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OZET

Solakoglu, S.T., Medyal Prefrontal Kortekste Sinaptik Baglanti Reorganizas-
yonu Strese Duyarhhgin Bir Belirleyicisi Olabilir mi?, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Norolojik Bilimler Programi Doktora Tezi,
Ankara, 2024. Stres yaniti, slirekli degisen bir ¢evreye uyum saglamak i¢in dnemlidir.
Ancak, baz1 bireyleri stres etkisine duyarli kilan mekanizmalar heniiz tam olarak anla-
stlamamistir. Kronik stresin medial prefrontal korteks (mPFK) {izerinde dendritik at-
rofi ve ¢ikint1 kaybina neden oldugu bilinmektedir, ancak mPFK'ye ulagan uzun men-
zilli projeksiyonlar tarafindan olusturulan sinapslarin etkisi hala bilinmemektedir. Bu
caligmada, fare mPFK dendritlerinde ventral hipokampiis (VH), bazolateral amigdala
(BLA) ve ventral tegmental alan (VTA) uzun menzilli afferentler tarafindan olusturu-
lan sinapslar, farkli renkli eGRASP yapilar1 kullanilarak etiketlendi. Tiim kortikal kat-
manlar1 kapsayan ii¢ boyutlu multispektral goriintiiler elde edildi ve otomatize sekilde
dendritleri ve sinapslar1 segmentlere ayrildi. Stres uygulanmamus, strese direngli ve
stres duyarl farelerde VH-mPFK, BLA-mPFK ve VTA-mPFK sinapslarinin goreli
bolluklarini ve uzaysal organizasyonlarini kortikal katman bazinda incelendi. Caligma
bulgulari, farkl: stres duyarlilik fenotipleri arasinda sinapslarin afferent ve kortikal kat-
mana 6zgii farkl bir sekilde yeniden diizenlendigini gostermekte ve bu da farkli uzun
menzilli projeksiyonlarin stres tepkisini diizenlemede 6zel rolleri oldugunu one siir-

mektedir.

Anahtar Kelimeler: Medyal Prefrontal Korteks, Mikrodevre, Depresyon, eGRASP,
Strese Yatkinlik, Bolgesel Dendritik Isleme, Sinaps

Bu calisma Hacettepe Universitesi (TSA-2020-18753) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Solakoglu, S. T., Could Synaptic Connection Reorganization in the Medial Pref-
rontal Cortex Be A Determinant of Stress Susceptibility?, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Doctor of Philosophy Thesis in Basic
Neurologic Sciences (Neuroscience), Ankara, 2024. Stress response is essential for
adapting to an ever-changing environment. However, the mechanisms that render
some individuals susceptible to stress are poorly understood. While chronic stress is
known to induce dendritic atrophy and spine loss in medial prefrontal cortex (mPFC),
its impact on synapses made by long-range projections terminating on the mPFC re-
mains unknown. Here, we labeled synapses on mouse mPFC dendrites formed by vent-
ral hippocampus (VH), basolateral amygdala (BLA) and ventral tegmental area (VTA)
long-range afferents using different-colored eGRASP constructs. We obtained multis-
pectral 3D images of the mPFC covering all cortical laminae, and automatically seg-
mented the dendrites and synapses. We investigated the relative abundances and spa-
tial organizations of VH-mPFC, BLA-mPFC and VTA-mPFC synapses on a laminar
basis in stress naive, stress resilient and stress susceptible mice. Our findings demonst-
rate afferent- and lamina-specific differential reorganization of synapses between dif-
ferent stress phenotypes, suggesting specific roles for different long-range projections

in mediating the stress response.

Key Words: Medial Prefrontal Cortex, Microcircuitry, Depression, eGRASP, Stress
Susceptibility, Local Dendritic Computation, Synapse

This study is supported by Hacettepe University (TSA-2020-18753).
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1. GIRIS
Stres, ani veya algilanan degisikliklere karst viicudun i¢ dengesini saglamaya
yonelik onemli bir yanittir. Ancak bazi kisilerde, stres yanit1 bozulabilir ve depresyon,
anksiyete bozukluklar1 ve post travmatik stres bozuklugu gibi sebebi bilinmeyen has-
taliklar gelisebilir. Bu sebeple, strese duyarliligin mekanizmasinin anlagilmasi, stresle
iligkili psikiyatrik hastaliklarin 6nlenmesi ve erken miidahalesi i¢in yontemlerin gelis-

tirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir (1).

Medial prefrontal korteks (mPFK), stres tepkisini diizenleyen bir 6enmli bol-
gelerden birisidir. Kronik stres, mPFK 2/3. ve 5. katmanlarinda piramidal néronlarinin
apikal dendritlerinde ve dendritik ¢ikintilarinda (dendritic spine) atrofiye neden ol-
dugu, bazal dendritlerde degisiklik olusturmadigi gdzlenmistir (2-7). Kronik stresin bu
etkileri devre spesifik oldugu diisiiniilmektedir: entorhinal kortekse uzanan mPFK pi-
ramidal noron dendritleri kronik stres sonrasinda dendritik atrofi gosterirken, bazola-
teral amigdala (BLA)'ya uzanan piramidal néronlar dendritlerinin atrofiye direng gos-
terdigi gézlenmistir (8). Ancak, dendritik atrofide gbzlenen bu direncin mPFK’ye uza-

nan piramidal néronlarda da gegerli olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir.



Kronik stresle iligkili dendritik atrofi sonrasinda, bu dendritlerin tizerindeki si-
naptik baglantilarin da kaybolmasi beklenir. Farkli beyin bolgelerinden mPFK'ye uza-
nan projeksiyonlarin sinaptik kayiplari farkl sekilde olusursa, farkli beyin bolgelerin-
den gelen sinaptik girdilerin mPFK {iizerindeki goreli agirlig1 degisecek ve dolayisiyla
stres yanitinda rol oynayan beyin devresini degistirecektir. Ancak, simdiye kadar
hangi mPFK sinaptik girdilerinin, dendritik gerileme veya dentritik ¢ikint1 kaybindan
etkilendigi bilinmemektedir. Benzer sekilde, dnceki ¢aligmalarda stres duyarliligi de-
gerlendirilmedigi icin mPFK dendritlerinde bildirilen morfolojik degisikliklerin stres

yanitinda adaptif veya maladaptif etkisinin olup olmadig1 da bilinmemektedir.

mPFK, stres tepkisinin diizenlenmesinde énemli oldugu bildirilmis ventral hi-
pokampiis (VH), bazolateral amigdala (BLA) ve ventral tegmental alandan (VTA) si-
naptik girdi alir (9, 10). Optogenetik veya kemogenetik yolla mPFK veya mPFK'ye
uzanan olan VTA, VH ve BLA néronlarinin aktivasyonunun depresyon ve anksiyete
benzeri davraniglart degistirdigi bildirilmistir (11-22). Duyusal kortekslerin aksine,
mPFK agrantilerdir, talamustan girdi alan 4. katman1 yoktur ve tiim katmanlardan girdi
alir (10). Farkli uzun menzilli girdilerden gelen bilgiler, ayn1 katman icindeki yerel
devreler (intralaminal) veya farkli katmanlar arasinda (interlaminar) toplanarak, sii-
rekli degisen kosullara uyum saglamak i¢in optimal bir yanit olsturulmas: saglanir.
Ancak onceki ¢caligmalar genellikle tek katmana odaklandig1 i¢in kronik stresin mPFK
devrelerini kortikal laminalar boyunca nasil degistirdigine dair az bilgi mevcuttur (23).
BLA noéronlarinin mPFK 2/3. katmanini; VH noronlarinin mPFK 5. katmanini hedef-
lemesi uzun menzilli sinaptik girdilerin yerel devreleri secici sekilde diizenledigini dii-

siindiirmektedir (10, 24-26).

BLA'dan (korku veya korku karsit1 iligkili) ve VH'den (yaklasma ve kaginma
ndronlart) mPFK uzanan farkli néron popiilasyonlari, stres tepkisini ve iligkili korku
yanitin1 zit yonlere dogru diizenler; mPFK'ye gelen algisal, duygusal ve mekansal ve-
rileri entegre ederek korku yanitinin olusumunu tesvik eder veya korku yanitini baski-
lar (27, 28). Bu z1t islevlere sahip noronlarin mPFK'nin ayni katmanlarina mi1 yoksa
farkli katmanlara m1 projeksiyon yaptig1 bilinmemektedir. Bu nedenle, kronik stre-
sin neden oldugu belirli sinaptik girdilerdeki degisikliklerin tim mPFK katmanlarinda

incelenmesi, stresin beyin devrelerini nasil degistirdigini ve adaptif yanitlar iirettigini



anlamak icin kritiktir ve stresle iliskili ruhsal bozukluklarda nelerin yanlis gidebilecegi

de anlasilmasina katki saglayabilir.

Bu tez calismasinda e-GRASP (enhanced green fluorescent protein reconsti-
tution across synaptic partners) yontemiyle mPFK piramidal néron dendritlerindeki
VTA, VH ve BLA glutamaterjik néronlar1 kaynakli sinapslar, kortikal katmanlar bo-
yunca haritalanmistir (29). Once, stres direncli (SDir) ve stres duyarli (SDuy) fareler
10 giinliik kronik sosyal yenilgi stresi (KSYS) uygulamasi sonrasinda yapilan sosyal
etkilesim testiyle belirlendi. Ardindan stres naif (SN), SDir ve SDuy farelerin mPFK
katmanlarini kapsayacak sekilde, yaklasik 200 x 1500 x 30 pm?*’Liik bir hacimden ¢ok
spektrumlu, yiliksek ¢oziiniirliiklii ve 3 boyutlu goriintiiler alindi. Goriintii birlestirme,
spektral ayrigtirma ve dekonvoliisyon ve rekonstriiksiyon islemlerinden sonra sinaps-

lar otomatik sekilde tespit edildi.

Tez ¢aligmasinin sonucunda erkek farelerde kronik stres maruziyetiyle mPFK
2/3. ve 5. katman yiizeyinde BLA-mPFK sinapslarinin goéreli miktarinin arttigi; VH-
mPFK sinapslarinin goreli miktariin azaldigir gézlenmistir. Ancak 5. katman derini
ve 6. katmanda sadece strese duyarli farelerde BLA-mPFK sinapslarinin goreli mikta-
rinin arttigl; VH-mPFK sinapslariin goéreli miktariin azaldigi gézlenmistir. Bununla
birlikte 5. katman derini ve 6. katmanda VH-mPFK ve BLA-mPFK sinapslarinin uzay-
sal yerlesimlerinin stres maruziyetiyle degistigi gozlenmistir. Dendritik segmentler in-
celendiginde 6. katmanda birden fazla beyin bolgesinden kaynakli sinaps bulunduran
dentritik segmentlerin goreli miktarinin arttig1 gézlenmistir. Bu dentritik segmentler
incelendiginde VTA kaynakli sinapslarin BLA veya VH kaynakli sinapslarla varligi-
nin stres duyarliliginin kestiriminde etkili oldugu gézlenmistir. 5. katman derini ve 6.
katman BLA ve VH kaynakli sinapslarin birbirlerine olan uzaysal konumlar1 incelen-
diginde strese duyarli farelerde VH sinapslarma en yakin BLA sinapsin Oklid mesa-

fesinin azaldig1 ancak BLA sinapslarma en yakm VH sinapsin Oklid mesafesinin art-

t181 gdzlenmistir.

Bu tez calismasindaki bulgular stres duyarliliginda hem beyin bolgesi hem de

katman spesifik devrelerin kortikal katmanlar boyunca etkili oldugu ve derin beyin



katmanlarindaki sinaptik yeniden diizenlemenin stres duyarliliginda ve strese adaptif

yanitin olugmasinda etkili oldugunu diisindiirmektedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Medyal Prefrontal Korteks Anatomisi ve Devreleri

Medyal prefrontal korteks (mPFK) beynin 6n medyal bélgesinde bulunan be-
yin bolgesidir. PFK’nin medyal bdlgesinde yer alir (30). Hem anatomik incelemelere
gore hem de PFK baglantilarinin inceledigi ¢aligmalar goz Oniine alindiginda
mPFK’nin dorsal (dmPFK) ve ventral (vmPFK) bolgelerine ayrildig: diistiniilmekte-
dir. Daha detayli bir siniflamada da dmPFK’nin sekonder motor korteks (sMK) ve
anterior singulat kortekse (ASK); vimPFK’nin de prelimbik (PL), infralimbik (IL) ve
medyal orbitofrontal korteks (mORB) bolgelerine ayrildig: tariflenmistir (31) (Sekil
2.1.).

Sekil 2.1. Fare mPFK bdlgelerinin 6rnek sekli.

Kortikal bolge isimleri korteks i¢indeki renkler ve kortekste kapladiklar: alana gore
ayarlanarak korteks yaninda gosterilmistir. Ust satir dmPFK ’ye; orta satir vmPFK’ye
ve son satir ventrolateral PFK (vIPFK) ait beyin bdlgelerini ifade etmektedir. mORB
sekilde gortinmemektedir. Le Merre ve ark.(31)’dan alinmistir. Kisaltmalar: sMK:
sekonder motor korteks, ASK: anterior singulat korteks, PL: prelimbik korteks, IL:
infralimbik korteks, ORBvVI: ventrolateral orbitofrontal korteks, ORBI: Ilateral
orbitofrontal korteks, Alv: ventral agranular insular korteks, Ald: dorsal agranular
insular korteks

Beyinde duyu korteksi basta olmak iizere korteksin geneli 6 kortikal katmana
ayrilir. 1. katmanda genellik piramidal néronlarin dendritleri ve belirli internéron po-
ptilasyonlar1 bulunmaktadir (10, 32). 2. ve 3. katman genellikle 2/3. katman seklinde
birlikte gruplanmaktadir ve ¢esitli kortikal alanlara uzanan (intertelensefalik (IT))



ndron somalarini barindirir (33). 4. katman genellikle talamus kaynakli girdilerin bu-
lundugu bolgedir ve diger kortikal katmandaki néronlarla bolgesel baglantilar olustu-
rur (34, 35). 5. katmanin da kortikal ¢ikt1 katman1 oldugu kabul edilir. Cesitli kortikal
bolgelere uzanan IT noronlara ek subkortikal beyin bdlgelerine uzanan piramidal yol
(pyramidal tract, PT) noéronlarin1 da igerir (36). Ancak talamik girdilerin duyu kor-
tekslerinin derin katmanlarina da sinaptik girdi sagladigini gosteren veriler de bulun-
maktadir (37). Son olarak 6. katman da 5. katman gibi bir ¢ikt1 katmanidir ve talamusa

uzanan noronlari (Kortikotalamik, CT) bulundurur (36).

Ancak mPFK katmanlar1 diger kortikal bolgelerden farklilik gdstermektedir.
Oncelikle, mPFK agraniiler bir kortekstir ve 4. katmani icermez. Katman siralama-
sinda 2/3. katmandan sonra 5. katman gelir (10, 31, 38-41). Ikincisi mPFK ¢ikt1 n6-
ronlart 2. katmandan 6. katmana kadar yaygin sekilde bulunabilir ve bu ¢iktilar hem
lokal noronlara da uzanabilir. Sonrasinda bu néronlar kendi aralarinda bolgesel devre-
ler kurarak mPFK ¢ikt1 olusumuna katkida bulunabilir (10). Son olarak subkortikal
beyin bolgeleri mPFK’nin biitiin katmanlarina sinaptik girdi saglayabilir. Ancak si-
naptik girdiler katman, bélge ve ndron spesifik sekilde diizenlenir (10, 24, 25, 42) (Se-
kil 2.2.).

Optogenetik ve channelrhodopsin yardimli devre haritalama (Channelrhodop-
sin assisted circuit mapping, CRACM) ydntemiyle bir beyin bdlgesinden kaynakli
sianps sonrasi piramidal néron dendritleri lizerindeki girdilerin dagilimini elektrofiz-
yolojik yolla gérebilmek miimkiindiir (24, 43-46). Bu incelemelerde BLA’dan kay-
nakli mPFK sinaptik girdilerin 2. ve 3. katmanlarda daha fazla bulundugunu; VH kay-
nakli sinaptik girdilerin 2/3.ve 5. katmanda yaygin sekilde bulundugunu gézlenmistir
(24, 26). Bu caligmalarda apikal ve bazal dendrit ayrim1 net sekilde yapilmasa da bil-
dirilen koordinatlar BLA kaynakl1 sinaptik girdilerin mPFK 2/3. katmanlarindaki né-
ronlarmin bazal dendritlerinde; VH kaynakli sinaptik girdilerin mPFK 5. katmanindaki
noronlarinin apikal dendritlerinde daha fazla bulundugunu diisiindiirmektedir (10, 24,
26) (Sekil 2.2.). Ayrica VH kaynakli girdilerin mPFK igerisinde uzaysal a¢idan
VH’nin yiizeyinden ve derininden projekte olanlar olmak iizere 2 farkli gruba ayril-

dig1, bu noronlarin elektrofizylojik 6zelliklerinin farkli oldugu gortilmistiir (28).



(A) (©)

Uzun menzilli néronal girdiler

kPFK MD

S PIA

L1
L2

L3
L5a

L5b up

L5b low

L6

BC

(B) Esas cikti hedefleri

BLA kPFK MD VH Girdi

. ' ! |

L2 CA L2-6IT L5PT L3 1T L5 PT L5 IT

L1
L2
L3

L5

L6

..................................................................... L5IT L5 PT

Sekil 2.2. Cesitli beyin bdlgelerinin mPFK kortikal katmanlarinda olusturdugu
sinaptik girdilerin yerlesimi.

A) Tium kortikal katmanlar boyunca yapilan sinaps Oncesi akson sonlanmasi
gorilintiilemelerinin 6rnek resimleri, B) BLA, kontralateral PFK (kPFK), medyodorsal
talamus (MD) ventromedyal talamus (VM) ve VH nin olusturdugu sinaptik girdilerin
dagilimi ve C) Beyin bolgelerinin mPFK’deki segici IT ve PT ndron baglantilari
gosterilmigtir. BLA ndronlart mPFK 2/3. katman néronlariyla ¢ift yonlii baglanti
olusturmaktadir. VH mPFK 5. katman ndronlarindaki IT ndronlarina daha fazla girdi
saglamaktadir. MD ve VM mPFK kortikal katmanlarina yaygin sekilde néron uzantisi
saglamakta ve bunu secici sekilde saglamaktadir. Sekil Anastasiades ve Carter,
(10)’dan alinmustur.

2.2.  Depresyon ve Noral Devreler

Insanlar &miirleri boyunca ¢ok kez stresli olaylarla kars1 karsiya kalirlar. Ya-
pilan ¢alismalarda bazi insanlarin stresli olaylarla bas edebildigi, bazilarinda ise dep-

resyon, travma sonrasi stres bozuklugu gibi psikiyatrik hastaliklar goriilebildigi,



diyabet, hipertansiyon vb tibbi hastaliklarin morbiditesinin arttig1 bildirilmistir. Stres

maruziyeti sonrasinda goriilen bu farkliliklarin nedeni halen tam anlagilamamaistir (1).

Normal kosullarda PFK limbik sistemin aktivitesini denetim altinda tutar (yu-
karidan asagiya kontrol), stresorle karsilagildiginda amigdala aktivitesi artar, PFK ak-
tivitesi gegici bir siire i¢in inhibe olur, ancak yeni duruma uygun yanitlar saglandiktan
sonra amigdala aktivitesi azalir, kognitif isleyiste tekrar yukaridan asagiya kontrol ha-
kim hale gelir. Artmis amigdala ve hipotalamopitiiiter eksen (HPA) aktivitesi hipo-
kampiis ve PFK tarafindan kontrol altina alinir. Afektif bozukluklarda (depresyon ve
anksiyete bozukluklari) amigdala ve HPA aktivitesindeki artis ile PFK ve hipokampiis

aktivitesindeki baskilanmanin devam ettigini diistindiiren bulgular vardir (47).

Gorilintiileme ¢alismalarinda depresyon hastalarinda hipokampiis ve PFK hac-
minin azaldig1, bazolateral amigdala (BLA) hacminin ise arttig1 gézlemlenmistir (48-
50). Fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRG) ¢aligmalarinda depresyon
hastalarinda BOLD (blood-oxygen-level-dependent) sinyallerinin PFK'de azaldigi,
amigdalada ise arttig1 gézlemlenmistir (51). Bunun yan sira depresyon hastalarinda
olumsuz duygulanimla amigdala ve subgenual anterior singulat korteks arasindaki
baglant1 giiciiniin arttig1; ventral hipokampiis (VH) ve mPFK arasindaki baglant1 gii-
clinlin ise azaldig1 goriilmiistiir (52, 53). Kronik strese maruz kalip strese yatkinlik
gosteren sicanlarin MR goriintiilerinde ventral tegmental alan (VTA) ve hipokampiis
hacminde azalma ve fMRG analizlerinde strese yanit olarak mPFK-hipokampiis bag-
lant1 giiclinde artma goriilmiistiir (54). Ancak MRG'nin ¢6ziiniirliigiiniin istenen yiik-
seklikte olmamasi, f/MRG'de gozlenen aktivite degisikliklerinin hangi ndéron grupla-
rindan kaynaklandiginin (aktivite artiginin eksitatér mii, inhibitor mii néronlardan kay-
naklandigy, ilgili bolgenin ¢iktisini ters yonlerde etkiler) anlagilamamasi ve klinik ola-
rak heterojen hasta populasyonlariin incelenmesi, ¢alisma planlarinin farkli olmasi
gibi sebeplerden otiirii gorlintiileme caligmalari strese yatkinliga yol acan mekanizma-

larla iliskili kisith bilgi vermektedir (55, 56).

Beyin baglanti haritalarinin ortaya ¢ikarilmasi araciligiyla yapilan caligmalarda
farede VH, BLA ve VTA’nin mPFK’ye aksonal uzant1 génderdigi tespit edilmistir (9,

57). Optogenetik uyarim yontemi kullanilarak bu bolgelerden birinden digerine giden



baglantilar segici olarak uyararak bolgeler arasindaki baglantilarin islevleri davranig

oncesinde veya sirasinda incelenebilir (58) (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Optogenetik veya kemogenetik kullanilarak mPFK ndronlarim
hedefleyerek depresyon benzeri davraniglari inceleyen ¢aligmalarin 6zeti.

Sinaps .
Oncesi ~ ullamlanyo o, Hucre Uyari Strese Kaynak
.. Hayvan alt tipi duyarhhk
Bolge
i akt. artma
C57BL/6 Opto. pir. ) (15)
inh. azalma
Ont ) akt. artma
- 0. ir.
Lonsglglzzans P P inh. azalma (16)
BLA Kemo. ns inh. azalma
C57BL/6 Opto. pir. inh. azalma (17)
C57BL/6 Opto. pir. inh. azalma (59)
C57BL/6 Opto. pir. akt. artma (60)
C57BL/6 Opto. pir. inh. azalma (61)
akt. azalma
SD sican Kemo. ns . (14)
inh. artma
129SvevTac Opto. pir. inh. azalma (21)
akt. artma
C57BL/6 Kemo. ns i (62)
VH inh. azalma
129SvevTac Opto. pir. akt. artma (22)
Calb-Cre;
C57BL/6 Opto. ns akt. artma (28)
) akt. azalma
C57BL/6 Opto. pir. . (61)
inh. artma
kt.  degi k
C57BL/6 Opto.  ns SREIEE q)
inh. artma
TH::IRES-Cre;
C57BL/6 Opto. dop. akt. azalma (13)
VTA
TH::Cre
C57BL/6 Opto. dop. akt. azalma (63)
TH::Cre .
C57BL/6 Kemo. dop. inh. artma (64)

Kisaltmalar: Opto.: Optogenetik, Kemo.: Kemogenetik, pir.: piramidal néron, dop.: dopaminerjik no-
ron, ns: non-spesifik, akt.: aktivasyon, inh.: inhibisyon.
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Farelerde ve siganlarda BLA'daki piramidal ndronlardan mPFK'teki piramidal
ndronlara giden baglantilar optogenetik olarak aktive edildiginde korku ve anksiyete
benzeri davraniglarin arttig1 ve sosyal etkilesimin azaldigi; inhibe edildiginde ise korku
ve anksiyete benzeri davranislarinin azaldig, sosyal etkilesimin arttig1 ve hatta edinil-

mis korku yanitinin séniimlenebildigi gézlemlenmistir (15-17, 59, 60).

Farede VTA’daki noronlarin hem piramidal hem de internéronlarla sinaptik
baglant1 yapabildigi tespit edilmistir (65). VTA dopaminerjik néronlarindan mPFK
ndronlaria uzanan baglantilarin optogenetik aktivasyonuyla kuyruktan asma testi si-
rasinda daha ¢ok ¢irpinma davranisi ve strese duyarl farelerde sosyal etkilesim artig1
gozlenmistir (12, 63). Tam aksine bu baglantilar optogenetik inhibe edildiginde strese
duyarli farelerde sosyal etkilesimin azaldig1 ve agik alan testinde merkezde gecirilen
siirenin azaldig1 gozlemlenmistir (13, 64). Bu calismalar, VTA-mPFK baglantisinin
uzun siiredir bilinen VT A — akiimbens ¢ekirdek (Nucleus accumbens, NAk) arasindaki
stres duyarliligint belirleyici baglantisindan bagimsiz bir roliiniin oldugunu gdster-
mektedir (13). Ancak VTA kaynakli dopaminerjik ndronlarin yarisinin ayni zamanda
glutamat saliverebilmesi bu devrenin strese duyarliligin olusumunda modulatdr bir et-

kiye sahip olabilecegini diistindiirmektedir (13, 66-68).

Farelerde VH’den mPFK’ye olan piramidal néron baglantilarinin islevi ise
ikirciklidir: Bir ¢alismada bu devrenin optogenetik olarak aktive edilmesiyle anksiyete
benzeri davraniglarin arttig1, optogenetik olarak inhibe edilmesiyle de bu davraniglarin
azaldig1 gozlemlenmistir (21, 22, 28, 62). Ancak bagka bir ¢alismada si¢anlarda diisiik
doz ketaminin antidepresan etkisi icin VH- mPFK devresinin islevsel olmasi gerektigi
bildirilmistir (14). Bu devre optogenetik yolla inhibe edildiginde ketaminin antidepre-
san etkisi ortadan kalkmig ve sosyal hafiza olusumunun 6nlendigi gozlenmistir (14,
69). Bu ikilem, mPFK piramidal néron dendritlerinde VH disinda diger beyin bolge-
lerinden kdken alan ve ketamin tarafindan diizenlenen girdilerin yanit1 etkiledigini dii-

siindiirmektedir.
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2.3. Dendritler, Sinaptik Plastisite ve Dendritik Bilgi Isleme

Dendritler néronlarin en temel iglemsel birimidir. 19. yy sonlarinda Cajal tara-
findan tanimlanmistir. Dendrit yapilanmasi tlim sinir hiicresi ¢esitlerinde farkli sekil-
lerde goriiniir. Ornegin beyincikteki Purkinje hiicrelerinde uzun ve ¢ok dall1 iken; ara
ndronlarda kisa ve kiint yapilidir. Bu durum sinir hiicrelerinin bilgi isleme faaliyetinin
hiicre tipleri arasinda farklilik gostermesini saglamaktadir. Dendrite ¢ok basit yap1 ola-
rak baktigimizda dendritik ¢ikint1 (spine) ve dendritik gévde (shaft) yapilar1 goze garp-
maktadir. Dendritik ¢ikint1 yapisinda dendrit bas1 ve dendrit boynu morfolojik olarak
tespit edilmistir. Dendrit baglarinin iizerinde sinaps sonrasi yogunluk adi verilen ¢esitli
diizenleyici protein ve yapilarin bulundugu bir alan vardir. Bu bolgede PSD-95, beta-
katenin, noroligin gibi dendritin yapisin1 ve islevini diizenleyen proteinler bulunur

(70).

Dendritik ¢ikintilar yapisal olarak mantar (mushroom), kiint (stubby), ince
(thin) ve yeni uzant1 (filopodia) sekilde goriilebilir. Kiint, ince ve yeni uzanti dendritik
cikintilarin yapisal olarak daha geng, yani yapisal degisimlere daha uygun, ancak man-
tar yapili dendritik ¢ikintilarin yapisal olarak daha olgun oldugu, yani yapisal degisime
daha kapal1 veya daha yavas sekilde diizenlendigi diisiiniilmektedir (71). Yapilan ca-
ligsmalarda dogum sonras1 donemde yeni uzanti yapisindaki dendritik ¢ikintilarin daha
fazla goriildiigii ve eriskinlige dogru giderek azaldig1 gozlemlenmistir. Bu durumun
tam tersi mantar dendritik ¢ikintilar i¢in gecerlidir. Mantar dendritik ¢ikintilarin yo-
gunlugu yasla birlikte artmaktadir. Ancak dendritik ¢ikintilarin yapilanmasi ve diizen-
lenmesi islenen bilgiye ve bilginin dendrit {izerinde islendigi bolgeye bagiml olarak

degismektedir (72, 73).

Dendritik ¢ikintilarin olusumu sonrasinda islevsel sinaptik baglanti olustur-
mast canlinin yagsamsal donemine ve incelenen beyin bdlgesine bagli olarak degismek-
tedir. Yapilan ¢aligmalarda eriskin primer duyu korteksinde dendritik ¢ikinti olustuk-
tan 4 giin sonra presinaptik bolgedeki aksonlarla baglant1 olusturdugu goriilmiisken;
hipokampal bolgede dendritin sinaps olusturmasinin 1 giin kadar siirdiigii; dogum son-
ras1 erken donem beyin dilimlerinde bu siirecin 1 saatten daha kisa siirebildigi goriil-

miistiir (71, 74, 75).
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Beyin baslangicta sanildig1 gibi gelisim doneminden sonra statik kalan bir yap1
degildir, aksine dinamiktir, degisen ¢evresel kosullara gore yeni sinapslarin olustugu
ve var olanlarin budandig1 gosterilmistir. Sinaptik plastisite, ¢esitli etkilerle sinaps 6n-
cesi ve sonrasi noronlarin baglant1 giicliniin degismesidir (76). Sinaptik plastisite es-
nasinda dendrit ve aksonlar arasinda yeni baglantilar olusabilir ve kurulan baglantilar
bozulabilir. Bu baglantilarin olusumu ve bozulmasi uyarinin bigimine (frekans, sali-
verilen ndrotransmitter miktar1 vs.) ve uyar1 zamanlamasina (sinaps 6ncesi ve sonrasi

ndronlarin hangisinin daha 6nce uyarildigina bagli olarak) gore degisebilir (77).

Sinaptik baglantinin giiclenmesi o bdlgede uzun siireli giiclendirme ile (LTP =
long term potentiation) iliskiliyken sinaptik baglantinin zayiflamasi uzun siireli dep-
resyon (LTD = Long Term Depression) ile iliskilidir. Bir dendrit dali lizerinde elekt-
riksel veya biyokimysal yolla LTP veya LTD indiiklenmesi ¢evresindeki dendritlerin
LTP veya LTD olusumunu etkiler. LTP veya LTD indiiksiyonu dendrite yapisal degi-
siklik olarak yansiyabilir (17, 77-79).

Elektrofizyolojik ¢alismalar sonucunda, sinaps sonrasi dendritlerin sinaps 6n-
cesi aksonlardan kaynakli girdileri ¢esitli mantiksal islemler ve filtrelerden gecirdikten
sonra somada toplandigin1 ve bu toplamin somada degerlendirilmesiyle somada aksi-
yon potansiyeli olusup olusmamasina karar verildigi one siiriilmiistiir (72, 80-84). Iki
dalllanma noktasi arasindaki dendrit dallarinin da sinaps dncesi ndron dendritlerindeki
bu islemlerin temel birimi oldugu hipotez edilmistir (72, 85-89). Ornegin, sigan hipo-
kampiis dilimlerinde yapilan incelemelerde, tek dendrit iizerine uygulanan glutamatin
serbestlenmesi (uncaging) sonucu olusan kalsiyum dalgasinin dendritik ¢ikintidan en
fazla 10 pm uzaga yayilabildigi goriilmiistiir (90). Benzer sekilde Ras, RhoA ve Rac
dendritik proteinlerin de yayilimmin 10 pm ile sinirli oldugu bulunmustur (85, 91).
Ayrica, distalde dallanma yapan dendritlerin dallanma noktasindaki potasyum kanali
yogunlugunun artisi sebebiyle somadan Slgiilen potansiyelin kaybi, iki dallanma bol-
gesi arasindaki dendrit segmentinin dendritik lokal bilgi isleme birimi oldugu diisiin-

cesini gliclendirmektedir (92, 93).

Dendrit dallar1 kendisine gelen bilgileri islerken biyokimyasal, aktif ve pasif
elektrofizylojik islemeye kadar bir¢ok yontemi kullanabilir. Bu isleme yontemleri si-

napslarin aktive olma seklinden, aktive olan sinapslarin dendrit {izerindeki
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yogunlugundan etkilenmektedir (82, 89, 93-95). Noron kiiltiirlerinde dendrit dali iize-
rindeki sinaps uyarim yonii somaya dogru olacak sekilde ayarlandiginda aksiyon po-
tansiyeli olusum ihtimalinin artti§1 gozlenmistir (93). Ayrica bazi dendrit dallarinin
sinaptik kiimelenmeye (cluster sensitive) veya daginikliga (scatter sensitive) hassas
oldugu tespit edilmistir. Sinaptik kiimelenmeye hassas olan ndronlarin sadece bir
dendritinde es zamanli uyarimlarin aksiyon potansiyeli olugturma ihtimali yiiksekken;
sinaptik daginikliga duyarli olan noéronlarin aksiyon potansiyeli olusturmasi i¢in bir-

den fazla dendrite es zamanli uyariin ulagmasi gerekmektedir (94).

Yapilmis ¢aligmalarda sinaptik kiimelenmenin genellikle primer duyu korteks-
lerinde duyusal bilesenin temsil kapasitesinin artirilmasinda etkili oldugu gosterilmis-
tir (96). Sinaptik dagimikligin da genellikle asosiyasyon kortekslerinde ¢oklu duyusal

girdilerin toplanmasinda etkili oldugu gozlenmistir (97).

2.4. Medyal Prefrontal Kortekste Dendritik isleme

mPFK noéronlarinin dendritik isleme mekanizmalar1 diger kortikal bolgelere
gore daha az bilinmektedir. Ayrica diger beyin bdlgelerinden kaynakli aksonal uzan-
tilarin korteksin hangi tabakasinda sonlandig1 bilinmesine ragmen, bu sonlanmalarin
ndron somasina gore nerede oldugu halen bilinmemektedir. Buna ragmen in vitro
elektrofizyolojik kesitlerde mPFK dendritlerinin ndrotransmitter ve ndromodulatorler
reseptOr aktivasyonlariyla elektrik aktivite degisimlerinin incelendigi ¢aligmalar bu-

lunmaktadir (98-104).

mPFK 5. katman piramidal néronlarin dendritik aksiyon potansiyelleri (dend-
ritic spike) duyu korteksinden daha farkl sekilde gergeklestigi gozlenmistir. Dendritik
aksiyon potansiyelleri somatosensoriyel kortekste agirlikli olarak kalsiyum akimla-
riyla gergeklesirken, mPFK’de sodyum akimiyla gerceklestirmektedir (98, 99). Ayrica
mPFK piramidal néronlariin bazal dendritlerinin dallanma noktasi, dal ve dendrit da-
linin en ug¢ nokta sayisi ile piramidal néronun uyarilabilirligi arasinda dogru orantili

korelasyon tespit edilmistir (100).

Dembrow ve arkadaglar1 (101), hipokampal girdilerin PT ndronlarindan ziyade
IT noronlarla selektif sekilde sinaps yaptigin1 gozlemlemisler. PT ndronlarin dar bir

zaman penceresi igerisinde birgok dendritteki uyarimla aktive olduklart ancak
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hipokampiisle sinaps yapan IT noronlar1 daha genis bir zaman penceresinde gama ban-
dindaki uyarilara daha iyi yanit verdikleri gézlenmistir. Zaman pencerelerinde goriilen
bu farklilik PT noronlarin rastlantisal girdileri algiladigini (coincidence detection); IT

ndronlarin zamana bagl girdileri toplayabildigini diisiindiirmektedir (105).

Kalmbach ve arkadaglar1 grup 1 metabotropik glutamat reseptorlerin (mGluR)
aktivasyonuyla mPFK 5. katmanindaki PT ndronlarin proksimal dendritlerindeki hi-
perpolarizasyonla aktive katyon kanallarinin (HCN) aktivitesini azaltarak yavas depo-
larizasyon (slow after depolarization) aktivite amplitiidiinii arttigin1 gézlemlediler. Bu
degisiklik piramidal néronlarinin elektrik aktivitesinin daha uzun siireli olmasini sag-

layabilir.

Seong ve Carter (103) ve Gee ve arkadaslar1 (104) da D1R ve D2R dopamin
reseptOr alt tiplerinin ifade eden piramidal ndronlarin morfolojik ve elektrofizyolojik
acidan farkli gruplara ait olduklarini tespit etmisler. Seong ve Carter (103), D1R pozi-
tif piramidal ndéronlarin ¢ok az diizeyde HCN kanal aktivitesine sahip oldugunu gos-
terirken; Gee ve arkadaglar1 (104) D2R pozitif piramidal néronlarin PT alt tipinde ol-
dugunu, HCN kanal aktivitesi gosterdigini ve D2R aktivitesiyle uyarilabilirliginin art-

tigin1 gézlemlemigler.

Wang ve arkadaglar1 (106) a2 adrenerjik reseptorlerle (a2-AR) ve HCN kanal-
larinin ayni1 dentritik ¢ikinti iizerinde ifade edildiklerini gozlemlediler. Yine ayni ca-
lismada a2-AR aktivasyonuyla dentritik ¢ikinti i¢erisinde siklik AMP {iretiminin azal-
digini, ardindan HCN kanallariin etkinliginin azaldigin1 gézlemlemisler. Bu etkinin
de maymunlarda okulomotor uzaysal gecikme yanit1 testi sirasinda gecikme iliskili
PFK’deki ndronlarinin agisal secilimlerinin artmasiyla ve sicanlarda da alterne T labi-

rent testinde daha yiiksek oranda dogru se¢im oraninin artistyla iligkilendirmisler.

Hem ndrotransmitter hem de néromodulatorler mPFK néronlarinin aktivitesini
cesitli reseptorler araciligiyla dendritik diizeyde diizenlemektedir. Ancak bu reseptor-
lerle presinaptik girdilerin dendritik diizeydeki dagilimi arasindaki iligki halen bilin-

memektedir.
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2.5. Depresyon ve Dendritler

Major depresyon hastalarinin 6liim ard1 beyin incelemelerinde, preklinik ¢alig-
malarda bir¢ok kronik stres davranis modellerinde mPFK 2/3. ve 5. katman piramidal
ndron dendrit seklinde bozulma, dendritik ¢ikinti kaybi, dendrit uzunlugunda azalma

gbzlenmistir (2-4, 6, 107-109).

Kronik stres sonrasi dendritlerdeki bu morfolojik degisimlerin nedeni halen bi-
linmemektedir. Preklinik modeller anti depresan tedaviler sonrasinda kronik stresle
iliskili morfolojik degisikliklerin ortadan kalktigin1 gostermektedir (110-112). In vivo
goriintilleme ¢aligmalar1 hizli etkili antidepresanlarin ara noéronlarin disinhibisyonu
tizerinden dendritik ¢ikinti olusumunu ve kaliciligimi artirdigimi gostermektedir (7,
113, 114). Burada ketamin ve psylocibinin en nihayetinde piramidal néron dendritle-
rinin bolgesel uyarilabilirligini degistirmesi yoluyla dendritik ¢ikintinin kaliciligi ve
uzamis antidepresan etkinin saglandig1 hipotez edilmistir (115). Moda-Sava ve arka-
daslar1 (7) farelerde multifoton altinda farkli giinlerde alinan miikerrer goriintiilerde
kronik kortikosteroid uygulamasinin depresyon benzeri yanit ve dendritik ¢ikint1 kay-
bina yol agtigini, ardindan uygulanan ketamin tedavisi sonrasi olusan dendritik ¢ikin-
tilarin kaybolan dendritik ¢ikintilara ~3 pum uzaklikta yeniden olustugunu gézlemledi-

ler ve bu olusumun antidepresan davranisla iliskisini gosterdiler.

Kronik stresle goriilen bu degisiklikler beyin bolgesi ve kortikal katman spesi-
fik olabilir (8, 116, 117). Shansky ve arkadaslar1 10 giin hareketsiz birakilan erkek
si¢canlarin beyinlerinde entorinal kortekse uzanan piramidal néron dendritlerinde atrofi
gozlemlemisler ancak BLA’ya uzanan mPFK piramidal néron dendritlerinde herhangi
bir degisiklik gozlemlememisler. Liu ve arkadaslar1 da (116) farelere 10 giin boyunca
hareket kisitlama uyguladiktan sadece dmPFK’den BLA’ya tek yonde uzanan néron-
larin aktivitesinin arttigin1 ancak BLA’ya resiprokal uzanan néronlarin aktivitesinde
bir degisiklik olmadigini gézlemlemisler. Sonraki ¢alismalarinda kronik hareket kisit-
lilig1 sonrasinda gozlemledikleri dmPFK’deki aktivite artisinin sadece 5. katmanda
BLA’ya uzanan piramidal néronlarda oldugunu ancak 2/3. katmandaki piramidal no-
ronlarda olmadigini gozlemlemisler. Shanksy ve arkadaslarinin (8) bulugusuna benzer
sekilde dmPFK’den NAk’ye uzanan piramidal néronlarin aktivitesinde de herhangi bir

degisiklik saptamamuslar (117). Bu bulgular mPFK’de kronik stresle beraber
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mPFK’den uzanan piramidal ndronlarin dendritlerinde girdi ve ¢ikt1 spesifik degislik-

lerin oldugunu diistindiirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu projedeki tiim deney siirecleri Hacettepe Universitesi Hayvan Yerel Etik

Kurulu tarafindan 2019/78 numarasiyla onaylanmistir.

3.1. Fareler

Calismada, 12-16 haftalik erkek C57BL/6 cinsi ve 4-24 aylik damizliktan ke-
silmis (retired breeder) erkek CD-1 cinsi fareler kullanildi. Deney siiresince farelerin
refahi i¢in gerekli onlemler alindi. Fareler laboratuvara getirilmelerinden itibaren de-
ney siirecine kadar 22 + 3 °C’de 12 saat/12 saat: aydinlik/karanlik ortam saglayan bir
odada, uygun biiyiikliikteki kafeslerin icinde 4-6’11 gruplar halinde barindirildi. Tiim

deney siireclerinde farelerin ad libitum sekilde beslenmesi saglandi.

Kronik strese maruz birakilan fareler, viriis enjeksiyonlarindan sonra kafesle-
rinde tek basina bekletildi. Stres naif grup fareler enjeksiyondan 5-10 giin sonra ara-

sinda pleksiglas ayra¢ olacak sekilde baska bir fareyle etkilesmesi sagland1 (118).

3.2.  Viriisler

Dr. Bong Kiun Kaang tarafindan Addgene’e bagiglanan, kalsiyum kalmodulin
2 kinaz alfa (CaMKIla) promoterine bagimli camgdbegi (#111586), yesil (#111598)
ve sar1 (#111580) pre-eGRASP ve Cre rekombinaz enzimine bagli post-eGRASP ve
TagRFP-T (#111581) proteinlerinin ifadelerini saglayan plazmidler Addgene sirketin-
den kat1 agar icindeki E.coli igerisinde temin edildi. Plazmidi igeren E.coli ampisilinli
kat1 agar iceren petri kabina yayilip ¢ogaltildiktan sonra yaymadaki tek koloni ampi-
silinli s1v1 agarda ¢ogaltildi. Plazmid saflastirma kitleri (Qiagen) kullanilarak E.coli
icindeki plazmid disar1 ¢ikarildi ve saflastirildi. Uretilen plazmidlerin sekanslari San-
ger sekanslama ile dogrulandi. Saflastirilan plazmidler adeno-asosiye viriis (AAV)
icerisine paketlenmek iizere Berlin Universitesi Tip Fakiiltesine bagl Charite Vektor
Merkezine gonderildi. Bu merkezde plazmidler AAV2/1 igerisine paketlendi. Ayrica
bu merkezden CaMKIla promoterine bagimli iCre rekombinaz enziminin ifadesini

saglayan AAV de AAV2/1 igerisinde paketli sekilde temin edildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. eGRASP ve iCre ifadesini saglayan plazmid semalart.

A: pAAV-CaMKlIlx-camgobegi pre-eGRASP, B: pAAV-CaMKlIlx-yesil pre-
eGRASP, C: pAAV-CaMKIlx-sar1 pre-eGRASP, D: pAAV-DIO-myrTagRFP-P2A-
post-eGRASP ve E: pAAV-CaMKIIx-iCre. Sekil A-D addgene.org sitesinden
alinmustir.
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3.3. Intrakraniyel Enjeksiyonlar

C57BL/6 fareler, 60-80 mg/kg ketamin ve 6-8 mg/kg ksilazin ile anestezi in-
diiksiyonu ve %1-3 izofluran veya sevofluran ile anestezi idamesi saglandiktan sonra
stereotaksik diizleme yerlestirildi. Skalp transvers kesiyle acildiktan sonra bregma ve
lambda noktalarinin ayni1 dogrultuda olmasi saglandi. Enjeksiyon bolgeleri isaretlendi
ve kraniyum bu bolgelerde drillenerek agildi. Drilleme esnasinda asir1 1sitnmanin 6n-
lenmesi i¢in siklikla soguk salin uygulamasi yapildi. PE tubinge bagli, 28 G kalinh-
gindaki igneler enjeksiyon bolgesine 5-10 dakikada indirildi. igneler enjeksiyon bél-
gesinde 1-2 dk bekletildikten sonra 0,1 pL/dk hizla viriis enjeksiyonu yapildi. Enjek-
siyon sonrasinda viriislerin bolgeye yayilmasinin saglanmasi i¢in 10 dk beklendi. Ar-
dindan kilcal etkiyle sivinin yiizeye geri tepmesinin 6nlenmesi i¢in enjeksiyon ignesi
5-10 dk icinde yavasca geri ¢ekildi. Kraniyotomiler kemik mumu ile kapatildiktan
sonra skalp dikildi. Yara bolgesine ve goze teramisin uygulamasi, agr1 kontrolii igin
subkutan fluniksin uygulamasi yapildiktan sonra battaniye iistiinde uyanmasi beklendi.
Uyandiktan sonra fare kafesine geri yerlestirildi. Enjeksiyon siiresince farenin sicak-
l1g1 rektal prob ile takip edildi. Keratit olusumunu 6nlemek i¢in kornea siklikla fosfat

tamponlu salin veya Refresh Liquigel (Allergan) soliisyonlariyla yikandi.

Bu tez ¢alismasinda, AAV2/1 — CaMKlla - camg6begi pre-eGRASP, AAV2/1
— CaMKlla - yesil pre-eGRASP, AAV2/1 — CaMKlla - sar1 pre-eGRASP, AAV2/1 —
DIO - post e GRASP - P2A - TagRFP-T ve AAV2/1 — CaMKlIla - iCre igeren viriisler
kullanildi. Enjekte edilen viriisler, enjeksiyon bolgeleri ve koordinatlari, hacimleri ve
viral genom derisimleri asagida belirtilmistir (Tablo 3.1.; Tablo 3.2.; Sekil 3.2.; Sekil
3.3.). Viriis enjeksiyonlarindan sonra farelerin genel durumu kiitle takibi ile izlenmis-

tir.



Tablo 3.1. intrakraniyel enjeksiyon koordinatlari (bregmaya gore).

Eksenler
Beyin

Bolgesi AP ML DV
(mm) (mm)  (mm)
BLA -1,20 -3,42 -5,40
VH -3,05 -3,35 -4,20
VTA -2,87 -0,35 -5,10
mPFK +1,30 -0,30 -2,30
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan viriisler, derisimler, enjeksiyon bolgeleri, viriislerin
protein ifadesini sagladigi noron alt tipleri.

Viriis Derisim Hacim Biloe Hiicre Alt
! (vg/hl)  (wL) § Tipi
AAV2/1 - CaMKlla - 6.67 x 109 1 BLA Piramidal
Sar1 pre-eGRASP Noron
AAV2/1 - CaMKlla - 6.65 x 109 1 VH Piramidal
Yesil pre-eGRASP Noron
AAV2/1 - CaMKlla - 6.8 x 109 1 VTA Piramidal
Camgdbegi pre-eGRASP Noron
AAV2/1 - DIO - TagRFP-T - 6.79 x 108 Cre
p2A - post-ecGRASP ’ 0,25 mPFK Bagiml
. 4x108 Piramidal
AAV2/1 - CaMKlla - iCre X 0,25 mPFK

Noron



VTA
mPFK | VH

Sekil 3.2. Calismada kullanilan viriisler ve enjeksiyon bolgeleri.

BLA = CaMKlla = Sari pre-eGRASP =

= CaMKlla
- o P sswonasoa [vz RN ¢

mPFK

Sekil 3.3. Calismada kullanilan AAV yapilart.
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3.4. Deney Takvimi

Viriis enjeksiyonundan 3 hafta sonra stres grubu farelerine 10 giin KSYS uy-
gulandi. 11. giin sosyal etkilesim testiyle (SET) strese duyarlilik fenotipi (strese du-
yarli veya direngli) ayristirildi. Stres naif fareler viriis enjeksiyonundan sonra iyilegsme
siirecinde 3-7 giin kendi kafesinde tek basina, sonrasinda bir engelle ayrilacak sekilde
(duyusal etkilesimin miimkiin ancak fiziksel etkilesimin miimkiin olmadig1) kafes ar-
kadasiyla beraber tutuldu (118). Bu farelere 4 hafta sonra SET uygulandi. SET uygu-
lamasindan sonra fareler sakrifiye edildi (Sekil 3.4.).

& O g Sosyal

Virls L
C s - Etkilesim
Enjeksiyonlari Fiziksel Stres Duyusal Stres Testi
3-10 dk 24 saat
T . 1

1. giin 21. gin 30. giin 31. giin

L | ]
KSYS x 10 giin

Sekil 3.4. Kronik sosyal yenilgi stres deney takvimi.
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3.5. Kronik Sosyal Yenilgi Stresi (KSYS)

Golden ve arkadaslarinin (118) kronik sosyal yenilgi stresi (KSYS) protokolii

laboratuvarimiza uyarlanarak uygulandi.

3.5.1. KSYS icin Saldirgan Fare Secimi

Deney grubu disinda 3 tane C57BL/6 cinsi erkek fare saldirgan CD-1 farelerin
tespiti i¢in kullanildi. Saldirganliginin test edilmesinden 6nce CD-1 farelerin, kafesleri
pleksiglas engelle ikiye ayrilmasi suretiyle 3 giin boyunca kendi kafeslerinin bir tara-
fina alistirilmasi saglandi. Sonraki 3 giin CD-1 fareler, kendi kafesi i¢inde her giin

farkli bir C57BL/6 fare ile 3 dakikalik fiziksel etkilesime maruz birakildi. Bu siiregte:

e 3 giiniin pes pese olacak sekilde en az 2 giiniinde C57BL/6 fareye sal-

diran fareler

e Saldirtyr etkilesimin ilk bir dakikasinda en az bir kez olmak {izere en

az iki kez saldiran
CD-1 fareler, saldirgan olarak gruplandi ve KSYS uygulamasina dahil edildi.

Fiziksel etkilesim sirasinda goriilen kovalama, sirt, anal bolge ve kuyruk bol-
gesini 1sirma, sert sekilde tus etme, kulak yalama ve iistiine ¢ikma (mounting) davra-

nislar1 saldirganlik olarak siniflandirildi (119).

3.5.2. KSYS Stres Uygulamasi

Kronik stres grubundaki C57BL/6 cinsi fareler 10 giin boyunca 10 farkli CD-
1 cinsi erkek fareyle her giin farkli bir fareyle olacak sekilde CD-1 farenin kafesinde
fiziksel ve duyusal temasa izin verecek sekilde etkilestirildi. Fiziksel etkilesim gilinde
3-10 dk uygulandi. Bu siirecte CD-1 farenin, yasam alanini istila ettigini diistindigii
C57BL/6 fareye fiziksel hasar vermek veya tehditkar davranislar suretiyle strese sok-
tugu gozlendi. Deney siirecinde uzamis fiziksel etkilesimin C57BL/6 farenin sag kali-
minda olumsuz etkiye sebep oldugu gozlendigi icin kanama bolgesi bagimli fiziksel
stres algoritmasi olusturuldu (Sekil 3.5.). Bu algoritmaya gore fiziksel etkilesim 7,5 dk
ile sinirlandirildi. Fiziksel etkilesim sirasinda kuyrukta veya ekstremitelerde kanama

gozlendiyse fiziksel etkilesim siiresi 5 dk’ye; bunun disindaki viicut bolgelerinde
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kanama gozlendiyse fiziksel etkilesim siiresi 3 dk’ye diisliriildii. Kanama siiresi sini-
rindan normal sonlanma siiresinin sonuna kadar kanama goriilmesi durumunda fiziksel
etkilesim derhal sonlandirildi. Eger 7,5 dk i¢inde CD-1 fare yeterli saldirganlik davra-
nig1 gostermediyse deney stiresi 10 dk’ya uzatildi ve siire bitiminde fiziksel etkilesim
sonlandirildi. Fiziksel etkilesim sonrasinda C57BL/6 fareler CD-1 farenin bulundugu
kafesin pleksiglasla ayrilan diger bélmesine alinip 24 saat boyunca CD-1 fareyle du-

yusal (gorme, koku, ses aktarimina imkan veren) etkilesmesi saglandi.



Fiziksel stres
uygulamasi

3. dk'de
govdede
kanama var mi?

5. dk'de

Ayir ve
kafese yerlestir

Evet
kuyruk veya
ekstremitede
kanama var mi?
Evet

Herhangi bir yerde kanama var mi?

Ayir ve
kafese yerlestir

Fare kafes digina kagti mi?

Deneyi 7,5 dk'ye tamamla
ve hayvanlari kafese
yerlestir

Ayir ve
kafese yerlestir

Sekil 3.5. KSYS’de kanama bolgesi bagimli fiziksel stres uygulama algoritmasi.
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Normal fizyolojik kosullarda kortikosteroidler memelilerde sirkadyen sekilde
iiretilir (120). Ancak akut stres sirasinda kortikosteroid iiretimi artis gosterir (121).
Kortikosteroid iiretiminin farede zirve yaptig1 donemde (karanlik dongii baslangict)
verilen eksternal kortikosteroidin gece yapilan motor egitim sonrasinda motor korteks
piramidal noéronlarindaki dendritik ¢ikintilarin hacmini ve miktarint artirdig1 tespit
edilmistir (122). Bu iki olguya dayanarak sinaptik baglantilarin gii¢lii sekilde eldesinin
saglanmasi i¢in KSYS uygulamalar, farelerin karanlik dongiisiiniin baslangici civa-

rinda olan 18.00 — 22.00 saatleri arasinda uygulandi.

3.6. Sosyal Etkilesim Testi (SET)
3.6.1. SET Test Diizenegi

Golden ve arkadaslarinin tanimladigi sosyal etkilesim testi (SET) protokolii
laboratuvarimiza uyarlanarak yapildi (118). SET i¢in 45 x 45 x 40 cm boyutlarinda
iistii agik bir kutu kullanildi. Sosyal etkilesim kutusu i¢in 9,4 cm ¢apli, 15 cm uzunlu-
gunda {ist ve alt ylizii kapali ancak yan yiizli uzunlamasina agik bir silindir kullanildi.
Bu silindir SET alaninin bir kenarina yerlestirildi ve SET siiresince ayni kenarda kal-

mast saglandi. SET kirmizi los 151k altinda gergeklestirildi (Sekil 3.6.).

A ;

rn=47cm
r,=94cm
r;=10,7 cm

45cm

Sosyal etkilegim kutusu
Sosyal etkilegim bolgesi

D Sosyal etkilegime giris bolgesi

Sekil 3.6. Sosyal etkilesim test diizenegi.
A: Sosyal etkilesim test diizenek semasi ve B: sosyal etkilesim test diizeneginin 6rnek
bir fotografi gdsterilmistir.

SET 6ncesinde C57BL/6 fareler yeni kafeslerinde bir giin siireyle tek basina
bekletildi ve teste baglamadan 6nce SET kutusunun i¢inde bir saat gezmesi saglanarak

ortam aligtirmast yapildi. Alistirma sonrasinda Once sosyal etkilesim odasinda
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herhangi bir fare yokken 5 dakikalik serbest hareket video kayd1 tepe kamerasi kulla-
nilarak alindi. Sonra kendi kafesine 2-3 dk siireyle alindi. Bu siire zarfinda CD-1 fare
sosyal etkilesim odasina yerlestirildi ve izopropil alkol veya etil alkolle ortam temizligi
yapildi. Bu sekilde, sosyal etkilesim odasinda CD-1 fare mevcudiyetinde 5 dk’lik ser-
best hareket kaydi alindi. Test sirasinda C57BL/6 farenin sosyal etkilesim alaninda
bulunan ve bu alanda CD-1 fareye yonelen ve etkilesen fareler sosyal etkilesimde sa-

yild1 (Sekil 3.7.). SET video kayitlar1 Ethovision XT 8 yazilimiyla alindi.

A B C P4

Sosyal etkilesim kutusu
Sosyal etkilesim bolgesi

D Sosyal etkilegime girig bolgesi

Sekil 3.7. Sosyal etkilesim test uygulamasi.

A. Sosyal etkilesim kutusunda herhangi bir CD-1 fare yokken C57BL/6 fare agik
alanda serbestce gezebilmistir. B-C: Sosyal etkilesim kutusuna CD-1 fare
yerlestirildiginde sosyal etkilesim C57BL/6 farenin CD-1 fareye yonelmesine gore
siiflandirilmigtir. B. C57BL/6 fare CD-1 fareyle sosyal etkilesimi saglamis; C.
C57BL/6 fare sosyal etkilesim bolgesinde olmasina ragmen CD-1 fareyle sosyal
etkilesimde degil.

3.6.2. SET’in Degerlendirilmesi

Farelerin strese duyarlilik fenotipi sosyal etkilesim bdlgesinde gegirilen siireye
gore yapilmistir. Sosyal etkilesim bolgesi, sosyal etkilesim odasiyla ayn1t merkezli an-
cak 2,5 kati ¢apli bir daire olarak tanimland1 (Sekil 3.6.; Sekil 3.7.). Eger C57BL/6
farenin yonelimi CD-1 fareye dogruysa ve bu alanin i¢indeyse C57BL/6 fare CD-1
fareyle sosyal etkilestigi diistiniildii (Sekil 3.7.). Sosyal etkilesim orani asagidaki se-

kilde tanimlanmaistir:
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tdolu

Sosyal Etkilesim Orant = (3.1.)

tbos

taon, sosyal etkilesim kutusunda CD-1 fare mevcudiyetinde C57BL/6 farenin
CD-1 fareyle etkilestigi siireyi; #o5, sosyal etkilesim kutusunda CD-1 fare yokken
C57BL/6 farenin sosyal etkilesim bolgesinde gegirdigi siireyi ifade etmektedir. Sosyal
etkilesim orani 1’den biiyiikse C57BL/6 farenin strese direncli, 1’den kiiciikse strese

duyarli fenotipte oldugu kabul edilmistir.

3.7.  Sakrifikasyon ve Doku Hazirh@

Tiim farelerde %10’luk kloral hidrat ile anestezi indiiksiyonu saglandiktan
sonra %4’liikk paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisiyle intrakardiyak perfiizyon yapildi. Ci-
karilan beyin +4 °C sicaklikta, %4 liikk PFA i¢inde 1-2 gece bekletildi. Ardindan 3 giin
boyunca fosfat tamponlu salinde (PBS) yikandi. Sonra %30’ luk siikroz ¢ozeltisinde 2-
5 glin bekletildi. Altmis pm’lik donmus yiizen (free-float) kesitler alindi. Kesitler 1-3
giin PBS i¢inde bekletildikten sonra lama yayild1 ve gliserol/PBS:50/50 soliisyonuyla
kapatildi.

3.8. Goriintiileme

Goriintiiler Hacettepe Universitesi Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii
Beyin Arastirma Laboratuvarinda bulunan Leica SP8 konfokal mikroskop ve Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda bulunan Zeiss
LSM&810 konfokal lazer taramali mikroskoplarla alindi. Sinaptik sinyallerin dogru se-
kilde tespit edilmesi i¢in yiiksek ¢Oziiniirliikte goriintiileme saglayan yliksek numerik

apertiirlii (NA) objektifler kullanildi (63x yagli, NA: 1,4 ve 40x yagli, NA: 1,3).

Gorilintiileme esnasinda 6nce sinaptik sinyallerin ifadesinin saglandig1 dogru-
land1. Sonrasinda multispektral goriintiiniin hizl sekilde kazanimi igin ¢ergeve sirali
(frame sequential) goriintiilemede diizenleme yapildi. Son olarak yilizeyden derine tam

kolon goriintiisiiniin kazanilmasi i¢in kiremit tarama (tile-scan) sistemi diizenlendi.

3.8.1. Sinaptik Sinyallerin Dogrulanmasi

Yesil ve sar1 eGRASP sinyallerinin emisyon intensite egrileri birbirlerine ya-

kin oldugu i¢in iki sinyalin birbirinden ayristirilmasi gerekliydi. Bunun yani sira hem
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literatiirdeki eGRASP ¢alismalarinda hem de ¢alisma sirasindaki goriintiilerin incelen-
mesi sirasinda agirlikli olarak ¢ekirdekten kaynakli otofloresans sinyallerin sinaptik
sinyalle benzer boyutlara sahip olabilecegi gozlendi (123). Otofloresans sinyaller bii-
tiin sinyal pencerelerinde sinyal olusturabildigi i¢in bu sinyallerin sinaptik sinyallerden

ayristirilmasi gerekti.

Incelenen sinyalin sinaptik sinyal igerip icermediginin tespit edilmesi igin
dalga boyu tarama (lambda scanning) yontemi kullanildi. Dalga boyu taramasi cam-
gbobegi eGRASP i¢in 405 nm; yesil-sart eGRASP i¢in 488 nm ve TagRFP-T pro-teini
icin 552 nm eksitasyonu sonrasinda, camgdbegi eGRASP i¢in 410-720 nm; sar1-yesil
eGRASP i¢in 495-695 nm ve TagRFP-T proteini i¢in 560-690 nm arasindaki sinyaller
5 nm’lik aralikla band-pass filtreden gecirilerek toplandi. Sonrasinda alinan sinyallerin
kendi iglerinde emisyon egrileri ¢ikarildi, ardindan birbirlerine gére normalize edil-
dikten sonra karelerinin farkini minimize edecek lineer ayristirma igleminden gegirildi

(124, 125) (Sekil 3.8.).

Lineer ayrigtirma sonucunda camgobegi, yesil ve sar1 eGRASP sinyalleri ve
TagRFP-T protein sinyalleri hem birbirlerinden hem de otofloresanstan basarili se-
kilde ayristirildi. Ayristirma sonucunda Choi ve Kaang’in tarifine uyumlu sekilde
(126) farklt eGRASP proteinlerinin emisyon maksimum dalga boylariyla uyumlu se-
kilde camgdbegi eGRASP’1n ~470 nm; yesil EGRASP’1n ~510 nm, sar1 eGRASP ~530
nm ve TagRFP-T’nin ~580-585 nm’de maksimum parlakliktaki sinyali olusturdugu
gozlendi (Sekil 3.9.).
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W

Sekil 3.8. Dalga boyu taramali goriintiileme semasi.
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Sekil 3.9. Ornek dalga boyu tarama goriintii sonuglari.

A-B: Camgobegi eGRASP’in 405 nm eksitasyon altindaki dalga boyu tarama
goriintlileri ve emisyon dalga boyu egrisi. C-D: Yesil ve sart eGRASP’1n 488 nm
eksitasyon altindaki dalga boyu tarama goriintiileri ve emisyon dalga boyu egrileri. E-
F: TagRFP-T floresan proteininin 552 nm eksitasyon altindaki dalga boyu tarama
goriintiileri ve emsiyon egrisi. Tiim egriler ayni bolge bulunan otofloresans sinyallerler
beraber cizilmistir. Olgek: 10 um.
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3.8.2. Sinaptik Sinyallerin k-Ortalamalar Yontemiyle Ayristirilmasi icin
Cerceve Sirali Goriintii Alinm

Her ne kadar multispektral goriintiilemede lineer ayrigtirma birbirlerine yakin
emisyon egrileri olan sinyallerin ayristirilmasi i¢in kullanilsa da z-stack alimi sirasinda
5 nm pencereli veri kazanimi sirasinda yesil ve sart eGRASP sinyalleri normalden
uzun siire uyarilir. Bu da sinaptik sinyallerin z-stack’lerin derininde solmasina sebep
olmaktadir. Bu durumu agmak i¢in goriintii alim siklig1 azaltilabilir ve elde edilen bilgi

makine 6grenmesi temelli spektral ayrigtirma algoritmasi gegirilebilir (127).

Literatiirde lineer ayristirma kaynakli bu kisitliligin ¢éziilmesi i¢in makine 6g-
renmesi tabanli birgok yontem tarif edilmistir (127-130). Ancak bir¢ok yontem ya ¢ok
biiyiik setleri i¢in hazirlanmis, ya bilgisayar lizerinden islenmesi karisik ve uygulana-
maz hale getirilmis ya da spesifik mikroskopi tekniklerine gore hazirlanmistir. Bu kap-
samda calismada hem kullanimi rahat hem de kendi veri alimimiza kolaylikla uygula-
yabilen bir yontem olan Learning Unsupervised Means of Spectra (LUMoS) nin kul-
lanmasi tercih edildi (127).

LUMoS algoritmasi, dnce referans bir goriintiide floresans pencerelerdeki rgo-
receli emisyon farkliliklarini kullanarak bir pikselin hangi fluorofora ait oldugunu k-
ortalamalar yontemiyle tayin eder. Ardindan tayin edilen fluoroforlarin o pikseldeki
kesitsel spektral bilgisine gére 3 boyutlu goriintiideki diger sinyallerin hangi florofora

ait oldugunu egitimsiz ve kor (unsupervised blind unmixing) sekilde tespit eder.

LUMoS spektral ayrigtirmanin basartyla yapilabilmesi i¢in, en az tespit edil-
mesi gereken fluorofor kadar spektral bilgi gereklidir. Bu sebeple ¢calismada otoflore-
sans dahil 5 tane fluorofor incelendiginden dolay1 en az 5 kesitli spektral goriintiileme
yapilmasi gereklidir. Bunun saglanmasi i¢in konfokal mikroskopun gerceve sirali

(frame sequential) goriintiileme 6zelligi kullanildi.

Cerceve sirali goriintiileme esnasinda hem tarafimizca tespit edilen hem de
Choi ve Kaang’in (126) her bir eGRASP sinyali tarif ettikleri optimal emisyon dalga
boylar1 pencereler i¢inde tutularak planlandi. Cergeve sirali goriintiileme camgdbegi
eGRASP i¢in 453 nm eksitasyon sirasinda sirasiyla 460-490 nm’lik emisyon pencere-

lerinden; yesil-sar1 eGRASP i¢in 488 nm eksitasyon sirasinda 495-515, 515-535 ve
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535-555 nm’lik pencerelerden, dendritlerde ifade edilen TagRFP-T proteini igin 552
nm eksitasyon sirasinda 560-630 nm’lik emisyon penceresinden ve otofloresans pro-
teinlerin eldesi i¢in 632 nn eksitasyon sirasinda 650-800 nm’lik emisyon penceresin-

den goriintii topland1 (Sekil 3.10.).

453 nm 633 nm

/N /N

1 2 3 4

450 500 550 600 650 700 750

Emisyon dalgaboyu (nm)

Sekil 3.10. Calismada uygulanan gergeve sirali goriintiilleme yontemi.

Alinan goriintii islenmek tizere dendritik ve sinaptik olmak {izere iki gruba ay-
rildi. Dendritik grubundan dendrit ve otofloresans goriitiintiileme i¢in kullanilan go-
rlintliler; sinaptik goriintli grubunda sinapslar ve otofloresans goriintiileme i¢in kulla-
nilan goriintiiler olacak sekilde diizenlendi. Sonra LUMoS kullanilarak dendritik go-
riintli grubu 2 florofora (TagRFP-T ve otofloresans); sinaptik goriintii grubu 4 otoflo-
rofora ayristirildi (camgobegi, yesil, sar1 ve otofloresans) (Sekil 3.11.). Bu islemler
sonucunda hem dendritik hem sinaptik sinyaller basarili sekilde ayristirildi (Sekil
3.12)).
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LUMoS
Unmixing

B [
\‘ IF > [ e, /

Sekil 3.11. Cerceve sirali goriintiiniin k-ortalamalar yontemiyle ayristirilmasi igin
kullanilan algoritma.

Sekil 3.12. LUMoS spektral ayristirma dncesi ve sonrast 6rnek sinaptik sinyaller.

A: Sekil 3.10°da gosterilen gerceve sirali goriintii alimi sonrasi sinapslarin goriintiisii
gosterilmistir. iz 453 nm lazer eksitasyonu sonrasinda goriilen camgobegi eGRASP
goriintiisi, ii: 488 nm lazer eksitasyonu sonrasinda goriilen yesil eGRASP goriintiisii.
488 nm lazer eksitasyonu sonrasinda 495-515 nm emisyon penceresinde (a) yesil
eGRASP sar1 eGRASP’a gore daha fazla foton emisyonu saglar ve daha parlak
goriiniir. Yesil eGRASP 515-535 nm emisyon penceresinde (b) sar1 e GRASP’a benzer
diizeyde sinyal olusturabildigi i¢in bu emisyon penceresinde de parlak goriiniir. iii:
488 nm lazer eksitasyonu sonrasinda goriilen sart eGRASP goriintiisii. 488 nm lazer
eksitasyonu sonrasinda sart eGRASP 495-515 nm emisyon penceresinde (a) soniik
sinyal olusturur. Ancak 515-535 nm emisyon penceresinde (b) giiclii bir sinyal
olusturabilir. B: LUMoS spektral ayristirma sonrasi sinaptik goriintiiler. i: camgobegi,
ii: yesil ve iii: sar1 eGRASP. Olgek: 25 pm.
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3.8.3. Kaesit Yiizeyinden Derine Dogru Cerceve Sirali Goriintii Alim

Yapilan ¢aligmalarda sinapsin alansal biiyiikligiiniin 0,055 — 0,1 pm? arasinda
degistigi gosterilmistir (131). Buna gdre bir sinapsin 151k mikroskopisinde basarili se-
kilde tespit edilmesi i¢in uygun ¢oziiniirliikkte goriintli alinmasi gereklidir. Objektifle-
rin piksel rezoliisyon limitleri Rayleigh rezoliisyon kriterleriyle belirlenir. Buna gore
bir objektifin xy diizleminde ve z-eksenindeki ¢oziiniirliigii sinyalin dalga boyuna, nu-

merik apertiire ve immersiyon sivisinin kiricilik indisine baglhdir (132).

xy diizleminde Rayleigh rezoliisyon limiti agagidaki formiilden hesaplanir:

1,222
XYcofocal = m (32)
z-ekseninde Rayleigh rezoliisyon limiti asagidaki formiilden hesaplanir:
24 (.3)

Zconfocal = NA2

A, dalga boyunu; 7, immersiyon sivisinin kiricilik indisini ve NA, numerik

apertiirii ifade etmektedir.

Yukaridaki formiiller elimizdeki objektiflere ve proteinlerin tahmini emisyon

maksimum dalga boylarina uygulandigi zaman Tablo 3.3. elde edildi.
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Tablo 3.3. eGRASP proteinleri ve TagRFP-T floresan proteininin 40x ve 63x yagh
objektifler i¢cin Rayleigh ¢oziiniirliik sinirlar

Emisyon Rayleigh Coziiniirliik Sinir1 (nm)
Proteinler | Maksimum Dalga | 40x, Yagh NA: 1,3 | 63x, Yagh, NA: 1,4
Boyu (nm)
Xy z Xy z
Camgobegi
¢GRASP 480 225 862 209 743
Yesil
¢GRASP 509 239 914 222 788
San
¢GRASP 527 247 946 230 816
TagRFP-T 585 274 1051 255 906

Yukaridaki tablodaki ¢oziiniirliikk degerleri kullanilarak mikroskop biiyiitmesi
diizenlendi. Gorlinti alimi sirasinda piksel mesafesi ve derine goriintiileme
esnasindaki z basamak uzunlugu hesabinda Nyquist teorisi de goz Oniinde tutuldu.
Goriintilleme esnasinda her bir ¢erceve sirasinda piksel mesafeleri esit sekilde
ayarlanmasi ve bu ayarlama esnasinda veri kazanim sikliginin sinyal kaybini minimize
edecek sekilde diizenlenmesi gereklidir. Bundan dolay1 piksel mesafesini camgobegi
eGRASP sinyali xy ve z piksel mesafesini yeterli diizeyde toplayacak; ancak
otofloresans pencerede fazla veri toplayacak (oversampling) sekilde diizenlendi.
Sonugta derine dogru goriintii alimi yapilirken xy piksel mesafesi ~100 nm, z basamak
mesafesi ~300 nm sekilde diizenlendi. Cerceve sirali goriintii alimi1 esnasindaki
emisyon sinyal pencereleri optimizasyon protokoliindeki emisyon pencereleriyle ayni
olacak sekilde diizenlendi. Yiizeyden derine dogru gegilirken lazer uyarim siddetinde

derinlik bagiml bir degisiklik yapilmadi.

3.8.4. Kiremit Taramali Goriintiileme

Bu projede mPFK yiizeyinden korpus kallosuma uzanan kortikal kolon gériintii
alinmasi1 hedeflendi. Fare korteksinin ¢alismada kullanilan objektiflerin goriintiileme
alanindan (field of view, GA) daha genis olmasi ve derine dogru cerceve sirali

goriintiilemenin tek tek sirali sekilde yapilmasi yorucu bir teknik olmasindan Gtiirii
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korteks yiizeyinden korpus kallozuma otomatik sekilde kiremit taramali goriintiileme

yapildr (Sekil 3.13.).

Kiremit siral1 goriintiileme islemi korteks yiizeyinden korpus kallozuma dogru
GA’nin yaklasik %10’u cakisacak sekilde tek sira halinde alindi. Tim kiremit
parcalarinda derine dogru cergeve sirali goriintiileme islemi gerceklestirildi (Sekil

3.13.). GA bu siiregte ~205x205um? olacak sekilde ayarlandi.

Sekil 3.13. Kiremit taramal1 goriintiileme semas.
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3.8.5. Reflektans Goriintiileme

6. katman ve ventralindeki beyaz cevherin arasindaki sinirin belirlenmesi igin
konfokal reflektans goriintiilleme uygulandi. Kisaca 488 nm emisyon sonrasinda 483-
493 nm arasinda dar emisyon pencereli goriintii sinyalleri, RT 15/85 151n ayiric1 (beam
splitter) ile kazanildi. Bu siiregte hem kiremit taramalt hem de 3 boyutlu goriintiileme
yapildi. Bu goriintiileme esnasinda goriintii ylizeylerinin arasindaki z-eksen mesafe 2-
3 um civan sekilde; xy piksel boyutu da ~0,6 um sekilde diizenlendi. Bu
goriintiilemeye ek korteks iizerindeki TagRFP-T sinyali de 552 nm uyarim sonrasinda
kazanildi ve reflektans goriintlisiiyle cakigtirildi. En son LASX v3.5.5.19976
yazilimindaki goriintii birlestirme algoritmasiyla kiremit tarama gorilintiileri

birlestirildi.

3.9.  Goriintii isleme

Kolon goriintiileri once birlestirildi (stitching). Goriintiiler elimizdeki
bilgisayarin merkezi hafiza (RAM) kapasitesine gore yaklasik esit boyutlu pargalara
ayrildiktan sonra sinaptik ve dendritik gruplara ayrildi. Sinaptik ve dendritik gruplar
“3.8.2. Sinaptik Sinyallerin k-Ortalamalar Yontemiyle Ayristirilmast igin Cergeve

Swrali Goriintii Alimi” baglhigindaki grup ayrimina gore gruplandi.

Sinaptik gruptaki sinyaller LUMoS ile ayristirildiktan, piksel boyutlar
izotropik yapildiktan sonra Ricardson-Lucy (RL) dekonvoliisyon islemine tabii

tutuldu. Dekonvolve sinaps goriintiileri Gauss filtreleme ile diizeltildi.

Dendritik grup sinyalleri 6nce arka plan ¢ikarma ve Gauss filtrelemeden
gegirildi. Sonra dendritik sinyaller otofloresans sinyallerden LUMoS ile ayristirildi.
Piksel boyutlar1 izotropik yapildiktan sonra RL dekonvoliisyon islemi uygulandi (Sekil
3.14)).
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3.9.1. Goriintii Birlestirme

Kiremit tarama goriintiileri birlestirilirken elde edilen goriintiilerin birlestiril-
mesinde dnce Zeiss konfokal mikroskopun kendi yazilimi kullanilmistir. Birlestirilmis
goriintiiniin ¢akigsma alanlarinda sinyal duplikasyonu goézlenmigse BigStitcher Fiji

plug-ini kullanilmigtir (133).

Gorilintli birlestirme esnasinda Zeiss konfokal mikroskopun goriintii birles-
tirme algoritmasindaki korelasyon esigi genellikle 0’a veya 0.01’e ¢ekilerek goriintii

birlestirmesi yapilmistir.

BigStitcher algoritmasi kullanildiginda, goriintiiler 6nce BigDataViewer plug-
inine yiiklendi. Burada ¢akisma alanlar1 ve bu alanlardaki gorsel ipuglari kontrol edilip
elle kaba birlestirme islemi yapildi. Sonra global optimizasyon ve iteratif yakin nokta
bulma algoritmalar1 kullanilarak iki kiremit tarama goriintiisiiniin ¢akigma alanlar1 ko-
rele edildi. Goriintiilenen sinyaller sinaps icermesi ve sinapslarin 3 boyutlu uzayda da-
ginik sekilde bulunmasi sebebiyle korelasyon esigi 0’a ¢ekildi. Birlestirilmis goriintii,
gecis bolgelerinde veri kaybi riskinin ve birlestirme hata ihtimalinin azaltilmas1 ama-
ciyla sirasiyla diisiik desimizasyon (1 piksel) ve gevsek birlestirme yontemiyle birles-
tirildi. Birlestirilen goriintiideki voksel boyutlar1 korundu ve z-ekseninde herhangi bir

interpolasyon uygulanmadi.

3.9.2. Spektral Ayristirma

Alt1 kanall1 birlestirilmis goriintii oldukca biiytik oldugu i¢in laboratuvarimizda
bulunan bilgisayarin yeterliligine (RAM kapasitesi: 32 GB) gore goriintiiler yaklasik
esit boyutlu parcalara boliindii. Sonra dendritik gruptaki goriintiiler 6nce arka plan ¢i-
karma (Yuvarlak top ¢ap1: 50 piksel) isleminden sonra Gauss filtrelemeden (pencere
biiyiikligii 1 piksel) gecirildi. Bu siiregte sinaptik gruptaki goriintiilere herhangi bir 6n
hazirlik uygulanmadi. Boliinmiis ¢erceve siralt goriintiiler LUMoS spektral ayristir-
masindan gegirildi (127). Spektral ayristirma i¢in kullanilan referans goriintiiler ince-
lenecek 3 boyutlu goriintii icerisinden secildi. Sinaptik grupta ayristirma yapilirken
camgobegi, yesil, sart e§GRASP ve otofloresans sinallerin ayni anda ifadesinin gézlen-
digi kesit; dendritik grupta ayrigtirma yapilirken dendritik ve otofloresans sinyallerin

ayni anda goriildiigii kesitler spektral ayristirma i¢in segildi.
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Spektral ayrigtirma islemi en az 50 kez ve en az 100 iterasyonla yapildi. Ortaya
cikan goriintiideki sinyaller daha 6nceden gozle etiketlenmis floresans grubuna gore

etiketlendi ve kaydedildi.

3.9.3. Dekonvoliisyon

Hem sinaptik hem de dendritik goriintiilerin vokselleri, z-ekseninde bikiibik
interpolasyonla izotropik hale getirildi. Sonra, grafik islemci (graphical processing
unit, GPU) kullanan agik erisimli Richardson — Lucy (RL) dekonvoliisyon algoritma-
styla dekonvoliisyon iglemi gergeklestirildi (134). RL dekonvoliisyonu i¢in kullanila-
cak nokta dagilim fonksiyonu (point spread function, PSF) Diffraction PSF 3D Fiji
Plug-in’i kullanilarak her bir sinyalin en optimal diizeyde parlaklik veren dalga boyu

icin diretildi (126, 135).

Tiim sinyaller i¢in RL dekonvoliisyonu 3 boyutlu sekilde 20 iterasyonla ya-
pildi. Dendritik grup goriintiilerindeki sinyaller herhangi bir ek islem yapilmadan 32-
bitten 8-bite donustiiriiliip kaydedilirken; sinaptik gruptaki goriintiilerin 6nce 32-bit
gorlintiileri elde edildi. Bu goriintiilere Gauss filtre (pencere biiyiikligii: 2 piksel) uy-

gulandiktan sonra olusan goriintii 8-bite doniistiiriiliip kaydedildi (Sekil 3.15.).

Sekil 3.15. Spektral ayristirma dncesi, sonrasi ve dekonvoliisyon sonras1 érnek
sinyaller.



41

3.9.4. Dendritik Sinyallerin Segmentasyonu ve Rekonstriiksiyonu

Dekonvoliisyon sonrasinda tiim dendritik ve sinaptik goriintiiler herhangi bir
islem yapilmadan dorso-ventral eksendeki karsiligina gore birlestirildi. Dendritlerin
dijital rekonstriiksiyon agaci eldesi i¢in Gliko ve arkadaslarinin (136) tanimladig: al-
goritma kullanildi. Dendritik goriintiiler, dnce ¢esitli mikroskopi goriintiileriyle egitil-
mis U-Net mimarisine sahip evrigimli sinir ag1 (convolutional neural network) tabanl
algoritmayla herhangi bir hiperparametre diizenlemesi yapilmadan segmente edildi.
Ardindan arkaplan esikleme, bagl bilesen analizi (connected component analysis) ve
iskeletleme uygulanarak .swc uzantili dijital rekonstriiksiyon elde edildi. Sonrasinda
hatal1 sinyallerin eliminasyonu i¢in budama (pruning) ve gorsel kontroliin saglanmasi
icin indirgeme (downsampling) islemi de uygulandi. Bu siirecte elimizdeki bilgisaya-
rin islemsel kaynagi yetersiz oldugu i¢in dendritlerin ¢aplar1 hesaplanmadi. Ayrica
dendritlerin soma ile agik baglantilar1 net sekilde gdzlemlenemedigi i¢in dendritler alt

siniflarina (apikal, bazal, oblik vs.) ayrilmadi (Sekil 3.16.).

Sekil 3.16. Dekonvoliisyon sonrasi dendritik goriintiilerin 6rnek segmentasyonu ve
rekonstriiksiyonu.

3.9.5. Dendritik Segment Tanimi

Calismada ¢ok sayida ndronun dendritleri TagRFP-T ile isaretlendigi igin,
mikroskopi goriintiileri ¢aliya benzer sekilde karmasik goriinmektedir. Bu probleme
ek, konfokal mikroskopun ¢oziiniirliik sinir1 da 3 boyutta ¢apraz sekilde ilerleyen
dendritlerin keskin sekilde ayirt edilmesini giiclestirmektedir. Bu sebeple, hata yap-
mamak i¢in, dendritik segmentler, .swc rekonstriiksiyon agacinda iki dallanma noktas1

arasindaki dendrit pargasi olarak tanimlanmistir. Bu siiregte kiremit kenarinda
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gozlenen kenar artefaktlar1 ve .swc agaci igerinde gozlenen 0 um uzunluklu tek nodlu

segmentler de filtrelenmistir.

3.10. Sinaptik Sinyallerin Yar1 Otomatik Sekilde Tespit Edilmesi

Sinaps sayilarinin ve dagilimlarinin incelendigi cogu c¢alismada sinapslar gor-
sel olarak incelenir ve sinaps sayilari elle tespit edilir (29, 137). Ancak elle sayim hem
teknikleri giderek biiyltimekte olan ndrobiyoloji verilerinin incelenme siiresini binlerce
saate ¢ikarabilmektedir hem de giivenilir degildir (137, 138). Kortikal kolondaki si-
naps dagilimlar1 hem veri kapasitesi hem de sayisal acidan biiyiik veridir. Ancak bu
verinin de kisa zamanda hizla islenmesi gerekmektedir. Bu durumun ¢6ziilmesi i¢in
cok sayida otomatize sinaps tespiti saglayan otomatik algoritma iiretilmistir (139-141).
Bu kapsamda, uygulamasi olduk¢a kolay olan Synapse Quantifier algoritmasiyla si-

napslar otomatik sekilde tespit edildi (140).

3.10.1. Synapse Quantifier Algoritmasi

Synapse Quantifier sinapslarin tespiti i¢in adaptif yikama segmentasyon
(adaptive watershed segmentation) algoritmast kullanilmaktadir. Bu islemin esasi
dendritik agactan belirli bir mesafeye kadar dendritik ve sinaptik sinyallerin ¢akigma-

siin tespitine dayanir (140).

Synapse Quantifier algoritmasi 8 bit RGB goriintiiyii ve rekonstriiksiyon aga-
cini algoritma girdisi olarak alir. Uygulama icerisinde kullanici dendritlerin ve sinaps-
larin bulundugu goriintli katmanlarini seger. Ardindan kullandigi mikroskopun ve in-
celedigi sinyalin 6zelliklerine gore dendritik ve sinaptik sinyallerin intansite esikleri,
tespit edilecek minimum hacim ve dendrit dalindan itibaren incelenecek minimum
uzaklik bilgilerini algoritmaya verir. Sonrasinda kullanici sinapslart tek tek inceleye-
rek veya ¢ok az bir zaman inceleyerek incelenen sinyallerin sinaps olup olmadigina
veya dendrit lizerindeki konumlaria (dendritik ¢ikint1 {izerinde olup olmadigina) ka-

rar verir.

Synapse Quantifier algoritmasi, sinapsin uzaysal konumunu, voksel cinsinden
hacmini, bulundugu dendritteki en yakin .swc nodu ve sinapsin dendrite gore konu-

munu (dendritik ¢ikinti izerinde olup olmadigini) ¢iktisini verir.
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Yaptigimiz gozlemler neticesinde sinaptik ve dendritik sinyallerin zaman za-
man birbirleriyle ¢akigsmayabilecegini gézlemledik. Bu durum Syanpse Quantifier uy-
gulamas: sirasinda sinapsin tespit edilememesi veya tespit edilen sinapsin koordinati-
nin ve hacminin hatali tespit edilmesi risklerini ortaya ¢ikarir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in

Synapse Quantifier algoritmasina alinacak sinyallere 6n hazirlik islemi uyguladik.

3.10.2. Sinaptik Sinyallerin Synapse Quantifier Algoritmas1 I¢in
Hazirlanmasi

Segmente edilmis dendritik sinayaller ve sinaptik sinyaller dnce ayristima so-
nucunda ortaya ¢ikan sinaptik sinyallerle uyumlu olacak sekilde elle esiklemeden (ma-
nual thresholding) gecirildi (Sekil 3.16.). Her bir goriintiiniin sinyal esigi her fare ve
her bir kiremit tarama goriintii parcasinin spektral ayristirilmis sinyaliyle karsilastiri-
larak ayr1 ayr belirlendi. Esik belirlendikten sonra her iki sinyal grubu da yiiksek ge-
cirimli filtreden (high-pass filter) gecirilerek esikleme (thresholding) uygulandi ().

Esikleme sonrasinda her bir sinyalin intansitesi 255 olarak diizenlendi.

jesik _ {255, Ly, i

xy,z —

NIV

0, Liyy < i (3.4.)

Bu esitlikte I, ,, ,, esikleme 6ncesindeki dekonvolve sinaptik veya segmente

V,Z>
dendritik goriintiilerin 3 boyutlu koordinatina (x, y, z) denk gelen sinyal intansite de-
gerini; i, sinyal esik degerini ve 5% esikleme sonrasinda elde edilen goriintiiyii sim-

gelemektedir.
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Sekil 3.17. Segmente dendrit ve dekonvolve sinaptik sinyallerin yiiksek gecirimli
filtreleme ile esiklemesi.

Ardindan dendritten belirli bir mesafeye kadar olan sinaptik sinyallerin okuna-
bilmesi i¢in 3 katmanli goriintii hazirlandi (Sekil 3.17. ve Sekil 3.18.). Bu islem ii¢

sinaptik sinyal tiirli i¢cin de ayr1 yapildi. Goriintiiler hazirlanirken asagidaki islemler

uygulandi:
=l Ig, I5] (3.5)
Iz = lgenarit Y Lsinaps (3.6.)
I = Isinaps (3.7.)
=0 (3.8.)

Bu esitliklerde I;.,,4ri, €sikleme sonrasinda elde edilen 8-bit dendritik go-
rintll; [sinqps » €sikleme sonrasinda elde edilen 8-bit sinaptik goriintii; I, Synapse Qu-
antifier algoritmasinda islenecek 3 boyutlu 8-bit RGB goriintli matrislerini simgele-
mektedir. I, dendritik ve sinaptik goriintii sinyal matrislerinin birlesiminden ibaret 3
boyutlu 8-bit matrisi; I, sinaptik goriintii sinyal matrisine denk 3 boyutlu 8-bit matrisi

ve I, 3 boyutlu 8-bit sifir matrisi simgelemektedir.
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Sekil 3.18. Sinaptik sinyallerin esikleme sonras1 goriintiileri.
Sinaptik sinyaller Synapse Quantifier algoritmasindan renk renk gecirildi. Sekil
3.17.°deki filtrelenmis goriintii renklerine ayrilarak gdsterilmistir.

3.10.3. Synapse Quantifier Uygulamasi

Yukarida da bahsedildigi iizere Synapse Quantifier algoritmasi sinyali tespit
etmeden Once tespit edilecek en diisiik hacim ve taranacak en uzun mesafe girdilerini
kullanir. Inceledigimiz sinyallerin xy diizleminde Rayleigh ¢oziiniirliik limitleri 220-
275 nm arasinda degistigi i¢in incelencek sinyallerin giiriiltiiden ziyade sinaps sayila-
bilmesi i¢in 3 diizlemde de en az 3 piksel = ~0.3 um uzunluga sahip olmasi gereklidir.

Bu sebeple aranacak sinyallerin voksel esigi en az 30 voksel olarak diizenlendi.

mPFK’de piramidal néronlarinin multifoton in vivo goriintiilemesi, mPFK pi-
ramidal néron dendritik ¢ikintilarinin dendrit daldan uzakliginin 2 pm mesafeyi asma-
digini gostermistir (114). Her ne kadar dar bir alandan veri gosterse de multifoton mik-
roskopi dendritik ¢ikintilarin in vivo sekilde incelenmesi i¢in yeterli bir teknik olma-
sindan otiirli bu deger gegerli sayilmistir (73). Bu sebeple maksimum sinaps arama

mesafesi 20 piksel = ~2.2 um olarak diizenlendi.
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Hem dendritik hem sinaptik goriintiilere esikleme uygulandigi i¢in goriintiideki
tiim sinyallerin intansitesi 8 bit goriintii cinsinden 255’e esitlendigi icin girilen dend-

ritik ve sinaptik sinyal intansite esik degerlerinin herhangi bir 6nemi kalmamustir.

Bu projede biiyiik veriyle ¢alisildig1 ve veriyi olusturan toplam insan sayist
“Bir” / “1” oldugu i¢in sinapslar algoritma tespit edildikten sonra tek tek incelenmeden

dogrudan kaydedilmistir.

Synapse Quantifier algoritma ¢iktilari ‘.csv’ uzantili bir dosyaya kaydedilmis-
tir. Bu dosya i¢inde sinapslarin 3 boyutlu koordinatlari, sinapsin voksel cinsinden
hacmi, dendrit agacindaki en yakin oldugu nod ve dendritik ¢ikinti iizerinde olup ol-
madig1 bilgisi bulunur. Dendritik sinyal incelemesi esnasinda biiyiik hacimli dendritik
cikintilarin gozle ayirt edilmesine ragmen, kiigiik hacimli dendritik ¢ikintilarin bu se-
kilde gozlenememesi lizerine Synapse Quantifier ¢ikt1 verisindeki sinapsin dendrit
izerindeki konum bilgisi (dendrit ¢ikint1 iizerinde olup olmadigi) analizler sirasinda

dikkate alinmamustir.

3.10.4. Synapse Quantifier Algoritmasinin Elle Sayimla Karsilastirilmasi

Her ne kadar otomatize algoritmalarin giivenirligi bircok kez gosterilse de in-
celenen sinaptik sinyallerin niteligi sunulan otomatik sinaps tespit algoritmasinda kul-
lanilan veri setinden farkli olabilecegi i¢in incelenen sinapslarin en azindan bir kismi-
nin elle sayim teknikleriyle karsilastirilarak otomatik algoritma ile elle sayim sonug-

larinin birbirlerine yakin oldugunun gosterilmesi gereklidir (142).

Bunun i¢in dnce her bir kortikal kolondan 600 x 2000 x 300 boyutlu rastgele 3
boyutlu gériintiiler secildi (n = 49). Once, bu goriintiilerde tespit edilen sinapslar,
spektral ayristirilmis sinaps sinyalleriyle karsilastirilarak dogrulandi. Bu islem sonu-
cunda tespit edilen sinapslarin %95,7’sinin gergek sinaps sinyalleriyle ¢akistigi goz-

lendi (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. Ornek segilmis kortikal kolon bolgelerinde dogrulanmis, otomatik tespit
edilen sinaps yiizdeleri.
A: Tiim sinapslar, B: Farkli beyin bolgeleri agisindan dogrulanmis sinaps yiizdeleri.

Sonraki asamada, 6nce 3 boyutlu sinaps sinyalleri Vaa3D igerisinde 3 boyutlu
goriintiilleme modiilii kullanilarak elle sayildi. Synapse Quantifier dendritik rekonst-
riiksiyondan 20 piksel (~2,2 um) uzaktaki sinyalleri inceledigi i¢in, elle sayim sira-
sinda rekonstriiksiyon agacindan 20 piksel uzaktaki sinaptik sinyaller incelendi. ince-
leme sonrasinda sinapslarin 3 boyuttaki koordinatlar1 .marker uzantili bir dosyaya kay-

dedildi.

Elle ve otomatik sayilan birbirlerine en yakin sinapslar Macar algoritmasiyla
(Hungarian algorithm) uzaysal sekilde eslestirildi (143). Sonrasinda eslesen sinapslar
arasindaki Oklid mesafesi hesaplandi. Oklid mesafesi 2 pm’den daha kisa olan sinaps

ciftleri uzaysal eslesmis sayildu.

Sonugta dnce elle tespit edilen sinapslarin ortalama %76’sinin otomatik sinaps
sayimiyla tespit edilen sinapslarla eslestigi tespit edildi. Ancak otomatik tespit edilen
sinapslarin da %20’sinin de elle sayim sirasinda tespit edilemedigi gozlendi. Elle sa-
yim sirasinda tespit edilemeyen bu sinapslar yakindan incelendiginde, bu sinapslarin
hacimleri otomatik sinaps sayimiyla eslesen sinapslarin hacimlerinden anlamli sekilde
daha diisiik oldugu gozlendi. Yine otomatik ve elle sayimda eslesen sinapslar retros-
pektif olarak ham goriintiilerde incelendiginde bu sinapslarin %93 liniin gercekten si-
naptik sinyal oldugu gozlendi. Son olarak elle tespit edilip, otomatik tespit edilemeyen

sinapslarin %58,7’sinin herhangi bir sinaptik sinyal icermedigi gozlendi (Sekil 3.20.).
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Bu durum elle sayim sirasinda Vaa3D 3 boyut goriintiileme modiiliinde yapilan elle

isaretlerin kaymasiyla iliskilendirilmistir.

A Otomatik tespit edilen B Elle tespit edilen sinapslar
sinapslar arasinda elle tespit arasinda otomatik tespit
edilen sinapslarla eglesenler edilen sinapslarla eglesenler
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Sekil 3.20. Otomatik ve elle tespit edilen sinapslarin uzaysal ve hacimsel
karsilagtirmasi. C i¢in p = 2.57 X 108, Mann-Whitney U testi.

Sonugta, elle sayimda sinaps olmayan koordinatlarin dislanmasi ve otomatik
sayimda goriilen kiigiik hacimli sinapslarin dahil edilmesi sonrasinda %91,26 oranda

otomatik sinaps isaretleme performansi elde edilmistir (Sekil 3.21.).
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Elle

: . Synapse Detector ile
tespit edilen

tespit edilen

91.26%

Sekil 3.21. Synapse Detector algoritmasinin genel performasinin zeti.

3.11. Kortikal Katmanlarin Tanimlanmasi ve Rekonstriiksiyonlarmin
Hazirlanmasi

Kortikal katmanlar Allen Beyin Atlasi’nda bulunan Common Coordinate Fra-
mework (CCF) igerisine mPFK i¢in tanimlanmis katman sinirlar1 dikkate alinarak he-
sapland1 (40). Inceleme sonucunda 1. katman, 2/3. katman, 5. katman ve 6. katmanin
kortikal kolunun sirastyla %8, %14, %61 ve %17 sini barindiracagi hesaplandi. Ayrica
5. katman, literatiirdekine benzer bi¢imde 5a katmani ve 5b katmani seklinde ikiye
ayrildi. Sonrasinda 3 boyutlu kortikal rekonstriiksiyonlar bu katmanlara horizontal se-
kilde kesilerek ayrildi. Iki katmandan gegen segmentler kortikal katmanlarin incele-

mesi sirasinda analizin disinda birakildi.

3.12. Her Bolge icin Sinaps Yiizde Hesab1
Kortikal kolon katmanlarina ayrildiktan sonra, her bir beyin bdlgesi i¢in o be-
yin bolgesinden gelen sinaps sayisinin, isaretlenmis toplam sinaps sayisina orani he-

saplandr. nfe%k  '1.,2/3., 5a, 5b veya 6. katmanlardaki BLA, VH veya VTA kaynakli

sinaps sayisi1 iken

__ __camgdbegi yesil sart
Niatman = katman + katman + Nkatman (3:9)
ienk
t “ o .
prenk = “ETER X 100; renk € {camgdbegi, yesil, sart} (3.10.)

Nkatman
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Bu esitliklerde Nygtman» bir katmanda tespit edilen toplam sinaps sayisint;
Prenk . bir katmanda o renge sahip (bir beyin bolgesinden kaynaklanan) sinaps yiiz-
desini ifade etmektedir. Ardindan sonraki islemlerde kullanilacak renk yiizde matrisi

(M7e™kY olusturuldu:

M ttnan = Prota (3.11)

i,katman katman

Mg an, camgdbegi, yesil ve sart eGRASP ile isaretli sinapslari i, kortikal
kolonun bir katmanindaki yiizdesini simgelemektedir. i kortikal kolonun kimligini
gostermektedir. Bu islem sonrasinda her bir pre-sinaptik girdi bdlgesi i¢in 5 x 13 bo-

yutunda bir matris elde edildi.

3.13. Boyut Indirgeme (Dimensionality Reduction)

Boyut indirgeme islemi énce M"¢™¥ matrisleri sirali sekilde birlestirildi.

MP = [Mcamgébeéi MYesil Msa”] (3.12))

Boylece son boyutu 13 x 15 olan boyut indirgeme matrisi (M?) elde edildi.
Ardindan temel bilesen analizi (Principal Component Analysis, TBA) uygulandi. 1. ve
2. temel bilesenler (pricipal components, TB) sinaps say1 ylizdelerinin diisiik boyuttaki

projeksiyonu i¢in kullanildi.

3.14. BLA ve VH Sinapslani icin En Yakin Uzaysal Mesafe Matrislerin
Olusturulmasi ve Incelenmesi

5b ve 6. katmandaki BLA ve VH sinapslarinin uzaysal en yakin ilk 4’er BLA
ve VH sinapsa mesafeleri 6l¢iildii. Sonrasinda bu mesafelerin her bir sinaps i¢in sira-
lanmasiyla 42,317 x 8 boyutlu bir matris elde edildi. Bu matrisi ilk 4 kolunu en yakin
ilk 4 VH sinapsina uzakliklarini, diger 4 kolonu da en yakin ilk 4 BLA sinapsina uzak-
liklarin1 i¢ermektedir. Sonra Uniform Manifold Approximation and Projection
(UMAP) yontemi sinapslarin, davranigsal fenotiplerin, sosyal etkilesim skorlarinin ve
fare kimliklerinin goriintiilemesi i¢in kullanildi (144). Bu islem sirasindan UMAP kod

kitabindaki varsayilan degisken hiperparametreleri aynen kullanildi.
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Rastgele orman siniflayicilar (random forest classifiers) igin 75’er agaglik 10
orman kullanildi. Her ormanda 10-katmanli ¢apraz dogrulama (k-fold cross validation)
uygulandi. Bu siiregte verinin %10’u test i¢in kullanildi. Rastgele dagilimla karsilas-
tirma i¢in verilerin etiketleri rastgele sekilde degistirildi. Parametrik analizler, dogru-
luk (accuracy) ve F1 skorlar1 ¢aligma verisi ve rastgele verinin karsilastirilmasi icin
kullanildi. Boyut indirgeme ve rastgele orman siiflama islemleri Python 3.9 igersinde

bulunan sklearn v1.4.0 kiitiiphanesi kullanilarak yapildi.

3.15. istatistik Analiz

Veriler medyan ve ceyrekler arasi agiklik, ortalama + standart ortalama hata
veya ortalama ve %95 giiven aralig1 sekillerinde sunuldu. Kortikal kolon karsilastir-
masinda grup sayilar diisiik oldugu i¢in non-parametrik testler karsilastirma amagh
kullanildi: Kruskal-Wallis test cok gruplu karsilastirma amagli; Mann-Whitney U test
ve Bonferroni diizeltmesi ikili grup karsilastirmalari amacl kullanildi (145). Tiim ana-
lizler iki yonlii sekilde yapildi. p degerleri Kruskal-Wallis testinde 0,05 ten diisiik ol-
dugunda; post-hoc Mann-Whitney U testinde 0,0167’den diisiik oldugunda istatistik-
sel anlamli kabul edildi. Istatistik analizler Python 3.9 icerisinde bulunan Scipy
v1.11.1 kiitiiphanesi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. mPFK piramidal noron dendritlerinde BLA, VH ve VTA
piramidal noronlarindan kaynakh girdiler

BLA, VH ve VTA kaynakli mPFK sinapslarinin isaretlenmesi i¢in sar1, yesil
ve camgobegi pre-eGRASP ve post-eGRASP ifade eden AAV’ler BLA, VH, VTA ve
mPFK’ye enjekte edildi. Stres grubu fareler 3 hafta sonra 10 giinliik kronik sosyal
yenilgi stresine (KSYS) maruz birakildi. Stres-naif fareler kendisiyle ayni cinsten bir
kafes arkadasiyla saydam bir ayracla ayrilacak sekilde olmak kaydiyla ayni kafese
yerlestirildi. 11. giinde sosyal etkilesim testiyle stres grubu fareler stres duyarli (SDuy)
(n = 3) ve stres direncli (SDir) (n = 4) olmak {izere ikiye ayrildilar. Stres naif (SN)
farelerin bu test sonrasinda stres direncli (ilk kez gordiigii CD-1 fareyle daha fazla
vakit gecirdigi) oldugu goriildii (Sekil 4.1.). Doku hazirligindan sonra mPFK’nin
ylizeyinden derinine multispektral, yiiksek ¢oziiniirliiklii 3 boyutlu goriintiiler kiremit

tarama yontemiyle alindi (~200 x 1500 x 30 um?).
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Sosyal etkilesim siiresi (CD-1 yok)

SN { o F—lo

SDir{ o ol—o o
souy |ENR
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Sure(s) |

Sosyal etkilesim siresi (CD-1 mevcut)

SN - o |l
SDir - [e'e) lo——| o
souy |
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Sire (s)

Sosyal Etkilesim Orani

SN - o ol—— o
SDir- o o - o—| o
0 1 2 3 4

Sekil 4.1. Calismada incelenen farelerin CD-1 fare sosyal etkilesim bdlgesinde
bulunmadigi, bulundugu donemdeki sosyal etkilesim siireleri ve sosyal etkilesim
oranlart.
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Calismada incelenen fluoroforlarin emisyon dalga boyu sinyal egrileri ¢cakistigi
icin sinaptik ve dendritik sinyalleri Learning Unsupervised Means of Spectra
(LUMoS) algoritmastyla ayristirildi (127). Sonrasinda dendritik ve sinaptik sinyaller
dekonvolve edildi. Ardindan dendritik sinyaller yapay sinir ag1 (artificial neural
network) tabanli bir modelle segmente edildi ve 3 boyutlu dendritik agacin eldesi igin
rekonstriikte edildi (136). Bu siirecte dendritik agacin ve dekonvolve dendritik sinyalin
basarili sekilde cakistign gozlendi. Incelenen kortikal hacmi ¢ok biiyiik oldugundan
dolay1 elle sinaps isaretleme sayim yapimi olduk¢a zaman maliyetlidir. Bu sebeple
sinapslarin otomatik tespiti i¢cin Synapse Detector (140) algoritmasi kullanildi (Sekil
4.2. ve Sekil 4.3.).

islenmemis Aynistiimig Dekonvolve

Segmente

Rekonstriikte Esiklenmis

Sekil 4.2. Ornek goriintiide goriintii isleme basamaklari.
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mPFC

Sekil 4.3. Synapse Detector algoritmasinin drnek sonucu. Olgek: 20 um.

Islemler sonucunda tespit edilen sinapslarin medyan1 SN, SDir, SDuy fareler
icin sirastyla, 2,501 (ceyrekler acikligi (CA) = 1.077 — 6.293, n = 3 fare); 7,509 (CA =
2.560 — 9.177; n = 4 fare) ve 5.845 (CA = 789 — 8.598; n=3 fare) oldugu goriildii. SN
grupta, tespit edilen sinapslarin biiylik bir ¢ogunlugunun VH-mPFK baglantina ait
oldugu goriildi (%70,33 £ 16,82). Bu sinapslart sirasiyla BLA-mPFK (%16,09 +
11,25) ve VTA-mPFK (%13,57 + 6,09) sinapslar takip etti. SDir grupta VH-mPFK
(%49,62 £ 17,80) ve BLA-mPFK (%38,17 & 20,37) sinapslarinin oranlari birbirlerine
benzer goriildi (p = 0,69, Mann-Whitney U testi (MWU)). VTA-mPFK sinapslarinin
orani daha diistiktii (%12,19 + 4,32). SDuy grupta BLA-mPFK sinapslarin orani, VH-
mPFK sinapslarin oranindan anlamliya yakin egilim gosterecek sekilde daha yiiksek
gozlendi (sirasiyla, %54,27 + 17,18 ve 25,74 + 15,12%; p = 0,055; MWU testi). SDuy
grupta VTA-mPFK sinapslarinin oraninin (%19,97 + 9,79) diger gruplarla benzer
oldugu gozlendi (p = 0,30; MWU). Tespit edilen BLA-mPFK, VH-mPFK ve VTA-
mPFK sinapslarmin oranlar1 SDir ve SDuy gruplarda benzer oldugu gozlendi

(strastyla, p = 0,09; p = 0,15 ve p = 0,69; MWU testi).

4.2. BLA-mPFK sinaps oranlarinda kortikal katman ve stres fenotipi

bagimh degisiklikler

Sonra, her bir kortikal katmanda sinapslarin dagilimi incelendi. Onceki
literatiirde BLA ve VH aksonal uzanimlart mPFK’nin sirasiyla 2/3. katmani ve 5.
katmanini hedefledigi gozlenmistir (10, 24-26). Bu verilerle uyumlu olacak sekilde,

tespit edilen SN farelerde BLA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen sinapslara olan
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ylizdesinin 2/3. katmanda 5a katmani ve 6. katmana gore anlamli sekilde daha fazla
oldugu gozlendi (5a ve 6 i¢in sirasiyla, p = 0,0079; p = 0,031; MWU test). Kronik
strese maruz birakilan farelerde 2/3. katmandaki BLA-mPFK sinapslarin orani, SN
farelere kiyasla anlamli sekilde artmist1 (p = 0,019, MWU testi) (Sekil 4.4.). Ancak bu
oranin 5b katmani ve 6. katmanda sadece SDuy farelerde SDir ve SN farelere gore
anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.5.). 5b ve 6. katmanlarindaki
BLA sinapslarmin yiizdesiyle sosyal etkilesim orani arasinda anlamli negatif

korelasyon vardi (Sekil 4.6.).

n.s. *
100 100
2 2
g 80 2 80
(/)] (/)]
§ 60 & 60
he] he]
@ @
= 40 = 40
2 2
— = 20
< 20 <
SN Stres SN Stres
1. Katman 2/3. Katman

Sekil 4.4. 1. katman ve 2/3. katmanda BLA-mPFK sinaplarinin tiim tespit edilen
sinapslara oraninin karsilagtirmasi. *: p < 0,05°1 simgelemektedir.
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Sekil 4.5. 5b katmaninda ve 6. katmanda BLA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen
sinapslara oraninin karsilagtirmasi.

5b katmani i¢in, p = 0,012, H = 8,78, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p = 0,0158;
SN-SDuy i¢in p = 0,0158 ve SN-SDir i¢in p = 0,22, MWU testi. 6. katman i¢in p =
0,0052, H = 10,50, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p = 0,0079, SN-SDuy i¢in p
= 0,0079, SN-SDir i¢in p = 0,15, MWU testi. *: p < 0,05 ve **: p < 0.00’i
simgelemektedir.
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Sekil 4.6. 5b katmaninda ve 6. katmanda BLA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen
sinapslara oranlariin sosyal etkilesim oraniyla korelasyonlari.

A) Spearman korelasyonlarin derinlik bagimli sekilde renk koduyla gosterimi, B) 5b
katman1 ve C) 6. katmandaki korelasyon sonuglari. Lineer regresyon katsayilari ve p
degerleri sekil lizerinde gdsterilmistir. *: p < 0,05 ve **: p <0.01°1 simgelemektedir.
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4.3. VH-mPFK sinaps oranlarinda kortikal katman ve stres fenotipi

bagimh degisiklikler

VH-mPFK sinapslarinda gbézlemlenen degisiklikler BLA-mPFK ile benzer
sekilde ancak zit yondeydi. Kronik strese maruz kalma sonucu VH-mPFK
sinapslarinin tiim tespit edilen sinapslara yiizdesi 2/3. katmanda anlamli sekilde azald
(p = 0,019, MWU test) (Sekil 4.7.). Bu katmanda, VH-mPFK sinaps yiizdesi SDir ve
SDuy fareler arasinda herhangi bir fark gostermedi. Ancak 5b katmaninda ve 6.
katmanda VH-mPFK sinaps yiizdesi SDuy farelerde SN ve SDir farelere gére anlaml
sekilde diistiktii (Sekil 4.8.). Ayn1 katmanlarda VH-mPFK sinapslarinin yiizdeleri ile

sosyal etkilesim oranlar1 arasinda anlamli korelasyon gozlendi (Sekil 4.9.).

n.s. *
— —
1001 1001
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& ool [ =
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SN Stres SN Stres
1. Katman 2/3. Katman

Sekil 4.7. 1. katman ve 2/3. katmanda VH-mPFK sinaplariin tiim tespit edilen
sinapslara oraninin karsilagtirmasi. *: p < 0,05°1 simgelemektedir.
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Sekil 4.8. 5b katmaninda ve 6. katmanda VH-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen
sinapslara oraninin karsilagtirmasi.

5b katmani i¢in: p = 0,0044, H = 10.82, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p =
0.0079, SS vs SR; SN-SDuy i¢in p = 0,0079; SN-SDir i¢in p = 0,09, MWU testi. 6.
katman icin: KW test: p = 0,0086, H = 9,50, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p =
0.0079, SN-SDuy i¢in p = 0,0079, SN-SDir i¢cin p = 0.69, MWU testi. *: p < 0,05 ve
**: p <0.01°1 simgelemektedir.
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Sekil 4.9. 5b katmaninda ve 6. katmanda VH-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen
sinapslara oranlariin sosyal etkilesim oraniyla korelasyonlari.

A) Spearman korelasyonlarin derinlik bagimli sekilde renk koduyla gosterimi, B) 5b
katmani ve C) 6. katmandaki korelasyon sonuglari. Lineer regresyon katsayilari ve p
degerleri sekil lizerinde gdsterilmistir. *: p < 0,05 ve **: p <0.01°1 simgelemektedir.



60

4.4. VTA-mPFK sinaps oranlarinda kortikal katman ve stres fenotipi
bagimh degisiklikler

Tiim deney gruplarinda, VTA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen sinapslara

ylizdesi tiim katmanlarda benzer sekilde gozlendi (Sekil 4.10.). VTA-mPFK

sinapslariyla sosyal etkilesim oranlar1 arasinda anlamli iligki saptanmadi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.10. Tiim katmanlarda VTA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen sinapslara
oraninin kargilagtirmasi.
1. katman i¢in, p = 0,94, H = 0,11; 2/3. katman i¢in, p = 0,28, H = 2,47); 5a katmani
icin p= 0,53, H=1,26); 5b katman1 i¢in, p = 0,10, H=4,5 ve 6. katman i¢in, p=0,11,
H = 4,34, Kruskal-Wallis testi.
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Sekil 4.11. 5b katmaninda ve 6. katmanda VTA-mPFK sinapslarinin tiim tespit edilen
sinapslara oranlariin sosyal etkilesim oraniyla korelasyonlari.

A) Spearman korelasyonlarin derinlik bagimli sekilde renk koduyla gosterimi, B) 5b
katman1 ve C) 6. katmandaki korelasyon sonuglari. Lineer regresyon katsayilari ve p
degerleri sekil lizerinde gdsterilmistir.
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4.5. BLA-mPFK, VH-mPFK ve VTA-mPFK sinapslarimin kortikal
kolon boyunca goreli miktarlarinin diisitk boyuttaki temsilleriyle SDuy
farelerin SDir farelerden ayirt edilmesi

Gruplarin strese duyarliliginin daha fazla incelenmesi i¢in sinaps oranlarinin
diistik boyuttaki yapilari, temel bilesen analiziyle (principal component analysis, TBA)
13 kortikal kolonda incelendi. Bunun i¢in 6nce 3x13x5°1ik (bolge sayis1 x kolon sayisi
x katman sayis1) sinaps oran matrisi ayni kolonda her rengin bilgisi pes pese dizilerek
13 x 15’1lik bir matrise doniistiiriildii. Sonrasinda TBA uygulanip kortikal kolondaki
sinaps oranlari ilk 2 temel bilesen (principal component, TB) ekseninde yerlestirilerek
2 boyutta gorilintiilendi. Bu iki TB, sinaptik oranlarin degiskenliginin %77,44 {inii
yakalayabildi. Kortikal kolonlar bu iki TB diizleminden SDuy farelerin SDir
farelerden farkli yerlerde bulundugu gozlendi (Sekil 4.12.). Bu bulgu, BLA-mPFK,
VH-mPFK ve VTA-mPFK kortikal kolon boyu sinapslarinin oranlarinin SDuy ve SDir

fareler arasindaki farki aciklayabilecegini isaret etmektedir.
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Sekil 4.12. BLA-mPFK, VH-mPFK ve VTA-mPFK sinapslariin kortikal kolon boyu
farkli kortikal katmanlardaki oranlarinin TBA ile iki boyuta indirgenmis koordinatlari.
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4.6.  Birden fazla bolgeden sinaptik girdi alan dendritlerin miktarmin
SDuy farelerde arttig1 gozlendi

SDuy farelerin stres yanitindaki mikrodevresel farkliliklarin daha iyi
anlasilmasi i¢in 5b ve 6. katmanlarindaki en az iki tane sinaptik girdi alan dendritik
segmentler incelendi. SDuy farelerin hem 5b katmani1 hem de 6. katmanlarinda sadece
BLA’dan sinaptik girdi alan segmentler anlamliliga yakin sekilde daha yiiksek; sadece
VH’den girdi alan dendritik segment oranlar1 diger farelere gére anlaml sekilde daha
diisiiktii (Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.). Sadece VT A’dan sinaptik girdi alan segmentlerin

oranlar1 gruplar arasinda anlaml farklilik gostermedi (Sekil 4.15.).

100{ ————— 100
-og 80 é 80 n.s.
§ o B
Q. 60 3 60
x =
£ 40 £ 40
S 2 )
] 20 T 8 20
X
= 0 é ) OADmmAb?ni
SN SDir SDuy SN SDir SDuy
5b Katmani 6. Katman

Sekil 4.13. 5b katmani ve 6. katmanda sadece BLA’dan sinaptik girdi alan dendritik
segment oranlarinin karsilagtirmasi.

5b katmani i¢in, p = 0,020, H = 7,79, Kruskal-Wallis testi; SDir-SDuy i¢in p = 0,055,
SN-SDuy i¢in p = 0,021 ve SN-SDir i¢in p = 0,20, MWU testi; 6. katman i¢in, p =
0,054, H = 5,82, Kruskal-Wallis testi.
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Sekil 4.14. 5b katmani ve 6. katmanda sadece VH’den sinaptik girdi alan dendritik
segment oranlarinin karsilagtirmasi.

5b katmant i¢in, p = 0,0081, H = 9,62, Kruskal-Wallis test; SDuy-SDir i¢in p = 0,0079,
SN-SDuy i¢in p = 0,0079, SN-SDir i¢in p = 0,54, MWU testi. 6. katman i¢in p =
0,0090, H = 9,42, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p = 0,0079, SN-SDuy i¢in p =
0,0079 ve SN-SDir i¢in p = 0,84, MWU testi. **: p <0.01°1 simgelemektedir.
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Sekil 4.15. 5b katmani ve 6. katmanda sadece VTA’dan sinaptik girdi alan dendritik
segment oranlarinin karsilagtirmast.

5b katmani i¢in, p = 0,61, H = 0,96, Kruskal-Wallis testi. 6. katman i¢in, p = 0,86, H
= (0,28, Kruskal-Wallis testi.
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5b katmaninda birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi alan dendritik
segmentlerin oranlar1 gruplar arasinda anlamli fark gostermedi (Sekil 4.16.). Ancak
dendritik segmentler ayr1 ayr1 incelendiginde hem BLA’dan hem de VT A’dan sinaptik
girdi alan dendritik segment oranlarinin stresle beraber anlamli sekilde arttig1 gozlendi.
Bu artisin SDuy farelerde SDir farelerden anlamli sekilde daha fazla oldugu gozlendi
(Sekil 4.17.). Diger taraftan SDuy farelerin 6. katmaninda birden fazla beyin
bolgesinden girdi alan dendritik segmentlerin oran1 diger farelere gore anlamli sekilde
daha fazla bulundu (Sekil 4.16.). Dendritik segmentler ayr1 ayr1 incelendiginde SDuy
farelerde hem VTA hem VH’den sinaptik girdi alan dendritik segmentlerin oraninin
diger farelere gore anlamli sekilde azaldig1 gdzlendi (Sekil 4.18.). ilging bir sekilde,
her iki katmanda da hem VH hem BLA’dan sinaptik girdi alan dendritik segmentlerin
oranlarinda gruplar aras1 anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.).
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Sekil 4.16. 5b katmani ve 6. katmanda birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi
alan dendritik segmentlerin oranlarinin karsilastirilmasi.

5b katmani i¢in, p = 0,22, H = 2.96, Kruskal-Wallis testi. 6. katman i¢in, p = 0,013, H
= 8,66, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p = 0,015, SN-SDuy i¢in p = 0,0079 ve
SN-SDir i¢in p = 0,84, MWU testi. *: p < 0,05 ve **: p < 0.01’1 simgelemektedir.
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Sekil 4.17. 5b katmaninda birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi alan dendritik
segmentlerin oranlarinin her bir segment alt tipi i¢in karsilagtirilmasi.

VTA/BLA igin, p = 0,0018, H = 12,58, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p =
0,0079, SN-SDuy i¢in p = 0,011 ve SN-SDir i¢in p = 0,011, MWU testi. VTA/VH
icin, p = 0,14, H = 3,88, Kruskal-Wallis testi. VH/BLA i¢in p = 0,37, H = 1,93,
Kruskal-Wallis testi. VTA/VH/BLA i¢in p = 0,19, H = 3,31, Kruskal-Wallis testi. *: p
< 0,05 ve **: p <0.01’1 simgelemektedir.
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Sekil 4.18. 6. katmanda birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi alan dendritik
segmentlerin oranlarinin her bir segment alt tipi i¢in karsilastirilmasi.

VTA/BLA i¢in, p = 0,27, H = 2,61, Kruskal-Wallis testi. VTA/VH igin, p = 0,010, H
= 9,08, Kruskal-Wallis testi; SDuy-SDir i¢in p = 0,11, SN-SDuy i¢in p = 0,0079 ve
SN-SDir i¢in p = 0,055, MWU testi. VH/BLA i¢in, p = 0,17, H = 3,46, Kruskal-Wallis
testi. VTA/VH/BLA icin p = 0,19, H = 3,31, Kruskal-Wallis testi. **: p < 0.01’i
simgelemektedir.

Bu bulgular, adaptif stres yaniti sirasinda stres yanitinin derin kortikal
katmanlardaki sabit bir beyin bolgesinden girdi alan dendritik segmentlerin sayisini
degistirdigini ve strese duyarl farelerde birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi
alan dendritik segment sayisini degistirerek kortikal ¢iktinin bozulmasina sebep

olabilecegini diisiindiirmektedir.
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4.7. mPFK derin katmanlarindaki BLA-mPFK ve VH-mPFK
sinapslarinin uzaysal organizasyonu SDuy farelerde bozulmustur

mPFK 5b ve 6. katmaninda belirli bir sinaptik baglant1 organizasyonunun olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in, dnce her bir BLA-mPFK ve VH-mPFK sinapsi i¢in
kendisine en yakin BLA-mPFK ve VH-mPFK Oklid mesafeleri 6l¢iildii. BLA-mPFK
sinapslarina en yakin BLA-mPFK sinaps mesafeleri ve VH-mPFK sinapslarina en
yakin VH-mPFK sinaps mesafeleri gruplar arasinda benzerdi (Sekil 4.19. ve Tablo
4.1). Ancak gruplar arasinda VH-mPFK ve BLA-mPFK sinapslarinin birbirlerine olan
uzakliklarinda farkliliklar saptandi. SN ve SDir farelerde VH-mPFK sinapslarina en
yakin BLA-mPFK sinaps mesafeleri, farkli mesafe araliklarinda esit sekilde
dagilirken; BLA-mPFK sinapslarina en yakin VH-mPFK sinaps mesafelerinin orani
kisa mesafe araliginda (0-5 pm) daha fazla idi. SDuy grupta ise, VH-mPFK sinapslar1
ile en yakin BLA-mPFK sinapslar1 arasindaki mesafede azalma ve BLA-mPFK
sinapslari ile en yakin VH-mPFK sinapslar1 arasindaki mesafede artis gézlendi (Sekil

4.20. ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.19. 5b ve 6. katmanda VH-mPFK sinapslarina en yakin VH-mPFK
sinapslarininin ve BLA-mPFK sinapslarina en yakin BLA-mPFK sinapslarinin tim
gruplar i¢in histogram dagilimlari.
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VH-mPFK sinapslarina en yakin BLA-mPFK sinaps mesafeleri
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Sekil 4.20. 5b ve 6. katmanda VH-mPFK sinapslarina en yakin BLA-mPFK
sinapslarinin ve BLA-mPFK sinapslarmma en yakin VH-mPFK sinapslarinin tim
gruplar icin histogram dagilimlart. *: p < 0,05 ve **: p <0,01°1 simgelemektedir.
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Tablo 4.1. VH-mPFK sinapsina en yakin VH-mPFK sinaps1 ve BLA-mPFK sinapsina
en yakin BLA-mPFK sinaps mesafelerinin gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirma
sonuclari (Bkz. Sekil 4.19.).

Aralik MWU testi
Katman KW SN vs . ]
(pm) STR SDuy vs SDir ~ SDuy vs SN SDir vs SN
VH-mPFK sinapsina en yakin VH-mPFK sinapsi
0-5 0.67 1.00 Yapilmadi
5-10 0.98 0.95 Yapilmadi
10-15 0.24 0.32 Yapilmadi
2/3. 15-20  0.056 0.022 0.51 0.059 0.059
Katman = 20-25 0.55 0.67 Yapilmad:
25-30 0.73 0.84 Yapilmadi
30-35 0.55 0.31 Yapilmadi
35+ 0.35 0.66 Yapilmad:
0-5 0.29 1.00 Yapilmadi
5-10 0.45 0.25 Yapilmadi
10-15 0.53 0.76 Yapilmadi
5bve6. 15-20 0.26 0.95 Yapilmadi
Katman = 20-25  0.29 0.80 Yapilmad:
25-30 0.80 0.95 Yapilmad:
30-35 0.24 0.62 Yapilmadi
35+ 0.15 0.75 Yapilmad:
BLA-mPFK sinapsina en yakin BLA-mPFK sinapsi
0-5 0.20 0.08 Yapilmadi
5-10 0.69 0.53 Yapilmadi
10-15 0.72 0.80 Yapilmadi
2/3. 15-20 0.37 0.20 Yapilmadi
Katman = 2(0-25 0.48 0.25 Yapilmadi
25-30 0.39 0.24 Yapilmadi
30-35 0.31 0.22 Yapilmadi
35+ 0.86 0.64 Yapilmadi
0-5 0.22 0.09 Yapilmadi
5-10 0.28 0.24 Yapilmadi
10-15 0.67 0.46 Yapilmadi
5bve6. 15-20 0.96 0.85 Yapilmadi
Katman = 20-25 0.40 021 Yapilmadi
25-30 0.81 0.71 Yapilmadi
30-35 0.53 0.38 Yapilmad:

35+ 0.18 0.12 Yapilmadi
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Tablo 4.2. VH-mPFK sinapsmna en yakin BLA-mPFK sinapst ve BLA-mPFK
sinapsina en yakin VH-mPFK sinaps mesafelerinin gruplar arasindaki istatistiksel
karsilastirma sonuglar1 (Bkz. Sekil 4.20.).

Aralik MWU testi
Katman -
(um) SN vs STR  SDuy vs SDir  SDuy vs SN SDir vs SN
VH-mPFK sinapsina en yakin BLA-mPFK sinapsi1
0-5 0.06 0.055 0.42 0.54 0.0079
510  0.94 0.80 Yapilmad:
10-15  0.27 0.16 Yapilmad:
2/3. 15220 0.12 0.13 Yapilmad:
Katman = 20-25 0.022 0.0086 0.42 0.07 0.025
25-30 0.031 0.013 0.42 0.11 0.025
30-35 0.022 0.0086 0.42 0.07 0.025
35+ 0.13 0.06 Yapilmadi
0-5 0.009 0.027 0.015 0.0079 0.30
510 0.35 0.30 Yapilmad:
10-15  0.10 1.00 Yapilmad:
Sbve6. 15-20 0.034 0.37 0.031 0.031 0.69
Katman = 20-25 0.14 0.50 Yapilmad:
25-30 0.06 0.07 0.13 0.034 0.42
30-35 0.036 0.055 0.16 0.011 0.54
35+ 0.06 0.041 0.33 0.034 0.22
BLA-mPFK sinapsina en yakin VH-mPFK sinapsi
0-5 0.19 0.11 Yapilmad:
510  0.92 0.75 Yapilmad:
10-15 0.43 0.21 Yapilmadi
2/3. 15220 0.24 0.25 Yapilmad:
Katman = 20-25 0.88 0.71 Yapilmadi
2530 0.73 0.49 Yapilmad:
30-35 0.41 0.94 Yapilmadi
35+ 0.53 0.53 Yapilmad:
0-5 0.004 0.00066 0.055 0.0079 0.0079
5-10 0.045 0.012 0.84 0.09 0.015
10-15 0.016 0.031 0.031 0.021 0.20
Sbve6. 15-20 0.07 0.06 0.30 0.034 0.33
Katman = 20-25 0.004 0.045 0.017 0.0074 0.42
25-30 0.046 0.045 0.23 0.025 0.17
30-35 0.031 0.08 0.11 0.025 0.42

35+ 0.10 0.13 Yapilmadi
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Bu sonuglar gruplar arasinda gézlenen BLA ve VH kaynakli mPFK aksonal
uzanimlarin  rastgele dagilmadigini, yapilandirilmig  bir  diizeni oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu varsayimi test etmek i¢in, 5b ve 6. katmandaki biitiin BLA-
mPFK ve VH-mPFK sinapslarma Oklid mesafesi en yakin ilk 4 BLA-mPFK ve ilk 4
VH-mPFK sinapslarini igeren 42.317 x 8 boyutunda matris olusturuldu. Bu matriste
ilk dort kolon sinapslarina en yakin VH-mPFK sinapslarina; sonraki doért kolon en
yakin BLA-mPFK sinapslarini icerecek sekilde diizenlendi. Ardindan bu matris
rastgele orman siniflamasindan (Random Forest Classification, ROS) gegirildi. ROS
SDir sinapslarinin %83, SDir sinapslarinin %88 dogrulukla tespitini yapabildi ancak
SN gruptaki sinapslarin tespitini %47 dogrulukla yapabildi (Sekil 4.21.). ROS,
sinapslarin sahip oldugu stres duyarlilik etiketi rastgele dagitilarak tekrarlandiginda
hem dogru siiflama oranmin hem de F1 skorunun anlamli sekilde azaldig1 gézlendi

(Sekil 4.22. ve Sekil 4.23.).

A Tahmin edilen etiket

Tahmin edilen etiket

47.28 48.85 3.87
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Sekil 4.21. 5b ve 6. katmandaki BLA-mPFK ve VH-mPFK sinapslarinin ilk dort BLA-
mPFK ve ilk dért VH mPFK sinapslarma en yakin Oklid mesafelerine gore rastgele
orman siniflamasiyla stres duyarlilik siniflamasi.

A) Veri etiketlerinin orijinal haliyle incelendigi durum; B) Veri etiketlerinin rastgele
dagildigi durum.
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Sekil 4.22. ROS’nin dogrulama yiizdesinin elde edilen ve davranig fenotip etiketleri

rastgele dagilan veriler i¢in karsilastirilmasi.
Veri-rastgele karsilastirmasi, p = 5,16 X 107, bagimsiz 6rneklemlerde t-testi.
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Sekil 4.23. ROS F1 skorlarinin elde edilen ve davranis fenotip etiketleri rastgele

dagilan veriler i¢in karsilagtirilmasi.
SN fare igin, p = 1,83 x 10-%*; SDir fare i¢in, p = 2,34 X 102 ve SDuy fare igin, p =

2,12 x 107°, bagimsiz 6rneklemlerde t-testi.
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Son olarak bu matris dogrusal olmayan boyut indirgeme yontemi, UMAP
(uniform manifold approximation and projection) kullanilarak (Mclnnes ve ark, 2018)
2 boyutta goriintiilendiginde SDir ve SDuy farelerin 2 boyutlu UMAP diizleminde
farkl alanlar1 iggal ettigi gézlendi (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. 5b ve 6. katmandaki BLA-mPFK ve VH-mPFK sinapslarinin ilk dort BLA-
mPFK ve ilk dért VH mPFK sinapslarina en yakin Oklid mesafelerinin UMAP
projeksiyonu.

A) strese duyarlilik fenotipi ve B) sosyal etkilesim oranina gore diizenlenmistir.
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S. TARTISMA

Stres yaniti, hayvanlarin davranis repertuvarinin temel bir bilesenidir, bununla
beraber halen saglik ve hastalik durumlarinda mekanistik, devresel diizeyde
farkliliklar net olarak ortaya konamamistir. Bunun bir kismi, davranigsal yanitlar
yoneten dagitilmis devre yapisinin karmasikligindan kaynaklanmaktadir; bu yapinin
icinde birden ¢ok beyin bdlgesi arasinda ¢ok sayida sinaptik baglant1 bulunmaktadir.
Bu caligmada, ¢ok renkli eGRASP proteinleri, multispektral voliimetrik goriintiileme,
dendrit ve sinaps tanimlamasi i¢in hesaplama araglari ve elde edilen biiyiik 6l¢ekli veri
setini analiz etmek i¢in istatistiksel yontemler kullanilarak, bu devre yapisinin fare
mPFK’i lizerinde aydinlatilmasi ve strese duyarli ve direngli fare beyinleri arasindaki
farklarin ortaya konmasi amaclandi. Bu ¢alisma, VH-mPFK, VTA-mPFK ve BLA-
mPFK sinaptik baglantilarini ayr1 ayr tiim kortikal katmanlar boyunca haritalayan ve
bunlar1 SN, SDir ve SDuy fareler arasinda karsilastiran ilk ¢alismadir. Bu ¢ok yonlii
yaklasim, stres yanit1 ve stres duyarliliginda derin ve yiizeysel mPFK katmanlarindaki

sinaptik girdilerin farkli baglanma desenlerini ortaya koymustur.

Onceki calismalarda, BLA projeksiyonlarinin agirlikli olarak mPFK'nin 2.
katmaninda sonlandig1 gosterilmistir (24, 25, 146). Diger yandan VH
projeksiyonlarinin genellikle mPFK'nin 5. katmanina sinirl oldugu gosterilmistir (25,
26). Biz de literatiirdeki bu bulgularla uyumlu olarak, SN farelerinin mPFK
katmanlarinda sonlanan uzun menzilli sinaptik girdilerin benzer bir dagilimi oldugunu
gozlemledik. KSYS, farelerin stres duyarliligindan bagimsiz sekilde mPFK yiizeysel
katmanlarindaki BLA'dan gelen sinaptik girdilerin oranlarini
[BLA/(BLA+VH+VTA)] ve VH'den gelen sinaptik girdilerin oranlarini
[VH/(BLA+VH+VTA)] degistirdi. Diger yandan, uzun menzilli sinaptik girdilerin
mPFK'nin derin katmanlarindaki dagilimi, yalnizca SDuy grubunda bozuldu: BLA-
mPFK sinapslari, 5b ve 6. katmanlarda VH-mPFK sinapslarina iistiinliik sagladi; bu
da uzun menzilli sinaptik girdilerin mPFK'nin derin katmanlarinda yaptiklar1 sinaptik
baglantilarin  organizasyonundaki farkliliklarin ~ stres  duyarliligimin  altinda
yatabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik, VTA'dan gelen sinaptik girdilerin
[VTA/(BLA+VH+VTA)] oran1 tiim kortikal katmanlar ve gruplar arasinda benzerdi.
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KSYS’ye maruz kalan tiim farelerde, mPFK 2/3. katmaninda BLA-mPFK
sinapslarinin bollugunda artis ve VH-mPFK sinapslarinin bollugunda azalma
gozlendi. Bu durum, bu katmanda g6zlenen degisikliklerin kronik strese maruz kalma
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Onceki calismalarda, kronik strese maruz
birakilan kemirgenlerde mPFK'nin 2/3. ve 5. katmanlarinda dendrit uzunluklarinda ve
dendritik ¢ikint1 sayilarinda azalmalar bildirilmistir (2-6). Sonuclarimiz, bu bulgularla
birlikte degerlendirildiginde, kronik stresin VH-mPFK sinapslarinin atrofiye
ugramasina yol agtigin1 ve bu nedenle VH-mPFK sinapslarinda azalma oldugunu;
ancak BLA-mPFK sinapslarinin kronik stresten etkilenmedigini diisiindiirmektedir.
Bu o6neriyi destekleyici sekilde, Shansky ve arkadaslari (8), kronik stres yanitinda
entorinal kortekse projeksiyon yapan piramidal ndronlarin dendritik atrofi
gosterdigini, BLA’ya projeksiyon yapanlarin ise stres kaynakli dendritik yeniden
sekillenmeye kars1 direngli oldugunu gostermistir. BLA ve mPFK arasinda karsilikli
bir baglanti oldugu diisiiniildiigiinde (yani BLA girdileri alan ndronlarin tercihen
BLA'ya projeksiyon yapan mPFK noéronlarini inerve etmesi), BLA’dan girdi alan

mPFK ndronlarinin da atrofiye kars1 direngli oldugu kestirilebilir (24, 25, 146, 147).

mPFK, BLA ve VH’yi birbirine baglayan beyin aglari, korkuyla iligkili ve
sosyal davranislarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (15, 18, 148-151). Her {i¢
bolge de anksiyetenin ve sosyal davranislarin kontroliinde rol oynar, aralarindaki
etkilesim karmagiktir; korkuyu da sosyal davranisi da hem artirabilir hem de
bastirabilirler (18, 25, 27, 147, 152, 153). mPFK’ye BLA ve VH'den koken alan
sinaptik girdilerin, korkuyla iligkili ve sosyal davranislar iizerinde zit etkilere sahip
oldugu bildirilmistir (15, 18, 61). Bunun yani sira, her bir bolge i¢inde farklh
baglantilara sahip, "gilivenli" ve "tehditle iligkili" ipuglarmi kodlayan ayri néron
popiilasyonlar1 bulundugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur. Bu diizenleme,
organizmanin ¢esitli uyaranlara optimal tepki vermesini saglar (27, 28, 147). Farkli
noronal devrelerin segici aktivasyonu; duyusal, baglamsal ve duygusal bilgileri
entegre ederek alternatif davranis yanitlar1 arasinda gecis yapilmasini saglayabilir,
korkuyla iligkili ve sosyal yanitlarin ifade edilmesini ve bastirilmasini hassas bir

sekilde ayarlayabilir (22, 27, 153).
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Fareler sosyal hayvanlardir, sosyal hedeflerle (yabanci bir fare) sosyal olmayan
hedeflere (nesneler) kiyasla daha fazla zaman gecirmeyi tercih ederler (154). KSYS
sonrasinda, SDir ve SDuy fareler daha once karsilasmadiklar1 bir CD1 fare ile yeni bir
baglamda karsilastiklarinda zit davranigsal yanitlar gosterirler: SDuy fareleri sosyal
kacinma sergilerken, SDir fareleri sosyal yaklagsma gosterirler. Bu, SDir farelerinin
tehditle iliskili uyaran veya baglamlar1 yeni uyaran veya baglamlardan ayirabildigini,
SDuy farelerinin de tehdidi karsilagtiklar1 tim yeni uyaran veya baglamlara genelleme
egiliminde oldugunu diisiindiirmektedir. Korkunun genellestirilmesi
(overgeneralization of fear) anksiyete bozukluklarinin karakteristik bir 6zelligi olup,
travma sonrasi stres bozuklugu, panik bozuklugu ve yaygmn kaygi bozuklugunun
altinda yatan mekanizmalardan biri olarak diisiiniilmektedir (155-158). Bu calismada
bildirilen, SDuy farelerinde mPFK piramidal ndronlarinin derin katmanlarina
BLA'dan gelen uzun menzilli sinaptik girdilerin yogunlugundaki goreceli artis ve
VH'dan gelen uzun menzilli sinaptik girdilerin yogunlugundaki goreceli azalma,
tehditle iliskili ve tehditle iligkilendirilmeyen uyaranlar1 birbirinden ayrimini,
dolayisiyla mPFK'nin adaptif bir yanit liretme kapasitesini bozabilir. Daha 6nce bu
varsayimi destekler nitelikteki bir ¢aligma, tehdit ipuclarinin giivenli ipuglarindan ayirt
edilmesinin, mPFK ve BLA aktiviteleri arasindaki teta frekans araligindaki eslesme
(senkronizasyon) ile iligkili oldugunu gostermistir (153). mPFK aktivitesinin teta
frekans araliginda BLA aktivitesini siiriiklemesi (entrainment) sadece kosullu isitsel
tonlar1 (conditioned auditory tones) notr (kosullandirilmamais) isitsel tonlardan ayirt
edebilen farelerde bildirilmistir. Bu farelerde, notr tonlara kiyasla kosullandirilmig
isitsel tonlara karst daha fazla donma yaniti gézlenmistir (153). Bunun yani sira,
anksiyojenik yanit olusturabilen yeni ortamlar1 kesfederken VH aktivitesi teta frekans
araliginda mPFK aktivitesiyle senkronize olur ve giivenli ve tehditle iligkili ipuglarinin
ay1rt edilmesini kolaylastirir (19, 20, 22). VH'nin ayrica sosyal hafiza olusumunda ve
depolanmasinda da rol oynadigi diisiiniilmektedir (150). VH noéronlari, yabanci bir
fareye kiyasla tanidik bir fare karsisinda daha giiclii bir sekilde aktive olur, VH
ndronlarimin optogenetik inhibisyonu tanidik ve yabanci farelerin ayirt edilmesini
engeller (150). Bu bulgulara paralel olarak, bu tez ¢alismasinin sonuglari, BLA-mPFK
ve VH-mPFK sinapslar1 arasindaki dengenin, sosyal isaretleri tehditle iligkili

ipuclartyla iligkilendirmede ve en uygun yanit1 verebilmek i¢in giivenli ipuglarim
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tehditle iligkili ipuclarindan ayirt etmede 6nemli olduguna isaret etmektedir (Sekil

5.1.).

Kronik Sosyal
Yenilgi Stresi

Stres-Naif

‘ »Lmlﬂl,

Stres-Duyarh

5b & 6. Katman

Sekil 5.1. Calismanin 6zet sekli.

Bu tez ¢alismasinda mPFK'nin eferent baglantilar1 arastirilmadigi i¢in, SDuy
farelerde mPFK'nin derin katmanlarindaki uzun menzilli girdilerdeki diizensizligin
hangi beyin bdlgesini/bdlgelerini etkiledigi bilinmemektedir. Ancak, simdiye kadar
yapilmis ¢alismalar, mPFK'nin akiimbens ¢ekirdege (NAKk) projeksiyonlarinin sosyal
yaklagma davranisinda rol oynadigini diisiindiirmektedir (159). SDuy farelerinde uzun
menzilli sinaptik girdi organizasyonunun sadece mPFK'nin derin katmanlarinda
bozuldugu ve bu katmandaki piramidal noronlarin subkortikal bolgelere efferent

verdigi g6z Oniine alindiginda, BLA ve VH sinaptik girdilerindeki dengesizligin
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mPFK-NAk devresindeki aktiviteyi bozmasi olasidir. Bu konunun gelecek

caligmalarda ele alinmasi gereklidir.

Farkli beyin bolgelerinden mPFK'ye gelen eksitator sinaptik girdilerin farkl
stres fenotiplerine nasil katki sagladigi dnemli bir sorudur. Bu girdiler, belirli ndronal
topluluklar1 (ensemble) segici olarak hedef alabilir ve bu topluluklarin her birinin
korkuyla 1iligkili davraniglarda farkli rolleri olabilir (160-162). Bu Oneriyi
destekleyecek sekilde, bulgularimiz SN ve SDir farelerde ayni beyin bdlgesinden
gelen girdilerin ayn1 dendritik segment {izerinde sinaps olusturdugunu gosterdi. SDuy
farelerde ise, farkli beyin bolgelerinden gelen sinaptik girdilerin ayni dendritik
segment lizerinde yaptig1 sinaps sayisinda artis gdzlemlendi. Ayrica, verilerimiz
normal fizyolojik kosullarda, BLA'dan gelen girdilerin genellikle VH girdilerine yakin
noktalarda sonlandigini bununla birlikte VH-mPFK sinapslarinin bir boliimiiniin
BLA-mPFK sinapslarindan daha uzakta konumlanmasinin gerekli oldugunu gosterdi.
SDuy farelerde, bu innervasyon paterni bozulmus ve neredeyse tim VH girdilerinin
BLA girdilerine yakin noktalarda sonlandig1 gézlenmistir. Bu bulgulardan hareketle,
BLA girdilerinin VH girdilerine yakinli§inin, bu ndronal topluluk i¢inde devam eden
bilgi isleme siirecine tehditle iligkili ipuclarini entegre etmede rol oynayabilecegi,
BLA girdilerinden uzakta olan VH girdilerinin ise tehditle iligkili olmayan ipuglarini
islemede rol alabilecegi 6ne siiriilebilir. Bu farkli girdilerin mPFK'ye projekte olan ve
her biri korkuyla iligkili davraniglarda karsit rollerde gorev alan farkli VH néron
poplilasyonlarindan mi1 kaynaklandigi sorusu gelecek caligmalarda ele alinmasi
gereken bir konudur (28). Ilging bir sekilde, derin mPFK katmanlarinda bildirilen VH
ve BLA sinapslarindaki organizasyon bozuklugu tek dendrit diizeyinde yapilan
analizlerde goriilmedi, hem VH hem BLA’dan sinaptik girdi alan dendritik segment

yiizdeleri gruplar arasinda farklilik gostermedi.

Onceki calismalarda VTA'nin hem stres yamti hem de sosyal davranislari
diizenlemedeki roliin bildirilmis olmakla beraber, bu tez ¢alismasinda VT A'nin toplam
sinaptik girdilere oraninda ne kronik stresle ne de stres duyarlilig1 ile herhangi bir
degisiklik gbézlemlenmedi. Bu uyumsuzluk, 6nceki ¢ogu calismanin dopaminerjik
ndronlara odaklanmasindan; ancak bu tez calismasinda glutamaterjik VTA-mPFK

projeksiyonlarinin incelenmesinden kaynaklanmis olabilir (12, 13, 67). Yine de,
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birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi alan dendritik segmentlerde, VTA nin
yer aldig ikililerin stres duyarliligr ile iligkili oldugu gozlemlendi. Eger VTA-mPFK
projeksiyonlarinin dopaminerjik bir 6zelligi varsa bu durum BLA ve VH sinapslarinin
birlikte oldugu dopamin reseptor alt tipi ile iligkili olabilir (63, 64, 103, 104, 163). DIR
veya D2R aktivasyonuyla ayni dendrit dalindaki BLA veya VH sinapsinin dendritik
aksiyon potansiyelinin olusturma ihtimali degisikligiyle stres duyarli veya direngli
fenotip gozlemlenebilir (23, 164). Bu durumun anlagilmasi, DIR ve D2R pozitif
piramidal noronlarindaki BLA ve VH sinapslarinin dagiliminin incelenmesiyle

miimkiin goriinmektedir.

Bagka bir olasilik VTA projeksiyonlarinin tercihen ara ndronlarla sinaps
olusturmasi olabilir (65). Ancak bu tez c¢alismasinda ara ndronlar tiizerindeki
baglantilar incelenmemistir. Stresle iliskili ruhsal bozukluklarda degismis
eksitasyon:inhibisiyon (E:I) dengesi hakkinda cesitli ¢alismalar goz 6niine alindiginda,
mPFK ara néronlarina gelen uzun menzilli projeksiyonlar stres yanitinin ince ayarina
katkida bulunabilir (165-169). Bu, VTA-mPFK sinaptik girdilerinin stres tepkisinin
diizenlenmesinde de rol oynayabilecegini diisiindliirmektedir. VTA’nin o6zellikle
mPFK ara noronlar1 iizerinde sonlanan glutamaterjik projeksiyonlarinin stres

yanitindaki roliiniin gelecek ¢aligmalarda daha detayli incelenmesi gereklidir.

Bu ¢alismanm bir kisithilig1 sadece erkek farelerde yapilmis olmasidir, bu da
bulgularimizin disilere genellestirilebilmesini sinirlamaktadir. KSYS disi farelerde
uygulanmast zor oldugu i¢in, genellikle erkek farelerde stres fenotipinin
ayristirllmasinda kullanilmaktadir. Ne erkek ne de disi fareler yabanci disilere
saldirmazlar, bu nedenle, erkek farelerin aksine, disiler dogal yollarla bu tiir sosyal
saldirilara maruz kalmazlar. Disilerde sosyal yenilgiyi indiiklemek amaciyla, CDI
erkek fareye ait idrarin disi farelerin vajinal acikliklarina uygulanmasiyla bir KSYS
modeli gelistirilmis olmasina ragmen, modelin etolojik gegerliliginin erkek farelerde
daha yiiksek olmasi nedeniyle calismanin sadece erkek farelerde yapilmasi tercih

edilmigtir (170).

Ikinci simirlilik, ¢alismanin piramidal mPFK néronlarma olan uzun menzilli
projeksiyonlara odaklanmasi1 ve mPFK ara noéronlarinda sonlanan projeksiyonlarin

incelenmemis olmasidir. Bu karar, 6zellikle birden fazla floroforun ayni anda konfokal
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cok renkli goriintilenme i¢in kantitatif sinirlar nedeniyle alinmistir. Gelecekteki
caligmalarda stres yanit1 ve strese direncin temelinde yatan néronal devrelerinin daha
kapsamli bir resmini elde etmek i¢cin mPFK ara ndronlarina olan uzun menzilli

projeksiyonlar da arastirilmalidir.

Sonu¢ olarak bu ¢aligma, mPFK'ye gelen uzun menzilli projeksiyonlarin
olusturdugu sinapslara odaklanarak hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda
kronik stresin beyin devreleri iizerindeki etkilerini daha iyi anlamamiza katki
saglamistir. Strese maruz birakilan gruplarda stres fenotipine (direngli vs. duyarli)
bagli sekilde kortikal katmana ve afferente spesifik degisiklikler gdsterildi.
Bulgularimizdan hareketle planlanacak yeni caligsmalarla strese duyarli bireylerde
stresli veya travmatik bir olaym ardindan Onleyici veya terapotik stratejiler

gelistirilebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Enjeksiyondan baglayarak goriintii islemeye kadar fare beyinlerinde mPFK tiim
katmanlarinda 151k mikroskopisi kullanarak ii¢ beyin bdlgesinden kaynakl

sinapslarin dendrit iizerinde haritalamasi i¢in yontem olusturulmustur.

Kronik stres maruziyetiyle mPFK piramidal néron sinapslarinda beyin bolgesi ve
kortikal katman spesifik degisikliklerin strese duyarlilikta rol oynadig:

gosterilmistir.

mPFK 2/3. katmanindaki BLA-mPFK sinapslarinin goreli oranin kronik strese
maruz kalma ile arttigr; mPFK 5. katman derini ve 6. katmanindaki BLA-mPFK

sinapslarinin goreli oraninin sadece strese duyarl farelerde arttig1 gézlenmistir.

mPFK 2/3. katmanindaki VH-mPFK sinapslarinin goreli oranin kronik strese
maruz kalma ile azaldigi; mPFK 5. katman derini ve 6. katmanindaki VH-mPFK

sinapslarinin goreli oraninin sadece strese duyarl farelerde azaldig1 gozlenmistir.

mPFK’nin biitiin kortikal katmanlarinda kronik strese maruz kalma ile VTA-

mPFK sinapslariin goreli oraniyla iligkili bir degisiklik gézlenmemistir.

mPFK 6. katmaninda birden fazla beyin bolgesinden sinaptik girdi alan dentritik

segmentlerin goreli oraninin sadece strese duyarl farelerde arttig1 gozlenmistir.

mPFK 5. katman derininde ayn1 anda VH ve VTA’dan sinaptik girdi alan dentritik
segmentlerin goreli oraninin sadece strese duyarl farelerde azaldigi; 6. katmanda
ayni anda BLA ve VTA’dan sinaptik girdi alan dentritik segmentlerin goreli

oraninn sadece strese duyarli farelerde arttig1 gdzlenmistir.

mPFK 5. katman derini ve 6. katmanda bulunan VH-mPFK ve BLA-mPFK
sinapslarinin uzaysal iligkilerinin sadece strese duyarli farelerde bozuldugu

gozlenmistir.

Ara noronlarin piramidal noronlarin aktivitesini diizenlediginden ve diger beyin

bolgelerinden sinaptik girdigi almasindan dolay1 sonraki c¢alismalarda bu
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haritalamanin sadece piramidal néronlara degil, ara ndronlara da genisletilmesi

gerekmektedir.

Anti-depresan  tedavi  stratejilerini  ve/veya  optogenetik/kemogenetik
aktivasyon/inhibisyon stratejilerinin bu ¢aligmada gozlemlenen sinaptik dagilim

degisikliklerini geri dondiiriip dondiiremeyecegi incelenmelidir.

Bu ¢alismada gozlemlenen degisikliklerinin piramidal néron ¢ikti ndronlart (IT ve

PT noéronlart) ve beyindeki ¢ikt1 bolgeleriyle iliskisi incelenmelidir.

Bu calismada sadece BLA’daki goreli aktivite artisinin degil, VH’daki goreli
aktivite kaybmin da strese duyarlilikta rol oynadigi goézlenmistir. Sonraki
yapilacak in vivo optogenetik deneylerinde bu durumun géz Oniinde tutularak
birden fazla devreye ayni anda miidahale seceneklerinin bulundugu deneylerin

planlanmas gereklidir.



&5

7. KAYNAKLAR
1. Cathomas F, Murrough JW, Nestler EJ, Han MH, Russo SJ. Neurobiology of
Resilience: Interface Between Mind and Body. Biol Psychiatry. 2019;86(6):410-20.
2. Cook SC, Wellman CL. Chronic stress alters dendritic morphology in rat

medial prefrontal cortex. J Neurobiol. 2004;60(2):236-48.

3. Liston C, Miller MM, Goldwater DS, Radley JJ, Rocher AB, Hof PR, et al.
Stress-induced alterations in prefrontal cortical dendritic morphology predict selective
impairments in perceptual attentional set-shifting. J Neurosci. 2006;26(30):7870-4.

4. Radley JJ, Arias CM, Sawchenko PE. Regional differentiation of the medial
prefrontal cortex in regulating adaptive responses to acute emotional stress. J Neurosci.
2006;26(50):12967-76.

5. Goldwater DS, Pavlides C, Hunter RG, Bloss EB, Hof PR, McEwen BS,
Morrison JH. Structural and functional alterations to rat medial prefrontal cortex
following chronic restraint stress and recovery. Neuroscience. 2009;164(2):798-808.
6. Hercher C, Canetti L, Turecki G, Mechawar N. Anterior cingulate pyramidal
neurons display altered dendritic branching in depressed suicides. J Psychiatr Res.
2010;44(5):286-93.

7. Moda-Sava RN, Murdock MH, Parekh PK, Fetcho RN, Huang BS, Huynh TN,
et al. Sustained rescue of prefrontal circuit dysfunction by antidepressant-induced
spine formation. Science. 2019;364(6436).

8. Shansky RM, Hamo C, Hof PR, McEwen BS, Morrison JH. Stress-induced
dendritic remodeling in the prefrontal cortex is circuit specific. Cereb Cortex.
2009;19(10):2479-84.

9. Fillinger C, Yalcin I, Barrot M, Veinante P. Afferents to anterior cingulate
areas 24a and 24b and midcingulate areas 24a' and 24b' in the mouse. Brain Struct
Funct. 2017;222(3):1509-32.

10.  Anastasiades PG, Carter AG. Circuit organization of the rodent medial
prefrontal cortex. Trends Neurosci. 2021;44(7):550-63.

11. Covington HE, 3rd, Lobo MK, Maze I, Vialou V, Hyman JM, Zaman S, et al.
Antidepressant effect of optogenetic stimulation of the medial prefrontal cortex. J
Neurosci. 2010;30(48):16082-90.

12. Chaudhury D, Walsh JJ, Friedman AK, Juarez B, Ku SM, Koo JW, et al. Rapid
regulation of depression-related behaviours by control of midbrain dopamine neurons.
Nature. 2013;493(7433):532-6.

13. Friedman AK, Walsh JJ, Juarez B, Ku SM, Chaudhury D, Wang J, et al.
Enhancing depression mechanisms in midbrain dopamine neurons achieves
homeostatic resilience. Science. 2014;344(6181):313-9.

14, Carreno FR, Donegan JJ, Boley AM, Shah A, DeGuzman M, Frazer A, Lodge
DJ. Activation of a ventral hippocampus-medial prefrontal cortex pathway is both
necessary and sufficient for an antidepressant response to ketamine. Mol Psychiatry.
2016;21(9):1298-308.

15.  Felix-Ortiz AC, Burgos-Robles A, Bhagat ND, Leppla CA, Tye KM.
Bidirectional modulation of anxiety-related and social behaviors by amygdala
projections to the medial prefrontal cortex. Neuroscience. 2016;321:197-209.



86

16. Burgos-Robles A, Kimchi EY, Izadmehr EM, Porzenheim MJ, Ramos-Guasp
WA, Nieh EH, et al. Amygdala inputs to prefrontal cortex guide behavior amid
conflicting cues of reward and punishment. Nat Neurosci. 2017;20(6):824-35.

17.  Klavir O, Prigge M, Sarel A, Paz R, Yizhar O. Manipulating fear associations
via optogenetic modulation of amygdala inputs to prefrontal cortex. Nat Neurosci.
2017;20(6):836-44.

18. Sotres-Bayon F, Sierra-Mercado D, Pardilla-Delgado E, Quirk GJ. Gating of
fear in prelimbic cortex by hippocampal and amygdala inputs. Neuron.
2012;76(4):804-12.

19.  Adhikari A, Topiwala MA, Gordon JA. Synchronized activity between the
ventral hippocampus and the medial prefrontal cortex during anxiety. Neuron.
2010;65(2):257-69.

20.  Adhikari A, Topiwala MA, Gordon JA. Single units in the medial prefrontal
cortex with anxiety-related firing patterns are preferentially influenced by ventral
hippocampal activity. Neuron. 2011;71(5):898-910.

21. Padilla-Coreano N, Bolkan SS, Pierce GM, Blackman DR, Hardin WD,
Garcia-Garcia AL, et al. Direct Ventral Hippocampal-Prefrontal Input Is Required for
Anxiety-Related Neural Activity and Behavior. Neuron. 2016;89(4):857-66.

22. Padilla-Coreano N, Canetta S, Mikofsky RM, Alway E, Passecker J,
Myroshnychenko MV, et al. Hippocampal-Prefrontal Theta Transmission Regulates
Avoidance Behavior. Neuron. 2019;104(3):601-10 e4.

23. Woo E, Sansing LH, Amsten AFT, Datta D. Chronic Stress Weakens
Connectivity in the Prefrontal Cortex: Architectural and Molecular Changes. Chronic
Stress (Thousand Oaks). 2021;5:24705470211029254.

24.  Little JP, Carter AG. Subcellular synaptic connectivity of layer 2 pyramidal
neurons in the medial prefrontal cortex. J Neurosci. 2012;32(37):12808-19.

25. Little JP, Carter AG. Synaptic mechanisms underlying strong reciprocal
connectivity between the medial prefrontal cortex and basolateral amygdala. J
Neurosci. 2013;33(39):15333-42.

26. Liu X, Carter AG. Ventral Hippocampal Inputs Preferentially Drive
Corticocortical Neurons in the Infralimbic Prefrontal Cortex. J Neurosci.
2018;38(33):7351-63.

27. Herry C, Ciocchi S, Senn V, Demmou L, Muller C, Luthi A. Switching on and
off fear by distinct neuronal circuits. Nature. 2008;454(7204):600-6.

28. Sanchez-Bellot C, AlSubaie R, Mishchanchuk K, Wee RWS, MacAskill AF.
Two opposing hippocampus to prefrontal cortex pathways for the control of approach
and avoidance behaviour. Nat Commun. 2022;13(1):339.

29. Choi JH, Sim SE, Kim JI, Choi DI, Oh J, Ye S, et al. Interregional synaptic
maps among engram cells underlie memory formation. Science. 2018;360(6387):430-
5.

30.  Fuster J. The Prefrontal Cortex. 5th ed. Burlington: Elsevier Science; 2015. 1
online resource (461 p.) p.

31. Le Merre P, Ahrlund-Richter S, Carlen M. The mouse prefrontal cortex: Unity
in diversity. Neuron. 2021;109(12):1925-44.

32. Schuman B, Machold RP, Hashikawa Y, Fuzik J, Fishell GJ, Rudy B. Four
Unique Interneuron Populations Reside in Neocortical Layer 1. J Neurosci.
2019;39(1):125-39.



87

33. Han Y, Kebschull JIM, Campbell RAA, Cowan D, Imhof F, Zador AM, Mrsic-
Flogel TD. The logic of single-cell projections from visual cortex. Nature.
2018;556(7699):51-6.

34. Feldmeyer D. Excitatory neuronal connectivity in the barrel cortex. Front
Neuroanat. 2012;6:24.

35. Sun W, Tan Z, Mensh BD, Ji N. Thalamus provides layer 4 of primary visual
cortex with orientation- and direction-tuned inputs. Nat Neurosci. 2016;19(2):308-15.
36. Baker A, Kalmbach B, Morishima M, Kim J, Juavinett A, Li N, Dembrow N.
Specialized Subpopulations of Deep-Layer Pyramidal Neurons in the Neocortex:
Bridging Cellular Properties to Functional Consequences. J Neurosci.
2018;38(24):5441-55.

37.  Constantinople CM, Bruno RM. Deep cortical layers are activated directly by
thalamus. Science. 2013;340(6140):1591-4.

38. Lein ES, Hawrylycz MJ, Ao N, Ayres M, Bensinger A, Bernard A, et al.
Genome-wide atlas of gene expression in the adult mouse brain. Nature.
2007;445(7124):168-76.

39.  Yamawaki N, Borges K, Suter BA, Harris KD, Shepherd GM. A genuine layer
4 in motor cortex with prototypical synaptic circuit connectivity. Elife. 2014;3:e05422.
40. Wang Q, Ding SL, Li Y, Royall J, Feng D, Lesnar P, et al. The Allen Mouse
Brain Common Coordinate Framework: A 3D Reference Atlas. Cell.
2020;181(4):936-53 €20.

41. Tasic B, Yao Z, Graybuck LT, Smith KA, Nguyen TN, Bertagnolli D, et al.
Shared and distinct transcriptomic cell types across neocortical areas. Nature.
2018;563(7729):72-8.

42. Cheriyan J, Kaushik MK, Ferreira AN, Sheets PL. Specific Targeting of the
Basolateral Amygdala to Projectionally Defined Pyramidal Neurons in Prelimbic and
Infralimbic Cortex. eNeuro. 2016;3(2).

43, Petreanu L, Huber D, Sobczyk A, Svoboda K. Channelrhodopsin-2-assisted
circuit mapping of long-range callosal projections. Nat Neurosci. 2007;10(5):663-8.
44. Petreanu L, Mao T, Sternson SM, Svoboda K. The subcellular organization of
neocortical excitatory connections. Nature. 2009;457(7233):1142-5.

45.  Gokce O, Bonhoeffer T, Scheuss V. Clusters of synaptic inputs on dendrites of
layer 5 pyramidal cells in mouse visual cortex. Elife. 2016;5.

46. Lafourcade M, van der Goes MH, Vardalaki D, Brown NJ, Voigts J, Yun DH,
et al. Differential dendritic integration of long-range inputs in association cortex via
subcellular changes in synaptic AMPA-to-NMDA receptor ratio. Neuron.
2022;110(9):1532-46 e4.

47.  Arnsten AF. Stress signalling pathways that impair prefrontal cortex structure
and function. Nat Rev Neurosci. 2009;10(6):410-22.

48. Sheline YI, Wang PW, Gado MH, Csernansky JG, Vannier MW. Hippocampal
atrophy in recurrent major depression. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93(9):3908-
13.

49, Drevets WC, Price JL, Simpson JR, Jr., Todd RD, Reich T, Vannier M, Raichle
ME. Subgenual prefrontal cortex abnormalities in mood disorders. Nature.
1997;386(6627):824-7.

50.  Hamilton JP, Siemer M, Gotlib IH. Amygdala volume in major depressive
disorder: a meta-analysis of magnetic resonance imaging studies. Mol Psychiatry.
2008;13(11):993-1000.



88

51.  Siegle GJ, Thompson W, Carter CS, Steinhauer SR, Thase ME. Increased
amygdala and decreased dorsolateral prefrontal BOLD responses in unipolar
depression: related and independent features. Biol Psychiatry. 2007;61(2):198-209.
52. Davey CG, Whittle S, Harrison BJ, Simmons JG, Byrne ML, Schwartz OS,
Allen NB. Functional brain-imaging correlates of negative affectivity and the onset of
first-episode depression. Psychol Med. 2015;45(5):1001-9.

53. Geng H, Wu F, Kong L, Tang Y, Zhou Q, Chang M, et al. Disrupted Structural
and Functional Connectivity in Prefrontal-Hippocampus Circuitry in First-Episode
Medication-Naive Adolescent Depression. PLoS One. 2016;11(2):e0148345.

54, Magalhaes R, Barriere DA, Novais A, Marques F, Marques P, Cerqueira J, et
al. The dynamics of stress: a longitudinal MRI study of rat brain structure and
connectome. Mol Psychiatry. 2018;23(10):1998-2006.

55. Gong Q, He Y. Depression, neuroimaging and connectomics: a selective
overview. Biol Psychiatry. 2015;77(3):223-35.

56. Zhuo C, Li G, Lin X, Jiang D, Xu Y, Tian H, et al. The rise and fall of MRI
studies in major depressive disorder. Transl Psychiatry. 2019;9(1):335.

57. Oh SW, Harris JA, Ng L, Winslow B, Cain N, Mihalas S, et al. A mesoscale
connectome of the mouse brain. Nature. 2014;508(7495):207-14.

58.  Muir J, Lopez J, Bagot RC. Wiring the depressed brain: optogenetic and
chemogenetic circuit interrogation in animal models of depression.
Neuropsychopharmacology. 2019;44(6):1013-26.

59.  Einarsson EO, Flores A, Jercog D, Herry C. Basal amygdala inputs to the
medial prefrontal cortex mediate fear memory strengthening. bioRxiv.
2022:2022.01.20.477064.

60. Becker LJ, Fillinger C, Waegaert R, Journee SH, Hener P, Ayazgok B, et al.
The basolateral amygdala-anterior cingulate pathway contributes to depression-like
behaviors and comorbidity with chronic pain behaviors in male mice. Nat Commun.
2023;14(1):2198.

61. Silverstein SE, O'Sullivan R, Bukalo O, Pati D, Schaffer JA, Limoges A, et al.
A distinct cortical code for socially learned threat. Nature. 2024;626(8001):1066-72.
62.  Parfitt GM, Nguyen R, Bang JY, Aqrabawi AJ, Tran MM, Seo DK, et al.
Bidirectional Control of Anxiety-Related Behaviors in Mice: Role of Inputs Arising
from the Ventral Hippocampus to the Lateral Septum and Medial Prefrontal Cortex.
Neuropsychopharmacology. 2017;42(8):1715-28.

63. Wilke SA, Lavi K, Byeon S, Donohue KC, Sohal VS. Convergence of
Clinically Relevant Manipulations on Dopamine-Regulated Prefrontal Activity
Underlying Stress Coping Responses. Biol Psychiatry. 2022;91(9):810-20.

64. Song Q, Wei A, Xu H, Gu Y, Jiang Y, Dong N, et al. An ACC-VTA-ACC
positive-feedback loop mediates the persistence of neuropathic pain and emotional
consequences. Nat Neurosci. 2024;27(2):272-85.

65. Zhong P, Qin L, Yan Z. Dopamine Differentially Regulates Response
Dynamics of Prefrontal Cortical Principal Neurons and Interneurons to Optogenetic
Stimulation of Inputs from Ventral Tegmental Area. Cereb Cortex. 2020;30(8):4402-
9.

66. Ellwood IT, Patel T, Wadia V, Lee AT, Liptak AT, Bender KJ, Sohal VS.
Tonic or Phasic Stimulation of Dopaminergic Projections to Prefrontal Cortex Causes
Mice to Maintain or Deviate from Previously Learned Behavioral Strategies. J
Neurosci. 2017;37(35):8315-29.



89

67.  Perez-Lopez JL, Contreras-Lopez R, Ramirez-Jarquin JO, Tecuapetla F. Direct
Glutamatergic Signaling From Midbrain Dopaminergic Neurons Onto Pyramidal
Prefrontal Cortex Neurons. Front Neural Circuits. 2018;12:70.

68.  Post RJ, Warden MR. Depression: the search for separable behaviors and
circuits. Curr Opin Neurobiol. 2018;49:192-200.

69.  Phillips ML, Robinson HA, Pozzo-Miller L. Ventral hippocampal projections
to the medial prefrontal cortex regulate social memory. Elife. 2019;8.

70. Lefebvre JL, Sanes JR, Kay JN. Development of dendritic form and function.
Annu Rev Cell Dev Biol. 2015;31:741-77.

71.  Holtmaat A, Svoboda K. Experience-dependent structural synaptic plasticity
in the mammalian brain. Nat Rev Neurosci. 2009;10(9):647-58.

72.  Branco T, Hausser M. The single dendritic branch as a fundamental functional
unit in the nervous system. Curr Opin Neurobiol. 2010;20(4):494-502.

73.  Berry KP, Nedivi E. Spine Dynamics: Are They All the Same? Neuron.
2017;96(1):43-55.

74.  Nagerl UV, Kostinger G, Anderson JC, Martin KA, Bonhoeffer T. Protracted
synaptogenesis after activity-dependent spinogenesis in hippocampal neurons. J
Neurosci. 2007;27(30):8149-56.

75. Zito K, Scheuss V, Knott G, Hill T, Svoboda K. Rapid functional maturation
of nascent dendritic spines. Neuron. 2009;61(2):247-58.

76. Citri A, Malenka RC. Synaptic plasticity: multiple forms, functions, and
mechanisms. Neuropsychopharmacology. 2008;33(1):18-41.

77. Malenka RC, Bear MF. LTP and LTD: an embarrassment of riches. Neuron.
2004;44(1):5-21.

78.  Nakahata Y, Yasuda R. Plasticity of Spine Structure: Local Signaling,
Translation and Cytoskeletal Reorganization. Front Synaptic Neurosci. 2018;10:29.
79. Stein IS, Zito K. Dendritic Spine Elimination: Molecular Mechanisms and
Implications. Neuroscientist. 2019;25(1):27-47.

80.  Poirazi P, Brannon T, Mel BW. Pyramidal neuron as two-layer neural network.
Neuron. 2003;37(6):989-99.

81. Polsky A, Mel BW, Schiller J. Computational subunits in thin dendrites of
pyramidal cells. Nat Neurosci. 2004;7(6):621-7.

82. London M, Hausser M. Dendritic computation. Annu Rev Neurosci.
2005;28:503-32.

83.  Larkum ME, Nevian T, Sandler M, Polsky A, Schiller J. Synaptic integration
in tuft dendrites of layer 5 pyramidal neurons: a new unifying principle. Science.
2009;325(5941):756-60.

84. Gidon A, Zolnik TA, Fidzinski P, Bolduan F, Papoutsi A, Poirazi P, et al.
Dendritic action potentials and computation in human layer 2/3 cortical neurons.
Science. 2020;367(6473):83-7.

85. Hedrick NG, Harward SC, Hall CE, Murakoshi H, McNamara JO, Yasuda R.
Rho GTPase complementation underlies BDNF-dependent homo- and heterosynaptic
plasticity. Nature. 2016;538(7623):104-8.

86.  Francioni V, Harnett MT. Rethinking Single Neuron Electrical
Compartmentalization: Dendritic Contributions to Network Computation In Vivo.
Neuroscience. 2022;489:185-99.



90

87. Otor Y, Achvat S, Cermak N, Benisty H, Abboud M, Barak O, et al. Dynamic
compartmental computations in tuft dendrites of layer 5 neurons during motor
behavior. Science. 2022;376(6590):267-75.

88. Fisek M, Herrmann D, Egea-Weiss A, Cloves M, Bauer L, Lee TY, et al.
Cortico-cortical feedback engages active dendrites in visual cortex. Nature.
2023;617(7962):769-76.

89. Xu Z, Geron E, Perez-Cuesta LM, Bai Y, Gan WB. Generalized extinction of
fear memory depends on co-allocation of synaptic plasticity in dendrites. Nat
Commun. 2023;14(1):503.

90.  Manita S, Ross WN. Synaptic activation and membrane potential changes
modulate the frequency of spontaneous elementary Ca2+ release events in the
dendrites of pyramidal neurons. J Neurosci. 2009;29(24):7833-45.

91.  Harvey CD, Yasuda R, Zhong H, Svoboda K. The spread of Ras activity
triggered by activation of a single dendritic spine. Science. 2008;321(5885):136-40.
92.  Losonczy A, Makara JK, Magee JC. Compartmentalized dendritic plasticity
and input feature storage in neurons. Nature. 2008;452(7186):436-41.

93.  Branco T, Clark BA, Hausser M. Dendritic discrimination of temporal input
sequences in cortical neurons. Science. 2010;329(5999):1671-5.

94, Tran-Van-Minh A, Caze RD, Abrahamsson T, Cathala L, Gutkin BS,
DiGregorio DA. Contribution of sublinear and supralinear dendritic integration to
neuronal computations. Front Cell Neurosci. 2015;9:67.

95.  Kastellakis G, Poirazi P. Synaptic Clustering and Memory Formation. Front
Mol Neurosci. 2019;12:300.

96.  Wilson DE, Whitney DE, Scholl B, Fitzpatrick D. Orientation selectivity and
the functional clustering of synaptic inputs in primary visual cortex. Nat Neurosci.
2016;19(8):1003-9.

97. Xu NL, Harnett MT, Williams SR, Huber D, O'Connor DH, Svoboda K, Magee
JC. Nonlinear dendritic integration of sensory and motor input during an active sensing
task. Nature. 2012;492(7428):247-51.

98. Marti Mengual U, Wybo WAM, Spierenburg LJE, Santello M, Senn W,
Nevian T. Efficient Low-Pass Dendro-Somatic Coupling in the Apical Dendrite of
Layer 5 Pyramidal Neurons in the Anterior Cingulate Cortex. J Neurosci.
2020;40(46):8799-815.

99.  Brandalise F, Kalmbach BE, Cook EP, Brager DH. Impaired dendritic spike
generation in the Fragile X prefrontal cortex is due to loss of dendritic sodium
channels. J Physiol. 2023;601(4):831-45.

100. Song C, Moyer JR, Jr. Layer- and subregion-specific differences in the
neurophysiological properties of rat medial prefrontal cortex pyramidal neurons. J
Neurophysiol. 2018;119(1):177-91.

101. Dembrow NC, Zemelman BV, Johnston D. Temporal dynamics of LS5
dendrites in medial prefrontal cortex regulate integration versus coincidence detection
of afferent inputs. J Neurosci. 2015;35(11):4501-14.

102. Kalmbach BE, Chitwood RA, Dembrow NC, Johnston D. Dendritic generation
of mGluR-mediated slow afterdepolarization in layer 5 neurons of prefrontal cortex. J
Neurosci. 2013;33(33):13518-32.

103.  Seong HJ, Carter AG. D1 receptor modulation of action potential firing in a
subpopulation of layer 5 pyramidal neurons in the prefrontal cortex. J Neurosci.
2012;32(31):10516-21.



91

104.  Gee S, Ellwood I, Patel T, Luongo F, Deisseroth K, Sohal VS. Synaptic activity
unmasks dopamine D2 receptor modulation of a specific class of layer V pyramidal
neurons in prefrontal cortex. J Neurosci. 2012;32(14):4959-71.

105. Moberg S, Takahashi N. Neocortical layer 5 subclasses: From cellular
properties to roles in behavior. Front Synaptic Neurosci. 2022;14:1006773.

106. Wang M, Ramos BP, Paspalas CD, Shu Y, Simen A, Duque A, et al. Alpha2A-
adrenoceptors strengthen working memory networks by inhibiting cAMP-HCN
channel signaling in prefrontal cortex. Cell. 2007;129(2):397-410.

107. Radley JJ, 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.

108. Cerqueira JJ, Mailliet F, Almeida OF, Jay TM, Sousa N. The prefrontal cortex
as a key target of the maladaptive response to stress. J Neurosci. 2007;27(11):2781-7.
109. Hughes BW, Siemsen BM, Tsvetkov E, Berto S, Kumar J, Cornbrooks RG, et
al. NPAS4 in the medial prefrontal cortex mediates chronic social defeat stress-
induced anhedonia-like behavior and reductions in excitatory synapses. Elife. 2023;12.
110. LiN, Lee B, Liu RJ, Banasr M, Dwyer JM, Iwata M, et al. mTOR-dependent
synapse formation underlies the rapid antidepressant effects of NMDA antagonists.
Science. 2010;329(5994):959-64.

111.  Duman RS, Aghajanian GK. Synaptic dysfunction in depression: potential
therapeutic targets. Science. 2012;338(6103):68-72.

112.  Phoumthipphavong V, Barthas F, Hassett S, Kwan AC. Longitudinal Effects
of Ketamine on Dendritic Architecture In Vivo in the Mouse Medial Frontal Cortex.
eNeuro. 2016;3(2).

113. Al F, Gerhard DM, Sweasy K, Pothula S, Pittenger C, Duman RS, Kwan AC.
Ketamine disinhibits dendrites and enhances calcium signals in prefrontal dendritic
spines. Nat Commun. 2020;11(1):72.

114.  Shao LX, Liao C, Gregg I, Davoudian PA, Savalia NK, Delagarza K, Kwan
AC. Psilocybin induces rapid and persistent growth of dendritic spines in frontal cortex
in vivo. Neuron. 2021;109(16):2535-44 4.

115. Savalia NK, Shao LX, Kwan AC. A Dendrite-Focused Framework for
Understanding the Actions of Ketamine and Psychedelics. Trends Neurosci.
2021;44(4):260-75.

116. Liu WZ, Zhang WH, Zheng ZH, Zou JX, Liu XX, Huang SH, et al.
Identification of a prefrontal cortex-to-amygdala pathway for chronic stress-induced
anxiety. Nat Commun. 2020;11(1):2221.

117. Liu WZ, Wang CY, Wang Y, Cai MT, Zhong WX, Liu T, et al. Circuit- and
laminar-specific regulation of medial prefrontal neurons by chronic stress. Cell Biosci.
2023;13(1):90.

118. Golden SA, Covington HE, 3rd, Berton O, Russo SJ. A standardized protocol
for repeated social defeat stress in mice. Nat Protoc. 2011;6(8):1183-91.

119. Goodwin NL, Choong JJ, Hwang S, Pitts K, Bloom L, Islam A, et al. Simple
Behavioral Analysis (SimBA) as a platform for explainable machine learning in
behavioral neuroscience. Nat Neurosci. 2024;27(7):1411-24.

120. De Kloet ER, Vreugdenhil E, Oitzl MS, Joels M. Brain corticosteroid receptor
balance in health and disease. Endocr Rev. 1998;19(3):269-301.

121.  McEwen BS. Protective and damaging effects of stress mediators. N Engl J
Med. 1998;338(3):171-9.



92

122. Liston C, Cichon JM, Jeanneteau F, Jia Z, Chao MV, Gan WB. Circadian
glucocorticoid oscillations promote learning-dependent synapse formation and
maintenance. Nat Neurosci. 2013;16(6):698-705.

123.  Kim HD, Wei J, Call T, Quintus NT, Summers AJ, Carotenuto S, et al. Shisa6
mediates cell-type specific regulation of depression in the nucleus accumbens. Mol
Psychiatry. 2021;26(12):7316-27.

124. Neher RA, Mitkovski M, Kirchhoff F, Neher E, Theis FJ, Zeug A. Blind source
separation techniques for the decomposition of multiply labeled fluorescence images.
Biophys J. 2009;96(9):3791-800.

125.  Majumdar A, Cesario WC, White-Grindley E, Jiang H, Ren F, Khan MR, et al.
Critical role of amyloid-like oligomers of Drosophila Orb2 in the persistence of
memory. Cell. 2012;148(3):515-29.

126. Choi DI, Kaang BK. Interrogating structural plasticity among synaptic
engrams. Curr Opin Neurobiol. 2022;75:102552.

127.  McRae TD, Oleksyn D, Miller J, Gao YR. Robust blind spectral unmixing for
fluorescence  microscopy  using  unsupervised learning. PLoS  One.
2019;14(12):e0225410.

128.  Jimenez-Sanchez D, Ariz M, Morgado JM, Cortes-Dominguez I, Ortiz-de-
Solorzano C. NMF-RI: blind spectral unmixing of highly mixed multispectral flow
and image cytometry data. Bioinformatics. 2020;36(5):1590-8.

129. Maric D, Jahanipour J, Li XR, Singh A, Mobiny A, Van Nguyen H, et al.
Whole-brain tissue mapping toolkit using large-scale highly multiplexed
immunofluorescence imaging and deep neural networks. Nat Commun.
2021;12(1):1550.

130. Seo J, Sim Y, Kim J, Kim H, Cho I, Nam H, et al. PICASSO allows ultra-
multiplexed fluorescence imaging of spatially overlapping proteins without reference
spectra measurements. Nat Commun. 2022;13(1):2475.

131. Santuy A, Rodriguez JR, DeFelipe J, Merchan-Perez A. Study of the Size and
Shape of Synapses in the Juvenile Rat Somatosensory Cortex with 3D Electron
Microscopy. eNeuro. 2018;5(1).

132.  Masters BR. Concepts and Criteria of Resolution. In: Masters BR, editor.
Superresolution Optical Microscopy: The Quest for Enhanced Resolution and
Contrast. Cham: Springer International Publishing; 2020. p. 13-32.

133.  Horl D, Rojas Rusak F, Preusser F, Tillberg P, Randel N, Chhetri RK, et al.
BigStitcher: reconstructing high-resolution image datasets of cleared and expanded
samples. Nat Methods. 2019;16(9):870-4.

134.  Perdigao LMA, Berger C, Yee NB, Darrow MC, Basham M. RedLionfish -
fast Richardson-Lucy Deconvolution package for efficient point spread function
suppression in volumetric data. Wellcome Open Res. 2024;9:296.

135.  Dougherty B. Diffraction PSF 3D [Internet] 2005 [updated 18.10.2024.
Available from: https://www.optinav.info/Diffraction-PSF-3D.htm.

136. Gliko O, Mallory M, Dalley R, Gala R, Gornet J, Zeng H, et al. High-
throughput analysis of dendrite and axonal arbors reveals transcriptomic correlates of
neuroanatomy. Nat Commun. 2024;15(1):6337.

137. Motta A, Berning M, Boergens KM, Staffler B, Beining M, Loomba S, et al.
Dense connectomic reconstruction in layer 4 of the somatosensory cortex. Science.
2019;366(6469).



https://www.optinav.info/Diffraction-PSF-3D.htm

93

138. Motta A, Schurr M, Staffler B, Helmstaedter M. Big data in nanoscale
connectomics, and the greed for training labels. Curr Opin Neurobiol. 2019;55:180-7.
139. Danielson E, Lee SH. SynPAnal: software for rapid quantification of the
density and intensity of protein puncta from fluorescence microscopy images of
neurons. PLoS One. 2014;9(12):e115298.

140. Iascone DM, Li Y, Sumbul U, Doron M, Chen H, Andreu V, et al. Whole-
Neuron Synaptic Mapping Reveals Spatially Precise Excitatory/Inhibitory Balance
Limiting Dendritic and Somatic Spiking. Neuron. 2020;106(4):566-78 8.

141. Wang Y, Wang C, Ranefall P, Broussard GJ, Wang Y, Shi G, et al. SynQuant:
an automatic tool to quantify synapses from microscopy images. Bioinformatics.
2020;36(5):1599-606.

142. Rossler W, Spaethe J, Groh C. Pitfalls of using confocal-microscopy based
automated quantification of synaptic complexes in honeybee mushroom bodies
(response to Peng and Yang 2016). Sci Rep. 2017;7(1):9786.

143. Kuhn HW. The Hungarian method for the assignment problem. Naval
Research Logistics Quarterly. 1955;2(1-2):83-97.

144.  Mclnnes L, Healy J, Melville J. Umap: Uniform manifold approximation and
projection for dimension reduction. arXiv preprint arXiv:180203426. 2018.

145. Armitage P, Berry G. Statistical methods in medical research. 3rd ed. Oxford ;
Boston: Blackwell Scientific Publications; 1994. xi, 620 pages p.

146. Sesack SR, Deutch AY, Roth RH, Bunney BS. Topographical organization of
the efferent projections of the medial prefrontal cortex in the rat: an anterograde tract-
tracing study with Phaseolus wvulgaris leucoagglutinin. J Comp Neurol.
1989;290(2):213-42.

147. McGarry LM, Carter AG. Prefrontal Cortex Drives Distinct Projection
Neurons in the Basolateral Amygdala. Cell Rep. 2017;21(6):1426-33.

148. Tanimizu T, Kenney JW, Okano E, Kadoma K, Frankland PW, Kida S.
Functional Connectivity of Multiple Brain Regions Required for the Consolidation of
Social Recognition Memory. J Neurosci. 2017;37(15):4103-16.

149.  Hitti FL, Siegelbaum SA. The hippocampal CA2 region is essential for social
memory. Nature. 2014;508(7494):88-92.

150. Okuyama T, Kitamura T, Roy DS, Itohara S, Tonegawa S. Ventral CAl
neurons store social memory. Science. 2016;353(6307):1536-41.

151. Lee E, Rhim I, Lee JW, Ghim JW, Lee S, Kim E, Jung MW. Enhanced
Neuronal Activity in the Medial Prefrontal Cortex during Social Approach Behavior.
J Neurosci. 2016;36(26):6926-36.

152.  McGarry LM, Carter AG. Inhibitory Gating of Basolateral Amygdala Inputs to
the Prefrontal Cortex. J Neurosci. 2016;36(36):9391-406.

153. Likhtik E, Stujenske JM, Topiwala MA, Harris AZ, Gordon JA. Prefrontal
entrainment of amygdala activity signals safety in learned fear and innate anxiety. Nat
Neurosci. 2014;17(1):106-13.

154. Kaidanovich-Beilin O, Lipina T, Vukobradovic I, Roder J, Woodgett JR.
Assessment of social interaction behaviors. J Vis Exp. 2011(48).

155. Lissek S, Rabin S, Heller RE, Lukenbaugh D, Geraci M, Pine DS, Grillon C.
Overgeneralization of conditioned fear as a pathogenic marker of panic disorder. Am
J Psychiatry. 2010;167(1):47-55.

156. Jovanovic T, Kazama A, Bachevalier J, Davis M. Impaired safety signal
learning may be a biomarker of PTSD. Neuropharmacology. 2012;62(2):695-704.



94

157. Lissek S, Kaczkurkin AN, Rabin S, Geraci M, Pine DS, Grillon C. Generalized
anxiety disorder is associated with overgeneralization of classically conditioned fear.
Biol Psychiatry. 2014;75(11):909-15.

158. Kaczkurkin AN, Burton PC, Chazin SM, Manbeck AB, Espensen-Sturges T,
Cooper SE, et al. Neural Substrates of Overgeneralized Conditioned Fear in PTSD.
Am J Psychiatry. 2017;174(2):125-34.

159. Fetcho RN, Hall BS, Estrin DJ, Walsh AP, Schuette PJ, Kaminsky J, et al.
Regulation of social interaction in mice by a frontostriatal circuit modulated by
established hierarchical relationships. Nat Commun. 2023;14(1):2487.

160. Grundemann J, Bitterman Y, Lu T, Krabbe S, Grewe BF, Schnitzer MJ, Luthi
A. Amygdala ensembles encode behavioral states. Science. 2019;364(6437).

161. Martin-Fernandez M, Menegolla AP, Lopez-Fernandez G, Winke N, Jercog D,
Kim HR, et al. Prefrontal circuits encode both general danger and specific threat
representations. Nat Neurosci. 2023;26(12):2147-57.

162. Zelikowsky M, Hersman S, Chawla MK, Barnes CA, Fanselow MS. Neuronal
ensembles in amygdala, hippocampus, and prefrontal cortex track differential
components of contextual fear. J Neurosci. 2014;34(25):8462-6.

163. Hare BD, Shinohara R, Liu RJ, Pothula S, DiLeone RJ, Duman RS.
Optogenetic stimulation of medial prefrontal cortex Drd1 neurons produces rapid and
long-lasting antidepressant effects. Nat Commun. 2019;10(1):223.

164. Tritsch NX, Sabatini BL. Dopaminergic modulation of synaptic transmission
in cortex and striatum. Neuron. 2012;76(1):33-50.

165. Yizhar O, Fenno LE, Prigge M, Schneider F, Davidson TJ, O'Shea DJ, et al.
Neocortical excitation/inhibition balance in information processing and social
dysfunction. Nature. 2011;477(7363):171-8.

166. Sun Q, Li X, Ren M, Zhao M, Zhong Q, Ren Y, et al. A whole-brain map of
long-range inputs to GABAergic interneurons in the mouse medial prefrontal cortex.
Nat Neurosci. 2019;22(8):1357-70.

167. Lee AT, Cunniff MM, See JZ, Wilke SA, Luongo FJ, Ellwood IT, et al. VIP
Interneurons Contribute to Avoidance Behavior by Regulating Information Flow
across Hippocampal-Prefrontal Networks. Neuron. 2019;102(6):1223-34 e4.

168. Soumier A, Sibille E. Opposing effects of acute versus chronic blockade of
frontal cortex somatostatin-positive inhibitory neurons on behavioral emotionality in
mice. Neuropsychopharmacology. 2014;39(9):2252-62.

169. Perova Z, Delevich K, Li B. Depression of excitatory synapses onto
parvalbumin interneurons in the medial prefrontal cortex in susceptibility to stress. J
Neurosci. 2015;35(7):3201-6.

170. Harris AZ, Atsak P, Bretton ZH, Holt ES, Alam R, Morton MP, et al. A Novel
Method for Chronic Social Defeat Stress in Female Mice. Neuropsychopharmacology.
2018;43(6):1276-83.



95

8. EKLER
EK-1: Goriintii Isleme Sirasinda Kullanilan Algoritmalar
def tiffmxnslicer(file, M, N):

LI

Elimizdeki bilgisayar biyik gorintiilerin ayristirmasini bir
seferde yapamayacagi icin,

goriintiiler birlesitirildikten sonra istenen sayida veya
boyutta goriintii grubuna kesilmesi hedeflenmistir.

Girdiler: file: .tif uzantili goruntid ismi/ calisma dosyasi
i¢inde bulunmalidir. Veri tipi: string
M: elde edilecek gdérintll sayisinin bir carpani.
Veri tipi: int
N: elde edilecek gdérintli sayisinin bir carpani.
Veri tipi: int

Cikti: M x N sayida cok spektrumlu goriuntti. .tif uzantila
kaydedilir.

LI

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
import numpy as np

from skimage import io

import sys

bigtiff = io.imread(file) # Biygk .tif uzantili gorintinin
okunmasi
if len(bigtiff.shape) == 4: # Multispektral gorintl spektral

6zelliklerine gbre M x N parcaya ayrilir.
Z, C, H, W= bigtiff.shape
for m in np.arange (M, dtype=np.int8):
for n in np.arange (N, dtype=np.int8):
tiff img =
bigtiff[:,:, round((H*m) /M) :round ( (H* (m+1) /M) ),
round ( (W*n) /N) : round ( (W* (n+1) /N) ) ]
io.imsave('%s %d %d of %dx%d.tif' %(file, m, n,
M, N), tiff img)
print ('"Row: ', m, 'Column: ', n, ' with size of',
tiff img.shape, 'saved as ', '%s %d %d of %dx%d.tif' %(file, m,
n, M, N))

elif len(bigtiff.shape) ==
Z, H, W = bigtiff.shape
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for m in np.arange (M, dtype=np.int8):
for n in np.arange (N, dtype=np.int8):

tiff img =
bigtiff[:, round((H*m) /M) : round ( (H* (m+1) /M) ),
round ( (W*n) /N) : round ( (W* (n+1) /N) ) ]

io.imsave ('%s %d %d of %dx%d.tif' %(file, m, n,
M, N), tiff img)

print ('"Row: ', m, 'Column: ', n, ' with size of',
tiff img.shape, 'saved as ', '%s %d %d of %dx%d.tif' %(file, m,
n, M, N))

def GPUdeconvolution(path from curdir, num iter, sigma):

Spektral ayristirilan sinyallerin pikselleri izometrik
yapildiktan sonra olusturulan PSF (nokta dagilim fonksiyonu)
kullanilarak Richardson-Lucy dekonvoliisyonundan gecirildi.

Sinaptik sinyaller dekonvoliisyon sonrasida ayrica Gauss fil-
trelemeden gegirildi.

Bu algoritma bir dosya icerisindeki tim gorintiileri GPU
yardimiyla ayri ayri dekonvolve eder ve islem sonucunda olusan
dosyayil kaydeder.

Girdiler: path from curdir: Ana dosyadan itibaren hedeflenen
dosyaya uzanan hefef yolu
num iter: Dekonvolisyon iterasyon sayisi
sigma: Gauss operatdrin standart sap-
masi, Fijideki operasyonda cap terimine karsilik gelmektedir.

Cikti: Dekonvolve goriunti

Richardson-Lucy dekonvolisyon islemi ic¢cin acik erisimli
'RedLionfish deconvolution' kiitiiphanesi kullanilmaktadir.

KiutUphaneye ulasmak ic¢in: https://github.com/rosalindfrank-
lininstitute/RedLionfish

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
from skimage import io

import numpy as np

import RedLionfishDeconv as rl

from scipy.ndimage import gaussian filter
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path = os.getcwd()

main path = os.path.join(path, path from curdir)

os.chdir (main path) # Dosya islem merkezinin .tif uzantila
dosyalarin bulundugu bolgeye cekilmesi

file list = os.listdir()
num file = len(file list)
start = 0
uint8 output = []
#print ('Herel')
for file in file list:
if 'PSF' in file: #PSF goruntinin okunmasi; her renk flo-
resans ig¢in farkli sinyaller kulllanildi
psf = io.imread(file)
psf file = file
#print (psf)

for file in file list:

if 'PSF' in file:

continue

if '.txt' in file:

continue

if ' dend ' in file:

print (file)
img = io.imread(file)
uint8 output = True # Dendritik sinyallere ek gauss

filtreleme uygulanmadi. Olusan gorintid dogrudan 8 bit kaydedildi
data type = np.uint8
exc = 585

elif ' cyan ' in file:# Sinaptik sinyallere ek gauss fil-
treleme uygulanacagi icin gorintiiler once 32bit elde edildi.
# Gauss filtreleme sonrasinda

goriintiiler 8 bit gorintliye cevrilerek kaydedildi.

img = io.imread(file)
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uint8 output = False
data type = np.float32

exc = 480
elif ' green ' in file:
img = io.imread(file)

uint8 output = False
data type = np.float32
exc = 509

elif ' yellow ' in file:
img = io.imread(file)
uint8 output = False
data type = np.float32

exc = 527

else:

continue

print ('Deconvolving: ', file)
print ('with PSF: ', psf file)
print ('will NOT do Gaussian', uint8 output)

img decv = rl.doRLDeconvolutionFromNpArrays (img,

num iter,

'qpu',

uint8 output)

sigma)

np.round((img decv _gauss/np.max(img decv gauss))

img decv _gauss scale.astype(np.uint8)

if uint8 output == False:

print ('Gaussian filtering...')
img decv _gauss = gaussian filter (img decv, sigma =

img decv _gauss_ scale =

img decv _gauss scale 8bit

pst,
niter =

method =

resAsUint8

# Gauss filtreleme

* 255)
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# Dekon-
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print ('Saving..."')
io.imsave ('%s deconv_%d its gauss%d 8bit.tif' % (file,
num iter, sigma), img decv _gauss_scale 8bit)

else:

print ('Saving...') # Dosyalarin kaydedilmesi
io.imsave ('%s RL %dits 8bit.tif' %(file, num iter),
img decv)

start = start + 1
print ('Deconvolution: ', start, '/', num file-1, ' is
done...")

os.chdir (path)

def swcslicer(filepath from main, syn thr, dend thr, num of sub-
slice):

LI

Gliko ve arkadaslarinin segmentasyon ve rekonstriksiyon yont-
emiyle elde segmente dendritik goriintii ve rekonstriiksiyon agaci,

Vaa3D yazilimi i¢indeki Syanpse Detector algoritmasinin
verimli calismasi icin uygun boyuttaki goriintii ve rekonstriiksiyon
parcalarina bdolinir.

Burada onemli olan rekonstriiksiyon agaci ile segmente dendrit
goriintiilerinin cakismasinin korunumunun saglanmasidir.

Kolaylik olmasi acgisindan dekonvolve edilen gorinti parcalari
ki1lavuz olmasi icin kullanilmaktadir.

Eder bir kortikal kolon M parcaya ayrilmissa ve her parca da
N bolgeye ayrilacaksa elimizdeki dendritik rekonstriiksiyon adaci
M x N bdlgeye ayrilacaktair

Sonrasinda Synapse Detector alogritmasi her bir renk icin M x
N kez calistirilacaktair.

Girdiler: filepath from main: Ana dosyadan itibaren
hedeflenen dosyaya uzanan hefef yolu
syn thr: Sinaps gdruntl parcalarina uy-
gulanacak esik degerleri iceren vektdr, veri tipi: uint8;
dend thr: Dendritik segmentasyon
gorintiisiine uygulanacak esik deder, veri tipi: uint8
num of subslice: Bir kortikal kolon goérinti par-
casinin ayrilacagi bdlge sayisi
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Ciktilar: .tif uzantili M x N tane dendritik segmentasyon
goriintiisii, veri tipi uint8 RGB gorintl
.swc uzantili M x N tane dendritik rekontriiksiyon
agaci

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
import numpy as np

import pandas as pd

from skimage import io

curr dir = os.getcwd()# Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye cekilmesi

file path = os.path.join(curr dir, filepath from main)

os.chdir(file path)

file list = os.listdir()
syn thr = np.repeat(syn thr, num of subslice)

img file names = []

[]

z list
y list =
x list =
X _coor =

O O O O

y _coor =

for file in file list:

if '.swc' in file:# Rekontriiksiyon adacinin okunmasi
print ('reconst file', file)
reconst filename = file
reconst = pd.read csv(reconst filename, sep = ' ',
header = 0)

elif ' segmentation.tif' in file: # Dendritik segmenta-
syon gorintisinin okunmasi
print ('dendrite file', file)
tileimg filename = file
tile img = io.imread(tileimg filename)
Z merged, Y merged, X merged = tile img.shape

elif ' merged.tif' in file: # Birlesitirilmis sinaps
gorintistinin okunmasi
print ('synapse file', file)
color tileimg filename = file

color tile img = io.imread(color tileimg filename)
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Zc_merged, Yc merged, Xc merged =
color tile img.shape

else: # Dendiritik rekonstriiksiyon adacinin kesilmesinde
kilavuz olacak dendritik gdérintlli parcalarinin okunmasi
print ('part file', file)
part filename = file
part img = io.imread(part filename)
Z part, Y part, X part = part img.shape
for i in np.arange (num of subslice):
x_coor += np.round(X part/num of subslice)

x list

(
y coor += np.round(Y part/num of subslice)
np.append(x list, x coor)
(

y list = np.append(y list, y coor)

del part img

x list x list.astype (np.uint)

y list y list.astype (np.uint)

if X merged > Y merged:# Kiremit tarama goriitiilemesinin
yoniine (yatay veya dikey) gdre koordinatlarin diizenlenmesi

print ('x points using', x list)

for i in np.arange(len(x list) - 1):
img reconst place = np.where((reconst['x'] >
x 1list[i]) & # Dendritik rekonstriiksiyonun kesilmesi
(reconst['x'] <=

x list[i+1]))

img reconst = reconst.iloc[img reconst place]
img reconst['x'] = img reconst['x'] - x list[i]

new img = tile img[:,:, x list[i]: x list[i+1]]

new img = np.flip(new img, axis = 1)

new_img[np.where (new img >= dend thr)] = 255 # Den-
dritik goritntiilere esikleme uygulanmasi

new img[np.where(new img < dend thr)] = 0

new color img color tile img[:,:, x list[i]:
x list[i+1]]

new color img = np.flip(new color img, axis = 1) #
Sinaptik gérintiilere esikleme uygulanmasi

new color img[np.where(new color img >= syn thr[i])]

= 255
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new color img[np.where(new color img < syn thr[i])] =

new img[np.where (new color img == 255)] = 255
img blue = np.zeros(new img.shape, dtype = np.uint8)
# Olusturulacak RGB goriintiideki mavi katman tespit edilen sin-

apslarin

# kaydedilmesi amaciyla 0 matriks olarak diizenlendi

img merged np.concatenate ((new img[...,

np.newaxis],

new color img[...,
np.newaxis],
img bluel...,
np.newaxis]),
axis = 3)
img merged = np.transpose(img merged, (0, 1, 2, 3)) #

RGB goruntinin olusturulmasi

print ('Saving file #', i) # GoOruntilerin ve
rekonstriksiyonlarin kaydedilmesi

img reconst.to csv('%s reconst %d.swc' %(re-

const filename[:-4], i), sep = ' ', index = False)
tiff.imsave('%s_%d.tif' % (tileimg filename[:-4], i),

img merged)

if ¥ merged > X merged:
print ('y points using', y list)

for i in np.arange(len(x list) - 1):
img reconst place = np.where((reconst['y'] >
y list[i]) & # Dendiritk rekonstriiksiyonun kesilmesi
(reconst['y'] <=
y list[i+1]))

img reconst = reconst.iloc[img reconst place]
img reconst['y'] = img reconst['y'] - y list[i]

new img = tile img[:, y list[i]: y list[i+1], :]

new_img np.flip(new img, axis = 1)
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new_img[np.where (new img >= dend thr)] = 255 # Den-
dritik goritintiilere esikleme uygulanmasi
new img[np.where(new img < dend thr)] = 0

new color img = color tile img[:, y list[i]:
y list[i+1], =]

new color img = np.flip(new color img, axis = 1)

new color img[np.where(new color img >= syn thr[i])]
= 255 # Sinaptik gorintilere esikleme uygulanmasi
new color img[np.where(new color img < syn thr[i])] =

new img[np.where (new color img == 255)] = 255

img blue = np.zeros(new img.shape, dtype = np.uint8)#
Olusturulacak RGB gorintideki mavi katman tespit edilen sin-
apslarin

# kaydedilmesi amaciyla 0 matriks olarak diizenlendi

img merged = np.concatenate((new img[...,
np.newaxis],
new color img[...,
np.newaxis],
img bluel...,

np.newaxis]),

axis = 3)

img merged np.transpose (img merged, (0, 1, 2, 3)) #

RGB goruntiunin olusturulmasi

print ('Saving file #', i) # GoOruntilerin ve
rekonstriksiyonlarin kaydedilmesi

img reconst.to csv('%s reconst %d.swc' %(re-

const filename[:-4], i), sep = ' ', index = False)
tiff.imsave('%s_%d.tif' % (tileimg filename[:-4], i),

img merged)

os.chdir (curr dir)
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def get real nodes to isg(reconst file name, synapse file name):

LI

Synapse Detector algoritmasi tespit edilen sinapsa en yakin
.swc nodu dogrudan dogruya numarasini vermek yerine listedeki
sirasini vermektedir.

Bu algoritma tespit edilen sinapsa en yakin nodun dogdru

numarasni bulmak icin hazirlandi.
Girdiler: reconst file name: Rekonstriksiyon dosya ismi
synapse file name: Tespit edilen sinapslarin dosya

ismi

Ciktilar: synapses: En yakin nodlarin dodru isimlerinin be-
lirtildigi dosya

import pandas as pd # Kiutiphanelerin calistirilmasi

reconst = pd.read csv(reconst file name, sep = ' ', header =
0) # Dosylarin yuklenmesi

synapses = pd.read csv(synapse file name, header = 3)

real nodes = reconst['#id'][synapses['nearest node']] # Dogru
en yakin nodun tespit edilmesi

synapses|['real nearest node'] = real nodes.reset in-
dex () ['#id"]

synapse file name new = '%s nodesfixed.csv' %(syn-
apse file name[:-4]) # Sinaps doyasinin kaydedilmesi

synapses.to csv(synapse file name new, index = False)

def get real nodes to isqg in folder (filepath from main) :

LI

Bu algoritma get real nodes to isqg algoritmasini bir kortikal
kolonda tespit edilen tim sinaps parclari icin uygulamaktadir.

Calismasi icin get real nodes to isg algoritmasi aktive
edilmelidir.

Girdi: filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen
dosyaya uzanan hefef yolu

Cikti: Kortikal kolon icerisindeki Her bir sinaptik tespit
bo6lgesi icin dodru en yakin nodu iceren liste
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import os

import pandas as pd # Kitiphanelerin calistirilmasi

main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye c¢ekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

folder list = os.listdir()
for folder in folder list:
folder path = os.path.join(file path, folder)
os.chdir (folder path)
file list = os.listdir()
for file in file list: # Calisma dosyasi icinde dendritik

rekontriksiyon ve tespit edilen sinapslarin dosyalarinin tespit
edilmesi

if '.swc' in file:
reconst file name = file
elif '".csv' in file:

if ' nodesfixed' in file:
continue
else:

synapse file name = file

get real nodes to isg(reconst file name , syn-
apse file name )

os.chdir (main path)

def fix isq synapse loc(filepath from main, fixing axis, ar-
ray to_add):

LI

Dendritik rekonstriiksiyon adaci sinapslarin tespitinden Once
parcalandigili icin

tespit edilen sinapslarin koordinatlari asil agacin oldugdu
bolgeye konumlandirilmalidair.
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Bunun saglanmasi ic¢in dendritik rekonstriltksiyon agacaginin
kesimi sirasinda elde edilen referans noktalari kullanilabilir.

Girdiler: filepath from main: Ana dosyadan itibaren
hedeflenen dosyaya uzanan hefef yolu
fixing axis: Tespit edilen sinapslarin
dizeltilecek ekseni, kesim sirasinda belirlenir
array to add: Sinapsin kortikal kolondaki
esas koordinati icin eklenecek sayi, kesim sirasinda belirlenir.

Veri tipi, uint64

Ciktilar: Kortikal kolon boyunca dodru sinaps koordinatlarini
iceren .csv ve .marker uzantili dosyalar.

LI

import os
import numpy as np
import pandas as pd # Kitiphanelerin calistirilmasi

main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye c¢ekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

folder list = os.listdir()
folder array = np.array(folder list, dtype = np.uint)

for folder in folder list:
num = np.array(folder, dtype = np.uint)
folder path = os.path.join(file path, folder)
os.chdir (folder path)

file list = os.listdir()
for file in file list: # Tespit edilen sinaps dosya-

larinin okunmasi
if 'nodesfixed.csv' in file:

synapse isq file name = file
elif '".marker' in file:
if ' coordfixed.marker' in file:
continue
else:
synapse marker file name = file

synapse isqg = pd.read csv(synapse isqg file name, header =

marker isq = pd.read csv(synapse marker file name)
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if fixing axis == "'x':

marker fixing axis "##%s' % (fixing axis)

else:
marker fixing axis = fixing axis
synapse isq[fixing axis] = synapse isq[fixing axis] + ar-
ray to add[num] # Tespit edilen sinaps koordinatlarinin
diizeltilmesi
marker isqg[marker fixing axis] = marker isqg[marker fix-

ing axis] + array to add[num]

synapse isq file name new = '3%s coordfixed.csv' % (syn-
apse isqg file name[:-4])

synapse marker file name new = '%s coordfixed.marker'
% (synapse marker file name[:-7])

synapse isqg.to csv(synapse isqg file name new, index =
False) # Dosyalaron kaydedilmesi

marker isqg.to csv(synapse marker file name new, index =
False)

os.chdir (main path)

def merge synapse locs(filepath from main):

LI

Kortikal katmanlar boyunca her bir bdlgede tespit edilen sin-

apslari birlestiren algoritma

Girdi: filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen
dosyaya uzanan hefef yolu
Cikti: Tim kortikal katmanlar boyunca tespit edilen sin-

apslarin bulundugu veriseti (tek renk)

import os
import numpy as np
import pandas as pd # Kitiphanelerin calistirilmasi

color isqg full = []
color marker full = []
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main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye cekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

folder list = os.listdir()

for folder in folder list:
folder path = os.path.join(file path, folder)
os.chdir (folder path)

file list = os.listdir()

for file in file list: # Tespit edilen sinaps dosya-
larinin okunmasi
if 'coordfixed.csv' in file:
synapse isqg part file name = file
elif 'coordfixed.marker' in file:

synapse marker part file name = file

synapse isqg part = pd.read csv(syn-
apse isqg part file name, header = 0)

synapse marker part = pd.read csv(syn-
apse marker part file name)

color isqg full.append(synapse isq part)
color marker full.append(synapse marker part)

color isg full = pd.concat(color isq full) # Tespit edilen
sinaps koordinatlarinin tim kortikal katmanlar boyunca
birlestirilmesi

color isg full['#id'] = np.arange (1,
color isg full.shape[0]+1)

color marker full = pd.concat(color marker full)

os.chdir(file path)

color isqg full.to csv('merged isg.csv', index = False) #
Dosyalarin kaydedilmesi

color marker full.to csv('merged.marker', index = False)

os.chdir (main path)
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def merge synapse colors(filepath from main) :

LI

Bu algoritma VTA, VH ve BLA kaynakli tespit edilesn in-
apslarin birlestirilmesi icin yazildi.

.csv uzantili dosyalar basitce birlestirilebilirken,

.marker uzantili dosyalar gorsel fayda ag¢isindan
renklendirilerek birlestirilmistir.

Girdi: filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen
dosyaya uzanan hefef yolu

Cikti: Tim kortikal katmanlar boyunca tespit edilen sin-
apslarin bulundugu veriseti (3 renk)

LI

import os
import numpy as np
import pandas as pd # Kitiphanelerin calistirilmasi

main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye c¢ekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

file list = os.listdir()
for file in file list: # Tespit edilen sinaps dosyalarinin

her bir renk icin okunmasi
if 'cyan' in file:

if '.marker' in file:
cyan marker file name = file
elif '.csv' in file:
cyan isq file name = file
elif 'green' in file:
if '.marker' in file:
green marker file name = file
elif '".csv' in file:
green isq file name = file
elif 'yellow' in file:
if '.marker' in file:
yellow marker file name = file

elif '".csv' in file:

yellow isg file name = file
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cyan marker = pd.read csv(cyan marker file name) # .marker

dosyalarindaki sinaps renkleninin esasina gore diizenlenmesi

cyan marker[' color r'] = 0

cyan marker(['color g'] = 255

cyan marker(['color b'] = 255

cyan _isq = pd.read csv(cyan isq file name, header = 0)
cyan isqg['color'] = 'cyan'

green marker = pd.read csv(green marker file name)
green marker[' color r'] = 0

green marker['color g'] = 255

green marker['color b'] = 0

green isq = pd.read csv(green isqg file name, header = 0)
green isqg['color'] = 'green'

yellow marker = pd.read csv(yellow marker file name)
yellow marker[' color r'] = 255

255

0

yellow marker['color g']

yellow marker['color b']

yellow isg = pd.read csv(yellow isg file name, header = 0)
yellow isqg['color'] = 'yellow'

full synapse isg = pd.concat((cyan isg, green isq, yel-

low isqg)) # Tespit edilen sinapslarin renk renk birlestirilmesi
full synapse isq['#id'] = np.arange(l, full syn-

apse isg.shape[0]+1)

full synapse marker = pd.concat ((cyan marker, green marker,
yellow marker))

full synapse isqg.to csv('all colors isq merged.csv', index =
False) # Dosyalarin kaydedilmesi

full synapse marker.to csv('all colors merged.marker', index
= False)

os.chdir (main path)
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def add tree segment (filepath from main):

LI

Bu algoritma tespit edilen orijinal en yakin nodun bulundugdu
dendritik segment ve dendritik adac dalinin etiketini ekler.
Bu bilgi Gliko ve arkadaslarinin rekonstriksiyon algorit-

masinin kullanimil sonrasinda elde edilir.

Girdi: filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen
dosyaya uzanan hefef yolu

LI

import os
import numpy as np
import pandas as pd # Kiutiphanelerin calistirilmasi

main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye c¢ekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

file list = os.listdir()
for file in file list:

if '.csv' in file:
if 'all' in file:

isg file name = file
else:
continue
elif 'swc' in file:
reconst file name = file
else:
continue
synapses = pd.read csv(isg file name, header = 0) # Sinaps ve
dendritik rekonstriiksiyon dosyalarinin okunmasi
reconst = pd.read csv(reconst file name, sep = ' ', header =
0)
trees = []
segments = []

for i in np.arange (len (synapses)) :

node = synapses|['real nearest node'] [i]
loc = np.where(node == reconst['#id'])
tree = reconst['tree'].iloc[loc]

segment = reconst['segment'].iloc[loc]
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trees = np.append(trees, tree)
segments = np.append (segments, segment)
synapses|['tree'] = trees.astype(np.uint) # Dendritik segment

ve agac bilgilerinin eklenmesi

synapses|['segment'] = segments.astype (np.uint)
synapses.to csv('$s treesadded.csv' %(isg file name[:-4]),

index = False) # Tespit edilen sinaps verisinin kaydedilmesi

os.chdir (main path)

def add layers(filepath from main, check index, L1 limit,
L2 3 limit, L5 limit, L6 limit):

LI

Bu algoritma dendritik rekonstritksiyon adaci ve ilzerindeki
tespit edilen sinapslarin hangi kortikal katmana ait oldudunu
etiketler.

Kortikal katman sinirlari korteksin boyutlarina gdre kortikal
kolon boyunca sahip olduklari alana gdre tespit edilir.

Girdiler: filepath from main: Ana dosyadan itibaren
hedeflenen dosyaya uzanan hefef yolu
check index: Kortikal katmanlarin uzandiga
eksen
Ll limit: 1. katmanin sinirlarzi
L2 3 limit: 2/3. katmanin sinirlari
L5 limit: 5. katmanin sinirlari
L6 limit: 6. katmanin sinirlarza

Ciktilar: synapses: Tespit edilen sinapslari igeren veri
seti: Bu veri setinde sinapsin en yakin oldudu nod,

iizerinde bulundudu agac ve segment numarasi,
bulundugu kortikal katman ve hangi beyin bdlgesinden
kaynaklandigi bilgilerini igerir.

reconst: Katman bilgisini iceren dendritik
rekonstriiksiyon agaci

LI

import os

import numpy as np
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import pandas as pd # Kitiphanelerin calistirilmasi

main path = os.getcwd() # Dosya islem merkezinin .tif ve .swc
uzantili dosyalarin bulundugu bdlgeye ¢ekilmesi

file path = os.path.join(main path, filepath from main)

os.chdir(file path)

file list = os.listdir()

for file in file list:
if '.csv' in file:
if '"treesadded' in file:
if 'layersadded' in file:

continue
else:
isqg file name = file
else:
continue
elif '.swc' in file:
if 'dendrite ' in file:
continue
else:
reconst file name = file
else:
continue
reconst = pd.read csv(reconst file name, header = 0, sep = '

') # Sinaps ve dendritik rekonstriiksiyon dosyalarinin okunmasi
print (reconst file name)

synapses = pd.read csv(isq file name, header = 0)
synapses|['layer'] = 'unknown'
reconst['layer'] = 'unknown'

if L1 1imit[0] > L1 limit[1]: # katman koordinatlarinin
dizenlenmesi
Ll limit = np.flip(Ll limit)

if L2 3 1imit[0] > L2 3 limit([1]:
L2 3 limit = np.flip(L2 3 limit)

if L5 1imit[0] > L5 limit[1]:
L5 limit = np.flip(L5 limit)

if Le 1imit[0] > L6 limit([1]:
L6 limit = np.flip(L6 limit)
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layer locs = [L1 limit, L2 3 limit, L5 limit, L6 limit]
upper most

max (max (layer locs))

lower most min (min (layer locs))
if upper most > lower most:

surface deep = [lower most, upper most]
else:

surface deep = [upper most, lower most]

L1l place = np.where((synapses[check index] >= L1 1imit[0]) &
(synapses[check index] < L1 limit([1]))

L2 3 place = np.where((synapses[check index] >=
L2 3 1imit[0]) & (synapses|[check index] < L2 3 1limit[1]))

L5 place = np.where((synapses[check index] >= L5 1imit[0]) &
(synapses[check index] < L5 limit([1]))

L6 place = np.where((synapses[check index] >= L6 1imit[0]) &
(synapses[check index] < L6 limit([1]))

synapses['layer'].iloc[Ll place] = 'L1' # Sinapslarin ve
nodlarin bulundiudgu katmanlarin tanimlanmasi

synapses|['layer'].iloc[L2 3 place] = 'L2/3'

synapses|['layer'].iloc[L5 place] = 'L5'

synapses|['layer'].iloc[L6 place] = 'L6'

real layer places = np.where((reconst[check index] > sur-
face deep[0]) & (reconst[check index] < surface deep[l]))

reconst = reconst.iloc[real layer places]

L1l place = np.where((reconst[check index] >= L1 1limit[0]) &

(reconst[check index] < L1 limit[1]))

L2 3 place = np.where((reconst[check index] >= L2 3 1imit[O0])
& (reconst[check index] < L2 3 limit[1]))

L5 place = np.where((reconst[check index] >= L5 1limit[0]) &
(reconst[check index] < L5 limit[1]))

L6 place = np.where((reconst[check index] >= L6 1limit[0]) &
(reconst[check index] < L6 limit[1]))

reconst['layer'].iloc[Ll place] = 'L1'
reconst['layer'].iloc[L2 3 place] = 'L2/3"'
reconst['layer'].iloc[L5 place] = 'L5'
reconst['layer'].iloc[L6 place] = 'L6'
synapses.to csv('$s layersadded.csv' %(isqg file name[:-4]),

index = False) # Dosyalarin kaydedilmesi
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reconst.to csv('%s layersfixed.swc' %(reconst file name[:-

41), index = False, sep = ' ')

os.chdir (main path)
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EK-2: Veri Analizi Sirasinda Kullanilan Algoritmalar
def get branch lengths(reconst, px size, show plot = False):

LI B |

Bu algoritma dendrit rekonstriltksiyon agacindaki her bir den-
dritik segmentin um cinsinden uzunludunu hesaplar.

Girdiler:

reconst: .swc uzantili dendritik rekonstriiksiyon dosyasi

px _size: Veri kazanimi sirasinda konfokal mikroskopide dizen-
lenmis xy piksel boyutu. Veri tipi: float32

show plot: Olciilen segment uzunluklarinin gdsterilmesini
saglayan yoneltici. Veri tipi: binary

Ciktilar:

segment lengths: Dendrit rekonstriiksiyon agacindaki her bir
segmentin pm uzunludu. Veri tipi: float32, array

segments: Dendrit rekonstriksiyon adacindaki tim segmentler.
Veri tipi: uint32

Segment uzunluk histogrami show plot = True ise gosterir.

import numpy as np # Kitlphanelerin ylklenmesi
import pandas as pd
import matplotlib.pyplot as plt

segment lengths = []
segments = []

if len(reconst) ==
return segment lengths, segments

segments = np.unique (reconst['segment'])
for segment in segments: # Segment uzunluklarinin hesaplanip
dizilmesi
nodes in branch = np.where(reconst['segment'] == segment)
segment index = reconst.iloc[nodes in segment].index

segment length = 0

for node in np.arange(len(segment index)-1):
pre node = segment index[node]
post node = segment index[node+l]
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X pre = reconst['x'] [pre node]
y _pre = reconst['y'] [pre node]
z pre = reconst['z'][pre node]
X post = reconst['x'][post node]
y _post = reconst['y'][post node]
zZz post = reconst['z'] [post node]

dx = X post - x pre

dy y _post - y pre
dz Z _post - z pre

delta = np.sqrt (dx**2 + dy**2 + dz**2)
segment length += delta

segment lengths = np.append(segment lengths, seg-
ment length)

segment lengths = segment lengths * px size
if show plot == True: # Segment uzunluk histograminin
cikarilmasi
segment start = 0

1
np.max (segment lengths) + branch step

segment step

segment stop

segment bins = np.arange (segment start, segment stop,
segment step)

plt.hist (segment lengths, bins = segment bins)
plt.xlabel ('Segment lengths (um) ')
plt.ylabel ('Frequency')

return segment lengths, segments

def get connected dendrite numbers (filepath from main) :

LI B |

Bu algoritma biitiin kesitlerdeki sinaps iceren ve icermeyen den-—
dritik segmentleri tespit eder. Her birisinin uzunludunu olger.

Her bir segment tipinin sayisini hesaplar. Segmentlerdeki sin-
aps sayilsinil tespit eder.

Girdi:
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filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen dosyaya
uzanan hefef yolu. Bu yolun sonunda tim kesitlerin sinaps den-
dritik veri setleri son haline getirilmis olmalidir.
Algoritma islem klasdrint kesit kesit
isleyecek sekilde degisebilir.

Cikta:
Sinaptik baglanti veri seti: .pkl uzantilidir. Cikan veriseti
mevcut pandas algoritmalariyla okunabilmektedir.
icerisinde kesitin hangi fareye
ait oldugu, hangi segmentleri icerdigi, bu segmentlerden ne kadar
bulundugunun bilgisi mevcuttur.

import os
import numpy as np # Kitlphanelerin ylklenmesi
import pandas as pd

main path = os.getcwd()
folder path = os.path.join(main path, filepath from main)
os.chdir (folder path)

folder list = os.listdir()
total num = 0

dframe = {'mouse': [], # Bos badlanti verisetinin olustu-
rulmasi
'total num segments': [],
'segments with no synapses':[],

'cyan _only branch number': [],

'cyan only segments': [],

'syn num cyan only segments': [],
'total syn num cyan only segments': [],
'cyan _only branch lengths': [],

'green only branch number': [],

'green only segments': [],

'syn num green only segments': [],
'total syn num green only segments': [],
'green only branch lengths': [],

'vellow only branch number': [],

'yvellow only segments': [],
'syn num yellow only segments': [],
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'total syn num yellow only segments': [],
'vellow only branch lengths': [],

'cyan _green not yellow branch number': [],

'cyan _green not yellow segments': [],

'syn num cyan green not yellow segments': [],
'total syn num cyan green not yellow segments': [],
'cyan green not yellow branch lengths': [],

'cyan _yellow not green branch number': [],

'cyan _yellow not green segments': [],

'syn num cyan yellow not green segments': [],
'total syn num cyan yellow not green segments': [],
'cyan _yellow not green branch lengths': [],

'green yellow not cyan branch number': [],

'green yellow not cyan segments': [],

'syn num green yellow not cyan segments': [],
'total syn num green yellow not cyan segments': [],
'green yellow not cyan branch lengths': [],

'cyan green yellow branch number': [],

'cyan green yellow segments': [],

'syn num cyan green yellow segments': [],
'total syn num cyan green yellow segments': [],
'cyan green yellow branch lengths': []}

for folder in folder list:
if '.' in folder:

continue

file path = os.path.join(folder path, folder)
os.chdir(file path)

file list = os.listdir()

for file in file list: # Tepit edilen sinapslarin ve den-
dritik rekonstriiksiyon agacinin yiiklenmesi

if '.csv' in file:
if 'filtered' in file:
synapse file name = file
else:
continue
if '.swc' in file:

if 'filtered.swc' in file:
reconst file name = file
else:
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px _size
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continue
else:
continue

synapses = pd.read csv(synapse file name, header = 0)
dendrites = pd.read csv(reconst file name, header = 0,
")
segment lengths, segments = get branch lengths (dendrites,
= 0.103)
non_zero where = np.where (segment lengths != 0)
non zero segments = segments[non zero where]
number of allsegments = len(non zero segments)
connected segments = np.unique (synapses|['segment'])
cyan = 0
cyan B = []
cyan BL = []
green = 0
green BL = []
green B = []
yellow = 0
yellow B = []
yellow BL = []
cyan _green = 0

cyan green B = []
cyan green BL

Il
—
.

cyan _yellow = 0
cyan _yellow B = []
cyan yellow BL

Il
—_
.

green _yellow = 0

Il
—_
.

green yellow B
green yellow BL = []

cyan _green yellow = 0
cyan _green yellow B = []
cyan green yellow BL = []
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for segment in connected segments: # Her bir segmentin
uzunlugunun Ol¢iilmesi bu segmentlerdeki mevcut sinapslarin tespit
edilmesi, gruplanmasi ve sayllmasi

segments where = np.where(synapses['segment'] == seg-
ment)

branch where = np.where(dendrites['segment'] == seg-
ment)

connected synapses on_ segment = synapses.iloc[seg-

ments where]
colors in connected synapses = np.unique (con-
nected synapses on segment['color'])
the branch = dendrites.iloc[branch where]
branch length, branch =
get branch lengths(the branch, px size = 0.103)

if branch length ==

continue

if 'cyan' in colors_in connected synapses:
cyan += 1
cyan B = np.append(cyan B, branch)

if 'green' in colors in connected synapses:
green += 1
green B = np.append(green B, branch)

if 'yellow' in colors in connected synapses:
yellow += 1
yellow B = np.append(yellow B, branch)

if 'cyan' in colors_in connected synapses and 'green'
in colors in connected synapses:
cyan green += 1
cyan green B = np.append(cyan green B, branch)

if 'cyan' in colors_in connected synapses and 'yel-
low' in colors in connected synapses:
cyan _yellow += 1
cyan _yellow B = np.append(cyan yellow B, branch)

if 'green' in colors in connected synapses and 'yel-
low' in colors in connected synapses:
green_yellow += 1



122

green yellow B = np.append(green yellow B,
branch)

if 'cyan' in colors_in connected synapses and 'green'
in colors in connected synapses and 'yellow' in colors in con-
nected synapses:
cyan green yellow += 1
cyan green yellow B = np.append(cyan green yel-
low B, branch)

LN B |

Sinaps bulunduran dendritik segmentlerin ve uzun-
luklarinin hesaplanmasi

LN B |

cyan green mutual = np.isin(cyan green B, cyan green yel-
low B)

cyan green B = cyan green B[np.invert (cyan green mutual) ]

cyan _green SN = get syn numbers on segments(cyan green B,
synapses)

cyan _green BL = segment lengths[np.isin (segments,
cyan green B)]

cyan yellow mutual = np.isin(cyan yellow B,
cyan green yellow B)

cyan _yellow B = cyan yellow B[np.invert (cyan yellow mu-
tual) ]

cyan _yellow SN = get syn numbers on segments(cyan yel-
low B, synapses)

cyan yellow BL segment lengths[np.isin(segments,

cyan_yellow B)]

green _yellow mutual = np.isin(green yellow B,
cyan green yellow B)

green _yellow B = green yellow B[np.invert (green yel-
low mutual) ]

green _yellow SN = get syn numbers on segments (green yel-
low B, synapses)

green _yellow BL segment lengths[np.isin (segments,

green yellow B)]

mutual = np.hstack([cyan green B, cyan yellow B,
cyan green yellow B]J)
cyan mutual = np.isin(cyan B, mutual)
cyan B = cyan B[np.invert (cyan mutual) ]
cyan SN = get syn numbers on segments (cyan B, synapses)
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cyan BL = segment lengths[np.isin(segments, cyan B)]

mutual = np.hstack([cyan green B, green yellow B,
cyan green yellow B])
green mutual = np.isin(green B, mutual)
green B = green B[np.invert (green mutual) ]
green SN = get syn numbers on segments (green B, synapses)
green BL = segment lengths[np.isin(segments, green B)]

mutual = np.hstack([green yellow B, cyan yellow B,
cyan green yellow BJ])

yellow mutual = np.isin(yellow B, mutual)

yellow B = yellow B[np.invert (yellow mutual) ]

yellow SN = get syn numbers on segments(yellow B, synap-
ses)

yellow BL = segment lengths[np.isin(segments, yellow B)]

cyan _green yellow SN = get syn numbers on seg-
ments (cyan green yellow B, synapses)

cyan green yellow BL = segment lengths[np.isin (segments,
cyan green yellow B)]

LN B |

Sinaps iceren segmentsayilarinin tespit edilmesi

LN B |

cyan green no_yellow cyan _green - cyan green yellow

cyan _yellow no _green cyan _yellow - cyan green yellow

green yellow no cyan = green yellow - cyan green yellow

only cyan = cyan - cyan green no _yellow - cyan yel-
low no green - cyan green yellow

only green = green - cyan dgreen no _yellow - green yel-
low no cyan - cyan green yellow

only yellow = yellow - cyan yellow no green - green yel-
low no cyan - cyan green yellow

only one synapse = only cyan + only green + only yellow

two synapses = cyan green no _yellow + cyan yel-

low no green + green yellow no_cyan
num connected segments = only one synapse + two_synapses
+ cyan green yellow

num_unconn_ segments = number of allsegments - num con-

nected segments
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Veri tabani olusturma

LI

print ('Mouse: ', folder)

dframe[ 'mouse'] .append (folder)

dframe['total num segments'].append (number of allseg-
ments)

dframe['segments with no synapses'].append (num un-

conn_segments)

dframe['cyan only branch number'].append(only cyan)
dframe['cyan only segments'].append(cyan B)
dframe['syn num cyan only segments'].append(cyan SN)
dframe['total syn num cyan only segments'].ap-

pend (np.sum(cyan_ SN))
dframe['cyan only branch lengths'].append(np.ar-
ray (cyan BL))

dframe['green only branch number'].append(only green)
dframe['green only segments'].append(green B)
dframe['syn num green only segments'].append(green SN)
dframe['total syn num green only segments'].ap-

pend (np.sum(green SN) )
dframe['green only branch lengths'].append(np.ar-
ray (green BL))

dframe['yellow only branch number'].append(only yellow)
dframe['yellow only segments'].append(yellow B)
dframe['syn num yellow only segments'].append(yellow SN)
dframe['total syn num yellow only segments'].ap-
pend (np.sum(yellow SN))
dframe['yellow only branch lengths'].append(np.array(yel-

low BL))

dframe['cyan green not yellow branch number'].ap-
pend(cyan green no_yellow)

dframe['cyan green not yellow segments'].ap-
pend (cyan green B)

dframe['syn num cyan green not yellow segments'].ap-
pend (cyan green SN)

dframe['total syn num cyan green not yellow seg-
ments'].append(np.sum(cyan green SN))

dframe['cyan green not yellow branch lengths'].ap-
pend (np.array (cyan green BL))
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dframe['cyan yellow not green branch number'].ap-
pend(cyan yellow no green)

dframe['cyan yellow not green segments'].append(cyan yel-
low B)

dframe['syn num cyan yellow not green segments'].ap-
pend(cyan _yellow SN)

dframe['total syn num cyan yellow not green seg-
ments'].append(np.sum(cyan yellow SN))

dframe['cyan yellow not green branch lengths'].ap-
pend(np.array(cyan yellow BL))

dframe['green yellow not cyan branch number'].ap-
pend (green_yellow no_ cyan)
dframe['green yellow not cyan segments'].ap-
pend (green yellow B)
dframe['syn num green yellow not cyan segments'].ap-
pend (green_yellow SN)
dframe['total syn num green yellow not cyan seg-
ments'].append(np.sum(green yellow SN))
dframe['green yellow not cyan branch lengths'].ap-
pend (np.array (green yellow BL))

dframe['cyan green yellow branch number'].ap-
pend(cyan green yellow)

dframe['cyan green yellow segments'].ap-
pend(cyan green yellow B)

dframe['syn num cyan green yellow segments'].ap-
pend(cyan green yellow SN)

dframe['total syn num cyan green yellow segments'].ap-
pend (np.sum(cyan green yellow SN))

dframe['cyan green yellow branch lengths'].append(np.ar-
ray (cyan green yellow BL))

LI

print ('Number of all segments:', number of allsegments) #
Isteyen bir kisi burayi acarak veri setindeki sinaps sayilarini
inceleyebilir.

print ('Number of unconnected segments:', num unconn seg-

ments)
print ('Number of cyan only segments:', only cyan)
print ('"Number of green only segments:', only green)
print ('Number of yellow only segments:', only yellow)
print ('"Number of cyan and green connected segments: ',

cyan green no yellow)
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print ("Number of cyan and yellow connected segments: ',
cyan yellow no green)
print ('Number of green and yellow connected segments: ',
green yellow no cyan)
print ('Number of segments with all synapses connected:',
cyan _green_yellow)
v
dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
os.chdir (main path)
dframe.to pickle('connection data.pkl') # Veri setinin
kaydedilmesi

def draw synaptic density volume (filepath from main,
mice data file name,
check axis,

mode = 'equalize',
check points = [0,1],
num of steps = 20,

px_size = 0.103,
show plots = False):

LI B |

Bu algoritma bir beyin kesitinde katmanlar boyunca toplam den-
dritik segment uzunlugunu, VTA, VH ve BLA kaynakli sinapslarin
sayisini,

hacimsel yogunlugunu, dendritik uzunluga diisen sinaps sayisinl
hesaplar.

Bu algoritma calisma sirasinda kiremit tarama yoninli dnemsemez.
Bu sebeple kullanicinin islem yonini belirtmesi gereklidir.

Bu algoritma ic¢in kullanilacak sinaptik veri tabani ve den-
dritik rekonstriiksiyon goriniitiisiinin hatali analiz sonucu eldes-
inin onlenmesi icin kenarlarindan kirpilmasi tavsiye
edilir.(...filtered.swc ve ...filtered.csv)

Dendritik uzunluga disen sinaptik yodunluk analizlerinde katman
katman ayrilmis dendritik rekonstriiksiyonlarin kullanilmasi
tavsiye edilir. Bu 6zellikle verilerin esit parcalara ayrildig:
secenekte etkili olabilir.

Girdiler:

filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen dosyaya
uzanan hefef yolu.

mice data file name: .csv uzantilidir. Elle hazirlanmis bu
dosya kesitlerin hangi fareye ait oldudgunu, farelerin davanis fe-
notiplerini, kesit kalinliklarini ve eder icermiyorsa 1. katman-
dan ne kadar kaybettidinin bilgisini igermelidir.

check axis: Islem hesap yéni. 'x' veya 'y' olabilir.
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mode: Kortikal gorliintiiniin nasil parcalanacagini ifade eder.
'equalize' olursa veri esit parcalara ayrilir bdylece bir eksende
yogunluk incelemesi icin firsat bulunabilir. 'layers' olursa kat-
man oran sinirlarinin tanimlanmasil gereklidir.

check points: Katman sinir oranlari. Liste seklinde dizilir.
mode, 'layers' olursa kortikal katmanlarin c¢izgisel oranlari
yazilmalidir. Or: [0,0.2,0.6,1]

num of steps: Kortikal verinin ayrilacadi esit sayida parca
saylisi. mode, 'equalize' olursa kullanilair.

px_size: Gorunti alimi sirasinda ayarlanan xy piksel mesafesi

show plots: Yogunluk, sayim verilerinin incelenen eksene goOre

grafigini cikaran emir. Veri tipi: binary

Cikta:

Veriseti: .pkl uzantili veri seti. Incelenen kortikal g&ériintiiye
ait fare, her bir katmanin piksel ve um cinsinden sinirlari, her
katmandaki VTA, VH ve BLA kaynakli sinaps sayilari ve dendiritik
uzunluga diisen sinaps yodgunludunu icerir.

import os

import numpy as np # Kitlphanelerin ylklenmesi
import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

mice data
header = 0)

pd.read csv('%s.csv' % (mice data file name),

main path = os.getcwd()
folder path = os.path.join(main path, filepath from main)
os.chdir (folder path)

folder list = os.listdir()

dframe = {'mouse': [], # Verisetinin kurulmasi
'depth in um' : [],
'total dend in um': [],
'check px': [],
'cyan number': [],
'green number': [],
'vellow number': [],
'cyan dens': [],
'green dens': []
'yvellow dens': [

if mode == 'equalize': # Inceleme modunun belirlenmesi
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check points = np.linspace(0,1,num of steps)
elif mode == 'layers':

check points = np.array(check points)

num of steps = len(check points)

for folder in folder list: # Dendiritik rekonstriiksiyon ve
sinaps verisinin ylklenmesi
if '".'" in folder:
continue

file path = os.path.join(folder path, folder)
os.chdir(file path)

file list = os.listdir()

for file in file list:

if '.csv' in file:
if 'filtered' in file:
synapse file name = file
else:
continue
if '.swc' in file:

if 'filtered.swc' in file:

reconst file name = file
elif '"L1' in file:

L1l reconst file name = file
elif 'L2-3'" in file:

L23 reconst file name = file
elif '"L5' in file:

L5 reconst file name = file
elif 'Lo' in file:

L6 reconst file name

file
else:
continue
else:

continue

synapses = pd.read csv(synapse file name, header = 0)
cur_ reconst = pd.read csv(reconst file name, header = O,
sep = ' ")

linked branches = np.unique (synapses|['segment'])
all branches = np.unique (cur_ reconst['segment'])
linked synapses =
linked branches[np.isin(linked branches, all branches)]
synapses = synapses.iloc[np.isin(synapses|['seg-
ment'],linked synapses) ]



129

blengths, = get branch lengths(cur reconst, px size =
px_size)

total branch length incolumn = np.sum(blengths)

Ll reconst = pd.read csv (Ll reconst file name, header =
0, sep = ' ') # Her bir katmandaki dendritik segment uzunludunun
hesaplanmasi

L1 reconst branch lengths, = get branch lengths (Ll re-
const, px size = px size)

L1 total branch length = np.sum(Ll re-
const branch lengths)

L23 reconst = pd.read csv(L23 reconst file name, header =
0, sep =" ")

L23 reconst branch lengths, =
get branch lengths(L23 reconst, px size = px size)

L23 total branch length = np.sum(L23 re-
const branch lengths)

L5 reconst = pd.read csv (L5 reconst file name, header =
0, sep =" ")

L5 reconst branch lengths, = get branch lengths (L5 re-
const, px size = px size)

L5 total branch length = np.sum (L5 re-
const branch lengths)

L6 reconst = pd.read csv (L6 reconst file name, header =
0, sep =" ")

L6 reconst branch lengths, @ = get branch lengths (L6 re-
const, px size = px size)

L6 total branch length = np.sum(L6 re-
const branch lengths)

if max(synapses['y']) > max(synapses['x']): # Inceleme
yoninin beilrlenmesi

layer axis = 'y'
else:

layer axis = 'x'
if check axis == 'y':

other axis = 'x'

else:
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other axis = 'y'

find mouse = np.where(mice data['mouse'] == folder)
d L1 = mice data['Ll from um'].iloc[find mouse]
d cortex = mice datal['cor-
tex depth in um'].iloc[find mouse]
d pixel = mice data['cor-
tex img depth px'].iloc[find mouse]

if Ll total branch length == 0: # EJer yoksa Ll'in
alinamadigi durumda tespit edilen olasi kaybin isleme alinmasi
(Kayip reflektans gorintil incelemesi esnasinda tespit edilir.)

add to col = d pixel * (d L1l/d cortex)
add to col = np.array(add to col) [0]

synapses[layer axis] = synapses[layer axis] +
add to col
cur reconst[layer axis] = cur reconst[layer axis] +
add to col
colors = np.unique (synapses['color'])
layers = np.unique (synapses|['layer'])
print ('Mouse: ', folder)
dframe[ 'mouse'] .append (folder)
if max(synapses[check axis]) > max(synapses[other axis]):
if L1l total branch length ==
max of check axis = d pixel * (1 + (d L1l/d cor-
tex))
else:
max of check axis = d pixel
check = np.array (max of check axis) [0] * check points
else:

max of check axis = max(cur reconst[check axis])
check = max of check axis * check points

dframe['check px'].append (check)
check p = []

depth of reconst = max(cur_reconst['z']) - min(cur re-
const(['z'])

total branch lengths = []
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for ¢ in np.arange(num of steps-1): # Her bir inceleme
odagindaki dendritik segment uzunludu, sinaps saylsinin tespiti
(katman veya esit parca)
check p = np.append(check p, (check[c]+check[c+l])/2)
dend between axis values = np.where((cur_ re-
const [check axis] > checkl[c]) &
(cur re-
const [check axis] < check[c+1l]))
reconst between axis values = cur re-
const.iloc[dend between axis values]
branch lengths betweeen axis values,
get branch lengths(reconst between axis values,

px_size = px size)
total branch length between axis values =
np.sum(branch lengths betweeen axis values)
total branch lengths = np.append(to-
tal branch lengths, total branch length between axis values)

plt.figure ()

plt.plot (check p*px size, total branch lengths)
plt.xlabel ('Distance from surface (um)')

plt.ylabel ('Dendrite Length (um) ')
plt.title('Dendrite lengths of mice: %s' % (folder))

if check axis == layer axis:
for layer in layers:
layer place = np.where(synapses|['layer'] ==

layer)
axis locs = synap-
ses[check axis].iloc[layer place]
max layer = max(axis locs) * px size
plt.axvline (x = max layer, linestyle = '--',
color = 'k'")
plt.figure(figsize = (4.8,33.8))

depth in um = check p*px size
dframe['depth in um'].append(np.array(depth in um))
dframe['total dend in um'].append(total branch lengths)

for color in colors:

color syn place = np.where(synapses['color'] ==
color)
synapses_color = synapses.iloc[color syn place]

num syn color incolumn = len(synapses color)



nums_along axis = []

denses _along axis = []

syn divby dend lenght along axis = []

syn divby dend lenght of dominant layer along axis

syn divby total syn incolumn array = []
syn divby total syn incolumn_ divby lenght be-
tween axis values divby total dend lenght array = []

for ¢ in np.arange(l, num of steps):

syn between axis values = np.where ((synap-
ses_color([check axis] > check[c-1]) &
(synap-
ses_color([check axis] < check([c]))

dend between axis values = np.where((cur_re-
const [check axis] > check[c-1]) &
(cur re-
const [check axis] < check[c]))

reconst between axis values = cur re-
const.iloc[dend between axis values]

width of other axis = get width of reconst (re-
const between axis values, check axis) * px size

if len(reconst between axis values) ==

dominant layer = 'L1'
else:
dominant layer = reconst between axis val-
ues|['layer'].value counts () .index[0]
if dominant layer == 'Ll':
use for div = L1 total branch length
elif dominant layer == 'L2/3':
use for div = L23 total branch length
elif dominant layer == 'L5':

use for div = L5 total branch length
elif dominant layer == 'L6':
use for div = L6 total branch length

num between axis values = len(syn be-
tween axis values[0])

132
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dens between axis values = num between axis val-
ues / (depth of reconst * width of other axis * (check[c] -
check[c-1]) * px size)

syn divby dend lenght between axis values
num between axis values / total branch lengths[c-1]

syn divby dend lenght of dominant layer = num be-
tween axis values / use for div

syn divby total syn incolumn = num be-
tween axis values/num syn color incolumn

syn divby total syn incolumn_ divby lenght be-
tween axis values divby total dend lenght = syn divby to-
tal syn incolumn/ (total branch lengths[c-1]/to-
tal branch length incolumn)

nums_along axis = np.append(nums_along axis,
num between axis values)

denses_along axis = np.append(denses_along axis,
dens between axis values)

syn divby dend lenght along axis = np.ap-
pend (syn divby dend lenght along axis,

syn_

divby dend lenght between axis values)

syn divby dend lenght of domi-
nant layer along axis = np.append(syn divby dend lenght of domi-
nant layer along axis,

syn divby dend lenght of dominant layer)
syn divby total syn incolumn array = np.ap-
pend(syn divby total syn incolumn array,

Sy
n divby total syn incolumn)
syn divby total syn incolumn_ divby lenght be-
tween axis values divby total dend lenght array = np.ap-
pend(syn divby total syn incolumn divby lenght be-
tween axis values divby total dend lenght array,
syn divby

total syn incolumn_ divby lenght between axis values divby to-
tal dend lenght)

dframe['%s number' $(color)].append(np.ar-
ray (nums_along axis))
dframe['%s dens' %(color)].append(denses along axis)

if show plots == True: # Verilerin grafiklendirilmesi

plt.subplot(6,1,1)
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plt.plot (check p*px size, nums_along axis, c =
color, label = color)

plt.xlabel

plt.ylabel ('number of synapses')

plt.legend()

plt.title('Number of synapses in mice: %s'

'Distance from surface (um)')

(
(

% (folder))

if check axis == layer axis:
for layer in layers:
layer place = np.where(synapses|['layer']
== layer)

axis locs synap-

ses[check axis].iloc[layer place]

max layer = max(axis locs) * px size

plt.axvline (x = max layer, linestyle = '-

-', color = 'b'")

plt.subplot (6,1,2)

plt.plot (check p*px size, denses along axis, c =
color, label = color)

plt.xlabel ('Distance from surface (um)"')

plt.ylabel ('areal density')

plt.legend()

plt.title('Density of synapses in mice: $%s'
% (folder))

if check axis == layer axis:

for layer in layers:
layer place = np.where(synapses|['layer']

== layer)

axis locs = synap-

ses[check axis].iloc[layer place]
max layer = max(axis locs) * px size
plt.axvline (x = max layer, linestyle = '-
-', color = 'b'")

plt.subplot (6,1, 3)
plt.plot (check p*px size,
syn divby dend lenght along axis,
c = color, label = color)
plt.xlabel ('Distance from surface (um)')
plt.ylabel ('Dendritic density (1/um)"')
plt.legend()
plt.title('Density of synapses in mice: $%s'
% (folder))



if check axis == layer axis:

for layer in layers:

layer place

== layer)
axis locs
ses[check axis].iloc[layer place]

max layer

plt.axvline (x = max layer,

-', color = 'b'")

plt.subplot (6,1,4)

135

= np.where (synapses|['layer']

synap-

max (axis locs)

plt.plot (check p*px size,

* px size
linestyle

syn divby dend lenght of dominant layer along axis,

c = color, label = color)

plt.xlabel ('Distance from surface

plt.ylabel ('Dendritic density

plt.legend()

(um) ")

(1/um) ")

plt.title('Density of synapses in mice: %s'

|l

= np.where (synapses|['layer']

% (folder))
if check axis == layer axis:
for layer in layers:
layer place
== layer)

axis locs
ses[check axis].iloc[layer place]

max layer

synap-

max (axis locs)

plt.axvline (x = max layer,

-', color = 'b'")

plt.subplot (6,1,5)

plt.plot (check p*px size,

column array,

c = color, label = color)

plt.xlabel ('Distance from surface

plt.ylabel ('Dendritic density

plt.legend()

* px size
linestyle

(um) ")

(1/um) ")

plt.title('Eg. 1 in mice: %s' % (folder))

if check axis == layer axis:

for layer in layers:

layer place

== layer)
axis locs
ses[check axis].iloc[layer place]

max layer

|l

syn divby total syn in-

= np.where (synapses|['layer']

synap-

max (axis locs)

* px size
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plt.axvline (x = max layer, linestyle = '-
-', color = 'b'")

plt.subplot (6,1,6)

plt.plot (check p*px size, syn divby total syn in-
column divby lenght between axis values divby to-
tal dend lenght array,

c = color, label = color)

plt.xlabel ('Distance from surface (um)')

plt.ylabel ('Dendritic density (1/um)"')

plt.legend()

plt.title('Eg. 2 in mice: %s' % (folder))

if check axis == layer axis:
for layer in layers:
layer place = np.where(synapses|['layer']

== layer)
axis locs = synap-
ses[check axis].iloc[layer place]
max layer = max(axis locs) * px size

plt.axvline (x = max layer, linestyle = '-
-', color = 'b'")

os.chdir (main path)
pd dframe = pd.DataFrame (data = dframe) # Veri tabaninin
kaydedilmesi

pd dframe.to pickle('draw synaptic density volume %s.pkl'
% (check axis))

def get depth data(x data name, y data name, animal pro-
file name):

LI B |

Bu algoritma draw synaptic density volume algoritmasindaki
hesabin kortikal katmanlar boyunca olan hesabin secilmesini
saglar ve uygun yeni bir veri seti olusturur.

Ayrica kortikal katman koordinatlarini piksel ve um cinsinden
kontrol eder.

Bu algoritma calistirilmadan once draw_synaptic density volume
algoritmasi x ve y yonlerinde ayri ayri calistirilmaldir.

Girdiler:

x _data name: draw_synaptic density volume algoritmasininn x
yoniinde calistirilmasiyla elde edilen veri seti

y data name: draw synaptic density volume algoritmasininn y
yoniinde calistirilmasiyla elde edilen veri seti



animal profile name:
farelerin davranis fenotiplerini,
veri seti. Elle olusturulur.
Cikta:
dframe veri seti:

piksel ve um referans bilgilerini,

.pkl uzantidair.

137

Incelenen kesitin hangi fareye ait oldudu,

korteks kalinliklarini godsteren

Kortikal katmanlar boyunca
toplam dendritik segment uzun-

lugunu katmandaki sinaps sayisi ve dendritik uzunluda diisen sin-

aps yogunludgunu icerir.

import os
import numpy as np
import pandas as pd

colors ['cyan', 'green',

invested cols [ "number',

x data

setlerinin yiklenmesi

y _data

mice profile

dframe

{}

x data.columns

x cols

mice cols

for col in mice cols:

dframe[col]

=[]
dframe['cortex depth in um']
(]
'cortex img depth px']
[]

dframe['bins norm'] =

dframe['check px']

dframe['Ll from um']

dframe['bins um'] =
[]

[
[
[
dframe [
[
[
dframe['total dend in um']

for color in colors:

pd.read pickle(x data name)

# Kltuphanelerin yiuklenmesi

'vellow']
'dens']

# x ve y yonli veri

pd.read pickle(y data name)
pd.read csv(animal profile name)

mice profile.columns

mice profile[col]

# verli tabaninin kurulmasi

(]

[]

[]

for inv_col in invested cols:

dframe['%s %s'

mice

mice profile['mouse']

L1 starts
cortex depths

behav profs

% (color,

mice profilel['

inv_col)]

mice profile['Ll from um']

cortex depth in um']

mice profile['behav prof']
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for col in mice cols:
dframe[col] = mice profile[col]

for mouse in mice:

animal where = np.where(mice == mouse)

bin x = x data.iloc[animal where].reset in-
dex () ['depth in um'] [0]

bin y = y data.iloc[animal where].reset in-
dex () ['depth in um'] [0]

mouse profile = mice profile.iloc[animal where].reset in-
dex ()

L1l start = mouse profile['Ll from um'] [0]
cortex depth = mouse profile['cortex depth in um'] [0]

behav prof = mouse profile['behav prof'][0]
if max(bin x) > max(bin y): # Uygun analiz yoniiniin
secilmesi

use data for depth = x data.iloc[animal where].re-
set index ()
len bins = len(bin_ x)
else:
use data for depth = y data.iloc[animal where].re-
set index ()
len bins = len(bin_y)

L = np.linspace(0, 1, len bins)

if L1 start != 0O:
bins = use data for depth['depth in um'] [0]
norm bins = bins/ (cortex depth + L1 start)
else:

bins = use data for depth['depth in um'] [0]
norm bins = bins/cortex depth

dframe['bins um'].append (bins)

dframe['bins norm'].append (norm bins)

dframe['total dend in um'].append(use data for depth['to-
tal dend in um'][0])

dframe['check px'].ap-
pend (use data for depth['check px'][0])

for color in colors: # Dodru sinaps sayilarinin ve yodun-—
luk verilerinin aktarilmasi
for inv_col in invested cols:
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color val = use data for depth['%s %s' %(color,

inv_col) ] [0]

color val interp = np.interp(L, norm bins,
color val)

dframe['%s %s' % (color, inv _col)].ap-

pend (color val)

# Veri setinin kaydedilmesi
pd dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
pd dframe.to pickle('depth data.pkl')

def get segment center of mass(filepath from main,

mice data file name,

px_sizem = 0.103, show plots =
False) :

LI

Bu algoritma dendritik segmentlerin agirlik merkezlerini
bulur ve onlari bir veri setine kaydeder.

Tim nodlar 6zdes oldugu icin agirlik merkezi, basitce nod
koordinatlarinin aritmetik ortalamasi olarak hesaplanmistir.

Bu bilgi dendritik hangi kortikal katmana ait oldudunun
tespitinde kullanilacaktir.

Bu algoritma calistirilmadan 6nce get branch lengths algorit-
mas1l aktiflenmelidir.

Girdiler:

filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen dosyaya
uzanan hefef yolu.

mice data file name: .csv uzantilidir. Elle hazirlanmis bu
dosya kesitlerin hangi fareye ait oldudgunu, farelerin davanis fe-
notiplerini, kesit kalinliklarini ve eder igcermiyorsa 1. katman-
dan ne kadar kaybettiginin bilgisini igermelidir.

px_sizem: Gorinti alimi sirasinda ayarlanan um cinsinden xy

piksel mesafesi

Ciktai:
dframe: Kesiti incelenen fare bilgisini, davranis fenotipini,
segmentin etiketi, uzunludu ve agirlik merkezinin 3 boyutlu

koordinatlarni gbsteren veri seti.

import os
import numpy as np # Kitlphanelerin ylklenmesi
import pandas as pd
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import matplotlib.pyplot as plt

mice data = pd.read csv('%s.csv' % (mice data file name),
header = 0)

dframe = {'mouse': [], # Veri setinin kurulmasi
'behav _prof': [],
'segment': [],
'segment length': [],
'com x': [],
'com y': [],

'com z': []}
main path = os.getcwd() # Islem dosya merkezinin
degistirilmesi
folder path = os.path.join(main path, filepath from main)
os.chdir (folder path)

folder list = os.listdir()

for folder in folder list:
print (folder)

lengths = []

coms _x = []

coms_y

Il
—_
.

coms_z

Il
—_
.

if '.' in folder:

continue

file path = os.path.join(folder path, folder)
os.chdir(file path)

file list = os.listdir()
for file in file list:

if '.swc' in file:
if 'filtered.swc' in file:
reconst file name = file
else:
continue
else:

continue
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reconst = pd.read csv(reconst file name, header = 0, sep
:ll)

segments = np.unique (reconst['segment'])

dframe|[ 'segment'] .append (segments)

dframe[ 'mouse'] .append (folder)

mouse where = np.where(mice data['mouse'] == folder)

behav = mice data.iloc[mouse where].reset index() ['be-

hav_prof'] [0]
dframe['behav prof'].append (behav)

for seg in segments: # Her bir segment icin agirlik

merkezinin hesaplanmasi

segment where = np.where (reconst['segment'] == seq)

segment = reconst.iloc[segment where]

length, = get branch lengths (segment, px size =
px sizem, show plot = show plots)

lengths = np.append(lengths, length)

com X = np.mean(segment['x'])

com y = np.mean(segment['y'])

com z = np.mean(segment['z'])

coms_x = np.append(coms X, com X)

coms_y = np.append(coms_y, com_ y)

coms_z = np.append(coms_z, com Zz)
dframe['com x'].append(coms X)
dframe['com y'].append(coms_y)
dframe['com z'] .append (coms z)
dframe['segment length'].append(lengths)

os.chdir (main path)
dframe = pd.DataFrame (data = dframe) # Veri setinin
kaydedilmesi

dframe.sort values ('mouse')

dframe.to pickle('segment center of mass.pkl')
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# connection data, depth data ve center of mass verisetleri
kullanilarak her bir katmandaki sinapslarin koordinatlari ve
hacimleri cikarilda.

# Sonrasinda elde edilen veri synapse data.pkl olarak kaydedildi.

import os
import numpy as np # Kitlphanelerin ylklenmesi
import pandas as pd

data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-
ter of mass.pkl') # Sinaptik ve dendritik verilerin yiliklenmesi
add to col = datal['cortex img depth px'l] * (data['Ll from um'] /
data['cortex depth in um']) # 1. katmani olmayan kesitler icin
dizeltme mesafesinin hesaplanmasi

filepath from main = 'main'

px _size = 0.103

main path = os.getcwd()
folder path = os.path.join(main path, filepath from main)
os.chdir (folder path)

folder list = os.listdir()

column_syn colors = []
column syn x coords = [
column syn y coords = [
column syn z coords = []

]

column_syn volumes = |
for folder in folder list: # Her bir kesit icin sinaps, dendrit
verisetlerinin yiklenmesi
if '.'" in folder:
continue
print (folder)

mouse where = np.where(data['mouse'] == folder)

file path = os.path.join(folder path, folder)
os.chdir(file path)

dendrites, synapses isqg, synapses marker =
get swc marker isq data()

x max = max(dendrites['x'])

y_max max (dendrites['y'])
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if x max > y max:

look = 'x!
else:

look = 'y
adding = add to col.iloc[mouse where]
adding = adding[adding.index[0]]
synapses_isqg[look] = synapses isqg[look] + adding
check px = data['check px'].iloc[mouse where]
check px = check px[check px.index[0]]

syn _colors = []
syn X coords = []
syn_y coords = []
syn_z coords = []
syn _volume = []

for 1 in np.arange(len(check px) - 1): # her bir kesit icin
sinaps koordinat ve hacim tespiti
syn where = np.where((synapses isqg[look] > check px[i]) &
(synapses_isqg[look] < check px[i+1]))
synapses_in layer = synapses_isg.iloc[syn where]
if len(synapses_in layer) > 0:
syn color = np.hstack(synapses in layer['color'])

syn x = np.hstack(synapses_in layer['x'])
syn y = np.hstack(synapses_in layer['y'])
syn z = np.hstack(synapses_in layer['z'])
syn vol = np.hstack(synapses in layer['volume']) *

(px_size) **3

else:
syn _color = np.array([])
syn x = np.array([])
syn y = np.array([])
syn z = np.array([])

[

syn vol = np.array([])
syn _colors.append(syn color)
syn X coords.append(syn Xx)
syn_y coords.append(syn_y)
syn_z coords.append(syn_ z)
syn_volume.append(syn vol)

column _syn colors.append(syn colors)
column syn X coords.append(syn X coords)
column syn y coords.append(syn_y coords)
column syn z coords.append(syn_ z coords)
column_ syn volumes.append(syn volume)
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dframe = {'mouse': data['mouse'], # verisetinin olusturulmasi
'behav _prof': data['behav prof'],
'color': column syn colors,
'syn x': column_ syn x coords,
'syn y': column syn y coords,
'syn z': column syn z coords,
'vol': column syn volumes}

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
dframe.to pickle('synapse data.pkl')

def get segment numbers in layers (synapse data, segment colname,
syn num colname, layer name,

get colorful = True):

LI B |

Bu algoritma her bir kortikal katmandaki farkli renkli kom-
binasyonlara ait segmentlerin (6rn. VH ve BLA icerenler) uzun-
luklarini ve segment etiket numaralarini ceker.

Girdiler:

Onceki islemlerde olusturulmus verisetleri: connec-—
tion data.pkl, depth data.pkl, segment center of mass.pkl, syn-
apse data.pkl

segment colname: segment tipi, degiskenler: cyan only segments;
green _only segments; yellow only segments; cyan green not yel-
low _segments; cyan yellow not green segments; green yel-
low _not cyan segments; cyan green yellow segments

syn num colname: veri setinde ilgili segmentin sahip oldugu
sinaps sayisini veren degisken ismi

layer name: incelenen kortikal katman

get colorful: bu incelemenin renk renk yapilmayacagini be-
lirler. Eger 'False' olursa bdlgedeki tim segmenlerin uzunluk
verisetini olusturur.

Ciktilar:

dframe: Ilgili segment etiketlerini iceren veri seti

dframe2: Ilgili segmentlerde bulunan sinaps sayisini veren veri
seti

LI B |

segments in layer all = []
segment lengths in layer all = []
segment lengths in layer means all = []
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add to col = synapse data['cortex img depth px'] * (syn-
apse data['Ll from um'] / synapse data['cortex depth in um'])
for i in np.arange(len(synapse data)):

com x max = max(synapse data['com x'][i])
com_y max = max(synapse data['com y'][i])
check px = synapse data['check px'][i]
if com x max > com y max:
use = 'com x'
else:
use = 'com y'
com_coords = synapse dataluse] [i] + add to col[i]
segments in layer one = []
segment lengths in layer one = []
segment lengths in layer means = []
for j in np.arange(len(check px) - 1):
com_where = np.where((com coords < check px[]j+1]) &
(com _coords > check px[]j]))
segments in layer = synapse datal'seg-

ment'] [i] [com where]

segments in layer one.append(segments in layer)

segment lengths in layer = synapse datal'seg-
ment length'] [i] [com where]

segment lengths in layer mean = np.mean(seg-
ment lengths in layer)
segment lengths in layer means = np.append (seg-
ment lengths in layer means,
seg-
ment lengths in layer mean)

segment lengths in layer one.append (seg-
ment lengths in layer)

segments in layer all.append(segments in layer one)
segment lengths in layer all.append(seg-
ment lengths in layer one)
segment lengths in layer means all.append(seg-
ment lengths in layer means)

if get colorful == False:
dframe = {'segment lengths in layer all': seg-
ment lengths in layer all}
dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
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return dframe

colorful segments in layer all = []
syn num colorful segments in layer all = []

for i in np.arange(len(synapse data)):

colorful segments = data[segment colname] [i]
if layer name == 'L1l':

segments in layer = segments in layer all[i] [0]
elif layer name == 'L2/3':

segments in layer = np.hstack(seg-
ments in layer all[i][1:3])
elif layer name == 'L5':
segments in layer = np.hstack(seg-
ments in layer all[i][3:8])
elif layer name == 'L6':
segments in layer = np.hstack(seg-
ments in layer all[i][8:])

control = np.isin(colorful segments, segments in layer)

colorful segments in layer = colorful segments[control]

if len(datal[syn num colname] [i]) ==

syn num colorful segments in layer np.array([])
else:

syn num colorful segments in layer =

data[syn num colname] [i] [control]

colorful segments in layer all.append(colorful seg-
ments in layer)

syn num_ colorful segments in layer all.ap-
pend(syn num colorful segments in layer)

dframe = {'%s_in layer all' %(segment colname): colorful seg-
ments in layer all}

dframe2 = {'syn num %s in layer all' % (segment colname) :
syn num colorful segments in layer all}

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
dframe?2 = pd.DataFrame (data = dframe?2)

return dframe, dframe2
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# get segment numbers in layers tim katman ve segment tiirleri
icin ayri ayri calistirilmalidir.

# Sonrasinda birlestirilip tek bir veri setine doéntstiuritilebilir.
# Asagida o6rnek olmasi amaciyla 1. katman icin yapilan islem
gosterilmistir.

# Sonrasinda 1. katmandaki veri setleri birlestirilerek
kaydedilmistir.

data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-
ter of mass+synapse data.pkl')

data = data.sort values('behav prof', ignore index = True)

cyan _only segments Ll, cyan only syn num L1 = get segment num-
bers in layers (data,

'cyan only segments',
'syn num cyan only segments', 'L1l')

green only segments L1, green only syn num L1 = get segment num-
bers in layers (data,

'green only segments',

'syn num green only segments', 'L1l'")

yellow only segments L1, yellow only syn num L1 = get seg-
ment_namber;_in_laye;s(data, - - -
'yvellow only segments',
'syn num yellow only segments', 'L1l'")
cyan green segments L1, cyan green syn num L1 = get segment num-

bers in layers (data,
'cyan green not yellow segments',
'syn num cyan green not yellow segments',
'L1')

cyan _yellow segments L1, cyan yellow syn num L1 = get seg-
ment numbers in layers (data,

'cyan _yellow not green segments',



148

'syn num cyan yellow not green segments',
lle)

green yellow segments L1, green yellow syn num L1 = get seg-
ment numbers in layers (data,

'green yellow not cyan segments',
'syn num green yellow not cyan segments',
lel)

cyan green yellow segments L1, cyan green yellow syn num L1 =
get segment numbers in layers (data,

'cyan green yellow segments',
'syn num cyan green yellow segments',
lle)

dframe L1 = pd.concat ([data['mouse'],
data(['behav prof'],
cyan _only segments LI,
green only segments LI,
yellow only segments L1,
cyan green segments L1,
cyan_yellow segments L1,
green yellow segments L1,
cyan green yellow segments Ll1], axis = 1)

dframe Ll.to pickle ('Ll color pos segments.pkl')

def get successive synaptic distances (synapses, dendrite, px size
= 0.103,

cyan True, green = True,
yellow = True,

mode = 'dendritic'):

LI B |

Bu algoritma bir dendritik segment iUstiindeki iki komsu sinaps
arasindaki mesafeyi 0klid veya dendrit istli bulur.

Mesafeyi pum cinsinden kaydeder. Bu algoritma hem pespese gelen
farkli renkteki iki sinaps mesafesini hem de ayni renkte komsu
iki sinaps arasindaki mesafeyi tespit edebilir.
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Bu siirecte sinapslarin nasil dizildigi de kaydedilir.

Girdiler:

synapses: bir segment lizerindeki sinapslar. Onceki veri
setlerinden elde edilebilir.

dendrite: dendrit rekonstriiksiyon adacindaki bir segment

px_size: Goruniitileme esnasinda ayarlanan xy piksel mesafesi

cyan: VTA sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri tipi:
binary

green: VH sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri tipi:
binary

yellow: BLA sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri tipi:
binary

mode: hesaplamanin 6klid veya dendrit tstii olacadini irdeler.
'euclidean' veya 'dendritic olabilir'

Ornek kullanim: cyan = True, green = False ve yellow = True
olursa, bir dendtirik segment lizerindeki VTA ve BLA sinapslari
akis halinde incelenir.

Burada hem VTA-VTA, BLA-BLA ve VTA-BLA sinaps mesafeleri
hesaplanir. Ancak VH hesap disi tutulur.

Ciktilar:
syn distances: pm cinsinden sinaps mesafeleri

import os # Kiitiiphanelerin yiiklenmesi
import numpy as np
import pandas as pd

if np.unique (synapses|['segment']) != np.unique (dendrite['seg-
ment']) :

raise 'segments of the structures needs to be same'
syn distances = []
logic = np.array([cyan, green, yellow]) # Incelenecek rengin

renk ismini yazmadan sadece mantik operasyonlari belirtmek sure-
tiyle tespiti

cyan name = f'{cyan=}'.split('=") [0]

green name = f'{green=}'.split('=") [0]

yellow name = f'{yellow=}"'.split('=") [0]

names = np.array([cyan name, green name, yellow name])

colors = names[logic]
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synapses_sorted = synapses.sort values('real nearest node')
color where = np.isin(synapses['color'], colors)
synapses_sorted = synapses sorted[color where]

indexes = synapses_ sorted.index
if mode == 'dendritic': # Dendrit st intersinaptik mesafe
hesabi
for i in np.arange(len(synapses sorted) - 1):
syn = indexes[i]
syn next = indexes[i+1]
node id = synapses_sorted['real nearest node'] [syn]

next node id = synapses sorted['real near-
est node'] [syn next]

node where dend = np.where(dendrite['#id'] ==
node 1id)

node = dendrite.iloc[node where dend]

next node where dend = np.where(dendrite['#id'] ==
next node id)

next node = dendrite.iloc[next node where dend]

LI

added on 23.12.23

LI

if len(next node) == 0 or len(node) ==
syn distances = []
return syn distances

#print (node['x"'] [node.index[0]])
dx = next node['x'][next node.index[0]] -
node['x'] [node.index[0]]
dy = next node['y'][next node.index[0]] -
node['y'] [node.index[0]]
dz = next node['z'][next node.index[0]] -
node['z'] [node.index[0]]
#print ('dx:', dx, 'dy', dy, 'dz', dz)

dsyn = np.sqrt (dx**2 + dy**2 + dz**2)

syn distances = np.append(syn distances, dsyn)
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elif mode == 'euclidean': # Oklid intersinaptik mesafe hesabi
for i in np.arange(len(synapses sorted) - 1):

syn = indexes[i]
syn next = indexes[i+1]
dx = synapses sorted['x'][syn next] - synap-

ses _sorted['x'] [syn]
dy = synapses sorted['y'][syn next] - synap-

ses _sorted['y'] [syn]
dz = synapses sorted['z'][syn next] - synap-

ses _sorted['z'] [syn]

dsyn = np.sqrt (dx**2 + dy**2 + dz**2)
syn distances = np.append(syn distances, dsyn)

if len(syn distances) ==
return syn distances

syn distances = syn distances * 0.103
return syn distances

def get syn dend vector (synapses, dendrite, px size = 0.103,
cyan = True, green = True, yellow = True,

mode = 'normalized'):

LI

Bu algoritma bir dendritik segmentin noda en yakin sinaps
sayilarini hesaplar.

Girdiler:

synapses: bir segment iizerindeki sinapslar. Onceki veri
setlerinden elde edilebilir.

dendrite: dendrit rekonstriiksiyon adacindaki bir segment

px_size: Gorunitileme esnasinda ayarlanan xy piksel mesafesi

cyan: VTA sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri tipi:
binary

green: VH sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri tipi:
binary

yellow: BLA sinapslarinin incelenip incelenmeyecedi, veri
tipi: binary

mode: hesaplamanin segment uzunludguna normalize edilip
edilmeyecedini irdeler. 'normalized' yazilmazsa normalizasyon
gerceklesmez.
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Ciktilar:

syn counts: Segment Uzerindeki her bir nod uUzerindeki sinaps
sayilsi

dend distance array: 0'dan baslayarak dendritik segmentin son
uzunluguna uzanan dendritik uzunluk zinciri, dendritik segment
Uzerinde kiimelenmenin olup olmadiginin incelenmesi ig¢in
kullanilabilir.

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
import numpy as np
import pandas as pd

if np.unique (synapses|['segment']) != np.unique(dendrite['seg-
ment']) :
raise 'segments of the structures needs to be same'

dend distance array = 0
dist = 0
syn_counts = []

logic = np.array([cyan, green, yellow]) # Incelenecek rengin
renk ismini yazmadan sadece mantik operasyonlari belirtmek sure-
tiyle tespiti

cyan name = f'{cyan=}'.split('=") [0]

green name = f'{green=}'.split('=") [0]

yellow name = f'{yellow=}"'.split('=") [0]

names = np.array([cyan name, green name, yellow name])

colors = names[logic]
synapses_sorted = synapses.sort values('real nearest node')
color where = np.isin(synapses['color'], colors)

synapses_sorted = synapses sorted[color where]

for i in dendrite['#id']:

num_syn on node = len(np.where (synap-
ses_sorted['real nearest node'] == i) [0])
syn _counts = np.append(syn counts, num syn on node) # her

bir noda en yakin sinaps sayisinin hesaplanmasi
indexes = dendrite.index

for 1 in np.arange(len(dendrite)-1): # Iki sinaps arasi

mesafe zincirinin hesaplanmasi
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node = indexes[i]

next node = indexes[i+1]

dx = dendrite['x'] [next node] - dendrite['x'] [node]
dy = dendrite['y'] [next node] - dendrite['y'] [node]
dz = dendrite['z'] [next node] - dendrite['z'] [node]

dL = np.sqgrt(dx**2 + dy**2 + dz**2)

dist += dL

dend distance array = np.append(dend distance array,
dist)

dend distance array = dend distance array * 0.103

if mode == 'normalized':
dend distance array = dend distance array/dend dis-
tance array[-1]

return (syn counts, dend distance array)

def get density series dframe (segment dframe, column name,
layer info, content info,
color info,

filepath from main, px size):

LI B |

Bu algoritma get syn dend vector ve get successive synap-
tic distances algoritmalarinin sonuc¢larini

bir katman ve bir segment tird icin birlestirip bir veri setine
donustirir.

Algoritmanin calismasi icin get branch lengths ve

Girdiler:

segment dframe: Kortikal katmandaki dendritik segment, sinaptik
baglanti verilerini iceren veri seti

column name: Incelenen segment tipinin 6zel veri etiket ismi,
veri tabanin incelenmesi tavsiye edilir.

layer info: katman bilgisi

content info: Ilgli segmentte kag¢ c¢esit sinaps bulundugu bilg-
isi. 'single', 'double' veya 'triple' olabilir.

color info: I11gli segmentte bulunan sinaps renkleri.

filepath from main: Ana dosyadan itibaren hedeflenen dosyaya
uzanan hefef yolu.

px _size: Goruniutileme esnasinda ayarlanan xy piksel mesafesi
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Ciktilar:

dframe: Ilgili segmentin tiirli, iizerindeki sinapslarin renkleri,
koordinatlari, birbirleri arasindaki mesafeleri,

her bir cesit sinapstan kac¢ tane oldudgu bilgisini iceren veri
seti

LI B |

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
import numpy as np
import pandas as pd

main path = os.getcwd()

folder path = os.path.join(main path, filepath from main)
os.chdir (folder path)

folder list = os.listdir()

mouse series = []
behav series = []

layer series = []

syn num = []

Il
—
-

cyan_syn num

Il
—
.

green_syn_num

I
—
s

yellow syn num =

content series = []
color series = []
color sequences = []
syn_x = []

syn_y = []

syn_z = []

syn vol = []

seg lengths = []
dend x = []
dend y = []
dend z
syn_count on node = []

Il
—_
.

intersyn dist = []
segment nums = []

for folder in folder list:
if '.' in folder:
continue

print (folder)
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mouse where = np.where (segment dframe['mouse'] == folder)
behav = segment dframe('behav prof'].iloc[mouse where]
idx = segment dframe.iloc[mouse where].index

idx 1dx[0]
behav = segment dframe['be-
hav _prof'].iloc[mouse where] [idx]

file path = os.path.join(folder path, folder)
os.chdir(file path)

dendrites, synapses isqg, synapses marker =
get swc marker isqg data() # Dendritik rekonstriiksiyon ve sinaps
verisetlerinin yiklenmesi

if len(segment dframe[col-
umn_name] .iloc[mouse where] [idx]) == O:
continue

for i in segment dframe[col-
umn_name] .iloc[mouse where] [idx]:

seg where = np.where(dendrites['segment'] == 1i)
syn where = np.where(synapses isq['segment'] == i)

segment = dendrites.iloc[seg where]

synapses = synapses_isqg.iloc[syn where]
synapses = synapses.sort values('real nearest node')
seg length, = get branch lengths(segment, px size =

px size, show plot=False)
seg length = seg length[0]

syn _counts, dend distance array = get syn dend vec-
tor (synapses, segment, # en yakin nod iizerindeki sinaps
sayilarinin intersinaptik mesafelerin cikarilmasi
px_size = px size,
cyan = True, green = True,
yellow = True, mode = ''")

syn distances = get successive synaptic dis-

tances (synapses, segment, px size = px size, # Artan inter-

sinaptik mesafe zincirinin olusturulmasi
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cya
n = True, green = True, yellow = True,
mod

@
|

'dendritic')

mouse series.append(folder) # Veri setindeki element-
lerin olusturulmasi

behav series.append (behav)

layer series.append(layer info)

syn_num.append (len (synapses))

colors seg, color count = np.unique (synapses['col-

or'], return counts = True)

if len(color count[colors seg == 'cyan']) ==
cyan_syn num.append (0)

else:
cyan_syn num.append(color count[colors seg ==

'cyan'] [0])
if len(color count[colors seg == 'green']) ==
green_syn num.append (0)
else:
green_syn num.append(color count[colors seg ==
'green'] [0])
if len(color count[colors seg == 'yellow']) == 0:
yellow syn num.append (0)
else:
yellow syn num.append(color count[colors seg ==
'yvellow'][0])

content series.append(content info)
color series.append(color info)
color sequences.append(list (synapses['color']))

syn vol.append (np.array(synapses['volume']))
syn x.append(np.array (synapses|['

X
syn_y.append(np.array (synapses['y']))
syn_z.append(np.array (synapses|['z



seg lengths.append(seg length)
dend x.append(np.array (segment [’

( X
dend y.append(np.array (segment['y
( %

dend z.append(np.array (segment['

syn_count on node.append(syn counts)
intersyn dist.append(syn distances)

segment nums.append (i)
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dframe = {'mouse': mouse series, # Kaydedilebilir veri setine

dontstirme
'behav_prof': behav_ series,
'layer': layer series,
'segment': segment nums,
'syn num': syn num,
'cyan syn num': cyan sSyn num,
'green_syn num': green_ syn num,

'vellow syn num': yellow syn num,

'content': content series,
'color': color series,

'color sequence': color sequences,
'syn vol': syn vol,

'syn x': syn x,

'syn y': syn y,

'syn z': syn z,

'seg length': seg lengths,
'dend x': dend x,
'dend y': dend vy,
'dend z': dend z,

'syn _count on node': syn count on node,

'intersyn dist': intersyn dist}

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)
return dframe

# get density series dframe algoritmasi her bir katman ve her bir

segment tipi i¢in ayri ayri uygulanir.

# Sonrasinda veri setleri {ist lste getirilerek kaydedilir.

# Buradan cikan veri cok renkli dendritik segmentlerin incelen-

mesi icin kullanilmistir.

# Asagida 1. katman icin yapilmis 6rnek bir uygulama

gosterilmistir.

data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-

ter of mass+synapse data.pkl')

data = data.sort values('behav prof', ignore index

True)
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data L1l segments = pd.read pickle ('Ll color pos segments.pkl')
data L23 segments = pd.read pickle('L23 color pos segments.pkl')

data L5 segments pd.read pickle('L5 color pos segments.pkl')

data L6 segments = pd.read pickle('L6 color pos segments.pkl')

cyan only L1 = get density series dframe(data Ll segments,
'cyan only segments in layer all',
'L1', 'single', 'cyan',

'main', px size = 0.103)

green only L1 = get density series dframe(data Ll segments,
'green _only segments in layer all',
'L1', 'single', 'green',

'main', px size = 0.103)

yellow only L1 = get density series dframe (data Ll segments,
'yvellow only segments in layer all',
'L1', 'single', 'yel-

low',

'main', px size = 0.103)
cyan green L1 = get density series dframe(data Ll segments,
'cyan green not yellow segments in layer all',

'L1', 'double', 'cyan-
green',

'main', px size =
0.103)
cyan _yellow Ll = get density series dframe(data L1 segments,
'cyan _yellow not green segments in layer all',

'L1', 'double', 'cyan-
yellow',

'main', px size =
0.103)
green yellow L1 = get density series dframe(data L1 segments,
'green_yellow not cyan segments in layer all',

'L1', 'double', 'green-
yellow',

'main', px size =
0.103)
cyan green yellow L1 = get density series dframe(data Ll seg-
ments, 'cyan green yellow segments in layer all',

'L1', 'triple', 'cyan-

green-yellow',
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'main', px size =
0.103)

Ll syn density allcolors = pd.concat([cyan only LI,
green only 11,
yellow only L1,
cyan green L1,
cyan yellow L1,
green yellow LI,
cyan green yellow Ll1], ignore index = True)

column syn density allcolors = pd.concat([Ll syn density allcol-

ors,

L23 syn density allcol-
ors,

L5 syn density allcol-
ors,

L6 syn density allcol-
ors], ignore index = True)

column syn density allcolors.to pickle('synapses seg-
ments all layers.pkl')

# 5b katmani ic¢in BLA sinaps oranlarinin gruplar arasi
karsilastirmasi ve sosyal etkilesim oraniyla orantilanmasi Sekil
4.8. ve Sekil 4.9.

# Bu algoritma ic¢in her bir grafigin ayri dilzenlemeye ihtivyac
duymasi sebebiyle herhangi bir fonksiyon olusturulmadi.

# Algoritma her bir subkortikal beyin bdlgesinden kaynakli sin-
apslarin oranlarinin katmanlar boyunca bulunmasi ve

# onlarin stres duyarlilik fenotipleri arasinda karsilastirilmasi
ve sosyal etkilesim oraniyla iliskilendirilmesini g&sterir.

# Diger katmanlar da uygun dediskenler olusturularak
incelenmistir.

import os # Kitiiphanelerin yiklenmesi
import numpy as np

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt
import seaborn as sns

from scipy import stats

from scipy.stats import mannwhitneyu as mwu

from scipy.stats import kruskal, spearmanr, linregress
from scipy.stats import f oneway as anova

import statsmodels.api as sm
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data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-

ter of masstsynapse data.pkl') # Veri setinin yitiklenmesi
data = data.sort values('behav prof', ignore index = True)
sus_where = np.where(data['behav prof'] == 'sus') # Veri de hizli
bulma ic¢in kullanilan yardimci degiskenler

res where = np.where (data['behav prof'] == 'res')

nai where = np.where(data['behav prof'] == 'nai')

stress where = np.where((data['behav prof'] == 'res') |
(data['behav prof'] == 'sus'))

stress prof = np.array(['nai']* len(data), dtype = 'object')
stress prof[stress where] = 'stress'

black to white = sns.color palette("gray", n colors=12)

behav palette = sns.color palette([black to white[-1],
black to white[8], black to white[0]])

stress palette = sns.color palette([black to white[-1],
black to white[3]])

sum_syn layers = np.nansum([np.vstack(data['yellow number']), #

Katmandaki sinaps sayilarinin matrise dontstiriilmesi
np.vstack(data['cyan number']),
np.vstack(data['green number'])],

axis = 0)

cyan numbers = np.vstack(data['cyan number'])
green numbers = np.vstack(data['green number'])
yellow numbers = np.vstack(data['yellow number'])
f = np.array(['nai'] * 15, dtype = 'object') # Sekil olusturmada
kullanilacak etiket ve isaret dizenlemeleri
f[data['behav prof'] == 'nai'] = 'Naive'
f[data['behav prof'] == 'res'] = 'Resilient'
f[data['behav prof'] == 'sus'] = 'Susceptible'

g = np.array(['nai'] * 15, dtype = 'object')
gldata['behav prof'] == 'nai'] = 'Nai.'
gldata['behav prof'] == 'res'] = 'Res.'
gldata['behav prof'] == 'sus'] = 'Sus.'
markdict={'Nai.':'o','Res.':"'""'",'Sus."':'v'}

h = np.array(['nai']l] * 15, dtype = 'object')

h[data['behav prof'] == 'nai'] = 'Nai.'
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h[data['behav prof'] == 'res'] = 'Str.'

h[data['behav prof'] == 'sus'] = 'Str.'
yellow perc layer L5v = (yellow numbers[:,4] / sum syn lay-
ers[:,4]) * 100 # 5b katmanindaki BLA sinaps yilizdesinin tim
kesitler i¢in hesaplanmasi

means = yellow perc layer L5v

sus = means[sus_where]

res = means|[res where]

nai = means[nai where]

stress = means[stress where]

print (kruskal (sus, res,nai, nan policy = 'omit')) # Kruskal-Wallis
ve MWU testlerinin uygulanmasi

print ('sus vs res, ', mwu(sus,res, nan policy = 'omit'))
print ('sus vs nai, ', mwu(sus,nai, nan policy = 'omit'))
print ('res vs nai, ', mwu(res,nai, nan policy = 'omit'))
print ('stress vs nai, ', mwu(stress,nai, nan policy = 'omit'))
print (' ")

_, p_sus_res = mwu(sus,res, nan policy = 'omit')

_, p_sus nai = mwu(sus,nai, nan policy = 'omit')

_, p_nai res = mwu(nai,res, nan policy = 'omit')
plt.figure (figsize = (4,6), dpi = 600) # Stres naif, stres

direncli ve stres duyarli fareler icin boks torbasi grafiklerinin
olusturulmasi; Sekil 4.8.

boxplot = sns.boxplot(x = g[nai where], y = means[nai where],
capwidths = 0.3,
color = behav palettel[0],
linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2)

boxplot = sns.boxplot(x = g[res where], y = means[res where],
capwidths = 0.3,
color = behav palette[l],
linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2)

boxplot = sns.boxplot(x = g[sus where], y = means[sus where],
capwidths = 0.3,
color = behav palettel[2],
linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2,



medianprops = dict (color = 'w'))

for patch in boxplot.patches:
fc = patch.get facecolor ()
patch.set facecolor (mpl.colors.to rgba(fc, 0.85))

stripplot = sns.swarmplot(x = g, y = means, size = 8.5,
edgecolor = 'k',
color = 'w', linewidth = 1.5)

for axis in ['bottom', 'left']:
boxplot.spines[axis].set linewidth(1.5)

boxplot.tick params (width= 1.5)
boxplot.set (xlabel = None)
plt.xticks (fontsize = 25)

Q

plt.ylabel ('Percentage (%)', fontsize = 30)
plt.ylim(bottom = -1, top = 102)
plt.yticks (fontsize = 25)

sns.despine ()

plt.figure (figsize = (2,6), dpi = 300) # Stres naif, kronik
strese maruz kalan fareler ic¢in boks torbasi grafiklerinin
olusturulmasi
boxplot = sns.boxplot(x = h, y = means,

palette = stress palette,

linewidth = 1, fliersize = 0)
stripplot = sns.swarmplot(x = h, y = means, size = 6.5,
= 'k',

color = 'w', linewidth = 1.5)

boxplot.set (xlabel = None)

plt.xticks (fontsize = 25)

plt.ylabel ('Percentage (%)', fontsize = 30)
plt.ylim(bottom = -1, top = 102)

plt.yticks (fontsize = 25)
sns.despine ()

vector = means
SI data = data['SI Ratio']
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edgecolor



print ('Spearman') # Sparman korelasyonu Sekil 4.9.

print ('vs SI', spearmanr(data['SI Ratio'], vector, nan policy
'omit'))

print ('")

print ('Linear Reg.')
print (linregress (SI_data[np.invert (np.isnan (vector))],
vector [np.invert (np.isnan (vector))]))

# Lineer regresyon
]

x = SI data[np.invert (np.isnan(vector)

)
y vector [np.invert (np.isnan (vector)) ]

X

sm.add constant (x)

model = sm.OLS(y, X).fit()

summary = model.summary ()

r squared = model.rsquared

f statistic = model.fvalue

p _value = model.f pvalue

print (f"R-squared: {r squared:.2f}")
print (f"F-statistic: {f statistic:.2f}")

print (f"P-value: {p value:.4f}")

print (summary)

slope, intercept, r val, p val, = linregress(SI datal[np.in-

vert (np.isnan (vector)) ],

vector [np.in-

vert (np.isnan (vector))])

plt.figure (dpi = 600, figsize = (6,6)) # Sacilim grafiginin

olusturulmasi Sekil 4.9.

scatterplot = sns.scatterplot(x = SI data.iloc[nai where], vy

means [nai where], # hue = 'behav prof',

color = behav palettel[0],
style = f[nai where], s = 200,

markers = ['o'],#, 's', 'X'],

edgecolor = 'k', linewidth
scatterplot = sns.scatterplot(x = SI data.iloc[res where],
means [res where], # hue = 'behav prof',

color = behav palette[l],
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style = f[res where], s = 200,

markers = ['s'],#, 's', 'X'],

edgecolor = 'k', linewidth = 2)
scatterplot = sns.scatterplot(x = SI data.iloc[sus where], y =
means [sus_where], # hue = 'behav prof',

color = behav palettel[2],

style = f[sus where], s = 200,
markers = ['X'],#, 's', 'X'],

edgecolor = 'k', linewidth = 0)

if min(SI _data) < O:
x = np.arange (min(SI data)-1, max(SI data)+1l, 0.1)
plt.xlim([-1+min(SI data), max(SI data) + 1])
else:
x = np.arange (0, max(SI data)+1l, 0.1)
plt.x1im ([0, max(SI data) + 1])

plt.plot(x, slope*x+intercept, linestyle = '-', color = 'r', la-
bel = 'Regression line', linewidth = 4)

for axis in ['bottom', '"left']:
scatterplot.spines[axis].set linewidth(1.5)

scatterplot.tick params (width= 1.5)

scatterplot.text (2.5, 80, 'p = %.3f' %(p_val), fontsize = 25,
fontweight = 450)

scatterplot.text (2.5, 90, 'R$"2$ = %$.2f' $(r_squared), fontsize =
25, fontweight = 450)

plt.xlabel ('SI Ratio', fontsize = 30)
plt.xticks(ticks = np.arange(l,5,1), fontsize = 25)

plt.ylabel ('Percentage (%)', fontsize = 30)

plt.ylim(bottom = -2, top = 102)

plt.yticks (fontsize = 25)

plt.legend(bbox to anchor=(1.04, 0.65), loc="upper left", font-
size = 20)

sns.despine ()
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# 6. katman icin ¢ok renkli sinaps igeren segment oranlarinin
gruplar arasi karsilastirmasi ve sosyal etkilesim oraniyla
orantilanmasi Sekil 4.16.

# Bu algoritma ic¢in her bir grafigin ayri dilzenlemeye ihtiyac
duymasi sebebiyle herhangi bir fonksiyon olusturulmadi.

# Algoritma her bir dendritik segment cesidinin oranlarin ayri
ayri bulunmasini ve

# onlarin stres duyarlilik fenotipleri arasinda karsilastirilmasi
ve sosyal etkilesim oraniyla iliskilendirilmesini gdsterir.

# Diger sinaps tirleri dediskenlerin dedistirilmesi yoluyla

incelenebilir.

import statsmodels.api as sm # Kitiiphanelerin yiiklenmesi
import numpy as np

import pandas as pd

import os

import matplotlib.pyplot as plt

import pandas as pd

import seaborn as sns

from scipy import stats

from scipy.stats import mannwhitneyu as mwu

from scipy.stats import kruskal, spearmanr, linregress
import matplotlib as mpl

conn data = pd.read pickle('synapses segments all layers.pkl')#
Veri setlerinin yiklenmesi

conn _data = conn _data.sort values('behav prof', ignore index =
True)

data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-
ter of mass+synapse data.pkl')
data = data.sort values('behav prof', ignore index = True)

sus _where = np.where(data['behav prof'] == 'sus') # Veri setinde
hizli bulma icin kullanilan yardimci dediskenler

res where np.where (data['behav prof'] == 'res')

nai where = np.where(data['behav prof'] == 'nai')

main path = os.getcwd()
folder path = os.path.join(main path, 'main')

black to white = sns.color palette("gray", n colors=12)
behav palette = sns.color palette([black to white[-1],
black to white[8], black to white[0]])

g = np.array(['nai'] * 15, dtype = 'object')
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gldata['behav prof'] == 'nai'] = 'Nai.'
gldata['behav prof'] == 'res'] = 'Res.'
gldata['behav prof'] == 'sus'] = 'Sus.'
LVb segments = [] #5b katmani ve 6. katmandaki dendritik segment-

lerin veri setinden cekilmesi

LVI segments = []
for i in np.arange(len(conn _data)):

com x = np.mean(conn datal['dend x'][i])

com_y = np.mean(conn datal['dend y'][i])

mouse = conn_data['mouse'] [i]
look = look axis array[data['mouse'] == mouse] [0]
add to com = add to col array[data['mouse'] == mouse] [0]
check px = np.array(data['check px'][data['mouse'] ==
mouse]) [0]
if look == 'x':
com x = com X + add to com
if (com x < check px[-1]) and (com x > check px[-2]):
LVI segments.append(conn data.iloc[i])
elif (com x < check px[-2]) and (com x > check px[-3]):
LVb segments.append(conn data.iloc[i])
else:
continue
elif look == 'y':

com y = com y + add _to com

if (com_y < check px[-1]) and (com y > check px[-2]):
LVI segments.append(conn data.iloc[i])

elif (com y < check px[-2]) and (com y > check px[-3]):
LVb segments.append(conn data.iloc[i])

else:

continue

LVb segments pd.DataFrame (data = LVb_ segments)

LVI segments pd.DataFrame (data LVI segments)
cyan ratio array = []
green ratio array = []

yellow ratio array = []
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multicolor ratioc array = [] # Birden fazla sinapsa sahip den-
dritik segment oraninin tespit edilmesi

LVI segments morethanl = LVI segments[LVI segments['syn num'] >
1]

for i in np.arange(len(data)) :

mouse = data['mouse'] [i]
LVI segments mouse = LVI segments morethanl[LVI seg-
ments morethanl['mouse'] == mouse]

seg color, seg color count = np.unique(LVI seg-
ments mouse['color'], return counts = True)

print (seg _color)

cyan ratio = seg color count[seg color == 'cy-
an']/np.sum(seg_color_count)
if len(cyan ratio) == O:
cyan ratio = 0
green ratio = seg color count[seg color ==

'qreen']/np.sum(seg_color_count)
if len(green ratio) ==
green ratio = 0

yellow ratio = seg color count[seg color == 'yel-
low']/np.sum(seg color count)
if len(yellow ratio) == O0:
yellow ratio = 0

multicolor ratio
tio)

1 - (cyan ratio + green ratio + yellow ra-

cyan ratio array = np.append(cyan ratio array, cyan ratio)

green ratio array = np.append(green ratio array, green ratio)

yellow ratio array = np.append(yellow ratio array, yellow ra-
tio)

multicolor ratio array = np.append(multicolor ratio array,
multicolor ratio)

means = multicolor ratio array*100 # Kruskal-Wallis ve MWU test
uygulamasi

sus = means[sus_where]

res means [res where]

nai means [nai where]
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stress = means[stress where]

print (kruskal (sus, res,nai, nan policy = 'omit'))

print ('sus vs res, ', mwu(sus,res, nan policy = 'omit'))

print ('sus vs nai, ', mwu(sus,nai, nan policy = 'omit'))

print ('res vs nai, ', mwu(res,nai, nan policy = 'omit'))

print ('stress vs nai, ', mwu(stress,nai, nan policy = 'omit'))
plt.figure (figsize = (4,6), dpi = 600) # Verinin grafige do-
kiilmesi

boxplot = sns.boxplot(x = g[nai where], y = means[nai where],

capwidths = 0.3,

color = behav palettel[0],

linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2)
boxplot = sns.boxplot(x = g[res where], y = means[res where],
capwidths = 0.3,
color = behav palette[l],
linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2)
boxplot = sns.boxplot(x = g[sus where], y = means[sus where],
capwidths = 0.3,
color = behav palette[2],
linewidth = 1.5, linecolor = 'k',
fliersize = 0, width = 0.45, gap = 2,
medianprops = dict (color = 'w'))
stripplot = sns.swarmplot(x = g, y = means, size = 8.5,
edgecolor = 'k',
color = 'w', linewidth = 1.5)

for axis in ['bottom', '"left']:
boxplot.spines[axis].set linewidth (1.5)

boxplot.tick params (width= 1.5)

boxplot.set (xlabel = None)
plt.xticks (fontsize = 25)

plt.ylabel ('Percentage (%)', fontsize = 30)
plt.ylim(bottom = -1, top = 102)
plt.yticks (fontsize = 25)

sns.despine ()



169

# 5b katmani ve 6. katmandaki VH ve BLA sinapslarinin uzaysal
incelemesi Sekil 4.20., Sekil 4.21., Sekil 4.22., Sekil 4.23. ve
Sekil 4.24.

# Bu algoritma derin katmandaki VH ve BLA sinapslarina en yakin
ilk 4 BLA ve VH sinapslarinin 6klid mesafelerini tespit eder.

# I1k asamada her bir gdriintiideki en yakin sinapslarin histogram-
lari c¢ikarildi ve oransal sikliklari gruplar arasinda
karsilastirilda.

# Sonra rastgele orman siniflamasiyla gdzlemlenen
farkliliklarinin rastgele olup olmadigi incelendi.

# Son olarak en yakin ilk 4 sinaps mesafeleri bir matrise do-
nistliirilerek UMAP ile boyut indirgeme uygulandi.

import statsmodels.api as sm # Kitiiphanelerin yiiklenmesi
import numpy as np

import pandas as pd

import os

import matplotlib.pyplot as plt

import pandas as pd

import seaborn as sns

from scipy import stats

from scipy.stats import mannwhitneyu as mwu

from scipy.stats import kruskal, spearmanr, linregress
import matplotlib as mpl

from sklearn.metrics import pairwise distances

from sklearn.model selection import KFold

from sklearn.metrics import accuracy score, fl score
import umap.umap as umap

from sklearn.ensemble import RandomForestClassifier

conn data = pd.read pickle('synapses segments all layers.pkl') #

Verilerin ylklenmesi
data = pd.read pickle('connection datat+depth datat+segment cen-
ter of mass+synapse data.pkl')

data = data.sort values('behav prof', ignore index = True)

conn _data = pd.read pickle('synapses segments all layers.pkl')

conn_data conn_data.sort values ('behav prof', ignore index =
True)
syn density data = pd.read pickle('normal-

ized syn seg counts.pkl')

sus_where = np.where (data['behav prof'] == 'sus')

res where np.where (data['behav prof'] == 'res')
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nai where = np.where(data['behav prof'] == 'nai')

black to white = sns.color palette("gray", n colors=12)
behav palette = sns.color palette([black to white[-1],
black to white[8], black to white[0]])

stress palette = sns.color palette([black to white[-1],

black to white[3]])

green yellow pwise dist array mxn = []
pwise color array = []

pwise behav array = []
pwise mouse array = []
pwise SI array = []

reduced behav prof = []

for i in np.arange(len(data)) :
X loc = np.hstack(data['syn x'][
y _loc = np.hstack(data['syn y']I
z loc = np.hstack(data['syn z']][
colors = np.hstack(data['color']

if y loc.max() > x loc.max():
deep where = np.where((y loc < data['check px'][i][-1]) &
# 5b katmani ve 6. katmandaki sinaptik verinin sec¢ilmesi
(y loc > data['check px'][i][-3]))
else:
deep where = np.where((x loc < data['check px'][i][-1]) &
(x_loc > data['check px'][i][-3]))

deep xloc = x loc[deep where]

deep yloc = y loc[deep where]
deep zloc = z loc[deep where]
deep colors = colors[deep where]

deep locs = np.vstack((deep xloc, deep yloc, deep zloc)).T

deep locs green = deep locs[deep colors == 'green']
deep locs yellow = deep locs[deep colors == 'yellow']
deep locs cyan = deep locs[deep colors == 'cyan']

deep locs green yellow = deep locs]| (deep colors ==
'green') | (deep colors == 'yellow')]

pwise color array.append (Vb colors[ (Vb colors ==
'green') | (Vb_colors == 'yellow')])

pwise behav array.append(np.array([data['behav prof'][i]] *
len (Vb _vols green yellow), dtype = 'object'))
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pwise mouse array.append(np.array([data['mouse'][i]] *
len (Vb vols green yellow), dtype = 'object'))
for j in np.arange(len (Vb locs green yellow)): # VH ve BLA

sinapslarina en yakin ilk 4 VH ve BLA sinapslarinin secilmesi
green pwise dist array = pairwise dis-
tances (deep locs green yellow[], :].reshape(l,3),
deep locs gre
en)

green pwise dist array = np.sort(green pwise dist ar-
ray[green pwise dist array>0.01]) [:4]

yellow pwise dist array = pairwise dis-
tances (deep locs green yellow[], :].reshape(l,3),
deep locs yel
low)
yellow pwise dist array = np.sort(yellow pwise dist ar-
ray[yellow pwise dist array>0.01]) [:4]

green _yellow pwise dist array =
np.hstack((green pwise dist array, yellow pwise dist array))

green _yellow pwise dist array mxn.append(green yel-
low pwise dist array)

pwise SI array = np.append(pwise SI array, data['SI Ra-
tio'l[1])

green _yellow pwise dist array mxn = np.vstack(green yel-

low pwise dist array mxn)

green yellow pwise dist array mxn = green yellow pwise dist ar-
ray mxn * 0.103

pwise color array = np.hstack(pwise color array)

pwise behav _array = np.hstack(pwise behav array)

pwise mouse array = np.hstack(pwise mouse array)
mouse hists = []

# Sinaps ¢iftleri ayri ayri grafiklendirilmistir.

# Asagida BLA sinapslarina en yakin VH sinapslarinin grafik
hazirligi: Orneklendirilmistir.

# Diger ciktilar dediskenlerin uygun sekilde dedistirilmesiyle
elde edilebilir.

dist array = green yellow pwise dist ar-
ray mxn[:,0] [pwise color array == 'yellow'] #green yel-
low pwise dist array mxn[:,3] en yakin BLA sinapslari icin
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mouse array = pwise mouse array[pwise color array == 'yellow']#
[pwise color array == 'green'] VH sinapslari icin

for mouse in data['mouse']:

delta mouse = dist array[mouse array == mouse]

counts, bins = np.histogram(delta mouse, bins =
np.arange (0,260,5)) # 0'dan itibaren 5 um aralikla histogram

eldesi

mouse hists.append(counts/np.sum(counts))

mouse hists = np.vstack(mouse hists)
for 1 in np.arange (mouse hists.shape([1l]): # Her bir 5 um'lik his-
togram bandinin davranis gruplari arasinda karsilastirilmasi
if np.sum(mouse hists, axis = 0)[i] != 0:
sus = mouse hists[sus_ where, i]
res = mouse hists[res where,i]
nai = mouse hists[nai where,i]
if (np.sum(sus) != np.sum(res)) and (np.sum(sus) !=
np.sum(nai)) and (np.sum(res) != np.sum(nai)):
_, p_val = kruskal(sus[0],
res[0],
nail[0])

if p val <= 1:

print ('between: ', bins[i], '-', bins[i+1])
print (kruskal (sus[0], res[0], nai[0]))
print ('sus vs res', mwu(sus[0], res[0]))
print ('sus vs nai', mwu(sus[0], nai[0]))
print ('res vs nai', mwu(res[0], nai[0]))
print ("'---")

print ('nai vs stress', mwu(np.hstack((sus[0],
res[0])), nai[0], nan policy = 'omit'))

bin list = [] # Histogram grafiginin olusturulmasi
for i in np.arange (mouse hists.shape[l]):

one bin = '%d - %d' %$(bins[i], bins[i+1])
bin list = np.append(bin list, one bin)

bin list dframe = []



173

behav prof dframe = []

for i in np.arange(len(data)) :
bin list dframe.append(bin list.astype('object'))

for i in np.arange(len(bin list)):
behav prof dframe.append(np.array(data['behav prof']))

bin list dframe = np.vstack(bin list dframe)
behav prof dframe = np.vstack(behav prof dframe).T

bin list dframe = bin list dframe[:, :7]

sample = np.array(['35+'] * 15, dtype = 'object')

sample = sample.reshape (len (sample), 1)

bin list dframe = np.concatenate((bin list dframe, sample), axis
= 1)

behav prof dframe = behav prof dframe[:, :8]

sample = np.sum(mouse hists[:,7:], axis = 1)
sample = sample.reshape (len (sample), 1)
mouse hists = mouse hists[:, :7]
mouse hists = np.concatenate((mouse hists, sample), axis = 1)
dframe = {'bin': [],
'behav_prof': [],
"freq': []}
dframe['bin'] = np.hstack(bin list dframe)
dframe['behav prof'] = np.hstack(behav prof dframe)
dframe['freq'] = np.hstack(mouse hists)

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)

dframe['behav prof'] [dframe['behav prof'] == 'nai'] = 'Naive'
dframe['behav prof'] [dframe['behav prof'] == 'res'] = 'Resilient'
dframe['behav prof'] [dframe['behav prof'] == 'sus'] = 'Suscepti-
ble'
plt.figure(dpi = 600, figsize = (15,8))
point plot = sns.pointplot (x="bin", y="freqg",

hue="behav prof", palette = 'dark:k',

data=dframe,

capsize = 0.15, markersize = 20, dodge
= 0.45,

estimator = 'mean', legend = True,

markers = ['o', 's', 'X'], linestyles=['-', '--', ':'],



linewidth = 3, bar = ('ci',95))

for i, artist in enumerate(point plot.lines):
if i ==

artist.set markerfacecolor (behav palette2[0])

artist.set linewidth(3)
artist.set markeredgewidth (2.25)
artist.set zorder (3)

2lilf d = Y¢

artist.set markerfacecolor (behav palette2[1])

artist.set linewidth(3)
artist.set markeredgewidth (2.25)
artist.set zorder (3)

elif i == 18:

artist.set markerfacecolor (behav palette2[2])

artist.set linewidth(3)
artist.set markeredgewidth (0)
artist.set zorder (3)

elif 1 == 27:

artist.set markerfacecolor (behav palette2[0])

artist.set linewidth(3)
elif i == 28:

artist.set markerfacecolor (behav palette2[1])

artist.set linewidth(3)
elif i == 29:

artist.set markerfacecolor (behav palette2[2])

artist.set linewidth(3)
artist.set markeredgewidth (0)

for axis in ['bottom', '"left']:

point plot.spines[axis].set linewidth(1.5)
point plot.tick params (width= 1.5)
sns.despine (right = True)

plt.xlabel ('Bins (um) ', fontsize = 30)
plt.xticks (fontsize = 25, rotation = 25)

plt.yticks(ticks = np.arange(0,1.2,0.2), labels
np.arange (0,120,20), fontsize = 25)
plt.ylabel ('Percentage (%)', fontsize = 30)

plt.legend(bbox to anchor=(0.95,1.05), fontsize

( 25,
erscale = 1, handlelength = 3)

mark-
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plt.title('\nDistance to Closest VH synapses from BLA Synap-
ses\n\n', fontsize = 30)

# Rastgele orman siniflamasi deney verisi ve rastgele dagilmis
veri icin uygulama

# Siniflamanin dodgruluk orani ve F1l skorlari her iki grup icin de
hesaplanmistair.

accuracy array = []
Fl1 array = []

num split = 10

model = RandomForestClassifier(n estimators = 75, # Deney verisi
i¢in rastgele orman siniflamasi

random_state 1)
random_index = np.random.default rng(seed=1) .permuta-
tion(green yellow pwise dist array mxn.shape[0])

green yellow pwise dist array mxn = green yellow pwise dist ar-
ray mxn|[random index]
pwise behav array = pwise behav array[random index]

kf = KFold(n splits = num split, shuffle = False)

for train index, test index in kf.split(green yel-
low pwise dist array mxn ):
X train fold, X test fold = green yellow pwise dist ar-
ray mxn [train index], green yellow pwise dist ar-
ray mxn [test index]
y train fold, y test fold = pwise behav array [train index],
pwise behav array [test index]

model.fit (X train fold, y train fold)
test predictions = model.predict (X test fold)

accuracy = accuracy score(y test fold, test predictions)
accuracy_ array.append (accuracy)

F1 = fl1 score(y test fold, test predictions,
labels = np.unique (pwise behav array), average
= None)
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Fl array.append(F1)

i=1+4+1
print (100* (i / num split), '$ is done')

accuracy array = np.hstack(accuracy array)
Fl array = np.vstack(Fl array)

# Rastgele dagilmis veri icin rastgele orman siniflamasi
accuracy array random = []
Fl array random = []

num split = 10

model = RandomForestClassifier(n estimators = 75,
1)

random_state

kf = KFold(n splits = num split, shuffle = False)

pwise behav array random = np.random.permutation (pwise behav ar-

ray .copy())

for train index, test index in kf.split(green yel-
low pwise dist array mxn ):
X train fold, X test fold = green yellow pwise dist ar-
ray mxn [train index], green yellow pwise dist ar-
ray mxn [test index]
y train fold, y test fold = pwise behav array ran-

dom[train index], pwise behav array random[test index]
model.fit (X train fold, y train fold)
test predictions = model.predict (X test fold)

accuracy = accuracy score(y test fold, test predictions)
accuracy array random.append (accuracy)

F1 = fl1 score(y test fold, test predictions,
labels = np.unique (pwise behav array random),
average = None)
Fl array random.append(F1)

i=1+4+1
print (100* (i / num split), '$ is done')



177

accuracy array random = np.hstack(accuracy array random)
Fl array random = np.vstack(Fl array random)

# Deney verisi ve rastgele dadilmis verinin dogruluk oran grafigi

label 1 = np.array(['Observed']*10, dtype = 'object')
label 2 = np.array(['Random']*10, dtype = 'object')

labels = np.hstack((label 1, label 2))
acc_scores = np.hstack((accuracy array, accuracy array random))

dframe={"'labels': labels,
'accr': acc _scores*100}

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)

plt.figure(dpi = 600, figsize = (2,4))

point plot = sns.pointplot (x="labels", y="accr",
hue="'labels', palette = behav palette,
data=dframe,

estimator = 'mean')
point plot.set (xlabel=None)
sns.despine (right = True)
plt.ylabel ('Accuracy (%)', fontsize = 20)

plt.ylim(top = 102, bottom = 0)
plt.xticks (fontsize = 15, rotation = 45)
15)

plt.yticks (fontsize

# Deney verisi ve rastgele dagilmis verinin F1 skor grafigi
label 1 = np.array(['Observed']*30, dtype = 'object').re-
shape ((F1 _array.shape))

label 12 = np.array(['Random']*30, dtype = 'object').re-
shape ((F1 _array.shape))

label 2 = np.array(['Naive']*10, dtype = 'object')
label 22 = np.array(['Resilient']*10, dtype = 'object')
label 23 = np.array(['Susceptible']*10, dtype = 'object')

label dr = np.hstack(np.concatenate((label 1, label 12), axis =
1))

label nrs

np.vstack((label 2, label 22, label 23)).T
label nrs = np.hstack(np.concatenate((label nrs, label nrs), axis

= 1))

F1l data = np.hstack(np.concatenate((Fl array, Fl array random),
axis = 1))
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dframe={'label dr': label dr,
'label nrs': label nrs,
'F1': Fl data}

dframe = pd.DataFrame (data = dframe)

plt.figure(dpi = 600, figsize = (8,6))
point plot = sns.barplot(x="label dr", y="F1",

hue='label nrs', palette = behav pal-
ette,

data=dframe,

estimator = 'mean', errorbar =
('se',1))

point plot.set (xlabel=None)
sns.despine (right = True)

plt.xticks (fontsize = 25)

plt.yticks (fontsize = 15)
plt.ylabel ('F1 Score', fontsize
plt.ylim(top = 1.02)
plt.legend(bbox to anchor=(1.3, 1.00), fontsize = 15)

25)

# UMAP boyut indirgeme ve diisiik boyuttaki projeksiyonun grafigini

olusturma
model = umap.UMAP (n components = 2, min dist = 0.1, random state
= 42)

scores = model.fit transform (X)

plt.figure(dpi = 600, figsize = (13,10))

scatterplot = sns.scatterplot(x = scores[:,0], y = scores[:,1],
hue = pwise behav array, s = 2,
palette = sns.color pal-

ette ([ '#FF9300', '#531B93', '#424242']))

plt.xlabel ('UMAP1', fontsize = 30)
plt.ylabel ('"UMAP2', fontsize = 30)

plt.xticks (fontsize = 25)
25)

plt.yticks (fontsize

plt.legend(bbox to anchor=(1.04, 1.00), loc="upper left", font-
size = 30, markerscale = 10)
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sns.despine ()

plt.figure(dpi = 600, figsize = (13,10))

scatterplot = sns.scatterplot(x = scores[:,0], y = scores[:,1],
hue = pwise color array, s = 2,
palette = sns.color pal-

ette(['green', 'gold']))

plt.xlabel ('UMAP1', fontsize = 30)
plt.ylabel ('UMAP2', fontsize

Il
w
o

plt.xticks (fontsize = 25)
25)

plt.yticks (fontsize

plt.legend(bbox to anchor=(1.04, 1.00), loc="upper left", font-
size = 30, markerscale = 10)

sns.despine ()
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