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Sicanlarda RFamid Tliskili Peptit-3’iin Davramis Uzerinde Norogenez Aracih

Olas1 Etkisinin Arastirilmasi

RFamid iligkili peptit-3 (RFRP-3), gonadotropin baskilayici hormonun
memelilerdeki ~ homologudur ve  iireme  fonksiyonlarinin  hipotalamik
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. RF9, RFRP-3 reseptor (GPR147 ve GPR74)
antagonistidir. RFRP-3’{in, hipokampal davranis siirecleri ve nérogeneze etkisiyle
ilgili bir arastirma bulgusu bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismanin amaci, RFRP-3 ve
GPR147 sinyallesmesinin sican hipokampusunda ndrogenez iizerindeki olasi etkisini
ve anksiyete benzeri davraniglardaki roliinii aragtirmaktir. Calismada 28 adet yetigkin
erkek sigan kontrol, RFRP-3 (1 nmol/giin), RF9 (10 nmol/giin) ve RFRP-3 + RF9
olarak 4 gruba ayrilmistir. Siganlarin tiimiine sterotaksik cithaz yardimiyla ozmotik
minipompalar yerlestirilmis ve 15 giin siireyle lateral ventrikiile madde infiizyonlar
gerceklestirilmistir. Sicanlara anksiyete ile iligkili davranig testleri uygulanmustir.
Her bir hayvanin performansi Ethovision XT 11 yazilim programi araciligiyla
kaydedilerek anksiyete parametreleri yoniinden degerlendirilmistir. Hipokampus
dokularindaki nérogenez biyobelirteclerinin gen ekspresyon diizeyleri gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analiziyle belirlenmistir. RFRP-3 uygulamasi
yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollardaki zaman yiizdesini azaltmistir
(p<0,01). RFRP-3, a¢ik kollara giris sayisin1 diger gruplarin aksine azaltirken kapali
kollara giris sayisini arttirmigtir (p<0,05). Agik alan testinde diger gruplara kiyasla
merkezde gecirilen siirede anlamli azalma yalnizca RFRP-3 grubunda bulunmustur
(p<0,05). RFRP-3 kenarda gegirilen siireyi arttirirken (p<0,05), rearing davranisini
azaltmigtir (p<0,01). RT-PZR analizlerine gére RFRP-3 grubunda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda nestin ekspresyonunun 6nemli Ol¢lide azaldigr tespit edilmistir
(p<0,05). RF9’a kiyasla RFRP-3 grubunda nestin, doublecortin, kalbindin, néron
spesifik niikleer antijen ekspresyonlar1 azalma gostermistir (p<0,05). RFRP-3 + RF9
grubunda ise kontrole gore nestinin (p<0,05), RF9 grubuna goére tiim genlerin
ekspresyon diizeyleri anlamli derecede azalmistir (p<<0,01). Mevcut calismada, ilk
kez RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesinin eriskin si¢an hipokampusunda norogenezi
baskilayarak anksiyete benzeri davranislart uyardigi gosterilmistir. Hipokampal
kisspeptin ve hipokampal GnRH sinyallesmesinin RFRP-3’iin bu inhibitor

etkilerinde arac1 bir mekanizma olarak rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: RFRP-3, Nérogenez, Anksiyete, Hipokampus, Sigan
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Investigation of the possible neurogenesis-mediated effect of RFamide related
peptide-3 on behaviour in rats

RFamide related peptide-3 (RFRP-3) is homolog of gonadotropin inhibitory
hormone and plays role in hypothalamic regulation of reproductive functions. RF9 is
a RFRP-3 receptor (GPR147 and GPR74) antagonist. There is no evidence regarding
effect of RFRP-3 on hippocampal behavioural processes and neurogenesis. The aim
of present study is to investigate possible effects of RFRP-3 and GPR147 signalling
on neurogenesis in rat hippocampus and anxiety like behaviours. Twenty eight adult
male rats were divided four groups as control, RFRP-3 (1nmol/day), RF9
(10nmol/day) and RFRP-3 + RF9 in present study. Osmotic brain minipumps were
implanted to rats and drug infusions into lateral ventricles were performed for 15
days. Behavioural tests associated with anxiety were applied to rats. Individual
anxiety parameters were evaluated. mMRNA levels of neurogenesis markers in
hippocampus tissues were determined by RT-PCR analysis. RFRP-3 administration
reduced percent time spent in open arms of elevated plus maze test (p<0,01). RFRP-3
decreased numbers of entries into open arms and increased numbers of entries into
closed arms (p<0,05). Significant reduction in time spent in centre of open field test
was solely found in RFRP-3 group compared to others (p<0,05). RFRP-3 enhanced
time spent in the corner (p<0,05) and diminished rearing behaviour (p<0,01). As for
RT-PCR analysis we determined an important reduction on nestin expression in
RFRP-3 group compared to control (p<0,05). Expressions of nestin, doublecortin,
calbindin and neuron specific nuclear antigen were decreased in RFRP-3 group
compared to RF9 administered group (p<0,05). Nestin expression in RFRP-3 + RF9
group was decreased compared to control (p<0,05). All of genes in the same group
were also decreased compared to RF9 group (p<0,01). It is shown for the first time
that RFRP-3 and GPR147 signalling stimulates anxiety like behaviours via
suppressing neurogenesis in adult rat hippocampus in the present study. It is
suggested that hippocampal kisspeptin and hippocampal GnRH signalling may play

role as a mediator mechanism in this inhibitory effects of RFRP-3.

Keywords: RFRP-3, Neurogenesis, Anxiety behaviour, Hippocampus, Rat
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1. GENEL BILGILER
1.1. RFamid Tliskili Peptit-3 ve GPR147 Sistemi

1.1.1. Gonadotropin Baskilayic1t Hormon

Gonadotropin baskilayict hormon (GnIH), 2000 yilinda Japon bildircinlarinin
(Coturnix japonica) beyinlerinden izole edilen hipotalamik bir ndropeptittir (Tsutsui
ve ark. 2000). izolen edilen peptitin hipotalamo-hipofizeyal sistemde yer aldig1 ve
kiltiire edilmis bildircin 6n hipofiz bezinden gonadotropin salgilanmasini giiglii bir
sekilde baskiladig1 rapor edilmistir. Bu sebeple gonadotropin inhibe edici hormon

(GnIH) olarak isimlendirilmistir (Tsutsui ve ark. 2000).

Tanimlanmasiyla birlikte potansiyel etki mekanizmasi dikkatleri lizerinde
toplamay1 bagarmistir (Pineda ve ark. 2010b). Yapilan ilk ¢aligmalarda GnIH’un
fizyolojik tek hedefi olarak diisiiniilen kus 6n hipofizine odaklanilmistir. Giiniimiizde
ise GnIH’un kuslarda ve memelilerde direk olarak hipofizden gonadotropin sentezini
ve salgilanmasini inhibe ettigini gosteren ¢ok kanit bulunmaktadir (Bently ve ark.

2009).

1.1.2. RFamid Peptit Ailesi

Insanlar ve kemirgenler dahil olmak iizere tiim canl tiirlerinin beyinlerinde
yer alan RFamid peptitleri, ortak karboksil terminallerinde RF motifi olarak
adlandirilan arjinin (R) ve fenilalanin (F) aminoasitlerini tagimaktadir. Kuslarin
beyninde yeni bir RFamid peptit arastirilirken kesfedilen GnIH peptitleri de RFamid
peptit ailesinin bir tiyesidir (Tsutsui ve ark. 2000). Diger RFamid peptitleri gibi
GnlH peptitlerinin de 6zgiin molekiiler yapist C terminallerindeki LPXRFamid (X=L
ya da Q) motifidir.

Bugiine kadar memelilerde 5 alt tip RFamid peptiti tanimlanmigtir.
Noropeptit FF (NPFF) grubu, prolaktin salgilatict peptitler, piroglutamat RFamid
peptit/26RFamid peptit (QRFP/26RFa) grubu, kisspeptinler (kissl ve kiss2) ve son
olarak da GnlH (LPXRFamidleri) peptit ailesidir (Kovacs ve ark. 2014; Osugi ve
ark. 2015).

RFamid peptitleri ilk olarak 1970°1i yillarin sonunda omurgasiz tiirlerden
izole edilmistir. Tanimlanan ilk RFamid peptit, kardiyoeksitatér fonksiyona sahip

olan FMRFamid peptitidir (Price ve Greenberg 1977). Zamanla, omurgali tiirlerde de



varligi gosterilmis ve yapilan immiinohistokimya ¢aligmalar1 ile RFamid-
immiinoreaktivitesi merkezi sinir sistemi (MSS)’nde tespit edilmistir. Hipofize yakin
RFamid immiinoreaktif (ir) noronal projeksiyonlari, hipofiz bezinin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde RFamid peptitlerinin rolii oldugu ihtimalini kuvvetlendirmistir.
Tanimlanan RFamid peptitlerinin dogrudan ya da dolayli olarak iireme aksinin

regililasyonuna katildig1 bildirilmektedir (Raffa 1988; Rastogi ve ark. 2001).

Tablo 1.1. Memeli RFamid peptitleri ve reseptorleri (Ubuka ve ark. 2015).

Memeli Endojen RFamid Peptitleri Reseptorleri
RFRP-1 ve -3 GPR147 (NPFFR1)
Noropeptit AF ve FF GPR74 (NPFFR2)
Prolaktin Salgilatic1 Peptitler GPR10

Kisspeptin GPR54
QRFP/26RFa Peptitleri GPR103

1.1.3. RFamid Iliskili Peptit- 3

Arastirmalarin kus tiirlerinden memelilere genisletilmesiyle, insan da dahil
olmak iizere memeli hipotalamuslarinda GnIH peptitinin varligi gosterilmistir. C
terminallerinde Arg-Phe-NH; motifi tasiyan RFamid peptitlerinden biri olan bu
peptit, memelilerde RFamid iliskili peptit (RFRP) olarak isimlendirilmistir.

Memelilerde LPXRFamid peptitlerini kodlayan cDNA’lar, bir gen veritabanm
taramasi ile belirlenmistir. Memelilerdeki bu LPXRFamid peptitleri yapilarindan
dolay1 genel olarak RFamid iliskili peptitler (RFRPs) olarak adlandirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda LPXRFamid prekiirsér cDNA’larinin ii¢ tip RFRPs (RFRP-1, -2
ve -3) kodladig, fakat yalmizca RFRP-1 ve RFRP-3’iin bir C terminal LPXRFamid
(X=L ya da Q) motifi tasidig1 bildirilmistir. Kemirgenlerde ise bu durum gegerli
degildir, sadece RFRP-1 ve RFRP-3 kodlanmaktadir (Hinuma ve ark. 2000). Tiim bu
bulgular birlikte ele alindiginda, RFRP geni, RFRP-1 ve RFRP-3 olmak iizere
biyolojik olarak aktif iki peptiti meydana getirmektedir (Gibson ve ark. 2008).
Insanlarda RFRP-1 ve -3 (Ubuka ve ark. 2009), sicanlarda ise esas olarak RFRP-3

(Ukena ve ark. 2002) izole edilmis ve tanimlanmis endojen peptitlerdir.
1.1.4. RFRP-3 Reseptorii

G protein (Gai) kenetli reseptor 147 (GPR147), RFRP-3’lin temel
reseptoriidiir. GPR147’nin C terminalinde LPXRFamid (X=L ya da Q) motifi tasiyan
peptitlere yiiksek afiniteyle baglandigi gosterilmistir. Bu dogrultuda bu spesifik



motifin, reseptore baglanmada kritik bir 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir (Yin
ve ark. 2005). GPR147, NPFF’e de baglandigindan dolayr NPFF reseptori 1
(NPFFR1) olarak da adlandirilmistir (Ubuka ve Tsutsui 2014).

RFRP-3 peptitlerinin, GPR74 reseptoriine baglanarak da etkilerini
gosterebildikleri ancak GPR74’¢ kars1 afinitelerinin  olduk¢a diisiik oldugu
belirlenmistir. GPR74 cDNA ifadesi ¢esitli periferik doku ve organlarda, GPR147
ekspresyonu ise yalnizca beyinde ve hipofizde tespit edilmistir. GPR147, GPR74’den
100 kat daha giiclii etkiye sahiptir (Ikemoto ve Park 2005). Bu etkiler, spesifik bir
GPR147/GPR74 antagonisti olan RF9 uygulamasi ile geri dondiiriilebilmistir
(Simonin ve ark. 2006).

1.1.5. RFRP-3 ve GPR147 Sinyallesme Mekanizmasi

Son ve ¢aligma ekibi (2012), fare gonadotrop hiicre hattinda (LBT2) RFRP-3
hiicre sinyallesme mekanizmasini agikliga kavusturan bir yolak kesfetmistir. RFRP-
3’in GPR147’ye baglanmasi ile hiicre i¢i sinyallesme yolaklar1 aktiflesmektedir ve
gonadotropin  salgilatict  hormon (GnRH)’un indiikledigi cAMP sinyali
baskilanmaktadir. GPR147, Gai proteini ile eslesmektedir ve hedef hiicrede adenil
siklaz (AC) inhibitorleri olarak islev goérmektedir. Boylece, GnRH’un uyardigi
ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) fosforilasyonu ve gonadotropin alt
Unitelerinin  gen transkripsiyonu inhibe olmaktadir. Dolayisiyla RFRP-3,
AC/cAMP/protein kinaz A (PKA)-bagimli ERK aktivasyonunu inhibe ederek
GnRH’un indiikledigi gonadotropin alt {inite gen transkripsiyonunu baskilamaktadir

(Son ve ark. 2012) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesinin tanimlanan molekiiler mekanizmasi.

1.1.6. RFRP-3 Noronlarinin Lokalizasyonu ve Projeksiyonlar:

Kus tiirlerinde yapilan immiinohistokimya ¢alismalari, GnIH-ir ndronal hiicre
govdelerinin  hipotalamusta paraventrikiiler niikleus (PVN)’da yerlestigini
gostermistir (Ukena ve ark. 2003b). GnIH o6ncii mRNA’s1 bildircin beyninde
yalnizca diensefelonda eksprese edilmistir (Satake ve ark. 2001). GnRH-ir ndronal
lifleri 1se diensefalik ve mezensefalik beyin bolgelerinde genis bir alana dagilmistir
(Ukena ve ark. 2003b). Bu veriler 1s1g¢inda GnlH ndéronlarinin yalnizca iireme
fonksiyonlarmin degil ayni zamanda otonom fonksiyonlar ve davranisla ilgili

mekanizmalarin diizenlenmesinde de rol alabilecegi ileri strilmiistiir (Ubuka ve ark.
2015).

Memelilerde RFRP-3 6ncii mRNA’s1 yalnizca dorsomedyal hipotalamik alan
(DMH)’da eksprese edilmektedir (Kriegsfeld ve ark. 2006). Sican RFRP-3 oncii
mRNA ifadesi, periventrikiiler niikleus (PerVN)’da ve dorsomedyal niikleus (DMN)
ile ventromedyal niikleus (VMN) arasinda kalan bdliimde gosterilmistir (Hinuma ve
ark. 2000). RFRP-3 iireten noronlar 6zellikle DMH’da lokalizedir. Ancak si¢an

beyninde RFRP-3 immiinoreaktivitesi incelendiginde, hipotalamusun kaudal



kisminda, PerVN’da ve VMN’da RFRP + noronal hiicre govdeleri saptanmistir
(Yano ve ark. 2003).

RFRP-3 reseptorleri ve projeksiyonlart memeli beyninde genis bir dagilim
gostermektedir. RFRP-3-ir noronal lifler diensefalik, mezensefalik beyin bolgelerinin
yanisira limbik bdlgelerde de yogunlagmistir. Lateral septal niikleusda, medyal
POA’da amigdalada, arkuat niikleusda, paraventrikiiler talamik ve hipotalamik

niikleuslarda RFRP-3 immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (Ubuka ve ark. 2012a).

Sican beyninde RFRP-1 ve RFRP-3 lifleri MSS’de paraventrikiiler talamik
niikleusda, telensefalonda lateral septal g¢ekirdekte, bir¢ok hipotalamik niikleusda,
orta beyinde periakuaduktal gri maddede, ponsda parabrachial niikleusda, medulla
oblangatada (niikleus traktus solitariusda) bol miktarda bulundugu goriilmiistiir.
Talamusun ¢esitli niikleuslarinda ve omurilikte 1ise yalnizca RFRP-3
immiinoreaktivitesi belirlenmistir (Yano ve ark. 2003). Cok sayida RFRP-ir lifi sigan
beyninde de limbik ve hipotalamik alanlarda yogunlasmistir (Johnson ve ark. 2007).

Hipotalamusta preoptik alan (POA)’da bulunan GnRH1 ve GnRH2
noronlarinda GPR147 mRNA ekspresyonu gosterilmistir (Ubuka ve ark. 2008).
RFRP-3 akson terminalleri bu noronlarin somalarina uzanmaktadir (Bently ve ark.
2003). RFRP-3 noéronlari, arkuat niikleustaki noropeptit Y (NPY) ve pro-
opiomelanokortin (POMC) néronlarina, lateral hipotalamik alan (LHA)’da bulunan
oreksin ve melanin-konsantre edici hormon (MCH) néronlarina, DMN’daki oreksin
hiicrelerine, PVN’da yerlesen kortikotropin-salgilatict hormon (CRH) ve oksitosin

noronlarina projeksiyon gondermektedir (Qi ve ark. 2009).
1.1.7. RFRP-3 ve GPR147 Sinyallesmesinin Tanimlanan Fizyolojik Etkileri
1.1.7.1. Gonadotropin Sentezinin ve Salgilanmasinin Inhibisyonu

GnIH noronal lifleri ve GnRH néronlarinin morfolojik etkilesimi ilk kez
kuslarda kesfedilmistir. Beyinde GnRH’un iki formu tanimlanmistir. GnRH1, 6n
hipofiz bezinden median eminens (ME)’e saliverilir ve gonadotropin sekresyonunu
stimiile eder. Ikinci formu GnRH2, kuslarda ve memelilerde iireme davranislarini
uyarmaktadir (Ubuka ve ark. 2015). GnRH noéronlart tasidiklart GPR147
reseptorleriyle RFRP-3 noronlarmin hedef hiicreleridir (Ubuka ve ark. 2012a).



GnIH’un santral (Johnson ve ark. 2007) ve periferik (Osugi ve ark. 2004, Kriegsfeld
ve ark. 2006) uygulanmasi gonadotropin salgilanmasini baskilamaktadir. Dolayisiyla
RFRP-3’lin, gonadotropin  sekresyonunu dogrudan hipofizeyal diizeyde
diizenlemesinin yanisira GnRH noéronlarinin aktivitesini azaltarak da inhibe ettigi
kanisina varilmigtir. Sigan ME’inde RFRP-3-ir liflerin ¢ok daha az veya yok olmasi,
RFRP-3’{lin hipofiz lizerinde direk etkisinin olmadigi yoniinde hipoteze yol agmigtir
(Rizwan ve ark. 2009).
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Sekil 1.2. HPG aksinda RFRP-3 sisteminin inhibitor etkileri.



Insanlarda ME’de bol miktarda RFRP-3-ir lif tespit edilmistir. Insan
hipofizinde gonadotroplarda GPR147 mRNA’simin eksprese edildigi gosterilmistir
(Ubuka ve ark. 2009). Kemirgen beyninde iireme islevinin modiilasyonunda RFRP-
3’tin, hem GnRH hem de kisspeptin noronlarmi direk etkiledigi, gonadotroplar
tizerinde ise direk bir etkiye sahip olmadigi ifade edilmistir. GnRH ndronlariin
yaklagik % 26’s1 ve kisspeptin ndronlarinin yaklasik % 19°u RFRP-3 liflerinin etkisi
altindadir (Rizwan ve ark. 2012). Bununla birlikte, RFRP-3’{in 6n hipofizi dogrudan
etkileyebilecegini ve gonadotropin sekresyonunu inhibe ettigini gosteren bir

calismada da kayitlara gegmistir (Murakami ve ark. 2008).

Kiiltire edilmis fare beyni kesitlerinde RFRP-3 uygulamasi, GnRH
noronlarinin bir alt popiilasyonunda ateslenme oranini azaltmistir (Ducret ve ark.
2009). RFRP-3’tin GnRH hiicre hatt1 iizerine etkilerini incelemeyi amaglayan bir
diger arastirma da Gojska ve arkadaslarinin (2014) yaptigr calismadir. Yeni bir
GnRH noronal hiicre modeli (mHypoA-GnRH/GFP) kullanilarak RFRP-3’{in GnRH
mRNA ifadesini baskiladigir gosterilmistir (Gojska and Belsham 2014). Erkek
farelere in vivo testesteron veya in vitro RFRP-3 uygulamasi, GnRH salgilanma
sikligin1 azaltmistir. Farelere RF9 verilmesi ile GnRH sekresyonu yeniden
saglanmistir. Bu bulgular ile, GnRH’un testesteronla inhibisyonunun RFRP-3

bagimli olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Glanowska ve ark. 2014).

RFRP-3, kiiltiire edilmis sigan hipofizinden de gonadotropin salgilanmasini
ve sekresyonunu inhibe etmistir (Pineda ve ark. 2010a). RFRP-3’lin periferal
uygulanmasi da siganlarda gonadotropin salgilanmasini baskilamistir (Murakami ve
ark. 2008). Disi siganlara intraserebroventrikiiler (icv) RFRP-3 enjeksiyonu, GnRH
mRNA ekspresyonunun azalmasina, icv RF9 verilmesi ise artmasina neden olmustur
(Xiang ve ark. 2015). Sican ve farelere santral yolla RF9 uygulanmasinin,
gonadotropin konsantrasyonlarinda belirgin bir artis ile sonu¢landig1 kaydedilmistir
(Pineda ve ark. 2010b). RFRP-3’iin, hipotalamo-hipofizeyal gonadal aks (HPG)
tizerindeki merkezi inhibitor etkisini Ozellikle ovulasyonu uyaran Ostradiol-
indiiklemeli GnRH/LH dalgas1 sirasinda gosterdigi rapor edilmistir (Anderson ve
ark. 2009).



1.1.7.2. Disi Memelilerde Ostrus ve Menstrual Siklusun Regiilasyonu

Kemirgenlerde oviilasyonu tetikleyen temel sirkadiyen saat olan
suprakiazmatik niikleus (SCN) ile RFRP sistemi arasinda noral bir rota ilk kez
Gibson ve caligma arkadaslar tarafindan tanimlanmistir. SCN’un hem dorsomedyal
hem de ventrolateral alt bolgelerinden, RFRP-immiinoreaktif hiicrelere yogun bir
projeksiyon gonderdigi gosterilmistir. SCN’dan RFRP sistemine gonderilen bu
liflere, RFRP hiicrelerinden SCN’a projeksiyonlarin olmadigi belirtilmistir (Gibson
ve ark. 2008).

SCN’un, DMH’daki RFRP-ir hiicrelere yogun projeksiyonlarinin gosterilmesi
ile RFRP sistemi {izerinde yeni bir sirkadiyen kontrole isaret edilmistir. RFRP-ir
noronlarin sayilarinin ve aktivitelerinin LH piki sirasinda baskilandigi da aym
arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir. Elde edilen bu veriler, DMH ve RFRP
sisteminin LH dalgasmin ve oviilasyonun modiilasyonunda 6nemli bir roli

olabilecegi ihtimalini kuvvetlendirmektedir (Gibson ve ark. 2008).

Ostrojen negatif geri bildiriminin GnRH néronal sistemini smirladig
bilinmektedir. RFRP-3, LH pikine izin veren oOstrojen negatif geri bildiriminin
sirkadiyen-zamanli uzaklastirilmasina katilmaktadir. RFRP-3 hiicrelerinin  SCN-
kaynakli vazopressin-erjik ve vazoaktif intestinal peptit (VIP)-erjik liflerle yakin
iligkili oldugu belirtilmistir. VIP santral uygulamasi, RFRP-3 hiicresel aktivitesini
yalnizca aksamlar1 belirgin bir sekilde baskilarken, vazopressin sabah ya da aksam
hicbir etki gostermemistir. RFRP-3 hiicrelerinin ¢ogunda VIP reseptdrlerinin
koekspresyonunun saptanmamasi, SCN VIP-erjik sinyallesmenin RFRP-3 hiicrelerini
dolayli yoldan inhibe ettigi hipotezine yol agmustir. Tiim bu bilgiler birlikte ele
alindiginda, preoviilatér LH pikinin ve oviilasyonun kontroliinii saglayan yeni bir

sirkadiyen hiyerarsisi s6z konusudur (Russo ve ark. 2015).

RFRP-3’iin farelerde Ostradiol ile negatif diizenlenen bir néromodiilator
oldugu distiniilmektedir. RFRP-3 ekspresyonunun 6strojenik down-regiilasyonunun,
Ostrojenin lireme aksina geri bildirimine katkida bulunabilecegi ifade edilmektedir

(Molnar ve ark. 2011).

RFRP-1 noronlarinin postnatal gelisime etkisini arastirmak i¢in disi

siganlarda Ostrus siklusu siiresince RFRP-1-ir degisiklilikleri kaydedilmistir. RFRP-
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1-ir ndronlarmin yiizdesinin, prodstrus ve Ostrusla kiyaslandiginda didstrusda
belirgin derecede yiiksek oldugu bulunmustur (Jergensen ve ark. 2014). Sican
hipotalamusunda 0Ostrus siklusu boyunca RFRP-3 gen ifadesi de arastirilmistir.
RFRP-3 mRNA ekspresyonunun prodstrus boyunca didstrus fazindan daha diistik
diizeyde oldugu rapor edilmistir. Bu bulgular, RFRP-3{in sican 0strus siklusunun

kontroliine katildigin1 gostermektedir (Salehi ve ark. 2013).

Disi primatlarin menstrual siklusu siiresince RFRP-3 gen ifadesinin, siklusun
ge¢ folikiiler fazinda (GnRH/LH dalgasindan hemen 6nce) luteal fazda oldugundan
daha fazla oldugu da kaydedilen parametreler arasindadir (Smith ve ark. 2010).

1.1.7.3. Steroidogenez ve Germ Hiicresi Olgunlasmasi Uzerindeki Etkileri

Kemirgenlerde GPR147 gonadlarda da eksprese edilmektedir. RFRP-3 ve
GPR147 sinyallesmesinin steroidogenez ve germ hiicresi olgunlasmasinda rollerinin

olabilecegi Ongodriilmiistiir. Sican ovaryumunda GPR147 mRNA’s1 gosterilmesine

ragmen RFRP mRNA’s1 tespit edilmemistir (Oishi ve ark. 2012).

Fare ovaryumunda Ostrus siklusu siiresince RFRP-3  proteininin
ekspresyonundaki degisimler incelenmistir. RFRP-3’lin prodstrus ve 0Ostrus
fazlarinda folikiillerin graniilosa hiicrelerinde ve didstrus 1 ve 2 fazinda luteal
hiicrelerde temel olarak lokalize oldugu bulunmustur. Boylece, fare ovaryumunda
GnRH-RFRP-3 sisteminin varligi gosterilmistir ve bu noropeptitlerin folikiiler

gelisimin regiilasyonuna katilabilecegi sonucu ¢ikarilmistir (Singh ve ark. 2011a).

Insan ovaryumunda RFRP ve GPR147 sistemi ilk kez Oishi ve ekibi (2012)
tarafindan tanimlanmigtir. RFRP-3 ve GPR147 ekspresyonu, insan granuloza-liitein
hiicrelerinin primer kiiltiiriinde gosterilmistir. RFRP-3’iin, ovaryumda temel olarak
folikiillerin granuloza hiicre tabakasinda ve korpus liiteumda eksprese edildigi tespit
edilmistir. RFRP-3"{in, gonadotropinlerin indiikledigi progesteron tiretimini de inhibe
ettigi kaydedilmistir (Oishi ve ark. 2012).

1.1.7.4. Ureme Sisteminin Gelisimine ve Siirdiiriilmesine Katkilar

Sethi ve ekibi (2010), dogumdan sonra erkek farelerde RFRP-3’iin beyindeki
ekspresyonunda ve testis fonksiyonlarinda meydana gelen degisikliklerini analiz

etmistir. Testis aktivitesinin, 13 haftalik siire boyunca giderek arttigi gézlenmistir.
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Ancak, 13 haftadan daha yash farelerde azalmaya bagladigi rapor edilmistir. 1
haftalik farelerde goriilmeye baslanan RFRP-3-ir noronlarin sayilarinin  ve
boyutlarmin 3. haftada iyice arttigit ve 7. haftaya kadar degismeden kaldig
belirtilmistir. Bu deger, 7. haftadan 13. haftaya kadar azalarak ilerlemistir ve
ilerleyen yaslarda artig ile sonuglanmistir (Sethi ve ark. 2010). Farelerde postnatal
gelisim sirasinda RFRP-3’{in kayda deger azalmasinin, puberteyi kolaylastirabilecegi

diistiniilmektedir (Semaan ve Kauffman 2015).

RFRP-1 ve -3 ndronlarinin dagilimi, prenatal ve postnatal sican MSS’de de
gosterilmigtir. RFRP mRNA’s1 embriyonik 15. giin (E15)’den itibaren beyinde
eksprese edilmeye baslanmistir. RFRP eksprese eden noronlar ilk olarak E16°de ve
hipotalamusun kaudal kisminda goriilmiistiir. RFRP-3-ir ve RFRP-1-ir n6ronal hiicre
govdeleri ilk kez sirasiyla E16 ve E17°de tespit edilmistir. Prenatal giinler siiresince
RFRP-3-ir sinir liflerinin, RFRP-3-ir noéronal hiicre gdvdelerinin etrafinda
siirlandigr ve dagilimimin farkli sekilde diizenlendigi rapor edilmistir (Yano ve ark.

2004).

Postnatal gelisim siiresince RFRP-1-ir ndronlarin sayist ve yogunlugu, jiivenil
donemden erigkinlige ge¢is sirasinda erkek sicanlarda degisime ugramamistir. Disi
siganlarda ise iki parametrenin de peripubertal donemden eriskinlige gecerken

belirgin bir sekilde arttig1 belirtilmistir (Jorgensen ve ark. 2014).

Hipotalamik RFRP-3 ve GPR147 mRNA diizeyleri, Quennell ve caligma
arkadaglar1 (2010) tarafindan 2, 4, 6 ve 8 haftalik disi ve erkek si¢anlarda
Ol¢iilmiistiir. Disilerde RFRP-3 gen ekspresyonu, yasla birlikte artmistir ve puberte
déneminde en list seviyeye ulasmistir. Erkek sicanlarda ise gen ifadesinin artis1 2. ve

4. haftalar arasinda gozlenmistir (Quennell ve ark. 2010).

Siganlarda seksiiel gelisim sirasinda mRNA ve peptit diizeyinde RFRP-3 ile
mRNA diizeyinde GPR147 degisimleri de arastiilmistir. Erkek sicanlarda
prepubertal donem boyunca RFRP-3 ve GPR147’nin hipotalamik mRNA
diizeylerinin arttigt ancak postnatal 49. giinden itibaren azalmaya basladig1
bulunmustur. Disilerde ise RFRP-3’iin mRNA ekspresyonunun gelisim siiresi
boyunca artmaya devam ettigi, GPR147 ifadelenmesinin ise P16’dan itibaren

yiikseldigi ve P35’den itibaren azalmaya basladig1 gézlenmistir (Iwasa ve ark. 2012).
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Avrtan yag, RFRP-3 noron sayisinda ve GnRH ndronlaria gonderilen RFRP-3
inputlarinda azalma meydana getirmektedir. RFRP-3 noronlarinin = Gstrojene

cevabinin da yagla birlikte azaldigini belirten bulgular mevcuttur (Soga ve ark.
2014).

1.1.7.5. Sosyo-seksiiel Davramislarin inhibisyonu

GnRH’nin ikinci formu olan GnRH2’nin memelilerde {ireme davranislarini
stimiile ettigi bilinmektedir (Temple ve ark. 2003; Barnett ve ark. 2006). GhRH2
noronlarinin GPR147 ekspresyonu gosterdigi (Ubuka ve ark. 2008) ve RFRP-3’{in
GNnRH2 ndronal aktivitesini inhibe ederek iireme davranislarini baskiladigr ifade

edilmistir (Ubuka ve ark. 2015).

Santral RFRP-3 uygulamasi, erkek siganlarda seksiiel davraniglari 6nemli
Olclide inhibe etmistir (Johnson ve ark. 2007). Disilerde seksiiel davranislarin RFRP-
3 uygulanmasindan sonra farkli bir sekilde etkilendigi goriilmiistiir. RFRP-3’1in icv
verilmesi seksiiel motivasyonu azaltmasina ragmen lordozis davraniginda degisiklige

neden olmamustir (Piekarski ve ark. 2013).

In vivo ve in vitro RFRP-3 uygulamasinin spermatogenez ve steroidogenez
gibi testikiiler fonksiyonlar iizerine etkileri de arastirllmistir. Yetigkin farelerde
RFRP-3, spermatogenezi ve steroidogenezi inhibe ederken, testikiiler apoptozu
indiikklemigtir. Testesteron sekresyonunda ciddi bir azalis da kayitlara ge¢mistir
(Anjum ve ark. 2014).

1.1.7.6. Beslenme Davranisinin Stimiilasyonu

RFRP peptitlerinin yalnizca ireme ile ilgili davraniglari diizenlemekle
kalmadigr ayn1 zamanda enerji dengesinin kontroliine de katildigi bulunmustur.
Enerji homeostazisi ve liremenin ¢ok yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. RFRP-
3’lin endojen opioid peptitlerin, POMC, NPY, melanosit uyarici hormon (MSH) ve
MCH néronlarindan saliverilmesini modiile ederek beslenme davranigini uyardig

bildirilmektedir (Ubuka ve ark. 2015).

Johnson ve calisma arkadaglar1 (2007), erkek sicanlara santral RFRP-3
verilmesinin besin alinimini 6nemli 6lgiide arttirdigini gézlemlemistir. RFRP-3 icv

uygulamasi, beslenme davranisini diizenleyen temel merkez olan arkuat niikleusda c-
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Fos proteininin ekspresyonunu indiiklemistir yani arkuat niikleus noronlarini
aktiflestirmistir (Yano ve ark. 2003). Dahasi, gida alinnmimin regiilasyonunda rol
aldig1 bilinen DMH, PVN, niikleus traktus solitari (NTS) ve niikleus akumbens gibi
beyin bolgelerinde RFRP-3 varlig1 tespit edilmistir (Yano ve ark. 2003; Kriegsfeld
ve ark. 2006). RFRP-3 noronlari, ayrica istah diizenleyici POMC hiicrelerine de
projeksiyon gondermektedir. POMC noronlari, enerji alinimimi diisiirmede anahtar
bir rol oynamaktadir. RFRP-3, POMC néronlarini dogrudan postsinaptik etki yoluyla
baskilamaktadir. RFRP3’iin anoreksijenik POMC noéronlar1 {izerindeki inhibitor
etkisini hiicre membraninda iyon (K") kanallarini acarak gosterdigi ortaya

konulmustur (Fu ve van den Pol 2010).

Noropeptit Y, arkuat niikleus ndronlarinda {iretilen istah diizenleyici
oreksijenik peptitlerdendir ve NPY néronlarinin % 20’sinin RFRP-3 lifleriyle ¢ok
yakin yerlesimleri ortaya konulmustur. RFRP-3, NPY néronlari tizerinde de inhibitor
etkilere sahiptir. RFRP-3’iin hipotalamusdan NPY ve MSH sekresyonunu da
baskiladig: belirlenmistir (Jacobi ve ark. 2013).

Amigdalanin beslenme ve viicut agirligi kontroline katildigr iyi
bilinmektedir. RFRP-3-ir lifler amigdalanin merkez bolgesi (CeA)’ne kadar
uzanmaktadir. CeA’ne RFRP-3 direk mikroenjeksiyonu, gida aliminda anlamli bir
azalma ile sonuclanmistir. Yapilan ¢alismada RFRP-3’{lin bu beslenmeyi baskilayici
etkisinin RF9 ile ortadan kaldirilmasi da bu etkinin reseptoér baglantili olduguna

isaret etmektedir (Kovacs ve ark. 2014).

Bir¢ok hayvan modelinde yapilan calismalar, HPG aksinin diizenlenmesinde
yag dokusundan salgilanan leptin hormonunun Onemine dikkat ¢ekmistir.
Baskilanmis leptin sinyallesmesinin GnRH’un néronal aktivitesinde azalmaya yol
actigr bilinmektedir. Leptinin RFRP-3 noéronlart {izerindeki etkisi arastirildiginda
RFRP sisteminin leptin tarafindan regiilasyonunun séz konusu olmadigi rapor
edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda leptinin RFRP-3 néronlart iizerindeki
etkisinin ya hi¢ olmadigi ya da ¢ok az oldugu kaydedilmistir (Rizwan ve ark. 2014).
Buna karsin, RFRP-3 néronlarinin bir kisminin (% 15) leptin reseptorii (LepR)’nii
eksprese ettigi ve bu az sayidaki RFRP néronlarinin leptin sinyallesmesinin direk
hedefi olabilecegi tespit edilmistir. Ama yine de, istiin ¢ogunluk LepR eksprese

etmediginden dolay1 leptin sinyallesmesinin RFRP sistemi iizerinde olas1 etkilerini
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dolayli olarak gosterebilecegi ifade edilmistirr RFRP gen ifadesinin, leptin
mutasyonlu (ob/ob) farelerde azaldigi belirtilmistir (Poling ve ark. 2014). Leptinin
RFRP-3 noéronlarinda PKC-bagimli yolakla hiicre igi Ca* sinyallesmesini
aktiflestirdigi bulunmustur. Bu calisma da leptinin RFRP-3 ndéronlar1 araciligiyla
GnRH aktivitesini modiile edebilecegi goriisiinii destekleyici bulgular arasindadir

(Poling ve ark. 2014; Ubuka ve ark. 2015).
1.1.7.7. Biiyiime Hormonunun Sentezinin ve Salgilanmasinin Regiilasyonu

RFRP-3’tin biliyime hormonu (GH) sentezi ve/veya salgilanmasinin
diizenlenmesinde rol alabilecegi diislinlilmektedir. Erkek sicanlara RFRP-3’1in icv
verilmesi, GH salgilatict hormonun mRNA diizeylerinde ve GH plazma

konsantrasyonunda artis ile sonug¢lanmistir (Johnson ve ark. 2007).
1.1.7.8. Stres Cevabinin Diizenlenmesi

Strese maruziyet, kemirgenler ve insanlar dahil birgok tiirde iireme ile ilgili
bozukluklara yol agmaktadir. Akut veya kronik stresin, HPG’1n baskilanmasina yol
acan hipotalamo-hipofizeyal adrenal aks (HPA)’1 aktiflestirdigi bilinmektedir.
Stresin iireme tizerindeki fonksiyonel etkileri, hipofizden LH salgilanmasinin ve
seksiiel davraniglarin baskilanmasi olarak agiga ¢ikmaktadir. Stres, HPG fonksiyonu
tizerindeki etkilerini adrenal stres hormonlari olan glikokortikoid (GC)’ler iizerinden
gostermektedir (Sekil 1.3). Hipotalamik RFRP-3 hiicrelerinin, kortikosteron (CORT)
ve CRH hormonlarinin reseptorlerini eksprese ettikleri gosterilmistir. Yaklagik olarak
RFRP-pozitif hiicrelerin % 12,8’nin CRH reseptorii, % 53,1’nin ise GC reseptorii
tasidigi rapor edilmistir (Ubuka ve ark. 2016). Stres altinda CORT’un RFRP-3
transkripsiyonuna direk olarak etki edebilecegi de s6z konusu olabilmektedir (Son ve
ark. 2014).

Sistemik RFRP-3 uygulamasi, erkek sicanlarda stresin etkilerine benzer
sonuglar dogurmustur ve hem LH salgilanmasini hem de seksiiel davranislari
baskilamistir. Ustelik RFRP ekspresyonu, stresle degisim gostermektedir. Tiim bu
bilgiler 1s183iInda RFRP-3’iin, stresin iireme iizerindeki etkilerinde giiclii bir araci

olarak davranabilecegi diisliniilmektedir (Kirby ve ark. 2009).
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Sekil 1.3. HPA ve HPG aksi etkilesimi (Brunton 2013’den degistirilerek alinmigtir).

Akut ve kronik stres, erkek sicanlarda hipotalamik RFRP gen ifadesini
arttirmustir. Akut fiziksel kisitlama stresinin, hipotalamik RFRP-3 mRNA ve peptit
diizeyini arttirdigr belirtilmistir. Kronik (14 giin siiresince gilinde 3 saat) fiziksel
kisitlama stresi, kontrol grubuna kiyasla RFRP-3 ekspresyonunu 1,8 kat arttirmistir.
Kontrol grubuna gore stresli siganlarda DMH’da 1,9 kat daha fazla RFRP-ir hiicre
tespit edilmistir. Ayrica plazma LH konsantrasyonunda azalis da HPG
fonksiyonlarmin baskilandigin1  destekleyen bulgular arasinda yer almaktadir.
Adrenalektomi (ADX), stresin indiikledigi RFRP ekspresyonundaki artisi 6nlemistir.
Bu verilerden stresin uyardigt RFRP ekspresyon artiginin, adrenal hormonlara yani

dolasimdaki yiiksek GC diizeylerine bagl oldugu ¢ikarilmistir (Kirby ve ark. 2009).

Gojska and Belsham, 2014 yilinda RFRP-3 eksprese eden yeni bir
hipotalamik hiicre hatti (rHypoE-23) tanimlamistir. Yapilan ¢alismada GC agonisti
deksametazonun rHypoE-23 néronlarinda RFRP ve GPR147 mRNA ekspresyonunu
up-regiile ettigi gosterilmistir (Gojska and Belsham 2014).

Yasami tehdit eden immiin strese maruziyet durumunda, hipotalamik RFRP-3
ve GPR147 gen ifadesi diizeylerinin arttigi ifade edilmistir. Ureme islevi ¢ok

miktarda enerji gerektirdiginden, immiin stres altinda gonadotropin sekresyonunun
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baskilanmasinin, enerjiyi immiin cevap i¢in saklama adma bir mekanizma

olabilecegi ongoriilmiistiir (Iwasa ve ark. 2014).

Neonatal stresin de, DMH’da RFRP-GPR 147 sistemini aktiflestirerek puberte
baslangicini erteleyebilecegi gosterilmistir. Yenidogan disi farelerde tetiklenen
inhibitor RFRP-3 sinyalleri, POA’da GnRH ekspresyonunun azalmasina, vajinal
acilmanin gecikmesine ve diizensiz Ostrus siklusuna neden olmustur (Soga ve ark.

2012).
1.1.7.9. RFRP-3 ve Anksiyete

RFRP eksprese eden ndronlar, strese karsi verilen davranissal cevaplarda da
rol almaktadir. Stres olusturan uyarilar, dorsomedyal niikleusda RFRP eksprese eden
noronlar1 aktiflestirmistir. Icv RFRP enjeksiyonu, adrenokortikotropik hormon
(ACTH) ve oksitosin salgilanmasini arttirmistir. RFRP-3, oksitosin noéronlarimi
dogrudan aktiflestirebilmektedir (Kaewwongse ve ark. 2011). Kaewwongse ve
calisma arkadaglar1 (2011), RFRP-3 uygulamasinin si¢anlarda yaptiklar1 agik alan
testinde anksiyete benzeri davranislari uyardigin1 gostermistir. Sonug olarak RFRP,
hem stresle iliskili hormonlar1 (ACTH ve oksitosin) hem de agik alan testinde

anksiyete ile iliskili davranislart indiiklemistir (Kaewwongse ve ark. 2011).

RFRP-GPR147 sisteminin olast anksiyojenik etkileri iizerine yapilan diger
arastirma, Kim ve ekibinin (2015) yaptig1 calismadir. RFRP-3 ilk kez anksiyojenik
bir ndropeptit olarak tanimlanmistir. RFRP-3, kortikosteron salgilanmasini uyaran ve
anksiyojenik cevaplara yol acan giiglii bir HPA aktivatorii olarak rapor edilmistir.
Ama yine de, endojen RFRP peptitlerinin stres cevabinda aldiklar1 net rol agikliga

kavusamamistir (Kim ve ark. 2015).
1.1.8. Hipokampal RFRP-3

Hipokampusda RFRP-3-ir lifler CA2/CA3 bolgelerinde genis bir dagilim
gostermektedir. Hipokampal RFRP-3 lif projeksiyonlarinin en yogun CA2/CA3’{in
piramidal tabakalarinda bulunmasi, RFRP peptitlerinin hipokampal aktivitenin
modiilasyonuna katilabilecegini diisiindiirmiistiir. RFRP-3 reseptorlerinin kemirgen

hipokampusunda tespit edilen varlig1 da bu goriisii desteklemektedir (Rizwan ve ark.
2009).
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Ferris ve calisma arkadaslar1 (2015), RFRP-3-ir liflerin yanisira eriskin sigan
hipokampusunda ilk kez RFRP-3-ir hiicre govdeleri tespit etmistir. RFRP-3
immiinoreaktivitesi gosteren hiicre gévdelerinin % 100’iniin astrosit biyobelirteci
olan glial fibriler asidik protein (GFAP) ile kolokalize oldugu gosterilmistir.
Boylece, hipokampal astrositlerde lokal olarak RFRP-3 sentezlendigi kayitlara
geemistir. Bu bulgular, RFRP-3 néropeptitinin HPG aks1 digindaki olasi rollerine 151k
tutmaktadir (Ferris ve ark. 2015).

1.2. Eriskin Norogenez

Norogenezin (yeni ndron iiretiminin), 1965°te Joseph Altman tarafindan
kesfine kadar yalnizca gelisim asamasinda miimkiin olduguna ve ergenlik siireci ile
durduguna inanilmistir (Winner ve Winkler 2015). Eriskin memeli beyni
plastisiteden uzak, sabit bir yap1 olarak diisiiniilmiistiir. Eriskin nérogenez bugiine

kadar insanlar da dahil tim memelilerde tanimlanmistir (Eriksson ve ark. 1998).

Erigkin norogenez, yetiskin hipokampusunda bulunan ndéral prekiirsor
hiicrelerden kaynaklanmaktadir (Jin ve Galvan 2007). Eriskin MSS’de yeni iiretilen
noronlar, kok hiicreler ve progenitor hiicrelerden meydana gelmektedir. Her iki tip
hiicre de noronal prekiirsor hiicreler olarak kabul edilmektedir. Eriskin hipokampal
prekiirsorler, néronlari, astrositleri ve oligodendrositleri meydana getiren multipotent
hiicrelerdir (Bonaguidi ve ark. 2001; DeCarolis ve Eisch 2010). Yenidoganlar, temel
olarak noronlara farklilasmaktadir. Cok diisiik oranda astrositlere ve nadiren de

mikroglia veya oligodendrositlere farklilastigi gosterilmistir (Abrous ve ark. 2005).

Yeni noronlar yetiskin beyninde ayricalikli iki bolgede iretilmeye devam
etmektedir: hipokampusda dentat girus (DG)’un subgraniiler zonu (SGZ) ve lateral
ventrikiiliin lateral duvar1 boyunca yerlesen subventrikiiler zon (SVZ). Bu bolgelerde

ndron iiretimi yasam boyu gozlenmektedir (Jin ve Galvan 2007).

SVZ, eriskin kemirgen ve yetiskin insan beyninde ¢ogalan hiicre
popiilasyonunun en cok bulundugu bdélge olarak kayitlara ge¢mistir. Farelerde
giinliik SVZ’da bilateral olarak {iretilen yeni hiicre sayisinin 30,000 oldugu tahmin
edilmektedir (Abrous ve ark. 2005). SVZ’da yenidogan hiicreler olfaktor bulbusa

dogru rostral go¢ akimi (RMS) boyunca uzun bir mesafeyi asarak go¢ etmektedir.
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Hedef bolgeleri olan koku merkezine ulasip, interndronlara farklilasmaktadir ve koku

uyaranina cevap vermeye baslamaktadir (Ming ve Song 2011).

Hipokampus

CA3 C\
Olfaktér , Dentat
bulbus girus

Rostral £6¢ akim Subventrikiilerzon

Sekil 1.4. Memeli beyninde eriskin norogenez. SVZ’da ependimal hiicre tabakasi (E)’na komsu
uzanan progenitor hiicre tipleri A,B ve C. SGZ’da tip 1 hiicreleri (1) ve tip 2 hiicreleri (2) (Dias ve
ark. 2012).

1.2.1. Eriskin Hipokampal Norogenez

Erigkin hipokampal ndrogenez, noral kok hiicrelerin ¢ogalmasini, yenidogan
hiicrelerin  hayatta kalimi1 ve farklilagsmasini, hipokampal aga fonksiyonel
entegrasyonunu igeren, ¢ok basamakli ve kompleks bir siirectir (Ming ve Song 2011;

Christian ve ark. 2014).

Hipokampal nérogenez temel olarak dort asamadan olusmaktadir. Noral kok
hiicrelerin ve progenitorlerin boéliinerek ¢ogalmasi, mitoz sonucu yenidogan
hiicrelerin hayatta kalmasi ve farklilagsmasi ve olusan olgun ndéronun var olan
hipokampal aga katilmasidir. Eriskin ndrogenez, SGZ’da 6ncii kdk ve progenitorlerin
yavasg¢a ¢ogalmasi ile baglamaktadir. Daha kisithi progenitorlerin hizlica boliindiikleri
ikinci ¢ogalma fazi ile devam etmektedir ve geng hiicrelerin eliminasyonu ya da
sagkalimi i¢in se¢ilim asamasi ile siliregelmektedir. Postmitotik gelisimin son
safhasini olusturan, hayatta kalan hiicrelerin 6nceden var olan néronal aga katilimi ve
gittikce artacak olan noronal baglanti ve noéronal yapilarindaki fizyolojik

degisiklikleri ile son bulmaktadir (Ehninger ve Kempermann 2008). Norogenez
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dinamik bir siirectir. Prekiirsor hiicreler boliinmeye devam ederken ayni anda
noroblastlar gb¢ ederek farklilagsmaktadir ve immatiir noronlara doniismektedirler.
Postmitotik ve fonksiyonel olarak entegre yeni bir hipokampal néronun olusabilmesi

i¢in tiim bu asamalar sirasiyla gereklidir (Kempermann ve ark. 2015) (Sekil 1.5).

Hipokampusdaki norogenez, dentat girusta SGZ ile sinirhdir ve eriskin
hipokampal norogenez, yalnizca tek tip néronu (DG’un temel ekstitator ndronlar
olan graniil hiicrelerini) iiretmektedir (Ming ve Song 2011; Christian ve ark. 2014;
Kempermann ve ark. 2015). Glutamaterjik graniil noronlarinin yanisira
yenidoganlarin kiiciik bir yiizdesinin (% 14) GABAerjik basket hiicrelerine de
farklilasabilecegini gosteren bulgular literatiirde yer almaktadir (Liu ve ark. 2003).

Geng eriskin si¢anlarin, DG’da her giin 9,000 yeni hiicre iirettii tahmin
edilmektedir ki bu rakam aylik toplam graniil hiicre populasyonunun % 6’sina
yaklagiktir. Yetiskin insanlarin ise, her bir hipokampusuna giinliik 700 néron ekledigi
Ongoriilmiistiir (Christian ve ark. 2014). Yeni olusan hiicreler, DG’un graniiler
tabakasina entegre olmaktadir ve aksonlarini ve dendritlerini hedef bdlgelerine
uzatmaya baslamaktadir (Duan ve ark. 2008). Farklilasan, olgunlasan yeni bir
norondan beklenilen, elektriksel olarak aktif, fonksiyonel bir nérona doniismesidir.
Yeni graniil hiicreleri, aksonlarini CA3 boélgesine dogru, dendritlerini de molekiiler
tabakaya dogru uzatmaktadir. Boylece, entorhinal korteksten input almaktadir ve
aldiklar1 bu bilgiyi CA3 piramidallerine ileterek hipokampal aga fonksiyonel olarak
entegre olmaktadir. Dogumlarindan bir ay sonra yeni ndronlarin elektrofizyolojik
yapilart ve islevleri agisindan olgun graniil ndronlarindan farklarinin olmadig:

gosterilmistir (Abrous ve ark. 2005).
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MITOTIK POSTMITOTIK

MORFOLOJI

Sekil 1.5. Eriskin hipokampal nérogenez basamaklar1 ve biyobelirtegleri (Perera ve ark. 2008’den
degistirilerek alinmistir).

1.2.2 Eriskin Hipokampusda Noérojenik Yatak: SGZ

Dentat girusta erigkin norogenez, graniil hiicre tabakasi ve hilus arasinda
uzanan ince bir bant seklinde bir doku olan SGZ’da yerlesen prekiirsor
populasyonundan koken almaktadir. Hiicre ¢ogalmasinin ¢ok biiyiik bir kismi1 burada
gerceklesmektedir. SGZ, yetiskin beyninde progenitor hiicreler agisindan énemli bir
depo gorevi gormektedir. Noral kok hiicreler veya progenitorler diger beyin
bolgelerinde de yer almaktadir. Norojenik olmayan bu bolgelerde yerlesen noral kok
hiicreler sessiz halde beklemektedir ve potansiyellerini kullanmamaktadir. Bu yilizden

norogeneze izin veren norojenik bolgelerde diizenleyici cevresel faktorlerin kok
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hiicrelerden bagimsiz sekilde dnemli bir rol oynadig: diisiniilmektedir. Alternatif bir
goriis olarak da norojenik olmayan bolgelerde yerlesen kok hiicrelerden meydana
gelecek norogenezin aktif bir sekilde baskilandigr ortaya atilmistir. Tim
bilesenleriyle norogeneze izin veren bu 6zel mikro ¢evre “norojenik yatak” veya
“noral kok hiicre yatagr” olarak adlandirilmaktadir (Ehninger ve Kempermann 2008;

Zhao ve ark. 2008).

Erigkin beynindeki noral kok hiicre yataklari gesitli hiicre tiplerini ve doku
kompenentlerini igermektedir. Kok veya progenitor hiicreler ve bunlardan olusan
yavrular, astrositler, oligodendroglialar, mikroglialar ve immiin hiicreler bunlar
arasinda yer almaktadir (Kempermann ve ark. 2015; Ming ve Song 2011). Norojenik
yataklarda endotel hiicrelerinin trofik faktorler salgilayarak kok benzeri hiicrelerin
yenilenmesinde kritik bir regiilator olabilecegi de dikkat ¢ekici bir husustur (Abrous
ve ark. 2005).

1.2.3. Hipokampal Noérogenezle Uretilen Hiicre Tipleri ve Biyobelirtecleri
1.2.3.1. Tip 1 Hiicreleri ve Biyobelirtecleri

Erigkin norogenez, radial glial ve astrositik yapilara sahip olan bir kok
hiicreden (Tip 1 hiicre) orjinlenmektedir. Beynin sinirli bolgelerinde radial glia
hiicreleri sadece astrositleri olusturmakla kalmamaktadir, astroglial kok hiicrelere
veya progenitoér hiicrelere de doniisebilmektedir. Kok hiicreler, hiicre béliinmesi
yoluyla kendilerini yenileyebilme ve cok sayida degisik hiicre tipine farklilasma

kabiliyetleri bulunan hiicrelerdir (Ming ve Song 2011; Braun ve Jessberger 2014).

Tip 1 hiicrelerinin somalar1, liggenimsidir ve SGZ’da yerlesiktir. Apikal
uzantilarint DG’un molekiiler tabakasina dogru uzattiklar1 ve kan damarlartyla
temasa gectikleri gosterilmistir. Uggenimsi somadan ¢ikan daha kisa uzantilar ise,
SGZ’un tabaninda uzanmaktadir. Bu tip hiicreler, SGZ’da goreceli olarak bol
miktarda bulunmaktadir fakat nadiren boliinmektedir (von Bohlen ve Halbach 2011;

Ehninger ve Kempermann 2008).

Eriskin ndrogenezin her bir asamasi sirasinda ¢esitli spesifik belirtecler
eksprese edilmektedir. Bu belirteclerin tespiti ile ndrojenik siire¢ ve yenidogan

hiicrelerin kaderi detayli ve net bir sekilde izlenebilmektedir (Duan ve ark. 2008; von
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Bohlen ve Halbach 2011). Tip 1 hiicreleri, glial fibriler asidik protein (GFAP) ve ara
filament nestini eksprese etmektedir fakat belirgin bir postmitotik astrosit
populasyonunda eksprese edilen kalsiyum baglayan protein S-100 beta i¢in negatiftir.
[laveten, radial gliamarker beyin lipid-baglayan proteini ve SRY-iliskili HMG-box
gen2 (Sox2) ekspresyonu gostermektedirler (Duan ve ark. 2008; Braun ve Jessberger
2014; von Bohlen ve Halbach 2011).

1.2.3.2 Tip 2 Hiicreleri ve Biyobelirtegleri

Tip 1 hiicreleri, hizlica ¢ogalan ara progenitor hiicrelerini -tip 2 hiicrelerini-
olusturmaktadir (Braun ve Jessberger 2014). Tip 2 hiicreleri (progenitorler), yiiksek
proliferatif aktivite gostermektedir (Abrous ve ark. 2005; von Bohlen ve Halbach
2011). Yeni {iretilmis hiicre havuzunun genislemesi, temel olarak tip 2 hiicre fazi
sirasinda ger¢eklesmektedir (Kempermann ve ark. 2015; Braun ve Jessberger 2014).
Tip 2 hiicreleri, apikal ¢ikintilara sahip degildir ve kiiglik bir soma, diizensiz sekilli
bir niikleus, kisa ve horizontal olarak yonlenmis ¢ikintilar ile Kkarakterizedir

(Ehninger ve Kempermann 2008).

Tip 2 hiicreleri, ¢esitli glial ve ndronal belirteglerin ifadelenmesinde Ortiisme
gostermektedir. Oncii  tip 2 hiicreleri, kok hiicre biyobelirteci Sox2’yi
sentezlemektedir. Tip 2 hiicreleri iki alt populasyona ayrilabilir ve ikisi de nestin-
positiftir. Tip 2a olarak adlandirilan alt grup, immatiir ndronal belirteci doublecortin
(DCX) i¢in negatifken; Tip 2b, DCX ig¢in pozitiftir (Ehninger ve Kempermann 2008;
von Bohlen ve Halbach 2011). Tip 2a progenitorleri, glial biyobelirtegleri eksprese
etmeye devam etmektedir fakat karakteristik radial hiicre morfolojisinden yoksundur.
Tip 2 hiicreleri Eomes (Tbr2) ekspresyonlariyla da karakterizedir. Tbr2’nin Sox2’yi
baskiladigi ve kok hiicrelerden progenitdr hiicrelere doniisiim i¢in kritik oldugu

ongoriilmektedir (Kempermann ve ark. 2015).
1.2.3.3. Tip 3 Hiicreleri ve Biyobelirtecleri

Tip 3 asamasi, yavas¢a ¢ogalan noroblastlardan postmitotik immatiir
noronlara gecis fazidir. Normal kosullar altinda, tip 3 hiicrelerinin proliferatif
aktiviteleri ¢cok degildir fakat ndbet durumu gibi patofizyolojik bir kosulda, belirgin
bir sekilde proliferatif aktivitelerini arttirmaktadirlar (Kempermann ve ark. 2015).

Tip 3 hiicrelerinin morfolojileri de olduk¢a gesitlilik gostermektedir: ¢ikintilarin
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yonii horizontalden vertikale kadar degisebilmektedir ve ¢ikintilarin boyu ve

kompleksligi de ¢esitlilik gosterebilmektedir (von Bohlen ve Halbach 2011).

Hiicre dongiisiinden ¢ikis, bu asamada ger¢eklesmektedir (Kempermann ve
ark. 2015) ve kalsiyum baglayan protein Kalretininin gegici ekspresyonu da bu
zamana rastlamaktadir. Hiicre boliinmesinden 2-3 hafta sonra kalretinin, postmitotik
immatlir noéron populasyonunu isaretlemeyi saglayan kalbindin ile yer
degistirmektedir. Kalretinin  ekspresyonu siiresince gelisimin  biiyiik  kismi
tamamlanmaktadir ve dendritik dallar ve akson CA3 bolgesine dogru uzatilmaktadir.
Akson dallanmasi, sinaptik baglantilardan onceki agamadir. Dendritik filizlenmeler
hiicre boliinmesinden yaklasik bir hafta sonra gozlenmeye baslanirken, CA3 ile
aksonal baglanti en erken 10 giin sonra baglamistir (Ehninger ve Kempermann 2008).
Yeni graniil hiicresinin eksitator inputlar1 tam olarak almasinin, hiicre boliinmesinden
yaklagik olarak iki ay sonra tamamlandig gosterilmistir (Toni ve ark. 2007). Tip 3
hiicreleri, noronal kokenli biyobelirtecler (DCX) eksprese ederken; glial kdkenli
hicbir belirte¢ ekspresyonu gostermezler (Kempermann ve ark. 2015; von Bohlen ve

Halbach 2011).

Yeni noronlar, néron spesifik niikleer antijen (NeuN/RbFox3) ve kalretinin
gibi postmitotik belirtegler eksprese etmektedir. Yenidogan hiicrelerin ¢ogunun,
birka¢ giin icerisinde apoptozla elendigi gézlemlenmistir (Christian ve ark. 2014);
fonksiyonel baglantilarini (akson, dendrit gelisimi ve sinaptogenez gibi) kurabilenler
postmitotik olgunlasma fazini olusturmaktadir. Farklilasma sirasinda terminallerini
olusturamayan ya da terminal farklilagsmasini tamamlayamayan hiicrelerin, immatiir
noronlara doniisemeden dogumlarindan sonraki bir hafta icinde oldiikleri rapor
edilmistir ki bu yenidogan hiicrelerin % 60’1 etkileyen bir siiregtir. NeuN-pozitif
yeni ndron sayisi, en erken donemlerde en yiiksektir ve birka¢ giin i¢inde dramatik
bir sekilde azalmaktadir. Yenidoganlarin ¢ogu, hedef bolgeleri CA3 ile fonksiyonel
temas kurmadan veya entorhinal korteksten dendritik inputlar1 almadan Once
elenmektedir (Kempermann ve ark. 2015). ilk iki hafta hayatta kalan hiicrelerin, DG
agma sabit ve kalict olarak entegre oldugu belirtilmistir. Bu asamadan sonra artik
hiicre sayisinda ¢ok kiiciik degisiklikler meydana gelmektedir. Var olan aga yapisal

entegrasyonun tamamlanmasindan sonra, yeni hiicreler, kalsiyum baglayan

22



proteinlerini kalretininden kalbindine degistirmektedir (Ehninger ve Kempermann
2008).

Dentat girusta olgunlasan yeni eksitator graniil hiicrelerinin aksonlari, dentat
girusu CA3’e baglayan mossy liflerini olusturmaktadir (Christian ve ark. 2014).
Entorhinal korteksten aldiklari bilgiyi, mossy lifleri araciliiyla CA3 piramidal
noronlarma iletmektedirler. Aktiviteleri, dentat girus ve hilusta bulunan ¢ok sayida
ara noron tarafindan modiile edilmektedir (Ming ve Song 2011; Kempermann ve ark.
2015).

1.2.4. Yenidogan Hipokampal Noronlarin Fonksiyonel Onemi

Erigkin ndrogenez, yalnizca kaybedilen noronlar icin temel bir replasman
mekanizmas1t sunmakla kalmamaktadir, aym1 zamanda plastisite kapasitesini
genisleten gelisimsel bir silire¢ olarak da yasam boyu devam etmektedir. Eriskin
DG’da iiretilen yeni noronlar olgunlagma ve entegrasyon asamalari siiresince gegici
olarak essiz ozellikler sergilemektedir. Erigskin beyninde dogan graniil hiicrelerini,
hipokampusda var olan olgun noronlardan farkli kilan en 6nemli etkenler, gamma-
aminobiitirik asit (GABA) ile depolarize olmalar1 (3 haftaliktan kiiclik ndronlar),
artmis eksitabiliteleri, uzun siireli potansiasyon (LTP) icin oldukg¢a diisiik esik
degerine sahip olmalar1 ve LTP genliklerinin fazla olmasi seklinde ifade edilmektedir
(Ge ve ark. 2008). Geng graniil hiicreleri, essiz bir elektrofizyolojik yapiya sahiptir.
Aktivasyon esikleri daha diisliktiir ve dinlenim zar potansiyelleri daha yiiksektir.
Uzun siireli potansiasyona ¢ok daha kolay ugrarlar. N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOr yapilarindaki degisiklikler de geng ve yash graniil néronlar1 arasindaki farkl
plastisite profiline katki saglamaktadir (Ge ve ark. 2007). Daha diisiik uyarilma ve
plastisite esiginin, gen¢ graniill noronlarmin lokal fonksiyonel aga daha rahat

katilimini saglayabilecegi one siiriilmiistiir (Ehninger ve Kempermann 2008).

Yenidogan hiicrelerin  var olan hipokampal devrelere stratejik
entegrasyonlarinin devam etmesi, hipokampal noroplastisite ile sonu¢lanmaktadir ve
beyin fonksiyonlarma spesifik katkilar saglayabilmektedir. Yeni noronlarin,
hipokampusdaki plastisiteyi saglayan bircok mekanizmaya katildigi gosterilmistir.

Ogrenme ve bellekte, duygu durum kontroliinde, strese cevapta ve sosyal
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davraniglarda kritik rolleri bulunmaktadir (Christian ve ark. 2014; Cameron ve
Glover 2015).

Eriskin norogenezin 6grenmenin ¢esitli sathalarina etki ettigi ve 6grenmeyi
hizlandirdig1 belirtilmistir. Girdileri kodlama, konsolidasyon, depolama ve geri
cagirma, DG’da yeni, hipereksitabl graniil ndronlarinin zaman sinirh rolleri arasinda
yer almaktadir (Stuchlik 2014; Eisch ve ark. 2008). Ogrenme ve eriskin nérogenez
birbirine bagli bir sekilde diizenlenmektedir. LTP’nin siirekliligi bellek kaybin
engelleyen en temel mekanizma olarak bilinmektedir ve LTP inhibisyonu bellegin
silinmesiyle sonu¢lanmaktadir. Bir aninin kodlanmasi i¢in hipokampal sinapslarda
LTP indiiklenmektedir. Immatiir hipokampal ndronlar, sahip olduklar: diisiik LTP
esigi ile yeni anilarin kodlanmasina katilmaktadir (Stuchlik 2014).

Uzamsal haritalamanin hipokampusun o©6nemli bir fonksiyonu oldugu
bilinmektedir. Hipokampal bagimli uzamsal test olarak en ¢ok kullanilan labirentin
Morris su labirenti (MWM) oldugu kuvvetle muhtemeldir. MWM’de yapilan
deneylerde bozulmus nérogenezin 6grenme ve uzamsal bellek {izerine olumsuz
etkileri gosterilmistir. Erigkin nérogenezden yoksun farelerin uzamsal stratejiyi
kullanmada normal farelere gore daha yavas oldugu kayitlara ge¢mistir. Azalmis
kesfetme motivasyonu veya artmis anksiyete gibi ¢esitli davranis degisikliklerinin de
bu etkiyi olusturmada rollerinin olabilecegi disiiniilmektedir (Stuchlik 2014;

Cameron ve Glover 2015).

Ogrenme siirecinde tek bir 6grenim deneyiminden sonra, aktiflesen eriskin
norogenezle liretilen graniil hiicrelerinin orani, ventral DG’da dorsal DG’dan daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Ventral hipokampusun emosyonel bellek ile ve dorsal
hipokampusun uzamsal bellek ile yakin iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu datalar
yeni ndronlarin uzamsal bellege ek olarak, duygusal acidan hipokampal davraniglara
daha ¢ok katilabilecegini diisiindiirmiistiir (Eisch ve ark. 2008). SGZ’da meydana
gelen norogenezin mod regiilasyonundaki potansiyel rolii, ilk kez Gould ve ekibi
tarafindan arastirllmistir. SGZ’da hiicre boliinmesinin, insanlarda ve hayvanlarda
strese maruziyetin uyardig1 kortikosteroidler tarafindan baskilandigi rapor edilmistir
(Gould ve ark. 1992; Zhao ve ark. 2008). Giliniimiizde eriskin hipokampal

norogenezin modun yiikseltilmesinde O6nemli bir faktér oldugu diisiintilmektedir.

24



Azalmis ya da bozulmus nérogenezin depresyon ve anksiyeteye yol agabilecegi ifade

edilmektedir (Petrik ve ark. 2012; Cameron ve Glover 2015).
1.2.5. Eriskin Norogenezin Kontrolii

Intrensek programlar ve ekstraseliiler gevresel faktdrler eriskin ndrogenezi
farkli agilardan birlikte diizenlemektedir. Biiyiime faktorleri, nérotrofinler, sitokinler
ve hormonlar erigkin nérogenezin temel diizenleyicileridir. Norojenik yatak ile ilgili
faktorler ve reseptorler, stoplazmik faktorler, transkripsiyonel faktorler ve epigenetik
regiilatorler tanimlanan etkenler arasinda yer almaktadir (Grote ve Hannan 2007;

Zhao ve ark. 2008; Winner ve Winkler 2015).

Notch, Sonic hedgehog (Shh), Wnt ve kemik morfojenik proteinleri (BMP)
dahil ¢ok sayida morfojen, eriskin noral prekiirsorlerinin devamini, aktivasyonunu ve
kaderini degistirebilecek norojenik yatak sinyalleri olarak hizmet etmektedir.
Wnt3’lin, noral kok hiicre yataginda astrositlerden kaynaklanabilecegi ve erigkin
SGZ’da noronal prekiirsor hiicrelerin ¢ogalmasini uyardigi rapor edilmistir. Buna
karsin BMP’nin yetiskin beyninde glia farklilasmasint uyardigi ve ndral
farklilasmay1 inhibe ettigi tespit edilmistir. NoOral prekiirsorlerde Notch
sinyallesmesinin delesyonu, prekiirsor kayiplariyla ve nérogenezin devamliligininin
korunamamas: ile sonuglanmistir. Notch sinyallesmesinin eriskin SVZ’da norojenik
yatak komponentlerini diizenledigi de ileri siirlilmiistiir. Ephrinler ve Eph
reseptorleri, SVZ’da hiicre proliferasyonunun regiilasyonunda rol oynamaktadir. Shh
sinyallesmesi de radial glia benzeri hiicreleri aktiflestirmektedir. Bu hiicrelerin hem
SVZ’da hem de SGZ’da varliklarim1 ve yerlesimlerini siirdiirmeleri igin Shh

sinyalinin gerekli oldugu belirtilmistir (Ming ve Song 2011).

Dentat girus ve olfaktor bulbus farkli ndrotransmitterler ve noropeptitlerin
saliverildigi bircok beyin bdlgesinden gelen inputlarla donatilmistir. Glutamat,
GABA, asetilkolin gibi temel norotransmitterler, go¢, olgunlagsma, entegrasyon ve
yavru noronlarin sagkalimini dogrudan modiile etmektedir. Klinikte kullanilan
antidepresanlar, erigkin hipokampusda serotonin ve norepinefrin diizeylerini
degistirerek noral progenitor proliferasyonunu ve hayatta kalan yenidogan ndron
sayisini arttirmaktadir ve dendritik gelisimlerini hizlandirmaktadir. Erigkin SVZ’da

noroblastlardan saliverilen GABA’nin prekiirsor ¢ogalmasini durdurarak néroblast
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gociinii uyardigr gosterilmistir. Eriskin SGZ’da GABA, dendritik gelisimi, sinaps
olusumunu ve yenidoganlarin sagkalimini uyarmaktadir. NMDA reseptor
sinyallesmesi, eriskin SVZ’da ndroblastlarin ve SGZ’da immatiir noéronlarin

sagkalimini diizenlemektedir (Grote ve Hannan 2007; Ming ve Song 2011).

Erigkin norogenezin hiicre i¢i yonetiminde hiicre dongiisii regiilatorleri,
transkripsiyon faktorleri ve epigenetik mekanizmalar anahtar rol oynamaktadir.
Hiicre cogalmasinin kontroliinde retinoblastoma proteini (Rb) ve p107, p130, nektin,
E2F protein ailesi rol almaktadir. Rb proteininin seviyesindeki artisin néronal
progenitdr hiicrelerin mitoza girisi i¢in énemli bir adim oldugu ve ¢ogalma {izerine
etkisini hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina girmesini saglayarak gosterdigi ortaya
konulmustur. p16, p21 ve p53 gibi hiicre donglisli inhibitdrleri, sessiz kok hiicre

havuzunun varliginin stirdiiriilmesinde gorev almaktadir (Abrous ve ark. 2005).

Yaslanma, 0grenme deneyimleri ve fiziksel aktivite erigkin nérogenezin her
bir fazin1 diizenleyebilen fizyolojik faktorlerdir. Hipokampal nérogenez, fizyolojik
etmenlerin yanisira stres ve obezite gibi patolojik kosullara da oldukca hassastir

(Zhao ve ark. 2008).

Hipokampal nérogenezin yasla birlikte 6nemli dl¢lide azaldig: bilinmektedir.
Yasli hayvanlarda progenitor hiicre cogalmasi, noronal farklilasma ve sagkalim
olduk¢a diisiik diizeyde seyretmektedir (Taylor ve ark. 2013). 9-10 haftalik
sicanlarda yapilan calismada DG’da yenidogan hiicre sayis1 giinliik yaklagik olarak
9,000 olarak belirlenmistir ancak 4 aylik siganlarda bu rakam 4,000’e diismektedir
(Abrous ve ark. 2005). Bu noérojenik azalmanin sebebi, ndrogenezin siirdiiriilmesini
ve kontroliinli saglayan cesitli faktorlerin yaslanan beyinde zamanla degismesidir

(Taylor ve ark. 2013).

Hipokampus  bagimli  6grenme,  hipokampal  ndrogenezin  ana
diizenleyicilerinden birisidir. Hipokampus bagimli islerin 6grenilmesinde eriskin
yenidogan graniil hiicrelerinin sayisinda artis gozlenmistir fakat hipokampusdan
bagimsiz gorevlerde bu etki goriilememistir. Buna ragmen SGZ’da prekiirsor
proliferasyonunda 6grenmeden hemen sonra etkiler meydana gelmemistir. MWM’de
uzamsal navigasyon Ogreniminin graniil hiicrelerinin sagkalimini uyardigi tespit

edilmistir. Buna karsin MWM egzersizinin ge¢ fazi ise DG’da artmis apoptoz ve
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MWM egitiminin erken fazinda dogan yavru ndronlarin sayisinda azalma ile
sonuclanmistir.  Sonugta Ogrenme, norogenez lizerindeki etkisini  hiicre
proliferasyonunu degil sagkalimini artirarak gostermektedir. Hipokampus bagimli
O0grenmenin, hipokampal néronal ag1 uyararak norogenezin hizini etkileyebilecegi de

belirlenmistir (Eisch ve ark. 2008; Deng ve ark. 2010).

Mental egzersizin yaninda fiziksel egzersiz de hipokampal ndrogeneze
olumlu yonde etki etmektedir. Zenginlestirilmis c¢evrenin farkli elementlerinin
ayrilmasi ile farelerde goniillii kosmanin hiicre proliferasyonunu, nérogenezi ve
sinaptik plastisiteyi hatta uzamsal bellek fonksiyonlarini arttirdigi gosterilmistir.
Kosma tekerleri ile yapilan fiziksel egzersizin 5-bromo-2’-deoksiuridin (BrdU)
pozitif hiicre sayisini arttirdigi, progenitor proliferasyonu, ndronal sagkalim ve
norotrofin diizeylerini yiikselttigi belirtilmistir. Egzersiz, BDNF up-regiilasyonuna
ve eriskin hipokampal norogeneze aracilik eden kritik bir faktordiir. Fiziksel aktivite,
DG’un sinaptik plastisitesini norogenezi artirarak degistirmektedir. Kontrollerle
kiyaslandiginda kosan kemirgenler, DG’da 6nemli derecede LTP artig1 gdstermistir.
Norogenezle iiretilen yeni ndronlarin hipokampal plastisiteye katkilari, egzersiz ile
daha da yiikseltilmistir. Fiziksel egzersizin yenidoganlarin hipokampal devrelere
entegrasyonunu hizlandirdig1 da kuvvetle muhtemeldir. Fiziksel aktivitenin DG’da
morfolojik degisikliklere yol actigi rapor edilmistir. Graniil hiicre dendritlerinin
toplam uzunlugunu, kompleksligini ve dallanma yogunlugunu belirgin bir sekilde
arttirdig1 tespit edilmistir. Dahasi, uzun siireli egzersiz yalnizca DG’da degil ayni
zamanda entorhinal korteks ve CA1 piramidal hiicrelerinde de morfolojik degisimleri

uyarmistir (Vivar ve ark. 2013).

Yaslanma ile gozlenen nérogenez azalmasini, egzersizin  geri
dondiirebilecegine iliskin bulgular elde edilmistir. Progenitdr ¢ogalmasinda yas
bagimli diistisiin egzersiz ile 6nemli Ol¢lide azaltildigi ve orta yash veya yash
farelerin kosma egzersizine baslamasi ile yeni ndron sayilarmin ylikseldigi

kaydedilmistir (Zhao ve ark. 2008; Vivar ve ark. 2013).

Eriskin nérogenezin modiilasyonuna cevresel kosullar da katilmaktadir. Geng
noronlar i¢in faydali olan bir diger faktor zenginlestirilmis ¢cevredir. Zenginlestirilmis
cevre faktorii, 6zellikle norogenezin regiilasyonuna katilan norotransmitterleri ve

trofik faktorleri etkileyerek beynin kimyasini degistirmektedir. Zenginlestirilmis bir
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cevre ile etkilesimin DG’da yenidogan hiicrelerin sagkalimini uyardig1 ancak hiicre
proliferasyonunu degistirmedigi bulunmustur. Zengin ¢evrenin, ndrogenezi artirarak
MWM’de uzaysal bellekte de gelismeye yol agtigi gozlemlenmistir. Yapilan
caligmalardan, zenginlestirilmis ¢evrenin hipokampal nérogenezi genetik altyapiya
bagli olarak farkli sekilde etkiledigi sonucu c¢ikarilmistir. Cevre kosullarinin
zenginlestirilmesi 129/Sv] farelerinde progenitdr proliferasyonunu arttirirken;
C57BL/6 farelerinde noéronal sagkalimi arttirdigi ancak progenitér c¢ogalmasini
degistirmedigi rapor edilmistir. Cevrenin kalitsal 6zelliklere gore degisebilir etkilere
sahip olmasinin altinda yatan mekanizma ise heniiz agiklanamamistir (Abrous ve ark.

2005; Bekinschtein ve ark. 2011).
1.2.6. Hipokampal Norogenez ve Anksiyete

Anksiyete ve korku, tehlike olarak algilanan dogal veya kosullu uyarilara
kars1 adaptif duygusal reaksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Norobiyolojik diizeyde
anksiyetenin, HPA aksi tarafindan diizenlenen savas ya da kag¢ cevabinin temel
mekanizmasinda bir bozulmadan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Eriskin
hipokampal nérogeneze ev sahipligi yapan DG’un strese karsi son derece hassas
oldugu bilinmektedir. Kronik stresin HPA aksinin aktivitesini degistirmenin yanisira
hipokampal nérogenezi baskiladig1 da gosterilmistir (Marques ve ark. 2016). Dahast,
noral progenitdrlerin kaderi, i¢inde bulunulan emosyonel durumdan 6nemli dlgiide
etkilenmektedir (Kheirbek ve ark. 2012). Norogenezin patolojik anksiyete gelisimi
ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir. Eriskin SGZ’da iiretilen yeni ndronlarin

korku ve anksiyetenin regiilasyonuna katildig: ileri siiriilmiistiir (Marques ve ark.
2016).

Yeni anilar ve bu anilarin rehberliginde davranislar olusturmak
hipokampusun temel fonksiyonel etkilerindendir. Hipokampus, anksiyetenin
modiilasyonunda oynadigi kilit rolden dolayr ‘emosyonel beyin’ olarak da
adlandirilmaktadir (Kheirbek ve ark. 2012). DG’da iiretilen noronlar, mossy lifleri
aracilifiyla hipokampal aga katilmaktadir ve hipokampusun duygu-durumu ile iliskin
fonksiyonlarma onemli katkilar saglamaktadir (Petrik ve ark. 2012). Yenidogan
hipokampal néronlarin uyardig1 artmis noroplastisiteye, azalmis anksiyetenin eslik

ettigi bulunmustur. Kemirgenlerde azalmis anksiyete, yiikseltilmis art1 labirent esas
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olmak tizere aydinlik-karanlik kutu gibi bazi anksiyete testlerinin bulgulari olarak

kayitlara gegmistir (Marques ve ark. 2016; Petrik ve ark. 2012).

Cesitli anksiyete bozukluklarinda hipokampal hacimde degisikliklerin
meydana geldigi tespit edilmistir (Kheirbek ve ark. 2012). Azalmis ndrogenezin
azalmis hipokampal voliim ile sonuclanabilecegi bilinmektedir (Petrik ve ark. 2012).
Genetik manipiilasyonlarla veya 1sinlama teknikleriyle ndrogenezin yok edilmesinin,
davranigsal degisikliklerle sonuglandigi belirtilmistir. Bozulmus hipokampal
norogenezin anksiyete benzeri davraniglarda artisa neden oldugu rapor edilmistir.
Anksiyete olusturulmus hayvan modellerinin DG’unda daha az sayida immatiir

noron bulunmustur (Marques ve ark. 2016).

Norogenezin hem bazal kosullarda hem de antidepresanlarla etkilesimde stres
cevabin1 modiile ettigi gosterilmistir. Anksiyete ve depresyon gibi rahatsizliklarin
tedavisinde hipokampal noérogenezi hedeflemenin fayda saglayabilecegi
Ongoriilmiistiir. Hipokampal ndrogenez cesitli kategoride antidepresanlar ve bazi
anksiyolitikler tarafindan arttirilmaktadir (Kheirbek ve ark. 2012). Kronik
antidepresan tedavisi sonucunda, SGZ’da proliferasyonda ve nérogenezde belirgin
sekilde artis olduguna iligkin bulgular elde edilmistir (Petrik ve ark. 2012).
Antidepresan ilaglarin antidepresan etkilerini gosterebilmeleri igin intakt yani
bozulmamis bir hipokampal nérogeneze ihtiya¢ duydugu belirlenmistir (Kheirbek ve
ark. 2012). Anksiyete bozukluklarinda cevresel veya farmakolojik efektif bir tedavi
icin erigkin hipokampal noérogenezin gerekli oldugu goriilmiistiir. Buna karsin,
antidepresanlarin eriskin norogenezden bagimsiz bir sekilde modun ytikseltilmesini

saglayabilecegini rapor eden ¢alismalar da mevcuttur (Petrik ve ark. 2012).

1.3. Eriskin Dentat Girusta Norogenezin Regiilasyonuna Katilan Gizemli Bir
Faktor: Hipokampal Astrositler

1.3.1. Noronal Farkhlasma Siirecinde Astrosit Kontrolii

Noral devrelerde astrositlerin  fonksiyonu wuzun siiredir gizemini
korumaktadir. Pasif destek hiicreleri olarak anilan astrositlerin, sinaps olusumunun
ve fonksiyonlarinin kontroliinde kritik bir rol oynadig1 son donemlerde gosterilmistir.
Sicanlarda tek bir astrositin 100,000 sinapsla baglantili oldugu ve néronlarla ¢ok

yonlii bir etkilesim i¢inde bulundugu bildirilmistir. Bununla birlikte, astrositler de
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noronlar gibi iyon kanallari, reseptorler ve hiicre ylizey molekiilleri eksprese
etmektedir. Boylece astrositler de ndrotransmitterlere ve ¢evresel degisimlere cevap
verebilmektedir. Bu 6zellikler, astrositlere noronlarla dinamik bir iletisime gegerek
noral devrelerin gelisiminin  koordinasyonunu saglamada kilit bir misyon

yiiklemektedir (Seri ve ark. 2001; Abrous ve ark. 2005; Clarke ve Barres 2013).

Beyinde dogru sayida ve tipte sinaps kurulmasi noral devrelerin olusumu ve
bilgilerin islenmesi i¢in vazgecilemez bir faktordiir. Astrositlerin sinaps olusumunu,
olgunlagmasini ve eliminasyonunu giiglii bir sekilde diizenledigi belirlenmistir. Son
donemlerde siganlarda yapilan arastirmalarla astrositlerin sinaps olusumunu hem
temas aracili ve hem de salgiladiklar1 sinyallerle kontrol edebilecegine isaret
edilmistir.  Astrositlerin, sinaps gelisimini thrombospondin, SPARCL1 ve
apolipoprotein E gibi sinaptogenetik sinyalleri salgilayarak kontrol ettigi One
siiriilmiistiir. /n vitro g¢alismalar, sigan ve insan hipokampal néronlarinda da
astrositlerin sinaps olusumunu uyarabilecegini gostermistir. Kemirgen astrositlerinin
sinaps gelisiminin her asamasmin kontroliine katildig: ileri siiriilmiistiir. insan
astrositleri ile ilgili de benzer bulgular elde edilmistir. Bununla birlikte, insanlarda
astrositlerin kemirgen astrositlerinden daha c¢ok sayida sinaps olusturabilme
yetenegine sahip oldugu da kaydedilmistir (Clarke ve Barres 2013; Kempermann
2015).

Astrositlerin eksitator sinapslarin yanisira inhibitér sinaps yapimini da
uyardigi bulunmustur. Gelismekte olan hipokampal noron kiiltiiriinde i¢inde astrosit
yer alan medyum, tip A GABA (GABA A) reseptorlerinin yogunlugunu onemli
derecede arttirmistir. Bu bulgularla uyumlu olarak, astrositlerin hipokampal
kiiltiirlerde GABAerjik aksonlarin dallanmasini ve uzunlugunu ve inhibitor
sinapslarin  sayisint arttirdigt rapor edilmistir. Presinaptik ve postsinaptik
farklilasmay1 diizenleyen molekiiller salgilayabilen astrositler, GABA A
reseptorlerinin de ekspresyonunu modiile etmektedir. Astrositlerin eksitatér veya
inhibitdr sinapslarin her biri i¢in ayr1 molekiiller salgilayarak, sinaps olugumlarin
birbirinden bagimsiz bir sekilde uyardigi diisiiniilmektedir. Astrositler tarafindan
salgilanan proteinlerin molekiiler kimlikleriyle ilgili bilgiler ise olduk¢a yetersizdir

(Clarke ve Barres 2013).
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1.3.2. Hipokampal Astrositlerin Eriskin Norogenezin Regiilasyonunda

Tanmumlanan Rolleri

Lokal astrositik populasyonun SGZ yataginin nérojenik bir bolge olmasinda
onemli bir rol alabilecegi ileri strilmiistir (Kempermann 2015). Hipokampus
kaynakli astrositlerin kdk veya progenitor hiicrelerden néronal farklilasmay1 uyardigi
fakat omurilik kaynakli astrositlerin bunu basaramadigi in vitro uygulamada
gosterilmistir (Song ve ark. 2002). In vivo kosullarda da ¢ogalan hiicrelerin
astrositlere ¢ok yakin bir konumda yerlestikleri tespit edilmistir (Ehninger ve
Kempermann 2008).

Ekstraselliiler mikroortamin homeostazinda 6nemli rolii oldugu bilinen
astrositlerin norosteroidler, sitokinler, ¢esitli iyonlar, biiyiime faktorleri ve glutamat
metabolitleri gibi lokal sinyaller salgilayarak hipokampal ndrogenezi diizenledigi
belirtilmistir (Abrous ve ark. 2005). Hipokampal astrositlerin, yenidogan ndron
entegrasyonunu da uyardigi gosterilmistir. Wnt sinyallesme yolaginin blokaji,
astrositlerin nérojenik aktivitesini ve SGZ’da ndrogenezi baskilamistir. Elde edilen
bu bulgular, astrositlerin Wnt sinyallesmesi yoluyla etki edebilecegi hipotezine yol

agmistir (Zhao ve ark. 2008).
1.3.3. RFRP-3’iin Norogenez Uzerinde Astrosit Aracih Olasi EtKisi

RFRP3’lin sigan hipokampusunda astrositler tarafindan lokal olarak
sentezlenebilecegi gosterilmistir. RFRP-3-ir hiicre govdelerinin hipokampusda
dagilimi incelendiginde 6zellikle dentat girusun hilusu boyunca yogun oldugu tespit
edilmistir. Hipokampal norogenezin gerceklestigi beyin bdlgesi olan DG’da
gosterilen yogun RFRP-3 hiicre popiilasyonu oldukea ilgi c¢ekici bir bulgu olarak
kayitlara gegmistir (Ferris ve ark. 2015).

Eriskin hipokampusda astrositlerin norojenik potansiyeli (Ehninger ve
Kempermann 2008; Zhao ve ark. 2008) ve hipokampal norogenezin astrositik
kontrolii (Abrous ve ark. 2005) goz Oniinde bulunduruldugunda, astrositlerde
ekspresyonu kesfedilen RFRP-3’tin erigskin hipokampal noérogenezde olast rolii

merak uyandirmaktadir.
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1.4. Amacg

RFRP-3’ilin iireme davranisinin diizenlenmesinde rol oynadigini gosteren
bircok ¢alisma olmasina karsin, hipokampal davranis stiregleri iizerindeki etkisini
inceleyen calismalar oldukc¢a yetersizdir. Farelere merkezi RFRP-3 inflizyonunun
anksiyojenik etkilerinin olabilecegini bildiren ¢ok az ¢alisma (Kim ve ark. 2015)
olmasma ragmen; sicanlarda icv RFRP-3 uygulamasinin anksiyojenik etkilerini
yiikseltilmis art1 labirent ve aydinlik-karanlik kutu davranis testleri performansina
bagli olarak arastiran bir ¢aligmaya literatiirde rastlanilmamistir. Siganlarda RFRP-
3’ln merkezi infiizyonunun, hipokampal norogeneze etkisini arastiran bir arastirma

bulgusu da bulunmamaktadir.

Bu caligmanin amaci, RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesinin erigkin sican
hipokampusunda noérogenez iizerindeki etkisini ve hipokampal bagimlh

davraniglardaki olasi roliinii aragtirmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

Calismanin in vivo deneysel asamalar1 Necmettin Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, molekiiler
analizleri Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Calisma Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel
Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir ve c¢alismadaki biitlin uygulamalar etik kurul protokoliine uygun

sekilde gerceklestirilmistir.
2.1. Deney Hayvanlar

Calismada ortalama agirliklar: 300-350 gram olan Wistar Albino cinsi toplam
28 adet erkek sican kullanilmistir. Uygulamalara baglamadan 6nce tiim sicanlarin
viicut agirliklart belirlenmistir. Gruplar, viicut agirlik ortalamalar1 birbirlerine en
yakin olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu, RFRP-3 uygulanan grup,
RF9 uygulanan grup ve RFRP-3 ile RF9’un birlikte verildigi gruptur (Tablo 2).

Tablo 2.1. Deney gruplari.

Gruplar (n=7) Icv Uygulanan Madde Uygulama Dozu
Kontrol grubu Yapay BOS

RFRP-3 grubu RFRP-3 1 nmol/giin/sigan
RF9 grubu RF9 10 nmol/giin/si¢an
RFRP-3 + RF9 grubu RFRP-3 ve RF9

Deney hayvanlar1 21£1°C sicaklikta ve 12 saat aydinlik-karanlik ortamda
tutulmustur. Siganlara ad libitum olarak standart pelet yem ve musluk suyu

verilmistir.
2.2. Deneysel Dizayn

Calisma, baslica 3 temel deneysel siirecten olusmaktadir. Calismanin ilk
basamagi, fare, sigan ve diger laboratuvar hayvanlarinda yapilan arastirmalar igin
dizayn edilmis implante edilebilir ozmotik pompalar yoluyla santral madde
infiizyonudur. ikinci etapta deney hayvanlarina anksiyete ile iligkili davranis testleri
yapilmistir. Son olarak da, eriskin beyninde nérogenez belirteclerine yonelik gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu analizi gerceklestirilmistir.
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Operasyon Dekapitasyon

14 giin 2-3 giin 7-10 giin
v

Intraserebroventrikiiler infiizyon Davranis testleri | 3saat RT-PZR analizleri

Sekil 2.1. Deney protokoliiniin sematik gdsterimi.

2.3. intraserebroventrikiiler Uygulamalar
2.3.1. Ozmotik Pompa Sistemleri

Ozmotik pompa sistemleri, kontrollii ilag salinimi sistemlerindendir. Doz
kontrollii kronik in vivo uygulamalar igin uygun ve giivenilir bir metottur. Ozmotik
pompalar, deri alt1 ya da periton i¢i implante edilerek sistemik uygulamalar igin
kullanilabilecekleri gibi bir kateter araciligiyla herhangi bir hedef organa infiizyon

amaciyla da kullanilabilmektedir.

Ozmotik pompalar, pompanin tipine gore saatte 0.25-10 mikrolitre (ul)
arasinda degisebilen kontrollii hizlarda 1 giinden 4 haftaya kadar siirekli inflizyon
saglayabilmektedir (http://alzet.com).

2.3.2. Ozmotik Pompalarin Calisma Prensibi

Ozmotik minipompa yapisal olarak i¢ ige gecmis ii¢ adet silindirden
olusmaktadir. En dis tabaka, yar1 gecirgen bir membrandir. Membranin altinda asiri
doygun bir tuz ¢ozeltisi igeren ozmotik tabaka yer almaktadir. Ozmotik tabaka, en

icte yer alan gecirgen olmayan rezervuari ¢evrelemektedir (Sekil 2.2).

Minipompalar, ozmotik yer degistirme esasina gore ¢alismaktadir. Bu sistem
esas olarak coziiclinlin yani dokular arasi sivinin harekete gecirdigi bir sistemdir.
Deney hayvanina verilecek test maddesi, rezervuara doldurulur. Pompa implante
edildiginde, ozmotik tabakadaki tuz ¢ozeltisi ile dokulararasi sivi arasindaki ozmotik
fark nedeniyle pompaya siv1 girisi baslar. Yar1 gecirgen membrandan gegip pompaya
dolan dokular arasi sivi, tuz tabakasinin genislemesine neden olur. Ozmotik
tabakanin, c¢evreledigi esnek rezervura baski yapmaya baslamasi sonucunda
farmakolojik ajan akis moderatorii yoluyla pompa disina itilir. En dig membran sert

bir yapida oldugu ve genlesemedigi i¢in dokulararasi sivinin pompaya giris hiz1 ile
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pompaya doldurulmus olan test maddesinin disartya pompalanma hizlari aynidir
(Theewues 1980; Akyazi1 2005).

Yangegirgen
membran

Akis moderatori

Ozmotik tabaka

Gegirgen
olmayan
rezervuar

Test maddesi

Sekil 2.2. Ozmotik pompanin fonksiyonel yapisi.

2.3.3. Ozmotik Pompalarin Hazirlanmasi

Deneylerde 14 giin siireyle 0,5 pl/saat icv infiizyon yapma 6zelligine sahip
mini ozmotik pompalar (Alzet 2002) kullanilmistir. RFRP-3 grubu siganlarin
ozmotik minipompa deposu, 14 giin siireyle 1 nmol/sigan/giin RFRP-3 infiizyonu
saglayacak dozda RFRP-3 ile doldurulmustur. RF9 grubundaki siganlara implante
edilecek ozmotik pompalarin deposuna ise 14 giin boyunca 10 nmol/sigan/giin
dozunda infiizyon saglayacak sekilde RF9 yerlestirilmistir. Iki ajanin birlikte
uygulanacagi siganlara ayn1 yontem ve siirede RFRP-3 + RF9, kontrol grubuna ise

yapay BOS uygulanacak sekilde ozmotik pompalar hazirlanmistir.
2.3.4. Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmasi

Mevcut ¢alismada sigan beynine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn edilen
alzet beyin infiizyon kitleri kullanilmigtir. Alzet beyin inflizyon kiti, ozmotik pompa
ile beyin inflizyon kaniiliinii birlestiren kateter tiip, stereotaksik cihazda beynin hedef
bolgesine indirilecek bir mini kaniil, kaniiliin stereotaksik cihazin 6zel tutma
aparatina yerlestirilmesini saglayan ¢ikarilabilir bir tab ve kaniiliin girecegi derinligi

ayarlamay1 saglayan pullari igermektedir (Sekil 2.3).
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Beyin inflizyon kaniilleri ve kateterleri inflize edilecek madellerle hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde doldurulmustur. Igerisi siv1 ile doldurulmus olan kit ve

kaniil, kaniiliin serbest ucundan ozmotik pompaya baglanmistir.

Alag moderatinry

Sekil 2.3. Ozmotik pompa seti ve beyin infiizyon kiti (alzet.com’dan degistirilerek alinmigtir).

2.3.5. Stereotaksik Koordinatlarin Belirlenmesi

RFRP-3 inflizyonu i¢in sicanlarin sag lateral ventrikiilleri hedeflenmistir.
Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sican beyin atlasina
gore belirlenmistir (Paxinos ve Watson 1998). Bregmadan 1.7 mm sag lateral, 0.72
mm anterior ve 3.6 mm vertikal koordinatlar kullanilarak sag lateral ventrikiile giris

noktasi tespit edilmistir (Sekil 2.4).
2.3.6. Ozmotik Pompa ve Beyin Infiizyon Kitinin iImplantasyonu

Hayvanlara intramiiskiiler olarak 450 mg/kg kloral hidrat anestezisi
uygulanmistir. Siganlarin kafa derileri, tiras ve dezenfekte edilerek operasyon igin
hazirlanmistir. Anesteziye giren siganlar, stereotaksik cihaza kulaklarindan ve agiz
kismindan kafasinin ylizeyi yere tam paralel olacak sekilde sabitlenmistir. Kafatasi
derisi bistiiri ile kesilerek kemik yapiya ulagilmistir. Bregma noktasinin net bir
sekilde goriilebilmesi icin periost bisturi ile styrilip kafatasi yiizeyi temizlenmistir ve
referans alinan bregma noktasi tespit edilmistir. Stereotaksik cihazdan okunan

bregma koordinatlari ile dnceden belirlenen koordinatlar (1.7 mm sag lateral ve 0.72
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mm anterior) dogrultusunda kemik dokuda lateral ventrikiile giris noktasi

isaretlenmistir. Isaretlenen nokta tur aleti ile duraya zarar verilmeden delinmistir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Stereotaksik cihaza yerlestirilen sicanlarda lateral ventrikiiliin belirlenmesi.
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Beyin inflizyon kaniilli, plastik tutma bodlgesinden stereotaksik cihaza 6zel
olarak monte edilen kaniil tutacagina yerlestirilmistir. Minipompa kaniilii, tur cihazi
ile agilan delikten 3.6 mm derinlik boyunca lateral ventrikiile indirilmistir. Beyin
inflizyon kiti, harcinin ve serumunun karistirilmasiyla elde edilen dental sement
yardimiyla kafatasina sabitlenmistir. Beyin inflizyon kitine baglanilan ozmotik
pompalar ense derisinin altma yerlestirilmistir. Insizyon bélgesi 4.0 ipek iplik ile
dikilmistir ve cerrahi bdlgeye % 10 povidon iyodin ile pansuman yapilmistir.

Operasyon sonras1 si¢anlar ayn1 kafeslerine geri konulmustur.

Sekil 2.6. isaretlenen noktanin tur cihazi ile delinmesi (A) ve beyin infiizyon kitinin dental sementle
kafatasina sabitlenmesi (B).

2.4. Davrams Testleri

Operasyonu takiben 14. giinde ac¢ik alan testiyle davranis deneylerine
baslanmistir. Sicanlara 14. giinde acik alan testi ve hemen ardindan yiikseltilmis art1
labirent testi (EPM) uygulanmigtir. 15. giinde aydinlik-karanlik kutu testi (LDB)
gergeklestirilmistir (Kim ve ark. 2016). Tim testler i¢in uygulama saati 9.00-13.00
olarak belirlenmistir (Kim ve ark. 2015). Her deneyden sonra test platformlar1 % 20

alkol ve ardindan su ile temizlenmistir.
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Siganlar test prosediirleri uygulanmaya baglayana kadar davranig testlerini
uygulayacak arastirmacinin ¢iplak el temasina (handling) alistirilmigtir. Boylece
siganlarda test esnasinda temastan dogacak huzursuzlugun en aza indirgenmesine

olanak saglanmustir.

Anksiyete ile iligkili davranig testlerinde her bir hayvanin performansi
Ethovision XT 11 yazilim programi aracilifiyla kaydedilerek anksiyete parametreleri
yoniinden degerlendirilmistir. Davranis testlerine ait biitiin parametreler yazilim

programindan elde edilmistir.
2.4.1. Acik Alan Testi

Deney hayvanlariin herhangi bir islem Oncesi duygusal durumunu, islem
sonrasinda meydana gelebilecek degisiklikleri, anksiyeteye bagl gelisen duygularini
ve lokomotor aktivitelerini saptamak icin ¢ok yaygin kullanilan bir testtir. Test
stiresince hayvanin horizontal diizlemdeki hareketleri (bir bolgeden digerine gecis),
vertikal diizlemdeki hareketleri (arka ekstremiteleri lizerinde yiikselme), siislenme

davranisi ve defekasyon sayist degerlendirilmektedir (Kiigiik ve Golgeli 2005).

Calismada, siyah pleksiglastan yapilmis, etrafi duvarlarla gevrili, tstii agik,
80x80x30 cm olciilerinde kare kutu seklinde ve bilgisayara bagl acik alan diizenegi
kullanilmigtir (Sekil 2.7). Platform yiizeyi, yazilim iizerinde merkez ve kenar
seklinde iki bolgeye boliinmiistir. Merkez bolgesi, acik alan aparatinin orta
bolgesine ¢izilen kare seklinde bir zondur. Merkez bolgesinin sinirlari, arenanin
Olgiilerinin yaris1 kadar (Kim ve ark. 2016) yani 40cmx40cm olacak sekilde

ayarlanmistir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Acik alan testinde bolgelerin belirlenmesi.

Sicanlar, acik alan aparatina hep ayni kdseden kenar bdlgesine birakilmistir
ve test baslatilmistir. 5 dk siiresince siganlarin toplam kat ettikleri mesafe (cm),
ortalama hizlar1 (cm/sn), merkez ve kenar bolgelerinde gecirdikleri siire (sn),
bolgeler aras1 gecis sayilart ve hareketlilik durumlari Ethovision XT 11 yazilim
programi kullanilarak kaydedilmistir. Ethovision yazilimi, si¢anlarin hareketlilik
durumunu ¢ farkli degisken seklinde degerlendirmektedir: Sigcanlarin % 60’dan
daha fazla hareketli oldugu saniyeler “highly mobile” baslig1 altinda gosterilmistir.
Hareketsizlik esigi ise % 10’un alti degerler seklinde belirlenmistir. Bu kriterlerin
yanisira her bir hayvanin merkez noktasi (center point)’nin mobilitesi, immobilitesi
ve hareketlilik yiizdesi de analiz prolifinde yer alan parametreler arasindadir.
Sicanlarin bolgelere gecis sayilar1 ve siireleri, program tarafindan merkez noktasinin
bolgenin sinirlarini gegmesi kriterine gore belirlenmistir. Tim deney gruplarinda

standart protokole uyulmustur (Sekil 2.8).

Deney bitiminde her bir hayvanin defekasyon sayisi not edilmistir. Siganlarin
“rearing” ve ‘“grooming” davranisi, Ethovision diizeneginin kaydettigi videolar

itinayla izlenerek, frekans ve siire (sn) seklinde manuel olarak skorlanmstir.

40



Sekil 2.8. Agik alan testi parametrelerinin Ethovision programi ile kaydedilmesi.

2.4.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yiikseltilmis art1 labirent testi (EPM), deney hayvanlarinda anksiyete
olusturmak ve anksiyete lizerinde ¢esili ilaglarin 6nleyici ya da tedavi edici etkisini
arastirmak icin gelistirilen testlerden biridir. Art1 labirent, iki kolu agik, zit iki kolu
kapali ve bunlan birlestiren bir merkezi bdlgenin oldugu, yerden 50 cm kadar

yiikseltilmis bir diizenekten olusmaktadir (Campos ve ark. 2013).

Deneylerde, pleksiglastan yapilmis karsilikli iki agik (50x10 cm) ve iki kapali
(50x10x40 cm) kolu bulunan, yerden 50 cm yiikseklikte, ortasinda 10x10 cm
boyutlarinda merkezi bir platformun bulundugu art1 seklinde labirent kullanilmistir

(Sekil 2.9).

Testte hayvanlar yiizleri agik kola bakacak sekilde kollarin birlestigi merkezi
platforma birakilmistir. 5 dk siireyle sicanlarin agik ve kapali kollara giris sayilari,
acik ve kapali kollarda ve merkez bolgesinde gegirdigi siire (sn) yazilim programi
aracilifiyla kaydedilmistir. EPM’nin degerlendirilmesinde temel parametrelerden
birisi olan “acgik kollardaki zaman yiizdesi” kullanilmistir. A¢ik kollardaki zaman

yiizdesi, acik kollarda gecirilen siirenin toplam siireden merkezde gegirilen siirenin
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cikarilmasiyla elde edilen degere oranin 100 ile ¢arpilmasiyla elde edilmistir (Mineur
ve ark. 2013). Bu verilerden, agik kollardaki zaman ytizdesi degerleri hesaplanmistir.
Acik kollardaki zaman yiizdesi= [100x(Acik kolda gegirilen siire / (Toplam siire-

merkezde gegirilen siire)]

Hayvanin basini agik kollarin kenarlarindan asagi zemine dogru sarkitarak
yaptigt  “head dipping” davramisinin sayisi, Ethovision diizenegi araciliiyla

kaydedilen videolar seyredilerek skorlanmistir.

A

Sekil 2.9. Yiikseltilmis art1 labirent diizenegi.

2.4.3. Aydinhk-Karanhk Kutu Testi

Anksiyetenin  degerlendirilmesinde kullanilan yontemlerinden biri de
aydinlik-karanlik kutu testidir. Karanlik ve aydinlik iki boliimden olusan deney
platformu, hayvanlarin aydinlatilmis bir alandan kagma istegi temel alinarak

diizenlenmistir.

LDB testi, Olciileri 60x30x30 cm pleksiglastan yapilmis, esit iki kare
bolmeden olusan platformda gegeklestirilmistir (Sekil 2.10). LDB protokolii de diger
testler gibi Ethovision XT 11 yazilim programi kullanilarak ayarlanmigtir ve

kaydedilmistir. Siganlar karanlik kutuya yerlestirilmistir ve test baslatilmistir. Test
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stiresi 10 dk olarak belirlenmistir (Sarro ve ark. 2014). LDB parametreleri olarak,
aydinlik ve karanlik bolmelerde kalma siireleri (sn), aydinlike»karanlik kutulara
gecis sayilari ve hayvanin karanlik alandan aydinlik kutuya ilk gectigi zaman (sn)

saptanmistir.

Sekil 2.10. Aydinlik-karanlik kutu test diizenegi.

2.5. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
2.5.1. Beyin Dokularimin Elde Edilmesi

Son davranis testini takiben sicanlar en az 3 saat kafeslerinde birakilmistir
(Kim ve ark. 2016). Siganlar son agirliklar1 kaydedildikten sonra dekapite edilmistir.
Beyinleri disekte edilerek hipokampus dokulart ¢ikarilmistir. Doku 6rnekleri kriyo
tiiplere alinip hizlica sivi azot tankina aktarilmistir. Analiz edilinceye kadar beyin

dokular1 -80 °C derin dondurucuda saklanmustir.
2.5.2. Hipokampus Doku Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Hipokampus dokularindan total RNA izolasyonu TRIzol yontemiyle

gergeklestirilmistir.

1. Agirhiklart  yaklastk 50 mg olan hipokampus doku &rneklerinin
homojenizasyon islemi 1000 ul TRIzol iginde gergeklestirilmistir.

2. Homojenatlar oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

3. Daha sonra iizerlerine 200 ul kloroform eklenmistir ve 15 sn vortekslenerek
oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.
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4. Inkiibasyon sonras1 6rnekler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij isleminin sonunda RNA’y1 igeren iistteki akoz faz yeni ependorf
tiiplerine aktarilmistir ve lizerlerine 500 ul izopropanol ilave edilmistir.

6. Ependorflar birka¢ kez alt iist edilip 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra
12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edilerek olusan RNA peletinin dibe
¢okmesi saglanmistir.

7. Siipernatant kismu atilip peletin {izerine 1 ml % 75 etanol eklendikten sonra
ependorflar alt {ist edilmistir.

8. 7500 g’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapilmistir ve siipernatant kisim
uzaklagtirilmastir.

9. Pelet 5-10 dk oda sicakliginda kurutulmustur. Ardindan 50 pl niikleaz free su
ile ¢oziilmiistiir.

10. Elde edilen RNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

2.5.2.1. Total RNA Orneklerinin Kalite Kontrolii

Total RNA orneklerinin konsantrasyonu ve kalitesinin tayini spektrofotometrik
ve agoroz jel elektroforez ile kontrol edilmistir. Fenol, protein ve genomik DNA
(gDNA) kontaminasyonlarini belirlemek amaciyla nanodrop cihazina 1 pl RNA
orneginden konulup, A260/A280 ve A260/230 oranlari degerlendirilmistir. Total
RNA oOrnekleri ayn1 zamanda % 1 agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulup

integritesi kontrol edilmistir.

Spektrofotometrik sonuglar dogrultusunda, olasi gDNA kontaminasyonunun
giderilmesi amaciyla DNAse-l1 (BioLabs) enzim reaksiyonu firetici firmanin
talimatlarina gére uygulanmistir. Bu protokole gore 10 ug total RNA, DNAse-I
reaksiyon karisimi ile 100 pl total hacime tamamlanmistir. RNA 6rnekleri, lizerine 2
U DNAse-1 enzimi konularak 37 °C’de 10 dk bekletilmistir. Reaksiyon durdurulmasi
amactyla 1 pl 0,5 M EDTA ilave edilerek 75 °C 10 dakika inkiibe edilmistir.

2.5.3. cDNA Eldesi

Izole edilen total RNA &rneklerinden cDNA sentezi, iScript cDNA Synthesis
Kit (BIO-RAD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Her 6rnek igin asagidaki tabloda

(Tablo 2.2) gosterilen sekilde reaksiyon karisimi hazirlanmustir.
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Elde edilen reaksiyon karigimindan, 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 30 dk ve 85
°C’de 5 dk olacak sekilde cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA 6rnekleri daha

sonra kullanilmak tizere - 20 °C’de saklanmustir.

Tablo 2.2. cDNA sentezi i¢in kullanilan karigim igerigi.

Karisim Miktar (ul)
5X iScript reaksiyon miksi 4 ul
Revers transkriptaz 1 ul
Niikleaz free su Degisken
RNA 1 pg
Toplam 20 pl

2.5.4. Primer Dizayni

Calismada kullanilan hedef Nestin, DCX, CALB1, NeuN ve BDNF
genlerinin yanisira referans gen olarak belirlenen GAPDH ve ACTB genlerinin

primer dizayni IDT PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/home/home.aspx) programi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan gen bolgelerine ait primer dizi

bilgileri Tablo 2.3’de belirtilmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan gen bolgelerinin primer dizileri.

Gen (Erisim No) Forward Primer Reverse Primer Uzunluk

GAPDH (NC_005103.4) 5'-TGAACGGGAAGCTCACTGG-3" 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3" 308

ACTB (NC_005111.4) 5'-TGGCTGGGGTGTTGAAGGTCT-3" 5'-AGCACGGCATCGTCACCAACT-3" 182

Nestin (NC_ 005101.4) 5'-CACACCTCAAGATGTCCCTTAG-3" 5'-AGGTACTGGTCCTCTGGTATC-3" 166

DCX (NC_005120.4) 5'-AGGTACGTTTCTACCGCAATG-3"  5'-CTGAGGCAGGTTGATGTTGT-3" 137
CALB1 (NC_005104) 5'-GACGCTGATGGAAGTGGTTA-3" 5'-CCATCATCTCTCTGCCCATATT-3 143
NeuN (NC_005109) 5'-GGCAAATGTTCGGGCAATTC-3" 5'-GATCGTCCCATTCAGCTTCTC-3" 140
BDNF (NC_005102) 5'-CTGAGCGTGTGTGACAGTATTA-3" 5'-GGGATTACACTTGGTCTCGTAG-3" 153
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2.5.5. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon kantitasyon analizi, ger¢ek zamanlh
PZR cihazi (Bio-Rad CFX Connect Gergek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak
yapilmistir. Reaksiyon i¢in ¢ift iplikli DNA’ya baglanan bir boya olan SyberGreen
kullanilmistir. Kisaca, 2X SyberGreen (ABM) master miskten 10 pl, forward
primerden 5 pmol, reverse primerden 5 pmol, 2 pul ¢cDNA ve toplam hacim 20 pl
olacak sekilde ddH,O ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Reaksiyonun 1s1 profili, +95 °C 10 dk, 40 dongii (95 °C 30 sn, 60
°C 30 sn, 72 °C 30 sn) olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica 95 °C 1 dakika 1sitilip, 55
°C’ye diistiriilen 1s1 95 “C’ye kadar tekrar kademeli olarak arttirilarak melting curve
(erime egrisi) analizi gergeklestirilmistir. Gergek zamanli PZR cihazindan elde edilen
Ct (esik dongiisii) degerleri kayit edilmistir. Ger¢ek zamanli PZR’den elde edilen
tirtinlerin dogru tiriin oldugunu teyit etmek amaciyla tirtinler % 2’lik agaroz jelde 120

voltta 30 dk yiiriitilmiistiir.
2.6. istatistiksel Analizler

Gen ekspresyon verilerinin analizi 2T metodu kullanilarak “RT? Profiler™
Pcr Array Data Analysis” olarak isimlendirilen web tabanli program ile

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) Volcano Plot analizi

yapilmustir. Gruplar arasi karsilagtirma “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis”
programinda bulunan  “Student t-testi” analizi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Acik Alan Testi Bulgular

Bu testte, kat edilen mesafe, hiz, merkezde ve kenarda gegirilen siire,
kenardan merkseze ve merkezden kenara gecis sayilari, “rearing” ve “grooming”

davraniginin frekans ve siire degisim parametreleri istatistiksel olarak incelenmistir.
3.1.1. Kat Edilen Mesafe

RFRP-3 uygulamasinin acik alan testinde kat edilen mesafeyi anlamli lgiide
arttirdig@r tespit edilmistir (p<0.05). RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda RF9
grubunda kat edilen mesafe azalmistir (p<0.05). RFRP-3 ve RF9’un birlikte
uygulandig1 grupta ise kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig

gorilmiustir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Kat edilen mesafenin deney gruplar arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirldiginda * p<0.05; RFRP-3 grubuyla kargilastirildiginda ® p<0.05

3.1.2. Hiz

RFRP-3 grubunda diger gruplara kiyasla hizin anlamli sekilde arttig1
gozlemlenmistir (p<0.05). RFRP-3 grubu ile karsilastirildiginda RF9 grubunun
hizinda anlamli bir azalis kaydedilmistir (p<0.05). RFRP-3 + RF9 grubunda hiz
parametresi kontrole gore yliksek olmakla birlikte, istatistiksel oneme sahip bir

farkliligin olmadig saptanmistir (p>0.05) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hizin deney gruplart arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda * p<0.05;
RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda * p<0.05

3.1.3. Merkezde Gegirilen Siire
Acik alan testinde merkezde gegirilen siirede anlamli azalma yalnizca RFRP-
3 grubunda bulunmustur (p<0.05). RFRP-3 grubuna gére RF9 grubunda merkezde

gecirilen siire anlamli derecede artmistir (p<0.05). RFRP-3 + RF9’un birlikte

uygulanmasi bu siireyi kisaltmistir ancak istatistiksel olarak onemsizdir (p>0.05)

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Merkezde gecirilen siirenin deney gruplart arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirldiginda * p<0.05; RFRP-3 grubuyla kargilastirildiginda ® p<0.05

3.1.4. Kenarda Gegirilen Siire

Kenarda gecirilen siirenin gruplar arast degisimi incelendiginde kontrol

grubuna gore RFRP-3 grubunda anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.05). RFRP-3
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grubuna kiyasla RF9 grubunda kenarda gegirilen siirenin belirgin bir sekilde azaldigi
goriilmektedir (p<0.05). RFRP-3 ve RF9’un birlikte uygulandig1 grup kontrole gore
kenar bolgesinde daha uzun siire gecirmistir ancak bu deger istatistiksel olarak

anlamli degildir (p>0.05, Sekil 3.4).

300 4

290 a
I
3 83

Kenarda gegirilen sire (sn)
»
o
A

Kontrol RFRP-3 RF9 RFRP-3+RF9

Sekil 3.4. Kenarda gecirilen siirenin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilastinildiginda * p<0.05; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda ® p<0.05

3.1.5. Kenardan Merkeze Gegis Sayisi

Gruplar arasinda kenar bolgesinden merkez bolgesine gecis sayist agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0.05, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Kenardan merkeze gecis sayisinin deney gruplari arasindaki degisimi

3.1.6. Rearing Davramisi1 Frekans ve Siire Degisimleri
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RFRP-3 grubunda “rearing” frekansinin ve siiresinin dnemli derecede
azaldig1 belirlenmistir (p<0.01). RF9 uygulamasi, kontrole gore “rearing” frekansini
istatistiksel bakimdan anlamli bir sekilde azaltirken (p<0.05); RFRP-3 grubuyla
karsilastirildiginda “rearing” siiresinde belirgin bir artisa yol agmustir (p<0.05).
RFRP-3 grubuyla kiyaslandiginda, RFRP-3 + RF9 grubunda “rearing” frekansi
(p<0.01) ve siiresi (p<0.05) anlamli bir azalig gostermistir (Sekil 3.6, Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Rearing davramisi frekansinin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
kargilastinldiginda * p<0.05, ** p<0.01; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda © p<0.001

50 -

a
45
40 3
35 2 -
o I
D 30
= : J
£ 251
wn b
o o ]
£ 204 ok
@ 15 ]
1 ] 1
10 3
5
0] . . .
Kontral RFRP-3 RF9 RFRP-3+RF

Sekil 3.7. Rearing davranmisi siiresinin deney gruplar arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ** p<0.01; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda ® p<0.05

3.1.7. Grooming Davramis1 Frekans ve Siire Degisimleri

Grooming frekansi kontrole gore, RFRP-3 (p<0.001), RF9 (p<0.05) ve
RFRP-3 + RF9 (p<0.01) gruplarinda anlamli sekilde azalmigtir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Grooming davramisi frekansimin deney gruplarn arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Grooming siiresinin ise kontrole kiyasla RFRP-3 ve RF9 gruplarinda 6nemli
Ol¢iide azaldig1 saptanmistir (p<0.01). RFRP-3 +RF9 grubunda bu siirenin kontrole
yakin degerlerde oldugu gézlemlenmistir (p>0.05) (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Grooming davranisi siiresinin deney gruplar1 arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ** p<0.01

3.1.8. Defekasyon Sayisi

Gruplar arasinda defekasyon sayisi agisindan anlamli bir fark bulunmadigi

belirlenmistir (p>0.05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Defekasyon sayisinin deney gruplari arasindaki degisimi

3.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Bulgular:

RFRP-3 ve RF9 uygulamasinin anksiyete benzeri davraniglar iizerine
etkisinin incelenmesinde, agik alan testinin parametrelerinin yanisira yiikseltilmis arti
labirent testinden elde edilen agik kollardaki zaman yiizdesi, agik ve kapali kollara
giris sayist ve “head dipping” davranisinin frekans ve siire kayitlar1 da istatistiksel

olarak analiz edilmistir.
3.2.1. Acik Kollardaki Zaman Yiizdesi

RFRP-3 uygulamas: yiikseltilmis art1 labirent testinde agik kollardaki zaman
yiizdesini onemli derecede azaltmistir (p<0.01). RF9 grubunda RFRP-3 grubuna
nispeten istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis kaydedilmistir (p>0.05). RFRP-
3 + RF9 grubunda ise bu parametre kontrole gdre anlamli bir sekilde azalmistir

(p<0.01) (Sekil 3.11).
3.2.2. Acik Kollara Giris Sayisi

Acik kollara giris sayisit kontrol grubuyla karsilastirildiginda RFRP-3
grubunda anlamli sekilde azalmistir (p<0.05). RFRP-3 grubuyla RF9 grubu
karsilastirildiginda ise RF9 grubunda kollar arasi ge¢is sayisinin anlamli artis
gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). RFRP-3 ve RF9 grubunda ise istatistiksel agidan

anlamli olmayan bir azalis bulunmustur (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. Acik kollardaki zaman yiizdesinin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda ** p<0.01
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Sekil 3.12. A¢ik kollara giris sayisinin deney gruplar1 arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilastinldiginda * p<0.05; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda # p<0.05

3.2.3. Kapal Kollara Giris Sayis1

Kapali kollara giris sayis1 kontrol grubuna gére RFRP-3 ve RF9 gruplarinda
(p<0.05) ve RFRP-3 + RF9 grubunda (p<0.001) belirgin sekilde artmistir (Sekil
3.13).

3.2.4. Head dipping Davranisi Frekans Degisimleri

Diger gruplara kiyasla “head dipping” frekansinda anlamli azalma sadece
RFRP-3 grubunda bulunmustur (p<0.05). RF9 grubunda RFRP-3 grubuna kiyasla
anlamli artig gézlenmistir (p<0.01) (Sekil 3.14).
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Sekil 3.13. Kapali kollara giris sayisimin deney gruplar arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda * p<0.05, *** p<0.001
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Sekil 3.14. Head dipping davranis1 frekansinin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
kargilagtirildiginda * p<0.05; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda ®p<0.01

3.3. Aydinhk-Karanhk Kutu Testi Bulgular:
3.3.1. Karanhk Kutuda Kalma Siiresi

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, RFRP-3 (p<0.05) ve RFRP-3 + RF9
(p<0.01) gruplarinda karanlik kutuda kalma siiresinin uzadigi belirlenmistir. RF9
grubunda ise diger deney gruplarina kiyasla daha az ve istatistiksel olarak anlaml

olmayan bir artis saptanmistir (p>0.05) (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Karanlk kutuda kalma siiresinin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda * p<0.05, ** p<0.01

3.3.2. Aydinhk—Karanhk Kutu Gegis Sayisi

Aydmlik ve karanlik kutular arasi gecis sayisi, RFRP-3 ve RFRP-3 + RF9
gruplarinda kontrole kiyasla 6nemli dl¢iide azalmistir (p<0.01). RF9 grubunda bu
rakam RFRP-3 grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Kutular arasi1 gegis sayisinin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ** p<0.01; RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda ® p<0.05

3.3.3. Aydinhk Kutuya ilk Gecis Zamam

Kontrol grubuna goére RFRP-3 grubunda aydinlik kutuya ilk gecis siiresinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde uzadigi bulunmustur (p<0.05). RFRP-3 grubu ile
karsilastirildiginda, RF9 ve RFRFP-3 + RF9 gruplarinda bu siire anlamli sekilde
kisalmistir (p<0.001) (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Aydinlik kutuya ilk ge¢is zamaninin deney gruplari arasindaki degisimi. Kontrol grubuyla
kargilastirildiginda * p<0.05, RFRP-3 grubuyla karsilastirildiginda ° p<0.001
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3.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

Gergek zamanlt PZR yontemi kullanilarak ndrogenez biyobelirtecleri olan
Nestin, DCX, CALBI, NeuN ve BDNF genlerinin ekspresyonlar1 calisilmistir.
Ayrica internal kontrol ve referans gen olarak GAPDH ve ACTB genleri
kullanilmistir. Referans genlerin ve norogenez biyobelirtecleri olan hedef genlerin
amplifikasyon sonuglarina yonelik melt analizinin yazilim goriintiileri de Sekil
3.18’de verilmistir. PZR {riinlerinin agaroz jel gorlntiisii Sekil 3.19°de
gosterilmistir. Melt analizi ve agaroz jel elektroforez sonuglari, ¢alismada kullanilan

tiim primerlerin spesifik olarak ilgili gen bdlgesini ¢ogalttigini gostermektedir.
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Sekil 3.18. GAPDH (a), ACTB (b), Nestin (c), DCX (d), CALB1 (e), NeuN (f) ve BDNF (g)
genlerinin melt analiz egrileri

GAPDH ACTB CALBI1 Nestin

M K RF RR RA M K RF RR RA M K RF RR RA M K RF RR RA
50bp 50bp 50bp 50bp

BDNF NeuN

M K RFRR RA M K RF RRRA M K RF RR RA
50bp 50bp 50bp

Sekil 3.19. Gergek zamanli PZR iiriinlerinin jel gorintiisi. K: Kontrol, RF: RFRP-3, RA: RF9, RR:
RFRP-3+RF9 grubu

Kontrole gore RFRP-3 grubunda noérogenez biyobelirteglerinin  gen
ekspresyonlari iizerine etkisi incelendiginde, Nestin mMRNA diizeyinin 3,27 kat
azaldig1 tespit edilmistir (p<0.05). DCX, CALB1 ve NeuN mRNA diizeylerinde de
azalma goOriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. BDNF gen

ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artig bulunmustur (Sekil

3.20).
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Sekil 3.20. Kontrol grubuna kiyasla RFRP-3 grubunda ndrogenez biyobelirteclerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri.* p<0.05
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RF9’un norogenez biyobelirteclerinin mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi
incelendiginde, tiim genlerin ekspresyonlarinda artis saptanmistir ancak bu artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Kontrol grubuna kiyasla RF9 grubunda nérogenez biyobelirte¢lerinin mRNA ekspresyon
diizeyleri.* p<0.05, **p<0.01

RFRP-3 ve RF9’un birlikte uygulandigi deney grubunda ndrogenez
biyobelirteglerinin gen ekspresyonlarinin kontrole gore azaldigi goézlenmistir.
Bununla birlikte kontrol grubuna gére RFRP-3 + RF9 grubunda istatistiksel olarak
anlamli azalig yalnizca Nestin mRNA diizeyinde kaydedilmistir ve 3,51 kat azalma
saptanmistir (p<0.05) (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Kontrol grubuna kiyasla RFRP-3+RF9 grubunda nérogenez biyobelirteclerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri.* p<0.05

RF9 grubuna kiyasla RFRP-3 grubunda Nestin mRNA diizeyinin 41,9 kat ve
CALBI mRNA diizeyinin 4,37 kat azaldig1 tespit edilmistir (p<0.05). DCX gen

59



ekspresyonunun 14,24 kat azaldigi ve NeuN ekspresyonunun 2,3 kat azaldig
goriilmiistiir (p<0.01). BDNF diizeylerindeki azalis ise istatistiksel olarak anlamli
degildir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. RF9 grubuna kiyasla RFRP-3 grubunda nérogenez biyobelirteclerinin mRNA ekspresyon
diizeyleri.* p<0.05, **p<0.01

RF9 grubuna gore RFRP-3 ve RF9’un birlikte uygulandigi deney grubunda

Nestin ekspresyon diizeyinin 44,98 kat, DCX’in 13,61 kat, CALB1’in 3,96 kat,
NeuN’un 2,61 ve BDNF’nin 2,37 kat azaldig1 saptanmustir (p<0.01) (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. RF9 grubuna kiyasla RFRP-3+RF9 grubunda noérogenez biyobelirteglerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri.* p<0.05, **p<0.01

60



4. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda tanimlanan yeni bir noropeptit olan RFRP-3’iin kesfi
noroendokrinolojiye yeni bir bakis agis1 kazandirmistir. Yeni bir hipotalamik
noropeptit lireme fizyolojisinde ve ilireme davranislarinda yerini almistir. Bununla
birlikte, RFRP-3’tin fizyolojik rolii ve iireme aksinin Otesinde potansiyel
fonksiyonlari inceleyen calismalar oldukca siirhidir. RFRP-3 reseptoriiniin ve
projeksiyonlarinin  hipokampusdaki etkisi ise acikliga kavusmayir beklemektedir.
Mevcut tez caligsmasi ile RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesinin hipokampusdaki olas1
fonksiyonlarmin ve eriskin nérogenez ile anksiyete benzeri davranislar tizerindeki

etki mekanizmalarinin arastirilmasi amaglanmustir.

Davranis testlerinde anksiyeteyi belirlemek i¢in skorlanan parametreler, kesif
ve sakinma davraniglaridir. Kesif davranislari, sicanlarin bilmedikleri yeni bir
bolgeyi arastirma istekleri ile gosterdikleri yiirlime, sahlanma ve koklama gibi
davraniglardir.  Anksiyete  durumunda kesif davranislarinin - baskilandigi
bilinmektedir. Anksiyete artis1 ile hayvanlarin hareketsizlik, saldirganlik, defekasyon
gibi sakinma davraniglarinda artis gézlenmektedir (Palanza 2001; Bailey ve Crawley
2009; Campos ve ark. 2013; O’Leary ve ark. 2013).

Agcik alan testi, sakinma ve kesif davraniglarinin ve otonom fonksiyonlarin es
zamanli Olcililmesini saglamaktadir. Deney hayvan1 acik alan diizenegine
yerlestirildiginde, farkli bir ortamda bulundugu i¢in huzursuz olacak ve etrafi
kesfetme istegi ile kat ettigi mesafe artacaktir (Prut ve Belzung 2003). RFRP-3 grubu
siganlarda alinan yolun anlamli olarak artmast ve RFRP-3 grubuyla
karsilagtirildiginda RF9 grubundaki anlamli azalist (Sekil 3.1), RFRP-3’iin

anksiyojenik etkilerine igaret etmektedir.

Sicanlarda acik alanin ¢evresinde duvar kenarlarina yakin sinirlarda gezinme
isteginin artmasi ve alanin orta boliimiine daha az girmesi anksiyete gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Anksiyolitik bilesiklerin merkezi bolgeden kaginmay1 azalttigi ve
merkezde gegirilen siireyi uzattigr bilinmektedir (Bailey ve Crawley 2009; O’Leary
ve ark. 2013). RFRP-3, kontrol grubuna kiyasla merkezde gecirilen siireyi azaltirken,
kenar bolgesinde gegirilen stireyi arttirmistir (Sekil 3.3). RFRP-3’{in bu anksiyojenik
etkileri, RF9 uygulamasi ile azalmistir ancak RFRP-3 + RF9 grubunda merkezden
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kacinma ve duvara yakin kisimlarda vakit gecirme isteginin silrdirildiigii

belirlenmistir.

Anksiyete ile iliskilendirilen temel belirteglerden birisi de hizin artisidir
(Milner ve Crabbe 2008). icv RFRP-3 uygulamasinin, hiz1 anlamli sekilde arttirdig1
gbzlemlenmistir (Sekil 3.2).

Rearing (sahlanma), siganlarin 6n pengelerini kaldirip arka iki ekstremitesinin
tizerinde ylikselerek durdurduklar1 pozisyondur. Cevreyi tanimak ve bilgi toplamak
icin yapilan bu hareket bir arastirma gostergesidir. Anksiyete ile birlikte bu
davranista azalma meydana gelmektedir (Prut ve Belzung 2003; O’Leary ve ark.
2013). RFRP-3 grubunda “rearing” frekansinin ve siiresinin onemli derecede
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 3.6). Bu kesif davranisinin da baskilanmasi, RFRP-3’iin
anksiyete benzeri etkiler olusturdugunu desteklemektedir. RF9’un, RFRP-3’{in bu

anksiyojenik etkilerini antagonize edemedigi Sekil 3.6’da goriilmektedir.

Anksiyetenin arttigi  durumlarda otonom fonksiyonlar da arttigi igin
defekasyon sayisinda ve “grooming” davraniginda artis goriilmektedir. Bununla
birlikte, anksiyete benzeri davraniglara “grooming” davranisinda azalma ya da
defekasyon sayisinda farkli sonuglarin eslik ettigi de rapor edilmistir (Kalueff ve
Tuohimaa 2005; Campos ve ark. 2013). Elde edilen bulgularda defekasyon sayisinda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadigi gibi (Sekil 3.10), RFRP-3 grubunda
“grooming” frekansi ve siiresinin anlamli sekilde azaldigi belirtilmistir (Sekil 3.8,
3.9).

Yiikseltilmis art1 labirent testinde degerlendirilen temel parametre agik
kollardaki zaman yiizdesidir (Mineur ve ark. 2013). Siganlar i¢giidiisel olarak yiiksek
ve acikta bulunan alanlardan kaginmaktadir. A¢ik kollarda gegirilen zamanin ve agik
kollara giris sayisinin azalmasi, yiiksek anksiyete seviyelerini yansitmaktadir

(Andreatini ve Bacellar 1999).

RFRP-3 uygulamasi, acik kollardaki zaman ylizdesini 6nemli derecede
azaltmistir (Sekil 3.11). Acik alan testi ile Olgililen kat edilen mesafe parametresi,
sicanlarin lokomotor aktivitesini ifade etmektedir. RFRP-3 grubu siganlarda kontrol
grubuna kiyasla kat edilen mesafede bir azalma olmadig1 aksine anlamli bir artig

bulundugu Sekil 3.1°’de goriilmektedir. Dolayisiyla, acik kollardaki zaman yiizdesi,
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lokomotor aktividen bagimsiz bir sekilde azalmigtir. RFRP-3 uygulanan siganlarin
kat ettikleri mesafenin kontrol grubuna kiyasla daha az olmamasi (Sekil 3.1), agik
kollardaki zaman yiizdesinin lokomotor aktivite kaybindan dolay1 degil de, anksiyete
benzeri bir davranis belirteci olarak azaldigini gostermektedir. Sonug olarak, icv
RFRP-3 uygulamasi lokomotor aktiviteden bagimsiz olarak anksiyojenik etkiler
gostermistir. RF9’un yetersiz antagonist etkileri bu parametre i¢in de gecerlidir

(Sekil 3.11).

Merkez bolgesine yiizii acik kollara bakacak sekilde birakilan deney
hayvanlari, yiikseklikten ve acik alandan korktuklar: i¢in karanlik olan kapali kola
gegme egilimindedirler (Zheng ve ark. 2015). Kapali kollarda gegirilen siirenin
uzamasi ve kapali kollara giris sayisindaki artis anksiyeteye isaret etmektedir. RFRP-
3, acik kollara giris sayisim1 diger gruplarin aksine anlamli bir sekilde azaltirken,
kapali kollara girig sayisini arttirmistir. RF9 ve RFRP-3 + RF9 gruplarinda da kapali
kollara gecis sayisinda belirgin bir artis tespit edilmistir (Sekil 3.12, 3.13). Elde
edilen bu bulgu da RF9’un antagonistik ve anksiyolitik etki gostermede yetersiz

kaldigin1 desteklemektedir.

EPM’de skorlanan kesif davraniglarindan birisi de “head dipping” denilen
hayvanin basini agik kollarin kenarlarindan asagi zemine dogru sarkitarak yaptigi
aragtirma davranisidir. Head dipping frekansinda azalma anksiyete gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (Tchekalarova ve ark. 2016). Diger gruplara kiyasla “head
dipping” frekansinda anlamli azalma sadece RFRP-3 grubunda bulunmustur (Sekil
3.14).

LDB testinde, karanlik kutuya birakilan sicanlarin agik kutuya girmesi i¢in
gecen siire ve bu kutuda kalis siiresi degerlendirilmistir. RFRP-3 ve RFRP-3 + RF9
gruplarinda kaydedilen karanlik kutuda kalma siiresinin uzamasi anksiyetenin bir
gostergesidir (Sekil 3.15). Anksiyolitik ajanlar aydinlik kutuya gecis sayisini arttiric
etki gosterirken, anksiyojenikler tam tersi etki gostermektedir (Campos ve ark.
2013). Aydmlik ve karanlik kutular aras1 gecis sayisi, RFRP-3 ve RFRP-3 + RF9
grubu sicanlarda kontrole kiyasla onemli Ol¢lide azalmistir (Sekil 3.16). Dahasi,
RFRP-3 grubu sicanlarin  aydinlik kutuya ilk gecisi diger gruplarla

karsilastirildiginda ¢ok uzun zaman sonra olmustur (Sekil 3.17).
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Kaewwongse ve caligma arkadaslar1 (2011), erkek siganlarda yaptiklar agik
alan testinde RFRP-3’lin anksiyete benzeri davranislart uyardigini gostermistir. Icv
RFRP-3 enjeksiyonu, merkez bdlgesinde gecirilen siireyi anlamli bir sekilde
azaltmistir. RFRP-3’iin davranigsal stres cevabinin kontroliinde rol oynayabilecegi

ileri stiriilmiistiir (Kaewwongse ve ark. 2011).

Kim ve ekibinin (2015) yaptig1 ¢alismada, RFRP-3 ilk kez anksiyojenik bir
noropeptit olarak tanimlanmistir. Disi farelere ozmotik minipompa yoluyla 5 giin icv
RFRP-3 infiizyonu gergeklestirilmistir. RFRP-3 uygulanan farelerde serum CORT
diizeylerinin diger gruplara kiyasla onemli Olglide yiliksek oldugu belirtilmistir.
RFRP-3, kortikosteron salgilanmasini uyaran ve anksiyojenik cevaplara yol agan
giiclii bir HPA aktivatorii olarak rapor edilmistir. RFRP-3 uygulamasi, agik alan
testinde merkezde ve EPM’de agik kollarda gegirilen zamani Onemli Olgiide
azaltmistir. RFRP-3 grubu fareler kontrol farelerine kiyasla aydinlik kutuya daha az
gegmistir ve aydinlik alanda ¢ok daha az zaman gegirmistir (Kim ve ark. 2015). Tiim

bu veriler, mevcut ¢calismada elde edilen davranis testleri bulgulariyla uyumludur.

RF9, RFRP-3 reseptor (GPR147 ve GPR74) antagonisti olarak bilinmektedir.
Yapilan caligmalarda hem farelerde hem de sicanlarda RFRP-3’{in baskiladigi GnRH
ve gonadotropin salgilanmasini, RF9 uygulamasinin geri dondiirdiigii rapor edilmistir
(Simonin ve ark. 2006; Pineda ve ark. 2010b; Glanowska ve ark. 2014; Xiang ve ark.
2015).

Sahin ve ¢alisma arkadaslar1 (2015), RF9’un yalnizca RFRP-3 reseptorlerini
bloke etmekle kalmadigini, ayn1 zamanda kisspeptin reseptorlerini de aktiflestiriyor
olabilecegini tespit etmistir. RF9’un hedef dis1 etkilerinin olabilecegini ve kisspeptin
reseptorlerinin de muhtemel hedefleri olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Disi siganlarda
kisspeptinin ve RF9’un pubertenin diizenlenmesi ve LH salgilanmas: {izerine etkileri,
kissspeptin antagonisti (p235) uygulamasi ile geri dondiiriilmiistiir. P234’{in
kisspeptinle birlikte RF9’u da antagonize ettigi bildirilmistir. RF9’un HPG aksi ile
iliskili ~ fonksiyonlarm1  kisspeptin/GPR54  sinyallesmesini  modiile  ederek
gosterebilecegi rapor edilmistir (Sahin ve ark. 2015).

Kim ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada (2015), ticari olarak edinilebilen

tek RFRP-3 antagonisti olan RF9’un kisspeptin reseptoriiniin (KISSIR) agonisti
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oldugu belirtilmistir. Yeni, giicli ve spesifik bir GPR147 antagonisti (GJ14)
tanimlanmistir. GJ14, RFRP-3’1in etkilerini in vitro ve in vivo kosullarda manipiile
etmistir. GJ14’tin RFRP-3’iin indiikledigi kortikosteron salgilanmasini ve CRH
noronlarindaki noéronal aktivasyonu tamamen bloke ettigi ortaya konulmustur.
RFRP-3’lin anksiyojenik etkilerine karsin, GJ14 anksiyolitik benzeri etkilere yol
acmistir. RFRP-3 ve GJ14’lin birlikte uygulanmasi, RFRP-3’lin anksiyojenik ve
HPA aksim1 uyarici etkilerinin tamamen ortadan kalkmasi ile sonug¢lanmistir.
Aragtirmacilar, RF9’un RFRP-3’iin farmakolojik manipiilasyonunu saglamada

basarili olamadigini rapor etmistir (Kim ve ark. 2015)

RF9’un GnRH ndronlari uyarict etkilerinin yalnizca GPR147 iizerindeki
antagonistik etkilerine degil, aym1 zamanda KISS1 reseptorleriyle baglantisina da
dayandig: ifade edilmistir (Liu ve Herbison 2014). RF9’un KISS1R sinyallesmesi
tizerine direk etkilerinin oldugu ise ilk kez Min ve ekibi (2015) tarafindan rapor
edilmistir. RF9’un, hem KISSIR aracili IP3 sinyallesme yolagini ve hiicre i¢i Ca*?
artisint hem de ERK fosforilasyonunu uyararak KISSIR agonisti gibi davrandigi
gosterilmistir.  RF9’un KISS1R’ne spesifik olarak baglandigi ve KISSR1’i
aktiflestirdigi bu bulgularla desteklenmistir (Min ve ark. 2015).

Mevcut ¢alismanin davranis testlerinden elde edilen bulgularinin, RF9
acisindan da literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. RF9’un RFRP-3’iin
anksiyojenik etkilerini manipiile etmedeki yetersizligi ve RFRP-3 + RF9 grubundaki
siganlarin  anksiyete benzeri davranislar sergilemesi, RF9’un baska sinyal

yolaklariyla etkilesim i¢inde olabilecegini desteklemektedir.

Hipokampusda RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesi ile ilgili ilk bulgular,
RFRP-3’iin HPG aks1 disinda bagka olas1 rollerine 1s1ik tutmustur. Hipokampusda
genig bir dagilim gosteren RFRP-3-ir lifleri ve GPR147 ekspresyonu, RFRP
peptitlerinin hipokampal aktivitenin modiilasyonuna katilabilecegini
diistindiirmiistiir. Hipokampal RFRP-3 lif projeksiyonlarinin en yogun CA2/CA3’{in
piramidal tabakalarinda bulunmasi da bu goriisii desteklemistir (Rizwan ve ark.

2009).

Erigskin sigan hipokampusunda ilk kez RFRP-3-ir hiicre govdelerinin tespit

edilmesi (Ferris ve ark. 2015), bu néropeptitin hipokampusdaki olas1 fonksiyonunun
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aydinlatilmasi acgisindan 6nemli bir bulgudur. RFRP-3’{in hipokampal astrositlerde

lokal olarak sentezlendigi ayn1 arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Eriskin norogenezin her bir agsamasi sirasinda cesitli spesifik biyobelirtecler
eksprese edilmektedir. Bu belirteclerin tespiti ile ndrojenik siire¢ ve yeni dogan
hiicrelerin kaderi detayl1 ve net bir sekilde izlenebilmektedir (Duan ve ark. 2008; von
Bohken ve Halbach 2011). Mevcut ¢alismada, ndrogenez biyobelirteglerinden nestin,
DCX, CALBI1, NeuN ve BDNF genlerinin ekspresyon degisimleri incelenmistir.

Norogenez siirecinde, boliinen noral kok hiicreler, farklilasacaklari bolgeye dogru
goc eden progenitorleri meydana getirmektedir. Bu noral prekiirsorler eksprese
ettikleri nestin proteininden taninmaktadir. Nestin, noral progenitor biyobelirtecidir
(Jin ve Galvan 2007). Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, RFRP-3
uygulamasinin  nestinin mRNA ekspresyonunu 6nemli Ol¢lide baskiladig
goriilmektedir (Sekil 3.20, Sekil 3.22). Nestin ekspresyonundaki bu azalma, noral

progenitor kayiplarina isaret etmektedir.

Hipokampusda ndrogenez, dentat girusun subgraniiler zonu ile smirhdir
(Christian ve ark. 2014; Kempermann ve ark. 2015) ve RFRP-3-ir hiicre govdelerinin
hipokampusda en ¢ok DG’da bulundugu tespit edilmistir (Ferris ve ark. 2015).
Bununla birlikte, nérogenez artisinin tespitinde hipokampal hiicre proliferasyonu
temel biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Murai ve ark. 2014; Sakharkar ve ark.
2016). Erigkin nérogeneze ev sahipligi yapan DG’da yogunlagan RFRP-3’iin, noral
progenitér cogalmasini bu denli baskilamasi mevcut ¢alismanin hipotezini dogrular

niteliktedir.

Progenitor hiicreler boliinerek, SGZ’dan graniiler hiicre tabakasmna go¢ eden
noroblastlar1 tiretmektedir (Christie ve ark. 2013). Noroblastlar, cogalarak gé¢ eden
hiicrelerdir. DCX, mitoz sonucu yeni dogan ndronlarda eksprese edilen bir
noroblast/immatiir néron biyobelirtecidir. (Shapiro ve ark. 2005; Liu ve ark. 2010).
DCX geni, hem fotal hem de eriskin beyninde go¢ eden ve farklilagan noronlarda
eksprese edilmektedir (Jin ve Galvan 2007). Farklilasan, olgunlasan, elektriksel
olarak aktif, fonksiyonel bir néron, matiir néron belirteci olan NeuN ve kalbindini
eksprese etmeye baslamaktadir (Abrous ve ark. 2005; Yamagishi ve ark. 2015).

Noron gelisimi sirasinda eksprese edilen bu genlerin yanisira BDNF diizeyinin up-
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regiilasyonunun hipokampal ndrogenez artisini yansittigi bilinmektedir (Xu ve ark.
2015).

Yapilan calismada RFRP-3’iin, DCX, CALB1 ve NeuN ekspresyonunu
azalttig1 goriilmektedir (Sekil 3.20). Bu azalma istatistiksel agidan anlamli olmasa da,
RFRP-3’lin noérogenez iizerindeki inhibitor etkilerini desteklemektedir. RFRP-3,
BDNF gen ekspresyonunu arttirsa bile bu artis istatistiksel agidan anlamli degildir
(Sekil 3.20).

RF9’un nérogenez biyobelirteglerinin mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi
incelendiginde, tiim genlerin ekspresyonlarinda anlamli olmasa da artis
goriilmektedir (Sekil 3.21). RF9 ndrogenez {izerindeki etkilerini hem hiicre
proliferasyonunu hem de sag kalimi arttirarak gostermistir. RF9 ile ilgili bulgular
birlikte ele alindiginda, RF9’un bu noérojenik etkilerinde, GPR147 ile beraber baska

bir reseptor grubunun da pay sahibi olabilecegi goriisii dogrulanmaktadir.

Erigkin hipokampusda astrositlerin norojenik potansiyeli (Ehninger ve
Kempermann 2008; Zhao ve ark. 2008), hipokampal norogenezin astrositik kontrolii
(Abrous ve ark. 2005) ve astrositlerin hipokampusda glutamat ve GABA
sinyallesmesinin modiilatorleri gibi davradiklar1 (Ferris ve ark. 2015) g6z Oniinde
bulunduruldugunda, astrositlerde ekspresyonu kesfedilen RFRP-3’iin erigkin

hipokampal norogenez tizerindeki bu inhibitor etkileri sasirtici degildir.

Azalmig ya da bozulmus ndrogenezin anksiyeteye yol agabilecegi bircok
aragtirmaci tarafindan rapor edilmistir (Ageta ve ark. 2008; Schloesser ve ark. 2009;
Sahay ve ark. 2011; Petrik ve ark. 2012; Cameron ve Glover 2015; Marques ve ark.
2016). Eriskin hipokampal noérogenezin inhibisyonu, EPM ve LDB testlerinde
anksiyete benzeri davranislar1 arttirmistir (Revest ve ark. 2009). Eriskin SGZ’da
tretilen yeni noronlarin  korku ve anksiyetenin regiilasyonuna katildigi
Oongoriilmistiir. Yenidogan hipokampal néronlarin uyardigi artmis noroplastisiteye,
azalmis anksiyetenin eslik ettigi bildirilmistir. (Marques ve ark. 2016). Mevcut
calismada, RFRP-3 anksiyete benzeri davraniglart uyarmistir ve eriskin hipokampal
norogenezi baskilamigtir. Tiim bu destekleyici bulgular, RFRP-3’lin anksiyojenik
etkilerinde erigkin hipokampal noérogenezin aract bir mekanizma olarak rol

oynayabilecegini gostermektedir. RFRP-3, hipokampal noérogenezi baskilayarak
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anksiyete benzeri davraniglarin uyarilmasma yol ag¢mis olabilir. RFRP-3’iin
norogenez lizerindeki baskilayict etkisini, ndrogenezin negatif diizenlenmesine
katilan (Kheirbek ve ark. 2012; Marques ve ark. 2016) HPA aksini aktiflestirerek

(Kim ve ark. 2015) gerceklestirmesi kuvvetle muhtemeldir.

GnRH’nin hipokampal fonksiyonlar1 ve plastisiteyi modiile ettigi, literatiirde
birgok caligmanin sonucu olarak ortaya konulmustur. GnRH reseptorlerinin en yogun
oldugu beyin bolgesinin hipokampus olmasi ve hipokampal GnRH’nin sinaptik
plastisite biyobelirteglerini up regiile etmesi, dendritik dallanmayi arttirmasi ve noral
eksitasyonu uyarmasi, GnRH’ nin néromodiilator etki gosterdigini desteklemektedir

(Gould ve ark. 2000; Liu ve ark. 2011; Ferris ve ark. 2015).

RFRP-3’tin hipokampusdaki muhtemel rollerinden birinin lokal steroid
tretiminin diizenlenmesi oldugu kanisina varilmistir. GnRH’nin ve astrositlerin
ikisinin de hipokampal dendritik dallanma yogunlugunu hizlica modiile ettigi goz
oniinde bulunduruldugunda, hipokampal RFRP-3’lin hipokampal GnRH ile
etkileserek hipokampusdaki sinaptik baglantilar1 modiile edebilecegi ihtimaller

dahilindedir (Ferris ve ark. 2015).

Sican hipokampusunda GnRH-ir hiicre gévdelerinin bulunmamasi ve GnRH-
I’in sentezlenmediginin tespit edilmesi (Ferris ve ark. 2015) ve DG’da GPR54
ekspresyonunun bolge spesifik yogunlugu (Lee ve ark. 1999), RFRP-3’iin
hipokampusdaki etkilerini daha ziyade kisspeptin ndronlarmi baskilayarak

olusturabilecegini de diisiindiirmektedir.

Literatiirde RFRP-3 ile ilgili arastirmalar, agirlikli olarak lireme ve lireme
davraniglari ile ilgilidir. Mevcut tez ¢alismasi, RFRP-3 ve GPR147 sinyallesmesinin
eriskin hipokampal norogenez {lizerine etkilerinin incelendigi ilk g¢alismadir. Bu
caligma ile ilk kez RFRP-3’lin hipokampal norogenezi baskiladigr gosterilmistir.
RFRP-3, hipokampal norogenezi Dbaskilayarak anksiyete benzeri etkileri
olusturmustur. Hipokampal RFRP-3 sinyallesmesinin etki mekanizmasina yonelik,
RFRP-3’tin hipokampal GnRH ve kisspeptin sinyallesmesi ile etkilesebilecegi

distiniilmektedir.

RFRP-3 ve GPR147 sisteminin fizyolojik rollerinin anlagilmasinin,

hipokampal  fonksiyonlarinin ~ ve  eriskin  noérogenezle  etkilesimlerinin
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aydinlatilmasinin, ndral hasar ve nérodejenerasyona karst koruyucu mekanizmalarin
desteklenmesine  katki  saglayabilecegi umulmaktadir.  Yapilacak  detayh
arastirmalarla, astrositlerde hipokampal RFRP-3 ekspresyonunun hipokampal
noroplastisiteyi diizenlemede oynadigi net rol ve GnRH ve kisspeptin sinyallesmesi

ile etkilesimlerinin altinda yatan mekanizmalar agikliga kavugmay1 beklemektedir.
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