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OZET

Area Septalis limbik sisteme ait bir prosencephalon bolgesidir. Limbik sistemin
bircok fonksiyonunda etkin oldugu gibi epilepsi, Alzheimer Hastaligi, madde
bagimlilig1 ve diirtii kontrolii bozuklugu gibi durumlarda da 6nemli etkileri vardir.
Nucleus Septalis Medialis (MS) ve Lateralis (LS) de Area Septalis icerisinde bulunan
ve bahsi gegen klinik durumlarda 6nemli etkileri bulunan ¢ekirdeklerdir. Literatiirde
bu iki c¢ekirdegin GABAerjik néron dagilimlartyla ilgili ¢eligkiler mevcuttur. Bu
celiskilerin basinda GABA (gamma amino-butirik asit) sentezinde gorevli olan GAD
(glutamik asit dekarboksilaz) enziminin iki alt tipinin yogunluk farki gelmektedir.
Literattirdeki genel kan1 bu bolgelerin GABAerjik ndronlarinin yogunlukla GAD 67
alt tipini tasidiklaridir. Ancak GAD-65 alt tipinin noéronlarin terminallerinde
bulundugu ve sinaptik fonksiyonlarda rol oynayan alt tip oldugu bilinmektedir.

Calismamizda LS ve MS acisindan bu ¢eliskileri test etmeyi amacladik.

Calismamizda GAD-65 ve GAD-67 transjenik fare beyinlerini kullanildi. Bu
beyinlerden LS ve MS igeren ardisik kesitler alindi. Kesitlerimizi transjenik
modelimiz i¢in gelistirilmis florasan antikor 6zellikli anti-GFP adli teknikle boyandi.
Boyanmis kesitlerin ardigik beste birinde GABAerjik néron sayimi yapildi ve
sonuglarin ortalamalarini unpaired two tailed t-test metoduyla GAD-65 ve GAD-67
kesitleri arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi. Literatiirdeki genel kaninin tersine
GAD-65 alt tipini tastyan noronlarin her iki bolgede de daha yogun olarak tespit
edildi. Yanlis negatif boyanmay1 ekarte edebilmek igin beynin diger bolgelerini
inceledigimizde kortikal bolgelerde GAD-65 ve GAD-67 alt tiplerinin birbirlerine
benzer sekilde boyandigini tespit edildi. Ayn1 alt tipi tasiyan kesitlerde sag ve sol

hemisferlerin yogunluklarini karsilastirdigimizda anlamli farklilik gézlemlenmedi.

Elde ettigimiz sonuglarin 1s18inda temporal meziyal epilepsi patogenezinde,
Alzheimer Hastaligi'min GABAerjik modiilasyonunda, odiillendirme mekanizmasi
isleyisinde ve madde bagimliligi patogenezinde rol oynayan GABAerjik hiicrelerin
yogunlukla GAD-65 alt tipini tasidigini diistinmekteyiz. Bahsi gecen hastaliklarin ve
bozukluklarin temellerinin daha iyi anlasilmasi ve tedavilerin diizenlenmesinde elde

ettigimiz bulgularin katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.



INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

Septal Area is a limbic system structure located in the prosencephalon region
containing structures such as Lateral Septal nucleus (LS) and Medial Septal nucleus
(MS). This area is involved in numerous psychiatric and neurological conditions
such as epilepsy and Alzheimer's Disease pathogenesis. There have been big debates
in the literature regarding the GABAergic neuron distribution in this area. The main
arguement has been on the prominence of two GABA synthesizing glutamic acid
decarboxylase (GAD) enzyme subtypes in the region. According to the literature
GAD-67 subtype is more prominently observed among the GABAergic cells of LS
and MS. In spite of this data it is known that GAD-65 subtype is observed in the
nerve terminals and takes action in synaptic transmission. In our research we have
aimed to test these debates by inspecting the GABAergic neuronal distribution

differences among above explained subunits of the septal area.

We have used transgenic strain GAD-65 and GAD-67 mouse brains
provided from Oxford University in our experiments. We have taken consecutive
sections from areas containing the septal nuclei in these brains. Then we have stained
our sections using anti-GFP labelling method which is a florescence antibody
technique developed specifically for this transgenic model. We have counted the
GABAergic neurons in every first of five consecutive sections and we have
compared the means of these results among GAD-65 and GAD-67 brains using
unpaired two tailed t-test. On the contrary to the main assumption in the literature,
our results have shown that GAD-65 subtype neurons were more prominently
observed compared to the other subtype. In order to eliminate false negative staining,
we have inspected the stainings in other regions of the brain and have not found any
staining differences in cortical regions of both enzyme subtypes.

According to the results we have obtained, we assume that the GABAergic
neurons involved in the above mentioned conditions are prominently GAD-65
subtype containing neurons. Our assumption is that the results of our research may
have implications that could serve to understand the mechanisms and pathogenesis of
these several clinical conditions better and to modify the therapeutic approaches to
these conditions.



SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Birgok psikiyatrik ve norolojik hastaligin patogenezinde rol oynayan limbik
sistem yapilart ve bu yapilarin hem kendi iglerinde hem de beynin diger
merkezleriyle kurduklar1 baglantilar, patogenzinde rol oynadiklar1 hastaliklarin daha
1yl anlagilabilmesi ve tedavi segeneklerinin gelistirilebilmesi agisindan hem temel

bilim ¢aligmalarinin hem de klinik ¢alismalarin ilgi odagi olmustur.

Bilim diinyas1 arastirmalarda kullanilan tekniklerin gelisimiyle birlikte bu
yapilarin mikroskobik ve molekiiler diizeyde ozellikleriyle ilgili bilinmeyenlere

yonelmis, hiicresel ve biyokimyasal diizeyde ¢aligsmalar hiz kazanmustir.

Bilimin gelismesiyle limbik sistemi olusturan yapilara yenileri eklenmis ve
bu yapilarin hem yapisal ozellikleri hem de fonksiyonel Ozellikleri ile ilgili

gelismeler birgok yeni tedavi yaklagimina 1s1k tutmustur (1).

Limbik sistem yapilarindan olan area septalis de tiim bu sebeplerle arastirma
konusu olmustur. Area Septalis kendi igerisinde de bir¢ok alt birime ayrilmakta ve bu
alt birimlerin hem yapisal hem de fonksiyonel 6zellikleri ile ilgili yeni bilgiler ortaya

cikmaktadir (2).

Area septalis’i olusturan yapilar igerisinde LS ve MS hem yapisal hem de
fonksiyonel olarak Alzheimer Hastaligi (3), epilepsi (4) ve madde bagimlilig: (1) gibi
cesitli klinik durumlarda 6nem arz etmektedir. Bu bdlgelerde bulunan ndron tipleri
ve bu noronlarin sinaptik 6zellikleri uzun siireler arastirilmis olmakla birlikte halen
giiniimiizde tam olarak ortaya konamamistir. Cogunlikla kolinerjik, GABAerjik ve
glutamaterjik noéronlardan olusan bu yapilarda Oncelikli olarak GABAerjik
noronlarin Ozellikleri tam olarak anlagilamamistir. Bunda en 6nemli etken diger
norotransmitterlerden farkli olarak GABA’nin sentezinde gorevli olan GAD
enziminin farkli kromozomlarda kodlanmis iki alt tipinin bulunmast ve bu iki alt

tipin neden var oldugunun ve fonksiyon farklarinin tam anlamiyla bilinmemesidir

(3).



Bu caligmanin amaci LS ve MS’deki GABAerjik néronlarin GAD-65 ve
GAD-67 alt tiplerinin yerlesim farklarini ortaya koymaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Limbik Sistem

2.1.1 Limbik Sistem Tarihcesi

“Limbik” kelimesi latince sinir anlamina gelen “limbus” kelimesinden tiiremistir.
Limbik sistem fikri ise ilk kez Pierre Paul Broca isimli ndroanatomist tarafindan
beyin sapini saran gyrus halkasini tanimlamak amaciyla ortaya atilmistir. 1937°de ise
James Papez “duygulanim”in anatomik merkezi olarak bir sinir devresi
tanimlamistir. Papez’in tanimladigi bu sinir devresi hypothalamus, corpus mamillare,
nuclei anteriores thalami, gyrus cinguli ve formatio hippocampi’den olusmaktaydi
(1) (Sekil 1) (Sekil 2a).

Gyrus Cinguli O Epithalamus Gyrus Dentatus

Hypothalamus O

Entorhinal Korteks

Hippocampus

Sekil 1. Limbik Sistem yapilari. (3D Brain, DNA Learning Center, Cold Spring Harbour Laboratory

uygulamasindan alinmistir.)



Papez Devresi

Tractus Fornix
Mamillo-
Thalamicus

Sekil 2a. James Papez’in tanimladig1 Papez Devresi.

2.1.2 Limbik Sistem Yapilari

Papez’in temel Onermesi gliniimiizde kabul gorse de, ortaya konan sinir devresine
area septalis, nucleus accumbens ve amygdala ile orbitofrontal korteks gibi
neokortikal alanlar katilmistir (Sekil 2b). Filogenetik olarak eski olan limbik sistem
yapilar1 evrimsel gelisim siirecinde korteks’in primitif bir varyanti olarak

diistiniilmektedir (1).



C A
Cortex

Prefrontalis \/

Genisletilmis L
Papez . { Hippocampus}
Devresi
m‘;‘i‘lslo. Fornix
Thalamicus - [Amygdala ]

Sp—

——

[Hypothalamus ]

Sekil 2b. Genisletilmis Papez Devresi.

Limbik lob tanimlamasi diger loblarda oldugu gibi yapisal bir tanimlama
olmayip, daha ¢ok fonksiyonel iliskiler sonucunda ortaya konmus bir tanimlamadir.
Icerisinde gyrus parahippocampi, gyrus cingulum, gyrus subcallosalis gibi birbirine
cingulum denilen bir band ile bagl kortikal yapilar ve hippocampus, amygdala ve
septal alan gibi subkortikal yapilar1 barindirir. Bunlara ek olarak hippocampus’u
saran gyrus parahippocampi’nin anterior kisminda bulunan entorhinal korteks gibi

yapilar da limbik lob olarak tanimlanan alanin igerisinde yer alir (5).



Tiim bunlara ek olarak hypothalamus’un limbik sistemle 6nemli baglantilar
kurdugu ve duygulanimdaki visseral etkilerden (mide bulantis1 gibi) sorumlu oldugu
bilinmektedir. Nuclei anteriores thalami ve dorsomedialis’in, ventral striatum’un,
area tegmentalis ventralisin ve prefrontal korteksin de limbik sistemle ©nemli

baglantilar kurdugu ve bu sistemin pargasi oldugu bilinmektedir (6).

Amygdala da limbik sistemin 6nemli bir pargasidir. Hippocampus’un hemen
rostral kisminda bulunan bu yap1 bir nukleus kompleksidir. Basolateral, santral ve
kortikomedial ¢ekirdek gruplarindan olusur. Basolateral grup insanda ¢ok gelismistir.
Temel gorevinin, bir uyartya emosyonel anlam kazandirmak oldugu
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla prefrontal korteks basta olmak {izere bir¢cok kortikal

alanla, hippocampus ile thalamus ile nemli baglantilar kurar (7).

Santral grup ise genel duygusal tepkilerin olusmasinda gorevli olup beyin
sap1 ve medulla spinalis aracilifiyla visseral tepkileri diizenledigi diistiniilmektedir
(5). Kortikomedial grup ise insanlarda ¢ok gelismemis olup koku yolaklari iizerinden

koku ve beslenmeyle ilgili tepkilerden sorumludur (5).

Papez’in 6nermesinde duygulanimin yiiksek kortikal bolgelerle de ilintili
oldugu ve bu sebeple hypothalamus duygulanim merkezlerinin st kortikal alanlarla

resiprokal olarak haberlestigi vurgulanmistir (1).

Bu hipoteze gore hypothalamus duygusal enformasyonu corpus mamillare
araciligiyla gyrus cinguli’ye, tractus mamillothalamicus ile de nuclei anteriores
thalami’ye iletmektedir. Korteks ise, fornix {lizerinden hypothalamus ile baglantisi
olan hippocampus aracilifiyla hipotalamik fonksiyonu diizenlemektedir. Halen kabul
goren bu hipoteze bilim ilerledik¢e asosiyasyon korteksi, gyrus cinguli ve entorhinal
korteks de katilmistir. Hippocampus entorhinal korteks’ten subiculum igerisinde
seyreden “perforan yol” (perforant path) ile ileti alir. Subiculum ise hippocampus’tan
onemi uyarilar alan ve neokorteks ile resiprokal innervasyonlar1 bulunan bir kortikal

alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir (8).



2.1.3. Limbik Sistem Fonksiyonel Ozellikleri

Limbik sistemin anatomik yapilarinin fonksiyonel 6zellikleri ile ilgili bilgiler genelde
elektrik stimulasyon, kayit ve ablasyon deneyleri sonucu elde edilmistir. Ornegin
hypothalamus’un emosyonel tepki iizerine etkileri ile ilgili ortaya konmus bilgiler,
deney hayvanlarinda tiim cortex cerebri, nuclei basales ve thalamus’un biiyiik bir
kisminin  ¢ikarilmast sonucu goriilmektedir. Sonug¢ olarak hypothalamus’un
stimulasyonu sonucu bu deney hayvani “sham rage” denen Ofke davranisini
sergiledigi ancak bu davranisin spesifik hedefe yonelik olmadigi goriilmiistiir. Gyrus
cinguli’nin bilateral olarak c¢ikarildigZi maymunlarda ise, bu hayvanlarin asiri

derecede uysallastigi goriilmiistiir (9).

Limbik sisteme ait yapilarin bazi fonksiyonlar1 birbiriyle kesisme
gosterirken bazi fonksiyonlar da spesifik yapilara 6zeldir. Genel olarak bakildiginda
limbik sistem hafiza, duygulanim, 6grenme and emosyonel davranig, motivasyon ve

odiillendirme gibi fonksiyonlardan sorumludur (5).

Hippocampus’un fonksiyonel o&zelliklerine bakilacak olursa, hafiza
olusturma gorevinin yani sira diger limbik yapilarla olustrudugu 6nemli baglantilar
sebebiyle duygulanim ve viseral gorevlerinin de oldugu bilinmektedir. Hafiza
olusumunda hippocampus’un gyrus parahippocampi gibi ¢evre yapilarla beraber

calistig1 da yaptig1 baglantilar sonucunda ortaya konmustur (10).

Amygdala’nin fonksiyonel 6zelliklerine bakilacak olursa duygusal hafiza ve
ogrenme, korku ve korku kosullanmasi ve o6diillendirme mekanizmalarinda gorev
aldigr bilinmektedir. Daha Onceden taninmis olan bir stimulusa verilecek olan
duygusal cevap, o stimlulusla ilgili duygusal hafiza sonucunda ortaya cikar. Tam
burada amygdala’nin nuclei basolateralis’i stimuluslara duygusal 6nem veya anlam
baglamakla gorevlidir. Amydala’nin santral grup nukleusu da duygusal stimuluslara
verilecek olan visseral cevaplarin (mide bulantis1 gibi) diizenlenmesinde gorevlidir

(11).



Bunlarin  disinda  korku ve korku kosullanmasi formasyonunda
amygdala’nin 6nemli gorevleri vardir. Korku kosullanmasi adindan da anlasilacagi
gibi kosullanmis bir duygusal reaksiyon olup, bir stimulusun (kosullanilmis stimulus)
istenmeyen bir durumla bagdastirilmasi sonucu olusur. Bu tiir uyarilara verilecek
olan visseral yanitlardan da santral amygdala nukleus grubu sorumludur. Bu siiregte
amygdala diger limbik yapilarla beraber ¢alisir. Odiillendirme mekanizmas1 da iginde
amygdala’nin etkisinin oldugu ve madde bagimliliginda biiyiikk 6nemi olan bir
fonksiyondur. Odiillendirme mekanizmasinda area septalis, nucleus accumbens,
amygdala, area tegmentalis ventralis gibi subkortikal alanlarin yan1 sira bu alanlarla
sik1 baglantilar prefrontal korteks ve korteksin his alanlart gibi kortikal yapilar da

gorev almaktadir (5).

Limbik yapilarla ilgili klinik durumlara bakildiginda Alzheimer Hastaligi,
temporal epilepsi, cesitli amneziler ve Kluver-Bucy sendromu gibi patolojilerle
karsilasilmaktadir. Temporal epilepside medial temporal loba lokalize ve bu bolgede
bulunan hippocampus, amygala ve bu bolgeyi saran kortikal alanda anormal noral
elektrik desajlart goriilmektedir. Alzheimer hastaligi ve cesitli amnezilerde de
hippocampus gibi hafiza formasyonunda gorevli boélgelerde kolinerjik ndron
kayiplarina bagl patolojiler goriilmektedir. Bu patolojiler igerisinde en spesifik olani
ise Kluver-Bucy sendromudur (5). Bilateral amygdala lezyonunda ortaya ¢ikan bu
klinik durum hiperfaji ve hiperseksualite ile seyreden bir patolojidir. inme, herpes

simplex ensefaliti veya lobektomilere bagl gelisir (12).

Limbik sistemin duygulanim iizerine 6nemi literatiirde ortaya konmakla
beraber, limbik sisteme katilmis ve fonksiyonlar1 halen tam anlamiyla ortaya

konamamis bir¢ok yap1 vardir. Area septalis de bunlardan birisidir.



2.2 Area Septalis

2.2.1 Area Septalis Anatomisi ve Lokasyonu

Area septalis, insanda lobus frontalis’in posterior, inferior ve medial kisimlarinda
commissura anterior’un hemen rostrumunda, corpus callosum'un rostral kisminin
altinda, nucleus accumbens’in dorsocaudal’inde bulunur. Bu alan ¢ok da iyi
tanimlanamamis ¢ekirdek kiimelerinden olusur. Dolayisiyla insanlarda ve diger
gelismis primatlarda area septalis genelde detayli bir gruplandirma veya spesifik
cekirdekleri belirtmeden bu bdlgenin genel anatomik lokasyonunu vurgulamak igin

kullanilir (13).

Area septalis’in yerlesimi kemirgen memelilerle insanlar karsilastirildiginda
oldukga farklidir. Kemirgenlerde area septalis iki ventriculus lateralis’in arasinda
yerlesmistir (Sekil 3). Insanlarda ise area septalis, iki ventriculus lateralis’in ventral
sinirinda yerlesmis ve her iki taraf birbirinden septum pellucidum ile ayrilmistir
(Sekil 4). Area septalis diger memelilerle karsilastirildiginda insanda daha biiyiiktiir
(14).



Sekil 3. Nuclei Septalis’i 3 boyutlu koronal, sagital ve oblik agilardan gostermektedir. Gri olan alan
Nucleus Septalis Lateralis’i, parlak yesil alan Nucleus Septalis Medialis’i temsil etmektedir. (Allen

3D Mouse Brain Atlas’dan alinmustir.)
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Sekil 4. Insan beyninde koronal eksende Nucleus Septalis Lateralis’i (LS) kirmizi ve Nucleus Septalis
Medialis’i yesil olarak (MS) gostermektedir. (Allen Human Brain Atlas’dan alinip modifiye
edilmistir.)

Beyinde area septalis heterojen yapida bir prosencephalon bolgesidir. Area
septalis lateral, medial ve posterior olmak {izere 3 bolgeye ayirmistir. Area Septalis’in
lateral boliimiinde sadece LS mevcuttur (Sekil 5). Medial boliimde ise MS mevcuttur
(Sekil 6). Hemen MS’nin ventral’inde Broca'nin diagonal band niikleusu ve LS’den
zona limitans ile ayrilan bed nucleus stria terminalis mevcuttur. Posterior béliimde de

septofimbrial nucleus, triangular septal nucleus (santral yerlesimli) bulunmaktadir

2).
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Sekil 5. Nucleus Septalis Lateralis’i agik yesil olarak 3 boyutlu koronal, sagital ve oblik agilardan
gostermektedir. (Allen 3D Mouse Brain Atlas’dan alinmistir.)
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Sekil 6. Nucleus Septalis Medialis’i agik yesil olarak 3 boyutlu koronal, sagital ve oblik agilardan
gostermektedir. (Allen 3D Mouse Brain Atlas’dan alinmistir.)
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MS hiicreleri, LS hiicrelerine kiyasla daha biiyilk somalara sahiptirler (1).
MS daha ¢ok hippocampus ile baglantili olup 6grenme, dikkat ve hafiza gibi

fonsiyonlarda rolii vardir.

Swanson ve arkadaslar1 (1979) LS’yi dorsal, intermediate ve ventral olarak
bu bolgenin hem sitoarkitektiirine hem de anatomik baglantilarina gore
smiflandirmistir (14). Daha sonra Swanson ve arkadaslar1 (1997) bu klasifikasyonu
yeterli bulmamis ve LS’yi gelismis anatomik baglantilarina ve ileri noérokimyasal
ozelliklerine gore tekrar kategorize etmistir. Bu sisteme gore de LS ii¢ gruba ayrilir.
Bunlar Rostral LS (LSr), Caudal LS (LSc) ve Ventral LS ( LSv)’dir. Rostral LS
(LSr) norotensin ve enkefalin mRNA pozitif ancak somatostatin mMRNA negatif
hiicrelerden olusur ve hippocampus CA 1 alanindan input alir ayrica medial
hypothalamus ile baglantilar kurar. Kaudal LS (LSc) ise somatostatin mRNA pozitif
ancak norotensin veya enkefalin mRNA negatif hiicrelerden olusur ve hippocampus
CA 3 alanindan input alir ve lateral hipotalamus ile baglantilar kurar. Son olarak
Ventral LS ( Lsv) ise konum olarak posterior LSc nin ventralinde bulunur, dstrojen
reseptorii  pozitif, digerler markerlar negatif hiicrelerden olusur ve ventral
subiculumdan input alir. Ayrica hipotalamus'un medial preoptik alaniyla baglantilar
kurar (14) (Tablo 1). MS’nin ve LS’nin diger yapilarla kurduklari baglantilardan
ilerleyen boliimlerde daha detayli bahsedilecektir.
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LS Alt bolge Hiicre Ozellikleri Baglantilar

Kaudal LS (LSc) Norotensin -~ mRNA (-) Hippocampus CA3
Enkefalin MRNA (-) Lateral Hipotalamus
Somatostatin mMRNA (+)

Tablo 1. Nucleus Septalis Lateralis’in rostral, kaudal ve ventral boliimlerinin hiicre 6zellikleri ve

baglantilarim gostermektedir.



2.2.2 Area Septalis Afferent ve Efferent Baglantilar:

Santral sinir sisteminin evrimsel gelisiminin ilk safhalarinda area septalis’in gyrus
hippocampi’nin posterior par¢asinin devami oldugu diisiiniilmektedir. Telencephalon
gelistikge bu iki yap1 anatomik olarak birbirlerinden ayrilmis ve gelismis primat
beyninde bulunan yerlerini almislardir. Ancak hippocampus'un posterior bdlgesine
area septalis’den giden veya bu bolgeden area septalis’e gelen ¢ok sayida sinir lifleri,
bu iki yapinin evrimsel ve fonksiyonel iligkisini yansitmaktadir (15). Bu sebeple bu
iki bolge genelde area septohippocampi olarak isimlendirilir (14). Bu liflerin en

onemlileri stria terminalis ve ventral amygdalofugal yolak ve fornix'tir (Sekil 7).

Indisium
Griseum

=» Stria
Terminalis

Fornix €

Nucleus

dala \
Amygaa's \ Septalis

Y
Amygdalofugal
Yolak

Hippocampus

Sekil 7. Area Septalis’in major baglanti yolaklari olan Fornix, Stria Terminalis ve Amydalofugal

yolaklar1 gostermektedir. (Visible Body 3D Human Anatomy Atlas’dan alinip modifiye edilmistir.)
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Stria terminalis, dorsolateral thalamus'un istiinden dolanarak amygdala ve
area septalis arasinda afferent ve efferent baglantilar1 tasir. Ventral amygdalofugal
yolak ise amygdala ve area septalis arasinda daha direkt bir bilgi aligverisi saglar
(16). Fornix ise primer olarak formatio hippocampi’den corpus mamillare'ye efferent
yolak olsa da hypothalamus'a inerken precomissural lifler olarak bilinen ve nuclei
septales’e ulasan kollateral lifler verir (17) (Sekil 8). Ayrica fornix area septalis’den

thalamus ve hippocampus'a afferent lifler tagir (13).

omissural
ifler

Nucleus
Septalis

Sekil 8. Fornix’den ¢ikan ve Area Septalis’e gelen precomissural lifleri gostermektedir. (Visible Body

3D Human Anatomy Atlas’dan alinip modifiye edilmistir.)
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Bunlarla beraber gyrus hippocampi’nin area septalis ile baska bir dorsal
baglantisi da mevcuttur. Indusium griseum adinda hippokampal bolgeden corpus
callosum'un dorsal yiiziine (corpus callosum ve gyrus cinguli arasinda) anterior
dogrultuda seyreden gri bir banttan s6z edilmektedir. Bu bant igerisinde medial ve
lateral longitudinal striae (Lancisi striae) adinda area septalis ile baglant1 kuran iki
yolak bulunmaktadir (Sekil 9) (13, 18).

Lateral
Longitudinal
Striae

Medial
Longitudinal
Striae

Indisium
Griseum

—~

Copyright 1997

Sekil 9. Corpus Callosum’un dorsal yiiziinde bulunan Indisium griseum, Striae Longitudinalis

Lateralis ve Medialis’i gostermektedir. (The Anatomy Project 1997°den alinip modifiye edilmistir.)
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Tim bunlara ek olarak, hypothalamus ile ilgili bir dorsal yolak olan stria
medullaris thalami mevcuttur. Thalamus'un dorsomedial yiiziinde bulunan bu yolak,
nuclei septales’den nucleus habenulae ve nuclei thalami’nin bir kismina primer
efferent bir yolaktir (Sekil 10). Nucleus habenulae’ye gelen projeksiyonlar truncus
cerebri’nin nucleus interpeduncularis’ine fasciculus retroflexus araciligiyla

taginmaktadir (19).

L
Nucleus
Habenulae

Nucleus

¥ Septalis

Stria
Medullaris

Sekil 10. Nucleus Habenulae ile Area Septalis baglantisin1 saglayan Stria Medullaris Thalami’yi
gostermektedir. (Visible Body 3D Human Anatomy Atlas’dan alinip modifiye edilmistir.)
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Yukarida bahsi gegen uzun ve dorsal yerlesimli yolaklarin disinda, ventral
yerlesimli yolaklar da mevcuttur. Bunlar nuclei septales’e basal prosencephalon,
amygdala, hypothalamus, ve truncus cerebri’nin baglantilarin1 saglar (13). Ek olarak
amygdalofugal yolak disinda iki ana yolak da nuclei septales’in cortex frontalis
basillaris’in, hypothalamus ve truncus cerebri ile olan ventral baglantilarini olusturur.

Bunlar Broca’nin diagonal bandi (20), ve fasciculus medialis telencephali’dir (13).

Korteks, subkorteks ve truncus cerebri baglantilarinin sonucunda area
septalis amygdala'ya benzer sekilde muhakeme, duygulanim, duyusal ve viseral
enformasyona katilimda bulunur. Boylece area septalis’in ayni hypothalamus ve
amygdala gibi limbik sistem baglantilar1 disinda cortex frontalis, thalamus ve truncus

cerebri ile 6nemli baglantilar yaptigi goriilmektedir (13).

Area septalis’in baglantilarina, bu boélgeyi alt birimlerine ayirarak bakacak
olursak LS’ nin amygdala, bed nucleus stria terminalis, medial prefrontal korteks ve
entorhinal korteks gibi emosyonel fonksiyon merkezleriyle yogun baglantilar
kurdugu literatiirde karsimiza c¢ikmaktadir. LS‘nin yerlesimi bir¢cok kognitif
fonksiyonun merkezi olan prefrontal korteks, entorhinal korteks hippocampus gibi
bolgelerden gelen wuyarilarin; amygdala, hypothalamus gibi duygu-durum
merkezlerinden gelen wuyarilarla birlestirilmesinde ve bu uyarilarin  gerekli
merkezlere yonlendirilmesinde gorev almasimi sagladigi literatiirde bilinmektedir

(14) (Sekil 11).
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Hippocampus

EC Amg

Sekil 11. Nucleus Septalis Lateralis’in (LS), cortex prefrontalis (PFC), Amygdala (Amg), Entorhinal
korteks (EC), Bed Nucleus Stria Terminalis (BNST) ve Hippocampus’a olan efferent baglantilarini
gostermektedir. (Visible Body 3D Human Anatomy Atlas’dan aliip modifiye edilmistir.)
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GABAerjik
Glutamaterjik
Dopaminerjik
Serotoninerjik

Noradrenerjik
Kolinerjik

Ayrica LS’nin area tegmentalis ventralis’den (VTA) dopaminerjik, Raphe
Nucleus’dan (RA) serotoninerjik, Locus Ceruleus’dan (LC) adrenerjik ve Area

Tegmentalis Laterodorsalis’den (LDT) de kolinerjik uyarilar aldig: tespit edilmistir
(14) (Sekil 12).

Sekil 12. Nucleus Septalis Lateralis’in (LS), cortex prefrontalis’den (PFC) aldig1 glutamaterjik, Locus
Ceruleus’dan (LC) aldigi noradrenerjik, Raphe Nucleus’dan (RA) aldigi serotoninerjik, Area
Tegmentalis Ventralis’den (VTA) aldigr dopaminerjik, Area Tegmentalis Laterodorsalis’den (LDT)
aldigi kolinerjik uyarilar1 ve Nucleus Accumbens’e (NA) gonderdigi GABAerjik uyarilar
gostermektedir. Norotransmitterler farkli renkte sekillendirilmis olup lejand seklin sol alt

kosesindedir. (Visible Body 3D Human Anatomy Atlas’dan alinip modifiye edilmistir.)

22



2.2.3. Area Septalis Norokimyasal Ozellikleri

Area septalis’de de, beynin diger bolgelerinde oldugu gibi ¢esitli norotransmitterler
mevcut olup, bu norotransmitterlerin kimyasal ozellikleri depolandiklari ve
salindiklar1 néronlarin fonksiyonlar ile ilgili 6nemli etkilere sahiptir. Bu bdlgede
basta GABAerjik noronlar olmak iizere birgok grup néron mevcuttur. Area
septalis’de kolinerjik noronlarin varligi ve bu ndronlarin hippocampus’a kadar
uzanip terminaller verdigi bilinmektedir (21). LS’de de GABAerjik ndronlar yogun

olup, diger noron tipleri de goriilmektedir.

Enkefalin, somatostatin, norotensin, substans P ve dinorfin ihtiva eden
noronlar buna Ornektir. GABAerjik ndronlar haricindeki ndéronlarin LS igerisinde
goriilme yogunluklar1 bu cekirdegin alt bolgelerine gore degisiklik gdstermektedir.
Ormegin enkefalin igeren noronlar daha ¢ok LS’nin rostral kisminda tespit edilirken,
somatostatin i¢eren noronlar daha ¢ok LS’nin caudal kisminda tespit edilmektedir

(22).

Area septalis’de GABAerjik ve kolinerjik néronlarin yanisira son yapilan
calismalar bu bolgede ayrica glutamaterjik noéronlarin varligmi da gostermistir.
Kolinerjik ve glutamaterjik ndronlar daha ¢ok MS’de goriinlirken, GABAerjik
noronlarin LS de yogun oldugu bilinmektedir. GAD immiinhistokimya sonuglarina
gore her iki GAD alt tipinin area septalis’de bulundugu goriilmektedir. Bu enzimleri
tasiyan hiicrelere bakildiginda ise GAD-65 pozitif olanlarin daha kiigliik boyutlu
olduklar1 ve daha ¢ok LS’de goriildiikleri, GAD-67 pozitif olanlarin boyutlarinin
daha biiyiik oldugu ve daha ¢ok MS bolgesinde tespit edildikleri goriilmiistiir (3).

2.2.3.1. Area Septalis Kolinerjik Noronlariin Ozellikleri

Area septalis’in kolinerjik noronlarina bakilacak olursa, GABAerjik néronlarin genis
dagilim gosterdigi area septalis’de kolinerjik néronlarin MS bolgesinde yogun olarak
goriildiigii bilinmektedir. LS’deki kolinerjik néron dagilimmin MS’ye kiyasla ¢ok
kisitl oldugu bilinmektedir. Area septalis’deki kolinerjik néronlarin Alzheimer
Hastaligi’nda siddetli derecede kayba ugradigi ve bu hastalifin patogenezinde rolii

oldugu disiinilmektedir (3).
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2.2.3.2. Area Septalis Glutamaterjik Noéronlarinin Ozellikleri

Area septalis glutamaterjik noronlarina bakildiginda, bu grubun da MS bdlgesinde
yogun olarak goriildiigii, ancak LS bolgesinde ise MS bolgesi kadar yogun olmadigi
ve tek tiikk daginik halde bulundugu gosterilmistir. Area septalisde tespit edilmis olan
glutamaterjik hiicrelerin de orta boyutlu (yaklasik 10 mikron ¢apinda) hiicreler
oldugu goriilmiistiir. Glutamaterjik néronlar area septalisde en son tespit edilmis grup
olmalarmma ragmen kolinerjik noronlardan sayica daha fazla olduklar1 yapilan
calilsmalarda goriilmistiir. Glutamaterjik ndronlarin bu bdlgede gosterilmesi
sonucunda da daha onceden iki tip noron grubuna (kolinerjik ve GABAerjik) bagl
oldugu diisiiniilen septal fonksiyonda gilinlimiizde glutamaterjik néronlarin da gorev

aldigi bilinmektedir (23).

2.2.3.3. Area Septalis GABAerjik Noronlariin Ozellikleri

Area septalis’deki GABAerjik noronlara bakilacak olursa bu bdlgede yogun olarak
tespit edildikleri gosterilmistir. Literatiirde, in situ hibridizasyon teknigi kullanilarak
GAD-65 ve GAD-67 mRNA igeren hiicreler LS’ nin dorsal kisminda, orta kisminda
ve ventral kisminda yogun olarak goriildiigii gosterilmistir. Bolgenin genelinde
GAD-67 mRNA iceren ndronlarin goriilme sikligi, GAD-65 mRNA iceren
noronlardan ¢ok farkli olmamakla birlikte, sayica daha fazla goriildiigiinii bildiren
yayinlar mevcuttur (24). MS’ye bakildiginda ise GAD-67 baskin olarak goriiliir.
Buna ek olarak LS incelendiginde, ana noron popiilasyonunun GABAerjik oldugu
anlagilmistir. Bu sebebiyle hippokampal - lateral septal aksonlarin da bu GABAerjik
noronlara terminaller verdigi disiinilmektedir (4). Ayrica bu GABAerjik
noronlarinin bir kisminin, igerisinde GABAerjik internéronlarin da bulundugu septal

ndronlarin inhibisyonunu gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (25).
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2.2.4. Area Septalis Fonksiyonel iliskileri

Goreceli olarak kiiciik bir alan olan area septalis’in, boyutuyla kiyaslanamayacak
kadar 6nemli ve gesitli fonksiyonlar1 mevcuttur. Memelilerde yapilmis olan lezyon
caligmalarina bakildiginda sonuglarin ¢ogunun amygdala lezyonlarinda goriinenlerin
tam tersi oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Normal sartlarda laboratuvarlarda deney amagh
kullanilan albino siganlar ¢ok uysal ve evcil davranigli hayvanlardir. Area septalis
stereotaksik olarak hasarlanmis olan bir albino sican, herhangi bir stimulus
olmadiginda higbir degisiklik yokmus gibi hareketsiz dururken, normal sartlarda
tehlike arz etmeyecek kadar kii¢lik bir uyar1 sonucu, ¢ok siddetli bir 6tke reaksiyonu
verip tehdit olarak algiladigi kaynaga saldirdigr gozlemlenmektedir. Bu durum
sadece sicanlarla smirli olmamakla birlikte genelde tim memelilerde benzer
sonuglarla karsilagilmistir. Bu tepkiye “septal 6fke” (septal rage) denmektedir (1,13).
Lezyon sonucu olusan bu tepki zamanla azalmakta, bu azalmadan da amygdala’nin
sorumlu oldugu diigiiniilmektedir. Septal lezyonlarin tam tersine, area septalis’e

yapilan stimulasyonlar agresif davraniglar1 azalttigi veya inhibe ettigi gozlenmistir

(13).

Amygdala lezyonlarinda ortaya ¢ikan sosyal geri ¢ekilmenin tam aksine
area septalis lezyonlarinda artmis bir sosyallesme ihtiyact gozlemlenmektedir. Bu
durum bazi zamanlara canli olmayan nesnelerle veya normal sartlarda uzak durulan
diger bir tiirle artmis fiziksel temas ihtiyaci seklinde goriilmektedir. insanlarda ise bu
durum sosyal yapisiklik olarak adlandirilan ve area septalis lezyonunu takiben
bireyin sosyal iletisimde bulunmasi gereken uygun sinir1 algilayamamasi ve
uygulayamamasi seklindedir. Burada vurgulanmis olan sosyal cevaplar artmis agresif
davranis modeline ters gibi goriinse de aslinda iki durumda da karsilagilan sosyal
veya emosyonel davraniglarin diizenlenmesinde veya inhibe edilmesindeki

yetersizliktir (26).
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Area septalis’in stimulasyonunun insanlarda keyif verici etkilere sahip
oldugu gozlemlenmistir (27). 1950’lerde hayvanlarda yapilan stimulasyon
deneylerinde ilk kez Olds & Milner deney siganlarinin area septalis’ine stimiilasyon
elektrodu yerlestirmis ve siganlarin bulundugu kafese bu elektrodu aktive edebilecek
bir diizenek kurmuslar sonrasinda ise hayvanlarin diizenegi kullanarak bu
stimiilasyonun devamini saglamaya calistigini gozlemlemislerdir. Bu etkiler
stimiilasyon elektrodunun konumunun ne kadar dogru olduguna goére degisiklik

gostermektedir (13).

Bu tiir bir stimulasyon amygdaloid ve hypothalamus alanlarindan endojen
opiyat salmimini tektiklemesi sonucu olustugu disiiniilmektedir. Ayrica Area
septalis’in stimulasyonunda bu boélgenin hypothalamus ve truncus cerebri gibi
otonom merkezlerle baglantisindan dolayr bazi otonomik degisiklikler de
gozlemlenmektedir (13). Tiim bunlara ek olarak area septalis’e gelen dopaminerjik
uyarilarin da bu keyif verici etkilere sebep olabilecegi ve antipsikotik ilaglarin

dopaminerjik etkilerini nuclei septales iizerinden sagladig da diigiiniilmektedir (1).

Area septalis’de genel olarak LS’nin fonksiyonu i¢in duygulanima direkt
etki etmeden, gelen uyarilari 6nem ve siddet sirasina gore degerlendirmek ve primer
olarak duygulanimdan sorumlu olan merkezlere iletmek oldugu sdylenebilir. LS
noronlar1 sahip olduklar1 kimyasal 6zellikler sebebiyle bagimlilik yapan maddelere
yiiksek derecede duyarlidirlar. LS korku ve anksiyete regililasyonunda 6nemli role
sahip oldugu icin spesifik lezyon ¢aligmalarinda korku hissinin arttig1, daha once de
bahsedildigi gibi deney hayvanlarinin  verdikleri tepkilere bakildiginda
goriilmektedir. Benzer sekilde LS spesifik olarak elektrik stimulasyona ugratilmasi

durumunda da anksiyete hissini azaldig1 yapilan deneylerde gozlenmistir (14).

Tiim bunlara ek olarak area septalis’in truncus cerebri ve hypothalamus’dan
neokortekse iletimin diizenleyici diigimi gibi ¢alistigt unutulmamalidir. Ayni
zamanda area Septalis, hedef bolgelerden kortikoseptal baglantilarla geribildirim de
alir. Nuclei septales’in hippocampus eksitabilitesi ilizerinde diizenleyici bir etkisi
vardir. Bu diizenleyici etki sebebiyle septal ndronlar, 6zellikle nucleus septalis

medialis ndronlari, hippocampus devreleri {izerinde antiepileptik bir etki yaparlar (4).
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2.3. y-Amino-Butirik Asit (GABA) Genel Bilgiler

GABA, glutamat'a benzer sekilde santral sinir sisteminin genelinde bulunan bir
amino asittir. Beyindeki tiim sinaptik baglantilarin %40 'min GABAerjik oldugu
tahmin edilmektedir. Glutamat 'n aksine GABA reseptorleri postsinaptik néronlarda
inhibitdér bir etki olusturmaktadir. GABA inhibisyonunun motor hareketlerin
koordinasyonunda Oneminin yaninda input stimuluslarin derecelendirilip 6nem
sirasina konmasinda da 6nemli etkisi mevcuttur (13). Organizmanin kognitif ve
norolojik gelisimi karmasiklastikca koordinasyon ve filtreleme i¢in gerekli inhibitor
kapasite de bununla dogru orantili olarak karmasiklagsmaktadir. Bu sebeple GABA
reseptOr dansitesinin tiirlin gelismislik oranina gore artis sergiledigi bilinmektedir.
Diger norotransmitterlerde oldugu gibi GABA salinimina kadar ndéronlarin ig¢indeki
vezikiillerde depolanir ve presinaptik terminalde olusan depolarizasyon ile salinimi
gerceklesir. Sinaptik bosluga salimimini miiteakip presinaptik veya postsinaptik
reseptoriine yapigarak etki eder. Sinaptik boslukta bulunan GABA’nin degredasyonu
ise presinaptik terminale geri alinnmindan sonra GABA transaminaz enziminin

katalizledigi bir reaksiyonla gergeklesir (28).

2.3.1. GABA Sentezi

GABA santral sinir sisteminde inhibitér etkileriyle bilinen, lokomotor aktivite,
O0grenme, ilireme ve sirkadian ritm ile ilgili gorevleri olan ana ndérotransmitterdir.
Bozulmus GABA iletimi Parkinson, epilepsi, depresyon, anksiyete ve panik
bozukluklarin  patofizyolojisinde Onemli rol sahibidir. GABA iletiminin
diizenlenmesinde basta hiz kisitlayici enzim olan GAD’mn etkisi altindaki GABA
sentezi gelir. Molekiiler klonlama g¢alismalart sonucunda GAD enziminin iki alt
tipinin oldugu ve bu alt tiplerin de biribirlerinden bagimsiz sekilde regiile edilen iki

farkl1 genin tiriinleri olduklari gosterilmistir (29).

GAD-65 geni kromozom 2, GAD-67 geni ise kromozom 10 iizerindedir. Bu
iki alt tip enzimin mevcudiyeti GABA'y1 serotonin ve asetil kolin gibi diger
norotransmitterlerden ayirir. GABA sentezi i¢in neden iki enzim bulundugu ise net

olarak bilinmemektedir.(29, 30).
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GAD enziminin isimlendirilmesinde kullanan sayilar bu iki alt tipin yaklasik
molekiiler agirliklar1 olan 65400 Da u 66600 Da 'dir. Bu enzimin kendi i¢inde de N-
terminal ve C-terminal pargalart mevcuttur. N-terminal pargast membrane
asosiyasyonu, subseliiler hedefleme ve heteromerik iligkilerden sorumluyken, C-
terminal parcasi enzimin katalitik merkezini barindirir. GAD-65 ve GAD-67 alt
tiplerinin bir diger farki da hiicre membraniyla olan iliskileridir. GAD-65 N-terminali
fosforilasyonu sonucunda membran asosiyasyonu saglarken, GAD-67 ise GAD-65
asosiyasyonu sonrasi meydana gelecek olan 65-67 heteromer olusumuna gereksinim
duyar. Bu farklar iki enzimin subseliiler yerlesimleriyle ilgili farklarin da sebebi

olabilir (29).

Bu enzimlerin fonksiyon gérmeleri i¢in piridoksal fosfat ¢ok Snemli bir
kofaktor olarak karsimiza ¢ikar. Literatiire gore GAD-65 alt tipi ortamda piridoksal
fosfat varligina GAD-67'den daha duyarlidir (31).

Literatiirde GAD-67 alt tipinin sinir hiicrelerinin genel metabolik
fonksiyonlart i¢in Sitrik asit siklusu lizerinden metabolizmaya katilmak iizere GABA
trettigi  disiiniilmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda GAD-65 "knock-out"
farelerde GAD-67 ve GABA seviyelerinde diisme gézlemlenmemistir. Aksine GAD-
67 "knockout" farelerde GABA seviyelerinin diistiigli gosterilmistir. Bunun
sonucunda GAD-67'nin beyinde GABA iiretimi i¢in oncelikli alt birim oldugu fikri
uyanmustir. Tiim bu yeni bilgiler 1518inda GAD-65'in etkinliginin kofaktor olarak
gorev yapan piridoksal fosfat ile kontrol edildigi de disiiniilirse GAD-67 alt

biriminin daha fazla etkin gibi gériinmesi agiklanabilir (29, 30).

Cogu GABAerjik internéron GAD enziminin iki alt tipini de barindirir.
GAD-67 aksonlarda ve hiicre govdelerinde bulunurken, GAD-65 daha ¢ok sinaptik
terminallerde mevcuttur. Dolayisiyla GAD-67 ‘nin genel metabolik aktiviteye
GABA havuzu saglamakta gorevli oldugu, GAD65 ‘in ise sinaptik aktarimda gorevli
oldugu distiniilmektedir (32). GAD65 eksikligi olan farelerde beyindeki GABA
igeriginde bir degisiklik olmadigi ancak nobet gecirmeye yatkin olduklari
gozlenmistir. Bu durumun aksine GAD-67 eksikligi olan farelerin siddetle azalmis
GABA seviyeleri ve bazi solunum sikintilar1 sebebiyle hayatta kalmalar1 miimkiin

olmadig1 yapilmis “knock-out” ¢aligmalarinda gosterilmistir (33).
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2.3.2. GABAerjik Noronlarin Goriintiilenmesinde Kullanilan Teknikler

GABAerjik noronlarin saptanmasinda ve goriintiilenmesinde ¢esitli  yontemler
gelistirilmis olup, GAD enzimi de bu yontemlerin bazilarinda spesifik marker olarak
kullanilir (34). Tiim bu siireg igerisinde bu yontemlerin ¢ogu beraberinde GABAerjik
hiicreleri  goriintiillemede ¢oziinlirliik problemleri getirmistir. Yakin zamanda
gelistirilmis olan GAD-GFP (Green Fluorescent Protein) “knock in” fareler
kullanilarak GAD enzimi florasan tekniklerle goriintiilenerek GABAerjik noronlarin

tespitinde kullanilmaya baglanmistir (24).

Bu calismamizda kullandigimiz bu teknik temel olarak bir deniz anasi
tiriinden elde edilmis ve florasan 1s1tma yapan bir tiir protein geninin farelerin
genetik yapist igerisinde GAD enzimini kodlayan bdlgeye yerlestirilmesi ile, GAD
enzimine bir antikor baglama olanag1 saglamaktadir. Sonug olarak isaretlenmis olan
GAD enzimi deney hayvaninin bu enzimi barindiran dokularin (bizim ¢aligmamizda
beyin) florasan mikroskop altinda incelenmesi sonucu tespit edilebilir hale
gelmektedir.

Bunun yaninda in situ hibridizasyon teknikleri de GAD enzimi iizerinden
GABAerjik ndronlarin goriintiilenmesinde kullanilmaya baglanmistir.  Yapilan
arastirmalarda GAD-65 subtipi daha ¢ok akson terminallerinde, GAD-67 ise

noronlarin somalarinda yaygin olarak gozlemlenmistir (24).

Gelisimsel donemde GABA fonksiyon ve dagiliminda yetigkin beyniyle
karsilastirildiginda 6nemli farklar mevcuttur. Yetiskin sinir sisteminde GABA fazik
cevaplar ortaya ¢ikaran bir norotransmitter olarak gorevli iken, gelismekte olan sinir
sisteminde otokrin-parakrin mesaj molekiilii olarak tonik sinyallerden sorumludur
(35).
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2.3.3. GABAerjik Noronlarin Gelisimsel Ozellikleri

Gelisimsel donemde yapilmis olan ¢alismalarda Subventrikiiler alanda ¢ok sayida
GABAerjik noéron gozlenmistir. Bu bdlge yasam boyunca norogenezin olustugu,
noroblastlara baskalasan kok hiicrelerin bulundugu ve bu hiicrelerin go¢ ederek
interndronlar1 olusturdugu bolgedir. Dolayisiyla bu bolgede gelismeye baslamis
GABAerjik noronlarin, gelisimsel siire¢ igerisinde beynin farkli yerlerine go¢

ettikleri, bu bolgelerden birinin de septal bolge oldugu bilinmektedir (36).

Yavru ratlarda tespit edilen GAD-65 ve GAD-67 seviyelerinin yetiskin
diizeye ancak ilk {i¢ postnatal haftanin sonunda geldigi gozlenmistir. In situ
hibridizasyon ile ¢alisilmis alanlarda GAD-67 ‘nin, GAD-65 ‘e kiyasla daha yiiksek
oranda tespit edildigini gosteren yayinlar mevcuttur ancak bu durumla ilgili birbiriyle
celisen sonuglar literatiire katilmaktadir. Bazi yayinlar ise GAD-65 izoformunun
yetiskin ratlarda, GAD-67’ye kiyasla daha yiiksek derecede tespit edildigini
soylemektedir (33).

Embriyonik donemin baslarinda GABA, yetiskinde oldugu gibi
inhibisyondan sorumlu degildir. Aksine reseptdrii agildiginda hiicre disina CI
salmmmina sebep olur ve depolarizasyona sebep olur. Embriyonik donemde
migrasyon gosteren ndron Onciilleri GABA-A reseptorii eksprese ederler ve GABA
bu reseptore baglandiginda depolarizasyona sebep olur. Bu sebeple Erken
embriyonik donemde GABA, néron migrasyonu igin gerekli bir nérotransmitterdir

(35).

Bir nérotransmitter, fonksiyonu diisiintildiiglinde etki ettigi reseptoriine
muhtactir. Bu sebeple fonksiyonel anlamda reseptoriinden ayr1 diisliniilemez. Aslinda
bir norotransmitter’in etkisi, baglandig1 reseptoriiniin ortaya ¢ikarmis oldugu

etkilerin biitinudiir.
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2.3.4. GABA Reseptorleri

GABA’nmm ii¢ bliylik reseptor alttipi mevcuttur. Bunlar GABA-A, GABA-B ve
GABA-C reseptorleridir. Bunlar hem postsinaptik hem de presinaptik membranlarda
bulunabilirler. Bu sebeple GABA salinim1 yapan presinaptik sinir hiicresinde GABA

reseptOrii mevceut ise bu reseptor otoreseptdr olup salinimi “feed back™ mekanizmasi

ile kontrol eder (28).

2.3.4.1. GABA-A Reseptorleri

GABA-A reseptorleri bilinen karmasik yapidaki reseptorlerdendir.
Noropsikiyatride kullanilan anksiyolitik ajanlarin, kas gevsetici 6zelligi bulunan
ajanlarin, antikonviilsan ajanlarin ve hipnosedatif ajanlarin bircogu bu reseptor
tizerinden etki gosterir. GABA-A reseptorii bir “ligand gated” iyon kanalidir
(ionotropik).

Kalsiyum ve sodium gibi pozitif iyonlarin gegisine sebep olan ve eksitatuar
postsinaptik potansiyele sebep olan glutamatin tam tersine, GABA reseptorleri hiicre
membraninda fazladan klor kanallar1 acarak hiicre i¢ine daha da fazla klor iyonu

girmesine sebep olurlar (13, 28).

Boylece hiicrenin uyarilabilirligi olusan bu hiperpolarizasyon sebebiyle
azalir ve inhibituar postsinaptik potansiyele sebep olurlar. Tim bu olaylarin
sonucunda aksiyon potansiyelinin baglamasi icin gerekli esik dereceye
ulagilamadigindan GABA inhibituar etki yapar. Bu mekanizmalar basit goriinse de
GABA-A reseptoriiniin yapist olduk¢a komplekstir. Alfa, beta, gamma, delta ve rho

adli multiple altbirimleri ve bu birimlerin kombinasyonlari mevcuttur (1) (Sekil 13).
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Sekil 13. GABA-A reseptorii. BZs alan1 benzodiyazepinlerin yapigma bdlgesini, GABA alan1 da
GABA’nin yapisma bolgesini gostermektedir. (Jacob ve ark. , Nature Reviews Neuroscience 2008

‘den alinmustir.)
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Bu alt birimler ion kanalin1 olusturmakla kalmaz ayrica hem GABA hem de
alkol, benzodiazepinler ve bazi anestezik maddeler icin de allosterik baglanma
alanlart olusturur. Bahsi gecen allosterik molekiiller GABA kendi reseptoriine

baglanmisken etki gosterir ve bu etki GABAerjik uyariy artirici bir etkidir (28).

Bu allosterik baglanma bolgeleri GABA etkinliginin reseptor {izerinde
artirmanin yam sira bazi terapotik veya yan etkilere de sebep olurlar. Ornegin bir
benzodiazepine tiirevi tedavi i¢in anksiyolitik etkileri sebebiyle secilmis olsa da kas
gevsetici, sedasyon, ataksi ve kisa donem hafiza sorunlar1 ortaya ¢ikarir. Herhangi
bir GABA reseptoriiniin ise hangi farmakolojik ajana nasil tepki verecegi, reseptor
molekiiliiniin spesifik olarak hangi konfiglirasyonda bulunduguna baghdir. Ciinkii
bu kombinasyonlarin tipi, farmaklojik ajanin baglanacag allosterik baglanma alanini
belirler. Reseptoriin yapisindaki farkli alt birimlerin kombinasyonlarinin yani sira, bu
alt birimlerin de kendi iglerinde varyasyonlart mevcuttur. Bu da fakli tiir
benzodiazepinlerin veya barbitiiratlarin etkileinin neden degisebildigini gosterir (13,

28).

GABAfilik farmakolojik ajanlarin hepsi GABAerjik etki olusturmaz.
Bicuculline gibi bazi ajanlar kompetitif antagonisma yolu ile GABA reseptorii
baglanma bolgesini GABA ile yarisarak bloke eder ve hiicre igerisine bu yolla klor
girmesini engelleyerek antagonistik etki gosterirler. Pikrotoksin de bir non-
kompetitif GABA reseptor antagonistidir. GABA reseptdriine non kompetitif yolla
baglanir ve GABA reseptoriinii tamamen bloke eder. Pikrotoksin’in yapisma bolgesi
agonist GABA’nin yapistigi yer degildir bu nedenle olusturdugu etki negatif
allosterik modiilasyon olarak tanimlanir. Bicuculline ve pikrotoksin normal
GABAerjik fonksiyonu sekteye ugrattiklarindan ndbet tetikleyici Ozelliklere
sahiptirler. Bu sebeple deneysel amacghi kullanilirlar. Bunun disinda Dbir
benzodiazepin antagonisti olan flumazenil ise benzodiazepin asir1 dozunda veya
midazolam kullanilmig bir cerrahi islem sonrasit psikomotor aktivitenin normale

dondiiriilmesinde terapotik amagli kullanilir (1,13).
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2.3.4.2. GABA-B Reseptorleri

GABA-B Reseptorleri ise G proteinine bagli metabotropik tiir bir reseptdr olup
presinaptik veya post sinaptik bulunabilirler. GABA-A reseptorleri gibi iyon kanali
olmayip ikincil mesajc1 kullanirlar. Bazi iyon kanallarinin gecirgenligini artirarak
hiicre disina potasyum ¢ikisin1 kolaylastirirlar, hiicre i¢ine sodyum veya kalsiyum
girisini engellerler ve adenilil siklaz enzimini inhibe ederek CAMP olusumunu

engellerler. Tiim bu fonksiyonlar inhibitor niteliktedir (28) (Sekil 14).

KCTD Tetramer

Sekil 14. GABA-B reseptorii. GABA’nin yapisma alanlarimi ve reseptoriin G-proteini bagl oldugunu
gostermektedir. (University of Freiburg Copyright)
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GABA-A reseptorlerinden daha az bilinmekle birlikte GABA-B reseptorlere
affinitesi bilinen farmakolojik ajanlar mevcuttur. Bunlara en iyi 6rnek baklofen’dir.
Baklofen antispazmotik etkinligi oldugu bilinen bir ajandir. GABA-B reseptorleri
metabotropik olduklarindan olusturduklari cevap daha geg ortaya ¢ikar ancak daha

uzun siirelidir (37).

2.3.4.3. GABA-C Reseptorleri

GABA-C reseptorleri diger alt tiplerle kiyasla daha yeni bir bulus olup yogun olarak
omurgali retinasinda mevcuttur. Bu reseptéore GABA, muscimol ve cis veya trans-
aminokrotonik asit baglanir. Bu reseptdr alt tipi baklofen veya bicuculline
maddelerini baglamaz. Retina disinda GABA-C reseptor alt tipi hippocampus ve
neokorteks yapilarinda da yogun olarak goriliir. Agonist madde bu reseptore
yapistiginda bir klor ionoforu aktive olur. Buna ek olarak serotonin ve glutamat gibi
norotransmitterlerin kendi reseptorlerine baglanarak miktarini artirdiklar1 diagil
gliserol, GABA-C reseptorlerini fosforilleyerek inaktive ettikleri bilinmektedir (1,
27).

2.3.5. GABAerjik Noronlarin Santral Sinir Sistemi Dagilim

GABA ve reseptorlerinin dagilimi glutamat'a benzer sekilde santral sinir sisteminde
yaygin bir dagilima sahiptir ancak Periferik sinir sisteminde bu dagilim daha
sinirlidir . GABAerjik noronlar 6zellikle cerebrum ve cerebellum'da yayginken
GABA'ya benzer bir inhibitor ndrotransmitter olan glisin daha ¢ok beyin sap1 ve
Medulla spinals'te yaygindir. Santral Sinir Sistemindeki GABAerjik ndronlarin

biiyiik bir cogunlugu lokal sinir baglantilarinda gorev alan kisa interndranlardir (13).

Bu bolgelerdeki gorevleri ya post sinaptik ndronlara inhibituar etkidir ya da
presinaptik GABA reseptorleri lizerinden bolgedeki GABA ve benzeri

ndrotransmitterlerin sentez veya salinimlarini inhibe etmektir (28).
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Tiim bu lokal baglantilar disinda projeksiyon noéronlari da norotransmitter
olarak GABA'y1 kullanabilir. Cerebellum'un purkinje hiicreleri, nucleus caudatus,
putamen ve globus pallidus yapilarinda bulunan néronlarin biiyiik bir kismi
GABAEerjiktir. Spesifik alt birimlerin mevcudiyeti veya kombinasyonlari gibi
GABAerjik reseptorlerin santral sinir sisteminde bulunduklar1 bolgelerdeki
degisiklikler, GABA'mmn beyindeki etkisinin neden bu denli farklilik
gosterebilecegini veya ¢esitli ilag gruplarina olan hassasiyetin neden bu derece farkli

olabilecegini gostermektedir (38).

GAD-65 ve GAD-67 nin beyindeki dagilimina bakilacak olursa GAD-65’in
sinaptik teminal yerlesimli oldugu, GAD-67’nin ise terminallerde, hiicre somalarinda

ve dendritlerde mevcut oldugu goriilmiistiir (39).

Siganlarda yapilan in situ hibridizasyona dayali caligmalarda medial
septumda GAD-67, GAD-65 isoformuna kiyasla daha yogun go6zlemlenmisken,
LS’de GAD-65 ve GAD-67 birbirine benzer oranda gzlemlenmistir (39).

GAD-65 mRNA seviyeleri, diagonal band nukleusunda, stria terminalis bed
nukleusunda, nucleus lateralis disindaki tiim amygdala nukleuslarinda, corpus
geniculatum laterale’de, superior colliculus ve pontine nukleuslarda daha baskin
gozlemlenmisken, GAD-67 mRNA bulbus olfactorius, korteks, septum, globus
pallidus, inferior colliculus ve cerebellumda enzimin GAD-65 izoformuna gore daha

baskin oldugu tespit edilmistir (39).
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2.3.6. GABA'nin davranis uizerindeki muhtemel rolii

GABA'nin ana inhibitér norotransmitter olmasi ve daha ¢ok internéronlarda
bulunmasi GABA'y1 elementer diizeyde stimuluslarin, baglantilarin ve iiretilen
cevaplarin slizgegten gecirilmesinde gorev alan bir norotransmitter olarak
diisinmemize sebep olur. GABA beyindeki tiim eksitatuar mekanizmalar1 kontrol
eden ve eksitatuar dengeyi saglayan norotransmitterdir. Tiim bu ndronal desarj
ihhibisyonu gorevi disinda 6zellikle GABA-B reseptorleri diger ndrotransmitterlerin
salinimin1 kontrol etmenin yaninda c¢esitli hormonlarin saliimlarini diizenleyerek
endokrin sistem tizerinde de etkiye sahiptir (1). Beklenenin aksine bazi durumlarda
GABA belli nérotransmitterlerin salinimini inhibe etmek yerine artirmaktadir. Buna
depresyon patogenezinde azalmis olan mono aminler iyi bir ornektir. Depresyon
patogenezinde lokal sinir baglantilarinda GABA deplesyonu oldugu gosterilmistir.
Sonug olarak GABA'nin anksiyoliz, sedasyon, nobet kontrolii ve kas gevsetici

etkileri temeldir (40).

2.3.7. GABAerijik Sisteme Etkili ilaclar ve Klinik Ozellikleri

2.3.7.1. Barbituratlar

Etil alkolden sonra GABA-A reseptorleri iizerine etkili bulunan ilk farmakolojik
ajandir. Hipnosedatif ve anti konvulzan etkileri vardir. Epilepsinin bazi tiirlerinde ve
cesitli cerrahi girisimlerde anestezik ve sedatif olarak kullanilirlar. Giinlimiizde
benzodiyazepinler daha gilivenli olduklarindan aksiyete ve uyku bozukluklar
tedavisinde barbituratlara tercih edilirler. Barbituratlar benzodiyazepinlere gore daha

fazla tolerans ve bagimliliga sebep olurlar (41).
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Bunlara ilave olarak cok daha yiiksek asir1t doz ve solunum depresyonu
riski tasirlar. Barbituratlar diisiik dozda benzodiazepinler gibi davranarak GABA-A
reseptOrii lizerinden hiicreye klor girisini artirir. Yiiksek dozda ise GABA'dan
bagimsiz olarak klor kanallarin1 agar .Bu nedenle yliksek doz kullanildiklarinda
etkinlikleri sadece ilacin konsantrasyonuna baglidir dolayisiyla artmis risk de buna
baghdir (1).

2.3.7.2. Benzodiyazepinler

Benzodiyazepinler iyonotropik GABA-A reseptorii tizerinde alfa ve gamma2 alt
birimlerinin hemen komsuluk yaptig1 bolgede bulunan yiliksek derecede spesifik
baglanma gosteren baglanti noktasina yapisarak fonksiyon goriirler. Bu bolgeler
benzodiyazepin reseptorii olarak da adlandirilirlar. Benzodiyazepinler reseptorlerine
yapistiklarinda GABA’nin GABA-A reseptorii iizerine etkinligini artirirlar. Sonug
olarak GABA-A reseptorii daha uzun siire agik kalarak hiicre i¢ine daha fazla klor
iyonu sokar ve hiicrenin eksitabilitesi azalir.Barbituratlara benzer anksiyolitik ve
sedatif etkileri olmasina karsin GABA'dan bagimsiz klor kanallarini acamadiklari

icin barbituratlardan daha giivenlidirler (41).

Benzodiyazepinler generalize anksiyete bozuklugunda, panik bozuklukta,
fobilerde, uyku bozukluklarinda akut psikozlarda ve ndbetlere miidahalede siklikla
kullanilirlar. GABA-A reseptorii lizerindeki allosterik baglanma noktalarina
baglanirlar vee GABA varliginda iyonotropik reseptoriin acilip hiicre igine klor

girigini kolaylastirirlar (42).
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2.3.7.3. Alkol

Alkoliin GABA-A reseptorii lizerinde benzodiazepinbaglanma bolgesine benzer bir
baglanma noktas1 mevcuttur. Bu bolgeye baglandiginda benzodiyazepinlere benzer
sekilde GABA'nin inhibisyon etkisini artirir. Bu mekanizma alkol intoksikasyonu
sonucu ortaya c¢ikan sedasyon, motor inkoordinasyon, kognitif fonksiyon
bozukluklar1 ve konugsma bozukluklarini agiklamaktadir. Buna ek olarak kronik alkol
alim1 sonucu GABA reseptorlerinde bir "down regiilasyon" olusur. Bu etki alkol geri
¢ekilme sendromu bulgularindan sorumlu tutulmaktadir. Kronik alkol kullanimi
sonucu tolerans, bagimlilik ve ani kesilmede geri ¢ekilme bulgular1 goriiliir. Tiim

bunlara benzer bulgular benzodiyazepin tiirevi ajanlar igin de gegerlidir (13, 41).

2.3.7.4. GABApentin ve Vigabatrin

GABApentin bir GABA agonisti olarak {retilmistir ancak daha sonralar
antiepileptik etkileri sebebiyle daha ¢ok antiepileptik olarak kullanilmaya
baslanmistir. Ayrica néropatik agr1 durumlarinda agr1 kesici olarak kullanilmaktadir.
Lipofilik bir kimyasal halkaya bagli GABA’dan olusan bu maddenin bir GABA
agonist olarak bulunmast GABA etkisini taklit ettigi diislincesini olusturmus olsa da
hiicre kiiltiirlerinde GABA fonksiyonunu taklit ettigi gosterilmemistir. GABA
salmmmim artirdi@i ve bu yolla etki ettigi diisiiniilmektedir (43). Vigabatrin ise
GABA’y1 yikan GABA transaminaz enzimini geri doniigiimsiiz inhibe ederek

etkinligini gosterir. Antiepileptik grup ilaglar igerisindedir (41, 42).
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3. ARAC VE YONTEM
3.1. Fare Beyinlerinin Temini

Calismamizda, Oxford Universitesi Farmakolojik Noéroanatomi Birimi’nden elde
ettigimiz, postnatal 21 ila 23 giinliik 5 adet glutamik asit dekarboksilaz 65 Kda GFP
(Green Fluorescent Protein) “knock-in” ve 3 adet glutamik asit dekarboksilaz 67Kda
“knock-in” farelerden elde edilmismis beyinler kullanilmigtir. Bu fareler Oxford
Universitesi Farmakolojik Noroanatomi Birimi’nde postnatal 21. ila 23. giinde,
60mg/kg ketamin-HCI ve 5 mg/kg Ksilazin-HC1 kullanilarak intraperitoneal
enjeksiyonla anestezi altinda transkardiyak perfiizyon isleminden gegirilmistir.
Transkardiyak perfiizyon isleminde % 0.9 NaCl sonrast 0.1 M fosfat tamponu
(pH=7.4) igerisinde %4 paraformaldehit soliisyonu kullanilmistir. Perflizyon islemi
sonrast farelerin beyinleri ¢ikarilmis ve kryoprotektan sivi igerisinde bolimiimiize

gonderilmistir.

3.2. Fare Beyinlerinden Kesit Alma Islemi

Boliimiimiize ulasan beyinler (n= 8) koronal eksende kaudal kisimlarindan yaklasik
Smm, rostral kisimlarindan da yaklasik 3mm trimlendikten sonra, kesit alinacak olan
blok rostral kistm yukar1 bakacak sekilde kryojel kullanilarak tablaya yapistirilmas,
beyinlerin sol tarafina bistiiri ucuyla isaret konup, koronal eksende rostralden
kaudale dogru -21°C ‘de, MICROM marka HM 430 model mikrotomda 40 mikron
kalinliginda seri sekilde kesilmistir ve 0.1 M fosfat tamponu’na (pH=7.4) alinmstir.
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3.3. Elde Edilen Kesitlerin Boyanmasi

40 mikron kalinliginda seri kesitlerden area septalis icerisinde bulunanlar tespit
edilmis ve 5 kesitten bir tanesi sirayla alinip Anti-GFP protokoliine gore (Tablo 2 ) 3
kez 0.1 M fosfat tamponu’nda (pH=7.4) 10’ar dakika yikandiktan sonra %1 hidrojen
peroksit soliisyonunda 30 dakika boyunca yikanmistir. Daha sonra kesitler 1/400
oraninda Molecular Probes marka anti-GFP tavsan poliklonal antikor Alexa Fluor

488 konjugattan, %0.3 oraninda PBS-TritonX ve %1 oraninda non-immun esek

serumundan hazirlanmis primer

bekletilmistir.

antikor

0.1M Fosfat Tamponu

(Sigma Aldrich P4417)

3 Kez, 10’ar dakika

%1 Hidrojen Peroksit

30 dakika

Primer Antikor Sathasi

1/400 Anti-GFP

(Molecular Probes A21311)

%0.3 PBS-TritonX (Merck 108643)
%1 Non-immiin serum

(Sigma D9663)

12 saat (Karanlik)

Tablo 2. Anti-GFP protokolii
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3.4. Kesitlerin Degerlendirilmesi

Primer antikor safhasini bitirmis olan kesitler jelatinli lamlara alinmis ve kurumalari
icin oda sicakliginda ve karanlikta bir gece bekletildikten sonra Fluoromount
kullanilarak kapatilmistir. Bir gece kurumalar1 beklendikten sonra, OLYMPUS
marka BH2-RFL-T3 florasan burner entgre edilmis OLYMPUS marka BX51 model
mikroskopta, 452-490 nanometre dalga boyu duyarli UMWIBA3 kodlu filtre
kullanilarak goriintiilenmis, X2, X10,X40 ve X60 biiyiitmelerde OLYMPUS marka
DP73 model kamera ile fotograflanmis ve DP73 model kameranin kendi bilgisayar

yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir ve hiicre dl¢limleri yapilmistir.

3.5. istatistiksel Incelemeler

Elde edilmis olan goriintiiler iizerinden beyinlerin sag ve sol hemisferlerinde, 5
kesitte bir LS ve MS bolgelerinde Anti-GFP (+) boyanmis hiicre sayimlari
yapilmistir. Daha sonra bu sayimlarin her ornek igin ortalama hiicre sayilari
belirlenmistir. GAD-65 ve GAD-67 Orneklerin LS’lerinde bulunan ortalama Anti-
GFP (+) hiicre sayilar1 GraphPad Prism 6 programi kullanilarak, unpaired two tailed
t-test metoduyla kargilastirilmistir. Ayni yontem orneklerin MS’deki ortalama Anti
GFP (+) hiicre sayilar1 i¢in de uygulanmistir. Buna ek olarak GAD-65 ve GAD-67
farelerin LS ve MS bolgeleri kendi iglerinde sag ve sol hemisferler olarak
karsilagtiritlmistir. (GraphPad Prism version 6.00 for Windows, GraphPad Software,

San Diego, California, USA, www.graphpad.com)
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4. BULGULAR

4.1. Kesit Goriintiileri

Kesitlerin florasan mikroskop altinda degerlendirilmesinde GAD-65 kesitlerinin,

area septalis’de GABAerjik noronlarin 2X biiylitmede noktasal sekilde yogun

1simalar gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 15A).

Sekil 15A. 2X biiylitmede GAD-65 area Septalis boyanmasi.
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Bu 1simalar daha ¢ok LS kisminda goze c¢arpmaktadir. Daha biiylik
magnifikasyonlarda MS’de de GABAerjik noronlar net olarak tespit edilmistir (LS
ve MS lokalizasyonlar1 i¢in Sekil 15C’ye bakiniz). Ancak sayisal olarak LS
GABAerjik hiicrelerinden daha diisiik olarak tespit edilmistir. Bu durumla ilgili
sayisal bilgiler istatistik degerlendirme boliimiinde ortaya konacaktir. 2X biiyiitmede

GAD-67 kesitler incelendigindeyse, bu kii¢iik magnifikasyonda GAD-65 kesitlerine

kiyasla net 1s1malar gozlenmemektedir (Sekil 15B).

Sekil 15B: 2X biiylitmede GAD-67 area septalis boyanmasi

44



Sekil 15C: Farede koronal kesit area septalis lokalizasyonu, yesil Nucleus Septalis Lateralis, kirmizi

Nucleus Septalis Medialis.( Allen 3D Mouse Brain Atlas tizerinden modifiye edilmistir.)
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GAD-65 kesitlerinin 10X ve 20X magnifikasyonda degerlendirilmesine
bakildiginda, GABAerjik noéron morfolojisinin netlesmeye basladigi goze
carpmaktadir. Bu magnifikasyonda da GABAerjik néronlarin yogunluk bakimindan
LS’de daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. LS’nin ventral ve intermedius
kisimlarinda GABAerjik noronlarin daha i¢ ice ve yogun olduklari, LS’nin dorsal
kisminda ise seyreklesmeye basladiklari gozlemlenmektedir (Sekil 16A ve Sekil
17A). GAD-67 kesitlerin 10X ve 20X magnifikasyonda degerlendirilmesinde ise

area septalis bolgesinde tek tiik GABAerjik noron i1simalar1 gozlemlenmektedir
(Sekil 16B ve Sekil 17B).

Sekil 16A: 10X biiylitmede GAD-65 area septalis boyanmasi
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Sekil 16B: 10X biiyiitmede GAD-67 Area Septalis boyanmast
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Sekil 17. A: 20X biiylitmede GAD-65 area septalis boyanmasi

48



Sekil 17B: 20X biiyiitmede GAD- 67 area septalis boyanmasi.
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GAD-65 kesitlerinin 60X magnifikasyonda degerlendirilmesinde ise artik
GABAerjik noronlarin morfolojisinin netlestigi goriilmektedir. Bu magnifikasyonda
area septalis’de LS’nin ventral kisminda ve MS GABAerjik noronlarinin (LS’de
sayica daha yogun olmakla birlikte) morfolojik olarak biribirlerine benzedikleri
goriilmektedir. Bu bolgedeki GABAerjik noronlarin  boyutlarina bakildiginda
ortalama 15um ¢apinda olduklar1 gézlenmistir (Sekil 18A).

(2) Length 15,48 pm

(3) Length 14,92 um

Sekil 18A: 60X biiyiitmede GAD-65 area septalis LS dorsal bolge boyanmasi ve bu
bdlgeden GABAerjik ndron ¢ap1 6lglimii.
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LS dorsal kisminda tespit edilen GABAerjik ndronlara bakildiginda ise
intermedius ve ventral kisimlara gére hem sayica daha az hem de i¢ i¢ce gegmemis
sekilde bir dagilim gosterdikleri tespit edilmistir. Dorsal kisimdaki GABAerjik
noronlarin boyutlarina bakildiginda area septalis’in diger alanlarina benzer sekilde
yaklagik 15pum ¢apinda néronlarla karsilasilmistir. Ancak bu bolge néronlarinin diger
bolgelere kiyasla dendritik veya aksonal arborizasyonlarinin daha fazla oldugu ve bu

yapilarin daha uzunoldugu gézlemlenmektedir (Sekil 18B).

(5) Length 16,92 um

(3) Length 15,66 um
(2) Length 23,69 um

Sekil 18B: 60X biiyiitmede GAD-65 area septalis LS ventral bolge boyanmasi ve bu boélgeden
GABAerjik noron ¢api1 6l¢timii.
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GAD-67 kesitlerinin 60X magnifikasyonda incelenmesinde ise yok denecek
kadar az 1s1malar gozlemlenmis ve néron boyutlar1 veya dendritik arborizasyonlari

acisindan degerlendirme yapilamamistir.

GAD-65 ve GAD-67 kesitlerinin kortikal bolgeleri degerlendirildiginde ise
her iki alt tip enzim grubunda boyanma acisindan bir fark bulunmamustir. Ozellikle
GAD-67 grubu kortikal boyanmalarin mevcudiyeti GAD-67 “knock-in” isleminin
basarili oldugunu ve GAD-67 grubunda yanlis negatif boyanma olmadigini
gostermektedir (Sekil 19A ve 19B).

Sekil 19A: 10X biiyiitmede GAD-67 korteks boyanmasi.
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Sekil 19B: 10X biiylitmede GAD-65 korteks boyanmasi.
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4.2. Istatistik Sonuclar
GAD-65 ve GAD-67 sol nucleus septalis lateralis (LLS) kesitlerinden elde edilmis

ortalama GFP (+) hiicre sayilar1 karsilastirildiginda p <0.0001 degeri elde edilmis ve
bu iki grup arasindaki karsilastirmada anlamli farklilik gozlenmistir (Grafik 1).
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GAD65 LLS GAD67 LLS

Ort. Anti-GFP (+) Hiicre Sayisi

Sekil 20. GAD-65 ve GAD-67 farelerin sol hemisferlerinde LS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre
sayilarinin karsilastirilmasi. Unpaired two tailed t-test yontemine gére anlamli degisim gézlenmistir
(p<0.0001).
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Ayn1 yontemle GAD-65 ve GAD-67 sag nucleus septalis lateralis (RLS)
kesitlerinden elde edilmis ortalama GFP (+) hiicre sayilar karsilastirildiginda da p
<0.0001 degeri elde edilmis ve bu iki grup arasindaki karsilastirmada da LLS
karsilastirilmasinda oldugu gibi anlamli farklilik gézlenmistir (Grafik 2).
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Sekil 21. GAD-65 ve GAD-67 farelerin sag hemisferlerinde LS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre

sayilarinin karsilastirilmasi. Unpaired two tailed t-test yontemine gére anlamli degisim gézlenmistir

(p<0.0001).
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GAD-65 ve GAD-67 sol nucleus septalis medialis (LMS) kesitlerinden elde
edilmis ortalama GFP (+) hiicre sayilar1 karsilastirildiginda p=0.0052 degeri elde
edilmis ve sol nucleus septalis medialislerin karsilagtirilmasinda anlamli farklilik

gozlenmistir (Grafik 3).
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Sekil 22. GAD-65 ve GAD-67 farelerin sol hemisfer MS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre
sayilarinin karsilastirilmasi. Unpaired two tailed t-test yontemine goére anlamli degisim gézlenmistir

(p=0.0052).
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Ayni sekilde GAD-65 ve GAD-67 sag nucleus septalis medialis (RMS)
kesitlerinden elde edilmis ortalama GFP (+) hiicre sayilar1 karsilastirildiginda
p=0.0098 degeri elde edilmis ve sag nucleus septalis medialislerin

karsilastirilmasinda da anlamli farklilik gozlenmistir (Grafik 4).
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Sekil 23. GAD-65 ve GAD-67 farelerin sag hemisfer MS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre
sayilarinin karsilastirilmasi. Unpaired two tailed t-test yontemine gére anlamli degisim gézlenmistir
(p=0.0098).
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Ayni alt tip GAD “knock in” farelerde sag ve sol hemisfer yapilarindan elde
edilmis olan sonuglara bakildiginda ise GAD-65 farelerin LLS ve RLS bdlgeleri
paired t-test kullanilarak karsilastirilmis ve p=0.6601 degeri ile anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (Grafik 5).
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Sekil 24. GAD-65 farelerin sag ve sol hemisferlerindeki LS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre

sayilarinin karsilagtirilmasi. Paired t-test yontemine gore anlamli degisim goézlenmemistir (p=0.6601).
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Benzer sekilde GAD-65 farelerin LMS ve RMS bolgeleri paired t-test
kullanilarak karsilagtirtlmis  ve p=0.3943 degeri ile anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (Grafik 6).
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Sekil 25. GAD-65 farelerin sag ve sol hemisferlerindeki MS’de bulunan ortalama GFP (+) hiicre

sayilarinin karsilastirilmasi. Paired t-test yontemine gore anlamli degisim gézlenmemistir (p=0.3943).
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5.TARTISMA

Area septalis, prosencephalonda bulunan ve olduk¢a heterojen bir yap1 gdsteren bir
bolgedir. Bu bolgede bulunan LS’nin bu bdlegedeki en yogun GABAerjik néron
popiilasyonuna sahip oldugu bilinmektedir (3). Buna ek olarak bu bdlgede bulunan
MS’nin de GABAerjik néronlara sahip oldugu bilinmektedir. Literatiirde GAD-65 ve
GAD-67 “knock-in” farelerde yapilmis olan GABAerjik noron ozellikleri ile ilgili
bilgiler mevcuttur. Bu bilgilerin elde edildigi caligmalara goére LS’de bulunan
GABAerjik néronlarin, aralarinda ciddi bir istatistiksel fark goriilmemekle birlikte
GAD-67 enzimi alt birimine sahip oldugu gosterilmistir (24). Calismamizin sonuglari
ise literatiirlin tersine bu bolgede GAD-65 alt tipinin ¢ok daha yogun oldugunu

gostermistir.

Ayrica literatiirde karsimiza ¢ikan bazi  kaynaklarda GAD-67 (+)
GABAerjik hiicrelerin area septalis’te daha ¢ok MS’de goriildiigii bilgisi de (3)
bulgularimiza uymamaktadir. Aksine GAD-65 ve GAD-67 “knock in” farelerde MS
icin yapmis oldugumuz karsilagtirmada, LS’de oldugu gibi GAD-65 (+) GABAerjik

hiicrelerin daha yogun izlendigi ortaya konmustur (Grafik 3 ve 4).

GAD-65 (+) boyanmis GABAerjik hiicrelerin sayisinin GAD-67 (+)
boyanmis hiicrelerin sayisina gore cok yiiksek c¢ikmis olmasi, bu sonuglar
yorumlanirken GAD-67 “knock in” farelerde transjenik  miidahalenin
gerceklesmemis olma ihtimalini (yani florasan 1s1ma yapacak protein geninin, farenin
genetik materyaline entegrasyonunda basarisizlik) distindiirmektedir. Ayrica
kesitlerde GAD-67 “knock in” farelerde yanlis negatif boyanma olmus olma ihtimali
de diislinilmelidir. Bunlar 1518inda yapilan deneylerde area septalis disinda
boyanmalar olup olmadigina bakilmistir. Sonug olarak her iki “knock in” tiirlinde
kortikal bolgeler basta olmak tlizere GABAerjik hiicreler tespit edilmistir. Basta
kortikal bolgeler olmak tizere GAD-65 ve GAD-67 kesitlerinde GABAerjik ndronlar
cok benzer sekilde boyanmistir. Sonug olarak area septalis’de karsimiza ¢ikmis olan
ve calismamizin temelini olusturan boyanma farklar1 diger bolgelerde

gozlemlenmemistir (Sekil 19).
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Literatirde GAD-67 alt tipinin GABAerjik sinir hiicrelerinin genel
metabolik fonksiyonlari i¢in sitrik asit siklusu iizerinden metabolizmaya katilmak
tizere GABA iirettigi dolayisiyla hiicrenin govdesinde ve aksonunda yaygin
bulundugu literatiirde yer almaktadir (29, 32). GAD-65’in ise akson terminallerinde
yogunlukla goriildiigii ve sinaptik aktarimda oOncelikli olarak gorevli oldugu
distiniilmektedir (32). GAD-67'nin beyinde GABA iiretimi i¢in 6ncelikli GAD alt
tipi oldugu fikri hakimdir (29).

Tim bu Dbilgileri bulgularimizla karsilastirdigimizda, area septalis
cekirdeklerinden GABAerjik hiicreleri yogun sekilde barindiran LS’de GAD-65 alt
tipinin, arastirmada kullanilmis olan transjenik farelerde daha yogun goézlendigi
goriilmiistiir. Bu bolgedeki GABAerjik ndronlarin sinaptik aktarim agisindan énemli
fonksiyonlar sergileyen tipte hiicreler olduguklarint diisiindiirmektedir. Bu bolgede
gozlemlenen GABAerjik noronlarin bir kisminin internéron olduklar1 ve bu sebeple
bulunduklar1 bolgedeki diger norotransmitter iletimlerini de regiile ettikleri
diisiiniilmektedir. Literatiir 1s183iInda GABA sentezindeki GAD-65 ve GAD-67
yollariin mevcudiyetini, GABA sentezinin diger norotransmitterlerden farkl
isledigini gérmekte ve bu konu hakkindaki bilginin yetersizligini anlamaktayiz. Elde
ettigimiz bulgular 1s518inda LS ve MS bdlgelerinde mevcut olan GABAerjik
noronlarin dagilimmin bu konuyla ilgili genel literatiir bilgisini desteklemedigini
gormekteyiz. GABA sentezindeki ¢ift enzimli yol, bu iki alt tip enzimi barindiran
hiicrelerin fonksiyonlar1 ve dagilimlart ile ilgili giiniimiizdeki yetersiz bilgi,
gelecekte bu konuyla ilgili farkli sonuglar veren c¢alismalarin  karsimiza

¢ikabilecegini diisiindiirmektedir.
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Area Septalise yapilan stimiilasyon deneylerinin sonucunda hem insanlarda
hem de hayvanlarda keyif verici etkiler ortaya c¢ikardigi bilinmektedir (27).
S6zkonusu olan bu keyif verici etkilerin Area septalis’e gelen dopaminerjik
uyarilarin etkinliginde gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. Dopaminerjik sistem
tizerinden etkili antipsikotik ilaclarin etkilerinin bir kisminin da bu sisteme etki
ederek Area Septalis lizerinden gerceklestigi diistiniilmektedir (1). Bu bolgede
bulunan GABAerjik ndronlarin tiim bu fonksiyonlar iizerinde diizenleyici bir
internéron etkisi gz Onilinde bulunduruldugunda, bu bdlgedeki GABAerjik
noronlarin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir. Bu asamada diizenleyici interndron
etkisinin ve GABAerjik noronlarin primer inhibe edici etkisinin daha yiiksek oranda
hiicre terminallerinde mevcut olan GAD-65 (+) hiicreler aracilifiyla olusmasi
beklenmekteydi. Ancak tam tersine literatiirde GAD-67 alt tipinin daha yogun
gozlenmis olmasi bu beklentiyi saglamamistir (24). Calismamizin sonucunda
ulastigimiz bilgiler GAD-65 (+) hiicrelerin bahsi gecen diizen iizerine etkisinin,

GAD-67 (+) hiicrelerden daha fazla olabilecegini gostermistir.

LS’nin limbik sistem baglantilari sonucunda duygusal tepki olusturabilecek
uyarilart 6nem ve siddet sirasiyla gerekli limbik merkezlere ilettigi bilinmektedir
(14). Bu diizenleme fonksiyonunda da bu bolgede yogun olarak bulunan GABAerjik
noronlarin diizenleyici veya inhibe edici etkisi akla gelmektedir. Bu siirecte de
mevcut literatlir bilgisinin aksine GAD-65 (+) hiicrelerin bu fonksiyonlarda 6n

planda olma ihtimali ¢alismamizin sonuglarinda ortaya konmustur.

LS noéronlarinin bagimlilik yapict maddelere kars1 yiiksek derecede duyarl
oldugu bilinmektedir. LS’ nin korku ve anksiyete regiilasyonunda dnemli rolii oldugu
da cesitli stimulasyon deneyleriyle ortaya konmustur (14). Daha once de bahsi
gectigi gibi korku ve anksiyete gibi limbik fonksiyonlarda bu bélgedeki GABAerjik
noronlarin  etkinliginin 6nemi ortadadir. Calismamizin sonuglart tim bu
fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alan GABAerjik hiicrelerin yogunlukla GAD-

65 (+) hiicreler oldugunu diisiindiirmektedir.
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Tiim bunlara ek olarak area septalis’in 6zellikle de MS’nin hippocampus
eksitabilitesi lizerine diizenleyici bir etkisinin bulundugu, bu sebeple de hippocampus
orijinli temporal epilepsilerde hippocampus iizerinden antiepileptik bir fonksiyona
sahip oldugu bilinmektedir (4). MS basta olmak tlizere bu bolge GABAerjik
ndronlarmin bahsi gegen epilepsi tiirii patogenezinde muhtemel rolii diislintildiigiinde
calismamiz sonucunda bu roliin yogun olarak GAD65 (+) GABAerjik hiicrelerin

fonksiyonu sonucu olustugu ihtimali artmaktadir.
Bu caligma literatiirde ilk kez transjenik farelerde area septalis LS ve MS

GABAerjik ndronlarmin biiyiik bir yogunlugunun GAD-67 alt tipi enzimi degil,
GAD-65 alt tipi enzimi tasidigin1 géstermistir.
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