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Ozet

Ketaminin Eriskin Donemde Strese Maruz Kalan Siganlarda Goriilen
Depresyon Benzeri Davranislar Ve Noéronal Morfoloji Uzerindeki
Etkileri

Giris ve Amag:

Son yillarda, 6zellikle tedaviye direngli intihar egilimli hastalarda, NMDA
antagonisti ketamin subanestezik  dozlarda antidepresan olarak
kullanilabilmektedir. Bu calismada, kronik 6ngoérilemeyen stres modelinde
uygulanan ketamin tedavisinin davranigssal parametreler ve hipokampal
noronal plastisite lzerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem ve Gereg:

Gunluk hayatta karsilasilan stres maruziyetini en iyi taklit eden
modellerden biri olan kronik éngérilemeyen stres modeli, doért hafta sireyle,
gunde bir kez uygulandi. Toplam 24 adet yetiskin erkek Spraque-Dawley
cinsi sican, her birinde alti adet olacak sekilde dort gruba ayrildi: Kronik
ongorilemeyen stres uygulandiktan sonra serum fizyolojik (SF) verilen S+SF
grubu; stres uygulandiktan sonra 10mg/kg i.p. ketamin ile tedavi edilen
S+Ketamin grubu; stres uygulanmadan SF verilen K+SF grubu ve stres
uygulanmadan ketamin ile tedavi edilen K+Ketamin grubu. Davranissal
degisiklikler acik alan testi, seker tercihi testi, zorlu ylzdirme testi ve
modifiye grip testi ile degerlendirildi. Intrakardiak perflizyon sonrasi disseke
edilen dokulardan vibratom araciligiyla alinan 200 um kalinligindaki kesitler
Golgi-Cox yontemi ile boyandi. Hipokampal piramidal néronlardaki morfolojik
degisiklikler dendrit uzunlugu, soma capi, dikensi cikinti yogunlugu ve
tipolojileri karsilastirilarak incelendi.

Bulgular:

Stres maruziyeti sonrasinda SF verilen deney hayvanlarinin adrenal
agirliklarinin vicut agirliklarina oranlari K+SF grubuna gére anlaml (p<0,05)
duzeyde yuksek bulundu. Ancak uygulanan davranis testlerinin sonuglarinda
gruplar arasinda anlamh bir farkhlik tespit edilmedi. Stres grubundaki deney
hayvanlarina ketamin tedavisi uygulandiktan sonra piramidal ndéron
caplarinda tedavi almayan stresli gruba oranla anlamh dizeyde (p<0,05)
artis tespit edildi. Dendritik uzunluklar hicre gévdesinin proksimalinde veya
distalinde bulunmalarina goére farkl zonlara ayrilarak karsilastirildi. Proksimal
zonda K+Ketamin grubunun dendritik uzunluklarinin K+SF grubuna (p<0,05)
ve S+SF grubuna (p<0,01) oranla anlamh sekilde yiksek oldugu; distal
bolgede ise K+Ketamin grubundaki néronlarin dendritik uzunluklarinin
S+Ketamin ve S+SF grubundakilere oranla daha yliksek oldugu tespit edildi



(p<0,05). Dendritik uzunluklari en distal zona kadar uzanan néronlarin
K+Ketamin grubuna ait oldugu gozlendi. Dikensi c¢ikinti tipolojisi
incelendiginde ise K+SF grubundaki mantarimsi c¢ikinti yogunlugunun hem
S+SF hem de S+Ketamin gruplarina oranla anlamh dizeyde (p<0,05)
ylksek oldugu tespit edildi.

Sonug ve Oneriler:

Elde edilen veriler birlikte dederlendirildiginde, uygulanan stres
paradigmasinin deney hayvanlan Uzerinde davranisa yansimayan, ancak
morfolojik ve fizyolojik acidan depresyon benzeri dedisikliklere yol agan
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Subanestezik dozda uygulanan ketamin
tedavisi hipokampal piramidal néronlarin soma caplari, dendritik uzunluklar
ve dallanma paternleri lGzerinde tedavi edici etkilere sahiptir. Bundan sonra
yapilacak calismalarda ketaminin hipokampal néronlardaki sinaptik plastisite
kapasitesi Uzerindeki etkilerinin molekller dlizeydeki calismalarla daha
detayh olarak aydinlatiimasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ketamin, Hipokampis, Golgi-Cox boyama, Sholl analizi,
Seker Tercihi Testi, Modifiye Grip Testi, Acik Alan Testi, Zorlu Yluzdirme Testi
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Summary

Effects of ketamine on depressive-like behavior and neuronal
morphology in adult rats exposed to stress

Introduction and Aim:

In recent years, the subanesthetic doses of NMDA antagonist ketamine
has been used as an antidepressant agent, particularly in patients with
suicidal tendencies and treatment-resistance. In this study, we aim to
investigate effects of ketamine on behavioral parameters and morphological
changes of pyramidal neurons in the hippocampus by using chronic
unpredictable stress model.

Materials and Methods:

Chronic unpredictable stress model was used to mimic stress exposure
of daily life. The stress paradigm was applied once a day for twenty-eight
days. In total of 24 adult Spraque-Dawley male rats, divided into four
groups: S+SF group, stressed group received serum physiologic (SF);
S+Ketamine group stressed and treated with intraperitoneal 10mg/kg
ketamine administration; K+SF group, control group received SF injection
and K+Ketamine group, control group received ketamine treatment.
Behavioral changes were evaluated by open field test, sugar preference test,
forced swim test and modified grip test. After intracardiac perfusion,
dissected specimens were sectioned by using vibratome at a thickness of 200
Mm and stained with Golgi-Cox method. Morphological changes in the
hippocampal pyramidal neurons were analyzed by comparing neuronal
dendritic length, soma diameter, spine density and typology.

Results:

The ratio of adrenal weights to body weights of experimental animals
given SF after stress exposure was significantly higher (p<0,05) than that of
K+SF group. However, no significant difference was observed among the
groups in the results of the applied behavior tests. The pyramidal neuron
diameters were increased in the stressed group after the treatment of
ketamine compared to the stressed group who did not receive treatment
(p<0,05). Dendritic lengths were compared according to the proximal or
distal zones determined by their distance to the cell body. In the proximal
zone, dendritic length of K+Ketamine group was significantly higher than the
those of K+SF (p<0,05) and S+SF groups (p<0,01). In the distal zone,
dendritic length of the K+Ketamine group was significantly higher than the
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those of S+Ketamine (p<0,05) and S+SF groups (p<0,05). It was also
observed that neurons with dendritic lengths extending to the most distal
zone were belong to the K+Ketamine group. Spine typology analysis was
revealed that mushroom type spines were significantly higher in K+SF group
than both of S+SF and S+Ketamine groups (p<0,05).

Conclusion and Suggestions:

When the data obtained were evaluated together, it has been shown
that the applied stress paradigm has effects that was not reflected on the
behavior of experimental animals but lead to morphological and physiological
changes like depression. Treatment with ketamine in subanesthetic doses
has therapeutic effects on soma diameters, dendritic lengths and branching
patterns of the hippocampal pyramidal neurons. In future studies, it is aimed
to elucidate in detail the effects of ketamine on the synaptic plasticity
capacity of hippocampal neurons with molecular studies.

Key Words: Ketamine, Hippocampus, Golgi-Cox staining, Sholl analysis,
Sugar Preference Test, Modified Grip Test, Open Field Test, Forced Swim Test
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1- GIRIS VE AMAC

Stres bozulan homeostazis durumunda, somatik ve zihinsel
reaksiyonlar tetikleyerek ortama uyum saglama c¢abalan olarak
tanimlamaktadir (Bartolomucci & Leopardi, 2009). Bedenin stres etmeni
ile karsilasmasi durumunda hipotalamo-hipofiz-adrenal (HPA) aksi ve
sempatik sinir sisteminin aktive olmasi, stres hormonlan olarak da
adlandinlan adrenalin ve kortizol seviyelerinde artisa neden olur. Bu
alarm durumunun aktivasyonu sonucu vicudun stresére karsi olusturdugu
tepkiler sayesinde ortaya c¢ikan yeni duruma uyum goéstermesi amaclanir.
Strese neden olan etkenin glicline ve bireyin adaptasyon yetenegine gore
strese karsi ya direng gelistirilir ya da strese bagli bozukluklar olusabilir.
Genellikle uzun sireli kronik stres varliginda stresorin dokularda
olusturdugu etkiler ve ortaya cikan yapisal ve metabolik degisiklikler
sonucunda organizma direng déneminden tikenme dénemine geger ki; bu
durum bireyi psikosomatik hastaliklara ve depresyona sirukler.

Stres maruziyetinin, majoér depresyon (MD) ve duygudurum
bozukluklarinin etiyolojisinde rol oynadidi literatiirde hayvan deneyleri ve
klinik calismalarla guglu bir sekilde desteklense de, stres ve MD arasinda
tam bir korelasyon gosterilememektedir (Nestler , Gould , Manji, Buncan,
Duman, 2002, Caspi, Sugden, Moffitt, Taylor, Craig, 2003, McEwen,2000,
De Kloet, Joéls, Holsboer, 2005).

MD sirekli tekrarlayan olumsuz dlsltncelere eslik eden duygudurum,
bilis ve motivasyon bozuklugu seklinde kendini gdsterir. Kadinlarda
erkeklere oranla daha sik gérilen MD, cocukluk déneminde baslayarak
hayat boyu sirebilir. Obezite, diyabet, inme, Parkinson, multipl skleroz,
Alzheimer gibi bircok hastalikla birlikte gortlen MD, intihar vakalarinin da
en 6nde gelen sebebidir (Akil vd., 2017).

Stres cevabinin olusturulmasinda etkin rol oynayan HPA aksi
degdisiklikleri, MD sirasinda da benzer sekilde etkilenebildiginden, MD ile
stres arasinda iliski oldugu hipotezini glgclendirmektedir. Yilksek
glukokortikoid konsantrasyonu néronal fonksiyonu ve davranisi birgok
seviyede etkiler. Stres maruziyetinin prefrontal korteks (PFC) ve
hipokampus’te, depresif bireylerdekine benzer sekilde, ndéronal atrofiye
neden oldugu, ek olarak, kemirgenlerde de néronlardaki dikensi cikinti
sayisini azalttigi ve islevlerinde bozukluklara neden oldudu gosterilmistir
(Liu & Aghajanian, 2008, Magarin & McEwen, 1995). Ekstrasellller
glutamat seviyesindeki artis da eksitotoksisitenin néronal atrofiye sebep
oldugunu dusindirmektedir (Lowy, Wittenberg & Yamamoto, 1995,
Moghaddam, Adams, Verma & Daly, 1997). Kortikotropin salgilatici
hormonu reseptér 1 (CRHR1) ve FK506 baglayan protein 5 (FKBP5) gibi
HPA aksinda gorev alan genlerin de stres maruziyeti ile baglantili oldugu
ve HPA aksini etkiledigi ©6ne siarilmektedir (Lowy, Wittenberg &
Yamamoto, 1995). Ek olarak, epigenetik mekanizmalarn stres ve
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glukokortikoidlerin sinaptik proteinlerin translasyonunu negatif olarak
dizenleyen faktérler (zerinden HPA aksi dengesini etkiledigi
gbsterilmektedir (Ota vd., 2014). Bunun yaninda, HPA aksi bircok farkli
noérotransmitter salinnmindan etkilenmekle birlikte ndérotransmitter
dengesizlikleri, inflamatuvar reaksiyonlar ve epigenetik faktérler gibi farkl
teorilerin hig biri tek basina MD hastalarinda goérilen HPA aksi
bozukluklularina bagh kortizol yuksekligini aciklayamamaktadir (Fava &
Kendler, 20009).

Literatlir incelendiginde gecerliligi en yiksek olan depresyon hayvan
modellerinin  stres maruziyeti ile olusturulan modeller oldugu
gorilmektedir. 1981’de Katz tarafindan gelistirilen Kronik Ongdérillemeyen
Stres Modeli (CUS), hayvanlarin farkli stres faktorlerine degisen
zamanlarda maruz birakilmasi ile olusturulan, maruziyet sonrasi
davranissal ve fizyolojik degisikliklerin gértldigu ve ginlik yasam stresini
en iyi taklit edebilen modellerden biridir (Katz & Hersh, 1981).

Kronik stres maruziyeti beyinde farkl bélgelerde degisikliklere neden
olur. Bunlar arasinda en sk etkilenen bdlgelerden birisi, kortizol
reseptérlerinin zenginligi nedeniyle, hipokampis'tir. Ogrenme ve hafiza
merkezi olarak bilinen hipokampils, limbik sistemin de o6nemli bir
komponentidir. Limbik sistem, serebral korteks araciligiyla emosyonlarin
dizenlenmesi ve disa vurulmasinda etkin rol oynamaktadir.

Stresin siddeti ve slresi arttikca, hipokampus’'te ndérokimyasallar,
sinaptik plastisite, noral aktivite, hlicre yapisi ve norojenezde degisiklikler
meydana gelir, bu da 6grenme ve hafiza gibi bilissel islevleri etkileyebilir
ve psikopatolojilere neden olabilir (Kim & Yoon, 1998). Noronal yapiyi
degistiren stres hormonlar hipokampis'lin kendi icinde ve diger bolgelerle
olan hassas ve yogun iletisim adlarini da bu yolla etkiler, boylece
6grenme ve hafiza fonksiyonlari icin gerekli olan néronal plastisite ortaya
cikarken, hipokamplus stresten diger limbik sistem yapilarina kiyasla daha
kolay etkilenir (Mc Ewen, 2010).

Gerek deneysel c¢alismalarda gerekse MD hastalarinda yapilan
gorintileme calismalarinda, limbik sisteme ait bdlgelerde yapisal ve
islevsel bozukluklarnn 6zelikle hipokampUls bélgesindeki hacim azalmasini
takiben olusmasi ve depresyonun santral sinir sisteminde ndronal
sinapslardaki serotonin ve/veya noradrenalin eksikliginden kaynaklandigini
ileri siren monoamin teorisinin uzun yillar boyunca antidepresan ilaglarin
temel mekanizmasini olusturmasina ragmen ilag tedavisine direng
gosteren vakalarin varligi, MD’nin norotransmitter dengesizliginden
kaynaklanan bir patofizyolojiden ziyade ndéral plastisite bozuklugu durumu
oldugunu isaret etmektedir (Duman, Aghajanian, Sanacora & Krystal,
2016).



MD’ye bagli semptomlar ginlik yasam kalitesi Gzerinde olumsuz
etkilere sahip olmakla kalmayip, toplumsal maliyeti de oldukca yuksek
olan klinik bir durumdur ve mevcut tedaviler hastaligin tedavisinde
yetersiz kalabilmektedir. GUnUimuizde kullanilan antidepresan tedavilere
yanit alinmasi genellikle gecikmeli olarak baslamakta veya etkinlik slresi
sinirll oldugundan tedavilerde tam bir basar elde edilememektedir.
Ozellikle intihar egilimi olan vakalarda hizli etkinlik gdsteren
antidepresanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Gayne vd., 2009).

1950'den bu yana anestezik olarak kullanilan N-methyl-D-aspartic
acid (NMDA) antagonisti ketaminin subanestezik dozlarinin, gintimuzde
bazi arastirmacilar tarafindan bu acigi giderebilecedi, en azindan
gelistirilecek yeni ilaglar icin model olabilecegi ©6ne sirtlmektedir
(Reinstatler & Youssef, 2015).

Subanestezik tek dozda uygulanan ketamin, kullanimindan 30-40
dakika sonra baslayan ve 80 dakika boyunca suren psikomimetik ve
dissosiyatif etkiler Uretmektedir. Ilk psikomimetik etkiden sonra, 110
dakika icinde baslayan ve vyaklasik 7 gln suren antidepresan etkiler
gozlemlenir (Zarate, Singh & Manji, 2006).

Bu bulgular, ketaminin metabolize edilmesinden sonra bile devam
eden bir dizi metabolik olayi baslattigini gostermektedir. Ketaminin hizli
antidepresan etkisi medial prefrontal korteks Uzerinde incelendiginde
protein translasyonunu dizenleyen bir serin/treonin kinaz olan rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi (MTOR) yoladini etkilemek suretiyle
dikensi cikinti yogunlugunu ve fonksiyonlarini iyilestirerek depresyon
tedavisinde etkili oldugu tespit edilmistir (Li vd., 2010). Ketaminin
sinaptogenezi arttirmasi nedeniyle depresyonda ortaya c¢ikan noéronal
atrofiyi ve Ilimbik sistem hacim azalmalarini Onleyebilecedgi 6ne
sardlmustdr (Duman, Li, Liu, Duric & Aghajanian, 2012). Ketamin tim bu
akut etkileri nedeniyle hipokampuUs’teki néronal plastisite lGzerinde etkili
olmasi 6ngoérilebilir, ancak bu konuda yapilan morfolojik calisma sayisi
oldukga sinirli sayidadir.

Bu tez calismasinda, son vyillarda subanestezik dozlarnin akut
donemde depresyon tedavisinde kullanilabilecegi ileri sirilen ketamin
hipokampal néroplastisite tGzerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir.
Bu amacla, gunlik hayatta karsilasilan stres maruziyetini en iyi taklit eden
modellerden biri olan “kronik 6éngdrilemeyen stres modeli” kullanilmis ve
kontrol ve deney grubundaki sicanlara ketamin (10mg/kg) tedavisi
uygulanmistir. Davranissal etkiler, acik alan testi, seker tercihi testi, zorlu
yuzdirme testi ve modifiye grip testi ile dlgulmustir. Gerek morfolojik
gerekse islevsel yapisi geredgince beynin strese ve ndroplastisiteye en
duyarli bodlgelerinden birisi olan hipokampls, aksonlarinin dallanma
paterninin ve dendritik morfolojisinin detayli bir sekilde gorintilenmesini
mUmkidn kilan Golgi-Cox ydntemi ile boyandiktan sonra tedavinin
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morfolojik etkileri; dendrit uzunlugu, piramidal hiicre capi ve dikensi ¢ikinti
yogunlugu ve tipolojisi karsilastirilarak incelenmistir.



2- GENEL BILGILER

Stres, organizmanin olumsuz durumlarla karsilastiginda ortaya cikan
ruhsal ve bedensel tepkileridir. GlUnlik yasam esnasinda bireyin kendini
gelistirirken yasadigi yipraticc olmayan basit gerilimler anlik strese yol
acarken; siddetli veya uzun sureli stres, psikolojik ve biyolojik
bozukluklara neden olur.

Strese maruz kalan organizmada baslica iki tlir yanit gelistirilir:
savasmak ya da kacmak. Beyin savas ya da kagc mesajlan verirken, kalp
daha fazla enerji Uretmek Uzere daha hizli galisir ve kan damarlan
genisler. Stres altindaki vicut daha fazla oksijene ihtiyac duydugu igin
solunum sayisi artar ve pupillerde sempatik sistem aktivasyonuna bagli
dilatasyon gorulir. Karacigerde glikoliz artisi kan sekerini ylkseltir. Uzun
stireli tekrarlayan stres maruziyeti badisiklik sistemini zayiflatip beynin
kimyasini bozdugunda biyolojik dedisikliklere psikolojik semptomlar da
eslik etmeye baslar. Bu semptomlar tahammulsizlik ve gabuk sinirlenme
seklinde goérilmeye baslar, ancak zamanla yerini anksiyete, panik atak ve
depresyon seklindeki duygudurum bozukluklarina birakabilir. Basa
cikilamadigi durumlarda da intihar etme hissine ve hatta tesebbisline
neden olabilir.

Stres belirtileri ve etkileri cinsiyet ayirt etmeksizin genellikle her iki
grupta da benzerlik gosterir. Ancak organizmanin strese karsi verdigi
cevaplar cevresel ve genetik faktdrler nedeniyle bireysel farkliliklara
sahiptir ve bireyin ruh durumu ile yakindan alakalidir.Kisinin kendini kotl
hissetmesi, yetersiz ve dedersiz gérmeye baslamasi genellikle stres ve
depresyonun ortak gdrilen baslangic semptomlarndir.

2.1- Major Depresyon

Majoér depresyon toplumda sik gdrilen, is glctu kaybina sebep olan ve
mali yUk getiren bir hastaliktir. MD, yasam boyu yayginligi kadinlar igin
%10-25, erkekler icin %5-12 olarak bildirilen ve tim dinyada oldukga sik
rastlanilan néropsikiyatrik bir bozukluktur. 2010 yili verilerine gore, dinya
capinda medikal maliyeti en ylksek ikinci hastaliktir ve ayni yil igin Avrupa
Birligi Ulkelerindeki yillik maliyetinin 798 milyar euro civarinda oldugu
tespit edilmistir (Lam, Kennedy, McIntyre, Khullar & 2014).

Amerikan Psikiyatri Birli§i Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel
El Kitabi (DSM-5)'e gbre MD semptomlan su sekilde siralanmaktadir:
depresif duygu durum, anhedonia, ani kilo alimi ya da kaybi, insomnia
veya supersomnia, psikomotor ajitasyon veya gerilik, enerji kaybi, benlik
saygisinda azalma, asin veya uygunsuz sucluluk duygulan, dikkat
daginikligi, tekrarlayan intihar girisimleri ve anksiyete (American
Psychiatric Association, 2013)



MD etiolojisini aciklamaya yonelik birgok teori gelistirilmistir. Bunlarin
icinde monoamin teorisi basta olmak Uzere, glutamat (Glu), (Sanacora
vd., 2012) ve y-aminobutirik asit (GABA) (Luscher vd., 2011) gibi
noérotransmitterlerin dengesizlikleri; inflamatuvar reaksiyonlar (Rosenblat
vd., 2014) teorileri siralanabilir. Son dénemde, histon modifikasyonu,
deoksiribo nukleik asit (DNA) metilasyonu gibi epigenetik faktérlerin de
etkisinin alti cizilmektedir (Sun vd., 2013). Ancak yapilan insan genom
calismalarinda hastaliga 6nemli Olglide katkida bulunan tekrarlanabilir
genetik lokuslar tespit edilememistir (Bosker vd., 2011). GUnUumuzde
MD’nin, genetik yatkinlhk ile birlikte glukokortikoid homeostazini ve HPA
aksini bozan stres (Holsboer, 2000; De Kloet vd., 2005; Frodl & O'Keane,
2013) gibi cevresel faktorlerin etkilesiminden kaynaklandigi
disintlmektedir (Caspi vd., 2003; Risch vd., 2009). HPA aksindaki
degisikliklerle karakterize edilen MD hastalarinin plazma, idrar ve beyin
omurilik  sivilarindaki  (BOS)  kortizol  yiksekligi bu  etkilesimi
desteklemektedir (Hasler, Drevets, Manji & Charney, 2004; Holsboer &
Barden, 1996).

2.1.1- HPA Aksi:

HPA aksi ayni zamanda stres cevabinin olusturulmasinda da etkin rol
oynayan bir sistemdir (Chaudhury, Liu, Han, 2015). Nucleus
paraventricularis’de (PVN) bulunan ndéronlar, stres aninda Kortikotropin
serbestlestirici hormonu (CRH) portal dolasim yoluyla hipofiz bezine iletir.
On hipofiz bezinde adrenokortikotropik hormon (ACTH) lretimi indiklenir,
buna cevap olarak adrenal korteks plazmadaki kortizol miktarinin
artmasini saglar. (Kvetnansky vd., 1995). Uzun sireli kortizol salinimi
hipofiz, hipotalamus, hipokampis ve prefrontal korteks'teki
mineralokortikoid (MR) ve glukokortikoid (GR) reseptoérlerine baglanarak,
negatif geri bildirim yolu ile HPA doéngilsinin kapatilmasini saglar (Sekil
2.1). Ancak kortizol, MR'ye GR'den daha yilksek baglanma afinitesi
gosterdiginden, MR'ler sirkadiyen ritim esnasinda kanda dolasan seviyesini
muhafaza eder ve sadece stres aninda dislk afiniteli GR'lere baglanir ve
GR'lerin stres cevabini sona erdirmelerini saglayarak, kortizolun dar bir
aralikta salinmasini, dolayisiyla da homeostazisi dengeler (Stephens &
Wand, 2012).



Kortizol Epinefrin
Norepinefrin

Sekil 2.1: Hipotalamo-Pituiter-Adrenokortikal Déngu
(http://www.yes-stressresearch.nl/stress)

2.2- Major Depresyonun Hayvan Modelleri

MD patofizyolojisini aydinlatmak ve vyeni antidepresan tedavi
stratejilerini test etmek icin ¢cok sayida hayvan modeli olusturulmustur.
Ancak, depresyona yol acan nérobiyolojik surecleri tim ydnleriyle taklit
edebilen bir hayvan modeli henliz mevcut dedildir (Czéh, Fuchs, Wiborg &
Simon, 2016).

Hayvan modelleri gelistirilirken goérinis gecerliligi, yapisal gecerliligi,
insanda goridlen semptomlan taklit edebilmesi, benzer predispozan
faktorlerden kaynaklanmasi ve o6ngorisel gecerliliginin ylksek olmasi
beklenmektedir. Ideal bir modelde bu kriterlerin en az lUgUnin gérilmesi
gerektiginden, literatiirde bu kriterleri yerine getiren bir MD hayvan modeli
gelistirilememistir (Belzung & Lemoine, 2011). Gunumduzde olusturulan
hayvan modelleri genel olarak genetik modeller, depresyona yatkin irk
modelleri, stres maruziyeti ile olusturulan modeller olmak lzere G¢ ana
baslik altinda incelenebilir.



2.2.1- Genetik Modeller

Tipik genetik modelleri, 6nceki vyillarda depresyon etiyolojisini
aclklamak Uzere ortaya atilan teorileri baz alarak olusturulan modellerdir.
5-HT1A (5-Hidroksitriptamin Reseptér 1A) mutant fare (Heisler vd., 1998,
Parks, Robinson , Sibille, Shenk & Toth , 1998, Ramboz vd., 1998) ve
noradrenalin transporter mutant fare (Xu vd., 2000) modelleri; Monoamin
teorisine dayanmaktadir. HPA aksi bozuklugunu taklit eden hayvan
modelleri olarak, Kortikotropin serbestlestirici hormonu reseptér-1 (CRH-
R1) mutant, (Timpl vd., 1998, Muller vd., 2003) ve Tip II glukokortikoid
reseptorid (Pepin vd., 1992; Montkowski vd., 1995) mutant modeli
siralanabilir. Bu modellerin sadece bir protein ya da reseptdre bagh
genetik manipullasyonlar icermesi patofizyolojik olarak sadece ilgili beyin
bélgelerini degil tim viicudu etkileyen semptomlar olusturulmasina neden
olmakta ve modellerin validitesini azaltmaktadir.

Son yillarda optogenetik tekniklerle olusturulan hayvan modelleri de
kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler sayesinde néronal aktivite
tamamen bloke edilebilmekte veya stimilasyonu saglanabilmektedir. Bu
teknik kullanilarak, 1siga duyarl iyon kanallar igin kodlanan genler, viral
vektorlerin kullanimi ile hedef néronlarin icine yerlestirilir. Boylece hedef
noéronlar spesifik olarak uyarilir ya da susturulur (Sekil 2.2). Optogenetik
yontemi ile dopaminerjik ndronlarin depresif-benzeri davranislarin
dizenlenmesine etkisi (Chaudhury vd., 2013; Tye vd., 2013),
antidepresan benzeri etkilerin ortaya cikariimasinda prefrontal kortikal
devreler (Covington vd., 2010; Vialou vd., 2014) ve anksiyeteyi kontrol
eden néronal devreler (Tye vd., 2011; Kim vd., 2013; Vialou vd., 2014)
incelenmis ve hedonik-anhedonik davraniglar (Tsai vd., 2009), &ddl
davraniglan (Stuber vd., 2011), aktif veya pasif stresle bas etme davranis
kaliplari gibi cesitli davranislarin basarili bir sekilde manipile edildigi
gosterilmistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584615000706#bb1175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584615000706#bb1030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584615000706#bb0855
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Sekil 2.2: Optogenetik Teknigi
(Czéh, Fuchs, Wiborg & Simon, 2016’dan alinmistir).

Geleneksel genetik modellere kiyasla daha gelismis olan optogenetik
modeller, henlz yeni calisimaya baslamis olmalar, invaziv prosedurler
icermeleri ve maliyetlerinin yliksek olmasi dolayisiyla gelistirilmeye ve
model gegerliliklerinin olusturulmasina ihtiya¢ duysalar da gelecekte daha
etkin bir sekilde kullanim potansiyeline sahiptirler.

2.2.2- Depresyona yatkin deneysel hayvan tiirleri

Gunumuzde kullanilan bazi depresyon modelleri, kemirgenlerin
spesifik Ozelliklerine gore secilerek nesiller boyunca ciftlestiriimeleri ile
olusturulan irklan icermektedir. Uyeleri genotipik olarak birbirleriyle 6zdes
ve spesifik davranigsal ve fizyolojik abnormaliteler gésteren irklarin bu
ozelligi, arastirmalar icin bir avantaj olarak kabul edilir. Depresyon
hastalarinda go6zlenen uyku, bagdisiklik sistem ve sirkadiyen ritmi
anomalilerini sergileyen Flinders Hassas siganlari, strese karsi hiperreaktif
olup, HPA aks dlzensizligi ve c¢esitli davranis testlerinde depresif
davranislar sergileyen Wistar-Kyoto sicanlar, bu irklara &6rnek olarak
verilebilir. Ozel olarak vyetistirilen irklar ile olusturulan depresyon
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modellerinin  ylksek goriinis gecerliligine sahip olduklan ileri
surtlmektedir (Overstreet, Friedman, Mathe & Yadid, 2005; Overstreet &
Wegener, 2013). Ancak yapisal gecerlilikleri tartismalidir.

2.2.3- Stres maruziyeti ile olusturulan modeller

Stres maruziyetinde HPA aksinda gorilen degisimlere paralel olarak
artan kortizol seviyesi sonucunda gelisen; nérogenez, sinaptogenez ve
dendritik cikintilarda azalma, ndronal apoptoziste artma gibi degisikliklerin
blaylk bir cogunlugu depresyon durumunda da goézlenmektedir (Holsboer
& Barden, 1996, Holsboer, 2000, De Kloet, Joéls & Holsboer, 2005).
Buradan yola cikarak ginimuizde pek cok depresyon modeli cgesitli stres
paradigmalar kullanilarak olusturulmaktadir. Ogrenilmis caresizlik, erken
yasam stresi, sosyal stres, ve kronik beklenmedik stres modeli bunlardan
yalnizca bazilandir (Ozkartal & Aricioglu, 2017).

e Odrenilmis caresizlik modeli: Ilk ©nce kontrol edilemeyen ve
kacinilamayan kapali bir dizende tekrarli olarak elektrik soku
stresine maruz birakilan deney hayvani, daha sonra kagmanin
mUmkin oldugu acik bir sistemde ayni elektrik sokunu alir (Sekil
2.3A) kacma davranisi gostermeyen hayvanlarda o6grenilmis
caresizlik tablosunun olusturuldugu kabul edilir (Ozkartal & Aricioglu,
2017).

e Sosyal Stres: Sosyal ortamda olusan kosullarin stres kaynadi oldugu
felsefesiyle olusturulan bu modelde genelde, erkek sican baska bir
erkek sicanin yuvasi olan kafese alinir (Sekil 2.3B), iki erkek sican
arasinda olusan agresif davranigslar kronik stres maruziyeti olarak
tanimlanir (Czéh, Fuchs, Wiborg & Simon, 2016).

e Erken yasam stres modelleri: Prenatal stres ve maternal seperasyon
paradigmalarini kapsayan erken yasam stres modelleri, yasamin
erken doneminde maruz kalinan stresin, yetiskinlik déneminde
hiperaktif HPA ve yilksek CRH seviyelerine neden oldugu gercgegine
dayanir (Nestler, Gould & Manji, 2002). Prenatal stres modelinde
gebe anneler gebeliklerinin son haftasinda ginde ¢ saat sire ile
immobilizasyon stresine (Sekil 2.3C) maruz birakilir (Polat Corumlu,
Aydin, Aydin & Ulupinar, 2015). Maternal seperasyon paradigmasi
ise dogum sonrasi bebeklerin annelerinden giinde (¢ saat boyunca
ayrilmasi (Sekil 2.3D) ile olusturulur (Soéztutar, Colak & Ulupinar,
2016).
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Sekil 2.3: Cesitli Stres Uygulamalari

Sosyal stres (A), 6grenilmis caresizlik (B), prenatal stres (C), maternal seperasyon (D)
uygulamalarinin sematik ¢izimleri (Krishnan & Nestler, 2008°den alinmistir).

2.2.4- Kronik Ongériilemeyen Stres

Ilk olarak Katz ve arkadaslan (1981) tarafindan gelistirilen “Kronik
Ongodrilemeyen Stres Modeli”, siganlarin cesitli stres faktdrlerine
beklenmedik bir anda maruz birakilmasi ile olusturulmaktadir (Katz &
Hersh, 1981). Bu stresodrler gida ve su yoksunlugu, gece aydinlatmasi,
kafes egimi vb. olarak siralanabilir (Sekil 2.4) (Wang, Timberlake, Prall &
Dwivedi, 2017). S6z konusu stres modeline literatlirde kronik ilml stres
(chronic mild stress), kronik beklenmedik 1llmh stres (chronic
unpredictable mild stress), ve kronik degisken stres (chronic variable
stress) gibi gesitli isimler verilmektedir (Willner, 2017).

CUS modelinin diger stres modellerine kiyasla avantaji ve modelin
gorinls gecerliligini destekleyen en o6nemli 06zelligi, uygulanan stres
sonrasl depresyona paralel davranigssal ve fizyolojik degisikliklerin
gortlmesidir. Bunlar anhedonik davraniglara ek olarak, motivasyon temelli
davranislarda azalma, kilo kaybi, uyku bozuklugu, lokomotor
davraniglarda azalma, Elektroensefalografi (EEG) o6lcimlerinde "aktif
uyanma" oraninin azalmasi seklinde siralanabilir (Willner, 1997).
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Bu model, kronik stresin nérobiyolojik etkilerinin anlasiimasinda ve bu
etkilerin kronik antidepresan tedaviler sonrasinda ne gibi degisiklikler
gosterdiginin arastiriimasinda siklikla kullaniimaktadir (Willner, 2017).

Siklusunun Dedistirilmesi
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Sekil 2.4: Kronik Beklenmedik Stres
(Czéh, Fuchs, Wiborg, Simon, 2016°dan alinmistir).

2.3- Major Depresyon Tedavisinde Kullanilan Ilaclar

GUnimuzde halen monoamin hipotezi Uzerinden gelistirilen
antidepresan tedavileri kullanilmaktadir. Depresyon tedavisinde kullanilan
ilk ilag, tuberklloz hastalarn igin gelistirilen monoamin-oksidaz inhibitori
iproniazid’dir. Bu hastalarda duygudurum bozuklugunu tedavi ettigi
saptanan iproniazid, depresif hastalarda antidepresan etkinlik géstermistir.
Ayni dénemde, trisiklik yapida bir antihistamin olan imipramin’in de
antidepresan etkilere sahip oldugu bulunmustur. Daha sonraki
calismalarda, bu ilaglarin ekstraselliler serotonin ve noradrenalin
miktarlarini arttirarak etki gosterdikleri tespit edilmistir (Czéh, Fuchs,
Wiborg & Simon, 2016).

2.3.1- Giiniimiizde kullanilan modern antidepresanlar

Modern antidepresanlar genis bir yelpazede yer almaktadirlar. Ilk
gelistirilen antidepresan grubu, monoamin oksidaz A ve B enzimlerini geri
dénlsiimsiiz inhibe eden Monoamin Oksidaz Inhibitdrleri'dir (MAOI), ancak

12



ortostatik hipotansiyon, kilo alimi, dédem, cinsel disfonksiyonlar ve
uykusuzluk gibi yan etkilerinden dolayr kullanimi sinirlidir. Trisiklik
Antidepresanlar (TCA), serotonin ve noradrenalin gerialim pompalarini,
sinirh miktarda dopamin geriallm pompalarini inhibe etme yolu ile etkisini
gosterir. Kilo artisi, sedasyon, konstipasyon, bulanik gérme, agiz kurulugu
bas donmesi ve kan basinc distkligd gibi yodun yan etki profilleri
nedeniyle kullanimlari azalmistir (Orsel, 2004). Secici Serotonin Gerialim
Inhibitérleri (SSRI), serotonin geri alim blokérii olarak calisan bu grup;
somatodentritik alanda ani 5-Hidroksitriptamin (5-HT) artisina neden olur.
Ilacin kullaniminin surdirilmesiyle birlikte somatodentritik otoreseptdr
olan 5-HT1A reseptérl duyarsizlasir, bu nedenle SSRI grubu ilaglarda etki
baslangici gecikmelidir (Westenberg 1999). Serotonin Noradrenalin Geri
Alm Inhibitérleri (SNRI), hem serotonin hem de norepinefrin geri alimini
inhibe ederler. Bu gruba ait ilaglar geleneksel olarak, yeniden geri alim
inhibisyonu prensibi ile calissalar da bireysel olarak farkl farmakolojik
Ozellikler sergiler (Sansone & Sansone, 2014). Noradrenalin ve Dopamin
Gerialim Inhibitérleri (NDRI), disik dozlar sigara birakma tedavisinde
kullanilan bu grubun yan etkileri agiz kurulugu, konstipasyon, tremor,
bulanik gérme olarak siralanmaktadir. Noradrenerjik ve Serotonerjik
Antidepresanlar a2 antagonizmasi (NaSSA), serotonin ve noradrenalin
dizeyini monoamin ve monoamin geri allm pompalarini inhibe etmeden
arttinrlar. Uyuklama ve asin kilo alma gibi yan etkileri bulunmaktadir.
Serotonin 2A Antagonistleri/Serotonin Gerialim Inhibitérleri (SARI), hem
serotonin 2A reseptoérlerini hem de serotonin geri alimini inhibe ederler
(Orsel, 2004).

Tablo 2.1: Antidepresan ilag gruplar ve farmakolojik érnekleri

Ilag Ulkemizde —
Grubu bulunan preparatlar Yan Etkileri
MAOI Moklobemid Ortostatik hipotansiyon, kilo alimi, 6dem,

cinsel disfonksiyonlar ve uykusuzluk

Kilo artisi, sedasyon, konstipasyon, bulanik
goérme, adiz kurulugu bas dénmesi ve kan
basinci disukliga

Maprotilin, Klomipramin,

TCA Amitriptilin

Sitalopram,Essitalopram,
SSRI Fluoksetin, Fluvoksamin,
Paroksetin, Sertralin

Bulanti, kusma, ishal, bas agrisi, tremor,
sedasyon, agiz kuruludu, cinsel yan etkiler

Venlafaksin, Duloksetin, Bulanti, kusma, ishal, Hipertansiyon, bas

SNRI Milnasipran agrisi, tremor, agiz kurulugu, cinsel yan etkiler
NDRI Bupropion Aglz kurulugu, konstipasyon, tremor, bulanik
gbrme
NaSSA Mirtazapinin Uyuklama ve asiri kilo alma
. . Asirl sedasyon, priyapizm
SARI Nefazodon, Tianeptin,

Trazodon, Gepiron

(Orsel, 2004, Karamustafalioglu& Yumrukcal, 2011’den alinmistir.)
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2.3.2- Ketamin

MD tedavisinde kullanilan antidepresanlar etkilerini bir ila UG¢ hafta
arasinda degisen slrede gostermekte ve hastalarin ancak Ugte birinin
antidepresan tedavisine yanit verdigi bilinmektedir (Trivedi vd., 2006).

1950'lerde ABD’de gelistirilen ketamin, HCI (2-o-klorofenil-2-
metilaminosik-lokehzanon-hidroklorir) yapida, S(+)-ketamin ve R(-)-
ketamin optik enantiyomerli bir ilactir (Saragoglu, 2005). Hem genel hem
de lokal anestezide kullanilabilen ketamin, NMDA, opioid, monoaminerijik,
muskarinik ve voltaj duyarli kalsiyum (Ca*?) kanali reseptérleri ile
etkilesime girer (Hirota & Lambert, 1996). Genel anesteziklerden en blyuk
farki ise GABA reseptorleri ile etkilesime girmemesidir (Franks & Lieb,
1994). Esasen, NMDA antagonisti olan ketamin, merkezi sinir sistemi
(MSS) depresyonu, hallisinasyon, distinme-algi ve motor fonksiyonlarda
bozukluklara neden olabilir. Bir ¢cok hayvan modelinde bagimlilik yapici
ozelligi kanitlanan ketaminin farklh Ulkelerde saglik personeli dahil olmak
Uzere yaklasik 30 yildir halisinojen olarak suistimal edildigi Dinya Saghk
Orgati’nin (WHO) 2014 vyiinda vyayinlamis oldugu raporunda
bildirilmistir.

GlUndmuzde ise ketamin, ilag tedavisine direng goésteren, o6zellikle
intihar egiliminde olan depresyon hastalarinin tedavisinde
kullanilabilmektedir. Klasik antidepresanlarin tersine etkisini birkag saat
icinde gobsterebilen ketaminin bu etkisi ilk defa 1975 yilinda Sofia ve
Harakal tarafindan gdsterilmis, ilerleyen yillarda da bu ilacin disuk dozda
uygulamasinin depresif hastalar Uzerindeki tedavi edici etkisine dair veriler
cesitli arastirmacilar tarafindan desteklenmistir (Mion, 2017; Sofia &
Harakal,1975; Berman vd., 2000; Kudoh, Takahira, Katagai & Takazawa,
2002). Ionescu ve arkadaslan (2014) diastk anksiyeteli bipolar hastalar ile
yuksek anksiyeteli depresyon hastalarini tek doz ketamin inflizyonu (40
dakika boyunca 0.5 mg/kg) ile tedavi etmistir. Lapidus ve arkadaslari
(2014) tarafindan yapilan bir baska calismada ise, daha dnce antidepresan
tedavilerine cevap vermeyen MD hastalarinda, intranazal yolla uygulanan
ketamin (50 mg) antidepresan etkileri kanitlanmistir (Lapidus vd., 2014).
Ek olarak, Price ve arkadaslan (2014) ketaminin intihar dusltnceleri
Gzerindeki akut etkilerini test etmis ve bu ilacin intihar egiliminde 24 saat
icerisinde, hizli bir etkiyle azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (Price
vd., 2014).

Ketamin, anestetik dozda NMDA reseptoérlerini bloke ederek
prefrontal kortekste eksitator iletiminin azalmasina yol acar; subanestetik
dozda ise hucre disi glutamat konsantrasyonunda artisa neden olur
(Moghaddam, Adams, Verma, Daly, 1997). NMDA reseptérlerinin blokaji
nedeniyle aktive olan Protein Kinaz B (Akt) fosforilasyonunun mTOR
kompleks 1(mTORC1) dizeyinde artisa neden olmasini takiben, Okaryotik
Baslatma Faktéri (ELF) yolagi Gzerinden beyin kokenli noérotrofik faktor
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(BDNF) seviyesini arttirmaktadir. Ketamin bu etkilerini ayni zamanda
serbest kalan glutamat’in a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
asit (AMPA) reseptorlerine baglanarak, hicre membraninin
depolarizasyonunu indiiklemek ve Ca®* influksunu artirmak suretiyle de
gerceklestirmekte ve sonucta sinaptik veziklllerden BDNF salinimina
neden olmaktadir (Sekil 2.5). BDNF'in tropomiyozin iliskili kinaz tip B (TrkB)
reseptorlerine baglanmasi ile aktive olan Erk ve Akt sinyal mekanizmalari
da sinaptik proteinlerin salinimini indiklemektedir (Browne & Lucki, 2013).

Glut te ¢ i
.T .“.J"“ " Ketamine

BDNF release »

Sekil 2.5: Ketamin Antidepresan Etki Mekanizmalari
(Browne, Lucki, 2013'den alinmistir.)

2.4- Major Depresyon ve Stresin Etkili Oldugu
Noroanatomik Bolgeler

Depresyona sebep olan tek bir néroanatomik bdlge belirlemek
mumkUin olmasa da, MD hastalarinda yapilan goérintileme calismalan
gross ndroanatomide morfolojik farklilasmalar tespit etmistir. Hipokampal
hacim azalmasi ile birlikte MD hastalarinda goérilen gri cevher hacim
azalmasinin diger bir cok beyin bolgesiyle de (Tablo 2.2) iliskili oldugu

tespit edilmistir (Oakes, Loukas, Oskouian & Tubbs, 2017).
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Tablo 2.2: MD hastalarinda hacim azalmasi tespit edilen beyin bodlgeleri

Depresyon Hastalarinda Hacim Azalmasi Saptanan Bolgeler
Sol anterior cingulum Sag temporal korteks
Sol amygdala Supratemporal lob
Sol ve sag prefrontal korteks Parahippocampal gyrus
Sol nucleus accumbens Serebellum
Fusiform gyrus Lingual gyrus
Superior ve orta oksipital korteks Sol precuneus
Cuneus Posterior orbital korteks
Sag putamen Ventral striatum
Kaudat nucleus Pars opercularis
Temporopolar korteks Sol ve sag external pallidum
Superior ve medial frontal Superior ve medial orbitofrontal
korteksler korteksler
Frontal polar veya dorsal Dorsolateral, dorsomedial ve
anterolateral prefrontal korteks ventrolateral prefrontal korteksler
Infralimbik korteks’in prefrontal Subgenu anterior cingulat korteks
Korteks kisminin subgenu bélgesi

(Oakes, Loukas, Oskouian & Tubbs, 2017'den alinmistir)

Ozellikle anterior singulat korteksin subgenual kismindaki lezyonlar,
sol perigenuculat anterior singulat korteks ve singulat korteksin sol
subgenu kismi ailesel MD ile yakindan iliskilidir. Ek olarak, en belirgin
volumetrik azalmalarin, singulat korteksin sol 6n ve sol subgenu
kismindaki gri cevherde oldugu belirtiimektedir (Price & Drevets, 2010,
Hasler, 2010).

Stres ayni zamanda beyindeki subkortikal yapilardan talamus,
hipotalamus, hipokampuls, pineal bez, hipofiz ve amigdala, prefrontal
korteks'i de etkiler ve duygudurum degisikliklerinde stres cevabinin
olusturulmasinda rol oynar (Brick& Erickson, 1998). Lateral hipotalamus,
vagus'un dorsomedial nikleusu, nikleus ambiguus, parabrakial nikleus,
ventral tegmental alan (VTA), lokus seruleus (LC), pedunkulopontin
ntkleus (PPN), nukleus retikdlaris ve hipotalamus’un paraventriktler
nikleusu gibi yapillar da amigdala araciligi ile stres ve anksiyete
olusumunda etkilidir (Carvey, 1998, Ninan, 1999).

Daha once de belirtildigi gibi limbik sistem, stres cevabinin
olusturulmasi ve MD patofizyolojisinde etkilidir. Stres kaynakli hipokampal
apoptozisin ve ndrogenezisteki azalmanin antidepresan tedavi ile geri
dondirilebilmesi,  hipokampuls'teki noroplastik  dedisikliklerin ~ MD
etiopatogenezinde 6énemli rol oynadigina isaret etmektedir (Slattery vd.,
2004).
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2.4.1- Hipokampiis

Limbik sistem telencephalon’da bulunur ve birgcok kismi
rhinencephalon igerisinde yer alan yapilar tarafindan olusturulur. Limbik
sistemin 6grenme ve hafiza gibi fonksiyonlarda ©6nemli rol oynadidi
bilinmekte ve emosyonlarin serebral korteks'in aktivitesi ile dizenlenmekle
birlikte disa vurulmasinin limbik sistem ve hipotalamus aracihdr ile
gerceklestigi kabul edilmektedir.

Limbik sistem icerisinde hem kortikal hem de subkortikal yapilar
bulunmaktadir. Bunlar arasinda formatio hippocampi, area septalis, gyrus
cinguli, gyrus parahippocampalis, indusium griseum ve corpus
amygdaloideum en énemli yapilardir (Standring,2008).

2.4.1.1- Formatio hippocampi’nin morfolojisi

Deniz atina benzerligi nedeniyle bu adi alan formatio hippocampi
yaklasik 5 cm uzunlugunda olup, komsu yapilara kiyasla daha blyutk ve
anatomik acidan ayirt edilmesi daha kolaydir (Sekil 2.6). Formatio
hippocampi'yi olusturan temel yapilar; Cornu Ammonis (CA), gyrus
dentatus, subiculum ve entorhinal korteks’dir (Knowles, 1992) (Sekil 2.7).

Sekil 2.6: Diseke Edilmis Insan Hippokampiis'iiniin Denizatina Benzerligi
(Harvey, 2012'den alinmistir).
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Sekil 2.7: Formatio Hippocampi'yi Olusturan Temel Yapilar
(Standring 2008'den alinmstir).

2.4.1.1.1- Cornu Ammonis

Cornu Ammonis, ventriculus lateralis'in cornu inferius'unun tabaninda
yer alan korteks kismi olup, alt mediale dodru subiculum ve gyrus
parahippocampalis ile devam eder. Gyrus parahippocampalis'in 6ne dogru
uzanan kismi uncus adini alir. CA'nin 6ne dodgru uzanan ve parmak
seklinde genisleyerek sonlanan kismina pes hippocampi, yukarida
ventriculus lateralis'e komsu yluzinu o6rten beyaz cevher kismina ise
alveus hippocampi adi verilir. Alveus hippocampi icerisinde yer alan lifler
medialde birleserek fimbria hippocampi'yi olusturur. CA arkada corpus
callosum'un splenium kisminin altina kadar uzanir (Standring,2008) (Sekil
2.8).

CA'da esas olarak piramidal hicre tabakasi bulunur. Alveus ile
piramidal hlcre tabakasi arasinda stratum oriens'de esas olarak piramidal
hicrelerin bazal dendiritleri ve gesitli tipte internéronlar bulunur. Bu bdlge;
stratum lucidum, stratum radiatum ve stratum lacunosum-moleculare'ye
ayrilir.  Piramidal néronlanin apikal dendritleri stratum radiatum'u
olustururken, terminal dallan stratum lacunosum-moleculare'de, bazal
dendritleri ise stratum oriens'e dagilir.

CA genislik, hlicre boyutlari ve yogunluguna goére doért ana bdélime
ayrilir:

CAl1 Alani: Kuguk piramidal hiacreler igerir. Bazi arastirmacilar
tarafindan, CA1l'in evrimini tamamlamadigi, filogenetik acidan CA’nin
gelisen alt tabakasi oldudu distinilmektedir. insan ve maymunda sicana
gbre piramidal hucre tabakasi daha sik ve heterojen bir gérintl sergiler.
Stereolojik calismalarda CA1'deki tahmini néron sayisinin 14x10° civarinda
oldugu hesaplanmistir. Transvers ve rostro-kaudal eksende degisken bir
géruntu sergiler. CA2'ye yakin bélgelerde CA1l piramidal hiicre tabakasi
hem en ince halindedir hem de hicreler sikisik bir yapidadir. Bu nedenle
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CA1l ve CA2 bolgelerinin sinirlant net ayirt edilemez. Subiculum sinin ile
oblik sekilde cakisma gésterir.

CA2 Alani: Baylk piramidal hicrelerin olusturdugu dar yogun bir bant
seklindedir. Ozellikle insanda sinirlarini gézlemek zordur. Stratum lucidum
CA1 ve CA2 bolgelerini kapsamadigindan bu bélgeler yosunsu liflerle gelen
inputlan almamaktadir.

CA3 Alani: Blyuk piramidal hicrelerin olusturdugu genis ve gevsek
bir bant ile karakterizedir. Bu bdlgenin en énemli 6zelligi, stratum lucidum
bélgesinde, yosunsu liflerinin piramidal hlicre tabakasinin hemen Uzerinde,
gyrus dentatus'taki granuler hicre aksonlariyla iletisim halinde olan
proksimal dendritler ile sinaptik baglantilar olusturmasidir.

CA4 Alani: Gevsek olarak dizenlenmis ic zondan olusur. 1933 yilinda
Lorente de No tarafindan Golgi boyasi ile elde edilen preparatlarda
tanimlanan bodlgenin varligi daha sonra tartismaya yol acmistir. Blackstad
(1956) ve Amaral (1978) bu bélgenin gyrus dentatus'un polimorfik bélgesi
oldugunu belirtmistir (Amaral & Lavenex, 2006). Schultz ve Engelhardt
(2014), hilusa yakin tim piramidal néronlarin CA3'in devami olarak kabul
edilmesi gerektigini belirtmektedir (Szabo & Hennerici, 2014).

Fimbria _'-_'_,,..—-—' Alveus
Fimbriodentatey Corny Stratum oriens
—
sulcus/—ﬁ“ Lolv P 2

4

Hippocampal
sulcus —» ===

Stratum pyramidale

Stratum radiatum

Stratum lacunosum

Stratum moleculare

Dentate gyrus Entorhinal cortex

Hippocampus (cornu ammonis) Parahippocampal gyrus

Sekil 2.8: Cornu Ammonis ve Komsu Yapilar
(Standring 2008°den alinmistir).
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2.4.1.1.2- Gyrus dentatus

Gyrus dentatus (GD), CA'nin medialinde, fimbria hippocampi ile
subiculum arasinda yer alir ve transvers kesitlerde karakteristik “V”
seklinde bir goriintii sergiler. On tarafta uncus'a karisan gyrus dentatus,
arka tarafta gyrus fasciolaris ile, gyrus fasciolaris ise corpus callosum'un
Uzerindeki ince bir gri cevher tabakasi olan indusium griseum ile devam
eder. Corpus callosum'un uzunlugu boyunca seyreden indusium
griseum'un igerisinde miyelinli liflerin olusturdugu stria longitudinalis
medialis ve stria longitudinalis lateralis isimli iki ince serit, area septalis'e
kadar uzanir (Standring, 2008).

GD’nin ana hilcre tabakasi graniler hicrelerden olusur, burada
yaklasik 15x10° néron oldugu bilinmektedir. Bu hicrelerin dendritik
cikintilari GD’nin molekdiler tabakasindadir. Granuler hicreler ve molekuler
tabaka fascia dentata'yl olusturmaktadir. GD’de bulunan Ugilncl tabaka
ise hilus (polimorfik tabaka) adini alir ve yalnizca GD igine projekte olur.
Hilus'un etrafinda bir kisim piramidal hlcre tabakasi, grantler hucreler
tarafindan kaplanmaktadir (Schultz, Engelhardt, Szabo & Hennerici,
2014).

2.4.1.1.3- Subiculum

Subiculum kompleks bir gecis alani goérintist sergiler. CA1l ile
sinirlari ic ice gecerken burada CA3'den gelen Schaffer kollateral
projeksiyonlari sonlanir. Bazi kaynaklarda presubiculum ve
parasubiculum'u icine alan vyapr "subiculum kompleksi" olarak da
adlandinhr. Presubiculum, bu bélgede bulunan piramidal hicrelerin apikal
dendiritik uzantilarindan olusur. Parasubiculum ise tek sira halinde
bulunan presubiculum’dan yodunluk olarak daha az olan piramidal
hucreleri barindinir (David & Pierre, 2009). Subiculum’da bulunan néronlar,
entorhinal korteks disinda septum cevresi, nucleus accumbens, anterior
talamus ve corpus mammillare gibi subkortikal bdlgelere projekte olurlar
(Schultz, 2014).

2.4.1.1.4- Entorhinal korteks

Entorhinal korteks, Brodmann'in 28. alanidir. Rostrale dodgru
amigdala'nin orta seviyelerine kadar genisler, kaudalde ise nucleus
geniculatum laterale'nin anterioruna uzanir. Alti tabakadan olusur.
Tabaka I pleksiform yapidadir. Tabaka II'nin yapisi kendine &6zgudur,
piramidal ve stellat hlcrelerden olusan adaciklar icerir. Bu adaciklar,
korteks Uzerinde ciplak gdzle goérulebilen cikintilar olusturarak verrucae
hippocampi olarak da adlandirnlan bdlgenin makroskopik olarak
taninmasini kolaylastinr. Tabaka III, piramidal hulcrelerin homojenik
dagilmasindan olusur. Bu tabakanin altinda higbir hiicrenin bulunmadigi
lamina dissecans bulunur. Internal graniler hlcre tabakasi yerini alan
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lamina dissecans entorhinal cortex'in IV. tabakasini olusturur. Buranin
asagisina yerlesen hicreler ise tabaka V'i olusturur. Tabaka VI ile tabaka V
ic ice gecmistir (Schultz, 2014) (Sekil 2.9).

Sekil 2.9: Entorhinal Korteks’in Tabakalari
(Scharfman, Goodman, Du & Schwarcz, 1998°den alinmustir).

2.4.1.2- Formatio Hippocampi’nin Baglantilari

Formatio hippocampi’‘nin temel baglantilari blylik piramidal
noronlarin kiiglik internéronlarla iletisim kurmasi acisindan korteks'’in diger
boélgelerindeki baglantilara benzemekle birlikte hipokampis baglanti
sistemi kendine 6zgl bir yapi sergiler. Bircok farkh kortikal bélgeden
duyusal ve yuksek seviyede multimodal islenmis bilgiyi alan hipokampus
bu bilgileri kendine 6zgliin karmasik bir isletim agi icerisinde sentezler.

Formatio hippocampi icinde genel olarak GD’nin merkezinde
bulundugu glutamaterjik tek yonli baglantilar bulunmaktadir. Perforan
yolak adi verilen bu agda GD, entorhinal korteks'’in II. hlicre tabakasindan
gelen inputlar alir. Perforan yolak, angular demet araciligiyla entorhinal
korteks'ten kaudalden subiculum ve CA'ya ilerler. Entorhinal korteks’in II.
tabaka hitcreleri GD’nin  molekller tabakasina ve CA3’Un stratum
lacunosum-moleculare bdlgesine projekte olurken, entorhinal korteks’in
III. tabaka hicreleri CAl’e ve subiculum’a dagilir. GD graniler hicreleri
yosunsu lifler aracihdiyla CA3’Un piramidal hiicrelerine projekte olurlar
(Sekil 2.10).

CA3 piramidal hicrelerinin kollateral badglantilari CA3’Un farkl

seviyeleri ile birlikte, CA1 ve subkortikal alanlara projekte olurlar. CA3,
ana baglantisini Schaffer kollateral baglantilar ile CAl’e stratum radiatum
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ve stratum oriens'de son bulacak gsekilde yapar. Ayni zamanda,
assosiasyonel lifler ile kendi icinde rostro-kaudal seviyelerine baglanir.

Polymodal sensory
information

Hippocampus Entorhinal cortex

! — Temporoammonic
! Schaffer collaterals path

.zDentate Q ey

Associational/ gyrus
commissural
fibres Mossy fibres Perforant
path
Modulatory input

Sekil 2.10: Formatio Hippocampi’nin Baglantilari
(Neves, Cooke, Bliss, 2008°den alinmustir).

CA1 bolgesindeki badlantilarin ¢cogunlugu subiculum bolgesindedir.
Subiculum ise pre- ve parasubiculum’a, son olarak da entorhinal korteks’e
projekte olur (Schultz, 2014) (Sekil 2.11).

EC mossy fibers
| I
I J DG |, * Schaffer collaterals
I | ca3 :

] I | cA2 —l

] =

> CA1
VIVI
» SuB

Sekil 2.11: Entorhinal Cortex ve Cornu Ammonis Badlantilari
(Llorens-Martin vd., 2014°den alinmistir.)
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Efferent baglantilari daha ¢ok piramidal hiicre liflerinden olusan
hipokampus’in en buylk efferent yolu forniks'dir (Sekil 2.12). Alveus'dan
fimbria hippocampi’'ye gecen lifler, korpus kallozum'un splenium
bélimundn altindan gecgerken crus fornicis adini alir. Bu lifler talamus'un
arkasinda ise corpus fornicis olarak devam eder. Sag ve sol hipokampus'l
commissura hippocampi yolu ile birbirlerine baglar. Corpus fornicis'ten
sonra columna fornicis ismiyle uzanan aksonlar, foramen interventriculare
onunde kavis yaparak nuclei anteriores thalami ve nucleus dorsalis
lateralis thalami’ye postkomissural lifler verir. Buradan hipotalamus’a
uzanan lifler genellikle corpus mammillare’de ve ventromedial nikleus’da
son bulur. Columna fornicisten commissura anterior’a ayrilan az sayidaki
prekomissural lifler ise area septalis, substantia innominata ve area
hypothalamica rostralis’e gecerler (Standring, 2008).

Corpus Fornicis
p Columna

Comissura Fornicis

Crus Fornicis

\\\ g

Fimbria
Hippocampi =

! (.orpus Mamillare

anpncampus Corpus Amygdaloideum

Sekil 2.12: Forniks ve Komsu Yapilar
(https://bodytomy.com/structure-of-fornix-of-brain)

Hipokampuls’ten c¢ikarak sirasiyla forniks, corpus mammillare, nuclei
anteriores thalami, gyrus cinguli ve son olarak gyrus parahippocampalisi
izleyerek geri donen Papez halkasi, hipokampils’in dis badlantilarinin
genel ismidir. James Papez (1937) tarafindan ilk ortaya atildiginda
emosyonel kontrol devresi olarak tanimlanan Papez halkasinin daha sonra
serebellum ile de iliskili olabilecegi 6ne sirilmustir (Snider & Maiti,
1976).
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2.5- Major Depresyon Etiolojisinde Rol Oynayan
Norotransmitter Teorileri

HPA aksinin aktivasyonu, cok gesitli ndrotransmitter sistemleri ile
moddile edilir. Bu sistemlerin bazilar serotonin, noradrenalin ve Glu gibi
eksitator etkilere sahipken, bazilari GABA gibi inhibe edici etkilere sahiptir
(Stephens & Wand, 2012).

Depresyonun noérobiyolojik mekanizmalarini aciklamaya yoénelik ilk
teori, 1965'de Schildkruat tarafindan ortaya atilan sinaptik araliktaki
monoamin, oOzellikle seratonin ve noradrenalin miktarinin azalmasinin
depresyona neden olabilecegi yonlindeki “Monoamin Teorisi"dir
(Schildkruat, 1965). Ancak bu teori depresyon hastalarinda goérllen
makroskobik ve mikroskobik dedisiklikleri, diger noérotransmitter
sistemlerinde olusan gelismeleri ve HPA aksindaki dengesizlikleri
aciklayamamaktadir (Hirschfeld, 2000).

Arastirmacilar, MD hastalarinda GABA konsantrasyonunda ve GABAa
reseptorlerinin yapilarinda degdisiklikler tespit etmislerdir. GABAerjik
bozukluk teorisini savunan bu arastirmacilar, monoaminerjik iletimi
degistirmek Uzere tasarlanmis ve ginimizde de yogun olarak kullanilan
bazi antidepresan ilaglarin GABAerjik defisitleri engelledidgini ve GABA
saliniminin hipokampal nérogenez ve néron maturasyonunu etkiledigini
ileri sirmektedirler (Luscher, Shen & Sahir, 2011). Hipotalamus’da HPA
aksini inhibe eden GABA, depresif hastalarda PVN bdélgesinde hipoaktif
durumdadir (Lucassen vd., 2014). Ancak depresyon tedavisinde etkili
olmasi beklenen GABAerjik agonistlerin antidepresan etkisinin kisith
oldugu ve 6zellikle major depresyon tedavisinde GABA'nin katkisinin diisiik
oldugu ileri siridlmektedir (Uzbay, 2004).

Beyindeki ana eksitatdor noérotransmitterlerden olan Glutamat'in,
hicre disi konsantrasyon artisi eksitotoksisite, ndéronal dejenerasyon ve
O0liume neden olmaktadir (Hardingham & Bading, 2010).

Literatlirde yapilan bir gok calismada, MD ve duygu durum bozuklugu
hastalarinin, BOS, serum ve plazmalarindaki glutamat seviyelerinin saglkl
kisilere kiyasla ylksek oldugu tespit edilmistir (Kim, Schmid-Burgk, Claus
& Kornhuber, 1982; Altamura, Mauri, Ferrara & Moro, 1993; Mauri vd.,
1998; Mitani, Shirayama, Yamada, Maeda, Ashby & Kawahara, 2006;
Levine vd., 2000).

Postmortem calismalarda da MD hastalarinin frontal korteks'lerinde

Glu reseptorleri (GIuR) seviyelerinde, AMPA reseptdorid GluR1, GIuR3, ve

GIuR5 subunitelerinin mesajci ribo nukleik asit (MRNA) miktarlarinda,

temporal korteks'te bulunan NMDA reseptdéri NR1 subunitesi ve perirhinal

korteks'te NMDA reseptorii NR2A ve NR2B subunitesi seviyelerinde saglikl

bireylere kiyasla azalma oldugu gosterilmistir (Hashimoto, Sawa & Iyo,
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2007; Nudmamud-Thanoi & Reynolds, 2004; Beneyto, Kristiansen, Oni-
Orisan, McCullumsmith, & Meador-Woodruff, 2007).

Ek olarak, deney hayvanlan ile vyapilan calismalarda stres
maruziyetinin hipokampus, amigdala ve prefrontal korteks gibi beyin
bélgelerinde glutamat saliniminin ve iletiminin artmasina neden oldugu,
buna bagh olarak eksitator sinaptik iletimdeki slrekli artisin stres
modellerinde gozlenen dendritik yeniden modellemeyi indlkleyebilecegdi ve
depresif kisilerde gbézlemlenen hacimsel dedisikliklere neden olabilecegi
disintlmektedir (Musazzi, Racagni & Popoli, 2011).

Tdm bu veriler, glutamat nérotransmitterlerindeki degisimin beyindeki
fonksiyonel ve yapisal degisimlerden etkiledigini ve glutamerjik sistemin
MD fizyopatolojisinde dnemli rol oynadidina isaret etmektedir (Sanacora,
Treccani & Popoli 2012).

Glutamat, eksitatér aminoasit transporterleri (EATT 1 ve 2)
aracilidiyla astrositlere alinir ve bu hicreler santral sinir sisteminde

glutamin’in ana sentezlenme vyeridir (Sekil 2.13). Daha sonra tekrar
presinaptik ndérona alinarak glutamata dénudstirilip, kullanilir (Hashimoto,

2009).
| Glutamine | « / Glutamine
R + Ammonia Synthetase
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Sekil 2.13: Noron ve Astrositler Arasinda Gelisen Glutamat Sentezi
(Hashimoto, 2009°den alinmistir).
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Glutamat, metabotropik ve iyonotropik 4 farkli alt reseptér Unitesi
kanall ile etkilesim halindedir (Sekil 2. 14) AMPA, N-metil-D-aspartat Asit
Reseptoric.  (NMDAR), Kainat ve G-protein metabotropik reseptdérleri
(mGLuR). Presinaptik néronlardan salinan Glu bu reseptoérler ile etkilesime
girer (Hashimoto, Shimizu & Iyo, 2005).
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Sekil 2.14: Glutamat Reseptdrlerinin Tipleri
(Sanacora, Treccani, Popoli, 2012'den alinmistir).

Uzerinde en fazla calisma yapilan glutamat reseptdrii olan NMDAR,
beyin korteksi, hipokampls, striatum, septum ve amygdala gibi stres
cevabinin olusmasinda etkin rol oynayan anatomik yapilarda postsinaptik
noronlar Gzerinde yer alir (Kayaalp, 1996). Ancak hipokampuls’in CAl
bélgesindeki piramidal noéronlarda yogun halde bulunan NMDAR alt
Uniteleri hem sinaptik hem de ekstra sinaptik bdlgede yer almaktadir
(Khacho, Wang, Ahlskog, Hristova & Bergeron, 2015). Cevresel
uyaranlarla birlikte yapisal ve fonksiyonel dedisikliklere ugrayan NMDA
reseptdrleri, stres yanitinin olusturulmasinda etkilidirler.

NMDA reseptoérleri dinlenme kosullarinda magnezyum (Mg) ile bloke
haldedir. Depolarizasyon ile birlikte, Glu veya glisin molekdlleri ile aktive
olurlar. Boylece, NMDA reseptdr aktivasyonu uzun sidreler boyunca
uyarilabilen bir eksitatér olarak islev gérir (Sanacora, Zarate, Krystal &
Manji, 2008).

NMDAR'lar, hem merkezi sinir sistemi gelisiminde hem de yetiskin
beynindeki fonksiyonel ve vyapisal plastisitede L-glutamat icin yulksek
afinite olmalari, yavas deaktivasyon kinetikleri, Mg blokajina bagli voltaj
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bagimliliklari ve Ca permeabiliteleri nedeniyle kritik rol oynarlar (Blanke &
VanDongen, 2009).

Stres cevabi sirasinda salinan glukokortikoidler, presinaptik bélgede
glutamat salinimini saglar ve NMDA ile AMPA reseptorlerini aktive ederler.
Glia hucreleri tarafindan geri alinan glutamat, glutamine dénustaralar
(Sekil 2.15). Bu islemler sirasinda glutamat salinimi artarken, iyonotropik
glutamat reseptorlerinde fonksiyonel degisiklikler olusur ve sinapstan
glutamat temizlenmeye calisilirken glutamat/glutamin déngusi bozulur ve
dolayisiyla da glial hlicre yogunlugunda artis gorulir (Sanacora, Treccani &
Popoli, 2012).

Sekil 2.15: Stresmaruziyetinde Glutamat Reseptdrlerinde Meydana Gelen
Degisiklikler
(Sanacora, Treccani, Popoli, 2012 'den alinmistir).

2.6- Dendritik Dikensi Cikintilar

Dikensi cikintilar ilk olarak on dokuzuncu ylzyilin sonlarinda Ramon
y Cajal tarafindan serebellum’da bulunan néronlar lizerinde tarif edilmistir.
(Garcia-Lépez, Garcia-Marin & Freire, 2007). Cajal'in kendi ddénemi igin
etkileyici olan bu kesfi, ginimdiz sinirbilimcilerinin calismalarina temel
teskil etmistir (Tan, 2015).

Dikensi cikintilar, néron yuzeyinde olusan membrandz yapilardir.
Norona 0.1 pym'den kiclk capta bir boyun bdlgesi ile baglanan yaklasik
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0.001-1 pm® hacminde bir bas kismindan olusurlar. Eksitatér tipteki
sinapslarin %90'Indan fazlasi bu dikensi gikintilarda sona ermektedir. Bu
nedenle insan beyninde 10'*den fazla dikensi c¢ikinti bulundugu
ongorulebilir (Nimchinsky, Sabatini & Svoboda, 2002).

2.6.1- Dendritik dikensi ¢cikinti tipolojisi

Dikensi c¢ikintilar boyun ve bas kisimlarinin oranlarina goére
morfolojik olarak; mantar sekilli, ince, guduk ve dalli olmak Uzere 4 ana
grupta incelenebilir (Harris, Jensen & Tsao, 1992). Dikensi cikinti mantar
benzeri bir gérintu sergiliyorsa "mantar”, dikenin boynu basina esit yada
daha kuclkse "ince", boy ve en yaklasik esit uzunluktaysa "guduk", birden
fazla dal verdiyse "dall” dikensi c¢ikinti olarak tanimlanir (Polsky, Mel &
Schiller, 2004) (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17: Dendritik Dikensi Cikinti Tipleri
L: Ylkseklik, dh: Bas, dn: Boyun, Head: Bas (Liorens-Martin, 2014’den alinmistir).

Bellek dikensi gikintilan olarak da adlandirilan mantarimsi cikintilar,
plastisite yoluyla guclendirilmis olgun, kararli ¢cikintilardir. Buna karsin ince
cikintilar zaman icinde kaybedilme olasiligi daha yiksek olan geng, yeni
olusmus sinaptik yapilarn temsil etmektedir (Bourne & Harris, 2007).
Bircok in vitro ve in vivo calisma, dikensi gikinti tlrl, postsinaptik c¢ikinti
yogunludgu, glutamat yaniti boyutlan ve dikensi cikinti stabilitesi arasinda
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ylksek bir korelasyon oldugunu gostermistir (Kasai vd., 2003, Matsuzaki
vd., 2004). Ek olarak, in vivo konfokal goérintlleme calismalar dikensi
cikintilarin yUksek plastisiteye sahip yapilar oldugunu kanitlamis, sadece
dakikalar ya da saatler gibi kisa surelerde (Parnass vd., 2000) sekil
degistirdiklerini (Matus, 2000, Yasumatsu vd., 2008), ayni zamanda
yasam boyu aktiviteye bagh olarak ortaya cikip, kaybolabildiklerini de
gbstermistir (Lendvai vd., 2000, Holtmaat vd., 2005, Caroni vd., 2012).

Dikensi cikinti morfolojisinde goézlemlenen bu morfolojik cesitliligin
fonksiyonel parametrelerle iliskili oldugu disinilmektedir. Ornedin,
mantarimsi c¢ikintilar 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda etkin rol
almaktadir (Bourne & Harris, 2008).

2.6.2- Dendritik dikensi ¢cikintilarin organelleri

Dikensi cikintilar, hicre i¢i kompozisyonlarinda gesitlilik géstermekle
birlikte bazi ortak yapisal 6zelliklere sahiptir. Bunlardan postsinaptik
yogunluk ve grantlsiz endoplazmik reticulum en sik rastlanan ortak
yapilardir.

Postsinaptik yogunluk (PSD), daha cok postsinaptik néronun sinaptik
araliginin bulundugu bolgede yer alan, NMDA, AMPA, metabotropik
glutamat reseptoérlerini  barindiran, elektron  mikroskobik  (EM)
incelemelerde elektron-yogun bir bdlge olarak gozlenen bir yapidir
(Verpelli, Heise & Sala, 2014). Dikensi cikintilarin en kompleks yapilarn
olan PSD, iskelet proteini olan PSD-95 ve sinyal proteini olan
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II (CamKII) basta olmak Ulzere
ylzlerce proteini barindirmaktadir (Kennedy, 2000). Mantarimsi cikintilar
diger cikinti tlrlerine gére daha yogun glutamat reseptérlerine ve daha
kompleks PSD'lere sahip olduklarindan davranissal fonksiyonlarda daha
etkin rol alabilmektedirler (Matsuzaki vd., 2001, Nicholson vd., 2006).

Kalsiyum homeostazisinde etkili olan granulsiz endoplazmik
retikulum (SER), hipokampus'in CA1 néronlarinin yarisinda ve neredeyse
tium piramidal hicrelerde goértlmektedir. Genellikle daha genis yapidaki
dikensi cikintilar ile iligkili olan SER, daha geng¢ dikensi cikintilarda
gorilmemektedir (Spacek & Harris, 1997). Ek olarak, genis yapidaki
dikensi c¢ikintilar poliribozom (Ostroff vd., 2002) ve endozomal
kompartmanlar (Cooney vd., 2002, Park vd., 2006) icerirken perisinaptik
astroglialar da burada bulunur (Witcher vd., 2007). Tum bu 0&zellikler,
genis yapidaki dikensi cikintilarin glutamat yaniti, intraselltler kalsiyum
regllasyonu, endozomal geri dbénlsim, protein translasyonu ile
degregasyonu ve astroglia etkilesimlerinde islevsel olarak daha guglu
olduklarini, daha geng¢ cikintilarin ise aktivasyona daha esnek cevap
verdiklerini isaret etmektedir (Segal, 2005). Kaplanmis veziklller (CV)
sadece dikesi cikintinin bas tarafinda degil ayni zamanda sinaptik
membran ile yakin hatta kaynasik durumda bulunurlar. Poliribozomlar
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dendritik saftlarda, genellikle dikensi cikintilarin tabaninda ya da nadiren
iclerine dogru uzanan sekilde bulunurlar (Sekil 2.18) (Conde & Caceres,

2009).

— Spine
apparatus

———— F-actin

/ Polyribosomes

Sekil 2.18: Dendritik Dikensi Cikintilarda Bulunan Organeller
(Conde & Caceres, 2009°’dan alinmstir).

2.7- Golgi Boyama Yontemi

Camillo Golgi, 1873 yilinda néron ve glia'lan tim yapilan ile birlikte ilk
defa gorintileyerek sinirbilim alaninda c¢igir agmistir. Temel olarak Golgi
metodu Onceden potasyum veya amonyum dikromat ile sertlestirilen
dokunun, 0.50 veya %1.0 gimus nitrat sollsyonu iginde tutulmasi olarak
tanimlanabilir. Birgok sinir sistemi yapisinda bu yoéntemi kullanan Golgi,
ornegin serebellar korteks'te bulunan farkli néron yapilarini morfolojik
olarak ayrintih bir sekilde gbstererek, néroanatomik bilgi birikimine katki
saglamistir. Gelistirilen bu ydntem ile aksonlarin yodnelimi ve akson
terminallerinin gérintilenmesi mimkun olmustur (Sekil 2.19).

30



Sekil 2.19: Golgi'nin ilk Néroanatomik illiistrasyonu
(DeFelipe, 2010°den alinmistir).

Santiago Ramon y Cajal bu yontem ile 6zellikle piramidal ve Purkinje
hicrelerindeki dendiritik c¢ikinti gelisimlerini 6rnekleyerek (Sekil 2.20),
noronlarin aralarinda badlantilar kurarak iletisime gectigini gostermis ve
sinir hicrelerinin  sidreklilik  olusturdugu tezini ileri sltren "NoOron
Doktirini”nin gelismesine blylk katki saglamistir (DeFelipe, 2002).

Sekil 2.20: Golgi'nin Histolojik Boyamalarindaki Hucreler
(DeFelipe, 2002'den alinmistir).
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2.7.1- Golgi boyama yoénteminin ozellikleri

Golgi metodu ile ndéron ve glia gibi gesitli sinir hlcrelerini boyamak
muUmkuin olmaktadir. Gimus kromat kristalleri néronun igine girerek butin
hicreye dagilir ve bdylece beyaz fonda koyu renge boyanmis néronlar ve
dendritik gikintilar rahatlikla gérulir (Koyama, 2013).

Golgi metodunun tek bir néron hicresini bir batin halinde
goruntlilemesini secici boyama 6zelligi saglamaktadir. Shankaranarayana
ve arkadaslan tek bir hlcrenin boyanabilirliginin, hiicrenin metabolik
aktivasyon seviyesinin, hiicreyi boyamada kullanilan agir metallere hassas
hale getirmesi ile mimkin oldugunu 6ne slirmus olsalar dahi bu 6zelligin
temel sebebi henliz tam olarak bilinememektedir (Shankaranarayana,
Raju 2004).

Orijinal Golgi metodu, lipoprotein ve kromat gumisin birlikte
olusturdugu kararsiz ¢okeltilerin sadece hiicre zarinda gorilmesi sebebiyle
tekrarlanabilirligi sinirli bir yéntemdir (Koyama, 2013). Bu sinirhligi asmak
amaci ile arastirmacilar ¢ temel Golgi boyama ydntemi gelistirmislerdir.
Bunlar; Rapid Golgi, Golgi Cox ve Golgi-Kopsch'tur (De Carlos & Borrell
2007). Cajal tarafindan potasyum dikromat sollisyonuna ozmiyum
tetroksid eklenerek gelistirilen, Rapid Golgi metodunda ozmiyumun hicre
membranini stabilize ederek permeabiliteyi arttirmasi ve kristalize
formasyon miktarini ylkseltmesi sebebiyle boyanan néron sayisi orjinal
Golgi metoduna goére daha ylksektir (Millhouse, 1981, Spacek, 1992).
Ayrica, daha sonra yapilan calismalar bu metodun fikse edilmis yetiskin
beyin dokularinda basarili boyanma sagladigini gostermistir (D’Amelio,
1983; Rosoklija vd., 2000).

Beyin dokularinin potasyum dikromat ve civa klorlir karisimina
daldirilmasi ile olusturulan Golgi—-Cox metodu, arka fon boyamasinin disitk
olmasi sebebiyle néronal dallanmanin yogun oldugu beyin bélgelerde daha
fazla kullanilabilmesine ragmen, dendritik cikintilari yeterince boyayamaz
(Buell, 1982).

Golgi-Kopsch metodu, ozmiyum vyerine formalin kullanilmasi ile
gelistirilmistir. Butin gelisim doénemlerindeki hayvanlarda ve gesitli beyin
bélgelerinde boyama vyapilabilmesine ragmen boyanan ndéron sayisinin
dusik olmasi bu yéntemin en dnemli dezavantajidir (Riley, 1979).

Gorldldigla Gzere her Golgi boyama ydnteminin avantaj ve
dezavantajlan vardir, dolayisiyla uygun ydntemin secimi dokunun
fiksasyon slresi, spesimenin yasli ve hedef bdlge gbz 6nune alinarak
yapilmahdir. Gunimuzde Golgi metodu, sinirbilim alaninda hem tek bir
néronun gorintilenmesinde hem de ndronal badlantilarin morfolojik
ozelliklerinin aydinlatiimasinda kullanilan ve gecerliligini halen slrdlren bir
metot haline gelmistir (Koyama, 2013).
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3- GEREC VE YONTEMLER

Bu tez calismasinda vyapilan deneyler, Eskisehir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan
20.03.2015 tarih ve 405 numarali karar ile onaylandi ve tim galisma
sliresince uluslararasi hayvan haklari yonergelerine bagli kalind.

3.1- Deney ve Kontrol Gruplari

Deneylerde Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi-Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi’'nden (TICAM) temin edilen Sprague Dawley cinsi eriskin
erkek sicanlar kullanildi. Stres protokolli uygulamalarn disinda, hayvanlar
arastirma sidresince 19-21°C sabit sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik
periyotlarina ayarlanmis, otomatik olarak klimatize edilen odalarda
korunarak, normal pellet cinsi yem ile beslendi.

Toplam 24 adet vyetiskin erkek sican; 4 gruba aynldi: Kronik
ongorilemeyen stres uygulanip serum fizyolojik (SF) verilen S+SF grubu
(n=6); Kronik 6ngdrilemeyen stres uygulanip ketamin ile tedavi edilen
S+Ketamin grubu (n=6); stres uygulanmadan SF alan K+SF grubu (n=6)
ve yine herhangi bir stres uygulamasi yapiimadan ketamin ile tedavi edilen
K+Ketamin grubu (n=6).

3.2- Kronik Beklenmedik Stres Modelinin Olusturulmasi

Stres gruplarina, depresyon benzeri davranislan olusturmak amaciyla
literatirde siklhikla kullanilan modellerden birisi olan orta dereceli kronik
ongorulemeyen stres modeli uygulandi. Buna gb6re sicanlar, 28 gun
streyle, giinde bir kez randomize bir sekilde asadidaki stresdrlere maruz
birakildi. Ik hafta uygulanan stresérler diger iki haftada da ayni sira ile
uygulandi:

Karanlik/ Aydinlik siklusunu 3 saat silreyle dedistirme, 45 derece
egimli kafeslerde 3 saat bekletme, kalabalik ortamda (6 sican tek kafeste)
3 saat bekletme, cgelik kafeste 3 saat slireyle izolasyon, 1slak zeminde 8
saat sureyle bekletme, 8 saat slreyle su ve yem deprivasyonu, 4 derece
ortam I1sisinda 10 dakika bekletme, 3 saat sureyle immobilizasyon stresine
maruz birakma (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1: Uygulanan Stresérler ve Uygulama Gunleri

Giinler Uygulanan Stresor

Celik kafeste 3 saat sureyle izolasyon

Karanlik/ Aydinlik siklusunu 3 saat sireyle degdistirme

8 saat sureyle su ve yem deprivasyonu

3 saat sureyle immobilizasyon

4 derece ortam isisinda 10 dakika bekletme

45 derece edimli kafeslerde 3 saat bekletme

Kalabalik ortamda (6 sican tek kafeste) 3 saat bekletme

NOU|RWIN (=

3.3- Ilac Uygulamasi

Strese maruz kalan siganlara protokolin 28. guninde intra
peritoneal (i.p.) olarak tek doz 10 mg/kg ketamin ya da ayni miktarda SF
enjekte edildi. Benzer olarak strese maruz birakilmayan kontrol
gruplarindaki hayvanlara da ayni dozda ketamin veya SF uygulandi.

Ilag enjeksiyonundan hemen sonra, kuyruklarn kalic boya ile
isaretlenerek kodlanan hayvanlarin tim deney sonuglari, bu kod
numaralan referans alinarak, bireysel olarak takip edildi.

Sekil 3.1: Deney Hayvanlarina ilag Uygulamasi
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3.4- Davranis Testleri
3.4.1- Zorlu yiizdiirme testi

Zorlu yuzdirme, 1978'de Porsolt ve arkadaslar tarafindan depresyon
tedavisinin etkinligini 6lgmek amaci ile gelistirilen bir testtir (Bogdanova,
Kanekar, D'Anci, Renshaw, 2013). Test esnasinda deney hayvanlarinin
davranislarn gozlenerek, 6grenilmis caresizlik davranislar olarak belirlenen
bazi hareketlerinin skorlarina gére hayvanlarin depresyon durumu
degerlendirilmektedir.

Bu testte, 35 cm yuksekliginde, 20 cm capindaki pleksiglas
malzemeden vyapilmis silindirik bir tank kullanildi ve igine 21 cm
ylUksekligine kadar 25+0,5 °C isida su doldurularak, hayvanlar ylzmeye
zorlandi. Deney hayvanlarn 24 saat ara ile iki kez tanka konulup birinci gin
15 dakika, ikinci gin ise 5 dakika yuzduruldikten sonra, havlu ile
kurulanarak kafeslerine alindi. Hayvanlarin, nefes alma disinda hi¢ hareket
etmeden 9 saniyeden fazla sirede kulaklan dahil su altinda hareketsiz
kalmalari "hareketsizlik” ve ortamdan uzaklasma davraniglan ise
"cabalama” slreleri olarak kayit edildi. Sicanin "hareketsizlik" davranisi
depresyon gostergesi; "cabalama” davranisi ise depresyonda olmadiginin
goOstergesi olarak kabul edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Zorlu Ylzdirme Testi
Test esnasinda deney hayvanlarinin hareketsizlik (A) ve cabalama davranislari (B,C).

3.4.2- Acik alan testi

Tabani gizgilerle bélmelere ayrilmis, etrafi pleksiglas duvarlarla gevrili
(90 x 90 x 40cm) acik bir alana birakilan sicanlarin davranislari 5 dakika
boyunca gézlemlenerek vertikal ve horizontal davraniglan dlgildi. Bu slre
icerisinde hayvanin bir kareden digerine gecisi horizontal davranis, arka
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ekstremiteleri Gzerinde ylUkselmesi ise vertikal davranis olarak tanimlandi
(Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Acik Alan Testi
Test esnasinda deney hayvanlarinin vertikal (A) ve horizontal eksende (B) yapmis
oldugu davranislar.

3.4.3- Modifiye grip testi

50 cm uzunlugunda 3 mm capindaki bir ip 80 cm yuksekligindeki
situnlara baglandi ve disme sirasinda yaralanmayi 6nlemek amac ile
zemin battaniye ile kaplandi. Siganlar, 6n pengelerinden ipin ortasina
yerlestirilerek kagma davranisina kadar gegirilen sireler kayit edildi ve
asagidaki skorlama sistemi kullanilarak sicanlarin direnme kuvvetleri
degerlendirildi:

O0=dlisme,

1= ipin sadece 6n ayaklar ile kavranmasi,

2=sadece 6n ayaklar ile kavranmasi ancak tekrar tirmanma hareketi,
3=0n ayaklar ve bir ya da iki arka ayakla da ipe tutunma,

4=bitin ©6n ve arka ayaklar ile ipe tutunma ve kuyrugun ipe
dolanmasi,

5=ip Uzerinde 150sn'den fazla kalma ya da 50sn'den sonra kacma
davranisi gosterme,

6=41 ve 50 sn arasinda kacma davranisi gésterme,

7=31. ve 40.sn arasinda kacma davranisi gésterme,

8=21. ve 30.sn arasinda kagma davranisi gésterme,

9=11. ve 20. sn arasinda kagma davranisi gosterme,

10= ilk 10sn'de kacma davranisi gosterme.

Skorlama iki deneme sonunda alinan en ylksek puan olarak kayit
edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Modifiye Grip Testi
Ipin sadece én ayaklari ile kavranmasi (A), sadece 6n ayaklar ile kavranmasi ancak
tekrar tirmanma hareketi (B), 6n ayaklar ve bir ya da iki arka ayakla da ipe tutunma
(C), biitiin 6n ve arka ayaklar ile ipe tutunma (D) ve kuyrugun ipe dolanmasi (E), 41-50
sn arasinda kacma davranisi gosterme (F).

3.4.4- Seker tercihi testi

48 saat boyunca dnce gesme suyu yerine sekerli suyla (%1’lik stikroz
sollisyonu) beslenerek sekere alismalari saglanan sicanlar 4 saat sireyle
susuz birakildi. Susuzluk dénemini takiben hayvanlarin bireysel olarak
tutuldugu kafeslere, birinde cesme suyu, diderinde ise sekerli su bulunan
iki sise yerlestirildi. 1 saatlik test periyodu bitiminde siganlarin hangi
siseden ne kadar su tlkettikleri, tuketilen sekerli suyun toplam sivi
tiketimine orani hesaplanarak degerlendirildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: Seker Tercihi Testi
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3.5- Dokularin Hazirlanmasi

Sigcanlar halotan inhalasyonu ile anestezi edildikten sonra
transkardiyak yolla dnce fosfat tamponlu salin (PBS) sollisyonu, sonra da
%4’lik paraformaldehid (0.1M fosfat tamponda [pH=7.4] hazirlanan)
solisyonu ile perflize edildi. Beyin diseksiyonunu takiben vyapilan
midsagittal kesi ile alinan sad hemisferler Rapid Golgi boyama igin
kullanildi (Sekil 3.6, 3.7).

Sekil 3.6: Transkardiyak Yolla Perfiizyon
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Sekil 3.7: Disseksiyonu Yapilan Sican Beyni

3.6- Golgi-Cox Boyama

Piramidal néronlarin morfolojik 6zelliklerini detayli bir gsekilde
inceleyebilmek amaciyla, sag serebral hemisferler, %410k
paraformaldehid sollisyonu icinde 48 saat sireyle fikse edilmeye devam
edildi. Deney hayvanlarinin yetiskin dénemde olmasi nedeniyle, bu gelisim
dénemindeki beyin dokusunda daha basarili sonug veren, FD Rapid Golgi
Stain™ hizli Golgi boyama kiti (FD NeuroTechnologies) ile hemisferler,
talimatlar dogrultusunda boyandi.

Kit icerisindeki potasyum dikromat iceren A solisyonu ile civa klorit
iceren B solUsyonlan kullanimdan 24 saat 6nce esit miktarlarda isik
gecirmez bir sisede karistirilarak impregnasyon sollisyonu hazirlandi. 21
giin sireyle bu soliisyonda isik almayacak bir sekilde 4°C'de bekletilen
hemisferler, potasyum kromat iceren C sollisyonunda 72 saat bekletildi.
Vibratom yardimiyla 200 pm kalinliginda alinan kesitler (Sekil 3.8) cam bir
kap igerisinde serbest ylizer sekilde toplandiktan sonra, distile suda doért
kez bes dakika yikandi. Daha sonra bir birim D sollisyonu, bir birim E
solisyonu ve iki birim distile sudan olusan karisima koyularak 10 dakika
sureyle calkalayicida (SV12DX, Finemould Precision Ind. Co.) karnistinldi
(Sekil 3.9). Tekrar distile suyla doért kez bes dakika sireyle yikanan
kesitler, dbérder dakika boyunca alkol serisinden (%50, %75, %95)
gecirildi ve dort kez dorder dakika boyunca %100 etanolde bekletilerek
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dehidratasyonlarn saglandi. Son olarak, ksilol’de seffaflastirilan kesitler,
kapama sollsyonu kullanilarak kapatildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.8: Vibratomda Alinan Histolojik Kesitler

Sekil 3.9: Golgi Boyamasi Yapilan Histolojik Kesitler
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Sekil 3.10: Dehidratasyon Asamasi Sonrasindaki Histolojik Kesitler

3.7- Dendritik Analizler

Hipokampus'in GD ve CA1-3 bdélgelerindeki piramidal néronlardan her
hayvandan bes adet olmak Uzere dendritik uzantilann net olarak ayirt
edilebilenler cizildi ve néronlarin dendritik paternleri Sholl analizi ile
degerlendirildi (Sekil 3.11). Bu amagla, noron goévdesinin etrafindan
baslayarak esit araliklarla (1pm) vyerlestirilen konsantrik halkalar ile
kesisen dal sayilari hesaplandi ve bu dederler Gzerinden de toplam
dendritik uzunluga ulasildi.

Dendritler Gzerindeki dikensi cikintilarin analizinde ise, apikal
dendritlerin 3° dallari (izerindeki dikensi ¢ikintilar kullanildi ve bunlarin
goruntlleri 100x blyldtmede immersiyon objektifi altinda not edilerek
cikintilar, tipolojilerine gére gruplandinldi (Sekil 3.12). Her hayvan igin 20
farkli noéron analiz edildi ve elde edilen veriler istatistiki olarak
karsilastinldi.
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Sekil 3.12: Piramidal Hicrelerin Dikensi Cikintilar

3.8- Istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasinda gdzlenen farkhliklar SPSS (Statistical Package for
Social Sciences, 22.sliriim) paket programi kullanilarak degerlendirildi.

Normalite testleri Kolmogorov-Smirnov testi ile yapilan veriler, bu
test sonucuna gore iki yonli varyans analizi, tek yonli varyans analizi,
Kruskal-Wallis testi ve Dunn c¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak
degerlendirildi. Ayrica gruplarin ortalama, z*standard sapma (%ss),
ortanca ve yilzdelik dederleri verildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edildi.
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4- BULGULAR

4.1- Zorlu Yuzdiirme Testi Sonuclari

Kronik éngoérlilemeyen strese maruz kalan ve ketamin ile tedavi
edilen hayvanlarin davranigsal caresizlik duzeylerini karsilastirarak
depresyona vyatkinhklarni arastirmak amaciyla zorlu ylzme testi
uygulandi. Bu test ile dlgilen immobilizasyon slireleri gruplara goére
karsilastirildiginda verilerin normal dagihm goéstermedigi saptandigindan,
istatistiksel karsilastirmalari non-parametrik testler (Kruskal-Wallis testi)
kullanilarak yapildi ve ortanca degerleri Tablo 4.1’de gosterildi. Kontrol ve
stres grubundaki hayvanlarin ketamin veya SF ile tedavi edilmeleri
durumunda immobilizasyon sireleri arasinda istatistiksel bir farkhhk
gb6zlenmedi (Sekil 4.1).

Tablo 4.1: Kontrol ve Deney Gruplarinin Immobilizasyon Siireleri

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama xSS 180,7+98,37 137,7+93,89 153,5+42,11 141,2+48,86
(Ortanca Deger) (180) (140) (138) (115)

N

a

o
]

N

o

o
1

-

(3]

o
[

50 A

immobilizasyon (sn)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.1: Zorlu Ylzdirme Testi Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Serum fizyolojik (SF) veya ketamin ile tedavi edilen kontrol (K) ve stres (S) gruplarinin
immobilizasyon sdreleri arasindan anlmali bir fark gézlenmemistir.
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4.2- Acik Alan Testi Sonuglari

Gruplar arasinda motor aktivite ve kesif davranislarini karsilastirmak
amaci ile acik alan testinde deney hayvanlarinin 5 dk boyunca katettikleri
mesafe Olclldli. Kolmogorov-Smirnov normalite testine gdére gruplarin
normal dadilim gostermedigi saptandigindan, istatistiksel karsilastirmalan
non-parametrik testler (Kruskal-Wallis testi) kullanilarak yapildi ve ortanca
degerleri Tablo 4.2'de gosterildi. Hayvanlarin test slresince katettikleri
toplam mesafeler karsilastirildiinda gruplar arasinda istatistiki bir fark
bulunmadi (Sekil 4.2).

Tablo 4.2: Kontrol ve Deney Gruplarinin Agik Alan Testinde Katettikleri Toplam Mesafe

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 270+243 190+230 340+232,1 205+233,5
(Ortanca Deger) (180) (75) (390) (120)

500~

K+SF

T

T

K+Ketamin S+SF

S+Ketamin

Sekil 4.2: Acik Alan Testinde Katedilen Toplam Mesafenin Karsilastirilmasi

Stres gruplari ve tedavi gruplari katedilen mesafe miktarlari arasinda istatistiki bir fark

gozlenmemistir.
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Yine acik alan testinde, anksiyete belirteci olan iki ayak Uzerine
kalkma davraniglan “vertikal hareketler” olarak tanimlandi. Olgilen
hareket sayilar gruplara gore karsilastirildiginda verilerin normal dagihm
gosterdigi Kolmogorov-Smirnov testi ile saptandigindan, istatistiksel
karsilastirmalar ANOVA tek yonli varyans analizi kullanilarak yapildi ve
ortanca dederleri Tablo 4.3'de gosterildi. Kontrol ve stres grubundaki
hayvanlarin ketamin veya SF ile tedavi edilmeleri durumunda vertikal
hareketler arasinda istatistiksel bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.3).

Tablo 4.3: Kontrol ve Deney Gruplarinin Agik Alan Testindeki Vertikal Hareket Sayilari

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 949,01 7,67+5,39 9+1,79 6+5,62
(Ortanca Deger) (6,5) (6,5) (9,5) (5)

15 -
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>

©
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w 97

=

-

| S

()

>

0 T T

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.3: Acik Alan Testinde Yapilan Vertikal Hareket Sayilarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplan ve tedavi gruplari vertikal hareket sayilari arasinda istatistiki bir fark
gézlenmemistir.
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4.3- Modifiye Grip Testi Sonuclari

Hayvanlarin dayaniklhilik ve motor becerilerini 6lgmeyi hedefleyen
modifiye grip testindeki skorlarinin, normal dagdilim gdstermedigi tespit
edildiginden, istatistiksel karsilastirmalari non-parametrik testler (Kruskal-

Wallis testi) kullanilarak vyapildi

ve ortanca dederleri

Tablo 4.4'de

goOsterildi. Test skorlarn arasinda istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 4.4).

Tablo 4.4: Kontrol ve Deney Gruplarinin Modifiye Grip Testindeki Skorlari

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama %£SS 5,5+£2,17 5,5+2,74 3,67+0,52 4,67+2,16
(Ortanca Deder) (5) (4) (4) (4)

Test Skorlari

K+SF

il |

K+Ketamin

S+SF

S+Ketamin

Sekil 4.4: Modifiye Grip Testinde Alinan Skorlarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplar ve tedavi gruplari skorlari arasinda istatistiki bir fark gézlenmemistir.
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4.4- Seker Tercihi Testi

Anhedonia dizeyini 6lcmeyi hedefleyen seker tercihi testinde
tiketilen sekerli sivi miktarninin tiketilen toplam sivi miktarina orani
hesaplandi, normal dagilim gdstermedikleri tespit edildi ve ortanca
dedgerleri Tablo 4.5'de gosterildi. Kruskal-Wallis testiyle yapilan
analizlerinde ise gruplarin aldiklar puanlar arasinda istatistiki bir fark
bulunmadi (Sekil 4.5).

Hayvanlarin bireysel tiketim oranlar incelendiginde (Tablo 4.6),
K+SF grubunda bir hayvanin sadece su ictigi sekerli suyu hi¢ tercih
etmedigi, S+Ketamin grubunda ise bir hayvanin test sliresi boyunca hic
sivi tiketmedigi tespit edildi. Ayni zamanda, S+SF grubundan bir hayvan
ve S+Ketamin grubundan bir hayvan ise sadece sekerli su igmeyi tercih
etti.

Tablo 4.5: Kontrol ve Deney Gruplarinin Seker Tuketim Oranlar

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 46,57+23,64 64,48+16,82 56,85+23,65 53,45+32,33
(Ortanca Dedger) (52,25) (63,35) (52,05) (56,35)
— 150
E
>
(7]
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= 100 - A v
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= [ |
S |
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- 0 \ 4 T T ¥
K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.5: Kontrol ve Deney Gruplarindaki Hayvanlarin Seker Tlketim Oranlarinin
Bireysel Dagilimi

Seker Tiiketim orani (Tlketilen Sekerli su miktari/Toplam Tiiketilen sivi miktari)
formdilasyonu kullanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 4.6: Gruplara gore tlketilen sekerli su, su ve tiketim oranlari

8 8 0,50
18 0 0,00
10 12 0,55
8 8 0,50
10 14 0,58
4 8 0,67
4 8 0,67
2 8 0,80
4 6 0,60
10 12 0,55
12 8 0,40
2 12 0,60
6 10 0,63
13 8 0,38
12 17 0,59
12 10 0,45
7 4 0,36
0 3 1,00
0 0 0,00
4 7 0,64
10 8 0,44
0 18 1,00
9 12 0,57
8 10 0,56
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4.5- Viicut, Beyin ve Adrenal Agirhiklarinin
Karsilastirilmasi

4.5.1- Viicut Agirliklarinin Karsilastiriimasi

Hayvanlarin perflizyon o6ncesi vicut agirliklarinin normal dagilim
gosterdigi tespit edildi, ortalama, =SS ve ortanca dederleri Tablo 4.7'de
gosterildi. Yapilan ANOVA tek ydnlU varyans analizinde gruplar arasinda
istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 4.6).

Tablo 4.7: Kontrol ve Deney Gruplarinin Vicut Agirliklari (gr)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 296,2+39,49 289,7+26,83 302+43,83 296,6+33,72
(Ortanca Deger) (313) (293) (293,5) (287)

400 -

300 -

200 A

100

Vicut Agirhigi (gr)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Sekil 4.6: Vicut Adirliklarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplan ve tedavi gruplari viicut agirliklari arasinda istatistiki bir fark
gézlenmemistir.
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4.5.2- Beyin Agirhiklarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin  beyin adirhiklant  6lglldiginde normal dagilim
gostermedigi tespit edildiginden Tablo 4.8'de ortanca dederleri verildi.
Kruskal-Wallis testiyle yapilan beyin adirhdg karsilastirmalarinda ise
gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 4.7).

Tablo 4.8: Kontrol ve Deney Gruplarinin Beyin Adirliklari (mg)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama%SS 17%;5;:34"?)'55 1764+59,71 17874150,8 | 1784%95,92
(Ortanca Deger) (1764) (1716) (1757)
3000
. 2500 -
o
g
= 2000 -
) — - —
x
= 1500
o))
<
£.1000-
>
()
m
500 -
0- T 1
K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.7: Beyin Adirliklarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplan ve tedavi gruplari beyin agirliklarni arasinda istatistiki bir fark
gézlenmemistir.
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4.5.3- Adrenal Agirliklarinin Karsilastirilmasi

Hayvanlarin kortikal hipertrofi gostergesi olan adrenal bez agirliklari
Olclildi ve normal dagilim gosterdikleri tespit edildi. Ortalama, *SS ve
ortanca dederleri Tablo 4.9'da gosterildi. Yapilan ANOVA tek yonli varyans
analizinde ise gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunmadi (Sekil 4.8).

Tablo 4.9: Kontrol ve Deney Gruplarinin Adrenal Bez Agdirliklari (mg)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 43,17+6,34 49,17+6,31 67,83+£27,37 | 59,17+24,44
(Ortanca Deger) (45) (47) (65,5) (48,5)
100 -
60 -

Adrenal Bez Agirliklari (mg)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.8: Adrenal Adirliklarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplan ve tedavi gruplari adrenal bez adirliklari arasinda istatistiki bir fark
gbézlenmemistir.
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4.5.4- Adrenal/Viicut Agirligi Oranlarinin Karsilastirilmasi

Stres maruziyeti gostergesi olan adrenal bez vicut adirhg
oranlarinin deney ve tedavi gruplari arasinda normal dagilim gosterdikleri
tespit edildi; ortalama, +SS ve ortanca dederleri Tablo 4.10'da gosterildi.
Kruskal-Wallis ve Dunn goklu karsilagtirma testiyle yapilan analizlerde,
adrenal bez adirliklarinin S+SF grubunda K+SF grubuna oranla istatistiki
olarak anlamh sekilde arttigi goruldid (p<0,05). K+SF ve S+Ketamin
gruplarn arasinda ise istatistiki fark tespit edilmedi (Sekil 4.9).

Tablo 4.10: Adrenal Adirhdinin Vicut Adirligina Oranlari

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 0,1472+0,024 0,1698+0,017 0,2192+0,064 | 0,1948+0,06
(Ortanca Deger) (0,146) (0,171) (0,203) (0,181)

0.3 1

0.2

Adrenal /Viicut Agriligi Orani (mg)

K+Ketamin S+SF S+Ketamin

K+SF

Sekil 4.9: Kontrol ve Deney Gruplarinin Adrenal Agirhdi/Vicut Agirhdr Karsilastirilmasi

Stres grubunun kontrol grubuna kiyasla adrenal /viicut agdirlik oranlarinda artis
gbézlenmistir (*p<0,05).
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4.6- Piramidal Noron Caplarinin Karsilastirilmasi

Gruplarin piramidal néron gaplarinin Kolmogorov-Smirnov normalite
testine gére normal dagilim géstermedigi tespit edildi ve ortanca degerleri
Tablo 4.11'de gdsterildi. Non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile yapilan
istatistiksel karsilastirmalarda, ketamin tedavisi sonrasi stresli grubun
piramidal néron caplarinda, tedavi almayan stresli gruba kiyasla artis
tespit edildi (p<0,05). Kontrol gruplan arasinda ise anlamli bir farkllik
gb6zlenmedi (Sekil 4.10).

Tablo 4.11: Piramidal Néron Caplarinin Karsilastiriimasi

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 2 £0,39 1,69+0,37 1,96+0,37 1,89+0,52
(Ortanca Deger) (2,01) (1,61) (1,86) (1,76)
—~ 2.5-
e
»
S 2.0-
©
On
c 1.5+
o
| &9
0
Z 1.0
‘©
O
c 0.5
©
| .
a 0 0 - T T
K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.10: Piramidal Noéron Caplarinin Karsilastiriimasi

Ketamin tedavisi alan stres grubunun piramidal néron ¢aplarinda artis gézlenmistir

(*p<0,05).
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4.7- Dendritik Uzunluklarin Karsilastirilmasi

Ortalama, +£SS ve ortanca dederleri Tablo 4.12'de gosterilen
hayvanlarin piramidal néron dendrit uzunluklan iki yénli varyans analizi
ile karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiki bir fark gézlenmedi (Sekil
4.11).

Tablo 4.12: Dendritik Uzunluklarin Karsilastirilmasi

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Ortalama £SS 0,1989 +0,32 | 0,1688 +0,25 | 0,1677 +0,27 0,2269+0,32
(Ortanca Deger) (0,033) (0,067) (0,067) (0,167)

2.0 A

1.5 1

Kesisim Sayisi

K+SF
K+ Ketamin
S+ SF

th e

0.5

S+ Ketamin

old

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Halka Sayisi
Sekil 4.11: Dendritik Uzunluklarin Karsilastiriimasi

Gruplara ait halka kesisim sayilari arasinda istatistiki bir fark gbézlenmemistir.
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4.7.1. Farkli halkasal bélgelerdeki dendrit uzunluklarinin
karsilastiriilmasi

Dendirit uzunluklan hicre gévdesinin proksimalinde veya distalinde
bulunmalarina gére bdlgelere ayrildi. Bélge no:1 ve no:2 proksimal, bdlge
no:3 proksimalden distale gecis bdlgesi, bdlge no:4 ve no:5 ise distal
bélge olarak tanimlandi. Tablo 4.13'de ortalama, £SS ve ortanca dederleri
ile anlamhlik (p) degerleri verildi. Her halkasal bélgede yer alan dendrit
sayisl Kruskal-Wallis testini takiben yapilan Dunn c¢oklu karsilastirma testi
aracilifiyla karsilastinldi. Iki no'lu bdlgede K+Ketamin grubu dentritik
uzunluklarinin K+SF grubu (p<0,05) ve S+SF grubuna (p<0,01) oranla
istatistiki olarak anlaml sekilde ylksek oldugu tespit edildi. Distal bélgede
ise K+Ketamin grubu dentritik uzunluklarinin S+Ketamin grubu (p<0,05)
ve S+SF grubuna (p<0,05) oranla anlamli sekilde yliksek oldugu tespit
edildi (Sekil 4.12).

Tablo 4.13: Farkli Bolgelerdeki Dendrit Uzunluklarinin Karsilastirilmasi

Halka K+SF K+Ketamin S+SF S+Ket

Bolge o Anlamhhk
No Araligi (Ort.x£SS) (Ort.x£SS) (Ort.x£SS) (Ort.x£SS) (*p<0.05)
(pm)
0-6  (,42+0,82 0,50 £0,95 0,54+1,00 0,40 £0,75
1 MM n.s.
**K+ Ketamin
K+SF
7-12 p=0,007
2 - 0,26+0.58 0,64+1,20 0,28+0,54 0,31+0,53
*K+ Ketamin
S+SF
p=0,043
#K+Ketamin
S+SF
5 1;’;';8 0,07£0,30 0,08+0,33 0,0840,31  0,2+0,55 =00
TK+Ketamin
S+Ketamin
p=0,035
19-24
0,02+0,13 0,02+0,17 0,03+0,17 0,03+0,17
4 pm n.s.
25-30 0,0£0,0 0,006+0,07 0,0+0,0 0,01+0,11
5 pm n.s
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K+SF
K+Ketamin

S+SF

bt

*k

Kesisim Sayisi
N

S+Ketamin

Halkasal Bolge Numarasi

Sekil 4.12: Halkasal Boélgelere Goére Dendritik Uzunluklarin Karsilastiriimasi

** K+Ketamin ve K+SF (p<0,001), + K+Ketamin ve S+SF (p<0,05), T K+Ketamin ve
S+Ketamin(p<0,05), #K+Ketamin ve S+SF (p<0,05) gruplari arasindaki farkliliklari
gostermektedir.

Farkli halkasal boélgelerdeki dendrit uzunluklarinin  ylzdelik
dagihmlarn incelendiginde ise besinci boélgede vyalnizca K+Ketamin
grubunun uzantilarinin oldugu gézlendi (Tablo 4.14).

Tablo 4.14: Farkli Halkasal Bolgelerdeki Dendrit Orani

Bslae Konsantrik K S
Ng Halka K+SF + S+SF +
Arahgi(pm) Ketamin Ketamin

1 0-6 %35 %731 %38 %35

2 7-12 %50 %46 %52 %51

3 13-18 %6 %11 %4 %6

4 19-24 %8 %12 %5 %6

5 25-30 %0 %1 %0 %0
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4.8. Dikensi Cikinti Yogunluklarinin Karsilastirilmasi

Dikensi gikinti  yogunluklarinin  Kolmogorov-Smirnov normalite
testine testine goére normal dagilm gosterdigi tespit edildi ve ortanca
dedgerleri Tablo 4.15'de gosterildi. Tek yonli varyans analizi testiyle
yapilan karsilastirmalarda gruplar arasinda istatistiki bir fark bulunmadi
(Sekil 4.13).

Tablo 4.15: Kontrol ve Deney Gruplarinin Dikensi Cikinti Yogunluklari

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 84,32+36,15 84,00+27,21 69,42+20,25 | 71,61+14,77
(Ortanca Deger) (75,16) (77,54) (72,33) (69,20)

100 -

Dikensi Cikinti Yogunlugu (1/gm)

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.13: Dikensi Cikinti Yogunluklarinin Karsilastiriimasi

Stres gruplan ve tedavi gruplari dikensi ¢ikinti yogunluklar arasinda istatistiki bir fark
gézlenmemistir.
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4.9. Dikensi Cikinti Turlerinin Karsilastirilmasi

Dikensi cikintilarin  tipolojileri incelendiginde, farkh fonksiyon
Ozelliklerine sahip gudik, mantarimsi, ince ve dalli dikensi cikintilarin
gruplara gore farkh dagildi gézlendi (Tablo 4.16). Mantarimsi gikintilar en
fazla K+SF grubunda bulunurken, gudik cikintilar S+SF grubunda, ince
cikintilar S+Ketamin ve son olarak dalli gcikintilar S+SF grubunda tespit
edildi (Sekil 4.14).

Tablo 4.16: Dikensi Cikinti Tiplerinin Dagilimi

Oran (%) Giidiik | Mantarimsi Ince Dalli
K+SF 37,35 45,45 14,18 3,03
S+5% 39,08 38,88 17,86 4,17
S+Ketamin 37,02 37,57 21,46 3,96
K+Ketamin | 38,74 41,74 16,49 3,04
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K+SF Grubu S+SF Grubu

4,17%

4 39,08%

3,03%

K+ Ketamin S+ Ketamin

3,04% 3,96%

D

Gudik mm Mantarimsimm Ince mm Dall

Sekil 4.14: Dikensi Cikinti Tiplerinin Dagilimlar

Farkli tipteki dikensi ¢ikinti oranlarinin gruplara gére dagilimi. K+SF grubu (A),
S+SF grubu (B), K+ Ketamin grubu (C), S+Ketamin grubu (D).
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Mantarimsi cikinti yogunluklarinin kontrol ve stres gruplarindaki
farkliliklan Kruskal-Wallis testini takiben Dunn c¢oklu karsilastirma testiyle
incelendi (Tablo 4.17). K+SF grubundaki mantarimsi ¢ikinti yogunlugunun
hem S+SF hem de S+Ketamin gruplarina gére anlamli dizeyde ylUksek
oldugu tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.15).

Tablo 4.17: Mantarimsi Cikintilarin Yogunluklari

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin
Ortalama £SS 38,21+22,30 35,06+14,06 26,99+12,28 26,90+10,57
(Ortanca Deger) (33,94) (33,94) (28,97) (24,18)

[3,]
o
1

F Y
o
1

w
o
1

N
o
1

-
o
1

Mantarimsi Cikinti Sayisi

o
L

K+SF K+Ketamin S+SF S+Ketamin

Sekil 4.15: Mantarimsi Cikinti Yogunluklarinin Karsilastiriimasi

Tedavi alan ve almayan stres gruplarinin mantarimsi cikinti sayilari kontrol grubuna gére
dusus sergilemistir. K+SF ile S+SF (+p<0,05), K+SF ile S+Ketamin (*p<0,05) gruplan
arasindaki farkliliklari géstermektedir.
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5- TARTISMA

Stres organizmanin homeostazisini tehdit edici her tlrli uyarana
karsi gelistirmis oldugu bir alarm durumudur. Strese neden olan etkenin
glicine ve bireyin adaptasyon yetenedine goére bu uyaranlara karsi
genellikle direng gelistirilir. Ancak, uzun slreli stres maruziyeti kisilerde
davranissal ve islevsel degisikliklere sebep olarak, depresyon gibi patolojik
durumlarin ortaya cikmasiyla sonuglanabilir. Bu calismada, kronik strese
maruz kalan sicanlarda olusan davranissal degdisiklikler ile hipokampis
bélgesinde meydana gelen noéroplastik degisiklikler ve akut antidepresan
etkilere sahip bir ilag olan ketaminin bu degisiklikler Gzerindeki etkileri
incelenmistir.

Kronik stres maruziyetinde ortaya ctkan duygudurum
bozukluklarinda en sk gérilen semptomlarin basinda anhedonia,
anksiyete, psikomotor ajitasyon veya gerilik sayilabilir (Bondi, Rodriguez,
Gould, Frazer & Morilak, 2008). Bu davranis bozukluklarini deney
hayvanlarinda test etmek Uzere siklikla kullanilan testlerden; seker tercihi,
aclk alan, modifiye grip ve zorlu ylzdirme testleri, calismamizda
uygulanan stres protokollinin etkilerini dederlendirmek amaciyla
kullanilmistir. Uygulanan davranis testleri bataryasinda gruplar arasinda
anlaml bir farkhlik gézlenmemistir.

Gerek stres gruplarindaki gerekse kontrol gruplarindaki hayvanlarin
davranis testlerine verdikleri cevaplarda gorilen bireysel farkliliklar stres
maruziyetinin veya ketamin tedavisinin etkilerinin yorumlanmasinda ve
gruplar arasi farkliliklarin karsilastirimasinda giglige neden olmaktadir.
Ileriki dénemde yapilacak calismalarda gruplardaki hayvan sayilarinin
arttirlmasi bu bireysel farkliiklardan dogan hata payini daha aza
indirgeyerek, gruplar arasindaki farkliliklarin daha objektif bir sekilde
karsilastirlmasina katki saglayacaktir. Ek olarak, cevresel kosullarin
davranissal parametreler Uzerinde 6nemli bir rol oynadigi ve deney
ortamina deney hayvaninin asikarligi, aydinlatma, ortam isisi, testin
uygulama saati gibi fiziksel kosullarin davranis testleri Uzerinde derin
etkileri oldugu iyi bilinmektedir (Bailey, Rustay & Crawley, 2006, Mitchel
& Redfern, 2005). Dolayisiyla davranis testlerinin uygulanmasi sirasindaki
fiziki kosullar deney sonuclarini etkileyebilmektedir.

Acik alan testinde vertikal hareketler olarak tanimlanan iki ayak
Ustine kalkma davranisi kesfetme davranisini ve anksiyeteyi gosterirken,
katedilen mesafe lokomotor aktiviteyi gostermektedir. Acik alan testi sikca
kullanilan bir test olmasina ragmen, bu test sirasinda da daha once
belirtilen parametreler sonuclar etkileyebilmektedir. Ornedin, ortamdaki
yeni nesneler, testi uygulayan kisiye bagh dediskenler, aydinlatma
kosullari siralanabilir. Genellikle, acgik alan testi gibi testlerde deney
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hayvanlarinin spontan lokomotor aktivite dlzeyleri test esnasindaki
arastirmaci davranislarini etkileyebileceginden, bu davranislarin ikinci bir
test ile de dogrulanmasi uygun olabilir (Seibenhener & Wooten, 2015).
Uygulamalardaki farklihklarin yani sira farkhh deney hayvani irklarinin
kullanilmasi da literatirdeki c¢alismalarin  sonuglarinin  birbirleriyle
karsilastirnilmasinda engel teskil etmektedir.

Seker tercihi testi, anhedonia'yr dlcme amac ile kullaniimaktadir.
Kronik stres maruziyeti sonucu kemirgenlerin genel anlamda sekerli su
tiketimi azalsa da bu testle ilgili de literatirde bir gok tartisma séz
konusudur. Testin hayvanlar tarafindan 6grenme silresi farklh sekillerde
uygulanabilirken, kullanilan sekerli su miktarinda da uygulama farkliliklari
gorllebilmektedir. Ayrica sigan tlrleri arasinda yapilan bir calismada tlrler
arasinda tercih edilen sekerli su oraninin farkhlik go&sterebilecedi
bulunmustur (Willner, 1977). Ek olarak, Forbe ve arkadaslarn tiketilen
sekerli su miktarinin kaybedilen viicut agirligi ile baglantili olabilecegini
belitmislerdir (Forbes, Stewart, Matthews & Reid, 1996). Li ve
arkadaslarinin (2010) yirmi bir giin boyunca, toplamda on streséri glnde
iki kez uyguladiklari kronik ©6ngoérilemeyen stres modelinde, stres
grubunun sekerli suyu daha az tercih ettigi ancak ketaminin bu durumu
dlzelttigi gosterilmistir.

Ongoriilemeyen stres ve immobilizasyon stres modellerinin motor
beceriler lzerine etkisi karsilastirildiginda, degisken stres paradigmasina
maruz kalan hayvanlarin kavrama ve dogru ekstremiteyi secmede daha
basarili olduklarn tespit edilmistir (Zucchi, 2009). Bu durum, motor
becerilerin stresten etkilendigine isaret etmektedir. Calismamizda hem
hayvanlarin motor becerilerini hem de depresyon belirteci olan psikomotor
aktivite dedisimlerini 6lcmek amaci ile modifiye grip testi kullaniimistir.
Bu test diger testlerden farkhh olarak hayvanlarin yalnizca motor
becerilerinin degil ayni zamanda fiziksel strese karsi dayanikhlik ve
cabalama dizeylerinin de degerlendiriimesini saglamaktadir (Yildirim,
Erol, Ulupinar, 2012).

Noérobiyolojik calismalarda kronik stres etkisini test etmek amaciyla
sikhikla kullanilan bir baska test de zorlu yuzdirme testidir. Bu test
esnasinda deney hayvanlarinin su tanki igerisinde hareketsiz kaldiklan
slireler o6grenilmis caresizlik durumunun bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir ve immobilizasyon suresindeki artis depresyonun bir
gostergesi olarak dederlendirilmektedir (Willner, 2005). Porsolt tarafindan
ilaglarin antidepresan etkilerini 6lgmek Uzere gelistirilen bu test, kagisin
mUmkin olmadidi bir ortamda deney hayvanlarinin bir sire sonra
cabalama davranisindan vazgecmeleri durumunun gbézlenmesinden yola
cikilarak olusturulmustur. Ancak gunimuzde bir grup arastirmaci da, bu
testin akut stres altindaki deney hayvanlarinin cevre kosullarina
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adaptasyon saglamalar nedeniyle, bu testin aslinda stresle basa ¢ikmak
amaciyla kognitif bir beceri gelistirme testi olarak da kullanilabilecegini
One stirmektedir (Molendijk & de Kloet, 2015).

Li ve arkadaslari, gunde iki farklh stresér kullanarak yirmi bir gin
sureyle uyguladiklar stres modellerinde, deney hayvanlarina uyguladiklar
seker tercihi testinde, stres sonucu artan anhedonik davraniglarin ketamin
tedavisi ile geriledigini tespit etmislerdir (Li vd., 2010). Glnde bir
stresorin kirk gin slireyle uygulandigi bir baska stres paradigmasinda ise
15mg/kg dozunda uygulanan ketamin tedavisinin zorlu ytzdirme testinde
stres sonrasi artan immobilizasyon sirelerini geriye dondirdigi; ancak
aclk alan testinde gruplar arasinda anlamli bir farklihda yol agmadigi
gosterilmistir (Maciel vd., 2018). Davranis testi sonuglarinda literattrde
de go6zlenen bu cgeliskili sonuglar, bizim c¢alismamizda oldugu gibi,
uygulanan stres paradigmasina ve ketamin tedavisine verilen cevabin
bireysel farkliliklara sahip olmasindan kaynaklanabilir.

Calismamizda viicut, adrenal ve beyin agirliklan karsilastirildiginda
gruplar arasinda herhangi bir fark bulunamamasina ragmen; stres
maruziyetinin bir gostergesi olarak literatliirde siklikla kullanilan adrenal ve
vlicut adirliklarinin oranlar hesaplandiginda (Magarin & McEwen, 1995,
Cryan & Mombereau, 2004), tedavi almayan stres grubundaki deney
hayvanlarinin kontrol grubuna kiyasla daha ylksek adrenal/vicut agirligi
oranina sahip olduklan gérildd. Bu sonuglar, wuygulanan stres
paradigmasinin deney hayvanlan Uzerinde fizyolojik degisikliklere vyol
actigina isaret etmektedir. Ketamin tedavisi alan stres grubunda ise bu
oranlarin kontrol grubu dizeylerine geri ¢ekilebildigi gézlenmistir.

Kronik o6ngoérilemeyen stres paradigmasinin kirk gun sdreyle
uygulandigi baska bir calismada da bizim calismamiza benzer sekilde
adrenal agirhg artarken, vicut agirhginin  sabit kaldigi gdsterilmis ve
15mg/kg ketamin tedavisinin ise bu etkileri tersine gevirdigi gosterilmistir
(Garcia vd., 2009,Rezin vd., 2010). Bu calismada kullanilan ketamin dozu
bizim calismamiza gore daha ylksek olmasina ragmen, 10mg/kg dozda
kullanilan ketamin de benzer bir etki gésterebilmistir.

Kronik ©Ongoérulemeyen stres, gunlik hayati iyi taklit etmesi
nedeniyle oldukga sik kullanilan deneysel bir modeldir. 15-35 gin arasi
kronik 6ngorilemeyen strese maruz kalmis hayvanlarin, son streséru
aldiklarinda plazma kortikosteron dlizeyinin halen ylksek oldugu tespit
edilmistir ki, bu da ©ongodrilemeyen stres paradigmasinin diger stres
modellerine kiyasla HPA aksinin strese uyum
saglamasini/duyarsizlasmasini engellemek suretiyle daha etkili bir model
olarak kullanilabilecedini goéstermektedir (Magarin & McEwen, 1995,
Willner, 2005, Banasr, Valentine, Li, Gourley, Taylor & Duman, 2007,
Herman, 2013).
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Uygulanan stres paradigmalarnindaki farkliliklar yalnizca davranissal
veya biyokimyasal olarak degil ayni zamanda morfolojik olarak da énemli
farkliliklara neden olmaktadir. Cesitli arastirma gruplan tarafindan farkl
sekillerde uygulanan stres modellerinde, medial prefrontal korteks
(mPFC), amigdala, nukleus accumbens, orbitofrontal korteks ve
hipokampus gibi limbik sisteme ait cesitli anatomik bdlgelerde bulunan
noéronlarin dendritik cikintilarinda ve dallanma paternlerinde farkliliklar
meydana geldigi bildirilmistir.

Banasr ve arkadaslarinin erkek Spraque-Dawley cinsi sicanlarda
yapmis olduklan bir galismada, otuzbes glin sureyle uyguladiklarn kronik
ongoérilemeyen stres paradigmasinin prefrontal korteksteki hicre
proliferasyonunu %35 azalttigi tespit edilmistir (Valentine, Li, Gourley,
Taylor & Duman, 2007). Ote yandan yirmi bir giin siireyle tek bir stresor
uygulanan bir baska paradigmada ise prefrontal korteksteki ndéronlarin
dendrit uzunluklarinin azaldigi, PSD kalinhdinin PSD93 ve PSD95
proteinlerindeki dlsise bagh olarak azaldid, aktin ve protein
phosphatase-1 (PP1) ile etkilesim halinde olan spinofilin proteininin
azaldigi gorGlmuistir (Li vd., 2015). Stresorler ginde iki kez
uygulandiginda ise dikensi c¢kinti  yodunlugunda dlsls, noron
terminallerine spesik bir fosfoprotein olan sinapsin I'in, glutamat
reseptorlerinin ve yine PSD95'in azaldigi gosterilmistir (Li vd., 2011). Bir
baska arastirmaci grubunun glinde U¢ kez stresdr uygulamasi yaparak
elde ettigi sonuclar ise apikal dendritlerde atrofi, hacim, néronal yogunluk
ve dikensi cikinti yogunlugunda azalma oldugunu gostermistir (Dias-
Ferreira, 2009). Bu sonuclar stresér sayisindaki artisin morfolojik
degisiklikleri daha goérinir hale getirdigini 6nermektedir.

Sekiz hafta slren stres paradigmasinin amigdala bdlgesinde, PSD95,
spinofilin, sinapsin, sinaptofizin proteinlerinde herhangi bir dedisiklige
sebep olmazken, PSD93'de dislise sebep oldugu gosterilmistir (Li vd.,
2015). Ote yandan dendritik uzunluk ve PSD kalinhdinda artis oldugu
tespit edilmistir. Benzer sekilde Sharma ve arkadaglan tarafindan yapilan
bir bagska calismada (2015) ondért gin uygulanan stres paradigmasinin
dikensi cikinti yogunlugu ve dendritik uzunlukta artisa neden oldugu
goOsterilmistir.

Nukleus accumbens bdlgesinde de yirmi bir gin slresince glnde Ug¢
kez uygulanan stres paradigmasinin dikensi c¢ikinti yodunlugunu ve
dendritik dallanmay: arttirdigi gézlenmistir (Dias-Ferreira, 2009).

Limbik sistem icinde strese en hasas bdlgelerden biri olan
hipokampds ile ilgili olarak literatiirde yapilan galismalar incelendiginde;
on gun stren modelin CA3 bélgesindeki piramidal ndéronlarda herhangi bir
dendritik degisiklige yol acmazken, on dort ginlik stres uygulamasi
sonrasinda CA3 bodlgesinde sinaptik yogunlugu artirdigi goézlenmistir
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(Sharma & Thakur, 2015, Vyas, Mitra, Rao & Chattarji, 2002). Daha uzun
siren (yirmibir gin) paradigmalarda ise dikensi cikinti formasyonunu
regile eden Kalirin-7 proteini ile birlikte, CA1-3 boélgesindeki sinaps
yogunlugunda azalma oldugu goézlenmistir (Qiao, An, Ren, & Ma, 2014).
Stresor uygulama slresinin yirmi gin ila otuz bes glin oldugu
paradigmalarda, gunde iki kez uygulanan stresoérlerin glutamat
reseptorlerine ek olarak, PSD95 miktarinda da azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir (Kallarackal, 2013, Nasca, Bigio, Zelli, Nicoletti & McEwen,
2015). Stresorlerin otuz gin boyunca glinde bir kere verildigi bir
calismada, CA3 bdlgesindeki ndéronlarin apikal dendritlerindeki dikensi
cikintilarda atrofi gorullirken, CA1l boélgesindeki néronlarda anlamli bir
degisim gozlenmemistir (Vyas, Mitra, Rao & Chattarji, 2002). CUS
paradigmasinin sekiz hafta slrdigld baska bir calismada ise PSD93,
PSD95, spinofilin ve sinapsin-I proteinlerinde azalma tespit edilmistir (Li
vd., 2015).

Calismamizda elde edilen morfolojik analizler degerlendirildiginde
piramidal néron c¢api, dendritik uzunluklarin halkasal bdlgelerde temsiliyeti
ve mantarimsi gikinti yogunluklarinda gruplar arasinda anlamh farkliliklar
oldugu gozlenmistir. Piramidal noéron capi, SF veya ketamin ile tedavi
edilen kontrol gruplarinda anlamli bir farklilik géstermezken, strese maruz
kalan ve ketamin ile tedavi edilen grupta anlaml dizeyde artis
gostermistir. Yakin bir zaman 6nce Widman ve arkadaslarinin erkek
Spraque-Dawley sicanlarda yapmis olduklan bir calismada, disik doz
ketamin uygulamasinin sinaptik GABAerjik inhibisyonu azaltmak suretiyle
dorsal hipokampal piramidal noronlardaki eksitabiliteyi arttirdig
gosterilmistir (Widman & McMahon, 2018). Bu nedenle ketamin
tedavisinin strese bagll olarak meydana gelen sinaptik uyarim dizeyindeki
azalmayi geri dondlrerek, disinhibisyona yol actigi distntlmektedir.

Sholl analizi ile karsilastirilan dendritik uzunluklar, aksonlarin hicre
gbvdesine olan uzakliklarina gére proksimal, gegis ve distal bélge olmak
Uzere U¢ zona ayrildiginda, ketamin tedavisi alan kontrol grubundaki
hayvanlarin dendritik uzunluklarinin en distal bélgeye kadar ulasabildigi,
ayrica gegis ve proksimal zonlarda da diger gruplarla karsilastirildiginda
anlamli dizeyde daha fazla temsil edildigi gézlenmistir. Bu sonuglar,
ketaminin aksonal iskelet proteinleri {zerinde etkili oldugunu
dusindidrtmektedir. Nitekim Tan ve arkadaslarinin neonatal dénemdeki
farelerin CA1 bdlgesindeki hipokampal néronlarn Gzerinde yapmis olduklari
bir calismada da, 4 gulnlik ylksek doz ketamin tedavisinin, dendritik
cikinti  yogunlugunu anlamh dlizeyde azaltirken ortalama dendrit
uzunlugunda kontrol gruplarina goére anlamli diizeyde artisa yol actigi
gosterilmistir (Tan, Ren, Xiong &Wang, 2009).
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Calismamizda ayrica 6grenme cikintisi olarak da adlandirlan ve
NMDA reseptoérlerini binyesinde en c¢ok barindirmasi sebebiyle dendritik
cikinti tipleri arasinda en kalicisi olan mantarimsi cikintilarin  stres
uygulamasi sonrasinda azaldigi da tespit edilmistir. Ancak dendritik
uzunluklarin aksine ketamin tedavisi mantarimsi tipteki dendritik cikinti
oranlarinda anlamh bir diizelme saglayamamistir. Goulart ve arkadaslari
(2010) ketamin tedavisinin hipokampus’teki BDNF artisini engellemek
suretiyle uzun sureli hafizayr bozdugunu goéstermistir. Literatiirdeki bu
veriler 1siginda ketaminin 6zellikle hipokampal noéronlarin dendritik
cikintilarini olusturan aktin htcre iskeleti Gzerinde olumsuz etkilere sahip
oldugu dastnilmektedir.

Ote yandan Duman ve arkadaslarinin prefrontal kortikal néronlar
Uzerinde yapmis olduklarn calismalarinda; yirmi bir gin boyunca, toplamda
on streséri gunde iki kez uyguladiklari kronik ©6ngdérilemeyen stres
paradigmalarinda, tek doz ketamin tedavisi sonrasinda dikensi c¢ikinti
sayllarinin, bu cikintilar UGzerinden gergeklesen akim dulzeylerinin ve
sinaptik proteinlerin artis gosterdigi tespit edilmistir. Arastirmacilar bu
etkilerin  mTOR yoladinin bloke edilmesi Uzerinden gergeklestigini
gostermistir (Li vd., 2010). Ek olarak, ketaminin hizli antidepresan
etkisinde, sinaptik protein olan PSD95, glutamat reseptér turd olan GluAl,
sinapsin-1 ve dikensi cikinti bitlnligint sadlayan AMPA reseptorlerinin
artisinin da etkili oldugu belirtilmistir. Ketaminin eksitator postsinaptik
akimlan duzenlemesi (Li vd., 2011) ve medial frontal korteks'te sinaptik
cikinti olusumunu artirmis olmasinin (Phoumthipphavong vd., 2016)
prefrontal korteks’te bulunan piramidal hlicre kapasitelerinin arttirilmasi ile
mUmkldn olabilecegi belirtiimektedir. Ketamin tim bu tedavi edici
etkilerini, hlicrenin metabolik faaliyetlerini slirdirmesi ve buyumesini
saglayan, protein sentezi regllatéri olan mTOR vyolag Uzerinden ve
noronal plastisite UGzerinde 6nemli etkisi olan BDNF'yi hizli bir sekilde
arttirmasi ile saglamaktadir (Hare, Ghosal & Duman, 2017). Bu bulgular
ketaminin farkli beyin bdlgelerinde bulunan ndéronlar Uzerinde farkh
etkilere sahip olabilecegini gostermektedir.

Ketaminin antidepresan etkinligini gostermesinde 06zellikle ventral
hipokampus ile medial prefrontal korteks arasindaki devrenin gerekli ve
yeterli oldugu yakin zaman 6nce yapilan optogenetik calismalarla ispat
edilmistir (Carreno vd., 2016). Bu devrenin amigdala ile de yodun
baglantilar icermesi, ketamin korku kaynakli davraniglarin yonetilmesinde
de sinaptik plastisitenin gelistirilmesi bakimindan hedef bir tedavi
potansiyeline sahip oldugunu 6nermektedir.

Zhang ve arkadaslar on farkli stresériin ginde iki kez kullanildidi,
42 gun suren CUS modellerinde, hipokampis bélgesinde dendritik cikinti
yogunlugunun stres paradigmasi ile azaldigini tespit etmislerdir.
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Arastirmacilar ayni zamanda hipokampus’te bulunan Erken Blylime Yaniti-
1 (Egr-1), PSD95 ve AMPA reseptér akimlarinin stres paradigmasi ile
azaldigini ve ketamin tedavisi ile dlizeldigini gostermislerdir. Bu veriler,
ketamin hizli antidepresan etkinliginin, hipokampUs’teki GIuN2B
resptorlerini bloke ederek Egr-1 ekspresyonunu azaltmak suretiyle
olusturdugunu goéstermektedir (Zhang, Wang, Lv, Liu, Sun, & Tian, 2017).

Depresyon tedavisinde kullanilan geleneksel farmakolojik tedaviler,
birkac haftadan birkag aya kadar degisen gecikmis bir terapotik baslangica
sahiptir ve hatta bazi kisilerde tedaviye hi¢c cevap alinamaz. Ketaminin
ozellikle intihar edilimi olan depresyon hastalarinda tek bir uygulamayi
takiben hizli baslangich bir antidepresan ve anti-anhedonik etkiler
Uretebilmesi, bu ilacin noéronlar Uzerinde akut degisikliklere sahip
olabilecegini disundirtmektedir. Bu calismada, kronik 0Ongoérilemeyen
strese maruz kalan siganlarda dusuk doz ketamin uygulamasinin
hipokampal néronlarda yapisal bir takim dedisikliklere yol acabildigi
gosterilmistir. Ketaminin antidepresan etkinliginin belirlenmesinde yapisal
dedisikliklere bagli olarak hicre ici sinyal yolaklarinda meydana gelen
degisikliklerin de aydinlatiimasi gerekmektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, kronik stres maruziyetinin limbik sistem yapilan
arasinda strese en duyarli bdlgelerden biri olan hipokampus Uzerindeki
etkileri sinaptik plastisite acisindan dederlendirilmistir. Ayrica son yillarda
subanestezik  dozlarinin  akut ddénemde depresyon tedavisinde
kullanilabilecegdi ileri sirtlen ketaminin bu bodlgedeki néronlarin sinaptik
plastisite kapasiteleri lUzerindeki etkileri de incelenmigstir.

Yapilan davranis testlerinde gruplar arasinda farkliliklarin istatistiki
olarak tespit edilememesi, stres maruziyeti ile olusturulan depresyon
modellerinde olusan bireysel farkliliklarin sonucglann 6nemli derecede
etkiledigini, dolayisiyla gruplarda kullanilan hayvan sayilarinin yiksek
tutulmasi gerektigini ve elde edilen sonuclarin stres yanitindaki bireysel
farklhiliklara gére dederlendirilmesi gerektiginin altini gizmektedir. Ayrica,
Olcilmesi amaclanan hedef davranislarin farkli davranis testleri ile ayni
calisma icinde birlikte uygulanmasi da sonuglarin daha dogru
dederlendirilmesine katki sadlayacaktir. Ek olarak, calismada kullanilacak
deney hayvani tlrindn dodru secilmesi, strese yatkin yada dayanikli
tirlerden kacinilmasi ve davranis test bataryalarinin bu tirtn 6zelliklerine
gore olusturulmasli davranis verilerinin glvenilirligine ve literatir
verileriyle karsilastiriilmasina katki saglayacaktir.

Literatirde gunlik hayati en iyi taklit eden stres modeli olarak
kullanilan  kronik  &éngoérilemeyen stres, bir c¢ok farkh sekilde
uygulanmaktadir. Laboratuvarimizda kullandigimiz ve diger arastirma
gruplarina goére daha ilimh stresorler barindiran bu modelin etkinligi
calismamizda kullanilan adrenal ve vicut agirhd oranlan g6z onidnde
bulundurularak teyit edilmistir. S6zkonusu modelin farkli slrelerde veya
farkli parametrelerle zenginlestirilerek uygulanmasi yoluyla stres sonucu
meydana gelen yapisal dedisiklikler ve korelasyonlari ortaya cikarilabilir.

Yaptigimiz  morfolojik  degerlendirmeler, ketamin tedavisinin
hipokampus'teki piramidal ndéronlarin néron c¢aplarini ve dendritik
uzunluklarini arttirdigini  goésterirken, dikensi cikinti tipolojisi (zerinde
herhangi bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Bu durum ketaminin
klinikte 06zellikle cgocukluk c¢aginda uygulanmasi esnasinda, 0grenme
Uzerindeki olumsuz etkilere yol acabileceginden, g6z &nlinde
bulundurulmahdir.

Ketaminin noéronal plastisite Uzerindeki etkilerinin farkh beyin
bélgelerinde dediskenlik gosterdigi literatiir calismalarinda gosterilmistir.
Ayni zamanda farklh alt boélgelerde bulunan néronlarda da farkh etkiler
gorilebildigi bildirilmistir. Bu nedenle, bundan sonraki calismalarda farkl
afferent ve efferent baglantilara sahip olan ventral ve dorsal hipokampal
bélge noéronlarinda meydana gelen degisikliklerin de karsilastiriimasi
uygun olacaktir.
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