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DIKKAT EKSIKLIGI HIPERAKTIVITE BOZUKLUGU OLAN SICANLARDA
PREFRONTAL KORTEKSE PROJEKTE OLAN MEZOKORTIKAL YOLAK
LIFLERININ DAGILIMI VE YOGUNLUGUNUN GOSTERILMESI

Aysegil GUNGOR AYDIN
Doktora tezi, Sinirbilim AD )
Tez Yoneticisi: Prof Dr. Esat ADIGUZEL

Mayis 2018, 88 Sayfa

Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB); dikkat eksikligi,
lokomotor hiperaktivite ve durtisellik ile karakterize noérogelisimsel bir
bozukluktur. DEHB etiyolojisinde tek bir hipotez kabul gérmemekle birlikte,
son arastirmalar DEHB’deki semptomlarin prefrontal korteks’te yer alan farkli
sinaptik devrelerdeki disfonksiyon sebebiyle oldugunu éne slirmektedir. Bu
disfonksiyonun dopaminerjik noéron ve liflerin azalmasi sebebiyle oldugu
hipotezinden hareketle bu calismada, dopaminerjik mezokortikal yolaga ait
néron ve lif yodunlugunda azalma olup olmadidinin incelenmesi
amaclanmigtir.

Bu calismada, kontrol grubu olarak G¢ adet Wistar Kyoto (WKY) ve
DEHB hayvan modeli olarak bes adet Spontan Hipertansif (SHR) juvenil
erkek sigan kullanildi. VTA’da bulunan dopaminerjik néronlarin ve mPFK’de
bulunan dopaminerjik liflerin belirlenmesinde tirozin hidroksilaz (TH),
noradrenerjik liflerin belirlenmesinde ise dopamin beta hidroksilaz (DBH)
immunohistokimyasi kullanildi. Medial prefrontal korteksin (mPFK) prelimbik
(PrL) alaninda, TH immunoboyanmis (TH-pozitif) dopaminerjik liflerinin
yogunlugunun niceliksel analizi gergeklestirildi ve TH (+) dopaminerjik liflerin
yluzdesi degerlendirildi. Ayrica ventral tegmental alanda (VTA) TH (+)
dopaminerjik néron yogunlugunun da niceliksel analizi yapildi. Elde edilen
veriler bagimsiz 6rneklem t testi ve Mann Whitney U testi ile analiz edildi.

SHR'lerde WKY sicanlarina kiyasla, VTA'daki TH (+) dopaminerjik
noronlarda (p=0,04) ve mPFK'deki TH (+) dopaminerjik liflerde (p=0,02)
anlamli azalma oldugu tespit edildi. WKY ve SHR gruplari arasinda mPFK’de
TH (+) dopaminerijik liflerin ylizdesinde anlamh bir farklihk saptanmadi (p =
0,7).

DEHB hayvan modeli olarak kullanilan juvenil SHR'lerde, mezokortikal
dopaminerjik néron ve liflerde azalma bulundu. mPFK'deki TH (+)
dopaminerijik liflerin yizdesinin degismedidi goéruldu. Bu bulgular, DEHB’de
mezokortikal dopaminerjik liflerin yanisira noradrenerjik liflerin de azaldigina
isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu, Mezokortikal
yolak, Dopamin, Prefrontal korteks, Ventral Tegmental Alan

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje No:
2016SBE004) ve TUBITAK 2214/A Yurt Disi Doktora Sirasi Arastirma Burs
Programi tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

DISTRIBUTION AND DENSITY OF THE MESOCORTICAL PATHWAY
FIBERS PROJECTING TO THE PREFRONTAL CORTEX IN A RAT MODEL
OF ATTENTION DEFICIT HYPERACTIVITY DISORDER

GUNGOR-AYDIN, Aysegil
PhD. Thesis in Neuroscience
Supervisor: Prof. ESAT ADIGUZEL (MD)

May 2018, 88 Pages

Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a neurodevelopmental
disorder characterized with attention deficit, locomotor hyperactivity and
impulsivity. Although no single hypothesis is accepted in the etiology of ADHD,
research suggests that symptoms in ADHD are resulted from the dysfunction
of different synaptic circuits in the prefrontal cortex. Based on the hypothesis
that this dysfunction is due to the reduction of dopaminergic neurons and
fibers, this study aims to investigate whether there is a decrease in neuron and
fiber density of the dopaminergic mesocortical pathway.

Five SHR juvenile male rats as animal models of ADHD and three WKY
juvenile male rats as control were used in this study. TH
immunohistochemistry was used to identify dopaminergic neurons in VTA and
dopaminergic fibers in mPFC, dopamine beta hydroxylase (DBH)
immunohistochemistry was used to identify noradrenergic fibers.
Quantification of density of TH-immunolabeled (TH-positive) DAergic fibers
was performed and percentage of TH (+) DAergic fibers in the prelimbic
subregion of mPFC was evaluated. We also quantified the TH (+) DAergic
neuron density in the VTA. Data were analyzed with independent sample t test
and Mann Whitney U test.

We observed significant decrease in TH (+) neurons of the VTA of rats
(p=0,04) and TH (+) fibers in the mPFC (p=0,02) of the SHRs compared to the
WKY. There was no significant difference in the percentage of TH (+)
dopaminergic fibers in mPFC of WKY and SHR rats (p=0,7).

There was a decrease in mesocortical dopaminergic neurons and fibers
in juvenile SHRs used as an animal model of ADHD. We observed that the
percentage of TH (+) dopaminergic fibers in the mPFC did not change. These
findings indicate that noradrenergic fibers as well as mesocortical
dopaminergic fibers decrease in ADHD.

Keywords : Attention Deficit/Hyperactivity Disorder, mesocortical pathway,
dopamine, prefrontal cortex, ventral tegmental area

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project number 2016SBE004) and TUBITAK (2214/A)
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1.GIRIS

Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu (DEHB), dikkat eksikligi, lokomotor
hiperaktivite ve durtlsellik ile karakterize olan c¢ocukluk caginin en sik gorilen
noropsikiyatrik bozukluklarindan birisidir (DSM-5). DEHB’nin tim diinyadaki ortalama
prevalansi % 5,29, gortlme sikhgi ise ¢ocuklarda %5-10 ve yetiskinlerde %4 kadardir
(Polanczyk 2008, Farone 2003, Kessler 2006). Bozukluk, erkeklerde kadinlara oranla
daha siktir; erkek\kadin orani 6rnekleme bagh olarak degismektedir. Epidemiyolojik
calismalara gore erkek\kadin orani 4:1; klinik galismalara goére ise 9:1°dir (DSM-5). DEHB’
yi olusturan temel unsurlar, hiperaktivite, dirtisellik ve dikkat eksikligidir.

DEHB etiyolojisinde tek bir hipotez kabul gdrmemekle birlikte, hipotezlerin cogunu
destekleyen kanitlar vardir. Konu ile ilgili arastirmalar genetik, beyin goruntileme,
nérokimyasal degisiklikler ve psikososyal nedenleri belirlemeye yoénelik olarak
surdurldlmektedir. Son arastirmalar DEHB’deki tim semptomlarin prefrontal kortekste yer
alan farkl sinaptik devrelerdeki disfonksiyon sebebiyle oldugunu 6ne sirmustur. DEHB
kliniginde rol oynayan devrelerde yer alan ndérotransmiterler dopamin ve noradrenalin
olmasi sebebiyle yapilan ¢alismalar bu sistemlere yogunlagmistir.

DEHB’de c¢esitli katekolaminlerdeki bozukluklarin roli oldugu belirtilmistir.
Calismalar, ozellikle, dopamin (DA), noradrenalin (NE) ve serotonin
ndrotransmitterlerine iliskin bozukluklarin, DEHB semptomlar Uzerindeki etkisine dikkat
cekmektedir (Solanto vd 2002, Bymaster vd 2002, Davids vd 2003, Russel vd 2005;
Sagvolden vd 2005a, Pliszka vd 2005).

Dopaminerjik sistem beyinde iki temel yolaktan olugmaktadir. Nigrostriatal yolak,
substantia nigra A9 bolgesinden baslayarak, kaudat ve putamen yapilarini kapsayan
striatuma kadar uzanir. Mezokortikolimbik yolak ise ventral tegmental alanda yer alan
A10 néron grubundan gikarak, nucleus accumbens, tuberculum olfactorium, lateral
septal nukleuslar ve amigdala gibi limbik sistem yapilarina ve prefrontal kortekse kadar
uzanir (Viggiano 2004). Mezokortikal yolaktaki DA bozukluklarinin, yoénetici islev
zayifliklari ve dikkat bozukluklari ile iliskili DEHB semptomlarina neden oldugu ileri

surtlmektedir. Nigrostriatal yolaktaki DA bozukluklarinin ise motor becerilerdeki zayiflik,



ortik bellek islevlerindeki bozukluk ile iligkili DEHB semptomlarindan sorumlu tutuldugu
g6rilmektedir (Sagvolden vd 2005b).

Spontan hipertansif sican (SHR), Wistar Kyoto siganlarin (WKY) yavrularindan
olusturulan genetik bir DEHB modelidir (Okamato vd 1963). SHR’ler, yagamlarinin
ilerleyen donemlerinde spontan olarak hipertansif olmalarinin yani sira dogustan DEHB
semptomlarini gostermektedirler (Sagvolden vd 2005a).

Prensip olarak hayvan modelleri, semptomatigi, tedavi yanitlari, patofizyolojisi ve
etiyolojisi bakimindan mimkin oldugunca klinik bozukluklara benzemelidir (McKinney
vd 1969, Willner vd 1986). Hayvan modelinin insan hastaliklarinin gecerli modeli
oldugunun duisundimesi icin hayvanlarin, ¢ minimal kriteri karsilamasi gerekmektedir:
Hastaligin temel semptomlarini taklit edebilmeli (gérinis gecerliligi), hastaligin
etiyolojiyisini ve patofizyolojik mekanizmasi gibi teorik gerekceyi dogrulamali (yapisal
gecerlilik), genetik, nérobiyolojik veya yeni tedaviler gibi hastaligin bilinmeyen yonlerini
ve yeni tedavi stratejilerini tahmin edebilmelidir (yordama gecerliligi) (Sagvolden vd
2005a, Davids vd 2003, Russell vd 2005). Bu agidan bakildiginda SHR, her Ug¢ kriteri
karsilamasi nedeniyle DEHB hayvan modelleri arasinda en ¢ok calisilan deney
hayvanidir (Sagvolden vd 2000, Sagvolden vd 2005a).

1.1. Amag

Bu ¢alisma asagidaki hipotezleri test etmek amaciyla planlanmigtir:
1- DEHP’li sigcanlarda mezensefalonun ventral tegmental alanindaki mezokortikal
dopaminerjik yolaga ait néronlarin sayisinda azalma vardir.
2- DEHB’li sigcanlarda mezokortikal dopaminerjik yolagin ventral tegmental alan’dan
prefrontal kortekse olan projeksiyonlarin aksonal dallanmasinda azalma vardir.
3- DEHB’li siganlarda, mezokortikal yolagin prefrontal kortekse (PFK) projekte olan
liflerinin dagiliminda DEHB olmayanlara goére topografik farkhlik vardir.
Bu hipotezler test edilirken asagidaki sorularinin yanittanmasi amaglanmistir.
1. DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHS’lerde, mezensefalon ventral tegmental
alanda bulunan mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néronlarda azalma var midir?
2. DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHS’lerde ventral tegmental alandan
prefrontal kortekse projekte olan mezokortikal dopaminerjik yolak liflerinin aksonal

dallanmasinda azalma var midir?



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu

2.1.1 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu tanimi

DEHB, dikkat eksikligi, lokomotor hiperaktivite ve durtusellik ile karakterize,
cocukluk caginin sik goérilen, cok faktérll, kompleks noropsikiyatrik bozukluklarindan
birisidir (DSM 5, NICE vd 2013, Leung vd 2016). DEHB’nin tim dlnyadaki ortalama
prevalansi % 5,29, gorulme sikhigi ise ¢cocuklarda %5-10 ve yetiskinlerde %4-5 kadardir
(Polanczyk vd 2007, 2008, Farone vd 2003, Kessler vd 2006). DEHB olan ¢ocuklari
yetiskinlie kadar takip eden prospektif arastirmalarda, olgularin % 50'sinden fazlasinin

belirtileri yetiskinlige kadar muhafaza ettigi gosterilmistir (Davidson vd 2008).

2.1.2 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu tarihgesi

DEHB tarihgesi, tibbi ve bilimsel literatirde iki ylzyll 6ncesine kadar
uzanmaktadir. DEHB' nin tibbi tarihinin, yakin ge¢cmise kadar ilk defa 1902’de Sir George
Frederich Still tarafindan g¢ocuk vakalara iligkin tanimlamalarina dayandigi
dusunalirken, en erken atifin daha éncesine dayandigi ginimuzde bilinmektedir. Alman
hekim Melchior Adam Weikard'in 1775 tarihli tip kitabinda bazi hekimler dikkat
bozuklugu vakalarindan s6z etmektedir (Stubbe vd 2000, Barkley ve Peters 2012). Bu
bilgi, tibbi literatirdeki DEHB tarihini 127 yil daha geriye tasimaktadir. Baslangicta
anonim olarak basilan, dolayisiyla ilk yayin yilinin saptanmasinda zorluk yaganan
Weikard'in tibbi ders kitabi, buginin DEHB tanimina oldukga benzer olan dikkatsiz,
dikkati sirdirmede zorlanma, asiri aktif ve durtisel yetigkinleri ve gocuklari tarif etmistir.
Weikard, bozuklugun gocuk yetistirmedeki yetersizlikten kaynaklanabilecegini ima
ederek, ayni zamanda bazi biyolojik yatkinliklar oldugunu da énermistir (Barkley 2015).
Weikard'in kitabini 1798'de DEHB benzeri semptomlarin ¢cok daha detayl tarif edildigi
"An Inquiry Into the Nature and Origin of Mental Derangement: Comprehending a

Concise System of the Physiology and Pathology of the Human Mind. And a History of



the Passions and Their Effects" adli isko¢ doktoru Sir Alexander Crichton'a ait tibbi ders
kitabi izlemigtir (Palmer ve Finger 2001; Tansey vd 1984, Crichton vd 1798). Ug kitaplik
bu galismada, zihinsel hastaliklarin klinik vakalarinin gézlemlerini agiklamistir (Palmer
ve Finger 2001). Crichton’in galismalari on sekizinci yizyilin sonunda DEHB varlidi i¢in
bazi kanitlar saglamigtir.

1902 yilinda Royal College doktorlarindan George Still, klinik uygulamasinda
(clinical practise) dikkat strdirmede ciddi problemi olan 20 ¢ocugu tanimlamistir. Still,
bu 43 ¢ocugun davranisilari Gzerinde blytk bir "ahlaki kontrol kusuru" sergilediklerine
ve bazi vakalarda, cocuklarin bu kusuru akut beyin hastaligina bagh ikincil olarak
kazandiklarina inanmistir. Bu birgcok yazara goére, DEHB tarihinin bilimsel baslangic
noktasi olarak kabul edilmektedir (Still vd 1902, Conners vd 2000, Barkley vd 2015).

1908 vyilinda Ingiltere’de aralarinda Alfred Tredgold'un da bulundugu bazi
yazarlar, erken donem beyin hasarini takiben davranis sorunlari ve 6grenme gugclukleri
arasinda bir iligki oldugunu belirtmistir (Tredgold vd 1908, cited by Rothenberger ve
Neumarker 2005). Bu iliski, 1917'den 1928'e kadar dlinyaya yayilan ve yaklasik 20
milyon Kigiyi etkileyen ‘Ensefalitis letargica’ salgindan sonra hayatta kalan ¢cocuklarda
gbzlenen anormal davraniglar ile dogrulanmistir. Salgin sonrasi kalinti etkiler
"postensefalitik davranis bozuklugu" olarak tanimlanmistir (Conners vd 2000; Rafalovich
vd 2001, Barkley vd 2015). Bu bozuklugu olan ¢ocuklarin birgok tanimlamasi DEHB'nin
bazi karakteristik semptomlarini icermekte ve postensefalitik vakalarin bazi davraniglari
DEHB'ye atfedilebilmesine karsin etkilenen ¢ocuklarin gogu, mevcut DEHB dlgutlerini
karsilamamaktadir. Bununla birlikte, postensefalitik davranis bozuklugu c¢ocuklarda
hiperaktiviteye genis bir merak uyandirmis ve bulgular DEHB kavraminin bilimsel
gelisimi icin etkili olmustur (Kessler vd 1980, Rothenberger ve Neumarker 2005).

1932'de Alman doktorlar Franz Kramer ve Hans Pollnow, "Bebeklik doneminin
hiperkinetik bozuklugu Uzerine" adli rapor vyayinlamiglardir. Ana semptomlari
gunimuzin DEHB kavramina ¢ok benzeyen hastalik, ensefalitis letargica salgininin
kalici etkileri gibi benzer semptomlara sahip diger hastaliklardan ayirt edilememistir
(Kramer ve Pollnow 1932).

1937-1941 yillari arasinda hiperaktif cocuklarin tedavisi ile ilgili Gnemli bir dizi
makale ortaya cikmistir. Davranis bozuklugu olan c¢ocuklarda stimulan ilaglarin
(benzedrin) olumlu etkileri bildirilmistir (Bradley vd 1937, Bradley ve Bowen 1940, Molitch
ve Eccles 1937). Ginumuz DEHB tedavisinin ilk segeneklerinden Metilfenidat ilk defa
Leandro Panizzon tarafindan 1944 yilinda sentezlenmis ve 1954 yilinda ‘Ciba-Geigy
Pharmaceutical Company’ tarafindan “Ritalin” ismi ile pazarlanmigtir (Panizzon vd 1944,
Morton vd 2000).



1930 ve 1940'larda yapilan arastirmalar, dogum travmasi (Shirley vd 1939),
ensefalitisin yanisira diger enfeksiyonlar (Meyer ve Byers, 1952), kursun toksisitesi
(Byers ve Lord 1943), epilepsi (Levin vd 1938), kafa yaralanmasi (Blau vd 1936, Werner
ve Strauss 1941) sonucu olusan beyin hasari ile anormal davraniglar arasinda bir iligki
oldugu fikrini desteklemistir (Ross 1976). Bu dénemde "beyin hasarli gocuk” kavrami
ortaya atiimig ve ¢ocuklarda hiperaktivitenin beyin hasarindan kaynaklanabilecegi fikri
one surtlmustir (Strauss ve Lehtinen 1947, Kessler vd 1980, Barkley vd 2015).

1950 ve 1960 yillarina kadar beyin hasarina dair bir kanit gdsterilememesi ile
birlikte bu terim 6nce “minimal beyin hasar” en sonunda ise "minimal beyin
disfonksiyonu" (MBD) terimlerine donismustir (Bax vd 1963, Ross vd 1976).

1960 yillarinin basinda, MBD’nin semptomlari dikkatin kontroliinde bozulma,
durtusellik ve motor fonksiyon olarak ayrilarak, bu ¢ semptom MBD icin tanimlayici
kriter haline gelmistir. Dolayisiyla dikkat eksikligi, durttisellik ve hiperaktivitenin DEHB'yi
karakterize eden U¢ ana semptom konsepti MBD tanimiyla olusturulmustur (Clements
vd 1966, Conners vd 2000). ilk cikisindan beri elestirilere ugrayan bu konsept 1980'li
yillara kadar devam etmistir (Barkley vd 2015). N6rogelisimsel anormalliklerin varliginin
spesifik olmadigi ve diger psikiyatrik bozukluklarda da yaygin oldugu savunulmustur
(Conners vd 2000). Beyin hasari veya disfonksiyonu oldugu bilinen ¢odu vakada,
hiperaktivite veya MBD konseptince kabul edilen diger semptomlarin bulunmadigi
gOsterilmistir (Birch 1964). MBD terimi sonunda "disleksi", "dil bozukluklan”, "6grenme
gugclikleri" ve "hiperaktivite" gibi daha homojen bilissel, 6grenme ve davranissal
bozukluklara uygulanan daha spesifik etiketlerle degistiriimistir (Barkley vd 2015). 1968
yilinda hiperaktivite kavrami ‘Cocukluktaki Hiperkinetik Reaksiyon’ olarak Diagnostic and
Statistical Manual (DSM)-IlI'ye girerek resmi tani terminolojisine dahil edilmistir (DSM-II
1968, Volkmar vd 2003).

1970'lerin basinda, dikkat eksikligi ve durti kontroll, hiperaktiviteye gore
bozuklugun daha belirgin 6zellikleri oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Douglas
1972). Bozukluk 1980 yilinda DSM-III'te “Dikkat Eksikligi Bozuklugu (DEB) (hiperaktiviteli
veya hiperaktivitesiz)” olarak yeniden isimlendiriimistir (DSM-III 1980). 1987'de
yayinlanan DSM-III-R’de, iki alt tip kaldirilarak, bozukluk “Dikkat Eksikligi Hiperaktivite
Bozuklugu” olarak yeniden adlandiriimigtir (DSM-III-R 1987). 1994 yilinda DSM-IV'de
DEHB “dikkat eksikligi baskin tip”,“hiperaktivite baskin tip” ve “bilesik tip” olmak tzere Ug¢
alt tip halinde siniflandiriimistir (DSM-IV 1994). DSM-V’te ise DEHB “Noérogelisimsel
Bozukluklar” bashgi altinda siniflandiriimig, DSM-IV’te tanimlanan Ug alt tipte degisiklik
yapilmamigtir (DSM-5 2013).



2.1.3 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu epidemiyolojisi

DEHB’nin dunyadaki prevelansi Uzerine yayinlanan ilk kapsamli sistematik
derleme ve metaregresyon analizi Polanczyk ve arkadaglari tarafindan 2007 yilinda
yayinlanmigtir. DEHB’nin tim dunyadaki yayginhgi % 5.29 (% 95 GA = 5.01-5.56) olarak
bulunmustur. Bu analiz, ¢alismalar arasinda 6nemli heterojenite oldugunu ortaya
koymustur (p <0.001) Calismalarin cografi konumu DEHB prevalans oranlarinin
degiskenligi ile de anlamli sekilde iligkili olarak bulunmustur (Polanczyk vd 2007).
Literatlrin ikinci kapsamli metaanalizine, 86 calisma (N = 163,688 birey) dahil edilmis
ve cocuk ve ergenlerde DEHB prevelansi 5.9% - 7.1% olarak saptamistir (Willcutt vd
2012). 2014 yilinda yapilan 135 ¢alismanin dahil edildigi cok degiskenli analizde, DEHB
prevalans tahminlerindeki degiskenligin cogunlukla calismalarin  metodolojik

karakteristikleri ile ilgili oldugu gosterilmistir (Polanczyk vd 2014).

2.1.4 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu etiyolojisi

GUnUmuzde sayisiz teknik ve metodolojik gelismeler mevcut olmasina karsin,
DEHB etiyolojisi ve patofizyolojisi tam olarak bilinmemektedir (Tripp ve Wickens 2009).
DEHB etiyolojisine katki saglayan ¢ok sayida faktér mevcut olsa da kanitlar, genetik,
biyolojik ve ¢evresel faktdrleri ve bunlarin i¢ ice gegmis etkilerinin bozuklugun olusumuna
en blyuk katkida bulunan unsur oldugunu gdstermektedir (Rutter vd 2006). Bireyler
arasindaki ilag tedavilerindeki etkigin farkli olmasi ve bozuklugun kalitsal dogasi
arastirmacilari altta yatan nérobiyolojik etiyolojiyi incelemeye itmektedir (Tripp ve
Wickens 2009). Konu ile ilgili arastirmalar genetik, beyin goérintileme, ndrokimyasal
degisiklikler ve psikososyal nedenleri belirlemeye yonelik olarak sirdurilmektedir
(McCraeken vd 2000).

DEHB’nin ndrogelisimsel fenotipine iliskin c¢alismalar, genellikle néral
organizasyonun gelisiminde bozulma uzerinde durmaktadir. Bu bozulmanin néronlarin
miyelizasyonunda, budanmasinda (pruning) ve Ozellesmesinde (specialization)
gerceklestigi belirtimektedir (Nigg vd 2005, Sonuga-Barke vd 2002). Bununla birlikte
aile, ikiz, evlat edinme, segregasyon analizi ve molekuler genetik ¢alismalari bozuklugun
O6nemli bir genetik bileseni oldugunu da gdstermektedir (Jensen vd 1997, Farone vd
1997, Bailey vd 1999). Yapilan molekdler genetik ¢alismalar, dopamin reseptori D4
(DRD4) (LaHoste vd 1996, Benjamin vd 1996), dopamin reseptori D2 (DRD2) (Pliszka
vd 1996) ve dopamin tasiyici (DAT) genlerinin (Giros vd 1996) DEHB'ye duyarlihgi
artirabilecegini gostermektedir. Maternal obezite, gebelik ve dogum komplikasyonlari,

evlilik sikintisi, aile islev bozuklugu ve dusik sosyal stati ile iligkili bulunmustur (Offord



vd 1992, Biederman vd 1995, van der Burg vd 2017). DEHB’li gocuklarda gorilen
ndéropsikolojik bozukluk druntulerinin, frontal lob hasarli yetigkinlerle benzerlik
gostermesi, DEHB’li ¢ocuklarda frontal korteks veya frontal kortekse projekte olan
bdlgelerde islev kaybi oldugunu distindirmektedir (Satterfield ve Dawson 1971, Barkley
1997). DEHB'de frontosubkortikal yolaklara isaret eden nérogdruntileme galismalari da
mevcuttur (Epstein vd 2007, Cubillo vd 2010).

DEHB'nin genetik ve ¢evresel nedenleri, gelismekte olan beyni modifiye ederek,
noropsikolojik, yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin heterojen bir profiline yol
acmaktadir. DEHB'nin tek bir patofizyolojik profili olmasa da ¢ok sayida veri dikkat ve
motor davranislari kontrol eden fronto-subkortikal-serebellar yolaklardaki disfonksiyona
isaret etmektedir. Dahasl, stimulanlarin etkinligi, hiperaktivitenin hayvan modelleriyle
birlikte, DEHB beyin disfonksiyonunun en az bir kaynadi olarak katekolamin
disregulasyonuna isaret etmektedir. Herhangi bir patogenez modeli icin etiyolojik
heterojenite ve c¢ok faktérli nedensellik géz onlinde bulundurulmahdir (Farone ve
Biederman 2013).

2.1.4.1 Genetik calismalar

Yapilan yirmi ikiz galismadan ortalama kalitsallik orani 0.76 olarak hesaplanan
DEHB, en kalitsal psikiyatrik bozukluklardan biri olarak kabul edilmektedir (Farone vd
2005).Bununla birlikte, DEHB’nin tek bir genetik risk faktérinin tespit edilmemesi,
DEHB’nin ¢oklu genetik risk degiskenleri arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak ortaya
¢iktigini diastndirmektedir (Thapar vd 2013). Genetik arastirmalar, ndérobiyolojik
calismalarin temelindeki DAT1, DRD4, dopamin reseptort D5 (DRDS) gibi dopaminerjik
yolaklarla ilgili genlere odaklanmistir (Spencer vd 2005, Stanley vd 2017).

Yaygin olarak c¢aligilan genler secilerek yapilan bir meta analizde, aralarinda
DAT1, DRD4, DRD5 de bulundugu en az sekiz gen varyantinin DEHB ile orta derecede
iligkili oldugunu goéstermistir (Gizer vd 2009).

2.1.4.2 Yapisal goruntiileme galigmalari

Goéruntuleme calismalari, DEHB ile iligkili beyin boyutundaki buylk anatomik
degisiklikleri ortaya koymustur. Calismalardan elde edilen en tutarli bulgu, ergenlik
déneminde devam eden toplam beyin boyutunda ve nucleus caudatus, prefrontal korteks
(PFK) beyaz cevheri, corpus callosum gibi bazi beyin bdlgelerinin boyutlarinda azalma
olmasidir (Castellanos vd 2002, Hynd vd 1993). DEHB’nin beynin total boyutta

azalmanin yani sira frontostriatal devreleri olugturan bolgelerde gri cevherde azalma gibi



spesifik bolgesel anormallikler ile de iligkili oldugu gdsterilmistir (Nakao vd 2011).
Saptanan diger anormallikler ise kortikal incelmeyi icermektedir (Batty 2010). DEHB’li
c¢ocuklarda frontal lob, bazal c¢ekirdekler, cerebellum ve parietotemporal bdlgelerde
yapisal defisitler ve 6zellikle prefrontal bélgede gorilmekle birilite kortikal maturasyonda
yaklasik Ug¢ yil gecikme oldugu gdsterilmistir (Krain vd 2006, Shaw vd 2007).

DEHB'’li bireyler ile yapilan yirmi bir yapisal goruntileme calismasinin meta
analizinde, en fazla farklilik cerebellar vermisin posterior inferior kisminda, splenium, sag
nucleus caudatus’ta olmak lzere toplam beyin boyutunda azalma oldugu gosterilmistir
(Valera vd 2007). Tum bu yapisal degisiklikler géz éninde bulunduruldugunda, DEHB
patogenezi, bir takim beyin bdlgeleri ve baglanti devreleriyle ilgili karmasik yapisal

anormalliklerin sonucu oldugu distintlmektedir (Cortese vd 2012).

2.1.4.3 Fonksiyonel goriintuleme g¢aligmalari

DEHB'nin fonksiyonel gérintileme calismalari, bozuklugun patofizyolojisinde
fronto-subkortikal sistemleri isaret eden yapisal g¢alismalarla uyumluluk gdstermektedir
(Cubillo vd 2010). Fonksiyonel calismalardan elde edilen en tutarli bulgu, dikkat ve
inhibitdr  kontrolin gerekli oldugu goérevler sirasinda inferior frontostriatal,
temporoparietal, ve cerebellar beyin bdlgelerinde azalmis aktivitenin DEHB ile iligkili
oldugudur (Farone ve Biederman 2013). DEHB’nin anterior singulat, dorsolateral
prefrontal, inferior prefrontal ve orbitofrontal korteksi etkileyen yaygin frontal hipoaktivite
ile iligkili oldugunu gésteren meta analiz ¢alismasinda bazal ¢ekirdeklerde ve parietal
kortekste de hipoaktivite bulunmustur (Dickstein vd 2006).

Proton manyetik rezonans spektroskopisi kullanilarak, anterior cingulat cortex,
PFK, bazal cekirdekler ve fronto-striato-thalamo-frontal devrelerin incelendigi
calismalarin meta analizinde, DEHB’li bireylerde kolin bilesiklerinin anormal oldugu
saptanmistir. Bu sonuglar DEHB’li gocuk ve yetiskinlerde farkhlik gdstermektedir. Kolin
sinyalleri ¢ocuklarla yapilan g¢alismalarda, sol striatum ve sag frontal lobda artmig
bulunurken, vyetiskinlerde sag ve sol anterior cingulat cortex'te artmig olarak
bulunmustur. Bu sonuglar hicre membranlarinin  anormal devrini, enerji
metabolizmasinin etkilerini veya kolinerjik sinir iletim anormallikleri ile iligkili olabilecegini
disundirmustar (Perlov vd 2009).

Tekli foton emisyon bilgisayarli tomografisi “single photon emission computed
tomography” (SPECT) veya pozitron emisyon tomografisi (PET) ile striatumdaki DAT
yogunlugunu Odlgulmustur. SPECT ve PET arastirmalarinin bir meta-analizinde DAT

yogunlugunun DEHB!'li hastalarda kontrollerden %14 daha ylksek oldugu sonucuna



variimistir. Bu bulgu, DAT"I bloke eden stimulanlarin etki mekanizmasi ile tutarlilik
g6stermektedir (Fusar-Poli vd 2012).

Aragtirmacilar DEHB'nin anormal néronal baglantisallikla iligkili olup olmadigini
bulmak icin beyin bolgeleri arasinda fonksiyonel bolgelerarasi baglantiyi incelemistir.
Herhangi bir goérev ile mesgul degilken dinlenim durumundaki beynin incelendigi
¢alismalarda, DEHB’nin frontostriatal, frontoparietal ve frontoserebellar bdlgelerde
azalmis fonksiyonel baglantisallik ile iligkili oldugunu bulmustur (Cubillo vd 2010).

Fonksiyonel gorintileme c¢alismalarinin sonugclarin, frontal-striatal-serebellar
bélgelerin gelisimi ve fonksiyonundaki anormalliklerin DEHB'nin altinda yattigi sonucuna
ulasan daha eski ¢calismalar ile tutarl oldugu kanitlanmistir (Benton vd 1991, Arnsten vd
1996, Fassbender ve Schweitzer 2006).

2.1.4.4 Norokimyasal ¢aligmalar

Uzun yillardir DEHB'li gocuklarin, DA ve NE geri alim inhibitdrleri ve agonistleri
araciliglyla hareket ettigi bilinen ilaglara verilen cevaplara dayanilarak, olasi
nérotransmitter fonksiyon bozukluklari veya dengesizlikleri Gzerinde durulmaktadir
(Pliszka vd 1996, Arnsten vd 2009, Tripp ve Wickens 2008). Yapilan galismalar sonucu
glinimuzde g tip ilacin DEHB belirtilerini ydnetmek icin etkili oldugunu géstermektedir.
Bunlardan ilki striatumda DA bloklayarak (Spencer vd 2006) DA bulunabilirligini arttirdigi
noérogoruntuleme teknikleri ile gdsterilmis olan (Swanson vd 2011) metilfenidat (Volkow
vd 2012) ve amfetamindir (Riccardi vd 2008). Her iki stimulanda hippokampus ve PFK’'da
DA ve NE bulunabilirligini arttirmaktadir. DEHB tedavisi igin bir diger etkin madde bir geri
alim inhibitdru olan NE tasiyicisini (NET) bloke eden atomoksetindir (Takano vd 2009).
Son olarak baslangigta bir antihipertansif ilag olan guanfasin’in uzun saliniml formu, a2
reseptdr agonisti olarak noéral sinyal iletimini ince bir gekilde ayarlayarak DEHB
tedavisinde segenek olusturmaktadir (Arnsten vd 2009).

Norotransmitterlerin kan ve idrar metabolitleri kullanilarak yapilan erken donem
calismalardan tutarsiz sonuglar elde edilmistir (Shaywitz vd 1983, 1986, Zametkin vd
1986). Bu erken calismalarda, DA ve NE'nin bulunabilirliginde yetersizlik oldugu
disiinilmis ancak kesin olarak kanitlanamamistir. ilerleyen yillarda katekolamin
sistemlerinin periferik metabolitleri kullanilarak yapilan c¢alismlarda DEHB'de bu
norotransmitterlerde disfonksiyon oldugu gdsterilmistir (Halperin vd 1997). 71 calismanin
dahil edildigi meta analizde DEHB’de NE artisi, 3-metoksi-4-hidroksi fenil etilen glikol
azalmasi, feniletilenamin azalmasi ve monoamin oksidaz azalmasi oldugu sonucuna

ulasilimistir (Scassellati vd 2012).



10

insan ve hayvan galismalarindan elde edilen sonuglar DA ve NE’nin DEHB
patofizyolojisinde rol oynayabilecegini, DEHB semptomlarina kortikostriatooallidal
sistemin aracilik edebilecegini (Papa vd 1998) ve beyinde DA tasiyici yogunlugunun
artisinin bozuklugun hucresel mekanizmalarindan biri olabilecedini gostermektedir
(Roessner vd 2011). Bu ve benzer diger bulgular arastirmacilarin beyinde tanimlanan
U¢ DA yolagindan (mezolimbik, mezokortikal ve nigrostriatal) birindeki hipofonksiyonun
yol actigi, degismis DA fonksiyonuna dayanan DEHB’nin dinamik ndrogelisimsel teori
onermelerine yol agmistir (Sagvolden vd 2005b).

ileriki bolimlerde DEHB’nin beyin yapisi ve kimyasi ile iligkisine daha detayl

deginilecektir.

2.1.5 Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu hayvan modelleri

Hayvanlar, kompleks insan davraniglarini incelemek igin ¢cogu zaman tercih
edilmese de insanlarla benzer temel davranislara sahiptir. Hayvan modeli olusturulabilen
hastaliklarin patofizyolojilerinin aydinlatiimasi, modeli olmayan hastaliklara kiyasla daha
kolaydir (Russell vd 2005). Hayvan modelleri bozuklugu veya hastali§i anlamak ve yeni
tedavi stratejilerinin kesfedilmesine yardimci olmak igin kullaniimaktadir. Hayvan
modelleri klinik aragtirmalara gore bazi avantajlar saglamaktadir. Daha basit sinir
sistemi, kolay yorumlanabilen davranislar, genetik homojenlik, kolay kontrol edilebilen
cevre ve daha fazla muidahele sansi ile hastaliklarin altinda yatan ndrobiyolojik
degisikliklerin belirlenmesini kolaylastirmaktadir (Sagvolden vd 2005a, Kooija vd 2007).
Ornegin DEHB'nin  hayvan modelleri kullanilarak yapilan g¢alismalari, insan
¢alismalarinda kafa karistirici olan sosyo-ekonomik statl, ebeveyn davraniglari ve okul
cevresi gibi etkenleri ortadan kaldirmaktadir (Paule vd 2000, Davids vd 2003).

Hayvan modelleri, semptomatigi, tedavi yanitlari, patofizyolojisi ve etiyolojisi gibi
muimkin oldugunca ¢ogu detayi ile klinik bozukluklara benzemelidir (McKinney vd 1969).
Hayvan modelinin insan hastaliklarinin gecerli modeli oldugunun didsinulmesi igin
hayvanlarin bazi kriterleri kargilamasi gerekmektedir (Willner vd 1986, Sarter vd 1992).
DEHB hayvan modeli ¢ gecerlilik kriterini (gérunus gecerliligi, yapisal gecerlilik ve
yordama gecerliligi) saglamalidir. Model hastaligin temel semptomlarini taklit edebilmeli
(gorunus gecerliligi), hastaligin etiyolojiyisini ve patofizyolojik mekanizmasi gibi teorik
gerekgesini dogrulamali (yapisal gecerlilik), genetik, nérobiyolojik veya yeni tedaviler gibi
hastaligin bilinmeyen ydnlerini ve yeni tedavi stratejilerini tahmin edebilmelidir (yordama
gecerliligi) (Sagvolden 2 vd 005a).

DEHB hayvan modellerinde gorinis gecerliligi kriterleri arasinda motor

durtusellik, dikkati surdirmede eksiklik ve hiperaktivite; yapisal gecerlilik kriterleri
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arasinda genetik, néropatoloji, nérotransmitter disfonksiyonu, gu¢lendirme gradyaninda
gecikme, motor kontrol problemi, psikostimulan etkisi sayllmaktadir (Sagvolden 2005a).

Bu kriterler g6z éninde bulundurularak ¢ok sayida hayvan modeli gelistirilmistir
(Sagvolden 2005a). Bunlar genetik, toksin maruziyetli, secici beyin hasarli ve ¢ok yonlu
modeller olarak siniflandirilabilmektedir (Davids vd 2003). Genetik modeller icinde SHR
(Sagvolden vd 2005b), DAT knock out (DAT-KO) fare (Giros vd 1996, Trinh vd 2003),
Coloboma mutant fare (Heyser vd 1995), Acallosal I/LnJ fare (Magara vd 2000), Naples
uyariimishd yuksek sican (NHE) (Viggiano vd 2002), tiroid reseptér B mutant fare
(Siesser vd 2006) bulunmaktadir. Toksin maruziyetli DEHB modelleri prenatal, postnatal
veya heonatal olarak nikotin (Thapar vd 2003), etanol (Gibson vd 2000), 6-OHDA, kursun
(Taylor vd 1998), poliklorlu bifenil (Safe vd 1994), anoksi (DellAnna vd 1999),
hippokampal X-ray (Highfield vd 1998) maruziyetiyle olusturulmaktadir. Selektif beyin
hasarli modeller arasinda ise nucleus accumbens, nucleus subthalamicus ve cerebellum
lezyonlu sicanlar bulunmaktadir (Sagvolden vd 2005a).

Progenitér WKY sicanlarindan yetistirilen genetik bir model olan SHR, en iyi
karakterize edilmig, en sik kullanilan ve en uygun DEHB modelidir (Okamoto ve Aoki vd
1963, Sagvolden vd 2005a). SHR, DEHB’nin dikkat eksikligi, hiperaktivite ve dirtisellik
olan ana semptomlarini gostermektedir. Bu semptomlar, DEHB de oldugu gibi
pekistirecler seyrek oldugunda zamanla gelismektedir (Johansen vd 2005, Li vd 2007).
SHR, DEHB modeli olarak yukarida listelenen gecerlilik kriterlerinin gogunu yerine
getirmekte ve DEHB'nin klinik olgular ile iyi karsilastirilabilmektedir (Sagvolden vd
2000).

2.1.5.1 Spontan hipertansif sigan

SHR’ler Kyoto, Japonya'da, yiksek sistolik kan basincina sahip WKY tirtnin
dogdal genetik varyantlardan vyararlanilarak, secici olarak giftlestirimesi ile elde
edilmislerdir. Dogumda normotansif olan SHR’lerde kan basinci 5-6. haftalarda
yukselmeye baglamaktadir. SHR'ler yaklasik 13 haftalik olduklarinda hipertansiyonlu
(sistolik basing 190 mmHg’nin Uzerinde) olarak kabul edilmektedir (Conrad vd 1995,
Amenta vd 2010). SHR’lerin ciftlestiriime slreci boyunca, agik alan testlerinde
normotensif WKY’lerden daha aktif oldugu gdsterilmistir (Hendley vd 1985, Van Den
Buuse ve De Jong 1989, Wultz vd 1990).

SHR'yi DEHB'nin bir modeli olarak inceleyen c¢alismalarin ¢odu Oslo
Universitesi'nde Sagvolden ve arkadaslari tarafindan yapiimistir. Calismalardan elde
edilen birgok bulgu DEHB ile iliskili davranislarla paralellik géstermektedir. Ornegin,

sicanlar operan ¢emberin belirli bir alaninda hareketsiz kalmalari icin pekistirildiginde,
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SHR'lerin gerekli hareketsizlik sliresinin WKY’ye goére sekiz saniye daha kisa oldugu
gOsterilmistir. Bununla birlikte, gerekli hareketsizlik suresi arttikga, SHR'lerin hareketi
artmakta ve SHR’ler hedef slire boyunca hareketsiz kalamamaktadir (Wultz ve
Sagvolden 1992). SHR'lerin hareketsiz kalma sureleri uzatildiginda, hedef sire boyunca
hareketsiz kalamamalari, DEHB’li gocuklardaki yerinde duramamaya, erken davranigsal
pekistireclere gecikmis pekistireglerden daha duyarli olmalari DEHB’li ¢ocuklarin kigik
fakat yakin odilleri, biyuk fakat geciktiriimis 6dullere tercih etmelerine benzedigi
dusunudlmektedir (Wultz ve Sagvolden 1992, Johansen vd 2005, 2007). DEHB’li
bireylerde mezolimbik dopaminerjik yolaktaki disfonksiyon sebebiyle gbézlenen
ertelemeden kaginma (delay aversion) davranisi SHR’ler tarafindan da sergilenmektedir
(Sonuga-Barke vd 2003). Bu benzerlikler, DEHB hayvan modeli olarak SHR'nin goriinus
gecerliligini kuvvetle desteklemektedir (Sagvolden vd 1992, 1998).

SHR'lerin 6grenme degerlendirmelerinden elde edilen sonucglar da DEHB’li
cocuklarinki ile paralellik gostermektedir. Ogrenme gérevi yanitlari ¢ok degiskenlik
gerektirdiginde SHR’ler WKY’ler kadar dogru iken, ardigsik yinelemeleri gerektiren
gorevlerde SHR'ler kétu performans gostermektedirler (Hunziker vd 1996). Benzer
bulgular DEHB’li gocuklarda da goésterilmistir (Hynd vd 1989).

SHR’lerin DEHB’li bireylerle paralel olarak daha kugik vermis cerebelli, nucleus
caudatus ve putamene sahip oldugu ve SHR’lerde PFK’da DRD4 gen ekspresyonunda
ve protein sentezinde azalma oldugu gosterilmistir.

DEHB’nin erkek c¢ocuklarinda kiz c¢ocuklarinda daha ylksek prevelansta
gbzlenmesi karakteristigini SHR karsilamamakla birlikte, disi ve erkek sicanlarin
gosterdigi DEHB’nin davranigsal 6zellik tirlerinde farkliliklar bulunmaktadir (Bucci vd
2008).

SHR modelinin yapisal gecerliliginin degerlendirimesinde SHR ve WKY’de Ug¢
aday dopaminerjik genlerin (DRD2, DRD4 ve DAT-1) sekanslanmasi sonucu DRD2 ve
DRD4 genlerinde herhangi bir fark bulunmazken DAT-1 geninde birkag varyasyon
bulunmustur (Mill vd 2005). DAT translasyonunun regulasyonunda olasi bir bozulma,
DAT geni ekspresyonunun postnatal ilk ay boyunca SHR’nin mezensefalonunda gegici
olarak azaldigi ve eriskin SHR'de kontrol deneklere kiyasla arttigi bulgulariyla uyumluluk
gostermektedir (Watanabe vd 1997, Leo vd 2003). SHR'deki degismis DA fonksiyonu,
bu hayvan modeli igin yapisal gecerliligi saglamakta ve DEHB’nin teorik gerekgesi ile
uyumluluk géstermektedir (Sagvolden vd 2000, 2005a). SHR’lerde DEHB'nin 6grenme
teorisi perspektifi ile iligkili bir dizi Uluslararasi Cok merkezli ADHD Gen projesi
(International Multi-center ADHD Gene Project, IMAGE) kapsaminda incelenen genlerde
belirgin degisiklikler bulunmustur (Sagvolden ve Archer 1989, Sagvolden vd 2005b,
Johansen vd 2009, Johnson vd 2009).
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DEHB’li ¢ocuklara benzer olarak SHR’lerde de beyin hacminde azalma
gorulmektedir (Bendel ve Eilam 1992). Davranigsal ve yapisal benzerliklerinin yani sira,
SHR DEHB'ye benzer bir beyin patolojisi sergilemektedir. Ozellikle PFK, oksipital
korteks, hippocampus olmak Uzere SHR’lerde kontrollere kiyasla daha kigik beyin
hacmi ve daha az sayida néron bulunmaktadir (Sabbatini vd 2000, Mignini vd 2004).
SHR'lerde DA hipofonksiyonunun yani sira NE sisteminin de bozuldugu g&ésterilmistir
(Russell vd 1995, 1998, 2003). DEHB’li ¢cocuklarla uyumlu olarak SHR'de de siklik
adenozin monofosfat olusumu (Marcil vd 1997) ve kalsiyumun néronlara akisi (Lehohla
vd 2004) ikinci haberci sistemlerinin bozuldugu kanitlanmistir. DEHB modeli olarak
SHR'nin goériints ve yapisal gecerliligine ek olarak, SHR'lerdeki davranissal ve kognitif
bozulmalar, d-amfetamin ve d,l-metilfenidat'i iceren stimulan tedavisine yanit
vermektedir (Myers vd 1982).

Davranigsal, genetik ve norobiyolojik verilere dayanilarak Charles River
(Almanya) firmasindan (SHR/NCrl) elde edilen SHR’lerin DEHB'nin en iyi gegerliligi olan
hayvan modeli oldugu ve Harlan firmasindan (Birlesik Krallik) elde edilen WKY’lerin ise
en uygun kontrol oldugu gdésterilmistir (Sagvolden vd 2009, 2012).

SHR’nin DEHB modeli olarak kullaniimasinin tek kisitliigi bu sicanlardaki
hipertansiyon olarak gérilmektedir. Hipertansiyon, beyin fonksiyonlari tGizerinde olumsuz
etkilere sahip oldugu icin SHR’ler kullanilarak yapilan DEHB ¢alismalarinda hatal
sonugclara neden olabilmektedir. Bu sebeple SHR’lerin kullanildigi DEHB ¢alismalarinda
hipertansiyonunun kafa karistirici etkisini ortadan kaldirmak icin prehipertansif,
prepubertal 3-4 haftallk SHR’ler ile calisilmasi Onerilmektedir (De Jong vd 1995,
Sagvolden vd 2005a,2012).

2.1.6. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu ile iligkili anatomik yapilar ve noéral

devreler

DEHB'nin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmamasina ragmen,
bozuklugun semptomlarinin yiritict islev (Yi) bozulmalarindan kaynaklandigi
dusunulmektedir. DEHB ile iligkili anatomik yapilari ve noéronal baglantilar
tanimlayabilmek icin semptomlara dayali yaklagimlar izlenmektedir (Schachar vd 2000,
Castellanos ve Tannock 2002, Willcutt vd 2005). Yi'ler ve DEHB belirtileri birbirine bagli
gorundugunden, biligsel sureclere aracilik eden noral mekanizmalarin aydinlatiimasinin,
iligkili klinik semptomlarin nasil ortaya ciktiklarinin anlagilmasina yardimci olacagi
dusundlmektedir (Petrovic ve Castellanos 2016).

DEHB'nin Yi bozulmalarindan kaynaklandi§i hipotezi, prefrontal lezyonlarin

davranigsal hiperaktivite, dikkat daginikhigi veya durtiselligin yani sira yuraticu iglev
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gobrevlerinde bozulmalara neden oldugu gézlemlerine dayanmaktadir (Fuster vd 1997).
Yuruttcu islevler kendini diizenleme, karar verme ve hedefe yonelik davranis gibi biligsel
islevin gesitli bilesenlerini gerektiren karmasik kosullarda performansi optimize etmeye
yardimci olan ndéro-biligssel suregler dizisi olarak tarif edilmektedir (Robbins vd 2009,
Riggs vd 2012). Dikkatin surdurulmesi, motor hiperaktivite ve durtuselligin kontrolu gibi
yuksek kognitif fonksiyonlar PFK tarafindan gergeklestiriimektedir (Arnsten vd 2009). Bu
sebeple DEHB patofizyolojisi icin cogu néral modelde PFK ve onun striatum ve diger
subkortikal yapilar ile baglantilari 6ne ¢cikmaktadir (Halperin vd 2006). Yapilan bir meta
analiz ¢alismas! sonucunda, DEHB'nin Yi alanlarinin en az bir alt grubundaki spesifik
zayiflamalarla iligkili oldugu sonucuna varilmis ve bu sonu¢ yakin gecmiste yapilan bir
baska meta analiz ¢calismalari ile desteklenmistir (Pennington ve Ozonoff 1996, Willcutt
vd 2005)

PFK, temporal ve parietal assosiyasyon kortekslerine ve subkortikal yapilara
(top-down) goénderdigi projeksiyonlar aracihigiyla dikkat ve disiince gibi Yilerin
regllasyonunda rol oynanmaktadir (Arnsten vd 2005). Top-down modulasyon, dikkat ve
calisma bellegi gibi Yi'ler igin temel olusturmaktadir (Gazzaley vd 2005). Top-down
modulasyon ise noéral aglarin iletisimi ile saglanmaktadir. Bu hipotezi kanitlayan bulgular
maymunlarda yapilan parietal, frontal ve goérsel assosiyasyon korteksleri arasindaki
karsilikli (resiprokal) kortiko-kortikal projeksiyonlarin anatomisini tanimlayan yolak
izleme calismalarindan elde edilmistir (Webster vd 1994). DEHB ¢alismalarindan elde
edilen en tutarli bulgu, frontostriatal ve fronto-parietal devrelerdeki néral aktivitede
bozulma oldugudur. Frontal temelli néral devrelerdeki (fronto-striato-talamo-kortikal)
néromodiilatér etkileri sebebiyle, DEHB'de bozulan Yi'lerde katekolaminlerin rol
oynadigi dusunidlmektedir (Dickstein vd 2006). Ayrica DEHB’deki en etkin tedavi
secenedinin  katekolaminerjik sistem aracihidiyla olmasi da bu dusunceyi
desteklemektedir (Arnsten vd 2005).

Yapilan nérokimyasal calismalar, DEHB patofizyolojisinde noérotransmitter
disregllasyonun rolu oldugunu desteklemektedir (Brozoski vd 1979, Granon vd 2000).
Ozellikle dopaminerjik yolaklarin DEHB patofizyolojisinde yer aldigi digtincesi, DEHB
tedavisinde katekolamin agonistleri olan psikostimulan ilaglarin  kullaniimasi
g6zlemlerinden kaynaklanmigtir (Wender vd 1975). Metilfenidat'in DA tasiyicisinin
aktivitesini inhibe ettigi, DA'nin ekstrasinaptik seviyelerini arttirdigi ve DEHB’li bireylerde
etkili tedavi yontemi oldugu gosterilmistir (Volkow vd 2004). Bir bagka psikostimulan ilag
olan amfetaminin, DA seviyelerini DA’nin salimini degistirerek arttirdigi gosterilmistir
(Fan vd 2010). Amfetamin presinaptik nérondan sinaptik yarik icine DA akigi saglamak
icin DAT ile etkilesime girmektedir (Kuczenski vd 1975).
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DEHB'de DA disreglilasyonu hipotezini destekleyen diger kanitlar hayvan
modelleri ve beyin goérintileme c¢alismalarindan elde edilmigtir. DEHB hayvan
modellerinde yapilan c¢alismalarda DA fonksiyonunda disregilasyon oldugu
gOsterilmistir (Leo vd 2003). En eski DEHB hayvan modeli neonatal siganlara 6-
hidroksidopamin uygulamasi sonucu DA deplesyonu ile olusturulmustur (Shaywitz vd
1976). Bunun yani sira genetik modeller de kanit saglamigtir. SHR’nin DEHB bulgular
ile uyumlu 6zellikleri DA ajanlari ile azalmaktadir (Boix vd 1998). Naples yuksek ve diisuk
uyarilabilirlikli sicanlarda 6n beynin kortikal ve limbik alanlarinda DA fonksiyonunda
degisiklikler tespit edilmistir (Gonzalez-Lima vd 2000). Coloboma farede, bu degisiklikler
DAerjik sinaptik vezikillerinin presinaptik plazma membrana yanasmasi (docking) ve
fuzyonuna aracilik eden spesifik ylzey proteinlerindeki degismis aktivite ile iligkili
bulunmustur (Hess vd 1996). Bu, fare kromozumunun SNAP-25 de dahil olmak lzere
birkac geni iceren 2-cM bdlgesinin silinmesinden kaynaklanmaktadir ve bu etkiler
transgenik yerlestirme ya da stimilan tedavisi ile tersine ¢evrilebilmektedir (Steffensen
vd 1999). Kanitlarin ikinci grubunu olusturan beyin goérintileme ¢alismalarindan, striatal
DAT seviyelerinin regilasyonunun degistigi  bulgusuna ulagiimistir. Arastirmalar
arasinda metodolojik farkliliklar sebebiyle tutarsizliklar bulunmaktadir (Volkow vd 2009,
Gonon vd 2009).

2.1.6.1 Dopamin sisteminin insan beynindeki anatomik organizasyonu

2.1.6.1.1 Dopamin sentezi ve dopaminerjik néronlar

Beyinde katekolaminerjik noéronlarin kesfedilmesi 1960 yilinda formaldehit
histofloresan metodlarin kullaniimasiyla mimkin olmustur (Falck vd 1962). ilk olarak
beyinde katekolamin olarak iki ayri (NE ve DA) ndéronal sistem oldugu goésterilmis
(Carlsson vd 1962), iki yil sonra ise sigan beyninde katekolamin ve serotonin igeren
néronlarin dagilimlari detayli olarak gdsterilmistir (Dahlstrom ve Fuxe 1964). Medulla
oblongata’dan hipotalamusa kadar dadihm go6steren oniki grup (A1-Al12)
katekolaminerjik néron grubu tanimlanmistir. Sonrasinda adrenalin igeren Ug¢ hicre
grubunun (C1-C3) yani sira, diencephalon, bulbus olfactorius ve retinada bulunan ek beg
(A13-A17) hicre grubu daha eklenmigstir (Hokfelt vd 1984).

DA, dopaminerjik néronlarda tirozin aminoasidinden tirozin hidroksilaz (TH),
aromatik aminoasit dekarboksilaz (AADK) ve dopamin-B-hidroksilaz (DBH) enzimleriyle
sentezlenmektedir. 1970’li yillarda katekolamin sentezleyen bu enzimlere yonelik
immunohistokimyasal ydntemlerin bulunmasiyla, katekolamin sistemini daha detayl

haritalandirmak mumkun olmustur ve bu yeni teknikler ile farkh katekolaminler arasinda
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daha dogru bir ayrim yapilmasi saglanmistir (Dahlstrém ve Fuxe 1964). Sekil 2.1°de
retina hari¢c dokuz buyuk dopaminerjik hidcre grubunun TH immunohistokimyasi ile
ortaya konulan dagilimi, embriyonik gelisim (Sekil 2.1a) ve yetiskin (Sekil 2.1b)
dénemdeki sigan beyninin sagital kesitlerinde sematik olarak gdsterilmektedir. Tim bu
noronal gruplarin ortak 6zelligi DA ndrotransmitterini kullanmasina karsin her grup
birbirinden farkl iglev géstermekte ve bu ndéronlarin molekiler yapimlari da birbirinden
farklihk géstermektedir (Smidt vd 1997).

Cortex

(a) (b)
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Sekil 2.1 DA ndron gruplarinin gelismekte (a) ve yetigkin (b) kemirgen beyninde dagihmi.
(a)'da gelismekte olan kemirgen beynindeki DA néron gruplarinin yerlesimi, (b)'de ise
DA yetigkin kemirgen beynindeki DA néron gruplarinin yerlesimi ve dopaminerjik hicre
gruplarinin temel projeksiyonlari oklar ile resmedilmistir. Lge: lateral ganglionic
eminence, mge: medial ganglionic eminence, pl-p3: prosomer 1-3. (Bjorklund ve
Dunnett 2007°den alinmigtir).

insan mesencephalon’'unda DA sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan TH'nin
MRNA ekspresyonunun yuksek oldugu gdsterilmigtir. TH, bitin katekolaminerjik
ndronlar i¢in fenotipik bir marker olarak kullaniimaktadir (Marin 2005). TH’nin insan fétal
hayatinin  doért buguguncu haftasindan itibaren mesencephalon’da bulundugu
gOsterilmistir (Freeman vd 1991, Verney vd 1991, Zecevic ve Verney 1995). TH hiicre
gruplarinin bu gelisim asamasindaki dagihmi, mezensefalik ve hipotalamik dopaminerjik
gruplara karsilik gelmektedir (Zecevic ve Verney 1995). Bununla birlikte, insan fetlistinde
yaklasik 19 haftaya kadar TH-immunreaktif mezensefalik néronlar, substantia nigra pars
cmpacta (SNpc), ventral tegmental alan (VTA) ve retrorubral alanda (retrorubral field,
RRF) farkli dagihm gosteren yetiskinle benzer bir organizasyona sahip olmamaktadir
(Aubert vd 1997).

2.1.6.1.1.1 Mezensefalik dopaminerjik néronlar

Mezensefalik dopaminerjik (mDA) néronlar 6dil, motivasyon, 6grenme, bellek,

Yi'ler ve motor davraniglarda énemli rol oynamaktadir (Li vd 2013). Bu nedenle bir gok
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psikiyatrik ve gelisimsel bozuklukla iligkilendirlien mDA ndéronlarinin spesifik olarak
kiimelenmesi incelenmistir (Winterer vd 2004, Tye vd 2013). Anatomik ve fonksiyonel
olarak u¢ farkh néron grup olarak tanimlanan mDA néronlari, toplam dopaminerjik
noronlarin %75’ini olusturmakta ve A8, A9 ve A10 gruplarina ayriimaktadir (Sekil 2.2)
(Carlsson vd 1962, Dahlstréom ve Fuxe 1964). Bu néronlar beynin bagka bir yerinde var
olan diger DA néron gruplarindan belirgin olarak farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar
MDA sistemindeki molekuler bulgulari degerlendirmek icin énemlidir (Smits vd 2006).
mDA ndéronlarinin en blyutk gruplari SN ve VTA olmak lGzere komsu iki ¢ekirdekte
lokalizedir (Smits vd 2006, Roeper vd 2013). Bu iki komsu cekirdekteki néronlarin
ateslenme ve projeksiyon paternleri birbirinden farklilik géstermektedir (Margolis vd
2003, 2006).

A8 grubunu islevleri ve baglantilari iyi tanimlanmamis olan RRF’'de bulunan
noronlar olusturmaktadir. RRF’nin sadece dorsal striatuma, limbik sisteme ve PFK’ya
olan projeksiyonlari tanimlanmistir (Bjérklund ve Dunnett 2007, lkemoto 2007). Bununla
birlikte, son ¢alismalar, farkli projeksiyonlara ve elektrofizyolojik 6zelliklere ve molekiler
heterojeniteye sahip daha birgok mDA néron grubu oldugunu ileri strtilmektedir (Roeper
vd 2013).

A9 grubundaki mDA néronlari SNpc’den dorsal striatum’a projekte olan
nigrostriatal (mesostriatal) DA sisteminin olusturmaktadir. A9 grubu néronlari istemli
hareketlerin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. SNpc’de bulunan nigrostriatal yolagi
olusturan mDA ndéronlarinin kaybi Parkinson Hastalidi ile karakterizedir (Sulzer vd 2007).

A10 mDA noéronlarinin hicre gévdeleri VTA’da yer almaktadir. Bu néronlar
Ozellikle PFK olmak Gzere mesokortikal yolak ile serebral kortekse ve mezolimbik yolak
aracihgiyla hippocampus, amigdala, nucleus accumbens (NAc), limbik korteks gibi limbik
sistem yapllarina projekte olmaktadir. VTA’dan PFK’ya projekte olan noronlar Yi'ler ve
dikkat ile iligkiliyken, limbik sistem yapilarina projekte olan néronlar 6dul iliskili bilissel
sureglerde rol oynamaktadir (Bentivoglio ve Morelli 2005, Sesack vd 2010). Mezokortikal
yolaktaki DA bozukluklarinin, yonetici islev zayifliklari ve dikkat bozukluklari ile iligkili
DEHB semptomlarina (Tzschentke ve Schmidt 2000, Solanto vd 2002), mezolimbik
yolaktaki DA bozukluklarinin ise bagimliklik, depresyon ve sizofreniye neden oldudu ileri
surulmektedir (Carlsson vd 2001).

Primatlarda mDA noronal sisteminin boyutu ve karmagikhgi artmaktadir.
Kemirgenlerde Ug¢ huicre grubundaki (A8-A10) TH pozitif hiicrelerin bilateral toplam sayisi
20000-30000 (fare), 40000-45000 (sican) iken, maymunlarda 160000-320000,
insanlarda ise yuzde yetmiginden fazlasi SN'de yerlesik olmak tzere 400000-600000
araligindadir (Bentivoglio ve Morelli 2005). Bu hiicre sayisindaki artig, primatlarda ve

insanda kemirgenlerden daha fazla mDA afferentleri tarafindan daha yogun olarak
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innerve edilen 6zellikle neokorteksdeki DA innervasyon alanlarinin geniglenmesiyle
eslesmektedir. Kemirgenlerde, kortikal DA innervasyonu, frontal, singulat ve entorinal
korteks alanlariyla buyuk dlgtide sinirlanirken, primatlarda DA innervasyon bdlgesi tim
kortikal tabakay! kapsamaktadir (Lewis ve Sesack 1997, Lewis vd 1998). Bu yaygin
kortikal projeksiyon, mDA néron kompleksinin tim bdélimlerinden kaynaklanmaktadir
(Williams ve Goldman-Rakic 1998).

Baglanti ve morfolojik 6zelliklere dayali olarak, mDA noéronlari dorsal ve ventral
tabaka (tier) ayriimaktadir. Dorsal tabaka, VTA ve SN’nin dorsal tarafindaki néronlari,
ventral striatal, limbik ve kortikal alanlari innerve eden A8 grubu néronlarini ve dorsal
striatumun matriks kompartmanini icermektedir (Lynd-Balta ve Haber 1994). Dorsal
tabakada bulunan hicreler yuvarlak veya fusiform sekilli, kalbindin pozitif ve goreceli
olarak disuk DAT ekspresyonuna sahip hicrelerdir. Ventral tabaka ise, VTA ve SN'nin
ventral kisimlarinda yer alan daha yogun paketlenmis, anguler hucreleri icermektedir.
Ventral tabaka hicreleri yiksek DAT ekspresyonuna sahip, Calbindin negatif ve
cogunlukla bir iyon kanal proteini olan GIRK2 icin immunopozitif hiicrelerdir. Ventral
tabaka ndronlari innerve ettikleri striatumun patch kompartmanina kadar uzanmaktadir.
Bu noéronlarin ¢odu substantia nigra pars reticulata’ya (SNpr) projekte olan belirgin
dendritlere sahiptir (Prensa vd 2001). Dorsal tabakanin kalbindin positif néronlari daha
kompleks bir populasyon olusturmaktadir. Bu néronlar yalnizca limbik ve kortikal alanlara
degil ayni zamanda striatumun matriks kompartmanina da projekte olmaktadir (Gerfen
vd 1987, Fallon ve Loughlin 1995). Bdylelikle mDA ndronlari, morfolojileri, dnbeyin
projeksiyon paternleri ve molekiler belirtecleri farkli olan karmasik bir organizasyon
sergilemektedir (Bjérklund ve Dunnett 2007).

mDA ndronlarinin geligsimi ventral mesencephalon’un tetiklemesi ile embriyonik
sekizinci gunde baglamaktadir. mDA néronlarinin  gelisimi  spesifikasyon,
diferansiyasyon ve migrasyon gibi erken gelisim basamaklarini ve nérit geligimi,
rehberligi, budanmasi, sinaps olugsumu gibi ge¢ basamaklari iceren karmasik ve gok
basmakali bir surectir. Bazi erken basamaklarin tanimlanmasinda énemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bunlar bolgesel spesifikasyonu ve hicresel diferansiyasyonu duzenleyen
transkripsiyonel belirleyicilerin tanimlanmasini icermektedir (Smidt vd 2007). mDA ndron
gelisiminin ge¢ basamaklarinin daha az anlagiimasina ragmen, son ¢alismalarda, mDA
noronal baglantisinin kurulmasinda yer aldigi dustnulen hucresel ve molekuler sinyaller
tanimlanmistir. mDA sisteminin ilk gesitliligi, néronlarin spesifikasyon, migrasyon ve
diferansiyasyon sureclerinin kontrolli ontogenetigi ile olusturulmaktadir (Van den Heuvel
ve Pasterkamp 2008). Diferansiyasyon esnasinda mDA ndronlari matur dopaminerijik bir
fenotip kazanmakta, SNpc, VTA ve RRF'yi olusturmak lGzere go¢ etmekte ve hedef

Onbeyin yapilarina aksonal projeksiyonlar gdndererek sinaps ve baglantilar
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olusturmaktadir. Baslica gelisim basamaklarinin her biri belirli gen gruplarinin
ekspresyonu ile karakterize edilmektedir. Farklilasmigs mDA néronlarini tanimlamak igin
en yaygin kullanilan belirteg, DA sentezinde hiz sinirlayici enzim olan TH’dir. Bununla
birlikte, mDA néron kimliginin dogrulanmasi icin DA tasiyici SLC6A3'Un, vezikuler
monoamin taglyicisi SLC18A2'nin ve dopa dekarboksilazin (DDK) ve mDA noéron-
spesifik eslenmis homeodomain transkripsiyon faktord 3'un (PITX3) ekspresyonu gibi
diger ortak mDA o6zelliklerinin de degerlendiriimesi gerekmektedir (Smidt vd 1997,
Blaess ve Ang 2015).

Prafrontal
corfex Striaturm
i Prefrontal
5 8 cortex Siriatum
limbik sistem &
B Shpe, A9

limbik | VTA, A10
sistemn RRAF, A8

Sekil 2.2 insan ve fare beyninde mDA néronlarinin lokalizasyonu. Soldaki resimde insan
beyninin saddakinde ise fare beyninin sagittal kesitleri gosterilmektedir. SNpc:
Substantia Nigra pars compacta, VTA: ventral tegmental alan, RRF: retrorubral alan
(Blaess ve Ang 2015’den alinmigtir)

2.1.6.1.2 Dopaminerjik yolaklar

immunolojik teknikler insan beynindeki én beyin boyunca yaygin innervasyon
gosteren TH terminallerinin dagilimini haritalamak igin kullaniimaktadir (McGeer vd
1971, Torack ve Morris 1990). Dopaminerjik néronal yolaklarin anatomik organizasyonu
ile ilgili bilgiler insan beynindeki TH immunoreaktif néron terminallerinin analizi ve insan
olmayan primatlardaki anatomik yolak izleme calismalarindan elde edilmistir (Bjorklund
ve Hokfelt 2005). Histofloresan galismalari, SN-VTA kompleksinden baslayan g farkli
cikan (asendan) DA projeksiyon sistemi oldugunu ortaya cikarmigtir. Bunlar 6n beyin
hedeflerine yaygin projeksiyonlar génderen nigrostriatal (mesostriatal), mezolimbik ve
mezokortikal yolaklardir (Sekil 2.3) (Lindvall vd 1974, 1977, Fallon ve Moore 1978).
Striatuma projekte olan DA ndronlari, nadiren extrastriatal alanlara kollateral lifler
gondermektedir. Bunun yani sira mezolimbik veya mesokortikal DA noéronlarindan
striatuma veya diger 6n beyin alanlarina olan projeksiyonlarda ayni derecede seyrektir;

bu mezolimbik ve mezokortikal yolak projeksiyonlarinin biylk dl¢lide limbik veya kortikal
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hedeflerle sinirli oldugunu gdstermektedir (Swanson vd 1982, Fallon ve Loughlin 1982,
Loughlin ve Fallon 1984). Hem kemirgenler hem de primatlarda, striatal DA
innervasyonu, sadece SNpc’den degil, ayni zamanda lateral VTA ve A8 hiicre grubunda
bulunan hicrelerden; limbik ve kortikal alanlara projekte olan DA néronlari ise yalnizca
VTA'dan degil, SN'nin dorsal tabakasi ve A8 hticre grubundan kaynaklanmaktadir (Sekil
2.4). Bu birbirine karisma, mezolimbik ve mezostriatal yolaklarinin orjini olan hicrelerinin
dorsal tabaka boyunca yaygin olarak dagihm gosterdigi, striatuma projekte olan
hlcrelerin arasinda serpistirildigi primatlarda géze carpmaktadir (Williams ve Goldman-
Rakic 1998, Lynd-Balta ve Haber 1994, Laughlin ve Fallon 1984).

e
Dorsal striatum

Sekil 2.3 Beyindeki dopaminerjik yolaklarin néroanatomisi. Kirmizi ile gdsterilen oklar
mezokortikal dopaminerjik yolaklari, mor ile gosterilen oklar ise mezolimbik dopaminerjik
yolaklari gostermektedir. ACC: anterior cingulat cortex; HC: hippocampal complex;
NAcc: nucleus accumbens; PFC: prefrontal cortex; VTA: ventral tegmental area.
(Perogamvrosa ve Schwartz 2012'den alinmigtir)
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Sekil 2.4 Primatlarda striatal, limbik ve kortikal alanlara projekte olan mDA néronlarinin
dagihmi. Mezostriatal, mezolimbik ve mezokortikal yolak kokenli alt néron gruplari
gosterilmektedir. CP: pedunculus cerebri; DSCP: decussassio pedunculus cerebellaris
superior; dt: dorsal tabaka; IL: infralimbik alan; ip: nucleus interpeduncularis; ML:
lemniscus medialis; NIlI: nervus occulomotorius; PL: Prelimbic alani; RN: nucleus ruber;
vt: ventral tabaka.(Bjorklund ve Dunnett 2007'den alinmistir).

2.1.6.1.3 Ventral tegmental alan néroanatomisi

VTA, mesencephalon’un orta hatta yakininda, lateralde SN, ventralde nucleus
interpeduncularis, dorsalde nucleus ruber ile sinirli olarak bulunan heterojen bir hicre
populasyonundan olugsmaktadir (Sanchez-Catalan vd 2014).

VTA'nin literatlrde ilk defa Tsai tarafindan opposum beyninin tanimlayici anatomi
calismalarinda kullaniimistir (Tsai vd 1925). Tsai yaptidi boyamalar sirasinda nucleus
interpedincularis’in lateralinde, pedinculus mamillaris, lemniscus medialis ve nucleus
tegmenti ventralis’i (ventromedial mesencephalic tegmentum, ginimuzde VTA) igceren
bir bélge oldugunu bildirmistir. Bunun yani sira nucleus tegmenti ventralis’in, trigonum
interpedincularis’in medial kismini olusturdugu ve pedinculus cerebralis’ten SN’nin
ventral ucuna kadar yayildid1 da rapor edilmistir. Tsai'nin ¢alismasindan dnce nucleus
tegmenti ventralis hicrelerinin fusiform yapilari sebebiyle bu yapi SN’nin bir parcasi
olarak dusUnldimustir (Kosaka ve Hiraiwa 1915). Yapisi sebebiyle nucleus niger
suboculomotorius olarak da belirtiimistir (Hassler vd 1937). Fakat, hlcrelerin kiiglk
boyutlarinin yani sira tractus mamillotegmentalis ve tractus olfactotegmentalis’e yakin
komsulugu, yapinin spesifik anatomik ve fonksiyonel 6zellikleri oldugunu akla getirmistir.

Ancak nucleus tegmentalis ventralis'in SN’ye ait olup olmadigi uzun sire tartisma
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konusu olarak kalmistir. Bu tartisma ayni zamanda, bdlgenin sitoarsitektonik
heterojenliginden ve kemirgenlerle kargilagtirildiginda primatlarda bulunan SNpc'den
ayirt edilmesinin zorlugundan kaynaklanmistir (Sanchez-Catalan vd 2014). 1950'li
yillarda, lateral hipotalamus gibi bazi beyin yapilarinin VTA'ya olan projeksiyonlarinin
gosterilmesi ile Tsai'nin sonuglarini dogrulanmis ve 1958 yilinda ‘Tsai'nin ventral
tegmental alani’ olarak adlandiriimistir (Nauta vd 1958). ilerleyen yillarda bu bélge diger
memeli turlerinde de incelenmis ve VTA adini almistir (Halliday ve Tork 1986).

1979 yilinda yapilan Ug¢ calisma, Tsai'nin VTA’sini bes cekirdege bdlmustar
(Phillipson, 1979a,b,c). Golgi boyamasi ile DA hicrelerince zengin olan iki lateral
cekirdek [nucleus parabrachialis pigmentosus (PBP), nucleus paranigralis (PN)]
tanimlanmistir (Sekil 2.5). Bu ¢ekirdekler, VTA'nin rostrakaudal uzantisinin buyulk bir
boliminde bulunmaktadir. PN, nucleus interpedincularis’in anterolateral kisminin
hemen Uzerinde yer almaktadir ve cogunlukla fusiform, orta buyuklikte hiicre gévdesine
sahip ve birka¢ dikensi dendritleri olan kiglk htcrelerden olusmaktadir. PBP’nin
sinirlarini tanimlamak daha zordur cinki VTA'nin bu alt bolgesi anteroposterior
seviyeye bagll olarak PN’nin dorsalinde ve/veya dorsolateralinde bulunmaktadir. Ayni
zamanda PBP, VTA ve SN arasindaki lateral siniri olusturmaktadir. Hicre govdelerinin
tiplerinden biri SNpc’nin dorsal tabakasinda bulunan fusiform néronlara benzemektedir.
PBP’nin diger néronlari, ¢ok sayida radyal dendrite sahip orta buyuklikte kiresel bir
hiicre gévdesine sahiptir. iki lateral ¢ekirdegin yani sira VTA’da (¢ orta hat ¢ekirdegi
[nucleus interfascicularis (IF), nucleus linearis caudalis/centralis (LC) ve nucleus linearis
raphe rostralis (LR)] tanimlanmigtir (Sekil 2.5). IF, VTA'nin bltin antero-posterior
uzantisi boyunca bulunmakta ve VTA'nin geri kalanindan daha kigUk, yuvarlak ve yogun
paketlenmis hicrelerden olusmaktadir. IF’nin anterior kisminda VTA’nin en blylk
hicrelerini iceren LR ve posterior kisminda LC yer almaktadir (Sanchez-Catalan vd
2014). PBP ve PN, VTA’nin ana gekirdekleridir (Swanson vd 1982). A10 grubunun iginde
TH eksprese eden DA ndéranlarinin arasinda GABA ve Glutamat (Glu) ndronlar
bulunmaktadir (Kawano vd 2006, Yamaguchi vd 2011). Bunlarin %65’ini dopaminerjik
(TH pozitif), %30’'unu GABAerjik, %5’ini ise glutamaterjik néronlar olusmaktadir (Carr ve
Sesack 2000b, Yamaguchi vd 2011).
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Sekil 2.5. VTA’'da tanimlanan medial ve lateral hucre gruplari. PBP: nucleus
parabrachialis pigmentosus, PN: nucleus paranigralis, SNC: Substantia nigra pars
compacta, mt:IF:nucleus interfascicularis, LC: nucleus linearis caudalis/centralis LR:
nucleus linearis raphe rostralis (Morales ve Margolis 2017°den alinmistir)

VTA néronlarinin fenotipik karakterizasyonu, TH néronlarinin kalsiyum baglayici
protein Calbindin (Ahel-Kakunda ve Silverman 1997), beyin derive nérotrofik faktor
(Seroogy 1994), nérotensin (Jayaraman vd 1990), kolesistokinin (Jayaraman vd 1990),
kortikotropin saliverici faktor baglayici protein (Wang ve Morales 2008) veya vezikuler
glutamat tasiyici tip 2 (VGIuT2) (Kawano vd 2006, Yamaguchi vd 2011) igeren altbirimleri
oldugu goéstermistir. VTA TH ndronlarinin altbirimlerinin varhgi, farkh VTA TH ndronlari
arasinda efferent ve afferent baglantinin organizasyonunu goésteren yolak izleme
calismalari ile de desteklenmistir (Swanson vd 1982, Carr ve Sesack 2000Db,
Omelchenko ve Sesack 2006). Retrograd olarak isaretlenmis VTA TH ndronlarinin hiicre
kayitlarindan, opioidlerin projeksiyon hedeflerine bagli olarak mDA néronlarini farkli
sekilde inhibe ettigi bilgisine ulasilmistir (Margolis vd 2006, Lammel vd 2008). Bu,
VTA'daki TH néronlarinin alt kimelerinin farkh morfolojik (Grace and Onn 1989) ve
islevsel 6zelliklere sahip oldugunu bilgisini desteklemektedir (Lammel vd 2011).

VTA DA noéronlari, biyokimyasal kompozisyonlari, morfolojik 6zellikleri,
fonksiyonlari aksonal projeksiyonlari ve sinaptik baglantilari bakimindan oldukga farklilk
go6stermektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar, VTA’nin ventromedialdeki medial NAc'ye
projekte olan DA ndronlarinin, lateral NAc’ye projekte olan dorsolateral VTA ndronlarina
kiyasla daha kilicik ve daha az dendritik dallara sahip oldugunu gdstermistir (Tan vd

1995). Bu bilgiler deneysel ndéroanatomik, elektrofizyolojik, immunohistokimyasal ve
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lazer disseksiyon tekniklerini kullanilarak yapilan calisma ile de desteklenmigtir. Yapilan
¢alismada ventromedial VTA'da yerlesmis DA ndronlarinin bir grubunun mPFK, NAc
medial kabuk ve gekirdek kismi, bazolateral amigdalaya, dorsolateral VTA'da yerlesimli
olanlarin gogunlugunun ise NAc kabuk kismi ve ventrolateral striatuma projekte oldugu
gosterilmistir (Lammel vd 2008). Ventromedial VTA néronlari SN DA néronlarina kiyasla
hizli ve yuksek frekanslarda (> 20 Hz) surekli olarak ategleme ve dugik DAT/TH mRNA
oranlarina sahipken, dorsolateral VTA ndronlari, SNpc DA ndéronlarininkine benzer
elektrofizyolojik 6zelliklere (yavas atesleme paterni) sahiptir ve DAT’I daha fazlaca
eksprese etmektedir. Esik alti aralikta, bu ventromedial DA VTA ndronlari sadece bir
kiguk hiperpolarizasyonla aktive olan siklik nikleotid kapili aracili rebound aktivitesine
sahiptir ve birka¢ saniyeligine inhibe edilerek susturulabilmektedir. Bu ventromedial DA
noronlarinin arasinda mPFK’'ya projekte olanlar DA reseptor tipi 2'nin (DRD2)
aktivasyonuna fonksiyonel bir yanit olusturmamalari sebebiyle benzersizdirler. Hicreye
spesifik ekspresyon calismalari, mesokortikal DA VTA néronlarinda DRD2 ve G-protein
kenetli iceriye dogrultucu potasyum kanali altbirimi 2'nin disik ekspresyonunu oldugu
dogrulanmig ve hizli ateslenen DA VTA néronlarinin DA sentez kapasitelerine gbre daha
az DAT ekspresyonu oldugunu gdstermektedir (Lammel vd 2008). Elektrofizyolojik
Ozelliklerine gore yapilan hiyerarsik siniflandirma, SN ve VTA'nin her biri igerisinde
ikiden dérde alt grup oldugunu ortaya koymustur. DA ndronlarinin in vivo elektrofizyolojik
Ozelliklerinin, aksonal projeksiyon alanlarina benzer bir bigcimde ayrilip ayriimadigi heniiz
bilinmemektedir, ancak bunun olabilecedine dair bazi ilk ipuclar bulunmaktadir
(Schiemann vd 2012, Li vd 2012). Mezokortikal yolaga ait VTA’da bulunan DA néronlari,
SN’de bulunan DA ndronlarina kiyasla farkli N-Metil D-Aspartik Asit reseptdrii (NMDAR)
kinetigine sahip olmalarinin yani sira daha buyuk a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropiyonik asit reseptori (AMPAR)/NMDAR oranlarina sahiptir (Roeper vd
2013).

VTA i¢ baglantisalligi oldukga kompleks olup, tonik veya fazik aktivite gosteren,
elektriksel ve kimyasal sinapslarla baglantih heterojen bir néron populasyonu ile
karakterize edilmektedir (Grillner vd 2002). VTA’ya izleyici enjeksiyonunu takiben TH
immunoreaktivitesi gosteren az sayida anterograd isaretli akson terminali veya retrograd
isaretlenmis VTA noronunun olmasi sebebiyle VTA noronlarinin i¢ baglantisalliginin
cogunlukla dopaminerjik olmayan VTA noronlarindan kaynaklandigi dusunulmektedir
(Bayer ve Pickel 1990, Ferreira vd 2008).
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2.2 Clarity Teknigi

Canli ve butinligd bozulmamis biyolojik dokularin, doku butinligune zarar
vermeden, yapisal ve molekuler bilgi elde edebilme istegi bilimsel arastirmalarda her
zaman on planda olmustur. Ancak teknolojinin el verdigi dlgulerde dokunun derinligine
incelenmesi s6z konusudur. Bu konudaki en bilinen metod 1sik mikroskobisidir. Isik
mikroskobisi ve diger konvansiyonel yontemlerin dezavantaji, dokunun bazi islemlerden
gegirilerek mikrometre dizeyinde ince kesitler alinmasidir. Bu yontem ile elde edilen
veriler néron aksonu gibi G¢ boyutlu uzanan blyuk yapilar hakkinda yeterli degildir. Bu
nedenle stereoloji gibi yontemler gelistirilerek Gglincl boyut hakkinda bilgi edinilmeye
calisiimaktadir (Denk ve Horstmann 2004, Ware vd 1975, West vd 1991). Teknolojinin
ilerlemesi ile daha kalin biyolojik kesitlerin, canli ve butiin halde incelenmesine izin veren
yontemler gelistiriimistir. Konfokal mikroskobi bu konuda oldukga detayl veri
saglamasina ragmen doku inceleme derinligi yeterli olmamaktadir (Nwaneshiudu vd
2012). Bu problemin asilmasi icin, daha kalin biyolojik dokularin incelenmesine olanak
veren “two-photon” ve “multiphoton” mikroskobisi ydntemleri gelistiriimistir (Helmchen ve
Denk 2005, Erturk vd 2011, Ustione ve Piston 2011).

Biyolojik dokular her ne kadar isiga gecirgen olsalar da kalin dokularin
incelenmesi sirasinda ortaya ¢ikan diger bir problem, 1s1gin doku tarafindan sogurulmasi
veya sacilima ugramasidir (Ustione ve Piston 2011). Bu nedenle multiifoton gibi yeni
teknolojilerin uygulanmasinda, incelenecek dokunun isiga gegirgen hale getiriimesi
ihtiyaci dogmustur. Ancak bu gabalarin sonucunda elde edilen yontemlerin bir kismi
pahali ve uygulamasi zor vyoéntemler olup, ¢ok kiglik doku pargalarinda
uygulanabilmektedirler (Helmstaedter vd 2008). Daha ekonomik ve uygulanabilir
yontemler, genellikle dokudaki opasiteyi gideren ve 1sik sacilimini azaltan solisyonlar
kullanma egilimindedir. Ornek olarak; BABB, ScaleA, ScaleA2,Scale U2,fruktoz/tiyol,
gliserol, sukroz, SeeDB, SeeDB37 ve FocusClear diye adlandirilan sollUsyonlardir (Ke
vd 2013, Hama vd 2011, Tsai vd 2009). Sukroz ve benzeri sekerlerin kullanimi her ne
kadar ekonomik ve kolay olsa da, Ozellikle ylksek sicakliklarda uzun sireli muameleler
otoflouresansa ve kahverengilesmeye yol agmaktadir (Dills vd 1993). Bazi arastirmacilar
Maillard reaksiyonu olarak adlandirilan bu etkiyi ortadan kaldirmak igin
metamerkaptoetanol veya a-tiyogliserol gibi tiyolleri soliisyona eklemektedirler. Ornegin
SeeDB, %0,5'lik a-tiyogliserol igeren su igerisinde, %80,2’lik satlrefruktoz sollisyonudur
(Ke vd 2013). Opasitenin gideriimesi 1sik gegirgenligini artirmasina ragmen o6zellikle
immunoflerosan boyalarin uygulanmasinda gerekli olan permabiliteyi saglamamaktadir.
Bu problemi asmak igin gelistirilen Clarity tekniginde, saglam biyolojik dokularin,

makromolekdillerin gegisine engel olan doku komponentleri uzaklastirilarak, hidrojel
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monomerleri bu komponentlerin yerine transfer edilmektedir. Olusturulan yeni ti¢ boyutlu
form, dokunun dogal morfolojik 6zelliklerini korumasinin yani sira, immunohistokimya ve
immunofloresan tekniklerinin uygulanmasi sirasinda gerekli olan, makromolekul
difizyonuna izin vererek, istenilen hicre yapilarinin isaretlenmesine olanak
saglamaktadir (Chung vd 2013, Chung ve Deisseroth 2013).

Clarity yonteminde, canl doku sirasiyla paraformaldehit ve hidrojel (monomer
karisimi) sollsyonu ile perflize edilerek fiksasyonu saglanir. Sonrasinda monomer
solisyonu igerisinde inkibe edilerek, monomerlerin doku icerisinde capraz bagh Ug¢
boyutlu ag olusturmasi saglanir. Béylece tespit edilmis ve morfolojik 6zelliklerini koruyan
doku, nanporoz hibridize hidrojel formuna donustirtilmis olmaktadir. Doku, hala isik
gecirgenligi acisindan opak ozellikler tasimaktadir. Bu opasitenin giderilmesi igin
sodyum dodesil sulfat (SDS) ve borik asit (ph:8,5) bulunan solisyona birakilarak pasif
olarak ya da yine ayni sollisyon igerisinde elektroforeze tabi tutularak aktif olarak hiicre
duvarinda bulunan lipidlerin uzaklastiriimasi (seffaflastirma, clearing) saglanmaktadir.
Son haliyle immunohistokimya ve immunofloresan boyama teknikleri agisindan blyutk
molekullu proteinlerin difizyonuna uygun hale gelen doku, i1sik kirllma indisini dizelten
solusyonlarla muamele edildkten sonra sefffaf gorinim kazanmaktadir (Chung vd
2013).

2.3. Hipotez

Bu galismada asagidaki hipotezleri test etmek amaciyla planlanmistir.
1. DEHPB’li sicanlarda, VTA’da mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néronlarin
sayisinda azalma vardir.
2. DEHPB’li sigcanlarda, mezokortikal dopaminerjik yolagin VTA'’dan PFK’ye olan
projeksiyonlarin aksonal dallanmasinda azalma vardir.
3. DEHB’li siganlarda, mezokortikal yolagin PFK'ye projekte olan liflerinin
dagiliminda, DEHB olmayanlara gére topografik farklihk vardir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu c¢alisma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'nun
02.12.2015 tarihli ve 2015/09 sayili toplantisinin ve Virginia Universitesi Kurumsal
Hayvan Bakim ve Kullanim Kurulunun 3717-08-17 protokol numaral izni ile
gerceklestirildi. Stereotaksik intraserebral enjeksiyonlar Pamukkale Universitesi
Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde (DECUAM), diger tim deneysel
basamaklar ise Virginia Universitesi Psikoloji Bolimi Néral Gelisim ve Plastisite
Laboratuvarinda yapildi. Calismanin tim asamalari, Pamukkale Universitesi Hayvanlari
Deneyleri Etik Kurulu ve Virginia Universitesi Kurumsal Hayvan Bakim ve Kullanim

Kurulu yénetmeligine uygun olarak yapildi.

3.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi ve Gruplandiriimasi

Stereotaksik beyin girisimi icin Uretilen atlaslar genel olarak erigkin si¢anlara
uygun hazirlanmistir. Juvenil siganlarla ilgili yeterli literatir bulunmadigi igin deney
oncesi 6n ¢alisma yapilmasi gerekti. Juvenil sicanlarin VTA stereotaksik koordinatlarinin
belirlenmesinde Pamukkale Universitesi DECUAM’'dan temin edilen postnatal 21 guinliik
sutten henuz kesilmis 20 adet Sprague Dawley cinsi sigan kullanildi.

immunohistokimyasal analizler igin ise, Charles River Laboratuvar’'ndan satin
alinan, postnatal 27-34 gunlik olmak uzere, kontrol grubu icin 5 WKY, DEHB hayvan
modeli i¢in 5 SHR olmak Uzere toplam 10 adet erkek sigan kullanildi. Siganlarin teslim
alinmalarini takiben birbirlerine ve ortama adapte olmalari igin iki giin boyunca herhangi
bir iglem yapilmadi. Deneysel surecin baglangicina kadar tum hayvanlar en az 48 saat
boyunca standart sartlar altinda, havalandirmali, sabit i1sili odalarda, % 5015 nem
ortaminda, 12 saatlik aydinlik—karanlik siklusu bulunan vivaryum kosullarinda
barindirildi. Siganlarin beslenmesinde sekiz milimetrelik (mm) standart sigan pellet yemi,
icme suyu olarak musluk suyu ve istedikleri kadar yem ve su tiketmelerine izin verildi.
SHR’lerde hipertansiyon gelismeden &6nce calismanin tamamlanmasi igin, teslim

alinmalarini takiben ¢ gln icerisinde deneysel protokole baslandi. Kontrol grubu
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sicanlar ile SHR’lerin ayni yaglarda (age-matched) olabilmeleri igin ¢alisma iki asamada
gergeklestirildi. Once kontrol grubu WKY’ler satin alindi ve deneysel protokoliin
tamamlanmasinin ardindan SHR’ler satin alinarak ayni deneysel basamaklar uygulandi.
Uygulanan deneysel protokol daha detayh agiklanacaktir. Perflizyonlar sonrasinda

siganlara dekapitasyon yolu ile dtenazi uygulandi.

3.2. Stereotaksik intraserebral Enjeksiyon

Stereotaksik izleyici enjeksiyonun yapilacagi, postnatal 21 glnlik sigcanlarda
VTA stereotaksik koordinatlarinin  bulunmasi amaglandi. VTA koordinatlarinin
belirlenmesine yodnelik yapilacak intraserebral enjeksiyon denemeleri Oncesinde
stereotaksi kafesi tadil edilerek juvenil siganlara uygun hale getirildi (Sekil 3.1). Bunun
icin dig aparati sican boyutuna uygun hale getirilerek Uzerine inhaler anestezi icin

anestezi maskesi adapte edildi.

Sekil 3.1 Stereotaksik enjeksiyon cerrahisi gergeklestirmek Uzere kurulan diuzenek.
Stereotaksi kafesinin solunda mikroenjeksiyon pompasi bulunmaktadir. Dis aparati
juvenil siganlara uygun hale getirilerek Uzerine inhalasyon anestezisi icin maske monte
edildi.

Siganlara sevofluran inhalasyonu ile genel anestezi yapildiktan sonra stereotaksi
kafesine yerlestirilip sabitlendi. Isik kaynagi sebepli g6z kurumasini engellemek igin
cerrahi dncesi siganin gdzlerine oftalmik merhem siiriildii. insizyon bélgesi antiseptik ile
temizlenerek cilt insizyonu yapildi. Cilt inzisyonunu takiben kranium zerine yapisik olan
periost bistlri ucu ile siyrildi ve soguk serum fizyolojik ile kraniumun Uzeri temizlendi.

Kranium Uzerinde yer alan sutural eklem izleri incelenerek lambda ve bregma bulundu
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ve isaret konuldu. ilk uygulamalarda yetiskin siganlara gére hazirlanmis olan atlas
kullanilarak dizeltme formdlleri ile VTA koordinatlarina ulasiimaya c¢alisildi. Bunun igin,
yetiskin siganlara gore hazirlanmis olan, si¢gan beyni stereotaksik koordinatlari atlasinda
belirtilen lambda (L) bregma (B) arasi mesafe (9 mm) ve VTA koordinatlari, referans ve
kilavuz olarak kullanildi. Deneme igin stereotaksi kafesine yerlestirilen sicanin L-B arasi
mesafe 6lgiilerek oran oranti yéntemiyle VTA koordinatlari hesaplandi. Ornegin, erigkin
sican i¢in L-B arasi mesafesi 9.00 mm olan sicanda VTA koordinati anteroposterior (AP)
-5.4 mm (bregmadan), mediolateral (ML) 0.8 mm (midsagittal stttirden), ve dorsoventral
(DV) 8.3 mm (kranium ytizeyinden) iken, L-B mesafesi 6.2 mm olan juvenil sicanda VTA
koordinatt AP -3.7 mm, ML 0.6 mm, DV 5.7 mm olarak hesaplandi. Hesaplama
sonrasinda elde edilen AP koordinatina dental drill yardimi ile kranium dorsalinden kiiguk
bir delik acilarak kraniotomi yapildi. Sonrasinda kanulin istenilen koordinata kolayca
ulasabilmesi icin acilan delikten enjektor ignesi ucu sokularak dura yirtildi. Stereotaksi
yardimiyla ilerletilen kanil ile istenilen derinlige (DV eksende) ulasildi ve intrakranial
basincin esitlenmesi igin bes dakika boyunca herhangi bir islem yapilmaksizin beklenildi
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Stereotaksik cerrahi islem uygulanmasi. Yetiskin sicanlara goére olan
stereotaksi kafesi, denemelerden dnce juvenil sigcanlara uygun hale getirildi. Bunun igin
¢elik bir gubugun modifiye edilerek juvenil sigana uygun bir dis barina donusturaldu. Dis
bari Uzerine inhalasyon anestezisine uygun, gaz kagigina izin vermeyen bir maske
yapilarak anestezi idame edildi.

VTA koordinatlarina dogru bir sekilde ulasildiginin test edilmesi i¢in toplam 100
nanolitre (nl) boyar madde (latex bead) perfizyon pompasi ile 0,020ul/dk hizinda enjekte
edildi. Enjeksiyon sonrasinda geriye sivi difizyonunu engellemek i¢in bes dakika kanul
geri ¢cekilmeden beklendi. Deney sonunda sig¢anlar 6nce fosfat tamponlu salin (PBS;
1XPBS; 0,01M; 0.01 M PB + 0.9% NaCl; pH 7.4) soltisyonu, sonra 0.1 M fosfat tamponu
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(PB, pH 7.4) icinde hazirlanan %4’lik paraformaldehit solisyonu (PFA) ile transkardiyak
olarak perfuze edildi ve beyinleri ¢ikartildi. VTA’ya dogru olarak ulasilip ulagiimadiginin
test edilmesi icin beyin diseksiyonu gerceklestirilerek kriyostat yardimi ile alinan kesitler
mikroskop altinda incelendi.

Bu islemlerle elde edilen bulgular standart sonuclar elde edilemedigi igin

kullanilamadi.

3.3. immunohistokimyasal Analizler igin Dokularin Hazirlanmasi

3.3.1.Transkardiyak Perflizyon ve Kesitlerin Alinmasi

Sicanlar intraperitoneal olarak uygulanan pentobarbital (150 mg/kg) ile derin
anestezi altina alindi. Fleksor ve korneal reflekslerin azalmasini takiben, peristaltik
pompa araciligiyla, oda sicakhgindaki Tyrode’s sollisyonuyla (137 mM NaCl, 5,5 mM
dekstroz/glukoz, 1,2 mM MgCl;, 2 mM KCI, 0,4 mM NaH2POg4, 0,9 mM CacCl,, 11,9 mM
NaHCOs, in 1 L dH.0; pH 7,3) iki dakika, ardindan %4 paraformaldehit ve %0,5
gluteraldehit karigsimiyla bes dakika, transkardiyak perflizyon uygulandi. PFA sollsyonu
0,2 M PB iginde ¢ozulerek hazirlandi. Perflzyon sonrasinda beyin cikartildi ve ayni
fiksatifte 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Kontrol siganlarindan ilk ikisinin kesitlenmesinde kriyostat kullanildi. Kriyostatla
kesit alimi 6ncesinde beyin dokusu, Tyrode’s sollisyonu igerisinde hazirlanan %30
sukroz solusyonunda batana dek inkibe edildi. Ardindan kriyostat yardimiyla 35 pm
kalinhginda kesitler alindi. Kesit alinmasi sirasinda, kesitlerde katlanma, kirilma ve
parcalanma meydana gelmesi sebebiyle, kesitler immunohistokimyasal boyamalarda
kullanilmadi. Bu sebeple kesit alma stratejisi dedistirilerek bundan sonraki beyinlerin
kesitlenmesinde vibratom kullanildi. Vibratom yardimiyla, PFK ve VTA'yi iceren 50 uym
kalinhgindaki koronal kesitler, oda sicakliginda 0.01 M PBS ile doldurulmus oniki
kuyucuklu plakaya dort seri halinde toplandi (Sekil 3.3). Bu kesit toplama stratejisi, iki
farkl boyama yapilan (Nissl ve TH) ardisik kesitlerin seri halinde elde edilmesine olanak

sagladi.
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Kuyucuk 1 Kuyucuk 5 . .
(Nissl) (Nissl) Kuyucuk 9 (Nissl) | Seri |
Kuyucuk 2 Kuyucuk 6 .
(TH) (TH) Kuyucuk 10 (TH) | Serill
Kuyucuk 3 Kuyucuk 7 Kuyucuk 11 Seri lll
Kuyucuk 4 Kuyucuk 8 Kuyucuk 12 Seri IV

Sekil 3.3 Kesit toplama stratejisi. Seri I'e Nissl boyamasi, Seri II'ye ise TH
immunohistokimyasi yapildi. Seri lll icerisindeki kesitlerden mPFK'yi icerenler segilerek
konfokal analizlerinde kullanildi. Seri IV uygun islemlerden gecirilerek saklandi.

Beyin kesitleri 12 kuyucuklu plak igerisine dort seri halinde toplandi. Seri I'deki
tim kesitlere Nissl boyamasi, Seri II'dekilere ise TH boyamasi yapildi. Seri llI'deki
kesitlerden mPFK'y1 iceren kesitler secildi ve bu kesitler TH/DBH ikili
immunohistokimyasinda kullanildi. Seri IV'deki kesitler ise gerektiginde kullaniimak
Uzere uygun islemlerden gecirilerek 4°C'ye kaldirild1.

Kesitler, aldehit fiksasyonunu sonlandirmak igin %1 sodyum borohidrat (NaBH;
1 g NaBH4, 100 ml 0.01 M PBS) ile 30 dakika muamele edildi ve kesitler Gzerinde olugsan
kabarciklar temizlenene dek 0.01 M PBS ile yikandi. immunohistokimyasal boyamalara
dek kesitler, 4°C'de % 0.05 sodyum azit (NaNs) iceren 0.01M PBS iginde saklandi.

Birinci seri kesitler (Seri ) jelatin ile kaplanmis lamlar Uzerine dizildi ve hicre
gobvdesinin goérinlr hale getirilmesi igin Cresyl Violet ile standart prosedurler kullanilarak
Nissl boyasi uygulandi. Nissl boyamasi igin kesitler énce rehdirate edildi, ardindan 14
dakika boyunca % 0,1 Cresyl Violet solisyonu icine daldirildi. Kesitler distile su (dH.0)
ile yikamayi takiben yukselen etanol serisi ile dehidrate edildi. Ksilen ile temizlenen

kesitler entellan ile kapatildi.

3.3.2. immiinohistokimyasal Boyamalar

VTA'y1 iceren kesitlerde dopaminerjik néronlarin, mPFK'yi iceren kesitlerde
dopaminerijik liflerin saptanmasi i¢cin TH, mPFK'yi iceren kesiterde noradrenerjik liflerin
saptanmasi igin DBH immunohistokimyasi gergeklestirildi.

Isik mikroskobu (seri Il) icin kesitler, 30 dakika boyunca 0.01 M PBS igindeki % 1
sigir serum albuminde (blok solisyonu) bloke edildi. Daha sonra kesitler, 1:1000
oraninda, % 0.5 Triton X-100 ve % 1 BSA igeren 0.01 M PBS sollsyonu ile dilie edilen
TH primer antikorunda (Abcam, AB76442) oda sicakliginda 24 saat inkube edildi.
inkiibasyon ortamina, bakteriyel iremeyi énlemek igin % 0.05 sodyum azid (NaNs; 0.05
g NaNs, 100 ml 0.01 M PBS) eklendi.

ikili immunohistokimyasal boyama igin (konfokal mikroskopide kullaniimak

Uzere), 30 dakika blok solisyonunda tutulan kesitler, ardindan 1:300 oraninda dilie
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edilen DBH (Milipore, MAB308) ve 1:1000 oraninda dilte edilen TH primer antikorlarinda
48 saat oda sicakliginda inkibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kesitler, PBS ile yikamayi
takiben, TRITC (Jackson Immunoresearch, 715-025-151, 1:500) ve Alexa Fluor 488
(Jackson Immunoresearch, 703-545-155, 1:500) ile konjuge edilmis sekonder antikorlar
ile oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkube edildi. DBH ve TH immunohistokimyasal
boyamasindan sonra, kesitler PBS ile yikandi, jelatin kapli lamlar Gzerine dizildi ve
kurumalarini takiben VectaShield kapatma medyumu ile kapatildi. immiinohistokimyasal
boyama paterni varyasyonunu onlemek icin, iki deney grubundan alinan kesitler, es
zamanl olarak ayni kuyucuk icinde bir set olarak boyandi.

Isik  mikroskobisi icin hazirlanan kesitler primer antikor inkiibasyonunu
sonlandirmak icin 0.01 M PBS ile yikandi ve 1: 100 oraninda dilie edilen biyotinli
sekonder antikor (Vector Laboratories, Burlingame, CA; catalog no. BA-9010) ile 2 saat
oda sicakliginda inkube edildi. Kesitler PBS ile yikandi ve antijen antikor kompleksinin
gorundr hale getirilmesi icin Vectastain Elite ABC HRP Kit (Vectastain ABC Kit PK-4000,
Vector Laboratories) kullanilarak ABC protokoli uygulandi. HRP ile konjuge edilmis
avidin biotin kompleksi inkibasyondan 30 dakika 6nce hazirlandi. Kesitler, bu kompleks
icerisinde, oda sicakliginda 2 saat inkibe edildi ve ardindan PBS ile yikandi.
3,3'diaminobenzidin (DAB) kromojen sollsyonu (DAB Peroxidase (HRP) Susbstrate Kit,
SK-4100, Vector Laboratories) hazirlandi ve kesitler bu solliisyonda 5 dakika inkibe
edildi. Reaksiyonun sonlandiriimasi i¢in kesitler 5 dakika distile su ile yikandi ve jelatin
kaplanmis dizildi. Gece boyu kurumaya birakilan kesitler ertesi gin dereceli alkol

serisinden gegcirilerek dehidrate edildi ve xylol ile temizlenerek entellan ile kapatildi.

3.4 Goruntileme

iigilenilen anatomik bélgelerin belirlenmesi igin Nissl ve TH boyamasi uygulanan
koronal seri kesitler kullanildi. Yogun néron ve lif boyanmasinin oldugu bdlgeler 1sik
mikroskobu (Leica DMLB) kullanilarak belirlendi ve kuguk ve blylk blyutmelerde dijital
fotograf makinesi (Leica MC170 HD) yardimiyla fotograflandi. PFK’nin Kkortikal
tabakalarinin ve VTA'nin sinirlarinin belirlenmesi icin Nissl boyali kesitler kullanildi (Sekil
3.4). Ardisik Nissl ve TH boyali kesitlerin gérintuleri birbiri Gzerine aktarildi (Sekil 3.5).
forceps minor (corpus callosum), claustrum ve commissura anterior mPFK'nin PrL
(prelimbik) alani igin, substantia nigra, lemniscus medialis ve superior colliculus lamina

superficialis ise VTA icin referans olarak kullanildi.
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Figure 11 ]

Bregma 3.00 mm

4 3

Sekil 3.4 PFK’de ilgilenilen alanin sinirlarinin belirlenmesi i¢in Nissl boyali koronal kesit
mikrografisi (buytutme 1.6x) (sol) ve kesite karsilik gelen atlas gorintlsunin (sag)
karsilastirmasi. PFK’nin kortikal tabakalari ve alt alanlar Nissl boyali koronal kesite
karsilik gelen atlas gorintusu kullanilarak belirlendi. PrL: prelimbik alan, IL: infralimbik
alan, Cgl: Cortex cingularis.

Sekil 3.5 mPFK'nin PrL alaninin |. tabakasinin ve TH (+) dopaminerjik projeksiyon
alanlarinin farkli blyitmelerde ve farkli boyalar ile kargilastirmali mikroskop géruntuleri.
mPFK'yi iceren ardisik koronal kesitlerde Nissl (A), dopaminerjik liflerdeki TH icin ABC-
DAB boyamalari (Blyutmeler: B, 5x; A, C ve D 10x). l.tabaka sinirlari (C), Nissl boyali
kesitlerde tanimlandi ve ardisik olarak alinan TH boyanmis kesit (C) Uzerine aktarildi
(Skala: 250 um).
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3.4.1 Isik Mikroskobisi Analizleri

mPFK’'nin PrL alaninda TH (+) dopaminerjik liflerin ve VTA'da TH (+)
dopaminerjik néronlarin sayisal yogunlugunun belirlenmesi igin 3 WKY kontrol 5 SHR
sican kullanildi. Kontrol grubu siganlardan ilk ikisi, kesit alinimi sirasinda yasanilan
sikintilar sebebiyle kullanilamadi. VTA'da TH (+) ndron yogunlugunun hesaplanmasina
Stereoinvestigator yazilimi (MicroBright Field), mPFK'deki TH (+) lif yogunlugunun
hesaplanmasinda ise Neurolucida yazilimi (MicroBright Field) kullanildi. Sayisal
analizleri hemisfer farki gbzetmeksizin her iki hemisferden elde edilen kesitler lizerinde

gerceklestirildi.

3.4.1.1 VTA Analizi (Hacimsel Néron Yogunluk Olgiimii)

VTA'da TH (+) dopaminerjik néron yodunluk analizinin yapilacagi referans alan
Paxinos ve Watson (2007) sican beyin atlasi kullanilarak belirlendi. Referans alan olarak,
kesitlerde superior colliculus lamina superficialis’in goérunmeye basladigi ilk kesit
(Bregma -5.28 mm) ile pedunculus mamillaris’in géruldigi son kesit (Bregma -6.00 mm)
arasinda kalan bdlge secildi. Bu referans bdlge icindeki toplam TH (+) dopaminerjik
néron sayisinin hesaplanmasinda Stereoinvestigator yazilimi kullanildi. Hesaplama
oncesinde kiguk buyutmede VTA sinirlari belirlendi ve etrafina kontur gizildi (Sekil 3.6A).
Sayim yapilacak alan Uzerine, Stereoinvestigator yaziliminin grid eklentisi kullanilarak,
50x50um karelerden olusan bir grid yerlestirildi (Sekil 3.6B). Belirlenen kontur icinde
kalan en Ust ilk grid kutusundan baglayarak, énceden belirlenmis araliklarla (x = 150 pm,
y = 150 ym) sayim yapildi. VTA sinirlari iginde kalan grid kutularinda bulunan her hucre
sayildi. Belirlenen sayim stratejisi ile kontur iginde kalan tim grid kareleri analize danhil
edildi. Grid kutusunda bulunan ve stereolojik sayim kurallarina uyan her TH (+) néron
sayildi. Sigan basina dért farkli VTA sinirlari icinde sayim yapildi. Her beyinde 44 ile 112
grid kutusu deg@erlendirildi. Sayimlar blylk buyutmede (40x) gercgeklestirildi. Hacimsel
noéron yogunlugunun hesaplanabilmesi igin gercek zamanli géruntiler, Zeiss faz kontrast
mikroskobu kullanilarak elde edildi. VTA icindeki toplam TH (+) dopaminerjik néronlarin
hacimsel yogunlugu (/um?3), toplam dopaminerjik néron sayisinin, sayim gergeklestirilen
toplam hacme (grid kutusu hacmi x sayima dahil edilen kutu sayisi) bélinmesiyle elde
edildi.
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Sekil 3.6 VTA’da gergeklestirilen néron yogunluk analizi yapilirken kullanilan mikroskop
gorintisune ait 6rnek fotomikrografi. A’da, VTA sinirlarinin belirlenmesi ve kontur gizimi,
B’de ise Stereoinvestigator yazilimi kullanilarak sayim yapilacak alan Uzerine grid
yerlestirilmesi gOsterilimektedir (blyutme 1.6x). ml:lemniscus medialis, IP: nucleus
interpeduncularis, VTA: ventral tegmental area, Ag: aquaductus cerebri, SN: Substantia
nigra. (Skala: 400 um).

3.4.1.2 mPFK Analizi (Lif Yogunluk Analizi)

Sigan igin hazirlanmis stereotaksik beyin atlasi (Paxinos ve Watson 2006)
kullanilarak, lif yogunluk analizinin gergeklestirilecegi mPFK alt bdlgelerinden PrL’nin
sinirlari belirlendi. Referans bodlge olarak kesitlerde forceps minor’lin (corpus callosum)
go6riundr hale geldidi ilk kesit (Bregma 4.20 mm) ile striatum’un kesitlerde ilk gértndr hale
geldigi kesit (Bregma 2.76 mm) arasinda kalan bdlge segcildi. Sayisal analizler igin
referans bdlge arasindan alinan kesitler kullanildi.  Hacimsel yogunlugun
hesaplanabilmesi igin gercek zamanh goéruntiler, Zeiss faz kontrast mikroskobu
kullanilarak elde edildi. Bu kesitlerden elde edilen goéruntilerde, PrL alaninin
|.tabakasindaki toplam TH (+) dopaminerjik liflerin uzunlugu Neurolucida yazilimi
kullanilarak hesaplandi. Hesaplama 6ncesinde 4x bluylitmede, PrL alaninin |.tabakasinin
(ligilenilen alan, region of interest, ROI) iginde TH (+) dopaminerjik projeksiyon liflerinin
oldugu alan tarandi (Sekil 3.7A). Sonrasinda 10x buyutmede ROI igine, korteks
yuzeyinden 150 mikrometre (um) derinlige sahip bir dikdértgen kontur olarak cizildi (Sekil
3.7B). Analizler, ROl iginde kontur olarak ¢izilen dikdértgen alanda yapildi. Sigan bagina
alti farkh dikdortgen icinde sayim vyapildi. Analize sadece ROI igindeki TH (+)
dopaminerijik lifler dahil edildi. ROl igindeki lifler 40x objektifi altinda ¢izildi (Sekil 3.7C).
Neurolucida yazilimi kullanilarak ROI i¢indeki toplam lif uzunlugu hesaplandi (Sekil 3.8).
ROI igindeki toplam TH (+) dopaminerjik liflerin hacimsel yogunlugu (um/um?), toplam
dopaminerijik lif uzunlugunun, sayim gerceklestirilen toplam hacme (dikddrtgen alani x

kesit kalinhgi) bélinmesiyle elde edildi.
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Sekil 3.7 mPFK'de gergeklestirilen lif yogunluk analizinde kullanilan fotomikrografilere
ait ornek goruntd. Nissl boyall kesitler kullanilarak belirlenmis olan mPFK’nin alt
alanlarindan, analiz gerceklestirlecek olan ROI kalin gizgilerle ayriimigtir (blyitme 4x)
(A), ROI icinde sinir cizilerek, sinir icinde TH (+) liflerin isaretli hali (blyldtme 40X)
gOsterilmektedir (B). fmi: forceps minor (corpus callosum), Cgl: cortex cingularis, PrL:
prelimbik alan, IL: infralimbik alan.

Sekil 3.8 mPFK’nin PrL alaninin |. tabakasindaki TH (+) dopaminerijik liflerin Neurolucida
yazilimi kullanilarak c¢izilmis hali gorulmektedir. Neurolucida yazilimi kullanilarak 40x
buyutmede analiz gergeklestirilen ROI igindeki TH (+) lifler isaretlenmis ve toplam
uzunluklar hesplanmistir (Skala: 20 um).
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3.4.2 Konfokal Mikroskobi Analizi

mPFK'nin PrL alt bdlgesinin |.tabakasinda TH (+) dopaminerjik lif yuzdesinin
belirlenmesi igin 3 WKY kontrol ve 3 SHR sican beyni kullanildi. Dopaminerjik néron ve
liflerin goruntilenmesi igin TH immunohistokimyasal boyamasi, noradrenerjik liflerin
goérintilenmesi icin DBH immunohistokimyasi kullanildi. mPFK’nin PrL alaninin
|.tabakasindaki (ROI), TH (+) kortikal liflerin, katekolaminerjik nondopaminerjik
ylizdesinin belirlenmesi igin TH-DBH ikili immunohistokimyasal boyama yapildi. TH (+)
dopaminerjik lif ylzdesi analizlerinde, lif yogunluk analizlerinde kullanilan kesitlerin
ardisik kesitleri kullanildi. Analizler icin tarama sistemi ile donatilmis (Nikon C2+) bir
konfokal mikroskop (Nikon Eclipse 80i), FITC'nin uyariimasi icin Argon lazeri (488 nm’de
eksitasyon), CY3'Un uyariimasi icin DPSS lazeri (561 nm’de eksitasyon) kullanildi.
Goruntilerin elde edilirken, piksel boyutu, tarama boyutu, optik ¢éztnurlik, adim boyutu
ve tarama derinligi gibi degerler sabit tutuldu. Gértntiler immersiyon objektifi (Nikon,
PlanApo VC; NA =1.4) altinda mPFK'nin PrL alt alaninin |.tabakasindan elde edildi (Sekil
3.8). Elde edilen U¢ boyutlu gérint, maksimum intensite projeksiyon gorintisine
donustirulerek TIFF dosyasi olarak kaydedildi. ROl iginde her sican basina Ug¢ farkli alan
icinde sayim vyapildi. mPFK’'nin PrL alaninin l.tabakasindaki dopaminerjik ve
noradrenerik liflerin toplam uzunlugu Image-Pro Plus 7,0 (Media Cybernetics) yazilimi
kullanilarak manuel olarak hesaplandi (Sekil 3.9). TH (+) lifler yizde olarak ifade edildi.
ROI igindeki toplam TH (+) dopaminerjik liflerin yuzdesi, toplam dopaminerjik Iif

uzunlugunun, tim liflerin uzunluklari toplamina oranlanmasiyla elde edildi.

colabeled

Sekil 3.9 mPFK'nin PrL alt alaninin l.tabakasinda TH ve DBH immunohistokimyasi
uygulanmis kesitlerden elde edilen drnek konfokal fotomikrografileri (blyitme 60x) TH
(+) dopaminerjik lifler (A) ve DBH (+) noradrenerjik lifler (B) TH-DBH (+) lifler (C)
gOsterilmektedir.
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Sekil 3.10 mPFK’deki TH (+) dopaminerjik liflerin Image-Pro Plus yazilimi kullanilarak
toplam uzunluklarinin hesaplanmasini gosteren fotomikrografi (blyitme 60X). Yuzde
analizi icin, mPFK’nin |. tabakasindaki TH (+) ve TH-DBH (+) lifler Image-Pro Plus
yazihmi  kullanilarak toplam uzunluklari ve birbirine oranlanarak yluzdeleri
hesaplanmistir.

3.5. Clarity Tekniginin Uygulanmasi

Clarity tekniginin uygulanmasi sirasinda kullanilacak olan hidrojel ve clearing
soluyonlari deneme Oncesinde taze olarak hazirlandi. Hidrojel solUsyonunun
hazirlanmasinda kullanilacak kimyasallarin (akrilamid, bisakrilamid, PFA) toksik
olmalari sebebiyle hazirlama dncesinde kisisel koruyucu ekipmanlar giyildi ve solisyon
ceker ocak altinda hazirlandi. Hidrojel solisyonun hazirlanmasinda kullanilacak
10XPBS ve %16 PFA solusyonlari ayrica hazirlandi. 10X PBS solisyonunun
hazirlanmasi i¢in 1 adet PBS tablet 20 ml dH.O igerisinde tablet ¢oziiliinceye dek
kanstirildi. %16 PFA solUisyonunun hazirlanmasi igin 8 g PFA tartilarak 50 ml dH.O
icerisine eklendi ve opak beyaz renk alana dek 60-65°C’ye kadar isitildi. Renk berrak
hale gelene dek 1 N NaOH solisyonu damlatildi. Solisyon oda sicakhgina geldikten
sonra filtre ederek kullanima hazir hale getirildi. Hazirlanan her iki solisyonun pH’lari
Olcllerek uygun araliklara getirildi.

Hidrojel solusyonu 400 ml olacak sekilde stok olarak hazirlandi. Hidrojel
solisyonunun hazirlanmasi sirasinda polimerizasyon olusumunu engellemek igin
kullanilacak kimyasallar buz tzerine konuldu. Karistirici Gizerine alinan 500 ml’lik erlene
150 ml dH20 koyuldu. Uzerine hizla 40 ml %40 akrilamid ve 10 ml %2 bisakrilamidi

siraslyla pipetlenerek eklendi. Onceden hazirlanmig olan %16 PFA'dan 100 ml,
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10XPBS’den 40 ml eklenerek orta hizla karigtirmaya devam edildi. Karigmakta olan
solisyona 1g azo-baslatici eklendi. Hazirlanan solisyon mezire alinarak 400 ml
hacmine ulasana dek dH;O eklendi. Buz lizerinde hazir olan 50 ml'lik falkonlara 40 ml
olacak sekilde solisyonu paylastirildi. Aliquotlanan falkonlarin kapaklari sikica
kapatildi ve Uzerleri parafilm ile kaplanarak -20 °C'ye kaldirildi.

Clearing soliisyonun hazirlanmasinda kullanilan sodyum SDS’in de toksik olmasi
sebebiyle clearing solliisyonu hazirlanmasi sirasinda da kisisel koruyucu ekipmanlar
giyildi ve sollsyon ¢eker ocak altinda hazirlandi. Karistirici Gzerine alinan 2000 ml’'lik
behere 1600 ml dH,O konuldu. igerisine 80g SDS, 24.73g borik asit eklendi ve karisim
homojen hale gelene dek karistirildi. Homojen hale gelen solisyonun pH’si sodyum
hidroksit ile 8,5’e ayarlandi. Soliisyon mezire alarak hacmi 2000 ml'ye tamamlandi. Cam
siseye alinan sollsyon oda sicakliginda kullanilana dek bekletildi.

Clarity teknigi uygulanacak olan Sprague Dawley cinsi yetiskin sicanlar
intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (10 mg/kg)
ile derin anestezi altina alindi ve ekstremitesine agrili uyaran verilerek refleksleri kontrol
edildi. Siganlar ¢eker ocak altinda, diz bir zeminde buz tzerine yatirilarak perfiizyona
hazir hale getirildi. Perflizyon éncesinde daha 6énceden aliquotlanmis dondurulmus
hidrojel monomer ¢dzeltisi polimerizasyonu engellemek icin buz Uzerinde ¢oézduruldi.
Codzelti tamamen eridiginde hafifce ters gevirerek karistirildi ve ¢dzeltide hava kabarcigi
veya c¢okelti olmadigindan emin olundu. Eriyen hidrojel solisyonundan perflizyonda
kullanilmak Gzere 20 ml enjektdr icerisine cekildi ve enjektér buz igerisine konuldu.
Falkonda kalan 20 ml solusyon ise hidrojel inkibasyonunda kullaniimak Gzere +4°C’ye
kaldirildi. Onceden hazirlanmis 20 ml 1XPBS de enjektore gekilerek perflizyon éncesi
+4°C’ye getirildi. Perfizyona 20 ml 1XPBS (pH 7,4) ile baslandi ve 20 ml hidrojel
solisyonu ile devam edildi. Soliisyonlarin her biri yaklasik iki dakika slre icerisinde
verildi. Perflizyonun tamamlanmasinin ardindan giyotin araciligiyla 6tenazi yapildi. Yine
buz Gzerinde beyinler hizlica ¢ikartildi ve igerisinde 20 ml hidrojel sollisyonu olan falkona
konuldu. Falkonun kapagi kapatildi ve floroforu engellemek igin falkon aliminyum folyo
ile kaplandi. Hidrojen soliisyonunun doku igine daha fazla difize olmasi igin +4 °C'de 2
gln inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda hidrojel doku gémilmesinin (polimerizasyon)
baslatiimasi i¢in polimerizasyon olusumunu engelleyecek oksijen ortamdan uzaklastirildi
(degassing). Bunun icin bos bir enjektor icerisine hidrojel inkibasyonu tamamlanan
beyin konuldu ve igerisine bir miktar zeytinyadi cekildi. Enjektorin ucu kapatilarak
parafilm ile kaplandi ve sicakhgi 42°C’ye ayarlanmis olan su banyosu igerisine
yerlestirildi. Su banyosunun igerisine, icerisinde sadece hidrojel solisyonu bulunan ayri
bir enjektdr de konuldu. Bu sayede igerisinde sadece hidrojel solisyonunun bulundugu

enjektérde polimerizasyon tamamlandiginda diger enjektdrde bulunan doku icerisinde
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de polimerizasyonun tamamlandig! teyit edildi. Polimerizasyonun tamamlanmasinin
ardindan surecin son basamagi olan clearing basamagina gegildi.

Clearing basamagi TUBITAK 114S407 nolu proje ekibimiz tarafindan tasarlanan
kompakt organ elektroforez sistemi (CORES) ile yapildi. Clearing basamagi icin CORES
icerisine alinan beyin, clearing solisyonunda yaklasik 37°C ve 0-3 A arasinda degisen
bir akim altinda 48 saat slire boyunca elektroforeze tabi tutuldu. Clearing sonrasi seffaf
hale getirilen beyin dokusu yaklasik 3 mm kalinhiginda sagittal olarak dilimlendi.
immiinohistokimyasal boyama éncesinde dokudan fazla SDS’in uzaklastiriimasi igin
beyin dilimleri tritonlu fosfat tamponlu salin (1XPBS i¢inde 0,1% TritonX-100) soltsyonu
icerisinde oda sicakliginda gece boyu inkiibasyona birakildi. Bu inklibasyon ertesi gun
sollisyon degistirilerek tekrar edildi. inkibasyonlarin tamamlanmasindan sonra
dopaminerjik néronlarin bulundugu mesencephalon’u iceren kesitlere TH boyamasi
yapildi. Kesitler %0,1Triton X-100, %5 kegi serumu, %0.05 sodyum azit iceren 0.01M
PBS solusyonu ile dilie edilen TH primer antikoru (1:1000) icerisinde oda sicaklhiginda 3
gun inktbe edildi. Primer inklibasyon sonrasi kesitler birka¢ defa (3 dakika, 3 tekrar) PBS
ile yilkamayi takiben, %1 keci serumlu 1XPBS ile dilie edilmis FITC konjuge TH sekonder
antikoru (1:1000) icerisinde oda sicakliginda 4 saat inkube edildi. Kesitler bir ka¢ defa
1XPBS ile yikandi ve goruntuleme 6ncesi dokunun refraksiyon indeksinin egitlenmesi
icin %80 gliserol soliisyonuna alinarak 48 saat inkiibe edildi. inkilbasyon sirasinda
floresan kaybinin énlenmesi igin aliminyum ile kaplanarak isiktan korundu. Multifoton
mikroskobunda kesitlerin incelenmesinin konvansiyonel mikroskoplardan farkhlik
goOstermesi sebebiyle, kesitlerin incelenebilmesi icin dokunun hava ile temasi kesilecegi

bir havuz olusturularak gorunta alindr.

3.6 istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi bilgisayar ortaminda SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, 21. surim) programinda yapildi. Veriler, ortalama, standart
sapma, ortanca, minimum ve maksimum tanimlayici istatistikleri ile ifade edildi. Verilerin
normal dagihma uygunlugu gruptaki olgu sayilarinin otuzdan az olmasi sebebiyle
Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Her iki grubun dagiliminin normal dagilima uymasi ve
orneklem sayisinin on’un Uzerinde olmasi durumunda, gruplarin ortalamalari arasindaki
fark, parametrik bagimsiz érneklem t testi ile degerlendirildi. Gruplardan birinin veya her
ikisinin normal dagilima uymadidi durumda, gruplar arasindaki farklilik parametrik
olmayan Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. %95’lik gliven araliginda ve p<0,05

olan farklar anlamli kabul edildi.



41

4. BULGULAR

4.1. Ventral Tegmental Alan’in Stereotaksik Koordinatlarinin Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda Ug¢ haftalik siganlara VTA enjeksiyonu uygulamasinda basarili
olunamadi. Gelismekte olan siganlarin beyin yapilarinin stereotaksik koordinatlarini
gosteren bir atlas bulunmamasi sebebiyle 6ncelikle VTA'nin koordinatlari belirlenmeye
calisildi. Satin alinan SHR’ lerin ylksek maliyetli olmasindan dolayi denemeler postnatal
doérdunci hafta icerisindeki sutten yeni kesilmis Sprague Dawley sicanlar kullanilarak
yapildi. Koordinatlarin tespit edilmesi i¢in yapilan denemeler, yetiskin sicanlara ait VTA
koordinatlari géz éninde oran oranti hesabiyla bulunmaya c¢alisildi (Tablo 4.1). Ancak
bu denemelerde VTA koordinatlarina standart sekilde ulasilamadidi tespit edildi (Sekil
4.1). Bu nedenle VTA’nin izleyicilerle isaretlenerek mezokortikal dopaminerjik yolagin ve

bu yolaga ait liflerin dagiliminin tespit edilmesinden vazgecildi.

Tablo 4.1 Denemeler icin hesaplanan VTA stereotaksik koordinatlari. Eriskin sigak igin
hazirlanan stereotaksik koordinat atlasi verileri temel alinarak juvenil si¢an ile erigkin

sican L-B mesafesi oranlanarak ayni oran koordinatlarin hesabinda kullanildi.

Deneme | Sigan L-B Hesaplanan | Hesaplanan | Hesaplanan

No Agirhd | Mesafesi AP ML DV
(gn (mm) Koordinati Koordinati koordinati

1 30 6.6 3.8 0.5 6.0

2 24.4 5.2 3.0 0.4 4.7

3 44 6.1 3.5 0.5 5.6

4 49 6.2 3.6 0.5 5.7

5 44 55 3.2 0.4 6.9

6 42 5.9 3.4 0.5 5.4 (-0.8)

7 28.5 4.9 2.8 0.4 45 (-1)

8 30 5.9 3.4 0.5 5.4 (-1)
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9 28.7 6.0 3.5 0.5 55
10 35.4 6.3 3.7 0.5 5.8 (-1)
11 43.4 5.7 3.4 0.5 5.2 (-1)
12 416 6.3 3.7 0.5 5.8 (-1)
13 40.1 6.6 3.9 0.6 6.1

14 38.2 6.4 3.8 0.4 5.9

15 29 5.8 3.4 0.5 5.3 (-1)
16 29 5.2 3.1 0.5 4.8 (-1)
17 39 6.2 3.6 0.5 5.7

18 50 5.3 3.1 0.5 4.7 (-1)
19 40 5.5 3.2 0.4 6.9 (-1)
20 - 5.9 3.4 0.5/05 |5.4(-2/-2.5)

Sekil 4.1 Ventral tegmental alana stereotaksik enjeksiyon ile koordinat belirleme
denemeleri sonucu elde edilen koronal kesit goérlntlleri. Isaretleyicinin VTA’ ya
ulasmadigina dair 6rnek fotograflar gorilmektedir. Aqg:aquaductus cerebri, LPAG:
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Substantia grisea centralis, csc: Commissura colliculorum superiorum, SuG:colliculus
superior lamina superficialis, IR: nucleus interpedincularis, MM:nucleus mamillaris
medialis (pars medialis) ML: nucleus mamillaris medialis (pars lateralis) LM: nucleus
mamillaris lateralis, RLi: nucleus linearis rostralis, IF: nucleus interfascicularis, PBP:
nucleus pigmentosus parabrachialis, PN: nucleus paranigralis, mp:pedinculus
mamillaris, SN: substantia nigra, 3V: ventriculus tertius, VM: nucleus thalamicus
ventromedialis, MHb: nucleus habenularis medialis, LHbL: nucleus habenularis lateralis
(pars lateralis.

4.2. Ventral Tegmental Alanda TH Pozitif Dopaminerjik Noron Yogunlugu

Siganlarda VTA’da bulunan dopaminerjik ndéronlarin belirlenmesinde TH
immunohistokimyasi kullanildi (Sekil 4.2). VTA’ da bulunan TH (+) dopaminerjik
ndronlarin hacimsel olarak yogunlugu (yogunluk: TH (+) dopaminerjik ndron/hacim)
hesaplandi. Elde edilen verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi, her bir gruptaki
olgu sayisinin otuzdan az olmasi sebebiyle Shapiro-Wilk testi ile belirlendi (WKY grubu
icin p=0,233 SHR grubu igin p=0,456). Her iki grubunun dagiiminin normal dagilma
uymasli sebebiyle, dopaminerjik néron yogunluklarinin gruplar arasindaki farklhihgi

parametrik bagimsiz 6érneklem t testi ile karsilastirildi (Tablo 4.3). SHR grubunun TH (+)

dopaminerjik néron yodunlugu WKY grubuna gére anlaml derecede disuk oldugu
bulundu (p=0.044) (Sekil 4.5).

Sekil 4.2 VTA’'da TH immunohistokimyasi ile boyanmis néronlarin 5x (sol) ve 40x (sag)
blyutmedeki fotomikrografileri gortilmektedir. 40X buyutmede VTA sinirlari iginde kalan
TH (+) néronlar, analiz gergeklestirilen hacme bdlinerek néron yogunluklari hesaplandi.
ml:lemniscus medialis, IP: nucleus interpeduncularis, VTA: ventral tegmental area, AQ:
aquaductus cerebri, SN: Substantia nigra [Skala: 400 um (solda), 20 um (sagda)].
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Tablo 4.2 VTA'daki TH(+) dopaminerjik néronlarin yogunlugu (/um3)

Gruplar N  Ortalama Std. Sapma Ortanca Minimum Maksimum
WKY 12 15897 3229 16500 8381 19789
SHR 20 12041 5828 11641 3048 23429

Tabloda verilen degerler, ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum
degerlerini géstermektedir. WKY= Wistar Kyoto Sican, SHR= Spontan hipertansif sican.
Tdm analizlerde, 3 WKY kontrol, 5 SHR si¢an kullanildi. VTA'da yapilan néron
yogunlugu analizlerinde, sigan basina doért farkli VTA siniri icinde sayim yapildi. Grup igi
elde edilen degerlerde, varyanslarin dagiliminin homojenligi test edilerek, denek sayilari,
kontrol grubu n=12 (3 sican x 4 VTA alani), SHR grubu ise n=20 (5 sican x 4 VTA alani)
olarak kullanildi.

25000 ,00+

20000 00— _|_
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10000,004
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Sekil 4.3 WKY ve SHR gruplarinda VTA'daki TH (+) dopaminerjik néronlarin hacimsel
yogunluklarinin kutu grafigi. Grafikte verilen degerler bir ceyrek, U¢ ¢ceyrek sinir degerleri,
ceyrekler arasi aralik ve u¢ degerleri gdstermektedir. (WKY = Wistar Kyoto Sigan (n=12);
SHR = Spontan hipertansif sican (n=20). * p<0.05.
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4.3. Medial Prefrontal Kortekste TH (+) Dopaminerjik Lif Yogunluk Analizi

izleyici enjeksiyonunda VTA koordinatinin standart olarak saptanamasi
nedeniyle VTA kaynakli dopaminerjik liflerin gdsteriimesinde izleyici olmaksizin
immunohistokimyasal boyama yontemi kullanildi. TH immunohistokimyasal boyamasi ile
mPFK’nin PrL alaninin l.tabakasinda bulunan dopaminerjik lifler belirlendi (Sekil 4.4).
WKY ve SHR gruplarinda, mPFK’nin PrL alaninin I. tabakasindaki TH (+) dopaminerijik
liflerin hacimsel yogunluklari (TH (+) dopaminerjik liflerin uzunlugu/hacim) hesaplandi.
Her bir gruptaki olgu sayisinin otuzdan az olmasi sebebiyle elde edilen verilerin normal
dagilima uygun olup olmadigi, Shapiro-Wilk testi ile belirlendi (WKY grubu i¢in p=0,309,
SHR grubu igin p=0,030). SHR grubunun dagiliminin normal dagihma uymamasindan
dolayi dopaminerijik lif yogunluklarinin gruplar arasindaki farkhligi nonparametrik Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi (Tablo 4.3). SHR grubunun TH (+) dopaminerjik lif
yogunlugu WKY grubuna gére anlamli derecede dusik bulundu (p=0.032) (Sekil 4.5).

Sekil 4.4 mPFK’deki TH immunohistokimyasi ile boyanmis aksonlarin 1.6X (sol) ve 40X
(sag) blyutmedeki dérnek fotomikrografisi. Solda, mPFK’nin alt alanlar, sadda ise
mPFK’nin PrL alaninin |.tabakasindaki TH (+) lifler gostermektedir. 40X buyutmede ROI
icinde kalan liflerin toplam uzunlari, analiz gergeklestiriien hacme bdlinerek Iif
yogunluklari hesaplandi. fmi: forceps minor (corpus callosum), Cgl: cortex cingularis,
PrL: prelimbik alan, IL: infralimbik alan
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Tablo 4.3 mPFK’daki TH(+) dopaminerjik liflerin yogunlugu (um/um?3)

Gruplar N Ortalama Std. Sapma Ortanca Minimum Maksimum
WKY 17 0,0036 0,0009 0,0039 0,0016 0,0049
SHR 30  0,0029 0,0010 0,0028 0,0014 0,0045

Tabloda verilen degerler, ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum
degerlerini géstermektedir. WKY= Wistar Kyoto Sican, SHR= Spontan hipertansif sican.
Tdm analizlerde, 3 WKY kontrol, 5 SHR sican kullanildi. mPFK’de yapilan lif yogunlugu
analizlerinde, sican basina alti farkli dikdértgen icinde sayim yapildi. Grup ici elde edilen
degerlerde, varyanslarin dagiliminin homojenligi test edilerek, denek sayilari, kontrol
grubu n=17 (3 si¢an x 6 farkli sayim alani), SHR grubu ise n=30 (5 si¢can x 6 farkl sayim
alani) olarak kullanildi. Kontrol grubu verilerinden 1 tanesi immunohistokimyasal
boyamadaki problem sebebiyle analizden diglandi.

5,00000E-3

3,00000E-3

TH (+) lif yogunlugu (umipm?)

1,00000E-3-

T
WY SHR

Sekil 4.5 WKY ve SHR gruplarinda mPFK'deki TH (+) dopaminerjik liflerin
yogunluklarinin kutu grafigi. Grafikte verilen degerler bir ceyrek, Uc ¢ceyrek sinir degerleri,
ceyrekler arasi aralik ve u¢ degerleri gostermektedir. WKY = Wistar Kyoto Sican (n=17);
SHR = Spontan hipertansif sican (n=30). * p<0.05.

4.4. Medial Prefrontal Kortekste TH Pozitif Dopaminerjik Lif Yiizdesi Analizi

mPFK’'nin  PrL alaninin |. tabakasinda bulunan dopaminerjik liflerin
belirlenmesinde TH immunohistokimyasal boyasi, noradrenerjik liflerin belirlenmesinde
DBH immunohistokimyasal boyasi kullanildi (Sekil 4.6). mPFK'deki TH (+) kortikal
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aksonlarin dopaminerjik veya noradrenerjik karakterini ortaya koymak igin ikili immun
boyama (TH-DBH) uygulandi WKY ve SHR gruplarinda mPFK’nin PrL alaninin |I.

tabakasinda dopaminerjik liflerin ylzdesi (TH (+) dopaminerjik liflerin uzunlugu/tim

liflerin uzunlugu)*100) hesaplandi.

colabeled

Sekil 4.6 mPFK'nin PrL alaninin |I. tabakasindaki TH-DBH immunohistokimyasi
uygulanmis kesitlerin 6érnek fotomikrografileri (buyitme 60x). TH (+) dopaminerjik (A),
DBH (+) noradrenerjik (B) ve TH-DBH (+) lifler (C) gosterilmektedir.

Her iki grubunun dagiliminin normal dagihima uymasi sebebiyle (WKY grubu icin
p=0,247, SHR grubu icin p=0,556), dopaminerjik lif ylzdesi ortalamalarinin, gruplar
arasindaki farklihgi, parametrik bagimsiz érneklem t testi ile karsilastirildi (Tablo 4.4). iki
grup arasinda TH (+) dopaminerjik lif ylzdesi arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.845) (Sekil 4.7).

Tablo 4.4 mPFK'deki TH (+) dopaminerjik liflerin toplam lif uzunluguna orani (%)

Gruplar N  Ortalama Std. Sapma Ortanca Minimum Maksimum
WKY 9 30,86 6,07 33,03 21,29 37,39
SHR 9 30,13 9,23 30,35 12,20 42,09

Tabloda verilen degerler, ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum
degerlerini gostermektedir. WKY= Wistar Kyoto Sigan, SHR= Spontan hipertansif sigan
Konfokal mikroskobisi analizinde, 3 WKY kontrol, 3 SHR si¢an kullanildi. Dopaminerjik
lif yizdesi belirlenmesinde, sican basina Ug farkli alan degerlendirildi. Grup i¢i elde edilen
degerlerde, varyanslarin dagiliminin homojenligi test edilerek, denek sayilari, kontrol
grubu n=9 (3 sican x 3 farkli sayim alani), SHR grubu ise n=9 (3 sican x 3 farkli sayim
alani) olarak kullanildi.
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Sekil 4.7 WKY ve SHR gruplarinda mPFK’deki TH (+) dopaminerjik liflerin yizdelerini
gOsteren kutu grafigi. Grafikte verilen degerler bir ¢eyrek, U¢ ceyrek sinir degerleri,
ceyrekler arasi aralik ve u¢ degerleri géstermektedir. WKY = Wistar Kyoto Sigan (n=9);
SHR = Spontan hipertansif sigan (n=9).

4.5 Clarity Teknigi Kullanilarak VTA’daki Dopaminerjik Noronlarin Goriintiulenmesi

Clarity teknigi ile VTA’daki mezokortikal dopaminerjik néronlarin akson
butinliguni ve topografik dagihminin ortaya konulmasi teknik sikintilar nedeniyle
mumkin olmamistir. Ancak, bu teknik kullanilarak VTA’daki mezokortikal dopaminerjik
noéronlar ortaya koyulmustur. Clarity tekniginin ikinci basamagi olan seffaflagtirma
basamadi TUBITAK 114S407 nolu proje tarafindan desteklenen calismamiz
kapsaminda tasarlanan CORES ile yapilmis ve seffaflasma saglanmistir (Sekil 4.7).

w . LT o I cen]

Sekil 4.8 Kirk sekiz saat boyunca yapilan elektroforez iglemi sonrasi polimerize edilmis
sican beyninde elde edilen seffaflasmayi goésteren érnek fotograflar. Solda beyin bitln
olarak gorulmekte, sagda ise 3 mm kalinligindaki sagittal kesit yer almaktadir.
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Clearing basamagi sonrasinda beyin dokusu 3 mm kalinliginda dilimlenmis ve
dopaminerjik néronlarin  bulundugu mesencephalon’'u iceren kesitlere TH
immunohistokimyasi uygulanmigtir.  Clarity tekniginin uygulanmasinin ve TH
immunohistokimyasi ardindan, yaklasik 3 mm kalinhigidaki kesitler floresan mikroskobu
kullanilarak goérunttlenmistir. Bu kalinhgin, floresan mikroskobu ile gérunti almak igin
oldukga fazla olmasi sebebiyle temiz bir gorintl elde edilememis olup dopaminerjik
noronlar kabaca gdsterilebilmistir (Sekil 4.8). Floresan mikroskobu ile gdsterilen
noronlarin detayli incelenmesi igin, TUBITAK 114S407 nolu proje tarafindan desteklenen
calismamiz kapsaminda hizmet satin alinmasi yapilmistir. Hizmet kapsaminda Medipol
Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari Merkezi biinyesinde bulunan
multifoton ve konfokal mikroskoplari kullanilarak ayni alan goérintilenmistir (Sekil 4.9).
Bu mikroskoplar ile inceleme éncesinde dokunun refraksiyon indeksinin esitlenmesi
gerekmektedir. Bu sebeple immunohistokimyasal boyamanin son yikama basamagini
takiben, goruntilemeden 48 saat dnce icin kesitler %80 gliserol solisyonuna alinmigtir.
Gliserol solusyonu goruntl alinana kadar dokuda opasiteye neden olmustur fakat bu
gériintiilemeye engel olmamistir. Medipol Unversitesine gétiiriilen kesitler 30 dakika
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) boyasinda inkube edilmis ve dopaminerjik néron

cekirdeklerinin de gosterilmesi saglanmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.9 VTA’da TH (+) dopaminerjik néron gévdesinin (siyah ok) ve uzantisinin (beyaz
ok) konvansiyonel floresan mikroskobu ile elde edilen 6rnek goérintu (btyitme 40X, TH).
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Sekil 4.10 VTA'da TH (+) dopaminerjik ndronlarin konfokal mikroskobu ile elde edilen
ornek goérinta (buydtme 10X, FITC, z=582 pm). Beyaz ok ndronlar arasi baglanmayi,
kivrik ok ise dopaminerjik néron gévdesini gostermektedir.

Sekil 4.11 VTA'daki dopaminerjik néronlarin TH ve DAPI boyamasi sonrasi konfokal
mikroskopu ile elde edilen 6rnek goérinta (blydtme 10X, FITC, DAPI, z=184 um). Beyaz
ok dopaminerjik néronu ve DAPI ile boyanmig néron c¢ekirdegini gostermektedir.
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5.TARTISMA

Bu calismada, DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHR’lerde, dopaminerijik
disfonksiyonun, mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néron ve liflerde azalma oldugu
hipotezinden hareketle, mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néron ve lif yogunlugunda
azalma olup olmadigi arastirimistir. SHR’lerde mezokortikal dopaminerjik yolaga ait
néron govdelerinin  bulundugu VTAda, TH (+) noéron yogdunlugunun kontrol
grubundakilere kiyasla anlamli derecede dusik oldugu gbzlenmistir. Buna ek olarak,
SHR’lerde PFK’de TH (+) lif yogunlugunun da kontrol grubundakilere kiyasla anlaml
derecede dusuk oldugu sonucuna ulasilmigtir. Mezokortikal dopaminerjik yolagin
projekte oldugu mPFK'de analize dahil edilen TH (+) liflerin dopaminerjik veya
noradrenerjik oldugunun ayirt edilmesi igin, ayni alanda TH / DBH ikili
immunohistokimyasi uygulanarak DA/NE yUzdeleri belirlenmigtir. Yapilan yuzde analizi
sonucunda, SHR’lerde her iki tipteki katekolaminerjik liflerde de azalma oldugu sonucuna
ulasiimistir.

Bu calismada DEHB hayvan modeli olarak SHR kullaniimigtir. Bu model
bozuklugun patofizyolojik mekanizmalarini agiklamak ve vyeni tedavi stratejileri
gelistirmek igin sikga kullaniimaktadir (Sagvolden vd 2005a). Kontrol grubu olarak ise
SHR’lerin 6nclli olan WKY’ler kullaniimaktadir. Calismamizda, DEHB’deki dopaminerjik
hipofonksiyon hipotezinin test edilmesi icin ilk olarak, mezokortikal dopaminerjik yolaga
ait néron goévdelerinin bulundugu VTA’da néron yogunluk analizi yapilmistir. SHR’lerde
TH (+) dopaminerjik néron yogdunlugunun anlamli olarak azaldigi saptanmistir.
Dopaminerjik hipofonksiyon hipotezinin test edilmesi igin ikinci olarak, VTA'dan PFK’ye
projekte olan mezokortikal dopaminerjik yolak liflerinin yogunluk analizi yapilmistir.
SHR’lerde PFK'de TH (+) lif yogunlugunun kontrol grubundakilere kiyasla anlaml
derecede duguk oldugu gozlenmistir.

Bu calismada, VTA'da bulunan dopaminerjik néronlarin ve mPFK’'de bulunan
dopaminerjik liflerin saptanmasi icin TH, mPFK’'de bulunan noradrenerjik liflerin
saptanmasi icin DBH immunohistokimyasi gerceklestiriimigtir. Primatlarda yapilan
immunositokimyasal ¢alismalar, hem NE hem de DA afferentleri iceren PFK gibi beyin

bolgelerinde, TH ve DBH antiserumlarinin farkli populasyonlara ait terminalleri
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isaretledigi gostermistir. TH immonoreaktivitesinin DA’'ya daha spesifik oldugunun
gOstergesi olarak, TH (+) terminallerin dagihm paternlerinin, NE afferentlerine kiyasla DA
afferentleri ile daha benzer oldugu goésterilmistir (Lewis vd 1987, 1988, Noack ve Lewis
1989). Buna ek olarak, kortekse projekte olan NE noéronlarinin bulundugu locus
coeruleus lezyonlarinin, TH immunoreaktivitesini degistirmeksizin, kortikal DBH
immunohistokimyasini 6nemli él¢glide azalttigi belirtilmistir (Lewis vd 1987, 1988). Sican
PFK'sindeki terminallerin ultrastriktirel karsilastirmasinda, TH veya DA igin
isaretlemeleri arasinda farkliik olmadigi ortaya konulmustur (Sesack vd 1995). Bu
literatur bilgileri, TH iceren terminallerin immunohistokimyasal isaretlemesinin, PFK'deki
DA aksonlarini tanimlamak i¢in duyarli ve spesifik bir ydntem oldugunu gostermektedir
(Miner vd 2003). Sican PFK’sindeki TH immunoreaktivitesinin her ne kadar DA’ya
spesifik oldugu gosterilse de, 1sik mikroskobisi analizlerinde degerlendiriien mPFK’de,
TH (+) liflerin, dopaminerjik mi yoksa noradrenerjik mi oldugunun ayirt edilmesi i¢in, TH
/ DBH ikili immunohistokimyasi uygulanmistir. TH / DBH ikili immunohistokimyasi
sonucunda, konfokal mikroskobu kullanilarak, yalniz TH (+) lifler ile TH / DBH (+) lifler
ayri ayri belirlenerek, dopaminerjik liflerin ylzdesi hesaplanmistir. SHR'ler ile kontrol
grubundakiler arasinda, dopaminerjik lif ylzdeleri agisindan anlamh bir fark
bulunmamigtir. Isik mikroskobisi analizi sonucunda, SHR’lerde, mPFK'de TH (+) lif
yogunlugunda azalma olmasina karsin, konfokal mikrsokobisi analizi sonucunda,
dopaminerijik lif ylzdesinin iki grup arasi farklilik géstermemesi, DEHB modeli olarak
kullanilan SHR’lerde mPFK’de, hem dopaminerjik hem de noradrenerjik liflerin
azaldigina isaret etmektedir.

VTA’dan mPFK’ye olan mezokortikal DA sistemi de DEHB'de rol oynamaktadir
(Arnsten vd 2009). Sican mPFK’si VTA ve bitisik bolgelerinde yer alan A10 hicre
grubundan dopaminerjik afferentler almaktadir (Lindvall vd 1984). Mezokortikal DA
sistemi PFK noronlarinin aktivitesi Uzerinde inhibitor etki gostermektedir. VTA'nin
elektriksel stimilasyonunun ve PFK'ye DA'nin mikroiyontoforetik uygulanmasinin,
kortikal hucrelerin  kendiliginden atesleme hizlarinin inhibisyonunu indukledigi
gosterilmistir (Sesack vd 1989, Godbout vd 1991). DEHB’li ¢ocuklarin davranigsal
problemlerinin, prefrontal kortikal ndronlar Gzerinde gugli inhibitdér etki gdstermesi
sebebiyle, mezokortikal dopaminerjik projeksiyonlardaki disfonksiyondan
kaynaklanabilecegi 6ne surilmektedir (Pirot vd 1992). PFK’ye projekte olan mezokortikal
DA projeksiyon lezyonlarinin, DEHB’de go6zlenenlere benzer davranigsal bozukluklara
neden oldugu yapilan hayvan calismalari ile gosterilmistir (Bubser ve Schmidt 1990).
Bizim calismamizda, SHR’lerde mezokortikal dopaminerjik yolagin néron gdvdelerinin
bulundugu VTA’da hicre yogunlugunda ve bu néronlarin mPFK'ye olan

projeksiyonlarinda azalma bulgusunun, DEHB’li c¢ocuklarin davranis problemlerini
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aciklayabilecedi dusundlmustir. Ayrica, bu davranig problemlerinin, mezokortikal
dopaminerjik projeksiyonlardaki disfonksiyondan kaynaklanabilecedi bulgulari ile
benzerlik géstermektedir.

SHR'lerde WKY’lere kiyasla artmis lokomotor aktivitede, monoamin tasiyici
inhibitérlerini inceleyen calismada, SHR'lerde monoamin tasiyici inhibitdrleri sonrasi
gbzlenen hiperaktivitedeki azalmanin, ekstraselller DA ve NE'deki artis ile iligkili oldugu,
mPFK mikrodiyalizatinda gésterilmistir (Umehara vd 2013). Bu bulgular, SHR'lerdeki
hiperaktiviteye, PFK'de cesitli ndrotransmiterlerdeki degisikliklerin neden olabilecegini
dusundurmektedir. Ergenlik dénemindeki metilfenidat tedavisinin, PFK’de DA ve NE’de
kalici adaptasyonlar olusturarak, SHR'lerde gézlenen hiperaktiviteyi normallestirdigi
belirtilmistir (Somkuwar vd 2016). Bizim ¢alismamizda da bu bulguya paralel olarak,
mPFK’de hem DA hem de NE liflerinin azaldigi saptanmistir. Fakat calismamizda
mPFK'de ekstraseliler DA ve NE dizeylerindeki degisiklikler arasindaki iliski
degerlendirilmemistir. ileri calismalarda, mPFK’'de ve mPFK’nin farkli alt alanlarindaki
ekstraselller DA ve NE duzeylerindeki degisikliklerin ve bu degisikliklerin DEHB ile
iligkinin arastiriimasina ihtiyac olabilir.

VTA’dan ¢ikan DA afferentlerinin dikkat, motivasyon, édul, 6grenme ve bellek gibi
cesitli noral fonksiyonlarda dnemli rol oynadigi bilinmektedir (Kalivas ve Nemeroff 1988).
VTA'da, fonksiyonlari tanimlanmis ve iyi karakterize edilmis DA igeren hucre
populasyonuna ek olarak, bu ndral fonksiyonlara katki saglayacak dnemli miktarda DA
olmayan projeksiyon néronlari da bulunmaktadir (Swanson vd 1982). Bu DA olmayan
VTA noéronlarinin nérokimyasal fenotipi bilinmemesine karsin, yapilan c¢alismalar
VTA'dan mPFK’ya olan DA digI projeksiyonlarin en az bir kisminin GABA icerdigini
g6stermektedir. Ayrica anatomik calismalarda, VTA'da bir GABA hlcre populasyonu
tanimlanmis ve bu populasyonun, VTA’'daki tim néronlarin %15 -20’sini olusturdugu
ortaya konmustur (Mugniani ve Oertel 1985, Kosaka vd 1987, Yamaguchi vd 2007).
VTA'da, GABA igeren noéronlarin blyuk bir kisminin, hem piramidal hem de lokal devre
noronlarinin distal uzantilari ile sinaps yaptiklari PFK'ye aksonlar gonderdigi
gosterilmistir. Bu GABA iceren mezokortikal yolagin, PFK néronal aktivitesi Uzerinde
hem inhibitér hem de disinhibitér etkili olabilecegi disunulmektedir (Carr vd 2000). Bu
tez calismasinda, VTA’dan PFK’'ye olan dopaminerjik lif yogunlugundaki degisiklikler
incelenmis, VTA’dan PFK’ye olan GABAerjik liflerdeki degisiklikler incelenmemigtir.
VTA'dan PFK’ye olan GABA igeren liflerin incelenecegi ileri galismalarin, DEHB
semptomlarindan sorumlu oldugu distnilen, PFK’deki néral devrelerin anlagiimasina
katki saglayabilecegi distnutlmustir.

Bu tez calismasinda, 1sik mikroskobisi analizinde TH (+) liflerin SHR ve kontrol

gruplari arasinda farkl olmasina karsin, konfokal mikroskobisi analizinde TH (+) Iif
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yUzdesinin iki grup arasinda degismemesi, SHR’lerde dopaminerjik liflerin yani sira
noradrenerjik liflerin de azaldigini ortaya koymustur. Literatur bilgisine gére, DEHB'de
dopaminerjik sistemlerin hipofonksiyonel oldugu hipotezine ek olarak, DEHB’li gocuklarin
PFK’sinde, noradrenerjik néronlarin yetersiz dizenlendigi ve hiperfonksiyonel oldugu
ileri surtlmektedir (Arnsten vd 1998, Russell vd 2002). Noradrenerjik noronlar, ilgili
uyaranlara verilen yanitlari arttirip ve ilgisiz uyaranlara verilen yanitlari azaltarak,
prefrontal ve paryetal kortekslerdeki sinyal-gurilti oranini arttirmaktadir. DEHB’ de hem
sinyalin arttirilmasi, hem de gurdltinin azaltiimas yetersizdir (Aston-Jones vd 1994,
Himelstein vd 2000). Locus coeruleus'tan PFK'ye projekte olan noradrenerjik
néronlardan salinan NE, secici ve surdirilen dikkatten sorumlu ndéronal devreler
araciligiyla, bilginin iletimini dizenleyerek, davranisin yodnlendiriimesine yardimci
olmaktadir (Solanto vd 1998). Primat PFK’sindeki dopaminerjik ve noradrenerjik
noronlarin lezyonu, yuriticu fonksiyonlarda bozulmalarla sonuglanmaktadir (Brozoski
vd 1979). DEHB ilaclari, PFK’de noradrenerjik nérotransmisyonu arttirmaktadir (Berridge
vd 2006, Fernando vd 2012). Artan ekstraseliler NE, PFK'de piramidal ndronlarin
atesleme gucind ve sdresini arttirmaktadir. Artmis piramidal néronal ateslemesinin,
DEHB ilaglarinin dikkati ve calisma bellegini gelistirdigi ve durtuselligi azalttigi
mekanizma oldugu varsayillmaktadir (Sagvolden vd 2006, Wang vd 2007). DEHB
tedavisinde kullanilan metilfenidatin, insan digI primatlarda ve siganlarda, dolayl olarak
kortikal a2A adrenerjik reseptdrlerin aktivasyonunu arttirdigi gdsterilmistir (Gamo vd
2010). Bunun yani sira SHR'de, PFK kesitlerinde, NE saliniminin a2A otoreseptér aracili
regllasyonunun azaldigi gosterilmistir (Russell 2000). Ayrica, DEHB terapétiklerinin
etkinliginin, artmis noradrenerjik transmisyon ile iligkili oldugunu gosteren caligmalar da
mevcuttur  (Levy vd 2009). Dolayisiyla, DEHB patolojisi noradrenerjik
norotransmisyondaki defisitlerle gugli bir sekilde bagldir. Bu tez calismasinda literatir
ile uyumlu, azalmisg olarak bulunan noradrenerjik liflere, locus coeruleus’ta bulunan
noradrenerjik néronlarin kaybinin neden olabilecegi digstunilmustir. NE liflerindeki
azalmaya, noradrenerjik ndéron kaybinin neden oldugunun kanitlanmasi igin,
noradrenerjik ndéronlara spesifik olarak yapilacak boyamalarla gdsteriimesi
gerekmektedir.

Literatirde DEHB’de mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néron ve aksonlarin
yogunlugunu analiz eden caligmalar henuz sinirh sayidadir. DEHB’yle ilgili yapilan
calismalarin blyuk cogunlugunu, reseptorler araciligiyla ilag etkisini inceleyen klinik
¢alismalar olusturmaktadir (Wigal vd 2018, Pauly vd 2018). Literatirdeki yodun bilgiye
ragmen DEHB’de mezokortikal yolaktaki lif dagilimi ve yodunlugunu hastalgin

fizyopatolojisine yonelik olarak gésteren ¢alisma bulunmamaktadir.
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DEHB, tum Klinik kriterlerin davranigsal oldugu heterojen gelisimsel bir
bozukluktur (Farone vd 2003). DSM-V'te, dikkatsizligin baskin oldugu, asir
hareketliligin/durtuselligin baskin oldugu ve birlegik olmak Uzere DEHB'nin U¢ alt
gOrunumu tanimlanmaktadir. DEHB'nin dikkatsizligin baskin oldugu gérinum, en az alti
dikkatsizlik belirtisi, altidan az hiperaktivite-durtisellik belirtisi; asiri
hareketliligin/durtiselligin baskin oldugu goérinim en az alti hiperaktivite-durtisellik
belirtisi, altidan daha az dikkatsizlik belirtisi; birlesik goriinim ise hem dikkatsizlik hem
de hiperaktivite-durttsellikten en az alti semptom gerektirmektedir. DSM-V, hem
dikkatsizligin baskin oldugu gérinimuin hem de birlesk gériinimun tanisi icin dikkatsizlik
belirtileri gerektirmektedir (DSM-V). Ancak bu dikkatsizlik belirtileri genel olarak
tanimlanmistir. Arastirmacilar, dikkatsizligin baskin oldugu goérinim ve birlesik gorinim
ile iligkili dikkatsizlik arasinda ayrim yapmislardir. Dikkatsizligin baskin oldugu
gérinimde dikkatsizlik, genellikle spesifik olmayan, dalgin ve agir bilissel tempo ile
yetersiz duyusal isleme ve yonelim problemleri ile (Carlson vd 2010, Garner vd 2010,
Roberts vd 2015), birlesik gérinimde ise dikkatsizlik, ¢cevredeki duyusal stimulanlara
dikkat etmede eksiklik ile degil, dikkat daginikhgi ve dikkati surdirmede gulglik ile
karakterize edilmektedir (Sagvolden vd 2009). Hayvan modellerinde DEHB alt
gérandmlerinin  dogru bir sekilde modellenmesi, alt gérinim spesifik tedavilerin
gelistirmesi igin dnemli oldugu belirtilmigtir (Fox vd 2017).

SHR, en iyi karakterize edilmis ve en uygun DEHB modeli olarak kullaniimaktadir.
Onceki calismalarda, SHR'nin hiperaktivite, dikkati stirdirmede bozukluk ve dirtiisellik
gibi DEHB'nin ana davranigsal karakterlerini gosterdigi ortaya konulmustur (Sagvolden
vd 2009, Russell vd 2011). Charles River tarafindan uretilen SHR (SHR / NCrl), en
yaygin olarak kullanilan DEHB birlesik alt gérinimu kemirgen modellerinden birisidir
(Sagvolden vd 2005a). En sik kullanilan DEHB modeli olmasida karsin, SHR / NCrl
tirdndn kullanimi, insanlarda DEHB tanisi ile tutarli fenotipik 6zellikler sergilemedigi igin
sorgulanmaktadir (Adriani vd 2003, Garcia ve Kirkpatrick 2013). SHR / NCrl igin en
yaygin kullanilan kontrol tirlerinden biri Charles River'dan WKY (WKY / NCrl) tlradur.
Ancak Sagvolden (2009) tarafindan, WKY / NCrl'nin, SHR / NCrl i¢in uygun bir kontrol
olup olmadigi incelenmigtir. WKY / NCrl tirinin bir dikkatsizligin baskin oldugu DEHB
modeli oldugu, SHR / NCrl'nin ise DEHB birlesik goérunimid modeli oldugu
tartisiimaktadir. SHR / NCrl ve WKY / NCrl tlrlerinin, insanlarda DEHB'nin bazi alt
goérinudmleri igin sadece belirli fenotipik 6zellikleri modellemesinin mimkuin oldugu
dusunulmektedir (Fox vd 2017). Son yapilan ¢alismalarda, Harlan laboratuvar’ndan
WKY tirt (WKY / NHsd) (Mazur vd 2014, Johansen vd 2014), Sprague-Dawley tiri (De
Bruin 2003) veya iki model tirinin de progenitéri olan Wistar tura (WI) (dela Pena vd

2015, Orduna vd 2015) kontrol olarak kullaniimistir. Butln bunlarin yani sira literattrde
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en kabul gérmus DEHB hayvan modeli olarak SHR kullaniimaktadir. Bu tez galismasinda
da, literatir bilgisi agisindan insan DEHB’sini en iyi taklit eden model olmasi nedeni ile
DEHB hayvan modeli olarak, SHR / NCrl tarl, kontrol olarak WKY / NCrl tiru
kullaniimistir.

Bu tez calismasinda, mezokortikal dopaminerjik projeksiyonlar yalnizca
mPFK’'nin PrL alt alaninin l.tabakasinda incelenmistir. Calismanin planlanma
asamasinda, DEHB patofizyolojisinden sorumlu ana PFK yapilari [dorsolateral PFK
(dIPFK), dorsal anterior singulat korteks (dACC), orbitofrontal korteks (OFK)] géz 6nlinde
bulundurularak, bu yapilarin kemirgenlerdeki homologlarin biri olan PrL alt alani
secilmistir. Memeli PFK’si, sitoarkitektonik ozellikler (graniler ve agranuler 6zellikler)
(Brodmann vd 1909), mediodorsal talamik nukleus ile baglantisallik (Krettek vd 1977,
Groenewegen vd 1988), ventral mesencephalon’dan dopaminerjik affentler veya bu
kriterlerin kombinasyonu gibi anatomik kriterler ile tanimlanmistir (Thierry vd 1973,
Uylings vd 1990, Williams vd 1998). Sican PFK’si, topolojik olarak Ug¢ farkh bélgeye
ayrilmistir. Bunlar, medial yerlesimli kortikal bélge (mPFK), ventral yerlesimli kortikal
bdlge (OFK) ve lateral ya da sulkal PFK olarak isimlendirilen lateral yerlesimli kortikal
bolgedir. Sonuncusu, si¢anlarda rinal sulkusun anteriorunda yerlesim gostermekte ve
agraniler insular korteks olarak da adlandiriimaktadir (Krettek vd 1977, Sesack vd
1989). Sican mPFK’si, medial presentral alan (PrCm) veya Fr2 alani, anterior singulat
alan, PrL ve infralimbik alan (IL) olmak Uzere en az dort sitoarkitektonik bdlgeye
ayrilmaktadir (Krettek vd 1977, Van Eden vd1985). mPFK homolojisi, projeksiyonlarina,
yogun dopaminerjik innervasyonu ve fonksiyonlarina dayanmaktadir (Fallon ve Loughlin
1982). Tum mPFK dopaminerjik projeksiyonlar alirken, ventral alanlar en yogun olarak
innerve edilmektedir (Thierry vd 1973). Bu mezokortikal dopaminerjik innervasyonlar
baslica VTA’'dan kaynaklanmaktadir. VTA ile mPFK arasinda ters bir dorso-ventral
topografi gézlemlenmistir. VTA’daki dorsal yerlesimli DA néronlari, mPFK’nin ventral
bolgelerini innerve ederken, ventral yerlesimli ndéronlarin, dorsal bolgeleri innerve ettigi
gOsterilmistir (Deutch vd 1993). Hem anatomik (Van Eden vd 1987) hem de
noérokimyasal ¢aligmalar (Tassin vd 1978), en ylksek yogunluktaki DA innervasyonunun,
prelimbik kortekste bulundugunu agiga ¢ikartmistir. mPFK alt alanlarinin her birinin farkl
intrakortikal ve subkortikal baglantilara sahip olmasi (Heidbreder vd 2003) ve bu
topografik innervasyon O&zellikleri g6z ©6nunde bulundurularak, dopaminerjik
hipofonksiyon hipotezinin mPFK’nin diger alt alanlarinda da test edilmesinin, DEHB’nin
patofizyolojisinin aydinlatimasina ve bolgesel bazli tedavilerin uygulanmasina katki
saglayabilecegi distntlmustir.

Bu calismanin bazi kisithliklari bulunmaktadir. Bunlardan ilki c¢alismada

kullanilan hayvan sayisinin (6rneklem buyukligunun) istatistiksel analiz yapmak icin
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yetersiz olmasidir. Bes kontrol WKY ve bes DEHB modeli SHR kullanilarak yapilmasi
planlanan galisma, dokunun immunohistokimyasal incelemeler dncesinde histolojik kesit
alinmasi sirasinda yasanan aksakliklar sebebiyle, ¢ kontrol WKY, bes DEHB modeli
SHR ile tamamlanabilmistir. Kontrol grubu siganlar ile SHR’lerin ayni yaslarda (age-
matched) olabilmeleri icin calisma iki asamada gergeklestirilmistir. ilk olarak WKY’ler
satin alinarak deneysel prosedir gergeklestiriimis, immunohistokimyasal boyamalarin
tamamlanmasini takiben SHR’ler satin alinarak ayni deneysel basamaklar
gergeklestirilmistir.

Satin alinan SHR’lerde DEHB'ye ait sahit parametrelerin gosteriimemesi kisitllik
gibi gorilebilir. Ancak Charles River'dan (North Carolina, USA) satin alinan SHR / NCrl
tirinin DEHB calismalari icin en uygun model oldugu, referans hayvan tlirii segmenin
onemini inceleyen cgalisma ile gosterilmistir (Sagvolden vd 2009). Yapilan calismada,
davranigsal, genetik ve nérobiyolojik bir dizi kritere dayanilarak SHR / NCrl tarinn,
DEHB calismalari icin en uygun model oldugu kanitlanmistir (Sagvolden vd 2009).
Dolayisi ile sahit parametrelerin gosteriimemis olmasi bir kisithliga neden olmamistir.

Deneysel prosediire WKY’ler ile baglanmistir. ilk iki WKY’ye ait beyin dokusunun
histolojik kesit alinmasinda kriyostat kullaniimigtir. Kriyostat ile kesit alinimi 6ncesinde,
dokunun gradientli siikroz solisyonunda inkiibe edilmesine ragmen, kesit alinmasinda
sikintilar yasanmistir. Dokuyu dondurarak kesen kriyostat ile kesit alinimi ve toplanmasi
sirasinda, katlanma, kirilma ve pargalanma gibi problemlerle karsilagiimistir.
immunohistokimyasal asamalara tabi tutulabilecek durumda kesitlerin elde edilememesi
sebebiyle ilk iki sican beyni kullanilamamistir. Hayvan sayisinin yetersiz olmasindan
kaynaklanan kisitlilik, istatistiksel yontemler ile giderilmeye calisiimigtir. Bunun igin, her
bir analiz sonucu elde edilen verilerde grup ici varyanslarin homojen olup olmadigi test
edilmistir. Grup i¢i varyanslarin homojen oldugu sonucuna ulasiimasiyla birlikte, lgimle
elde edilen tekrarlayan verilerden veri havuzu olusturularak iki grup arasi farkliliklar
degerlendirilmistir. Tekrarlayan verilerin ayri veri olarak kullaniimasinin istatistiksel
olarak uygun oldugu bu durum ile kisithlik gideriimeye calisiimistir.

GCalismanin  diger kisithliklari  arasinda yapilmasi  planlanan  ancak
gerceklestirilemeyen stereotaksik enjeksiyon uygulamasi ve Clarity teknidi sayilabilir.
VTA'ya stereotaksik intraserebral izleyici enjeksiyonunun yapilamamasi, VTA'dan
PFK’ye projekte olan mezokortikal dopaminerjik yolak liflerinde azalma olup olmadiginin
incelenmesi igin bir kisitliik gibi gozukmektedir. Ancak, PFK'ye gelen mezokortikal
projeksiyonlarin buyuk kisminin VTA’ya ait oldugunun (Fallon ve Loughlin 1987) ve
VTA’dan frontal kortekse projekte olan hicrelerinin blyik ¢ogunlugunun (% 90'a kadar)
katekolaminerjik oldugunun (Albanese ve Bentivoglio 1982) retrograd izleme ¢alismalari

ile gobsterilmis olmasiyla, enjeksiyon yapilamamis olmasi kisithliginin giderildigi
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dusunulmagtar. Butun bunlara ragmen, intraserberal izleyici enjeksiyonu yapilarak veya
elektrofizyolojik olarak, mPFK’deki dopaminerjik projeksiyonlarin VTA’daki néronlara ait
oldugunun kanitlanmasi daha uygun olacaktir.

Bu tez calismasinda, VTA’da bulunan mezokortikal dopaminerjik yolaga ait
néronlarin mPFK’deki projeksiyonlarinin izlenmesi icin yapiimasi planlanan VTA'ya
interaserebral izleyici enjeksiyonu amaclanmigs ancak gerceklestirilememigtir.
Calismanin bu kisminin yapilamamasinin sebebi, juvenil siganlarin beyin yapilarini
gOsteren bir stereotaksik atlas olmamasi sebebiyledir. Postnatal yirmi bir ginlik
sicanlara, sadece kulak c¢ubuklarina yapilacak kiguk ayarlamalar ile geleneksel
stereotaksik teknikleri kullanilarak, intraserebral elektrod yerlestiriimesinin mimkin
oldugu belirtiimektedir (Valenstein vd 1969). Buna karsin birgok ¢alismada, stereotaksik
koordinatlar secilirken gelismekte olan kemirgen beynindeki anatomik farkliliklari géz
onunde bulundurmamaktadir. Yapilan onceki ¢alismalarda hem juvenil hem de yetiskin
kemirgenler icin ayni stereotaksik koordinatlarin kullanildigi gérilmektedir (Nakano ve
Mizuno 1996, Pistis vd 2004, Frantz vd 2007, Camarini vd 2008). Ergen ve yetiskin
kemirgenler icin ayni koordinatlarin kullanilmasi ya da girisim yapilacak stereotaksik
koordinatlarin yas ve kiloya gére ayarlanmamasi, hedef olmayan beyin bdlgelerine hatali
giris olasihgini arttirarak, ilgilenilen bolgede yapilan nérokimyasal veya fonksiyon analiz
sonuglarini  bozabilmektedir. Bu c¢alismada, juvenil sigcanlarin VTA stereotaksik
koordinatlari belirlenmeye calisiimistir. Bunun igin yetiskin sigan atlasindaki koordinatlar
ve L-B arasi mesafe referans olarak kullaniimistir. Yapilan denemelerde L-B arasi
mesafe g6z 6nlinde bulundurularak, olasi VTA koordinati oran oranti ile hesaplanmistir.
Hesaplanan koordinatlara kandl araciligiyla ulagilarak boyar madde enjeksiyonu
yapiimigtir. Her deneme sonrasi, beyin dokusundan kesitler alinarak enjeksiyon alani
kontrol edilmistir. Denemelerde standart bir koordinata ulasilamamistir. Juvenil ve erigkin
sicana ait ayni stereotaksik koordinatlarin kullanilamayacak olmasi sebebiyle,
calismanin baginda planlanan VTA'ya izleyici enjeksiyonu yapilamamistir. Hedeflenen
beyin bolgelerinin koordinatlariyla iligkili hatalar, 6zellikle juvenil kemirgenlerin hala
buyuduguni ve kemirgen atlaslarinin cogunlugunun yetiginlere gore oldugu g6z onune
alindiginda, juvenil sigcanlarda hata olasilik dahilindedir (Sponaugle vd 2008). Bu
sebeple juvenil siganlara gbére hazirlanmis olan stereotaksik atlaslara ihtiyag
duyulmaktadir.

Gelismekte olan siganlarda, VTA igin stereotaksik koordinatlari inceleyen bir
c¢alismada, postnatal 28, 35 ve 70. glindeki siganlar kullaniimistir. Calismada, VTA alt
cekirdeklerinden PN ve PBP c¢ekirdeklerine odaklaniimistir. Yapilan ¢alismada, VTA'daki
PBP ve PN cekirdedi icin posterior ve ventral stereotaksik koordinatlarin postnatal 28,

35 ve 70. gundeki sicanlar arasinda farklilik gosterdigini ve VTA'nin PBP ve PN
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cekirdeginin stereotaksik lokasyonunun vicut agirhgindaki degisikliklere bagl oldugunu
ortaya koymustur. Sigcanlarda yasa bagli en buyidk degisimin, erken ergenlikten
erigkinlige kadar, ventral derinlikte yaklagik 2 mm bir degisiklikle ventral koordinatlar
oldugu gdsterilmigtir. Posterior koordinatlarin da, PBP ve PN cekirdeklerde prob
yerlegtirme igin yas ve vicut agirhgina bagimh oldugu belirtiimigtir. VTA icin lateral
stereotaksik koordinatlarda yas veya vucut agirligina bagli olarak farkllik gostermedigi
ortaya konulmustur. VTA igin lateral stereotaksik koordinatlarda farkliik olmamasini,
beyinde blylimenin lateral olarak olabilecedi, ancak bu biylimenin anlaml olmadigi ile
iliskilendirilmistir. VTA’daki kanul lokalizasyonunun, 90 ile 400 g agirhdindaki sicanlarda,
bregmadan +1.0 mm lateralde olarak kaldigi gésterilmistir. Ergen ve yetigkinler icin
lateral koordinatlardaki benzerlikler, lateral beyin blyUmesinin ¢cogunlugunun,
yenidoganda oldugu gibi, gelisimin ¢ok erken doneminde gercgeklestigine isaret
etmektedir. (Sponaugle vd 2008). Bu literatir bilgisi ile uyumlu olarak, bizim
galismamizda da, prepubertal donemdeki juvenil sicanlar ile yapilan VTA stereotaksik
koordinatlarin belirlenmesi denemelerinde, VTA icin lateral stereotaksik koordinatlarin
¢ok degismedidi anlasiimistir. Juvenil sicanda yapilan denemeler sonucunda, VTA'nIn
ML koordinatina i¢in ulagsmak igin midsagittal sitirden 0,5 mm lateralin yeterli oldugu
saptanmistir.

Bu calismada, VTAdan PFK'ye olan mezokortikal dopaminerjik
projeksiyonlarinin ve mPFK’deki topografik dagiliminin Clarity teknigi ile gosterilmesi
planlanmis idi. Clarity denemeleri ardindan teknik basarili bir sekilde gerceklestirildi.
Clarity teknigi uygulanan ve seffaflastiriimis dokularin konvansiyonel mikroskoplar ile
goérintilenmesi muimkidn olmamaktadir. Seffaflastirilmis bu dokularin, optik kesitleme
yapan yeni nesil mikroskoplar kullanilarak goruntilenmesi gerekliligi ortaya gikmaktadir
(Chung vd 2013). S6z konusu yeni nesil mikroskoplarin tlkemizde yaygin olarak
bulunmayisi ve kullanimlarinin yiksek butceler gerektirmesi, arastirmanin bu kisminda
sikintiya neden olmustur. Calismanin bu basamagiyla ilgili olarak, TUBITAK 114S407
nolu proje tarafindan desteklenen galismamiz kapsaminda Medipol Universitesi’nden
hizmet satin alinmasi yapilarak, sadece VTA’'daki dopaminerjik ndronlarin butinligunuan
ortaya konulmasi mumkun olmustur. Ancak mPFK’deki dopaminerjik projeksiyonlarin
goruntilenmesi mumkuin olmamistir.

Yapilacak sonraki caligmalar ile VTA’nin farkli alt ¢ekirdeklerinde bulunan
dopaminerjik ndronlarin  projeksiyon boélgelerinin  farkli  oldugu g6z ©6nlinde
bulundurularak (Lammel vd 2008), mPFK’ye projekte oldugu bilinen PN ve PBP’deki TH
(+) ndronlarin degerlendiriimesi daha uygun olacak gibi gdézikmektedir. Ancak VTA’nin

bu alt ¢cekirdeklerinin birbirlerinden kesin sinirlar ile ayrilamayacagi ve en net olarak in



60

vitro beyin kesitlerinden alinacak elektrofizyolojik kayitlar ile alt ¢ekirdeklerin

belirlenebilecegide g6z 6éniinde bulundurulmaldir.

Literatirde, mPFK'deki TH (+) lif ya da varikozit degisikliklerini arastiran
¢alismalar incelendiginde, toksik maruziyetli DEHB hayvan modeli olarak sayilan
prenatal nikotin maruziyetli sicanda, mPFK’nin PrL alaninda TH (+) varikozitlerinin
kontrol grubuna kiyasla azalmis oldugu gorulmastir (Alkam vd 2017). TH (+) aksonal
varikozitelerinin, DA ve NE innervasyonunun belirteci olmasi sebebiyle (Finkelstein vd
2009), DA salinimindaki azalma, varikozitedeki azalma ile aciklanabilir. Bizim
galismamizda da benzer sekilde dopaminerjik salinimda azalmaya isaret eden,
SHR’lerde, VTA’'nin ana projeksiyon bdlgesi olan mPFK'de TH (+) dopaminerjik lif
yogunlugunda kontrol grubuna kiyasla azalma oldugu saptanmistir. Calismamizda,
dopaminerijik lifler sadece mPFK’nin PrL alaninin |.tabakasinda degerlendirilmistir. Bu
sebeple bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, mPFK'deki bu liflerin bélgesel ve laminar
sonlanmalarinin ve Kortikal piramidal néronlarla sinaptik baglantisalliginin incelenmesi
gerekmektedir.

SHR'lerde, kalsiyum sinyalizasyonunu igceren baslica ikinci haberci sisteminde
islev bozuklugu oldugu gosterilmigtir (Lehohla vd 2001,2004). Bu islev bozuklugu,
DEHB'de farkli nérotransmitter sistemlerinin bozulabilecegini distindirmektedir (Russell
vd 2005). WKY’ler ile karsilastiriidiginda SHR’ler diisik beyin kalsiyum (Ca?*) ATPaz
aktivitesine sahip olduklari saptanmistir (Horn vd 1995). Norotransmitter saliniminin,
Ca?" akisina bagli olmasi sebebiyle, hiicre membrani boyunca Ca?* konsantrasyon
gradyaninda bir bozulma, Ca?* iyonlarinin hiicre igine akisinda bir azalmaya ve
norotransmitter saliniminda bozulmaya neden olabilece@i dustnulmektedir (Lehohla vd
2004). Ca?* akisindaki bozulmanin dopaminerjik transmisyonu azaltarak etki etmek
yoluyla DEHB fizyopatolojisine katkida bulunuyor olabilecegdinin test edilmesi igin, hiicre
ici Ca?" aktivitesinin, Ca?" iyon kanallarinin ve bu iyon kanallarini kodlayan genlerin
ekspresyon seviyelerinin incelenmesi uygun olacaktir.

Sonug olarak bu calisma, DEHB hayvan modeli olarak SHR’lerde mezokortikal
dopaminerjik yolaga ait néron ve akson yogunlugundaki degisimleri inceleyen ilk
calismadir. Mezokortikal dopaminerjik liflerin yani sira, mPFK’deki noradrenerjik lifler de
bu tez caligmasinda incelenmistir. Calismadan elde edilen sonuglar:

1. SHR’lerde, mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néron gdvdelerinin bulundugu
VTA'da, TH (+) néron yogunlugunun kontrol grubundakilere kiyasla anlamli
derecede dusuk oldugu gézlenmistir.

2. SHR’lerde, mPFK'de TH (+) lif yogunlugunun da kontrol grubundakilere kiyasla

anlaml derecede distk oldugu sonucuna ulasilmistir.
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3. SHR’lerde, mPFK’de dopaminerjik liflerin yani sira noradrenerjik liflerin de azaldigi
saptanmistir.

DEHB fizyopatolojisini, 6zellikle dopaminerjik sistem hipofonksiyonu hipotezi
acgisindan agiklamaya yonelik bu ¢alisma, literatlrdeki diger g¢alismalarin vurgusunu
destekler nitelikte bulgular ortaya koymustur.

Calismadaki sonuglari  degerlendirilirken ¢alismanin  kisithiliklari  akilda
tutulmahdir. ileride drneklem sayisi artirilarak ve metodolojik kisithliklar giderilerek
yapilacak calismalar dopaminerjik sistem - DEHB iliskisi konusundaki bilgilerimizi
genisletecektir. Bozuklugun fizyopatolojisini aciklamaya yonelik yapilacak ileri
galismalara ihtiyag duyulmaktadir. DEHB hala karmasik bir psikiyatrik bozukluk olarak
karakterize edilmektedir (Matthews vd 2014). DEHB’nin etiyolojisinde dopaminerjik
sistemin roll olabilecegine dair de veriler ortaya konmustur (Viggiano vd 2003). DEHB
gibi karmasik ve heterojen bozukluklarin altinda yatan noérobiyolojik degisikliklerin,
kemirgen modellerinin nispeten basit sinir sistemleri ile anlasilmasi mimkundur (Russell
vd 2005). DEHB’nin hayvan modeli olarak en iyi karakterize edilmis, en sik kullanilan ve
en uygun model olan SHR’lerde de, dopaminerjik sistemde degisiklikler oldugu
gOsterilmistir (Sagvolden vd 2005a). Dopaminerjik iletimine aracilik eden yolaklardaki
degisiklikler, nérokimyasal ¢evresine son derece hassas olan PFK’nin fonksiyonlarini
bozmaktadir (Matsumoto ve Hikosaka 2009). Hastaligin temelini olusturdugu distnulen
s6z konusu yolaktaki degisikligin ortaya konulmasi ve incelenmesi, DEHB mekanizmasi
hakkinda 6zgun bilgi saglayacaktir.

Bunun igin;

e VTA’dan mPFK’ye olan dopaminerjik projeksiyonlarin topografik dagilimini

e VTA’dan mPFK’ye projekte olan dopaminerjik néronlarin sinaptik 6zelliklerini ve
ultrastraktirel yapisini

¢ DA ve metabolitlerinin ilgili beyin bolgelerindeki dizeylerini

e DA ve metabolitleri degerlerinin, durtisellik, motor hiperaktivite gibi DEHB
semptomlarini élgebilen davranig testleri ile korelasyonunu

e DEHB semptomlarini azaltabilecegi dusunulen yeni tedavi ajanlarinin bu
davranis testleri ile korelasyonunu

e mPFK’nin farkh alanlarindaki dopaminerjik reseptérlerin dagihmini

e bu dopaminerjik reseptorleri kodlayan genlerin mRNA seviyelerini

e bu dopaminerjik reseptdrleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerini

o Noradrenerjik liflerdeki azalmanin locus coeruleus’taki noradrenerjik néronlar ile
iligkisini

o Noradrenerjik reseptorlerinin duzeyini
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incelemeye olanak saglayan c¢alismalar DEHB etyopatogenezini butuncul olarak

kavrayabilmede 6nemli olacaktir.
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6.SONUG

Bu calismada DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHR’ler ve kontrol grubu olarak
kullanilan WKY’lerde mezokortikal dopaminerjik yolaga ait néron ve liflerin yogunlugu
degerlendirilerek, mezokortikal dopaminerjik sistemin DEHB etyopatogenezdeki yerinin
arastirilmasi amacglanmistir. Bu ¢alismada;

v DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHR’lerde, mezokortikal dopaminerjik
yolaga ait néron gévdelerinin bulundugu VTA’daki hiicre yogunlugunun WKY’lere
kiyasla anlamli derecede dusuk oldugu saptanmistir.

v' DEHB hayvan modeli olarak kullanilan SHR’lerde VTA’dan PFK’ye projekte olan
mezokortikal dopaminerjik yolak liflerinin yogunlugunun, kontrol grubundakilere
kiyasla anlaml derecede disuk oldugu saptanmistir.

v" SHR’lerde, mPFK'de dopaminerjik liflerin yani sira noradrenerjik liflerin de

azaldig1 saptanmistir.
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