik
indisi eslestirilmesi olmak iizere {i¢ ana basamak igermektedir. Bunlardan suyun
uzaklastirllmasi basamagi hidrofobik seffaflastirma yontemleri i¢in ayirt edici
basamaktir, yagin da uzaklastirilmasiyla birlikte biyolojik dokularda en fazla bulunan
iki kimyasal bilesen olan su ve yag dokudan uzaklastirilmis olmaktadir (145). Suyun
kiricilik indisi (1.33) (146) dokunun kalan kisminin kiricilik indisinden (~ 1.55)
olduk¢a farkli oldugundan suyun yerine, kiricilik indisi kalan dokunun kiricilik

indisine daha yakin olan bir stvinin gecirilmesi, 15181n sacilimini azaltmaktadir (147).

Hidrofobik seffaflastirma yontemlerinden iDISCO (immunolabeling-enabled
three-dimensional imaging of solvent-cleared organs, ¢oziiciiyle seffaflagtirilan
organlarin immiin isaretlemeye izin veren ii¢ boyutlu goriintiillemesi), norobilim
aragtirmalarinda ilgilenilen proteinin tiim dokuda g¢alisilmasini miimkiin kilmaktadir.
Fare beyin ve spinal kordunun kesit alinmadan seffaflastirilmast ve goriintiillenmesi
icin Ali Ertiirk ve arkadaslar tarafindan gelistirilen 3DISCO (3D imaging of solvent-
cleared organs, coziicliyle seffaflastirilan organlarin 3 boyutlu goriintiilenmesi)
yontemini (148, 149) takiben Reiner ve arkadaslar tarafindan otofloresans azaltilip
sinyal-gliriiltii oran1 artirilarak 6rnegin immiin isaretlenme kosullarinin iyilestirildigi

iDISCO prosediirii gelistirilmistir (150). Bu protokol dahilinde metanol, hidrojen
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peroksit, deterjanlar ve dimetil siilfoksit (DMSO) ile 6n muamele basamagi
eklenerek antikorlarin dokuda daha derinlere penetre edebilmesi saglanmistir. Bunu
takiben ise 3DISCO yontemiyle antikorla isaretleme ve doku seffaflastirma yapilarak
Ornek goriintiilemeye hazirlanmaktadir. Daha sonra gelistirilen iDISCO+

protokoliinde ise diklorometan (DCM) ile ek bir delipidasyon basamagi eklenmistir

(151).

iDISCO protokoliinii takip ederek seffaflastirilan beyinler, Isik Tabakasi
Floresans Mikroskopisi (LSFM- Light Sheet Fluorescence Microscopy) ile
goriintiilenebilmektedir. LSFM, voliimetrik goriintiileme yaparken yliksek uzaysal
¢cozlinlirliigli koruyabilen bir optik dilimleme teknigidir (152). Tek nokta tarama
tekniklerinin aksine, LSFM dokuyu bir noktaya odakli sekilde degil yerel olarak ince
bir 151k tabakasi ile uyarmaktadir. Bu sekilde, voliimetrik goriintiilerin alinma hizi
oldukg¢a artmakta (153, 154, 155), solma (photobleaching) ve fototoksisite en aza
inmektedir (156, 157, 158). igne deligi (pinhole) optigi yardimiyla z diizleminde
yuksek ¢oziintirlik vadeden konfokal mikroskopide, goriintiileme hizi ve uyarilma
etkinligi (excitation efficiency) kisitlayici bir faktor olarak ortaya ¢ikarken, LSFM ile
gorilintiileme hizi ve uyarilma etkinligi bozulmadan hiicre alt1 ¢oziiniirliik ve optik
dilimleme saglanabilmektedir (159). Tiim bu sebeplerle, seffaflastirilmis tiim beyin

goriintiilemesi icin LSFM oldukgca elverisli bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢aligmasi dahilinde glikojenoliz inhibisyonunun davranigsal ve molekiiler
etkilerini gozlemleyebilmek amaciyla intrahipokampal DAB/serum fizyolojik
enjeksiyonlar1 yapilmis ve ardindan davranis deneyleri gergeklestirilmistir. Tez
caligsmasi i¢in deneyler iki set seklinde gergeklestirilmis, ilk sette hayvanlara kaniil
takilmadan enjeksiyon yapilmis ve enjeksiyondan 3 ile 5 giin sonra davranis testleri
yapilmisti. Bu deneylerden elde edilen bulgular i1s18inda ikinci set deneyler
planlanmustir. Ikinci set deneylerde farelere hipokampusa yapilacak enjeksiyonlar
icin kilavuz kaniil yerlestirilmis, islem bolgesindeki dokunun iyilesebilmesi i¢in 5
glin beklenmis ve ardindan kaniillerin icerisinden uyanik farelere (anestezi
kullanilmadan) DAB veya serum fizyolojik enjeksiyonlart yapilmistir.
Enjeksiyonlardan 15 dakika sonra hayvanlar 1 saat boyunca sigana maruz birakma
stresine tabii tutulmus, enjeksiyonlari takiben 1., 3. ve 5. gilinlerde ise davranis
testleri uygulanmistir. Her iki deney setinde de enjeksiyon sonrasi 6.glin hayvanlar

perfiizyonla tespit edilerek beyinleri ¢ikarilmistir.

Kaniil takilmadan yapilan birinci set deney semasi, Sekil 3.1.’de 6zetlenmistir.

T . 3 2 .
intrahipokampal DAB/ 3 giin sonra giin sonra

serum fizyolojik .
enjeksiyonu

3.glin davranig » | 5.gin davranis
deneyleri deneyleri
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1.grup 2.grup 3.grup 4.grup S.grup
enjeksiyon || enjeksiyon enjeksiyon||enjeksiyon || enjeksiyon

n=3 SF n=3 SF n=3 SF || n=3 SF n=3 SF
n=3 DAB || n=3 DAB n=3 DAB||n=3 DAB || n=3 DAB

I S S

N R 4 4 4 4 4
1.grup 2.grup 3.grup 4.grup 5.grup
8:15-13:15 5.giin 5.glin 5.giin 5.giin 5.glin
deneyleri | | deneyleri deneyleri | |deneyleri | | deneyleri
13:30-18:30 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup 5.grup
3.giin 3.giin 3.giin 3.giin 3.giin
deneyleri || deneyleri deneyleri | [ deneyleri | | deneyleri

Sekil 3.1. Birinci set deneylerde takip edilen akis semasi.

Gorseldeki n sayilar1 deneye katilan disi hayvan sayisini yansitmakta olup erkek
farelerde ise toplamda 14 adet hayvana DAB, 12 adet hayvana SF enjekte edilmistir.
Intrahipokampal DAB/serum fizyolojik enjeksiyonundan sonraki 3. ve 5. giinlerde
davranig deneyleri yapilmis, hayvanlar 6.giin sakrifiye edilmistir.

Kaniil takilmadan yapilan enjeksiyonlardan {i¢ giin sonra, DAB ve SF’in daha
kisa vadedeki etkilerini gdzlemleyebilmek amaciyla sirasiyla 16komotor aktivite/agik
alan testi, aydinlik-karanlik kutu testi, kuyruktan asma testi ile siikroz tercihi testi
yapilmugtir. Ugiincii giin davranis testlerinden 2 giin sonra ise enjeksiyonun besinci
glindeki davranisa olan etkilerini gozlemlemek amaciyla testler ayni sirayla
uygulanmis, siikroz tercihi testi tekrarlanirsa siikrozun 6diil degerinin azalabilecegi
diisiiniilerek bu test tekrar edilmemistir. Davranig testlerinin tamamlanmasini takiben
enjeksiyondan alt1 giin sonra hayvanlar sakrifiye edilmis, intrakardiyak perfiizyon

yapilmis ve beyinleri immiinfloresan incelemeler i¢cin alinmastir.

Kaniil takilarak yapilan ikinci set deneyler Sekil 3.2.’de 6zetlenmistir.

Sginsonra [ lginsonra | |gy | 2ginsonra | 3in | 2ginsonra | 5 gip

Kaniileri intrahipokampal DAB/ & & &
ATE |y [FHapoKampa > | davramg | = | davransg | = | davrans
takilmast SF enjeksiyonu . . .
deneyleri deneyleri deneyleri
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1.grup 1.grup 1.grup

- p . 1.grup
1.giin 3.giin 5.gilin 4
deneyleri deneyleri deneyleri perfiizyon
2.grup DAB/SF

enjeksiyonlart

Kaniillerin takilmasi Ve si¢ana maruz
birakma stresi

| | 1

Cran | | s | s son st | atn | |ttt | s || | o
l

1.grup DAB/SF
enjeksiyonlari
Ve sigana maruz

birakma stresi
2.grup 2.grup 2.grup 2.grup
1.giin 3.giin 5.gin || perfiizyon
deneyleri deneyleri deneyleri

Sekil 3.2. Kaniil takilarak yapilan deneylerde takip edilen akis semasi.

15 disi ve 12 erkek hayvana DAB, 11 disi ve 10 erkek hayvana SF enjeksiyonu
yapilmis; disi ve erkek hayvanlarin deneyleri bir ay aralikla gerceklestirilmistir. DAB
ve SF verilecek olan hayvanlar enjeksiyon giinlerine dengeli bir sekilde dagitilmistir.
Intrahipokampal DAB/SF enjeksiyonundan sonraki 1., 3. ve 5. giinlerde davranis
deneyleri yapilmis, hayvanlar 6.giin sakrifiye edilmistir.

Kantllii hayvanlara yapilan enjeksiyonlar1 takiben 1., 3. ve 5. glinlerde
sirastyla sosyal etkilesim testi, aydinlik-karanlik kutu testi ve kuyruktan asma testi
yapilmis; testlerin son bulmasiyla enjeksiyondan alt1 glin sonra hayvanlar sakrifiye
edilmis, intrakardiyak perfliizyon yapilmis ve beyinleri immiinfloresan incelemeler

i¢in alimustir.
3.1. Kullanilan Hayvanlar ve Barindirma Kosullar:

Calismada agirliklart 25-40 gr arasinda degisen 56 adet disi, 48 adet erkek
Swiss albino fare kullanilmis, deney hayvanlar1 Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Hayvanlar
Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii’ne
getirilmelerinden itibaren sicakligi 22+3°C’de, nem orant %50-60 arasinda tutulan
0zel odada, saydam pleksiglas kafeslerde, 12’ser saatlik karanlik-aydinlik dongiisii

altinda barimdirilmis olup su ve yem ad libitum olarak saglanmistir.
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Calismadaki hayvan deneyleri Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu tarafindan 2018/42 ve 2022/38 dosya kayit numaralari ile onaylanmistir.
3.2. intrahipokampal DAB ve Serum Fizyolojik Enjeksiyon Prosediirii

3.2.1. Kaniil Takilmadan Gergeklestirilen Intrahipokampal DAB ve

Serum Fizyolojik Enjeksiyonlari

Prosediir i¢in deney hayvanlarinin anestezisi izofluran ile saglanmis,
baslangic dozu olarak %4, idame dozu olarak %]1,5-3 tercih edilmistir. Islem
stiresince 2 L/dakika oksijen destegi saglanmig, hayvanin viicut sicakligi rektal prob
ile takip edilip homeotermik battaniye ile 37.0+0.1°C’de sabit tutulmus, doku oksijen
satiirasyonu ve nabiz ise pulse oksimetre ile monitorize edilmistir. Hayvanlar derin
anestezi saglandiktan sonra stereotaktik pencereye yerlestirilmis, enjeksiyon igin
kafatasina iki tarafli delik (Burr hole) agilmistir. Her iki hemisfere de 1,5 mM 1,5 ul
DAB (serum fizyolojik icerisinde), 26G kalinlikta igne ucundan mikroenjeksiyon
pompast yardimiyla enjekte edilmistir. Enjeksiyonlarda bregmaya gore 2,5 mm
posterior, 2 mm lateral ve 3,6 mm derinlik koordinatlar1 kullanilmis, enjeksiyon
bolgesine mikromanipiilatdr yardimiyla 8-10 dakikada ulasilip 1,5 pl sivi 0,15ul/
dakika hizla on dakika i¢inde hipokampusa enjekte edilmistir. Enjeksiyon
tamamlandiktan sonra 1 dakika beklenmis, enjeksiyon bdlgesinden
mikromanipiilatorle 5 dakikada c¢ikilmistir. Yalanci uygulama grubunda ise ayni
protokol uygulanmis ancak DAB yerine ayni hacimde serum fizyolojik enjeksiyonu

yapilmugtir.

3.2.2. Kaniil Takilarak Gergeklestirilen intrahipokampal DAB ve Serum
Fizyolojik Enjeksiyonlar:

Prosediir i¢in deney hayvanlarinin anestezisi izofluran ile saglanmis,
baslangic dozu olarak %4, idame dozu olarak %]1,5-3 tercih edilmistir. Islem
siiresince 2 [/dakika oksijen desteg§i saglanmis, hayvanin viicut sicakligi rektal prob

ile takip edilip homeotermik battaniye ile 37.0+0.1°C’de sabit tutulmus, doku oksijen
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satiirasyonu ve nabiz pulse oksimetre ile monitorize edilmistir. Hayvanlar, derin
anestezi saglandiktan sonra stereotaktik pencereye yerlestirilmis, depresyonla siklikla
iligkilendirilen hipokampus bdlgesine daha sonra yapilacak enjeksiyonlarda kilavuz
olusturmas1 amaciyla kaniiller yerlestirilmistir. Kaniiller yerlestirildikten bes giin
sonra fareler uyanikken kilavuz kaniiliin igerisinden deney grubuna DAB, kontrol

grubuna ise SF enjekte edilmistir.

3.3. Sicana Maruz Birakma Akut Stres Prosediirii

Kaniil takilarak intrahipokampal enjeksiyonlari gerceklestirilen deney
hayvanlari, DAB/SF enjeksiyonu tamamlandiktan 15 dakika sonra bir saat siireyle
sigan stresine maruz birakilmistir. Strese maruz birakma sicanin kafesinde
gergeklestirilmis, sigan ile fare arasinda temasi engelleyen pleksiglas bir ayirag
kullanilmistir. Bu ayirag vasitasiyla hayvanlar birbirlerini gorebilmis, seslerini
duyabilmis ve kokularini alabilmistir. Stres prosediirii tamamlanan fareler ise tekrar

kendi kafeslerine yerlestirilmistir.

3.4. Davrams Testleri

3.4.1. Lokomotor Aktivite Testi ile Acik Alan Testi: Farelerin kare seklinde,
boyutlar1 22.5%22.5%30 cm olan kutuda, 10 dakika boyunca toplam kat ettikleri
mesafe Ethovision XT-8 ile izlenmis ve lokomotor aktivite olarak kaydedilmistir.
Ayrica programda kutunun merkezinde 11x11 cm ebatlarinda bir kare daha
tanimlanarak ayni siire icerisinde farenin bu merkezi alanda kat ettigi mesafe agik
alan testi olarak degerlendirilmistir. Ac¢ik alanda (merkezde) gecirilen siire,

anksiyetenin degerlendirilmesinde kullanilmistir (160, 161).

3.4.2. Aydinlik -Karanhk Kutu Testi: Bu test icin hayvanlar aydinlik ve
karanlik bolmeleri olan kutuya karanlik taraftan birakilarak aydinlik alana girme
frekanslari, latanslar1 ve her iki alanda gecirdikleri siire degerlendirilmistir. Bu test,
kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlara on dakika siireyle

uygulanmis; bu sebeple alistirma (¢raining) fazi uygulanmasina gerek kalmamustir.
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Kaniillii hayvanlarda ise testten dnceki 12 saat icerisinde hayvanlara aralikli olarak
ikiser kez onar dakika siireyle alistirma faz1 uygulanmus, test ise 5 dakika stirmiistiir.
Aydinlik-karanlik kutu testinden elde edilen veriler anksiyete diizeyinin

degerlendirilmesinde kullanilmistir (162, 163).

3.4.3. Kuyruktan Asma Testi: Hayvanlar kuyruklarimin ucunun 2-3 mm
proksimalinden dikey asili kalacak sekilde bir masanin ylizeyine bantlanmis,
kurtulmak i¢in gosterdikleri hareketlilik kantifiye edilerek degerlendirilmistir.
Hareketsiz gecirilen siireler kiyaslanarak hayvanlarin depresyonda goriilen
umutsuzlugu modelledigi diisiiniilen davranigsal umutsuzluklarinin karsilastirilmasi
hedeflenmistir (164, 165). Kuyruktan asma testi kaniil takilmayan ve kaniillii

hayvanlarda ayn1 sekilde uygulanmaistir.

3.4.4. Siikroz tercihi testi: DAB ve serum fizyolojik enjeksiyonlarindan bir
giin once fare kafeslerine, siikkroza aligtirma amaciyla ikisinde de %1’lik siikroz
cozeltisi olan ikiser suluk yerlestirilmistir. Deney gilinii sabahi ise suluklar
kafeslerden alinarak deney hayvanlari siikroz tercihi testine kadar susuz birakilmistir.
Ardindan stikroz tercih testi icin tiim kafeslere biri ¢esme suyu, biri %1 siikroz
sollisyonu igeren ikiser suluk yerlestirilmis, siikrozlu sular kafeslerin yarisinda sag
tarafa yarisinda ise sol tarafa konulmustur. Siikroz tercihi testinin sonlanmasinin
ardindan tiiketilen toplam su ve siikrozlu su miktar1 kaydedilmistir. Fareler siikrozlu
suyu tercih etmeye meyilli olduklarindan, tiiketilen siikrozlu su kiitle ve hacminin
tiiketilen toplam su ve siikrozlu su kiitlesi ile hacmine oran1 depresyon belirtisi olan
anhedoni-benzeri davranisi (keyif almama) degerlendirmek i¢in kullanilmistir (166,
167). Siikroz tercihi testi sadece kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon

yapilan hayvanlarda yapilmistir.

3.4.5. Sosyal Etkilesim Testi: Kaniillerinden DAB/SF enjeksiyonu yapilan
hayvanlarin anhedoni egilimleri sosyal etkilesim testi ile degerlendirilmistir. Test i¢in
boyutlart 40.5 cmx60 cm olup aradaki kapilardan birbirine gecilebilen 3 bolmesi

olan bir kutu kullanilmistir. Testten Once deney hayvanlari kutuya alistirmak
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amaciyla, 15 dakikalik stirelerle iki kez orta bolmeden kutuya birakilmis, alistirma
siiresince bolmeler arasi kapilar acik oldugundan hayvanlar kutu i¢inde serbestce
hareket edebilmistir. Bu sathada, orta bolme bos birakilarak kutunun iki ucundaki
bolmelere igleri bos birer silindirik demir kafes yerlestirilmistir. Test safthasinda ise,
demir kafeslerden bir tanesine deney hayvani ile ayni1 cinsiyette bir Swiss albino fare,
bir tanesine ise deney hayvaninin daha 6nce karsilasmadigi bir oyuncak konulmustur.
Toplamda 6 dakika siiren testin ilk 1 dakikasinda, orta bélmeden diger iki bolmeye
gecisi saglayan kapilar kapatilmis, orta bolmeye birakilan deney faresi bu bdlme
icinde serbestce gezinebilmistir. Bir dakikalik siire tamamlandiktan sonra ise
bolmeler aras1 kapilar acilmis, bu asamada deney hayvani bolmeler arasinda gecis
yapabilmistir. Testin tamami kayit altina alinmis, deney hayvaninin kutunun her iki
tarafindaki demir kafeslerle etkilesim siiresi kaydedilmis ve bu siireler birbiri ile
kiyaslanarak sosyal etkilesim indeksi hesaplanmistir. Sosyal etkilesimin 6diil degeri
oldugundan deney hayvanlarinin icinde baska bir Swiss albino fare olan demir
kafesin yakinlarinda daha fazla siire gecirmesi beklenmektedir. Bu sebeple sosyal
hedefle sosyal olamayan hedefleri i¢eren kafesler etrafinda gecirilen siire farki, bir
depresif-benzeri davranig bulgusu olan anhedoni-benzeri davranist degerlendirmek

icin kullanilmistir (168).
3.5. Intrakardiyak Perfiizyon ve Otenazi

Davranis testlerinin tamamlamasinin ardindan deney hayvanlarinin
intrakardiyak perfiizyon ve 6tenazisi yapilmistir. Once letal dozda (1g/kg) kloral
hidrat ile anestezi ve sedasyon saglanmis, ardindan agrili uyarana cevap
alimamadiginda cerrahi isleme baslanmistir. Goglis kafesi acgilarak kalp ortaya
cikarildiktan sonra sol ventrikiilden intraventrikiiler %0.4 salin-heparin perfiizyonuna
baslanip dolasimin tamamlanmasi i¢in sag atriuma kesi atilmistir. Salin-heparin
perfiizyonu 2-3 dakika boyunca uygulanmis, karacigerin beyazlamaya basladigi
goriildiikten sonra %4 paraformaldehit ile perfiizyon fiksasyonu asamasina
gecilmistir. Bu islem, dokularda belirgin sertlesme gerceklesene kadar devam

ettirilmis, perflizyon tamamlandiginda ise dekapitasyon uygulanarak beyin
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cikartilmustir.

3.6. Doku islemleri

Kardiyak perfiizyon sonrasi ¢ikarilmis beyin dokusu %4 paraformaldehit
icinde 24 saat boyunca post-fiksasyon islemine tabi tutulduktan sonra,
kriyoproteksiyon amaciyla %30 derisiminde siikroz c¢ozeltisi icinde dibe c¢okene
kadar bekletilmigtir. Kriyotom yardimiyla poli-L-lizin kapli lamlara 12 mikron
kalinliginda alinan kesitler, -20 °C’de saklanmis ve immiinohistokimyasal

isaretlemeleri yapilmistir.
3.7. immiinohistokimyasal Isaretlemeler ve Goriintiileme

Kesitlerde mikroglial aktivasyon belirteci olarak Iba-1 kullanilmis; yapilan
floresan boyamalar1 goriintiileme amacli Nikon epifloresan mikroskop ve Leica
konfokal lazer taramali mikroskoplar kullanilmistir. Goriintiiler Image-J programi ile
degerlendirilmis; mikroglialarin uzantilarinin kisalip kalinlagmasi, gévdeden cikan
dallanmalarin artmasi, hiicre govdelerinin biiylimesi ve Iba-1 sinyalinde artig

mikroglial aktivasyon olarak degerlendirilmistir.
3.7.1. Iba-1 boyama protokolii

Anti-Ibal antikoru ile isaretlemeler icin soliisyonlar TBS (Tris-buffered
saline) igerisinde hazirlanmistir. %0.025 Triton X-100 ¢ozeltisi ile yikanan kesitler,
once %0.2 Triton X-100 cozeltisi ile membran gecirgenligi artirllmis ardindan da
normal ke¢i serumu (NGS) (%10, %1 BSA) ile blokaj yapilmistir. Blokaj soliisyonu
icerisinde hazirlanan anti-Ibal antikoruyla (1:250) gece boyunca +4 °C’de inkiibe
edilen kesitler, ertesi glin %0.025 Triton X-100 ¢ozeltisi ile ili¢ kez beser dakika
yikanarak blokaj soliisyonu igerisinde 1:200 oraninda Cy2 goat anti rabbit sekonder
antikorla oda sicaklifinda bir saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra

tekrar yikanan kesitler Hoechst ile kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.
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3.8. Veri Analizi

Goriintii analizinde Nikon marka epifloresan, Leica marka konfokal lazer
taramalt mikroskoplarin kendi yazilimlarina ek olarak Image-J yazilimindan

faydalanilmistir.
Davranis deneyleri Ethovision XT-8 ile kaydedilerek degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizlerde IBM SPSS 20 yazilimi kullanilmus, verilerin normal
dagilimi Kolmogorov Smirnov analizi ile degerlendirilmis, istatistiksel analiz
yontemleri verilerin parametrik varsayimlart saglayip saglamamasina gore
secilmistir. Kaniil takilmayan hayvanlardaki I6komotor aktivite, aydinlik-karanlik
kutu testinde aydinlik alanda gegcirilen siire, agik alan testinde acik alanda gegirilen
siire, kuyruktan asma testinde hareketsiz gegirilen siire ve siikroz tercih testinde
tiikketilen siikrozlu su miktarinin tiiketilen toplam sivi miktarina orani student t-testi
ile; aydinlik-karanlik kutu testinde aydinlik alana ge¢me latans1 Kaplan-Meier
sagkalim analizi ile degerlendirilmistir. Lokomotor aktivitedeki degisimin acik
alanda gecirilen toplam siire iizerine etkisi kovaryans analizi ANCOVA ile; 3. ve 5.
giinlerdeki lokomotor aktivitelerinde, agik alanda gecirdikleri siirede ve kuyruktan
asma testinde hareketsiz kaldiklar1 siiredeki degisim tekrarli dlglimler icin ANOVA
ile degerlendirilmistir. Grafiklerdeki veriler ortalama+/- standart sapma olarak
verilmistir. Kaniillii hayvanlarin sosyal etkilesim indeksi, aydinlik alanda gecirdikleri
stire ve kuyruktan asma testinde hareketsiz gecirdikleri sirte MANOVA ile, aydinlik
alana ge¢me latans1 ve kuyruktan asma testinde hareketsiz kalma latansi ise Kaplan-
Meier sagkalim analizi ile degerlendirilmistir. ANCOVA analizlerinde, test sonuglari
tizerinde zamanin etkisinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigi zaman x
grup etkisi ifadesiyle, deney gruplar arasinda gozlenen farkliliklarin cinsiyete bagh
degiskenlik gosterip gostermedigi grup x cinsiyet etkilesimi ifadesiyle izah

edilmistir. Istatistiksel anlamlilik esigi p<0,05 olarak belirlenmistir.
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3.9. Doku Seffaflastirma ve Isik Tabakasi1 Floresan Mikroskopi

Goriintiilemesi

Calisgmanin doku seffaflastirilmast ve 151k tabakasi floresan mikroskopi ile
goriintiilerin olusturularak analiz edilmesi kismi: Miinih’te inme ve Demans

Arastirmalar1 Merkezi’nde Dr.Ali Ertiirk ve ekibi tarafindan gergeklestirilmistir.
3.9.1. Dokunun Seffaflastirllarak Gériintiileme Icin Hazirlanmasi

Kardiyak perfiizyon sonrast %4 PFA’da tutulmakta olan sekiz adet beyin
orneginin tek hemisferi iDISCO protokoliine gére hazirlanmustir (169). Ornekler bir
saat PBS ile yikanmis, ardindan sirasiyla her biri birer saat siiren %40, %60, %380,
%100, %100 metanol/su serisinde dehidrate edilmistir. Bu asamay1 takiben 6rnekler
DCM (diklorometan)/metanol ¢ozeltisinde (metanol/DCM hacim oram 1:2) ii¢ saat
inkiibe edilmis, %5 hidrojen peroksit ¢ozeltisinde (%30 hidrojen peroksit/metanol
hacim oran1 1:5) 4°C’de gece boyunca agartilmistir. Ardindan 6rnekler sirasiyla her
biri bir saat siiren %80, %60, %40 metanol/su serisi ve PBS ile rehidrate edilmis,
PBS/9%0.2 Triton X-100 c¢ozeltisinde birer saat siireyle iki kez yikanmustir. Sonraki
adimda Ornekler PBS/%0.2 Triton X-100/%20 DMSO0/%?2.3 glisin ¢ozeltisinde
37°C’de gece boyunca inkiibe edilmis, PBS/%0.2 Triton X-100/%10 DMSO/%6 keg¢i
serumunda 37°C’de gece boyunca bloke edilmisir. Bu adimi takiben 6rnekler PBS/
%0.2 Tween-20/10 pg/ml heparin/%5 DMSO/%3 kec¢i serumu ¢ozeltisinde 1:1000
oraninda propidiyum iyodiir ve Iba-1 antikorlariyla 37°C’de bes giin boyunca
boyanmis, PBS/%0.2 Tween-20/10 pg/ml heparin ¢ozeltisinde 37°C’de birer giin
olmak tizere iki kez yikanmis, ardindan PBS/%0.2 Tween-20/10 pg/ml heparin/%3
keci serumu igerisindeki goat anti-rabbit Alexa Fluor 647 antikoruyla 37°C’de bes
glin inkiibe edilmistir. Daha sonra PBS/%0.2 Tween-20/10 pg/ml heparin
cozeltisinde 37°C’de birer giin siireyle iki kez yikanan beyinler sirasiyla her biri bir
saat stiren %50, %70, %90, %100, %100 oraninda THF/su serisinde dehidrate
edilmistir. Ardindan %100 DCM’de 30 dakika inkiibe edilen beyinler son olarak

kiricilik indisini eslemek amaciyla benzil alkol/benzil benzoat’a konulmustur.
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3.9.2. Seffaflastirilmis Orneklerin Isik Tabakas1 Floresan Mikroskopisi

ile Goriintiillenmesi

Goriintilleme i¢in bir beyaz 1s1ik lazer modiiliine (NKT SuperK Extreme
EXW-12) baglh bir LaVision Ultrall mikroskobu {izerine monte edilmis bir imersiyon
diizeltmeli daldirma bashigi ile donatilmis 4x objektif lens (Olympus XLFLUOR
340) kullanilmistir. Goriintiler 16 bit derinlikte ve 1.625 pm/voksel nominal
coziinlirlikte XY eksenlerinde tiim Orne8i sigdiracak sekilde 1x3 doseme
kullanilarak alinmistir. Beyin yapilar1 propidyum iyodiir (545/25 uyarma ve 605/70
emisyon filtresi kullanilarak) ve Alexa Fluor 647 floresan boyalarla (640/40 uyarma

ve 690/50 emisyon filtresi kullanilarak) sirayla gorsellestirilmistir.

Z diizleminde kesitsel goriintiiler, sol ve sag tarafli aydinlatma kullanarak 3
um'lik adimlarla alinmistir. Demetin Gauss seklinden kaynaklanan bulaniklig
azaltmak igin, 151k levhasinin odak konumunun diizlem ve taraf bagina 6 adimli sirali

kaydirmasi kullanilmistir. Isik tabakasinin en ince noktasi 5 pm olmustur.
3.9.3. Isik Tabakasi Floresan Mikroskopi Goriintiilerinin Analizi

Goriintiisii edinilen hacimler TeraStitcher'in otomatik global optimizasyon
islevi (v1.10.3) kullanilarak birlestirilmis ve her kanal ayr1 degerlendirilerek yarim
beyinlerin hacimsel yogunluk goriintiileri liretilmistir. Ardindan, Imaris'in (v9.3.1)
yerlesik noktalar islevi (arka plan ¢ikarma: agik, ROI hacmi 150x150x75 pm, filtre
kalitesi: 150) kullanilarak belirlenen ilgi bolgelerindeki (prelimbik, infralimbik ve

anterior singulat korteks) mikroglialar tespit edilerek sayilar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kaniil Takilmadan Intrahipokampal Enjeksiyon Yapilan

Hayvanlarin Davrams Testleri
4.1.1. Anksiyete-benzeri Davrams

- Acik Alan Testi

Enjeksiyon sonrasi {igiincii giinde gerceklestirilen agik alan testinde, acik
alanda gegirilen siire agisindan disi ve erkek kontrol ve deney gruplar1 arasinda bir
fark gozlenmemistir (sirastyla t(26)=0,16, p=0,873; t(24)=0,10, p=0,920) (Sekil 4.1.
A). Buna karsin, enjeksiyon sonrasi besinci giinde yapilan acik alan testinde deney
grubu erkek farelerde, a¢ik alanda gegirilen silirede artis kaydedilirken
(t(20,094)=2,86, p=0,01), disilerde kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan anlaml bir fark gézlenmemistir (t(26)=1,47, p=0,155) (Sekil 4.1.B).

B
Acik alan siire 3.giin Acik alan siire 5.giin

(s) (s)

100 40

75

[ kontrol [ kontrol
[l DAB & DAB

Disi

Sekil 4.1. Kandil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarin ii¢lincii
ve besinci giinlerde agik alanda gecirdikleri siire (s).

Enjeksiyon sonrasi besinci giinde yapilan agik alan testinde, erkek farelerde agik
alanda gecirilen siirede artis gdozlenmistir (p=0,01). Grafiklerdeki veriler ortalama+/-
standart sapma olarak verilmistir.

Enjeksiyon sonrasi tigiincii giinde, 16komotor aktivite diizeyinde ne disi ne de

erkek farelerde kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamli bir fark
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gozlenmistir (swrastyla t(16,322)=0,71, p=0,486; t(23)=0,73, p=0,472) (Sekil 4.2.A).

Enjeksiyon sonrasi besinci giinde 16komotor aktivite testinde ise erkeklerde DAB
grubunda kontrol grubuna kiyasla lokomotor aktivitede artis gozlenmis olup
(t(21,456)=2,08, p=0,05), disilerde gruplar arasi bir fark saptanmamistir
(t(27)=-0,003, p=0,997) (Sekil 4.2.B). Bu fark, deney grubu erkek farelerde
enjeksiyon sonrast besinci giinde acik alanda gecirilen siirede gozlenen artig ile
birlikte degerlendirildiginde, agik alanda gecirilen siire artisinin anksiyete-benzeri
davranis ile degil 16komotor aktivitede artisla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu olasiligr degerlendirmek icin yapilan ANCOVA (kovaryans) analizinde,
lokomotor aktivitenin etkisi kontrol edildiginde hem disi hem de erkeklerin agik
alanda gecirdikleri siire gruplar arasinda benzer bulunmustur (disiler ig¢in

F(1,24)=1,907, p=0,180; erkekler i¢in F(1,22)=2,828, p=0,107).

A Lokomotor aktivite B Lokomotor aktivite
(3.glin) (cm) (5.glin) (cm)
3400 2400 *
2550 I I - 1800 — [ | [ I
l ‘ 1 I kontrol I kontrol
L DAB L DAB

1700 — 1200 — > —
850 600
0 Disi ERKEK 0 Disi ERKEK

Sekil 4.2. Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarin ti¢lincii
ve besinci giinlerdeki I6komotor aktiviteleri (cm).

Enjeksiyon sonrasi besinci giinde yapilan 16komotor aktivite testinde erkeklerde
DAB grubunda kontrol grubuna kiyasla l6komotor aktivitede artis gozlenmistir
(p=0,05).

Tekrarlayan olc¢limlerin etkisini degerlendirmek icin yapilan tekrarli 6l¢iimler
icin ANOVA’da hem erkek hem de disi farelerde agik alanda geg¢irilen siirede zaman
etkisi izlenmistir (sirastyla F(1,23)=75,366, p<0,0001; F(1,25)=60,004, p<0,0001).
Besinci giinde gruptan bagimsiz olarak hem erkeklerde hem de disilerde agik alanda

gecirilen ortalama siire ti¢lincii giinden diisilk bulunmustur. Ancak her iki cinsiyette

de zaman x grup etkisi saptanmamistir (sirasiyla erkek ve disi fareler igin
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F(1,23)=0,570, p=0,458; F(1,25)=0,059, p=0,810). Benzer sekilde, hem erkek hem

disi farelerde 16komotor aktivitede zaman etkisi izlenmistir (sirasiyla F(1,23)=
87.522, p<0,0001; F(1,24)=44,973, p<0,0001). Besinci giinde gruptan bagimsiz
olarak tiim erkek ve disilerde 16komotor aktivite {i¢lincii giinden diisiik bulunmustur.
Ancak zaman x grup etkisi saptanmamistir (sirasiyla erkek ve disi fareler igin
F(1,23)=0,903, p=0,352; F(1,24)=0,779, p=0,386). Bu bulgular, ac¢ik alanda gegirilen
stirenin ve 16komotor aktivitenin her iki cinsiyette de zamanla azaldigin1 ancak bu
etkinin DAB’1n etkileriyle iliskili olmadigini ortaya koymaktadir. Bunun olas1 nedeni
farelerin testin yapildig1 kutuya alismis olmalari, dolayisiyla da ikinci karsilasmada

kutuyu arastirma davraniglarinin azalmasi olabilir.

Lokomotor aktivite ve acik alan testlerinde denek sayisini artirarak DAB’1n
etkisini gozlemleyebilmek i¢cin DAB enjeksiyonu yapilan disi ve erkek fareler bir
grup, serum fizyolojik enjeksiyonu yapilan fareler bir grup kabul edilerek yapilan
analizlerde 3.gilin 16komotor aktivite, 5.giin 16komotor aktivite ve 3.gilin a¢ik alanda
gecirilen siireler agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (sirasiyla p=0,320,
p=0,216, p=0,794). DAB grubunun 5.giin acik alanda gecirdigi siire ise yukaridaki
bulgularimiza paralel sekilde, kontrol grubundan anlamli bir sekilde yiiksek

bulunmustur (p=0,003).

- Aydinhk-Karanhk Kutu Testi

Aydinlik-karanlik kutu testinde, enjeksiyon sonrasi ti¢lincii glin aydinlik alana
gegme latansi agisindan disilerde ve erkeklerde kontrol ve deney gruplari arasinda
anlamh bir fark gorilmemistir (Kaplan Meier sagkalim analizi; sirasiyla p=0,197;
p=0,297) (Sekil 4.3.A). Benzer sekilde, aydinlik alanda gegirilen siireler agisindan da
disilerde ve erkeklerde gruplar arast anlamli bir fark goéze c¢arpmamaktadir

(1(26)=-1,07, p=0,295; t(23)=-1,17, p=0,254) (Sekil 4.3.B).
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B
Aydinlik alana ge¢me latansi (3.giin) Aydinlik alan
3.giin siire (s)
1.0 ;g;;m 10 5&";1 400
0.6 - 041 300 T
o - [ I kontrol
; A : 200 T il DAB
1 T T ! ! : " 0 00 200 30 0 500 0 iSj
0 100 200 300 400 DISI ERKEK

Latans (s) Latans (s)

Sekil 4.3. Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda ticiincii
giin aydinlik-karanlik kutu testi.

Enjeksiyon sonrasi {i¢iincii glin aydinlik-karanlik kutu testinde aydinlik alana gegme
latans1 ve aydinlik alanda gecirilen siire agisindan ne disilerde ne erkeklerde anlamli
bir fark gézlenmistir.

Enjeksiyon sonrasi besinci giinde de, aydinlik alana gegme latansi agisindan
disilerde ve erkeklerde kontrol ve deney gruplari arasinda bir fark gézlenmemistir
(p=0,342; p=0,457) (Sekil 4.4.A). Aydinlik alanda gecirilen siireler de disi ile erkek
kontrol ve deney gruplari arasinda benzer bulunmustur (t(20,418)=-1,24, p=0,230;
t(24)=-0,64, p=0,528) (Sekil 4.4.B).

A Aydinlik alana gegme latans1 (5.gin) B Aydinlik alan

5.giin siire (s)

il kontrol
.l DAB

0.44 0.4+
0.9 0.2
H 0.0

T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 0 20 40 60 80 100 120 0

Latans (s) Latans (s) Disi ERKEK

Sekil 4.4. Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda besinci
giin aydinlik-karanlik kutu testi.

Enjeksiyon sonrasi besinci gilin aydinlik-karanlik kutu testinde aydinlik alana ge¢me
latans1 ve aydinlik alanda gecirilen siire agisindan ne disilerde ne erkeklerde anlamli
bir fark gézlenmistir.



39
Aydinlik-karanlik kutu testinde DAB’in etkilerini gozlemleyebilmek adina

denek sayisini artirmak i¢in DAB grubu disi ve erkek fareler bir grup, kontrol grubu
disi ve erkek fareler bir grup kabul edilerek yapilan analizlerde 3.giin ve 5.giin
aydinlik alanda gegirilen siirelerde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir (sirasiyla p=0,119, p=0,163).
4.1.2. Depresyon-benzeri Davramys
- Kuyruktan Asma Testi

Enjeksiyon sonrasi iiclincli glin kuyruktan asma testinde, disilerde ve
erkeklerde kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
gozlenmemistir (sirasiyla t(24,076)=-1,25, p=0,223; t(24)=0,37, p=0,713) (Sekil 4.5.
A). Benzer sekilde, enjeksiyon sonrasi besinci giin yapilan kuyruktan asma testinde
de disilerde ve erkeklerde gruplar arasi1 fark saptanmamuistir (sirasiyla t(28)=-1,22,

p=0,234; 1(23)=-0,514, p=0,612) (Sekil 4.5.B).

A B
Kuyruktan asma Kuyruktan asma
3.gilin hareketsiz 5.giin hareketsiz
siire (s) siire (s)
180 = 240
135 180
i kontrol L kontrol
[ [ I i DAB i DAB
90 —— 120
45 F———1 j 1l 60
0 Py 0 Py
DISI ERKEK DISI ERKEK

Sekil 4.5. Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda ti¢iincii
ve besinci giin kuyruktan asma testi.

Enjeksiyon sonrasi ii¢iincii ve besinci glin kuyruktan asma testlerinde ne disilerde ne
erkeklerde hareketsiz gecirilen siireler arasinda anlamli bir fark goriilmiistiir.

Tekrarlayan Ol¢iimlerin etkisini degerlendirmek i¢in yapilan tekrarlt dl¢timler
i¢cin ANOVA’da hem erkek hem de disi farelerde kuyruktan asma testinde hareketsiz
gecirilen siirede zaman etkisi izlenmistir (sirasiyla F(1,23)=45,600, p<0,0001);
F(1,28)=5,433, p=0,027). Besinci gilinde gruptan bagimsiz olarak hem erkeklerde
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hem de disilerde hareketsiz gegirilen silirede iiglincii giine gore artis gézlenmistir.
Ancak her iki cinsiyette de zaman x grup etkisi saptanmamustir (sirasiyla erkek ve
disi fareler i¢in (F(1,23)=0,486, p=0,493; F(1,28)=0,089, p=0,767). Bu bulgu,
kuyruktan asma testinde hareketsiz kalinan siirenin erkeklerde daha belirgin olmakla
birlikte her iki cinsiyette de zamanla artis gosterdigine isaret etmektedir (erkeklerde
ortalama 63 saniye, disilerde ortalama 25 saniye artis). Bu bulgu, {igiincii glin yapilan
kuyruktan asma testi esnasinda kagis olmadiginin Ggrenilmesine, dolayisiyla

davranigsal umutsuzlugun artmasina bagli olabilir.

Kuyruktan asma testinde denek sayisini1 artirarak DAB’in etkilerini
gozlemleyebilmek amaciyla DAB grubu disi ve erkekler bir grup, kontrol grubu disi
ve erkekler ise bir grup kabul edilerek yapilan analizlerde 3. ve 5. giin hareketsiz
gecirilen siirelerde gruplar aras1 anlamli bir fark bulunmamustir (sirastyla p=0,382,

p=0,264).
- Siikroz Tercih Testi

Enjeksiyon sonrasi {i¢iincii glin yapilan slikroz tercih testinde, deney grubu
disi farelerde tiiketilen siikrozlu su kiitlesinin toplam sivi tiikketimine orani kontrol
grubu farelerden daha yiiksek bulunmus olup erkeklerde ise gruplar arasi istatistiksel
acidan anlaml bir fark gozlenmemistir (sirasiyla t(28)=3,28, p=0,003; t(24)=1,30,
p=0,206) (Sekil 4.6.).
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Siikroz/toplam kiitle

i DAB

°’6ﬁ[ I_l l_ o

DSl ERKEK

Sekil 4.6. Kaniil takilmadan intrahipokampal enjeksiyon yapilan hayvanlarda siikroz
tercih testi.
Stikroz tercih testinde, deney grubu disi farelerde tiiketilen siikrozlu su kiitlesinin
toplam siv1 tiiketimine orani kontrol grubu farelerden daha yiiksek bulunmustur
(p=0.003).

Siikroz tercih testinde DAB grubu disi ve erkek fareler bir grup, kontrol
grubu disi ve erkekler bir grup kabul edilerek yapilan analizlerde, DAB grubunun
tiikkettigi siikrozlu su kiitlesinin toplam sivi kiitlesine orani kontrol grubundan

istatistiksel olarak anlamli sekilde ytliksek bulunmustur (p=0,004).

4.2. Kaniil Takilarak intrahipokampal Enjeksiyon Yapilan

Hayvanlardaki Davrams Testleri
4.2.1. Anksiyete-Benzeri Davrams Testleri
- Aydinhik-karanhk Kutu Testi

Disi ve erkek DAB ve kontrol gruplarmin aydinlik alanda gegirdikleri siire
her {i¢ zaman noktasinda aydinlik kutuda gecirilen siirenin bagimli degisken olarak
analizlere eklendigi ¢ok degiskenli varyans analizi ile degerlendirildiginde yalnizca
cinsiyet etkisi anlamliliga yakin bulunmustur (F(3,35)=2,59, p=0,068). Birinci gilinde
erkekler disilere gore daha uzun siire aydinlik bélmede kalirken (F(3,35)=5,74,
p=0,022), bu fark {igiincli ve besinci giinlerde erkeklerin aydinlik bélmede gegirdigi

siirenin azalmasiyla ortadan kalkmustir (Sekil 4.7.). Erkek hayvanlarin {igiincii ve
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besinci giindeki degerlendirmelerinde anksiyete diizeylerinde disilere kiyasla artig

bulunmustur. Ancak bu sonuglara DAB’1n etkisi gézlenmemistir.

Testte, grup etkisi (F(3,35)=1,15, p=0,34) ve grup x cinsiyet etkilesimi
(F(3,35)=0,93, p=0,44) ise goriilmemistir. Zamanla test performansinda degisimin
gruplar ve cinsiyetler arasinda farklilik gosterip gostermediginin incelendigi tekrarl
Ol¢limler i¢in varyans analizinde ise zaman etkisi anlamli bulunmustur
(F(2,36)=5,912, p=0,006). Ugiincii ve besinci giinlerde aydinlik alanda gegirilen siire
birinci glinden daha diisiikk bulunmustur. Ancak zamana bagli degisimin ne cinsiyet
(F(2,36)=1,91, p=0,163) ne de gruplarla (F(2,36)=1,65, p=0,207) iliskisi

gozlenmistir.

Aydinlik Alanda Gegirilen Siire (s)
140

105

70

35

aydsureD1 aydsureD3 aydsureD5
— erkek kontrol — erkek DAB disi kontrol disi DAB

Sekil 4.7. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin aydinlik-
karanlik kutu testinde aydinlik alanda gecirdikleri siire (s).

Birinci giinde erkeklerin disilerden daha uzun siire aydinlik bélmede kaldigi ancak
bu farkin igilincii ve besinci giinlerde ortadan kalktigi saptanmistir (p=0,022).
Sekildeki yildiz, birinci giinde aydinlik alanda gegirilen siire iizerindeki cinsiyet
etkisine igaret etmektedir.
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Disi ve erkek hayvanlarin aydinlik alana ge¢me latanslar1 kiyaslandiginda ise
birinci giin ne erkeklerde ne disilerde anlamli bir fark goriilmiistiir (sirasiyla p=0,518,
p=0,334) (Sekil 4.8.). Disi ve erkek DAB hayvanlar1 bir grup, disi ve erkek kontrol
hayvanlar1 bir grup kabul edilerek kiyaslandiginda da birinci giin aydinlik alana

gecme latanslari arasinda bir fark bulunmamistir (p=0,908) (Sekil 4.8.).

Aydinlik alana ge¢me latansi (1.giin) Aydinlik alana gegme latansi (1.giin)
grup 104 deneygrubu
P . —ikontrol

2
;

0.8

0.6

0.2

T
.00  100.00 40.00 60.
Siire (s) Sire (s)

Sekil 4.8. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda birinci giin aydinlik-karanlik kutu
testinde a) tiim deney gruplarinin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek)
gruplarinin aydinlik alana ge¢gme latansi (s).

(a) Erkek ve disi hayvanlarin DAB ve kontrol gruplarinin aydinlik alana geg¢me
latanslar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. (b) Aynmi sekilde, DAB (disi ve
erkek) ve kontrol (disi ve erkek) gruplarinin aydinlik alana ge¢me latanslar1 arasinda
anlaml bir fark bulunmamastir.

Ugiincii giin aydmlik alana ge¢me latansinda disi hayvanlarda DAB ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmezken (p=0,621), erkeklerde
kontrol grubunun aydinlik alana ge¢me latanst DAB grubunun aydinlik alana gegme
latansindan anlamli bir sekilde fazla bulunmustur (p=0,007) (Sekil 4.9.). DAB (disi
ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek) gruplar karsilastirildiginda ise aydinlik alana

geeme latanslar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,148) (Sekil 4.9.).
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Aydinlik alan gegme latansi (3.giin) Aydinlk alana geg¢me latansi (3.giin)

0.4+
|
0.2 0.2+

0.0 I 0.04

T T T T T T T
150.00 200.00 3 00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00
Sire (s) Siire (s)

Sekil 4.9. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda ii¢lincii giin aydinlik-karanlik kutu
testinde a) tiim deney gruplarmin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek)
gruplarinin aydinlik alana ge¢me latansi (s).

(a) Erkek hayvanlarda kontrol grubunun aydinlik alana ge¢me latansinin DAB
grubundan anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,007). (b) DAB (disi ve
erkek) ve kontrol (disi ve erkek) gruplarinin aydinlik alana gecme latanslar1 arasinda
anlaml1 bir fark bulunmamustur.

Besinci giin aydinlik-karanlik kutu testinde ise disi ve erkek hayvanlarin
DAB ve kontrol gruplarinin aydinlik alana ge¢me latanslar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (sirasiyla p=0,634, p=0,718) (Sekil 4.10.). DAB (disi ve erkek) ve
kontrol (disi ve erkek) gruplarinin aydinlik alana ge¢me latanslar1 arasinda da

anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,823) (Sekil 4.10.).

Aydinlk alana gegme latansi (5.giin)

Aydinlk alana gegme latansi (5.giin)

T T T T T T T T - T T T T T
00 50.00 10000 150.00 20000  250.00  300.00 00 5000 10000 15000 20000 25000  300.00
Siire (s) Siire (s)

Sekil 4.10. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda besinci giin aydinlik-karanlik
kutu testinde a) tiim deney gruplarinin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve
erkek) gruplarinin aydinlik alana ge¢me latansi (s).

(a) Disi ve erkek hayvanlarin DAB ve kontrol gruplarinin besinci giin aydinlik alana
gecme latanslar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir. (b) DAB (disi ve erkek) ve
kontrol (disi ve erkek) gruplarinin aydinlik alana ge¢me latanslari arasinda anlaml
bir fark bulunmamastir.



45
4.2.2. Depresyon-Benzeri Davrams Testleri

- Sosyal Etkilesim indeksi

Sosyal etkilesim siiresi, gruplar arasinda cinsiyetin bir faktor olarak analizlere
eklendigi tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildiginde, sosyal etkilesim
diizeylerinde gruplardan bagimsiz olarak anlamlilia yakin cinsiyet etkisi
saptanmistir (F(3,27)=2,87, p=0,055). Birinci giin her iki cinsiyet de benzer oranda
sosyal etkilesime girmigken, erkeklerden farkli olarak disilerin sosyal etkilesimi
iiclincli ve besinci giinlerde azalmistir (sirasiyla F(3,27)=5,08, p=0,032;
F(3,27)=4,14, p=0,051) (Sekil 4.11.).

Grup etkisi de anlamliliga yakin bulunmustur (F(3,27)=2,80, p=0,059).
Gruplar aras1 sosyal etkilesim siiresi farki yalnizca besinci giinde goriilmiis olup
DAB grubunun SF grubundan daha uzun siire sosyal etkilesime girdigi tespit
edilmistir (F(3,27)=8,70, p=0,0006) (Sekil 4.11.). Cinsiyet-grup etkilesimi ise anlamli
bulunmamis olup DAB’1n etkisinin cinsiyetler arasinda fark gdstermedigi sonucuna

varilmistir (F(3,27)=0,42, p=0,74).
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Sosyal Etkilesim indeksi
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1.gun 3.gun 5.gUn
— erkek kontrol — erkek DAB disi kontrol disi DAB

Sekil 4.11. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin sosyal
etkilesim testinde sosyal etkilesimde bulunma oranlari.

Disilerin ii¢lincii ve besinci giinlerde erkeklerden daha az sosyal etkilesime girdigi
gorlilmiis olup bu fark sekilde sar1 yildizlarla ifade edilmistir (sirasiyla p=0,032,
p=0,051). Bunun yaninda, besinci giin yapilan Ol¢iimlerde DAB grubunun SF
grubundan daha uzun siire sosyal etkilesimde bulundugu gézlenmis, bu farklilik ise
sekilde mavi yildiz ile gosterilmistir (p=0,006). Zamanin etkisini degerlendirmek igin
yapilan tekrarli 6l¢limler i¢in varyans analizinde ise zaman x grup etkisi anlamliliga
yakin bulunmustur (p=0,052). SF grubunun sosyal etkilesimi zamanla azalirken,

DAB grubunda iiglincii giinde gozlenen azalma, besinci giinde goriilmemistir
(F(2,28)=3,30, p=0,052).

- Kuyruktan Asma Testi

Disi ile erkek DAB ve kontrol grubu hayvanlarin kuyruktan asma testinde
hareketsiz gecirdikleri siire, her li¢ zaman noktasinda hareketsiz gecirilen siirenin
bagimli degisken olarak analizlere eklendigi ¢ok degiskenli varyans analizi ile
degerlendirildiginde cinsiyet etkisi (F(3,21)=0,40, p=0,75), grup etkisi
(F(3,21)=1,79, p=0,18) ve grup x cinsiyet etkilesimi (F(3,21)=0,70, p=0,56)

gorlilmemistir (Sekil 4.12.).

Erkekler ve disiler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, erkek kontrol ve DAB
gruplar1 arasinda hicbir giinde hareketsiz kalinan siirelerde fark saptanmazken

(birinci giin i¢in t(14,753)=-1,33, p=0,21; ig¢iinci gin i¢in t(15)=0,67, p=0,51;
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besinci giin i¢in t(12)=0,84, p=0,42), disilerde birinci giin DAB grubu daha uzun siire

hareketsiz kalmistir (t(15)=-2,32, p=0,035). Bu fark f{igiincii giin yapilan
degerlendirmelerde ortadan kalkarken (t(14)=-0,41, p=0,69) besinci gin DAB
grubunun hareketsizlik siiresi anlamlilifa yakin bi¢cimde kontrollerden fazla

bulunmustur (t(13)=-1,68, p=0,116).

Test performansinda zamanla gozlenen degisimde, gruplar ve cinsiyetler
arasinda farklilik olup olmadiginin incelendigi tekrarli Olgiimler igin varyans
analizinde ise zaman etkisi anlamli bulunmus (F(2,22)=9,225, p=0,001); birinci
gilinde hareketsiz kalinan stirenin diger iki giine goére daha diisiik oldugu saptanmistir
(birinci giin i¢in ortalama 83,81, %95 giiven aralig1 (64,64; 102,98); tiglincii giin icin
ortalama 116,17, %95 giliven aralig1 (92,98; 139,36); besinci giin i¢in ortalama
123,99, %95 giliven araligi 98,71; 149,28).

Kuyruktan Asma Hareketsiz Gegirilen Siire (s)
150

113
75

38

kuyassureD1 kuyassureD3 kuyassureD5

— erkek kontrol — erkek DAB disi kontrol disi DAB

Sekil 4.12. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda DAB ve SF gruplarinin
kuyruktan asma testinde hareketsiz kaldiklar1 siire (s).
Birinci, tigiincii ve besinci giinlerde yapilan kuyruktan asma testinde cinsiyetler ve
gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Birinci giin kuyruktan asma testinde erkek ve disi hayvanlarin DAB ve

kontrol gruplarinin hareketsiz kalma latanslar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (sirasiyla p=0,596, p=0,222) (Sekil 4.13.). DAB
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(erkek ve disiler) ve kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslari

arasinda da anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0,602) (Sekil 4.13.).

Hareketsiz kalma latansi (1.giin) Hareketsiz kalma latansi (1.giin)

3%y

DIO 20'00 40'00 60‘00 80'00 lﬂﬂl 00
Siire (s) Sire (s)

Sekil 4.13. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda birinci giin kuyruktan asma
testinde a) tiim deney gruplarmin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek)
gruplarinin hareketsiz kalma latansi (s).

(a) Disi ve erkek hayvanlarin DAB ve kontrol gruplarinin birinci giin hareketsiz
kalma latanslar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. (b) DAB (disi ve erkek) ve
kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslar1 arasinda da anlamli bir
fark bulunmamustir.

Ugiincii giin kuyruktan asma testinde erkek ve disi hayvanlarin DAB ve
kontrol gruplarinin hareketsiz kalma latanslar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (sirasiyla p=0,118, p=0,101) (Sekil 4.14.). DAB
(erkek ve disiler) ve kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslari

arasinda da anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0,570) (Sekil 4.14.).
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Hareketsiz kalma latansi (3.giin) Hareketsiz kalma latansi (3.giin)

T T T T T T T T
100.00 125.00 00 25.00 50.00 75.00 100.00 125.00
Sire (s)

.DIO 25'00 50'00 75'00
Sure (s)

Sekil 4.14. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda iiglincii giin kuyruktan asma
testinde a) tiim deney gruplarinin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek)
gruplarinin hareketsiz kalma latansi (s).

(a) Dist ve erkek hayvanlarin DAB ve kontrol gruplarinin iiglincii giin hareketsiz
kalma latanslar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. (b) DAB (disi ve erkek) ve
kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslar1 arasinda da anlamli bir
fark bulunmamustir.

Besinci giin kuyruktan asma testinde erkek ve disi hayvanlarin DAB ve
kontrol gruplarinin hareketsiz kalma latanslar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamhi bir fark goriilmemistir (swrasiyla p=0,275, p=0,305) (Sekil 4.15.). DAB
(erkek ve disiler) ve kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslar

arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,589) (Sekil 4.15.).

Hareketsiz kalma latansi (5.giin)

Hareketsiz kalma latansi (5.giin)

eney
gruplar

~Kontrol
_iDAB

]

)Dﬂl 00
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T
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T T T
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Sekil 4.15. Kaniil takilan disi ve erkek hayvanlarda besinci giin kuyruktan asma
testinde a) tiim deney gruplarinin, b) DAB (disi ve erkek) ile kontrol (disi ve erkek)
gruplarinin hareketsiz kalma latansi (s).

(a) Disi ve erkek hayvanlarin DAB ve kontrol gruplarinin besinci giin hareketsiz
kalma latanslar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. (b) DAB (disi ve erkek) ve
kontrol (disi ve erkek) gruplarinin hareketsiz kalma latanslar1 arasinda da anlamli bir
fark bulunmamustir.
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4.3. Kaniil Takilmadan Intrahipokampal Enjeksiyon Yapilan Hayvanlarda

Iba-1 isaretlemeleri

4.3.1. Dorsal hipokampal bolge

Sekil 4.16. Dorsal hipokampal bolgenin temsili goriintiisii.

Naif, kontrol ve DAB grubu farelerde dorsal hipokampal bolgeyi temsilen incelenen
alan kirmizi c¢emberle isaretlenmistir. Gorsel, Allen fare beyin atlasindan
degistirilerek alinmistir.

Sekil 4.17. Naif farenin dorsal hipokampiis gorseli.

Intrahipokampal enjeksiyon yapilmamis naif farenin dorsal hipokampiisiinde naif
fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Sekilde mikroglialarin hiicre goévdelerinin
kiigiik ve yuvarlak, uzantilarinin ise ince ve uzun oldugu ve fenotiplerinde mikroglial
aktivasyona 6zgii degisikliklerin gergeklesmedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Sham (yalanc1 uygulama/kontrol/SF) grubu farenin dorsal hipokampiis
gorseli.

Intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilmis olan farenin dorsal hipokampiisiinde naif
ve aktive fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Hiicre govdesi kiigiik ve yuvarlak,
uzantilar1 ince ve az sayida olan naif mikroglialara 6rnekler sekilde mavi oklarla
gosterilmistir. Sekildeki aktive fenotiple benzerlik gosterecek sekilde nispeten daha
kalin uzantilara sahip mikroglialara 6rnekler ise sar1 renkli oklarla isaretlenmistir.

Sekil 4.19. DAB (deney) grubu farenin dorsal hipokampiis gorseli.

Intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farenin dorsal hipokampiisiinde aktive
fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Hiicre govdesi biiylimiis ve uzantilari
kalinlanlagmis mikroglialara 6rnekler sekilde sar1 oklarla isaretlenmistir. Gorselde,
Iba-1 sinyal intansitesindeki artis da dikkat ¢cekmektedir.
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4.3.2. Ventral hipokampal bolge

Sekil 4.20. Ventral hipokampal bolgenin temsili goriintiisii.

Naif, kontrol ve DAB grubu farelerde ventral hipokampal bdlgeyi temsilen incelenen
alan kirmizi g¢emberle isaretlenmistir. Gorsel, Allen fare beyin atlasindan
degistirilerek alinmustir.

Sekil 4.21. Naif farenin ventral hipokampiis gorseli.

Intrahipokampal enjeksiyon yapilmamis farenin ventral hipokampiisiinde naif
fenotipte mikroglialar gézlenmektedir. Sekilde mikroglialarin hiicre govdelerinin
kiictik ve yuvarlak, uzantilarinin ise ince ve uzun oldugu ve fenotiplerinde mikroglial
aktivasyona 6zgii degisikliklerin ger¢eklesmedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.22. Sham (yalanc1 uygulama/kontrol/SF) grubu farenin ventral hipokampiis
gorseli.

Intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilmis olan farenin ventral hipokampiisiinde
yaygin olarak naif fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Hiicre govdesi kiiciik ve
yuvarlak, uzantilar1 ince ve az sayida olan naif mikroglialara 6rnekler sekilde mavi
oklarla gosterilmistir.

Sekil 4.23. DAB (deney) grubu farenin ventral hipokampiis gorseli.

Intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farenin ventral hipokampiisiinde aktive
fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Gorselde, mikroglialarin hiicre gévdelerinin
bliytidiigli, uzantilarinin kalinlagtii ve Iba-1 sinyal intansitesinin arttigi
gorlilmektedir.
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4.3.3. Amigdalar bolge

Sekil 4.24. Amigdalar bolgenin temsili goriintiisii.

Naif, kontrol ve DAB grubu farelerde amigdalar bolgeyi temsilen incelenen alan
kirmiz1 ¢emberle isaretlenmistir. Gorsel, Allen fare beyin atlasindan degistirilerek
almmustir.

Sekil 4.25. Naif farenin amigdalar bolge gorseli.

Intrahipokampal enjeksiyon yapilmamis naif farenin amigdalar bolgesinde naif
fenotipte mikoglialar gozlenmektedir. Sekilde mikroglialarin hiicre govdelerinin
kiigtik ve yuvarlak, uzantilarinin ise ince ve uzun oldugu ve fenotiplerinde mikroglial
aktivasyona 6zgii degisikliklerin ger¢eklesmedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.26. Sham (yalanc1 uygulama/kontrol/SF) grubu farenin amigdalar bolge
gorseli.

Intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilmis olan farenin amigdalar bdlgesinde naif
fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Hiicre govdesi kiigiik ve yuvarlak, uzantilari
ince, uzun ve az sayida olan naif mikroglialarda sayica artis veya intansite artis1 da
goriilmemektedir.

Sekil 4.27. DAB (deney) grubu farenin amigdalar bolge gorseli.

Intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farenin amigdalar bolgesinde aktive
fenotipte mikroglialar ve Iba-1 sinyal intansitesinde artis gézlenmektedir. Sekilde
aktive fenotipteki mikroglialarin hiicre gdvdelerinin biiyiidiigii, uzantilarinin
kalinlastigi ve uzanti boyunca bir¢ok kiigiik yeni dallar verdigi goriilmektedir,
gorselde bu fenotipe drnek olusturan uzantilar sar1 oklarla isaretlenmistir.
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4.3.4. Entorinal kortikal bolge

Sekil 4.28. Entorinal kortikal bolgenin temsili goriintiisi.

Naif, kontrol ve DAB grubu farelerde entorinal kortikal bolgeyi temsilen incelenen
alan kirmizi ¢emberle isaretlenmistir. Gorsel, Allen fare beyin atlasindan
degistirilerek alinmistir.

Sekil 4.29. Naif farenin entorinal bolge gorseli.

Intrahipokampal enjeksiyon yapilmamis naif farenin entorinal bolgesinde naif
fenotipte mikoglialar gozlenmektedir. Sekilde mikroglialarin hiicre goévdelerinin
kii¢iik ve yuvarlak, uzantilarinin ise ince ve uzun oldugu ve fenotiplerinde mikroglial
aktivasyona 6zgii degisikliklerin ger¢ceklesmedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.30. Sham (yalanc1 uygulama/kontrol/SF) grubu farenin entorinal bolge
gorseli.

Intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilmis olan farenin entorinal bdlgesinde naif
fenotipte mikroglialar gozlenmektedir. Hiicre govdesi kiigiik ve yuvarlak, uzantilari
ince ve az sayida olan naif mikroglialarda sayica artig, intansite artis1 ve mikroglial
aktivasyona 6zgii fenotipal degisiklikler de goriilmemektedir.

Sekil 4.31. DAB (deney) grubu farenin entorinal bolge gorseli.

Intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farenin entorinal bdlgesinde aktive
fenotipte mikroglialar ve Iba-1 sinyal intansitesinde artis gézlenmektedir. Sekilde
aktive fenotipe uygun sekilde hiicre gdvdeleri biiyliyen mikroglialara 6rnekler pembe
oklarla, mikroglialarin kalinlasan ve kiigiik yeni dallar veren uzantilari ise sari
oklarla isaretlenmistir.
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4.3.5. Korteks enjeksiyon trasesi

Sekil 4.32. Sham (yalanc1 uygulama/kontrol/SF) grubu farenin korteksinde
enjeksiyon trasesi civari gorseli.

Intrahipokampal SF enjeksiyonu yapilan farenin korteksinde enjeksiyon trasesi
civarinda mikroglial aktivasyon go6zlenmektedir. Hiicre godvdeleri biiylimiis,
uzantilar1 kalinlagmig ve yeni kiiclik dallar vermis olan aktif fenotipteki mikroglialara
ornekler sekilde sar1 oklarla isaretlenmistir. Ayrica, gorselde Iba-1 sinyal
intansitesindeki artis da dikkati ¢cekmektedir.
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Sekil 4.33. DAB (deney) grubu farenin korteksinde enjeksiyon trasesi civari gorseli.
Intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farenin korteksinde enjeksiyon trasesi
civarinda mikroglial aktivasyon gozlenmektedir. Sekilde mikroglialarin hiicre
govdelerinin biiyiidiigl, uzantilarinin kalinlastigi ve yeni kiiglik dallar verdigi, Iba-1
sinyal intansitesinin arttig1 goriilmektedir.

4.4. Kaniil Takilarak intrahipokampal Enjeksiyon Yapilan Hayvanlarda

Iba-1 isaretlemeleri

Kaniil takilarak intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan hayvanlarin
beyinleri, seffaflagtirilarak 1s1k tabakasi floresan mikroskopisi ile goriintiilenmistir.
Goriintiilerde, DAB grubu hayvanlarda kontrol grubundan farkli olarak hem
enjeksiyon bolgesinde hem de enjeksiyon alanindan uzak beyin bolgelerinde yaygin

mikroglial aktivasyona isaret eder sekilde Iba-1 sinyal intansitesi artis1 gézlenmistir.
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Erkekler

Disiler

Kontrol

Sekil 4.34. Kaniil takilarak intrahipokampal enjeksiyon yapilan 3 erkek DAB, 3 disi
DAB, 1 erkek kontrol, 1 disi kontrol hayvan yarim beyninin koronal goriintiileri.
Sekilde yesil isaretlemeler Iba-1, kirmizi isaretlemeler ise ¢ekirdek isaretlemeleri i¢in
kullanilan propidiyum iyodiir boyamasini gostermektedir. Sekilde hem disi hem

erkeklerde DAB grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yaygin ve daha belirgin
Iba-1 boyamasinin oldugu goriilmektedir.

Erkekler Disiler

°
=
-
c
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Sekil 4.35. Kaniil takilarak intrahipokampal enjeksiyon yapilan 3 erkek DAB, 3 disi
DAB, 1 erkek kontrol, 1 disi kontrol hayvan yarim beyninin Iba-1 ile isaretlendigi
koronal goriintiileri.

Sekilde hem disi hem erkeklerde DAB grubunda kontrol grubuna kiyasla daha
yaygin ve daha belirgin Iba-1 boyamasinin oldugu goriilmektedir.
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Bu bulgularin sayisallastirilarak desteklenmesi amaciyla, davranis testlerinin
sonuglartyla iligkilendirilebilecek olan medial prefrontal korteks bdlgelerinin
(prelimbik, infralimbik ve anterior singulat alan) koordinatlar1 i¢inden, 150x150x75
pum hacminde kiip seklinde birer alan segilerek mikroglia sayilart IMARIS programi
otomatik yazilimi ile tespit edilmistir (Sekil 4.37.). Antikorlarin seffaflagtiriimis kalin
doku bloklarinin derinlerine gegememesi sebebiyle subkortikal yapilarda (dorsal-
ventral hipokampus, amigdala, ventral tegmental alan, entorinal korteks) ise etkili bir
mikroglial isaretleme gerceklestirilememis; dolayisiyla bu bolgelerdeki olasi sinyal
degisiklikleri analiz edilememistir. Bu yontemle yapilan 6n 6l¢iim denemlerinde, tek
bir kiip yerlestirilmesiyle yapilan analizin enjeksiyon bdlgesinden uzak alanlarda
giivenilir sonuglar vermedigi saptanmistir. Kapsamli bir analiz ise verinin heterojen
ve c¢ok vyiiksek boyutta olmasi nedeniyle, basit analiz yaklasimlar1 ile
yapilamamaktadir. Tek kiip yaklagimimin grup ici yiiksek varyasyona yol actigi ve
gruplar aras1 farkliliklar1 degerlendirmeyi miimkiin kilamadig1 goézlenmistir.
Kapsamli bir analiz ise uzun bir zaman gerektirecektir. Dolayisiyla ancak yaklasik
bir terabyte bilyiikligindeki verinin Miinih’ten transferinden sonra

gergeklestirilebilecektir.
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Sekil 4.36. DAB ve kontrol grubu (sham) farelerde seffaflastirilarak 151k tabaka si
floresan mikroskopisi ile goriintiilenen beyinlerde, prelimbik (mavi), infralimbik
(gri) ve anterior singulat alanlardaki (turuncu) mikroglia sayilari.

Kontrol grubu farelerden (sham) dort tanesinin hemisferleri yurtdismma diger
orneklerden farkli olarak agaroz igerisine gomiilii olarak gonderilmis, bu beyinlerde
Iba-1 isaretlemeleri basarili olmamistir. Bu sebeple, bu dort hemisferde mikroglia
sayilar1 thmal edilecek diizeyde bulunmustur.
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Sekil 4.37. Isik tabakasi floresan mikroskopisi ile goriintiilenen bir DAB grubu fare
hemisferinin ti¢ boyutlu rekonstriikte edilmis goriintiisii.

Sekilde yesil isaretlemeler Iba-1, pembe isaretlemeler ise propidiyum iyodiir
sinyalini gostermektedir. Gorseldeki ii¢ adet gri renkli kiip seklinde alan ise
mikroglia saymmi icin secilen prelimbik, infralimbik ve anterior singulat korteks
bolgelerine isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Bu caligmada glikojen fosforilaz inhibitorii DAB’in intrahipokampal
enjeksiyonunun akut stres tarafindan takip edildigi ve edilmedigi durumlarda,
davranis ve noroinflamasyon iizerindeki etkileri, cinsiyetler arasinda karsilagtirmali

olarak incelenmistir.

5.1. DAB’1in Davramssal Etkileri

5.1.1. DAB’1n depresyon-benzeri davrams iizerine etkileri

- DAB’1n kuyruktan asma testiyle degerlendirilen davranigsal

umutsuzluk iizerine etKileri

Calismamizin intrahipokampal DAB/SF enjeksiyonunun etkilerini
gozlemledigimiz kisminda, depresyon-benzeri davranis gostergelerinden davranigsal
umutsuzlugu test eden kuyruktan asma testinde disilerde ve erkeklerde kontrol ve
deney gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark kaydedilmemistir. Bu
bulgu glikojenin ve laktatin depresyon-benzeri davraniglar i¢in 6nemini ortaya koyan
daha onceki caligmalarin bulgulariyla uyumlu degildir (32, 39, 40). Bu calismalarda
depresyonu modellemek amaciyla kemirgenlerde kronik kortikosteron veya kronik
stres uygulamalarinin hipokampusta astrosit glikojen seviyelerini diislirdigli ve
depresyon-benzeri davranisa yol actigi; buna paralel olarak hipokampusta glikojeni
azaltmak amaciyla glikojen sentezini saglayan glikojen sentaz 1 enziminin RNA
interferans yontemiyle baskilanmasinin depresyon-benzeri davranisi artirdigi
gosterilmistir (31, 32). Akut laktat uygulamasimin stres direncini artirict ve/veya
antidepresan etkileri olduguna isaret eden c¢aligmalar, glikojenin yikilmasi sonucu
ortaya ¢ikan laktatin depresyon patofizyolojisindeki roliinii desteklemektedir (39,
40).

Bizim bulgularimizla literatiir arasindaki uyumsuzluk bir¢ok nedenle ortaya
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cikmis olabilir: Caligmamizda davranis testleri anksiyete-benzeri ve depresyon-
benzeri davranislarin test edilebildigi genis bir yelpaze olusturacak sekilde
secilmistir, bu amagla ve akut enjeksiyon ile uygulanabilecek testlerin sayisinin
deney desenine bagli smirliligi nedeniyle literatiirde en ¢ok kullanilan testler
secilmistir. Bu nedenle sinapsa gerekli enerjinin glikojen kullanimi {izerinden
kisitlanmasinin, bu calismada degerlendirilmemis bir depresyon-benzeri davranisi
etkilemesi olasiligi dislanamaz. Nitekim, yukarida bahsedilen c¢alismalarda
depresyon-benzeri davraniglar bizim calismamizdakinden farkli olarak zorla
ylizdiirme testindeki hareketsizlik siiresi, kronik sosyal yenilgi stresini takiben sosyal
etkilesim siiresi, yiikseltilmis art1 labirentinde acik kollarda gecirilen siire ile
degerlendirilmistir (39, 40). Bunun yanisira, bizim deney desenimiz bahsedilen
caligmalardakinden farkli olarak cerrahi miidahale igerdiginden, her ne kadar
davranis testleri enjeksiyondan sonraki 3-5 giin i¢cinde gergeklestirilmis olsa da doku
lyilesmesinin tam saglanamamig olmasi ve/veya buna bagh agri vb. nedenler kontrol
grubunda da anksiyete-benzeri ve depresyon-benzeri davranisi artirarak deneye baglh
farklarin goriilmesini engellemis olabilir. Benzer sekilde, enjeksiyon i¢in kullanilan
izofluran anestezisi DAB’in depresyon-benzeri davraniglar iizerine etkilerini
maskelemis olabilir ya da davranis deneyleri esnasinda yakin zamanda anestezi
alimmis olmasmna bagli ongorillemeyen etkiler ortaya c¢ikmis olabilir. Tim bu
ihtimalleri géz Onilinde bulundurarak takip eden c¢alismalarimizda, davranis
deneylerinin cerrahinin travmatik etkileri ve anesteziden miimkiin oldugunca uzak

bir donemde yapilabilecegi bir deney paradigmasi olusturduk.

Bunun yaninda, literatiirde akut stres uygulamasinin ¢esitli beyin bolgelerinde
laktat konsantrasyonunu arttirdigina isaret eden ¢alismalar artan enerji talebine cevap
verebilmek amaciyla laktat arzinin da arttigina isaret etmektedir (26, 27, 28, 29, 30).
Bu sebeple, bu deney serisinde uygulanan tek doz glikojen fosforilaz inhibitori
DAB’1n, bazal sinaptik aktivitede degisiklik olmadig1 i¢in sinaptik enerji arzinda
soruna yol agmamis olmasi da olasidir. Akut olarak uygulanan DAB’1n sinapstaki
etkileri, telafi edici mekanizmalar tarafindan dengelenmis ve bu sebeple davranisa

yansimamis olabilir. Bu sebeple takip eden ¢alismalarimizda, DAB’1in maskelenmis
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olmasi1 muhtemel davranigsal etkilerinin gozlemlenebilir kilinmasi i¢in sinaptik
aktivitenin, dolayisiyla sinaptik enerji ihtiyacinin (talebin) DAB enjeksiyonu
sonrasinda akut stres uygulamasi ile artirildigi (baska bir deyisle arz tarafindan
karsilanamayacak kadar talep olusturulmasinin hedeflendigi) bir deney akisi tercih

ettik.
- DAB’1n siikroz tercihi testiyle degerlendirilen anhedoni iizerine etkileri

Intrahipokampal DAB/SF enjeksiyonu ile anhedoni arasindaki iliskiyi
degerlendirmek i¢in kullanilan siikroz tercih testinde, DAB uygulanan disi farelerin
kontrol grubuna kiyasla siikrozlu suyu daha cok tercih ettigini gozlemledik. Bu
bulgu, hipotezimizin aksine glikojen kullaniminin engellenmesinin hedonik
davranista artisa yol agmis olabilecegine isaret etmektedir. Ancak testte gbzlenen bu
farkin, interstisyumda kolayca dagilabilen DAB’in (170) hipotalamusa sizmasi
sonucu homeostatik mekanizmalarin seker alimmi uyarmasi sebebiyle gozlenmis
olabilecegini diislindiik. Bu nedenle hedonik davranislarin, siikroz tercihi gibi
glikojen metabolizmasiyla iliskili olabilecek bir test yerine, sosyal etkilesim gibi bir
testle degerlendirilmesinin daha giivenilir sonuglar verebilecegini diisiinerek bir

sonraki deney serimize sosyal etkilesim testini ekledik.

5.1.2. DAB’1n lokomotor aktivite ve anksiyete-benzeri davranis iizerine

etkileri

Calismamizda intrahipokampal DAB enjeksiyonu yapilan farelerde
anksiyete-benzeri davranisi degerlendirmek i¢in kullanilan acik alan testinde DAB
enjeksiyonundan sonraki 3. giin her iki cinsiyette de anlamli fark gozlenmezken, 5.
giin acik alan testinde erkeklerde deney grubunun acik alanda gegirdigi siireyi
kontrol grubundan daha uzun olarak saptadik. Ancak bu grupta 5.giin 16komotor
aktivite testinde katedilen toplam mesafenin kontrol grubuna kiyasla artmis olmasi,
acik alanda gegirilen siiredeki artisin artmis I6komotor aktiviteyle iligkili oldugunu
diistindiirmektedir. Nitekim, bu ihtimali test etmek i¢in yaptigimiz ANCOVA

(kovaryans) analizinde, 16komotor aktivitenin etkisi kontrol edildiginde disilerin ve
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erkeklerin acik alanda gecirdikleri siireyi gruplar arasinda benzer bulduk. Anksiyete-
benzeri davranis diizeyini degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger test olan aydinlik-
karanlik kutu testinde de disi ve erkeklerde kontrol ile deney gruplar1 arasinda her iki
zaman noktasinda da anlamli bir fark gozlenmemesi yaptigimiz bu yorumu destekler

niteliktedir.

Buna ek olarak, tekrarlayan olgiimlerin etkisinin degerlendirildigi tekrarl
Olgiimler icin ANOVA analizinde ag¢ik alanda gecirilen siirenin ve lokomotor
aktivitenin her iki cinsiyette de zamanla azaldigim1 ancak zaman x grup etkisi
gozlenmediginden bu azalmanin DAB’in etkileriyle iliskili olmadigini ortaya
koyduk. Bunun olas1 nedeninin farelerin testin yapildig1 kutuya alismis olmalari,
dolayisiyla da ikinci karsilasmada kutuyu arastirma davramislarinin azalmasi

olabilecegini diistindiik.

Calismamizda intrahipokampal DAB enjeksiyonunun anksiyete-benzeri
davranis iizerinde istatistiksel agidan anlamli bir degisiklige yol agmamasi, yukarida
da anlatildig1 tizere literatiirde glikojen metabolizmasinin davranissal etkilerinin
incelendigi ¢alismalarla uyumlu degildir. Bu uyumsuzlugun sebebi, depresyon-
benzeri davranig verilerimizde de tartistigfimiz gibi deney desenimizin cerrahi
miidahale igermesi, davramis testleri yapildigi esnada doku iyilesmesinin tam
saglanamamig olmasi ve/veya cerrahiye bagl agri, vb. nedenlerin kontrol grubunda
da anksiyete-benzeri davranigi artirarak deneye baglh farklarin goriilmesini
engellemesi, cerrahi sirasinda uygulanan anestezinin test esnasinda ongoriilemeyen
etkileri olabilir. Bunun yaninda, erkeklerde DAB grubunda lokomotor aktivitenin
kontrol grubundan fazla olmasi agik alanda gecirilen siire, aydinlik alana girme
latans1 ve aydinlik alanda gegirilen siire verilerinde karigtirict bir faktdr olarak yer
almis ve DAB’1n anksiyete-benzeri davranig iizerindeki olas1 etkilerini maskelemis

olabilir.
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5.2. DAB enjeksiyonu ve takip eden akut stresin davranigsal etkileri

Intrahipokampal DAB/SF enjeksiyonunu takiben 3. ve 5. giinlerde davranis
testlerinin yapildig1 deney setinde, cerrahi ve anestezi aliminin davranis testleri
tizerindeki olas1 etkileri sebebiyle hayvanlara kaniil yerlestirilerek cerrahinin ve
anestezinin etkilerinin azalacagi bir siire bekledigimiz, DAB/SF enjeksiyonlarini
kilavuz kaniil araciligiyla anestezi kullanmadan yaptigimiz bir deney paradigmasi
takip ettik. Ayrica, onceki deney setinde enjeksiyonun davranigsal etkilerine yol
acacagini diislindiigiimiiz sinaptik enerji arz-talep dengesizliginin davranista
gozlemlenebilir degisiklikler ortaya ¢ikaracak ol¢iiye ulasmadigini diistinerek, deney
planimiza DAB’1n sebep olacagi enerji arz1 kisithiligma ek olarak enerji talebini
artiracak bir manipiilasyon eklemek istedik. Akut stresin sinaptik aralikta glutamat
seviyelerinde artisa yol agtig1 (171) yoniindeki mevcut ¢alismalardan yola ¢ikarak,
deney hayvanlarint DAB/SF enjeksiyonlarin1 takiben 1 saat siireyle aver stresine
maruz biraktik. Ayrica bu yeni deney setinde, davranis testlerini 1., 3. ve 5. giinlerde

yaparak davranista zamana bagli olas1 degisiklikleri de gézlemeyi hedefledik.

5.2.1. DAB enjeksiyonu ve takip eden akut stresin depresyon-benzeri

davranis iizerine etkileri

Intrahipokampal DAB enjeksiyonu ve takip eden akut stresin depresyon-
benzeri davranis {iizerindeki etkilerini, anhedoniyi test edebilecegimiz sosyal
etkilesim testi ve davranigsal umutsuzluk Olgiitii olarak kullanilan kuyruktan asma
testi ile degerlendirdik. Sosyal etkilesim testinde, 1.giin her iki cinsiyette de benzer
sosyal etkilesim diizeyleri gézlemlenmesine karsin, 3. ve 5. giinlerde sosyal etkilesim
diizeylerinin DAB uygulamasindan bagimsiz olarak tiim disi farelerde azaldigi ancak
erkek farelerde bu degisikligin ortaya ¢cikmadigini saptadik. Daha dnce sosyal yenilgi
stresinin sosyal etkilesim iizerine etkilerinin cinsiyete bagli farklilik gosterdigi ve
strese maruz birakilmanin sadece disilerde sosyal etkilesim diizeylerinin azalmasina
sebep oldugu yoniindeki ¢aligmalar géz 6niinde bulunduruldugunda (172), disilerin

akut sicana maruz kalma stresine erkelerden daha duyarli olmasinin bu farka yol
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acmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Buna ek olarak, 5.giin her iki cinsiyette de DAB grubunun sosyal etkilesim
indeksinin kontrol grubundan fazla oldugu gézlenmistir. Bu bulgu, DAB’m sinaptik
stres olusturarak depresyon-benzeri davranisa sebep olacagi yoniindeki hipotezimiz
ile oOrtismemektedir. Bu bulgunun onceki deney setindeki siikroz tercih testi
sonuclariyla paralellik gostermesi ilgi ¢ekici olup ileri ¢alismalarda kapsamli ele
alinmas1 gerekmektedir. Sosyal etkilesimin zamanla degisimi analiz edildiginde ise
kontrol grubunda etkilesim diizeylerinin zamanla azalmasina karsilik DAB grubunda
3.glinde goriilen azalmanin 5.giinde goriilmedigi tespit edilmistir. Sosyal etkilesim
testinde goriilen bu zamanla azalma trendi, testin tekrarlanmasi sebebiyle test
diizeneginin yeni olma Ozelligini yitirmesi ve bu nedenle de farelerin kesfetme
davranisinin azalmasiyla iligkili olabilir. Ayrica, davranig testleri arasinda yer alan
kuyruktan asma testinin de farelerde stres olusturdugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda, 3. giin gerceklestirilen kuyruktan asma testinin 5 .glinde sosyal
etkilesimi etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Ayrica, yukarida bahsedildigi iizere DAB
grubunun l6komotor aktivitesinde goriilmesi olasi bir artig, sosyal etkilesimin

zamanla azalma yoOniindeki egilimini bu grupta maskelemis olabilir.

DAB enjeksiyonu ile takip eden akut stresin depresyon-benzeri davranig
iizerine etkilerini degerlendirmede kullanilan bir diger test ise davranigsal
umutsuzluk olciitii kuyruktan asma testidir. 1., 3. ve 5. giinlerde yapilan testte
erkeklerde hareketsiz kalma siireleri agisindan gruplar arasinda bir farklilik
goriilmezken, disilerde birinci ve besinci giinlerde DAB grubunun hareketsizlik
stiresinin kontrol grubundan fazla oldugu goézlenmistir. DAB grubunda disilerde
depresyon-benzeri davranis gelistigi lehine olan bu bulgular, kuyruktan asma testinin
davranmigsal umutsuzlugu disilerde daha etkili bir sekilde test edebildigine isaret
ediyor olabilir. Psikiyatrik hastaliklarin cinsiyete bagli dimorfizm gosterdigi ve
depresyon/anksiyetenin kadinlarda daha sik goriildiigli diistintildiigiinde, tiglincli ve
besinci gilin sosyal etkilesim testi bulgularina benzer bir sekilde kuyruktan asma

testinde de depresyon-benzeri davranis disilerde daha belirgin olarak ortaya ¢ikmis
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olabilir. Buna ek olarak, zamanla hem disilerde hem erkeklerde hareketsizlik
siiresinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gozlenmistir. Bu sonucun sebebi,

testin tekrarlanmasi nedeniyle kagisin olmadiginin 6grenilmesi olabilir.

5.2.2. DAB enjeksiyonu ve takip eden akut stresin anksiyete-benzeri

davranis iizerine etkileri

DAB enjeksiyonu ve takip eden akut stresin anksiyete-benzeri davranig
tizerine etkisinin degerlendirilmesi i¢in yapilan aydinlik-karanlik kutu testinde,
aydinlik alanda gecirilen siirede sadece cinsiyet etkisi anlamli bulunmustur. Birinci
giinde erkekler aydinlik bolmede daha fazla siire gecirirken, ilerleyen giinlerde
erkeklerin aydinlik bélmede gecirdigi siirenin azalmasiyla bu farkin ortadan kalktig
gozlenmistir. Bu bulgular, erkeklerin {clincii ve besinci giindeki anksiyete
diizeylerinde gruptan bagimsiz bir artis olabilecegine isaret etmektedir. Aydinlik
alanda gegcirilen siirenin azalmasinin bir diger sebebi ise deneyin {igiincii ve besinci
giinlerde ayni diizenekte tekrarlanmasi sebebiyle aydinlik bdlmenin yeni olma
Ozelligini yitirmesi ve kesfetme davranisinin azalmasi olabilir. Nitekim, hem
disilerde hem erkeklerde ii¢lincii ve besinci giinlerde gruptan bagimsiz olarak

aydinlik alanda gegirilen siire istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir.

5.3. DAB’1n Noroinflamatuvar Etkileri

5.3.1. Dorsal hipokampus

Primatlardaki posterior hipokampusun eslenigi olan dorsal hipokampus,
temel olarak bilissel fonksiyonlarla iliskili bir beyin bdlgesi olup bu bolgedeki gen
ekspresyonu da bilgi islemlenmesiyle ilintili kortikal bdlgelerle koreledir (173).
Calismamizda DAB enjeksiyonunu gerceklestirdigimiz dorsal hipokampus
bolgesinde yaygin mikroglial aktivasyon lehine yorumlanabilecek sekilde mikroglia
hiicre govdelerinin biiylidiigiinli, uzantilarinin kalinlastigini ve Iba-1 sinyal
yogunlugunun arttigim1 gozlemledik. Benzer sekilde, dorsal hipokampusuna SF

enjekte edilen kontrol grubu hayvanlarda da DAB grubuna nazaran daha az yogun
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olmakla birlikte mikroglial aktivasyon gézlemledik. Her iki grupta da gdézlemlenen
mikroglial aktivasyonun bdlgeye enjeksiyon yapilmasmin yarattigi travmaya bir
yanit niteliginde oldugunu, DAB grubunda kontrol grubuna kiyasla daha siddetli
mikroglial aktivasyona isaret edecek sekilde Iba-1 sinyal intansitesi artig1 ve fenotip
degisiklikleri gozlemlememizin ise glikojen fosforilaz inhibisyonu ile tetiklemeyi

hedefledigimiz “sinaptik stres” kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz.

Klinik ve preklinik bir¢ok ¢aligmada anksiyete patofizyolojisinde serotoninin
rolii vurgulanmakta olup bu bulgular bir¢ok anksiyolitik ajanin etki mekanizmasinda
serotoninin varligr ile de desteklenmektedir (174). Median raphe c¢ekirdeginin
anksiyojenik etkilerinin dorsal hipokampusa olan serotonerjik baglantilar iizerinden
saglanabilecegi iizerine bulgular (175), gozlemledigimiz hipokampal mikroglial
aktivasyon paterninin anksiyete-benzeri davranisa sebep olabilecegini
disiindiirmektedir. Buna karsin, calismamizda anksiyete-benzeri davranisi
degerlendirdigimiz acik alan ve aydinlik-karanlik kutu testlerinde anksiyete
seviyesinde bir degisiklik saptamamamiz, DAB’1n 16komotor aktiviteyi arttirmasiyla
iligkili olabilir. Bu sebeple, dorsal hipokampustaki noroinflamatuvar degisikliklerin
davranigsal sonuclarin1 16komotor aktivitenin karistiric1 etkisini ekarte edecek bir

deney paradigmasiyla degerlendirmek daha dogru bir fikir verecektir.

Buna ek olarak, dorsal hipokampusun VTA (ventral tegmental alan)’dan
aldig1 dopaminerjik afferentleri ve niikleus akumbense olan glutamaterjik efferentleri
ile beynin haz devrelerinde de etkin bir rolii oldugu bilinmektedir (176). Iki deney
setinde de DAB enjeksiyonu yapilan hayvanlarda hedonik davranista goriilen artisin
bu devrelerle ilgili olabilecegi diisiiniilebilir, ancak bu iligkinin karmasik oldugu goz

ontinde bulundurulmalidir.
5.3.2. Ventral hipokampus

Primatlardaki anterior hipokampus bolgesine denk gelen ventral hipokampus,
hipokampusun siklikla stres ve duygu ile iliskilendirilen kismi olup bu bolgedeki gen

ekspresyonu da beyindeki duygu ve stresle alakali bolgelerle (amigdala ve
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hipotalamus) benzerlik gostermektedir (173). Calismamizda, DAB enjeksiyonu

yapilan hayvanlarin ventral hipokampusunda mikroglial aktivasyon gozlemledik.
Buna karsin, SF enjeksiyonu yapilan kontrol grubu hayvanlarda ise mikroglial
aktivasyon fenotipi saptamadik. Anksiyete-benzeri davranisi diizenleyici etkileri
bilinen ventral hipokampusta eksitotoksik lezyon olusturuldugunda anksiyolitik
etkilerin gozlemlendigi ve bu etkilerin cinsiyet bagimli oldugu (sadece erkeklerde
anksiyete seviyesini diislirdiigli) (177) iizerine bulgular mevcuttur. Caligmamizda
kontrol ve deney gruplarinin anksiyete-benzeri davraniglar1 arasinda fark
gormememiz, lokomotor aktivitedeki degisikliklerin karistiric1 etkisi sebebiyle
anksiyete diizeylerinin saglikli bir sekilde degerlendirilememesinden kaynaklaniyor
olabilir. Bunun yaninda, secilen zaman diliminde noroinflamatuvar degisikliklerin
davranigsal etkilerinin gozlemlenebilir seviyeye heniiz ulasmamis veya silikleserek
tespit edilemeyecek seviyelere inmis olmast da olasidir. Ayrica, yukarida bahsedilen
caligmada anksiyolitik etkinin sadece erkeklerde goriilmesi, 5.giin I6komotor aktivite
ve acik alan testinde deney grubunda sadece erkeklerde goriilen 16komotor aktivite

ve acik alanda gecirilen siire artis1 ile benzerlik gostermektedir.

Buna ek olarak, enjeksiyon bdlgesinden uzakta olup stres cevabi ve
dayanikliliginda oldukca 6nemli bir role sahip olan ventral hipokampusta mikroglial
aktivasyon fenotipi goézlemlenmesi c¢arpicit bir bulgudur. Bazolateral amigdalanin
ventral hipokampusa uzanan baglantilarinin sosyal etkilesimi diizenleyici etkileri
tizerine c¢alismalar mevcuttur (178). Nitekim, bu bulguyu takiben deney
paradigmasina eklenen sosyal etkilesim testinde de DAB grubunda besinci giin
sosyal etkilesim diizeylerinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu

gozlemlenmistir.

5.3.3. Entorinal korteks

Medial temporal lobda yer alan ve bellek islevleri iizerinde énemli bir role
sahip olan entorinal korteksin major depresyon patofizyolojisinde de siklikla adi

gegen hipokampus ve medial prefrontal korteks/anterior singulat korteks ile yaygin
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baglantilar1 oldugu bilinmektedir (179). Bunun yaninda, major depresyonun eriskin
norogenezindeki aksakliklar neticesinde hipokampal islevlerin azalmasi ile iliskili
olabilecegi; eriskin norogenezinin aktiviteye-bagli islemesi sebebiyle depresyonda
gozlemlenen hipokampal norogenez aksakliginin aslinda bir noral devre
bozuklugunun sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Entorinal korteksin hipokampus
islevselligi ve erigkin ndrogenezi ile iliskili noral devreler iizerindeki diizenleyici
rolii, depresyonla iliskili biligsel ve duygusal fenotiplerin entorinal korteksin
hipokampus nérogenezi lizerine etkileri ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir
(180). Bunun yaninda depresyonun kronik kisitlama stresi (“‘chronic restraint stress”)
ile modellendigi farelerde, slikroz tercih testi ve zorlu yiizdiirme testinde gozlenen
depresyon-benzeri davranisa entorinal kortekste metabolit seviyeleri ve gen ifadesi
diizeylerinde degisikliklerin eglik ettigi goriilmiis, entorinal korteksin hipokampusa
glutamaterik uzantilari da goéz Onilinde bulunduruldugunda bu metabolik
degisikliklerin major depresyon patogenezinde entorinal korteksin roliine isaret
edebilecegi diisiiniilmiistiir (181). Ayrica, si¢anlarda anterior singulat korteks ile
baglantilari olan lateral entorinal kortekste H1 histamin reseptorleri bloke edildiginde
stikroz tercihinin azaldig1 saptanmis, bu iki bolgeyi kapsayan H1 reseptorlerine bagh
bir devre mekanizmasinin anhedoni-benzeri davranistan sorumlu olabilecegi

sonucuna varilmigtir (182).

Bu sebeplerle intrahipokampal enjeksiyon yapilan farelerin entorinal
alanlarini inceledigimizde, DAB grubunda mikroglial aktivasyon gdzlemlememize
karsin kontrol grubu hayvanlarda aktive fenotipte mikroglialarla karsilagsmadik.
Deney grubunda enjeksiyon bolgesinden uzak bir bolge olan entorinal kortekste
mikroglial aktivasyon gozlememiz, bize intrahipokampal DAB enjeksiyonun
davranis iizerindeki olas1 etkilerini sadece yerel degil uzak bolgelerde sebep oldugu
degisiklikler vasitasiyla da gosterebilecegini diisiindiirdii. Buna karsin, kuyruktan
asma testi ve siikroz tercih testinde deney grubunda depresif-benzeri davranis lehine
bulgular gozlemlemedik. Bu bulgularimiz, deney grubunda artan lokomotor
aktivitenin kuyruktan asma testinde gormeyi bekledigimiz davranigssal umutsuzlugu

maskelemesi ve siikroz tercih testinin deney paradigmamizda seker metabolizmasini
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manipiile etmemiz sebebiyle anhedoni davramisimi karistirict faktorler olmadan
gozlemeye firsat veren bir test olmamasindan kaynaklanabilir. Diger bir yandan,
intrahipokampal DAB enjeksiyonlarin1 akut stresin takip ettigi deney
paradigmamizda DAB grubunda goriilen hedonik davranistaki artis ise, Onceki
siikroz tercih testi bulgularimizla ortiismekte olup mikroglial aktivasyonun davranis

tizerindeki etkilerinin karmasik olabilecegine isaret etmektedir.

5.3.4. Amigdala

Limbik sistemin dnemli bir pargasi olan amigdaladaki islevsel degisikliklerin
psikiyatrik hastalik patofizyolojisindeki rolii bilinmektedir (183). Bazolateral
amigdala, kortikal ve subkortikal yapilardan gelen duyusal bilgiyi glutamaterjik
efferentlerinde birlestirerek bu verilere duygusal bir deger atar (184). Bazolateral
amigdalanin glutamaterjik efferentleri bu bilgiyi, duygularin ve duygudurumun
olusturularak ifade edildigi daha alt beyin yapilarina tasidigindan depresyon-benzeri

ve anksiyete-benzeri davranista da 6nemli isleve sahiptir (185, 186, 187).

Biz de calismamizda enjeksiyon bdlgesinden uzak bir merkez olan amigdalar
alanda DAB grubu farelerde mikroglial aktivasyon gozlemledik, kontrol grubunda
ise aktivasyon lehine bulgular saptamadik. Bu noéroinflamatuvar degisikliklere
karsin, deney grubunda davranigsal etkilerin gozlemlenmeme sebebi davranig
testlerindeki yukarida da bahsedilen karistiric1 faktorlerle ve/veya test zamanlamasi
ile ilgili olabilir. Mikroglial aktivasyonla depresyon arasinda “ters U” bigiminde bir
iligkinin oldugunu, bir baska deyisle hafif aktive mikroglialarin stres direnci
saglamasina karsin aktivasyon diizeyi arttiginda depresyonun goézlemlenmeye
basladigini ortaya koyan ¢aligmalar (188) goz dniinde bulunduruldugunda, mikroglial
inflamatuvar degisikliklerin depresyon-benzeri davranis i¢in gerekli esigi asmamis
olmas1 miimkiindiir. Depresyon-benzeri ve anksiyete-benzeri davranista bu kadar
etkin bir role sahip olan ve enjeksiyonlardan uzak yerlesimli amigdalar bolgede
mikroglial aktivasyon bulgusunun ¢arpici oldugunu diisiinmekte, bu bulgularin farkli

testlerle ve farkli zaman dilimlerinde davranis verileriyle de desteklenmesi
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gerektigini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda DAB enjeksiyonunun hipotezimize uygun
sekilde hem enjeksiyon cevresinde hem de enjeksiyon yerine uzak beyin
bolgelerinde mikroglial aktivasyonu tetikledigini gozlemledik. Buna karsin, sz
konusu noroinflamasyonun davranis iizerine etkilerinin karmasik oldugu sonucuna
vardik. Yukarida da tartisildigi {izere, bunun birgok sebebi olabilir. Oncelikle,
mikroglial inflamatuvar fenotipin sinaptik aktivite lizerindeki etkilerinin biyolojisinin
ve mekanistik temellerinin heniiz tam olarak aciklanamadigi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Mikroglial aktivasyonun sinaptik aktiviteyi degistirmek ig¢in
ulagmast gereken esik ve bu esigin ulasildigi zaman noktasi, mikroglial
proinflamatuvar degisikliklerin sinaptik aktiviteye olan etkilerinin gézlemlenmesine
engel olmus olabilir. Bunun yaninda, sinaptik aktivite degisikliklerinin davranisa
yansimasinin olasiliksal niteligi de goz ardi edilmemelidir. Deney modelimizde
sinapsta etkin bir sekilde metabolik stres tetiklenmesine karsin, fareler depresyon-
benzeri/anksiyete-benzeri davranisa meyilli bir kohort olusturulacak sekilde
sec¢ilmediginden sinaptik aktivite degisiklikleri bir davranis fenotipi ortaya
cikaramamig olabilir. Bunun yaninda, ¢alismamizda olusturdugumuz sinaptik stresin
beynin koruyucu antidepresan kompensatuvar mekanizmalari ile maskelenmesi de
miimkiindiir. Ayrica beyinde pek ¢ok bolge ayni anda etkilendigi i¢cin bunlarin
davranig lizerindeki inhibitor/eksitator etkilerinin birlesik sonucu karmasik olabilir.
Sinaptik enerji arzinin daha siddetli/daha uzun siireli/tekrarli diisiiriilmesi, enerji
talebinin benzer sekilde daha siddetli/daha uzun siireli/tekrarli arttirildigi
miidahelelerin yapilmasi ve/veya depresyon-benzeri/anksiyete-benzeri davranis
fenotipi olusturmaya daha yatkin bir kohortun test edilmesi, hipotez ettigimiz

degisikliklerin gbzlemlenebilmesine imkan verebilir.

Buna ek olarak, dorsal hipokampusa yerel olarak verilen DAB’mn yaygin
ndroinflamatuvar degisikliklere yol actigin1 ancak bu etkinin kantifiye edilmesi igin
daha kapsamli ve rafine analiz yontemlerine ihtiya¢ duyuldugunu goézlemledik.

Enjeksiyon bolgesinden uzak alanlarda, Ornekleme hatasina bagli sinyal
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intansitesindeki degisiklik ve yliksek grup i¢i varyasyonun, gruplar aras1 mikroglial
aktivasyon farkliliklarini maskeleyebilecegi sonucuna vardik. Bunun yaninda,
davranigin bir¢ok devrenin aktivasyon ve inhibisyonundan etkilenen karmasik bir
fenomen olmasi1 sebebiyle bir beyin bolgesinde mikroglial aktivasyonun davranisa
direkt etkilerini izole olarak gdzlemlemenin miimkiin olmayabilecegini tespit ettik.
Bu sebeple, gelecekteki deneylerde davranista degisiklige sebep olabilecegini
diistindiigiimiiz bolgelere yerel olarak ¢ok diigilk dozda DAB enjeksiyonu yapilip bu
bolgelerdeki aktivasyon degisikliklerinin kontrol grubuyla mukayese edilmesinin
veya DAB’in TAT (transactivator of transcription- transkripsiyon transaktivatorii)
gibi bir tasiyici protein vasitasiyla kan-beyin bariyerinden gecisi artirilarak sistemik
olarak verilmesinin (enjeksiyon travmasini ortadan kaldirarak) mikroglial
aktivasyonun gruplar arasinda daha objektif olarak karsilastirilabilmesine ve
davranisa olan etkilerinin degerlendirebilmesine miisaade edecegi ongdriilebilir. Tim
bunlar bir arada degerlendirildiginde, gelistirdigimiz bu yontemin inflamasyonun
davranigsal sonuglarini incelemek agisindan i1yi bir farmakolojik model olarak {imit

verici oldugunu ve daha da miikemmellestirilebilecegini diisiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

DAB’mn erkeklerde enjeksiyon sonrasi besinci giin I6komotor aktiviteyi
arttirdig1, disilerde ise 16komotor aktivitede anlamli bir degisiklige yol agmadigi
gorilmistiir. Ayrica, DAB grubu erkek farelerin {i¢lincii giin aydinlik alana
gegme latanst kontrol grubundan diisiik bulunmustur. Bu bulgularin, mani
fenotipiyle iliskili olmasi ihtimali degerlendirilmeli ve cinsiyetler aras1 farkliligin

sebebi arastirilmalidir.

DAB’in disilerde siikroz tercih testiyle degerlendirilen hedonik davranisi
artirdig1 gozlenmistir. Ayrica, enjeksiyon sonrasi besinci giin her iki cinsiyette
DAB grubunda sosyal etkilesimin arttig1 gézlenmistir. Bu bulgularin sebebinin
aciklanabilmesi ic¢in, gelecekteki c¢alismalarda odiil devrelerindeki

ndroinflamatuvar ve transkripsiyonel degisiklikler incelenmelidir.

Kaniil takilmadan yapilan tek doz bilateral intrahipokampal DAB enjeksiyonu
ile istatistiksel agidan anlamli bir davranigsal umutsuzluk fenotipi olusmamasina
karsin, deney paradigmasina akut avci stresi eklendiginde DAB grubu disi
farelerde kuyruktan asma testinde anlamli bir fark gozlenmistir. Akut stresin
DAB’in depresyon-benzeri davranis iizerindeki olasi etkilerini ortaya
cikarabilecegi diistiniilmiistiir. ilerideki calismalarda, akut stresin etkilerinin ve
kuyruktan asma testinin cinsiyetler arasinda gosterdigi farkliliklar

arastirilmalidir.

DAB’in dorsal hipokampusta yaygin mikroglial aktivasyona sebep oldugu
goriilmiistiir. Odiil devreleriyle yaygin baglantilar1 olan bu bolgedeki mikroglial
aktivasyonun hedonik davranis {iizerinde karmasik bir etkisi olabilecegi
distintilmistiir. Bu iliskinin daha kapsamli incelenmesi, ayrica dorsal
hipokampustaki néroinflamatuvar degisikliklerin 6grenme ve bellek iizerindeki

etkilerinin arastiritlmasi onerilir.



77
DAB’in ventral hipokampusta yaygin mikroglial aktivasyona sebep oldugu

goriilmiistiir. Bu aktivasyonun anksiyete-benzeri davranis tizerindeki etkileri,
lokomotor aktivitenin karistirici etkisinin ekarte edildigi bir deney

paradigmasiyla arastirilmalidir.

DAB’in entorinal ve amigdalar alanlarda yaygin mikroglial aktivasyonu
tetikledigi goriilmiistiir. Depresyon-benzeri davranig ve anhedoni-benzeri
davranigla iliskilendirilen bu beyin boélgelerindeki ndroinflamatuvar
degisikliklerin davranig Tlzerindeki etkilerinin karmasik oldugu sonucuna
varilmistir. Bu iliskinin daha kapsamli incelenebilmesi i¢in farkli dozlar ve deney
paradigmalar1 tercih edilerek daha diisiik ve daha yiiksek diizeyde mikroglial
aktivasyon tetiklenmeli, farkli mikroglia fenotiplerinin davranis iizerindeki

etkileri arastirilmalidir.

Davranigin birgok devrenin aktivasyon ve inhibisyonuyla iligkili olarak ortaya
cikan karmasik bir fenomen olmasi sebebiyle, spesifik bolgelerin davranis
iizerindeki etkilerini gozlemleyebilmek icin ilgili bolgelere ¢ok diisiik dozda

DAB verilerek davranis testlerine tabi tutulmasi onerilir.

Konfokal ve 1sik tabakasi floresan mikroskopisi goriintiilemelerinde
intrahipokampal DAB uygulanmasinin uzak beyin boélgelerinde de mikroglial
aktivasyonu tetiklediginin gdzlenmesine karsin; DAB’mn ventrikiiler sistem ve
beynin konveksitesiyle uyumlu olmayan, dorsal hipokampus konektomuyla
iligskili olmast muhtemel bir sekilde topografik heterojenite gosteren dagilimi
sebebiyle verinin degerlendirilmesinin karmasiklastigir goriilmiistiir. Daha rafine
gozlem ve analizlerin yapilabilmesi i¢in DAB’in kan-beyin bariyerinden
geciskenliginin tasiyici bir protein vasitasityla artirilarak sistemik olarak

verilmesi Onerilir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

78
7. KAYNAKLAR

Cruz NF, Dienel GA. High glycogen levels in brains of rats with minimal environmental
stimuli: implications for metabolic contributions of working astrocytes. J Cereb Blood Flow
Metab. 2002;22(12):1476-89.

Magistretti PJ, Allaman 1. A cellular perspective on brain energy metabolism and functional
imaging. Neuron. 2015;86(4):883-901.

Pellerin L, Magistretti PJ. Glutamate uptake into astrocytes stimulates aerobic glycolysis: a
mechanism coupling neuronal activity to glucose utilization. Proc Natl Acad Sci U S A.
1994;91(22):10625-9.

Pellerin L, Bouzier-Sore AK, Aubert A, Serres S, Merle M, Costalat R, et al. Activity-
dependent regulation of energy metabolism by astrocytes: an update. Glia.
2007;55(12):1251-62.

Vaishnavi SN, Vlassenko AG, Rundle MM, Snyder AZ, Mintun MA, Raichle ME. Regional
aerobic glycolysis in the human brain. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America. 2010;107(41):17757-62.

Magistretti PJ, Morrison JH, Shoemaker WJ, Sapin V, Bloom FE. Vasoactive intestinal
polypeptide induces glycogenolysis in mouse cortical slices: a possible regulatory
mechanism for the local control of energy metabolism. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America. 1981;78(10):6535-9.

Sorg O, Magistretti PJ. Characterization of the glycogenolysis elicited by vasoactive
intestinal peptide, noradrenaline and adenosine in primary cultures of mouse cerebral cortical
astrocytes. Brain research. 1991;563(1-2):227-33.

Sorg O, Pellerin L, Stolz M, Beggah S, Magistretti PJ. Adenosine triphosphate and
arachidonic acid stimulate glycogenolysis in primary cultures of mouse cerebral cortical
astrocytes. Neuroscience letters. 1995;188(2):109-12.

Hof PR, Pascale E, Magistretti PJ. K+ at concentrations reached in the extracellular space
during neuronal activity promotes a Ca2+-dependent glycogen hydrolysis in mouse cerebral
cortex. J Neurosci. 1988;8(6):1922-8.

Belanger M, Allaman I, Magistretti PJ. Brain energy metabolism: focus on astrocyte-neuron
metabolic cooperation. Cell metabolism. 2011;14(6):724-38.

Xu J, Song D, Xue Z, Gu L, Hertz L, Peng L. Requirement of glycogenolysis for uptake of
increased extracellular K+ in astrocytes: potential implications for K+ homeostasis and
glycogen usage in brain. Neurochemical research. 2013;38(3):472-85.

Sickmann HM, Walls AB, Schousboe A, Bouman SD, Waagepetersen HS. Functional
significance of brain glycogen in sustaining glutamatergic neurotransmission. Journal of
neurochemistry. 2009;109 Suppl 1:80-6.

Duran J, Guinovart JJ. Brain glycogen in health and disease. Molecular aspects of medicine.
2015;46:70-7.

Roach PJ, Depaoli-Roach AA, Hurley TD, Tagliabracci VS. Glycogen and its metabolism:
some new developments and old themes. The Biochemical journal. 2012;441(3):763-87.

Crerar MM, Karlsson O, Fletterick RJ, Hwang PK. Chimeric muscle and brain glycogen
phosphorylases define protein domains governing isozyme-specific responses to allosteric
activation. The Journal of biological chemistry. 1995;270(23):13748-56.

Kilic K, Karatas H, Donmez-Demir B, Eren-Kocak E, Gursoy-Ozdemir Y, Can A, et al.
Inadequate brain glycogen or sleep increases spreading depression susceptibility. Ann
Neurol. 2018;83(1):61-73.

Ongur D, Drevets WC, Price JL. Glial reduction in the subgenual prefrontal cortex in mood
disorders. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America.



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

79
1998;95(22):13290-5.

Rajkowska G, Miguel-Hidalgo JJ, Wei J, Dilley G, Pittman SD, Meltzer HY, Overholser JC,
Roth BL, Stockmeier CA (1999) Morphometric evidence for neuronal and glial prefrontal
cell pathology in major depression. Biol Psychiatry 45:1085-1098

Bowley MP, Drevets WC, Ongur D, Price JL. Low glial numbers in the amygdala in major
depressive disorder. Biological psychiatry. 2002;52(5):404-12.

Cotter D, Mackay D, Landau S, Kerwin R, Everall I. Reduced glial cell density and neuronal
size in the anterior cingulate cortex in major depressive disorder. Archives of general
psychiatry. 2001;58(6):545-53.

Hascup ER, Hascup KN, Stephens M, Pomerleau F, Huettl P, Gratton A, et al. Rapid
microelectrode measurements and the origin and regulation of extracellular glutamate in rat
prefrontal cortex. Journal of neurochemistry. 2010;115(6):1608-20.

Moghaddam B. Stress preferentially increases extraneuronal levels of excitatory amino acids
in the prefrontal cortex: comparison to hippocampus and basal ganglia. Journal of
neurochemistry. 1993;60(5):1650-7.

Musazzi L, Milanese M, Farisello P, Zappettini S, Tardito D, Barbiero VS, et al. Acute stress
increases depolarization-evoked glutamate release in the rat prefrontal/frontal cortex: the
dampening action of antidepressants. PLoS One. 2010;5(1):e8566.

Satoh E, Shimeki S. Acute restraint stress enhances calcium mobilization and glutamate
exocytosis in cerebrocortical synaptosomes from mice. Neurochemical research.
2010;35(5):693-701.

Iwata M, Ota KT, Li XY, Sakaue F, Li N, Dutheil S, et al. Psychological Stress Activates the
Inflammasome via Release of Adenosine Triphosphate and Stimulation of the Purinergic
Type 2X7 Receptor. Biological psychiatry. 2016;80(1):12-22.

Elekes O, Venema K, Postema F, Dringen R, Hamprecht B, Korf J. Evidence that stress
activates glial lactate formation in vivo assessed with rat hippocampus lactography.
Neuroscience letters. 1996;208(1):69-72.

Uehara T, Kurata K, Sumiyoshi T, Kurachi M. Immobilization stress-induced increment of
lactate metabolism in the basolateral amygdaloid nucleus is attenuated by diazepam in the
rat. European journal of pharmacology. 2003;459(2-3):211-5.

Uehara T, Sumiyoshi T, Matsuoka T, Tanaka K, Tsunoda M, Itoh H, et al. Enhancement of
lactate metabolism in the basolateral amygdala by physical and psychological stress: role of
benzodiazepine receptors. Brain research. 2005;1065(1-2):86-91.

Uehara T, Sumiyoshi T, Itoh H, Kurachi M. Role of glutamate transporters in the modulation
of stress-induced lactate metabolism in the rat brain. Psychopharmacology (Berl).
2007;195(2):297-302.

Uechara T, Matsuoka T, Itoh H, Sumiyoshi T. Chronic treatment with tandospirone, a 5-
HT(1A) receptor partial agonist, suppresses footshock stress-induced lactate production in
the prefrontal cortex of rats. Pharmacol Biochem Behav. 2013 Nov 15;113:1-6.

Zhang HY, Zhao YN, Wang ZL, Huang YF. Chronic corticosterone exposure reduces
hippocampal glycogen level and induces depression-like behavior in mice. Journal of
Zhejiang University Science B. 2015;16(1):62-9.

Zhao Y, Zhang Q, Shao X, Ouyang L, Wang X, Zhu K, et al. Decreased Glycogen Content
Might Contribute to Chronic Stress-Induced Atrophy of Hippocampal Astrocyte volume and
Depression-like Behavior in Rats. Scientific reports. 2017;7:43192.

Hertz L, Peng L, Dienel GA. Energy metabolism in astrocytes: high rate of oxidative
metabolism and spatiotemporal dependence on glycolysis/glycogenolysis. Journal of cerebral
blood flow and metabolism : official journal of the International Society of Cerebral Blood
Flow and Metabolism. 2007;27(2):219-49.

O'Donnell J, Zeppenfeld D, McConnell E, Pena S, Nedergaard M. Norepinephrine: a
neuromodulator that boosts the function of multiple cell types to optimize CNS performance.



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

80
Neurochemical research. 2012;37(11):2496-512.

Tombaugh GC, Yang SH, Swanson RA, Sapolsky RM. Glucocorticoids exacerbate hypoxic
and hypoglycemic hippocampal injury in vitro: biochemical correlates and a role for
astrocytes. Journal of neurochemistry. 1992;59(1):137-46.

Allaman I, Pellerin L, Magistretti PJ. Glucocorticoids modulate neurotransmitter-induced
glycogen metabolism in cultured cortical astrocytes. Journal of neurochemistry.
2004;88(4):900-8.

Quach TT, Rose C, Duchemin AM, Schwartz JC. Glycogenolysis induced by serotonin in
brain: identification of a new class of receptor. Nature. 1982;298(5872):373-5.

Darvesh AS, Gudelsky GA. Activation of 5-HT2 receptors induces glycogenolysis in the rat
brain. European journal of pharmacology. 2003;464(2-3):135-40.

Carrard A, Elsayed M, Margineanu M, Boury-Jamot B, Fragniere L, Meylan EM, et al.
Peripheral administration of lactate produces antidepressant-like effects. Molecular
psychiatry. 2018;23(2):488.

Karnib N, El-Ghandour R, El Hayek L, Nasrallah P, Khalifeh M, Barmo N, et al. Lactate is
an antidepressant that mediates resilience to stress by modulating the hippocampal levels and
activity of histone deacetylases. Neuropsychopharmacology. 2019;44(6):1152-62.

Brown AM, Tekkok SB, Ransom BR. Glycogen regulation and functional role in mouse
white matter. The Journal of physiology. 2003;549(Pt 2):501-12.

Cruz NF, Dienel GA. High glycogen levels in brains of rats with minimal environmental
stimuli: implications for metabolic contributions of working astrocytes. Journal of cerebral
blood flow and metabolism : official journal of the International Society of Cerebral Blood
Flow and Metabolism. 2002;22(12):1476-89.

Swanson RA, Morton MM, Sagar SM, Sharp FR. Sensory stimulation induces local cerebral
glycogenolysis: demonstration by autoradiography. Neuroscience. 1992;51(2):451-61.

Franken P, Gip P, Hagiwara G, Ruby NF, Heller HC. Changes in brain glycogen after sleep
deprivation vary with genotype. American journal of physiology Regulatory, integrative and
comparative physiology. 2003;285(2):R413-9.

Gip P, Hagiwara G, Ruby NF, Heller HC. Sleep deprivation decreases glycogen in the
cerebellum but not in the cortex of young rats. American journal of physiology Regulatory,
integrative and comparative physiology. 2002;283(1):R54-9.

Kong J, Shepel PN, Holden CP, Mackiewicz M, Pack Al, Geiger JD. Brain glycogen
decreases with increased periods of wakefulness: implications for homeostatic drive to sleep.
J Neurosci. 2002;22(13):5581-7.

Petit JM, Tobler I, Allaman I, Borbely AA, Magistretti PJ. Sleep deprivation modulates brain
mRNAs encoding genes of glycogen metabolism. The European journal of neuroscience.
2002;16(6):1163-7.

Scharf MT, Naidoo N, Zimmerman JE, Pack Al. The energy hypothesis of sleep revisited.
Progress in neurobiology. 2008;86(3):264-80.

Herzog RI, Chan O, Yu S, Dziura J, McNay EC, Sherwin RS. Effect of acute and recurrent
hypoglycemia on changes in brain glycogen concentration. Endocrinology.
2008;149(4):1499-504.

Wender R, Brown AM, Fern R, Swanson RA, Farrell K, Ransom BR. Astrocytic glycogen
influences axon function and survival during glucose deprivation in central white matter. J
Neurosci. 2000;20(18):6804-10.

Matsui T, Ishikawa T, Ito H, Okamoto M, Inoue K, Lee MC, et al. Brain glycogen
supercompensation following exhaustive exercise. The Journal of physiology.
2012;590(3):607-16.

Brown AM. Brain glycogen re-awakened. Journal of neurochemistry. 2004;89(3):537-52.



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.
67.

68.

69.

81

Bernard-Helary K, Lapouble E, Ardourel M, Hevor T, Cloix JF. Correlation between brain
glycogen and convulsive state in mice submitted to methionine sulfoximine. Life sciences.
2000;67(14):1773-81.

Cloix JF, Tahi Z, Boissonnet A, Hevor T. Brain glycogen and neurotransmitter levels in fast
and slow methionine sulfoximine-selected mice. Experimental neurology.
2010;225(2):274-83.

Duran J, Saez I, Gruart A, Guinovart JJ, Delgado-Garcia JM. Impairment in long-term
memory formation and learning-dependent synaptic plasticity in mice lacking glycogen
synthase in the brain. Journal of cerebral blood flow and metabolism : official journal of the
International Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism. 2013;33(4):550-6.

Suzuki A, Stern SA, Bozdagi O, Huntley GW, Walker RH, Magistretti PJ, et al. Astrocyte-
neuron lactate transport is required for long-term memory formation. Cell.
2011;144(5):810-23.

Waagepetersen HS, Westergaard N, Schousboe A. The effects of isofagomine, a potent
glycogen phosphorylase inhibitor, on glycogen metabolism in cultured mouse cortical
astrocytes. Neurochemistry international. 2000;36(4-5):435-40.

Walls AB, Sickmann HM, Brown A, Bouman SD, Ransom B, Schousboe A, et al.
Characterization of 1,4-dideoxy-1,4-imino-d-arabinitol (DAB) as an inhibitor of brain
glycogen shunt activity. Journal of neurochemistry. 2008;105(4):1462-70.

Fosgerau K, Westergaard N, Quistorff B, Grunnet N, Kristiansen M, Lundgren K. Kinetic
and functional characterization of 1,4-dideoxy-1, 4-imino-d-arabinitol: a potent inhibitor of
glycogen phosphorylase with anti-hyperglyceamic effect in ob/ob mice. Arch Biochem
Biophys. 2000 Aug 15;380(2):274-84.

Andersen B, Westergaard N. The effect of glucose on the potency of two distinct glycogen
phosphorylase inhibitors. Biochem J. 2002 Oct 15;367(Pt 2):443-50.

Dienel GA, Ball KK, Cruz NF. A glycogen phosphorylase inhibitor selectively enhances
local rates of glucose utilization in brain during sensory stimulation of conscious rats:
implications for glycogen turnover. Journal of neurochemistry. 2007;102(2):466-78.

Suh SW, Bergher JP, Anderson CM, Treadway JL, Fosgerau K, Swanson RA. Astrocyte
glycogen sustains neuronal activity during hypoglycemia: studies with the glycogen
phosphorylase inhibitor CP-316,819 ([R-R*,S*]-5-chloro-N-[2-hydroxy-3-
(methoxymethylamino)-3-oxo-1-(phenylmethyl)pro pyl]-1H-indole-2-carboxamide). The
Journal of pharmacology and experimental therapeutics. 2007;321(1):45-50.

Sickmann HM, Waagepetersen HS, Schousboe A, Benie AJ, Bouman SD. Obesity and type 2
diabetes in rats are associated with altered brain glycogen and amino-acid homeostasis.
Journal of cerebral blood flow and metabolism : official journal of the International Society
of Cerebral Blood Flow and Metabolism. 2010;30(8):1527-37.

Sickmann HM, Waagepetersen HS, Schousboe A, Benie AJ, Bouman SD. Brain glycogen
and its role in supporting glutamate and GABA homeostasis in a type 2 diabetes rat model.
Neurochemistry international. 2012;60(3):267-75.

Sickmann HM, Walls AB, Schousboe A, Bouman SD, Waagepetersen HS. Functional
significance of brain glycogen in sustaining glutamatergic neurotransmission. Journal of
neurochemistry. 2009;109 Suppl 1:80-6.

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/depression

Kessler RC, Bromet EJ. The Epidemiology of Depression Across Cultures. Annu Rev Public
Health. 2013;34(1):119-38.

Whiteford HA, Degenhardt L, Rehm J, Baxter AJ, Ferrari AJ, Erskine HE, vd. Global burden
of disease attributable to mental and substance use disorders: Findings from the Global
Burden of Disease Study 2010. Lancet. 2013;382(9904):1575-86.

Greenberg PE, Fournier A-A, Sisitsky T, Pike CT, Kessler RC. The Economic Burden of
Adults With Major Depressive Disorder in the United States (2005 and 2010). J Clin



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

82
Psychiatry. 2015;2010(February):155-62.

Eaton WW, Shao H, Nestadt G, Lee HB, Bienvenu OJ, Zandi P. Population-based study of
first onset and chronicity in major depressive disorder. Archives of general psychiatry.
2008;65(5):513-20.

Heninger GR, Delgado PL, Charney DS. The revised monoamine theory of depression: a
modulatory role for monoamines, based on new findings from monoamine depletion
experiments in humans. Pharmacopsychiatry. 1996;29(1):2-11.

Maas JW. Biogenic amines and depression. Biochemical and pharmacological separation of
two types of depression. Archives of general psychiatry. 1975;32(11):1357-61.

Goodman WK, Charney DS. Therapeutic applications and mechanisms of action of
monoamine oxidase inhibitor and heterocyclic antidepressant drugs. The Journal of clinical
psychiatry. 1985;46(10 Pt 2):6-24.

Kendell SF, Krystal JH, Sanacora G. GABA and glutamate systems as therapeutic targets in
depression and mood disorders. Expert opinion on therapeutic targets. 2005;9(1):153-68.

Northoff G, Sibille E. Why are cortical GABA neurons relevant to internal focus in
depression? A cross-level model linking cellular, biochemical and neural network findings.
Molecular psychiatry. 2014;19(9):966-77.

Sanacora G, Saricicek A. GABAergic contributions to the pathophysiology of depression
and the mechanism of antidepressant action. CNS & neurological disorders drug targets.
2007;6(2):127-40.

Butler PW, Besser GM. Pituitary-adrenal function in severe depressive illness. Lancet
(London, England). 1968;1(7554):1234-6.

Dinan TG. Glucocorticoids and the genesis of depressive illness. A psychobiological model.
The British journal of psychiatry : the journal of mental science. 1994;164(3):365-71.

Price JL, Drevets WC. Neural circuits underlying the pathophysiology of mood disorders.
Trends in cognitive sciences. 2012;16(1):61-71.

Ressler KJ, Mayberg HS. Targeting abnormal neural circuits in mood and anxiety disorders:
from the laboratory to the clinic. Nature neuroscience. 2007;10(9):1116-24.

Shin LM, Liberzon I. The neurocircuitry of fear, stress, and anxiety disorders.
Neuropsychopharmacology. 2010;35(1):169-91.

Magarinos AM, McEwen BS, Flugge G, Fuchs E. Chronic psychosocial stress causes apical
dendritic atrophy of hippocampal CA3 pyramidal neurons in subordinate tree shrews. J
Neurosci. 1996;16(10):3534-40.

Radley 1J, Sisti HM, Hao J, Rocher AB, McCall T, Hof PR, et al. Chronic behavioral stress
induces apical dendritic reorganization in pyramidal neurons of the medial prefrontal cortex.
Neuroscience. 2004;125(1):1-6.

Kang HJ, Voleti B, Hajszan T, Rajkowska G, Stockmeier CA, Licznerski P, et al. Decreased
expression of synapse-related genes and loss of synapses in major depressive disorder.
Nature medicine. 2012;18(9):1413-7.

Duric V, Banasr M, Stockmeier CA, Simen AA, Newton SS, Overholser JC, et al. Altered
expression of synapse and glutamate related genes in post-mortem hippocampus of depressed
subjects. The international journal of neuropsychopharmacology. 2013;16(1):69-82.

Vyas A, Mitra R, Shankaranarayana Rao BS, Chattarji S. Chronic stress induces contrasting
patterns of dendritic remodeling in hippocampal and amygdaloid neurons. J Neurosci.
2002;22(15):6810-8.

Gadani SP, Cronk JC, Norris GT, Kipnis J. IL-4 in the brain: a cytokine to remember. J
Immunol. 2012 Nov 1;189(9):4213-9.

DiSabato DJ, Quan N, Godbout JP. Neuroinflammation: the devil is in the details. Journal of
neurochemistry. 2016;139 Suppl 2:136-53.



83

89. Chen WW, Zhang X, Huang WJ. Role of neuroinflammation in neurodegenerative diseases
(Review). Molecular medicine reports. 2016;13(4):3391-6.

90. Rana A, Musto AE. The role of inflammation in the development of epilepsy. Journal of
neuroinflammation. 2018;15(1):144.

91. Ginhoux F, Greter M, Leboeuf M, Nandi S, See P, Gokhan S, et al. Fate mapping analysis
reveals that adult microglia derive from primitive macrophages. Science (New York, NY).
2010;330(6005):841-5.

92. Marin-Teva JL, Dusart I, Colin C, Gervais A, van Rooijen N, Mallat M. Microglia promote
the death of developing Purkinje cells. Neuron. 2004;41(4):535-47.

93. Marin-Teva JL, Cuadros MA, Martin-Oliva D, Navascues J. Microglia and neuronal cell
death. Neuron glia biology. 2011;7(1):25-40.

94. Sierra A, Encinas JM, Deudero JJ, Chancey JH, Enikolopov G, Overstreet-Wadiche LS, et al.
Microglia shape adult hippocampal neurogenesis through apoptosis-coupled phagocytosis.
Cell stem cell. 2010;7(4):483-95.

95. Paolicelli RC, Bolasco G, Pagani F, Maggi L, Scianni M, Panzanelli P, et al. Synaptic
pruning by microglia is necessary for normal brain development. Science (New York, NY).
2011;333(6048):1456-8.

96. Schafer DP, Lehrman EK, Kautzman AG, Koyama R, Mardinly AR, Yamasaki R, et al.
Microglia sculpt postnatal neural circuits in an activity and complement-dependent manner.
Neuron. 2012;74(4):691-705.

97. Tremblay ME, Lowery RL, Majewska AK. Microglial interactions with synapses are
modulated by visual experience. PLoS biology. 2010;8(11):e1000527.

98. Wake H, Moorhouse AJ, Jinno S, Kohsaka S, Nabekura J. Resting microglia directly monitor
the functional state of synapses in vivo and determine the fate of ischemic terminals. J
Neurosci. 2009;29(13):3974-80.

99. Maezawa I, Jin LW. Rett syndrome microglia damage dendrites and synapses by the elevated
release of glutamate. J Neurosci. 2010;30(15):5346-56.

100. Davalos D, Grutzendler J, Yang G, Kim JV, Zuo Y, Jung S, et al. ATP mediates rapid
microglial response to local brain injury in vivo. Nature neuroscience. 2005;8(6):752-8.

101. Kettenmann H, Hanisch UK, Noda M, Verkhratsky A. Physiology of microglia.
Physiological reviews. 2011;91(2):461-553.

102. Ransohoff RM, Perry VH. Microglial physiology: unique stimuli, specialized responses.
Annual review of immunology. 2009;27:119-45.

103.Lai AY, Dhami KS, Dibal CD, Todd KG. Neonatal rat microglia derived from different brain
regions have distinct activation responses. Neuron glia biology. 2011;7(1):5-16.

104. Nayak D, Zinselmeyer BH, Corps K, McGavern DB. In vivo dynamics of innate immune
sentinels in the CNS. IntraVital. 2012; 1:95-106.

105. Nimmerjahn A, Kirchhoff F, Helmchen F. Resting microglial cells are highly dynamic
surveillants of brain parenchyma in vivo. Science. 2005; 308:1314—1318.

106. Thomas WE. Characterization of the dynamic nature of microglial cells. Brain Res. Bull.
1990; 25:351-354.

107. Booth PL, Thomas WE. Evidence for motility and pinocytosis in ramified microglia in tissue
culture. Brain Res. 1991; 548:163—171.

108. Brockhaus J, Moller T, Kettenmann H. Phagocytozing ameboid microglial cells studied in a
mouse corpus callosum slice preparation. Glia. 1996; 16:81-90.

109. Dailey ME, Waite M. Confocal imaging of microglial cell dynamics in hippocampal slice
cultures. Methods. 1999; 18:222-230. 177.

110. Stence N, Waite M, Dailey ME. Dynamics of microglial activation: a confocal time-lapse
analysis in hippocampal slices. Glia. 2001; 33:256-266.



84

111. Nayak D, Johnson KR, Heydari S, Roth TL, Zinselmeyer BH, McGavern DB. Type I
interferon programs innate myeloid dynamics and gene expression in the virally infected
nervous system. PLoS Pathog. 2013; 9:¢1003395.

112. Nayak D, Roth TL, McGavern DB. Microglia development and function. Annual review of
immunology. 2014;32:367-402.

113.Lier J, Streit WJ, Bechmann I. Beyond Activation: Characterizing Microglial Functional
Phenotypes. Cells. 2021 Aug 28;10(9):2236.

114. Nimmerjahn A. Monitoring neuronal health. Science (New York, NY).
2020;367(6477):510-1.

115. Izquierdo P, Attwell D, Madry C. Ion Channels and Receptors as Determinants of Microglial
Function. Trends in neurosciences. 2019;42(4):278-92.

116. York EM, Bernier LP, MacVicar BA. Microglial modulation of neuronal activity in the
healthy brain. Developmental neurobiology. 2018;78(6):593-603.

117. Salter MW, Stevens B. Microglia emerge as central players in brain disease. Nature
medicine. 2017;23(9):1018-27.

118. Cserep C, Posfai B, Lenart N, Fekete R, Laszlo ZI, Lele Z, et al. Microglia monitor and
protect neuronal function through specialized somatic purinergic junctions. Science (New
York, NY). 2020;367(6477):528-37.

119. Grade S, Gotz M. Neuronal replacement therapy: previous achievements and challenges
ahead. NPJ Regenerative medicine. 2017;2:29.

120. Lemke G. How macrophages deal with death. Nature reviews Immunology.
2019;19(9):539-49.

121. Wake H, Moorhouse AJ, Nabekura J. Functions of microglia in the central nervous system--
beyond the immune response. Neuron glia biology. 2011;7(1):47-53.

122. Walsh JG, Muruve DA, Power C. Inflammasomes in the CNS. Nature reviews
Neuroscience. 2014;15(2):84-97.

123. Koo JW, Russo SJ, Ferguson D, Nestler EJ, Duman RS. Nuclear factor-kappaB is a critical
mediator of stress-impaired neurogenesis and depressive behavior. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America. 2010;107(6):2669-74.

124. Goshen I, Kreisel T, Ben-Menachem-Zidon O, Licht T, Weidenfeld J, Ben-Hur T, et al. Brain
interleukin-1 mediates chronic stress-induced depression in mice via adrenocortical
activation and hippocampal neurogenesis suppression. Molecular psychiatry.
2008;13(7):717-28.

125. Goshen I, Yirmiya R. Interleukin-1 (IL-1): a central regulator of stress responses. Frontiers
in neuroendocrinology. 2009;30(1):30-45.

126. Koo JW, Duman RS. IL-1beta is an essential mediator of the antineurogenic and anhedonic
effects of stress. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 2008;105(2):751-6.

127. Lier J, Streit WJ, Bechmann I. Beyond Activation: Characterizing Microglial Functional
Phenotypes. Cells. 2021 Aug 28;10(9):2236.

128. Evans DL, Charney DS, Lewis L, Golden RN, Gorman JM, Krishnan KR, et al. Mood
disorders in the medically ill: scientific review and recommendations. Biological psychiatry.
2005;58(3):175-89.

129. Kohler CA, Freitas TH, Stubbs B, Maes M, Solmi M, Veronese N, et al. Peripheral
Alterations in Cytokine and Chemokine Levels After Antidepressant Drug Treatment for
Major Depressive Disorder: Systematic Review and Meta-Analysis. Molecular neurobiology.
2018;55(5):4195-206.

130. Morris G, Berk M, Puri BK. A Comparison of Neuroimaging Abnormalities in Multiple
Sclerosis, Major Depression and Chronic Fatigue Syndrome (Myalgic Encephalomyelitis): is
There a Common Cause? Molecular neurobiology. 2018;55(4):3592-609.



85

131. Maes M. Evidence for an immune response in major depression: a review and hypothesis.
Progress in neuro-psychopharmacology & biological psychiatry. 1995;19(1):11-38.

132. Bierhaus A, Wolf J, Andrassy M, Rohleder N, Humpert PM, Petrov D, et al. A mechanism
converting psychosocial stress into mononuclear cell activation. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 2003;100(4):1920-5.

133. Pace TW, Mletzko TC, Alagbe O, Musselman DL, Nemeroff CB, Miller AH, et al. Increased
stress-induced inflammatory responses in male patients with major depression and increased
early life stress. The American journal of psychiatry. 2006;163(9):1630-3.

134. Howren MB, Lamkin DM, Suls J. Associations of depression with C-reactive protein, IL-1,
and IL-6: a meta-analysis. Psychosomatic medicine. 2009;71(2):171-86.

135. Dahl J, Ormstad H, Aass HC, Malt UF, Bendz LT, Sandvik L, et al. The plasma levels of
various cytokines are increased during ongoing depression and are reduced to normal levels
after recovery. Psychoneuroendocrinology. 2014;45:77-86.

136. Freire TFV, Rocha NSD, Fleck MPA. The association of electroconvulsive therapy to
pharmacological treatment and its influence on cytokines. Journal of psychiatric research.
2017;92:205-11.

137. Kim YK, Suh IB, Kim H, Han CS, Lim CS, Choi SH, et al. The plasma levels of
interleukin-12 in schizophrenia, major depression, and bipolar mania: effects of psychotropic
drugs. Molecular psychiatry. 2002;7(10):1107-14.

138. Wiedlocha M, Marcinowicz P, Krupa R, Janoska-Jazdzik M, Janus M, Debowska W, et al.
Effect of antidepressant treatment on peripheral inflammation markers - A meta-analysis.
Progress in neuro-psychopharmacology & biological psychiatry. 2018;80(Pt C):217-26.

139. Hattori K, Ota M, Sasayama D, Yoshida S, Matsumura R, Miyakawa T, et al. Increased
cerebrospinal fluid fibrinogen in major depressive disorder. Scientific reports. 2015;5:11412.

140. Lindgvist D, Janelidze S, Hagell P, Erhardt S, Samuelsson M, Minthon L, et al. Interleukin-6
is elevated in the cerebrospinal fluid of suicide attempters and related to symptom severity.
Biological psychiatry. 2009;66(3):287-92.

141. Chen MK, Guilarte TR. Translocator protein 18 kDa (TSPO): molecular sensor of brain
injury and repair. Pharmacology & therapeutics. 2008;118(1):1-17.

142. Hannestad J, DellaGioia N, Gallezot JD, Lim K, Nabulsi N, Esterlis I, et al. The
neuroinflammation marker translocator protein is not elevated in individuals with mild-to-
moderate depression: a [(1)(1)C]PBR28 PET study. Brain, behavior, and immunity.
2013;33:131-8.

143. Richards EM, Zanotti-Fregonara P, Fujita M, Newman L, Farmer C, Ballard ED, et al. PET
radioligand binding to translocator protein (TSPO) is increased in unmedicated depressed
subjects. EINMMI research. 2018;8(1):57.

144. Ueda HR, Ertirk A, Chung K, Gradinaru V, Chédotal A, Tomancak P, Keller PJ. Tissue
clearing and its applications in neuroscience. Nat Rev Neurosci. 2020 Feb;21(2):61-79. doi:
10.1038/s41583-019-0250-1.

145. Molbay M, Kolabas ZI, Todorov MI, Ohn TL, Ertiirk A. A guidebook for DISCO tissue
clearing. Mol Syst Biol. 2021 Mar;17(3):e9807.

146. Hale GM, Querry MR. Optical Constants of Water in the 200-nm to 200-microm
Wavelength Region. Appl Opt. 1973 Mar 1;12(3):555-63.

147. Richardson DS, Lichtman JW. Clarifying Tissue Clearing. Cell. 2015 Jul 16;162(2):246-257.

148. Ertiirk A, Becker K, Jahrling N, Mauch CP, Hojer CD, Egen JG, Hellal F, Bradke F, Sheng
M, Dodt HU. Three-dimensional imaging of solvent-cleared organs using 3DISCO. Nat
Protoc. 2012 Nov;7(11):1983-95.

149. Ertiirk A, Mauch CP, Hellal F, Forstner F, Keck T, Becker K, Jahrling N, Steffens H, Richter
M, Hiibener M, Kramer E, Kirchhoff F, Dodt HU, Bradke F. Three-dimensional imaging of
the unsectioned adult spinal cord to assess axon regeneration and glial responses after injury.
Nat Med. 2011 Dec 25;18(1):166-71.



86

150. Renier N, Wu Z, Simon DJ, Yang J, Ariel P, Tessier-Lavigne M. iDISCO: a simple, rapid
method to immunolabel large tissue samples for volume imaging. Cell. 2014 Nov
6;159(4):896-910.

151. Renier N, Adams EL, Kirst C, Wu Z, Azevedo R, Kohl J, Autry AE, Kadiri L, Umadevi
Venkataraju K, Zhou Y, Wang VX, Tang CY, Olsen O, Dulac C, Osten P, Tessier-Lavigne M.
Mapping of Brain Activity by Automated Volume Analysis of Immediate Early Genes. Cell.
2016 Jun 16;165(7):1789-1802.

152. Corsetti S, Gunn-Moore F, Dholakia K. Light sheet fluorescence microscopy for
neuroscience. J Neurosci Methods. 2019 May 1;319:16-27.

153. Panier T, Romano SA, Olive R, Pietri T, Sumbre G, Candelier R, Debrégeas G. Fast
functional imaging of multiple brain regions in intact zebrafish larvae using selective plane
illumination microscopy. Front Neural Circuits. 2013 Apr 9;7:65.

154. Ahrens MB, Orger MB, Robson DN, Li JM, Keller PJ. Whole-brain functional imaging at
cellular resolution using light-sheet microscopy. Nat Methods. 2013 May;10(5):413-20.

155. Holekamp TF, Turaga D, Holy TE. Fast three-dimensional fluorescence imaging of activity
in neural populations by objective-coupled planar illumination microscopy. Neuron. 2008
Mar 13;57(5):661-72.

156. Laissue PP, Alghamdi RA, Tomancak P, Reynaud EG, Shroff H. Assessing phototoxicity in
live fluorescence imaging. Nat Methods. 2017 Jun 29;14(7):657-661.

157. Jemielita M, Taormina MJ, Delaurier A, Kimmel CB, Parthasarathy R. Comparing
phototoxicity during the development of a zebrafish craniofacial bone using confocal and
light sheet fluorescence microscopy techniques. J Biophotonics. 2013 Dec;6(11-12):920-8.

158. Icha J, Weber M, Waters JC, Norden C. Phototoxicity in live fluorescence microscopy, and
how to avoid it. Bioessays. 2017 Aug;39(8).

159. Adams MW, Loftus AF, Dunn SE, Joens MS, Fitzpatrick JAJ. Light Sheet Fluorescence
Microscopy (LSFM). Curr Protoc Cytom. 2015 Jan 5;71:12.37.1-12.37.15.

160. Seibenhener ML, Wooten MC. Use of the Open Field Maze to measure locomotor and
anxiety-like behavior in mice. J Vis Exp. 2015 Feb 6;(96):e52434.

161. Royce JR. On the construct validity of open-field measures. Psychol Bull. 1977 84:1098—
1106.

162. Takao K, Miyakawa T. Light/dark transition test for mice. J Vis Exp. 2006 Nov 13;(1):104.

163. Crawley J, Goodwin FK. Preliminary report of a simple animal behavior model for the
anxiolytic effects of benzodiazepines. Pharmacol Biochem Behav. 1980 Aug;13(2):167-70.

164. Can A, Dao DT, Terrillion CE, Piantadosi SC, Bhat S, Gould TD. The tail suspension test. J
Vis Exp. 2012 Jan 28;(59):e3769.

165. Steru L, Chermat R, Thierry B, Simon P. The tail suspension test: a new method for
screening antidepressants in mice. Psychopharmacology (Berl). 1985;85(3):367-70.

166. Liu MY, Yin CY, Zhu LJ, Zhu XH, Xu C, Luo CX, Chen H, Zhu DY, Zhou QG. Sucrose
preference test for measurement of stress-induced anhedonia in mice. Nat Protoc. 2018
Jul;13(7):1686-1698.

167. Brown TS, Murphy HM. Factors affecting sucrose preference behavior in rats with
hippocampal lesions. Physiol Behav. 1973 Dec;11(6):833-44.

168. Kaidanovich-Beilin O, Lipina T, Vukobradovic I, Roder J, Woodgett JR. Assessment of
social interaction behaviors. J Vis Exp. 2011 Feb 25;(48):2473

169. Kohl J, Autry AE, Kadiri L, Umadevi Venkataraju K, Zhou Y, Wang VX, Tang CY, Olsen O,
Dulac C, Osten P, Tessier-Lavigne M. Mapping of Brain Activity by Automated Volume
Analysis of Immediate Early Genes. Cell. 2016 Jun 16;165(7):1789-1802.

170. Kih¢ K. Glikojen Ddngiistiniin Bozulmasinin Kortikal Yayilan Depolarizasyon Olusumu ve
Panneksin 1 Kanallari Uzerine Etkisinin Arastirilmasi [Doktora Tezi]. Ankara: Hacettepe
Universitesi; 2013.



87

171. Popoli M, Yan Z, McEwen BS, Sanacora G. The stressed synapse: the impact of stress and
glucocorticoids on glutamate transmission. Nat Rev Neurosci. 2011 Nov 30;13(1):22-37.

172. Trainor BC, Pride MC, Villalon Landeros R, Knoblauch NW, Takahashi EY, Silva AL, Crean
KK. Sex differences in social interaction behavior following social defeat stress in the
monogamous California mouse (Peromyscus californicus). PLoS One. 2011 Feb
25;6(2):e17405.

173. Fanselow MS, Dong HW. Are the dorsal and ventral hippocampus functionally distinct
structures? Neuron. 2010 Jan 14;65(1):7-19.

174. Bacqué-Cazenave J, Bharatiya R, Barricre G, Delbecque JP, Bouguiyoud N, Di Giovanni G,
Cattaert D, De Deurwaerdére P. Serotonin in Animal Cognition and Behavior. Int J Mol Sci.
2020 Feb 28;21(5):1649.

175. Abela AR, Browne CJ, Sargin D, Prevot TD, Ji XD, Li Z, Lambe EK, Fletcher PJ. Median
raphe serotonin neurons promote anxiety-like behavior via inputs to the dorsal hippocampus.
Neuropharmacology. 2020 May 15;168:107985.

176. Russo SJ, Nestler EJ. The brain reward circuitry in mood disorders. Nat Rev Neurosci. 2013
Sep;14(9):609-25.

177. Wang C, Zhang Y, Shao S, Cui S, Wan Y, Yi M. Ventral Hippocampus Modulates Anxiety-
Like Behavior in Male But Not Female C57BL/6 J Mice. Neuroscience. 2019 Oct
15;418:50-58.

178. Felix-Ortiz AC, Tye KM. Amygdala inputs to the ventral hippocampus bidirectionally
modulate social behavior. J Neurosci. 2014 Jan 8;34(2):586-95.

179. Takehara-Nishiuchi K. Entorhinal cortex and consolidated memory. Neurosci Res. 2014
Jul;84:27-33.

180. Kim IB, Park SC. The Entorhinal Cortex and Adult Neurogenesis in Major Depression. Int J
Mol Sci. 2021 Oct 29;22(21):11725.

181. Chen X, Lan T, Wang Y, He Y, Wu Z, Tian Y, Li Y, Bai M, Zhou W, Zhang H, Cheng K, Xie
P. Entorhinal cortex-based metabolic profiling of chronic restraint stress mice model of
depression. Aging (Albany NY). 2020 Feb 12;12(3):3042-3052.

182. Tonov ID, Pushinskaya II, Gorev NP, Shpilevaya LA, Frenkel DD, Severtsev NN. Histamine
H1 receptors regulate anhedonic-like behavior in rats: Involvement of the anterior cingulate
and lateral entorhinal cortices. Behav Brain Res. 2021 Aug 27;412:113445.

183. Zheng ZH, Tu JL, Li XH, Hua Q, Liu WZ, Liu Y, Pan BX, Hu P, Zhang WH.
Neuroinflammation induces anxiety- and depressive-like behavior by modulating neuronal
plasticity in the basolateral amygdala. Brain Behav Immun. 2021 Jan;91:505-518

184. Janak PH, Tye KM. From circuits to behaviour in the amygdala. Nature. 2015 Jan
15;517(7534):284-92.

185. Heshmati M, Russo SJ. Anhedonia and the brain reward circuitry in depression. Curr Behav
Neurosci Rep. 2015 Sep;2(3):146-153.

186. Lalumiere RT. Optogenetic dissection of amygdala functioning. Front Behav Neurosci. 2014
Mar 26;8:107.

187. Tye KM, Prakash R, Kim SY, Fenno LE, Grosenick L, Zarabi H, Thompson KR, Gradinaru
V, Ramakrishnan C, Deisseroth K. Amygdala circuitry mediating reversible and bidirectional
control of anxiety. Nature. 2011 Mar 17;471(7338):358-62.

188. Yirmiya R, Rimmerman N, Reshef R. Depression as a microglial disease. Trends Neurosci.
2015 Oct;38(10):637-658.



88
8. EKLER

EK-1: Tez Calismasi ile flgili Etik Kurul izinleri




&9

HACETTEPE UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI ETiK KURULU iMZA SIRKULERI

TOPLANTI TARIHI VE SAATI :27.09.2022 (SALI)

: 14,00

:2022/08

1 2018/42(ONAY TARIHI: 04.09.2018)
1 2022/08-14

TOPLANTI SAATI
TOPLANTI SAYISI
PROJE NUMARASI
KARAR NUMARASI

Prof. Dr. Sema CALIS
(Bagkan)

(IZINLI)
Prof. Dr. Giines ESENDAGLI

(Uye)

Prof. Dr. Niiket Ornek BUKEN Prof. Dr. x\'\_lckin AKYOL
(Bagkan Vekili) (Uye)

Dog. Dr. Meltem TUNCER
(Uye)

Dog. Dr. Giiray SOYDA Dog. Dr. M. Alper CETINKAYA

(Uye) b (Uye)

(IZINLI) ;
Dog. Dr. Ahmet Biilent DOGRUL
(Uye)

Avukat #ehmet YALCIN
(Uye)

(IZINLI)
Dog. Dr. Banu Cahide TEL ™[ Dr. Ogr. Uyesi Esin CETIN
(Uye) | (Uye)

> ] Mevliit ()55('V()GLU
(Uye) (Uye)




Prof. Dr. Turgay

Licehan <RK (Dol




91

HACETTEPE UNIVERSITEST
HAYVAN DENEYLERI ETiK KURULU IMZA SIRKULERI

TOPLANTI TARIHI VE SAATI :23.08.2022 (SALI)

TOPLANTI SAATI £ 14.00

TOPLANTI SAYISI : 2022/07

PROJE NUMARASI : 2022/38

KARAR NUMARASI 1 2022/07-02
R | e P ——— 4j‘
‘ Prof. Dr. Sema CALIS Prof. Dr. Niket Omek BUKEN ‘ Prof. Dr. “\}::Ckin A z
\ (Bagkan) (Baskan Vekili) (Uye)
}_‘_’———

Prof. Dr. Abdullah C. A

(Uye) g

~—

| | (IZINLI)

! 6¢. Dr. Meltem TUN v Dr. Giiray SOYDA! ‘ Dog. Dr. M. Alper CETINKAYA
(Uye) (Uye) \‘ (U)‘c)

‘ (1ZINLI)

‘ Dog. Dr. Ahmigt Bistert Dog. Dr. Banu Cahide TEL Dr. Ogr. Uyesi Esin CETIN

‘ : (Uye) (Uye)

Avukat Mehmet YALCIN

h Mevliit OKSUZOGLU
(Uye) (Uye)

(Uye)

| (IZINLI)
| “Serdar CAKIROGLU




92

EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu

turnitin&J)

Dijital Makbuz

Bu makbuz 6devinizin Turnitin'e ulastigini bildirmektedir. Génderiminize dair bilgiler

soyledir:

Gonderinizin ilk sayfasi asagida gonderilmektedir.

Gonderen:

Odev bashg:
Gonderi Bagligi:
Dosya ad:
Dosya boyutu:
Sayfa sayisi:
Kelime sayisi:
Karakter sayisi:
Gonderim Tarihi:

Gonderim Numarast:

Erknaz Ecehan Erk

doktora tez

YETERSIZ PERISINAPTIK ASTROSIT GLIKOJENi KULLANIMININ ...
ErknazEcehanErk-Tez.docx

135.01K

51

14,491

108,802

16-Mar-2023 04:230S (UTC+0300)

2038537020

TC.
HACETTEPE UNIVERSITES]
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSO

YETERSIZ PERISINAPTIK ASTROSIT GLIKOJENI
KULLANIMININ NOROINFLAMATUVAR VE DAVRANISSAL
ETKILERININ INCELENMEST

Dr. Erknaz Ecehan ERK
‘Temel Narolojk Bilimer Programi

DOKTORA TEZI

ANKARA
s

Copyright 2023 Turnitin. Tim haklari saklidir.



93

YETERSIZ PERISINAPTIK ASTROSIT GLIKOJENi KULLANIMININ
NOROINFLAMATUVAR VE DAVRANISSAL ETKILERININ
INCELENMESI

ORIJiINALLIK RAPORU

%4 %l % %0

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI ~ YAYINLAR OGRENCi ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 1

internet Kaynag| %

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 1
internet Kaynag| %

2]

acikbilim.yok.gov.tr <y ]

internet Kaynag|

[e2]

link.springer.com <%1

internet Kaynag|

=]

/
www.tod.org.tr <04

internet Kaynag|

[en]

Submitted to Hacettepe University < 1
0

Ogrenci Odevi

~ I

dspace.gazi.edu.tr < /

internet Kaynag|

insight.jci.org <o 1

internet Kaynag|




Sevtap HEKIMOGLU SAHIN, Nurettin HEYBELI,

Alkin COLAK, Cavidan ARAR et al.
"Comparison of Different Anesthetic
Techniques on Postoperative Outcomes in
Elderly Patients with Hip Fracture", Turkiye

Klinikleri Journal of Medical Sciences, 2012
Yayin

94

<%1

—
o

docplayer.biz.tr

internet Kaynag|

<o

—
—

www.turkiyeklinikleri.com

internet Kaynag|

<o

—
N

toad.halileksi.net

internet Kaynag|

<o

—
w

Submitted to Istanbul University
Ogrenci Odevi

<%1

=

burkonturizm.com

internet Kaynag|

<o

RN
(Oa)

hastaneciyiz.blogspot.com.tr

internet Kaynag|

<o

—_
(@))

Lingjuan Hong, Na Li, Victor Gasque, Sameet

Mehta et al. "Prdmé controls heart
development by regulating neural crest cell
differentiation and migration", JCl Insight,
2022

Yayin

<o




Alintilari gikart uzerinde

Bibliyografyay Cikart ~Uzerinde

Eslesmeleri cikar

<5words

95



