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OZET

BIPOLAR MANI MODELI OLUSTURULMUS RATLARDA OLANZAPININ
PREFRONTAL KORTEKS VE HIPOKAMPUSTA IGF-1 VE IGF-1R UZERINE
ETKIiSi

Eser CAKMAK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
T1bbi Biyokimya Ana Bilim Dal1
Doktora,Nisan/2023
Danisman:Prof. Dr.Ozgiir Korhan TUNCEL

Calismanin amaci, bipolar bozuklugun ortaya ¢ikisi ve olanzapin ile tedavisinde
insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) ve reseptoriinde (IGF-1R) meydana gelen
degisiklikleri tespit etmektir.

48 yetiskin erkek albino wistar ratlardan kontrol grubuna (n=12) salin (0,5 ml),
ketamin grubuna (n=12) ketamin (0,5 ml, 25 mg/kg), olanzapin grubuna (n=12)
olanzapin (0,5 ml, 2 mg/kg), ketamin+olanzapin grubuna (n=12) ketamin (0,5 ml, 25
mg/kg) ginde bir kez 14 giin boyunca intraperitoneal uygulanmistir.
Ketamin+olanzapin grubuna 8-14 giinleri arasinda ketamin uygulamasina ilaveten
olanzapin (0,5 ml, 2 mg/kg) giinde 1 kez uygulanmistir. Prefrontal korteks ve
hipokampusta hacim, IGF-1 ve IGF-1R gen ekspresyon ve protein diizeyi dl¢iimii
yapilmistir.

Prefrontal kortekste ketamin ile bipolar mani modeli olusturulan grupta hacimde,
IGF-1R gen ekspresyon ve protein diizeylerinde (immiin boyama) azalma; olanzapin
grubunda IGF-1 gen ekspresyon ve protein diizeylerinde (immun boyama) artis;
ketamin+olanzapin grubunda IGF-1R gen ekspresyon, IGF-1 ve IGF-1R protein
diizeylerinde (immiin boyama) artis tespit ettik. Hipokampusta ketamin ile bipolar
mani modeli olusturulan grupta hacimde, IGF-1 gen ekspresyon ve protein
diizeylerinde azalma; olanzapin grubunda hacimde ve IGF-1 protein diizeylerinde
azalma, IGF-1R gen ekspresyon ve protein diizeylerinde (immun boyama) artis;
ketamin+olanzapin grubunda hacimde, IGF-1 protein diizeyleri ve IGF-1R gen
ekspresyon ve protein diizeylerinde azalma tespit ettik.

Bipolar bozuklugun altinda yatan sebeplerden biri prefrontal korteks ve
hipokampusta IGF-1 ve IGF-1R diizeyindeki degisiklikler olabilir. Tedavide
kullanilan olanzapin, prefrontal kortekste IGF-1 ve IGF-1R diizeylerini arttirarak
noroprotektif bir etki, hipokampusta ise IGF-1 ve IGF-1R diizeylerinde azalmaya
sebep olarak norodejeneratif bir etki gostermektedir.

Anahtar Sozciikler:Olanzapin, IGF-1, IGF-1R, Prefrontal korteks, Hipokampus



ABSTRACT

THE EFFECT OF OLANZAPINE ON IGF-1 AND IGF-1R IN THE
PREFRONTAL CORTEX AND HYPOCAMPUS IN RATS WITH A MODEL OF
BIPOLAR MANIA

Eser CAKMAK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biochemistry
Ph.D.,April/2023
Supervisor:Prof. Dr.Ozgiir Korhan TUNCEL

The aim of the study is to determine the changes in insulin-like growth factor 1
(IGF-1) and its receptor (IGF-1R) in the emergence of bipolar disorder and its
treatment with olanzapine.

Of all 48 adult male albino wistar rats, the control group (n=12) saline (0.5 ml),
ketamine group (n=12) ketamine (0.5 ml,25 mg/kg), olanzapine group (n=12)
olanzapine (0.5 ml,2 mg/kg), ketamine+olanzapine group (n=12) ketamine (0.5 ml, 25
mg/kg) was administered intraperitoneally once a day for 14 days. In addition to
ketamine administration, olanzapine (0.5 ml,2 mg/kg) was administered once a day to
ketamine+olanzapine group between 8-14 days. Volume, IGF-1 and IGF-1R gene
expression and protein levels were measured in prefrontal cortex and hippocampus.

We detected that there was a decrease in volume of prefrontal cortex, IGF-1R
gene expression and protein levels (immune staining) in the group in which bipolar
mania model was created with ketamine; an increase in IGF-1 gene expression and
protein levels (immune staining) in the olanzapine group; an increase in IGF-1R gene
expression, IGF-1 and IGF-1R protein levels (immune staining) in the
ketamine+olanzapine group in the prefrontal cortex. We detected that there was a
decrease in volume of hippocampus, IGF-1 gene expression and protein levels in the
group in which bipolar mania model was created with ketamine; a decrease in volume
and IGF-1 protein levels, increase in IGF-1R gene expression and protein levels
(immune staining) in the olanzapine group; a decrease in volume, IGF-1 protein levels
and IGF-1R gene expression and protein levels in the ketamine+olanzapine group in
the hippocampus.

We detected that there was a decrease in volume of prefrontal cortex, IGF-1R
gene expression and protein levels (immune staining) in the group in which bipolar
mania model was created with ketamine; an increase in IGF-1 gene expression and
protein levels (immune staining) in the olanzapine group; an increase in IGF-1R gene
expression, IGF-1 and IGF-1R protein levels (immune staining) in the
ketamine+olanzapine group in the prefrontal cortex. We detected that there was a
decrease in volume of hippocampus, IGF-1 gene expression and protein levels in the
group in which bipolar mania model was created with ketamine; a decrease in volume
and IGF-1 protein levels, increase in IGF-1R gene expression and protein levels
(immune staining) in the olanzapine group; a decrease in volume, IGF-1 protein levels
and IGF-1R gene expression and protein levels in the ketamine+olanzapine group in
the hippocampus.

Keywords:Olanzapine, IGF-1, IGF-1R, Prefrontal cortex, Hippocampus
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AKT : AKT Serine/Threonine Kinase 1

AKT1 : AKT Serine/Threonine Kinase 1

BAD : BCL2 Associated Agonist Of Cell Death
BB : Bipolar Bozukluk

CB : Serebellum

CYP : Sitokrom P450

DA : Dopamin

DMN : Varsayilan Mod Ag1

DSM-5 :Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1, Besinci Bask1
eOBSC : Embriyonik Koku Sogan1 Kok Hiicresi

EPS : Ekstrapiramidal Semptom

GH : Bliylime Hormonu

Grb2 : Growth Factor Receptor Bound Protein 2
GSK3b : Glikojen Sentaz Kinaz 3b

HC : Hipokampus

IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

IGF-1R : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 Reseptorii
IRS1 : Insulin Receptor Substrate 1

IRS2 - Insulin Receptor Substrate 2

ITGAV . Integrin Subunit Alpha V

ITGB3 - Integrin Subunit Beta 3

JAK : Janus kinaz

KO : Knockout

LRP2 : Lipoprotein (LDL)- Reseptorii ile iliskili Protein 2
MAP3K5 : Mitojen-aktive Protein Kinaz Kinaz Kinaz 5
MAPK : Mitojen-Aktive Protein Kinaz

mTOR : Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase
NMDA : N-metil-D-aspartat

NSC : Noral Kok Hiicre

OB : Olfaktor Bulbus

PCP . Fensiklidin

PFC : Prefrontal Korteks

PI3K : Fosfoinositid-3 Kinaz

PKB : Protein Kinaz B
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SSS : Merkezi sinir sistemi

STAT : Sinyal Doniistliriiclisii ve Transkripsiyon Yolu Aktivatorii
Sz : Subventrikiiler Zon

TRS: : Tedaviye Direngli Sizofreni

Tyr : Tirozin
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1. GIRIS

Bipolar bozukluk (BB), belli bir diizen olmaksizin yineleyen mani, hipomani,
depresyon ya da karma goriinimlii duygu durum donemleri ile karakterize, kronik
seyirli, mesleki, ailesel ve sosyal alanlarda islevsellikte belirgin bozulmaya yol acan
bir duygu durum bozuklugudur (Maj et al., 2002). % 4.8' e kadar kiiresel yayginlig1
olan BB, biiyiik norolojik hastaliklara veya kansere gore yasam kalitesini daha fazla
diisiiren bir hastaliktir (Merikangas et al., 2011). Bipolar bozuklugun ortaya ¢ikisinda
beynin hangi bolgelerinde hangi degisikliklerin etkili oldugu tam olarak

anlagilamamustir.

Bipolar bozuklugun tedavisinde tarihsel olarak ilk olarak kullanilan ilag lityum
olmustur. Yapilan caligmalar ve klinik uygulamalarla giinlimiizde lityum basta olmak
tizere diger antipsikotik ve antiepileptik ilaclar da tedavi protokoliine eklenmistir.
Sekonder (yeni jenerasyon) antipsikotiklerden biri olan olanzapin; FDA tarafindan
sizofreni ve BB mani tedavisinde onaylanmasi ve piyasaya siiriilmesinden sonra bagka
psikiyatrik hastaliklarda da kullanim alanmi bulan bir ilagtir (Karamustafalioglu O,
2018). Kesin etki mekanizmas1 bilinmemekle birlikte antipsikotik etkisinin serotonin

ve dopamin reseptdrlerinin antagonizmi vasitasiyla oldugu diistiniilmektedir.

Olanzapin; dopamin (D1, D2, D3, D4), serotonin (5HT-2A, 5HT-2C, 5HT3,
5HT6), muskarinik (M1, M5), histamin H1 ve alfa-1-adrenerjik (al) reseptorlere
baglanma ilgisi gosterir. Hem serotonin (SHT-2A) hemde dopamin (D2) reseptorlerine
gliclii baglanmakla beraber, 5HT-2A reseptoriine yaklasik 3 kat daha fazla
baglanmaktadir (Ceylan ve Cetin, 2009). Olanzapin spesifik olarak 5-HT2 ve D2
reseptorleri basta olmak ilizere M1,H1, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HT6, al, a2 ve D4
reseptorlerini de bloke etmektedir (Bhana et al., 2001). Mezolimbik yoldaki dopamin
D2 reseptorleri lizerinde bir antagonist olarak calismakla birlikte dopaminin post-
sinaptik reseptorde potansiyel bir etkiye sahip olmasini engellemektedir. D2
reseptorleri iizerindeki etki, haliisinasyonlar, sanrilar ve diizensiz konusma, diisiince
ve davranis dahil olmak iizere hastalardaki semptomlarda bir azalmaya yol agmaktadir.
Olanzapin, antagonist olarak frontal korteksteki serotonin SHT2A reseptorleri
tizerinde benzer sekilde ¢alismaktadir (Tollens vd., 2018). Bununla birlikte, ilacin
serotonin reseptdr blokaji dopamin reseptor blokaji etkisinden 8 kat daha gligliidiir

(Kaplan ve Sadock, 2005).



Antipsikotik ilaglara maruz kalmanin beyine etkisi hala belirsizligini
korumaktadir. Olanzapine kronik maruziyetin hipokampiis hacim degisikligine sebep
olmadigi, ancak siganin dorsal ve ventral hipokampusunda disa dogru sekil
deformasyonlar1 oldugu bildirilmistir (Crum et al., 2016). Olanzapinin beyin iizerine
etkilerinin inceleyen bir ¢alismada olanzapinin hem akut hem de kronik dozunun,
sensorimotor kortekste kan beyin perflizyonunda azalmaya neden olurken, piriform
korteks veya hipokampusta herhangi bir etki gézlenmedigi tespit edilmistir. Ayrica,
kronik maruziyetin korteks hacminde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir

(Drazanova et al., 2019).

Buna ilaveten, son zamanlarda ilacin noroprotektif 6zellik gosterdigine dair
caligmalar dikkat cekmektedir. Olanzapinin glutamat maruziyetinden kaynakli
norotoksisiteden embriyonik kortikal ndronlar1 korudugunu gésterilmistir (Koprivica
et al., 2011). Bunun yaninda B-amyloid peptide(25-35) ile olusturulan oksidatif stres
kaynakli norotoksisiteden dolayr olusan noronal hiicre liimiinde olanzapinin doza
bagimli bir azalma gosterdigi bulunmustur (Yang and Lung, 2011). Ayrica, olanzapin
ile in vivo yetiskin erkek Sprague-Dawley si¢anlarina uygulanan kronik tedavinin,
prefrontal kortikal piramidal hiicre dendritlerinde 6-hidroksidopamin kaynakli
degisiklikleri tersine cevirdigini bildirilmistir (Wang and Deutch, 2008). Yetiskin
erkek Sprague-Dawley siganlari ile yapilan bir baska calismada ise fensiklidine
maruziyet sonrasi olanzapin ile prefrontal korteksin II/III katmanindaki asimetrik
omurga sinapslarina kars1 koruyucu etkilere sahip oldugunu gosterilmistir (Elsworth
et al., 2011). Bu bilgilerden yola ¢ikildiginda olanzapinin néroprotektif etkisi bipolar
bozuklugun tedavisinde etkili mekanizmalardan biri olabilecegi ve bu etkiyi 6zellikle
bipolar bozuklukta morfolojik degisikliklerin gozlendigi ileri siiriilen prefrontal
korteks ve hipokampus iizerinde gosteriyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Olanzapin
muhtemel noroprotektif etkisini hangi mekanizma ile gergeklestirmektedir? Noron
gelisiminde etkisi olan Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 ve reseptorii etkili olabilir

mi?

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1), IGF ailesinin bir iiyesidir. IGF-1
olgun proteini, insiiline yapisal benzerlige sahip 70 amino asitlik bir peptittir. IGF-1
peptidi, altt eksondan olusan tek bir IGF-1 geni tarafindan kodlanir. Esas olarak
merkezi sinir sisteminde (CNS) o6zellikle korteks, hipokampus, serebellum ve

hipotalamusta bulunan santral sinir sistemi hiicre tipleri (Bach et al., 1991; Bondy and



Lee, 1993) ve karaciger gibi periferik dokularda iiretilir (Le Roith, 2003). IGF-1, hem
dolasimda hem de dokularda yiiksek afiniteli IGF1 baglayici proteinlere baglanir ve
bu baglanma IGF-1 ve reseptorii arasindaki etkilesimleri diizenler, IGF-1’in yar1
Omriinii uzatir. IGF-1'in biyolojik etkilerine, iki alfa ve iki beta zincirinden olusan bir
transmembran tirozin kinaz olan insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 reseptorii (IGF-1R)
aracilik eder. Heterotetramerik bir glikoprotein olan IGF-1R, yasam boyunca hem
noral kok hiicrelerde hem de tiim sinir hiicrelerinde eksprese edilir (Baron-Van
Evercooren et al., 1991; Popken et al., 2005). IGF-1’in ndronlarda ve astrositlerde
IGF-1R’e baglanarak IGF-1R aktivasyonuna yol agmasi, B-alt birimlerinde tirozin
kinaz aktivitesi, otofosforilasyon ve downstream sinyallerin aktivasyonu ile sonuglanir
(LeRoith et al., 1995). IGF-1'in, afektif bozukluklarda bozulmus noérojenez,
miyelinizasyon, remiyelinizasyon, ndéromodiilasyon ve sinaptogenezde yardimci
oldugu kanitlanmistir (O’Kusky et al., 2000; Slavich and Irwin, 2014). Ayrica
farklilagsmis néronlarda 6nemli bir anti-apoptotik sinyaldir (Chrysis et al., 2001; Hodge
et al., 2007). Buna ek olarak, IGF-1 ekspresyonunun beyin boyutunu arttirdigini
gosteren calismalar da mevcuttur. Ornegin embriyonik beyin gelisimi sirasinda nestin
ile baglatilan IGF-1 asir1 ekspresyonu ile ge¢ gebelikten itibaren beyin agirliginda
%10-20 artis oldugu gosterilmistir (Popken et al., 2004). IGF-1 yoksunu (null) mutant
farelerde beyin agirhgmin %29-38 azaldig: bulunmustur (Ye et al., 2002). IGF-1R
delesyonu olan farelerde ise beyin agirliklarinin 90 giinliikken %40 azaldig: tespit
edilmistir (D’Ercole and Ye, 2008). IGF-1'in beyin gelisimi tlizerindeki etkilerinin
c¢ogunun gecici ve uzamsal olarak smirli olabilecegini hatirlamak akillica olmakla
birlikte, bu 6nemli ¢alismalar, IGF-1'in CNS gelisiminde 6nemli bir biiyiime faktorii
olarak giiclii etkilerini gostermektedir. Erken beyin gelisiminde IGF-1, otokrin,
proliferatif ve prosurvival faktor olarak 6nemli rollere sahiptir (Fernandez and Torres-
Aleman, 2012). Son zamanlarda IGF-1'in, pro-proliferatif ve anti-apoptotik etkileri
yoluyla ~mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) nodronal soy hiicrelerine
differansiyasyonunda 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (Huat et al., 2014). Noral
kok hiicrelerde, IGF-1 ayn1 zamanda artmis hiicre proliferasyonu ve uzatilmis yasam
omri ile iliskilidir (Supeno et al., 2013). IGF-1'in noral kok hiicrelerin néronal veya
glial hiicre tiplerine proliferasyonu lizerinde 6nemli etkileri oldugu goriilmektedir
(Brooker et al., 2000; Supeno et al., 2013). IGF-1'in beyin gelisimi iizerindeki en ¢ok
caligilan etkileri IGF-1'in nérogenez iizerindeki etkileridir. IGF1, belirli embriyonik

asamalarda asir1 eksprese edildiginde ndron progenitdrlerinin genislemesinde derin
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etkilere sahiptir (Popken vd., 2004). IGF-1 ayrica GABAerjik ve glutamaterjik
noronlarin proliferasyonu ve migrasyonu ve ayrica CNS'de ndronal sinaptogenezde
onemli rollere sahiptir (Oishi et al., 2009; Hurtado-Chong et al., 2009). Hayvan
depresyon modeliyle yapilan bir c¢alismada IGF-1'in bir N-metil-D-aspartat
reseptoriinden bagimsiz olarak, IGF-1R ve protein sentezine bagimli tarzda uzun siireli
potansiyasyonu kalici olarak arttirdigi gosterilmistir (Burgdorf et al., 2015).
Olanzapinin IGF-1 iizerine etkisini inceleyen bildigimiz kadariyla bu giine kadar iki
calisma yapilmistir. Bunlardan ilki, endotel hiicresi/adipoz tiirevi stromal hiicre ko-
kiltirii ile yapilan bir ¢alismadir ve olanzapinin IGF-1 mRNA ekspresyonunu
arttird1f1 gosterilmistir (Xue et al., 2017). ikinci ¢alismada ise cuprizona maruz kalan
CS57BL/6 farelerinde olusan noropatolojik degisiklikleri olanzapinin diizelttigi ve
frontal korteksinde IGF-1 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Zhang et al., 2014).
Ancak bu konuda yapilan ¢alismalar hem say1 olarak hem de beynin farkli bolgelerinin
incelenmesi agisindan yetersizdir. Prefrontal korteksin yanisira hipokampus gibi
limbik sistemin 6nemli bolgelerinin incelenmesi gereklidir. Bu ¢alisma ile bipolar
bozuklugun ortaya cikisinda prefrontal korteks ve hipokampusta IGF-1 ve IGF-1R
diizeyleri arasindaki iliskiyi ve beynin bu bolgelerinde olanzapinin IGF-1 ve IGF-1R

diizeyi iizerine etkisini incelemek amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bipolar Bozukluk

Bipolar bozukluk (BB), belli bir diizen olmaksizin yineleyen mani, hipomani,
depresyon ya da karma goriinimlii duygu durum donemleri ile karakterize, kronik
seyirli, mesleki, ailesel ve sosyal alanlarda islevsellikte belirgin bozulmaya yol acan
bir duygu durum bozuklugudur (Maj et al., 2002). Bilissel belirtiler, 6zellikle degisen
tepki siiresi, sozel ve gorsel bellek ve yiiriitiicii islev bozuklugu hastalarda oldukca

yaygindir ve hastalarda yetersizlige sebep olur (Cullen et al., 2016).

Bipolar bozukluklar geleneksel olarak ya psikoz spektrumunun bir parcasi
olarak (6zellikle klasik manik-depresif psikoz kavramina karsilik gelen spektrumun en
siddetli ucunun bir pargasi olarak) ya da bir duygudurum bozuklugu (duygusal bir
bozukluk) potansiyel olarak tek kutuplu depresyondan bipolar bozukluga uzanan bir
siire¢ olarak olarak smiflandirilmistir (Goodwin and Jamison, 2007). Ruhsal
Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1, Besinci Baski (DSM-5) bipolar
bozukluklari, bipolar I bozukluk, bipolar II bozukluk, siklotimi ve belirtilen alt tiplere
uymayan atipik formlar olarak alt siniflara ayirir. Bu alt siniflandirma manik (veya
hipomanik) ve depresif ataklarin ciddiyetine ve siiresine baglidir. Manik ataklar
sirasinda hiperaktivite, artan benlik saygisi, azalmis uyku ihtiyaci, genis ruh hali ve
davranig ve psikotik belirtiler yaygindir. Depresif donemlerde ise azalmis enerji,
tiziinti hali, sosyal yoksunluk, hipersomnia ve diisiik benlik saygisi temel 6zelliklerdir.
Psikoz, depresif ataklar sirasinda ortaya ¢ikabilir, ancak mani sirasinda daha sik
goriiliir. Hipomani daha hafif ve daha kisa bir mani seklidir ve hipomani olan
bireylerin nispeten saglam bir yargist vardir. Genellikle, akut duygudurum
degisiklikleri boliimleri her iki kutuptaki semptomlar: (yani karisik semptomlar)
igerebilir. Bipolar bozuklugu olan hastalar, tam remisyon elde edebilir ve bozuklugun
gizli oldugu varsayilan semptomsuz donemlere sahip olabilir. Bununla birlikte, bir¢ok
durumda, rezidiiel ve esik alt1 semptomlar yaygin bir sekilde devam eder ve 6zellikle
ikinci, ticlincli ve sonraki ataklardan sonra fonksiyonel iyilesme zorlasir. Tedavi,
manik (veya hipomanik) ve depresif ataklardaki akut fazlar icin farmakolojik ve
farmakolojik olmayan tedavileri ve atak tekrarini dnlemek igin uzun siireli tedaviyi
icerir (Vieta et al., 2018).



2.1.1. Epidemiolojisi

Bipolar bozukluklar kiiresel popiilasyonun>%]1'ini etkiler. Tahmini yasam
boyu prevalansi bipolar I bozukluk i¢in %0.6, bipolar II bozukluk i¢in %0.4, bipolar
bozukluklarin esik dis1 belirtileri igin %1.4 ve bipolar bozukluklarin daha genis bipolar
spektrumu i¢in %2.4'tlir (Merikangas et al., 2011). Bazi ¢alismalar daha yiiksek oranlar
onermistir: 6rnegin; DSM-5 kriterlerine gore bipolar I bozukluk i¢in 12 aylik global
prevalans %1.5 ve yasam boyu prevalanst %2.1 olarak bildirilmistir (Blanco et al.,

2017).

BB, biiyiik nérolojik hastaliklara veya kansere gore yasam kalitesini daha fazla
diistiren bir hastaliktir (Merikangas et al., 2011). Bipolar bozukluklarin baslangici
etnik koken, milliyet ve sosyoekonomik durumdan bagimsizdir. Bipolar I bozuklugun
prevalansi erkek ve kadinlarda benzerdir, ancak bipolar II bozukluk kadinlarda daha
yaygindir (Nivoli et al., 2011). BB, genclik ¢aginda baslar, ortalama baslangic yasi
~20°dir (Goodwin and Jamison, 2007). Tan1 ve tedavi genellikle geng erigkinlikte
baslar. Bununla birlikte, degisken veriler bildirilmis olmasma ragmen, bazi
calismalarda semptomlarin baslangicindan taniya kadar 5 yillik bir gecikme oldugu
gosterilmistir. Ayrica komorbiditesi ve depresif baslangicl polaritesi olan hastalarda
tantya kadar gecen siire daha uzundur (Dagani et al., 2017). Daha da 6nemlisi, tedavi
edilmeyen hastaligin siiresi (yani, ilk epizod ile yeterli tedavi arasinda) prognozu
yonlendirir ve tedavi edilmeyen hastaligin daha uzun siirmesi, artan sayida intihar

girisimi ve daha uzun hastalik siiresi ile iligkilendirilmistir (Altamura et al., 2010).

Kiiresel hastalik yiikiine iligkin tahminler, engelliligin ilk 20 nedeninden 5'inin
mental hastaliklardan kaynaklandigin1 gostermistir. BB, depresyon, anksiyete
bozukluklari, sizofreni ve distimiden sonra kiiresel hastalik yiikiiniin 17. 6nde gelen
nedenidir (Vigo et al., 2016). Yasam boyu siiren ve tekrarlayan bir hastalik olarak, BB
siklikla islevsel bozulmaya ve yasam kalitesinin diismesine yol acar (Oldis et al.,
2016). BB, diger ruh hali veya anksiyete bozukluklarina gore daha ciddi olabilen diisiik
yasam kalitesi ile iliskilidir (Michalak et al., 2008). Bu yiik, bakim veren yiikii ve
depresyonun yaygin oldugu aile iiyelerine kadar uzanir (Perlick et al., 2001). Ek
olarak, bipolar bozukluklar ekonomik olarak aktif niifusu etkilediginden, dogrudan
saglik bakim maliyetleri ve engellilik maliyetleri acisindan topluma yiiksek maliyetler
yuklenilmektedir (Gardner et al., 2006). Bipolar bozuklugu olan hastalarda issizlik
orani genel popiilasyona gore 4-10 kat daha fazla (Grande et al., 2013), bosanma ve
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ayrilma orami ise 3 kat daha yiiksektir (Suppes et al., 2001). Bununla birlikte, bu
hastalik diinya genelinde ciddi is giicii kaybina da yol agmaktadir. Kiiresel olarak 1990
ile 2013 yillar1 arasinda hastaligin prevalansinda %49.1 oraninda artis oldugu ve bu
hastaliktan dolay1 calisamaz durumda gegen yil sayisinin 2013 yilinda toplam 9.9
milyon yil oldugu belirtilmektedir (Ferrari et al., 2016). Bipolar bozukluklarin
genellikle 20 yas civarinda ortaya ¢ikmasi, yasa uygun egitimsel, sosyal ve gelisimsel
gorevlerin yani sira benlik ve kimlik duygusunun gelisimine olumsuz etki
gostermektedir (Inder et al., 2008). Akademik yetersizlik ve zayif mesleki entegrasyon

da erken yasta ortaya ¢ikan hastaligin diger olumsuz sonuglaridir (Grande et al., 2016).
2.1.2. Patofizyoloji

Bipolar bozukluklarin patogenezi ve patofizyolojisi hakkindaki bilgiler
molekiiler teknolojilerdeki gelismelerle birlikte hizla ilerlemistir. Tarihsel olarak,
duygudurum bozukluklarinin, serotonerjik, noradrenerjik ve 6zellikle dopaminerjik
yollar dahil olmak ilizere monoamin nérotransmitter sistemlerindeki bir dengesizlikten
kaynaklandig1 disiiniiliiyordu. Ancak, bu sistemlerde tekil bir islev bozuklugu tespit
edilmemistir. Kan ve idrardaki hormon diizeylerinin analizi ve néroendokrin
sistemlerin, 6zellikle hipotalamik-hipofiz-tiroid ekseni ve hipotalamik-hipofiz-adrenal
eksenin degerlendirilmesi dahil, duygudurum bozukluklarinda degisen endokrin

islevler genis capta incelenmistir (Goodwin and Jamison, 2007).

Mevcut ¢alismalar daha ¢ok bipolar bozuklukta prefrontal korteks (PFC),
hipokampus (HC), amigdala ve limbik sistemin diger bolgeleri dahil beyin
bolgelerindeki sinaptik ve noral plastisitenin modiilasyonuna odaklanmistir (Grande et
al.,, 2010; Grande et al., 2014). Gercekten de, bipolar bozuklugu olan hastalardan
aliman post-mortem prefrontal kortekste dendritik omurga kaybi bildirilmistir
(Konopaske et al., 2014). Buna ek olarak, nérogdriintiileme calismalarinda sol pars
opercularis, sol fusiform girus, sol rostral orta frontal korteks ve hipokampusta gri
maddede kayip oldugu bildirilmistir (Cao et al., 2016; Hibar et al., 2018). Bipolar
bozukluklarda beyinde meydana gelen bu degisikliklerin ortaya ¢ikis mekanizmasinin
incelendigi ¢alismalarda mitokondriyal disfonksiyon, endoplazmik retikulum stresi,
noroinflamasyon, oksidasyon, apoptoz ve epigenetik degisiklikler gibi noronal
baglantisallik iizerine etkisi olan hiicresel ve molekiiler degisiklikler incelenen konular

arasindadir (Berk et al., 2011). Bununla birlikte, bu arastirma dizisinin hala erken



asamalarinda oldugu ig¢in, bu yollarin islev bozuklugunun bipolar bozuklugun

gelisimine katkida bulunup bulunmadigi tam olarak agikliga kavusturulmamastir.
2.1.3. Smiflandirma
2.1.3.1. Bipolar I Bozukluk

Bipolar I bozukluk, mani ataklar1 ile karakterizedir (Angst and Marneros,
2001). Bipolar bozukluk I’in teshisi i¢in yalnizca mani Oykiisii veya mani varligi
gerekir; major depresyon ataklar1 gerekli degildir. Aslinda, bipolar I bozuklugu olan
hastalarin ~%?5'inin yalnizca manik ataklar (unipolar mani) yasadigi tahmin
edilmektedir, ancak bu hastalardan bazilar1 yasamin ilerleyen dénemlerinde major
depresyon ataklar1 gelistirebilir ve subklinik depresyona sahip olabilir. Bipolar I
bozuklugu olan hastalarda hipomanik semptomlar ortaya ¢ikabilir ve hasta i¢in artan
instabiliteyi temsil edebilir. Psikoz, bipolar I bozuklugu olan bireylerde de ortaya
c¢ikabilir. Psikozun akut manik epizodu olan hastalarin %75'inde meydana geldigi
tahmin edilmektedir (Goodwin and Jamison, 2007). Yaklasik 13 yil siiren uzun stireli
bir takip caligmasinda, bipolar I bozuklugu olan hastalarin takip haftalarinin
%47.3'linde semptomatik olarak hasta olduklar1 bulunmustur. Hastalarin takip
haftalarinin %31.9'unda depresif belirtiler ve takip haftalarinin %8.9'unda hastalarda
manik veya hipomanik belirtiler saptanmistir. Subsendromal semptomlar, sendrom

ataklarindan ti¢ kat daha sik oldugu gozlemlenmistir (Judd et al., 2002).
2.1.3.2. Bipolar Il Bozukluk

Bipolar II bozukluk, en az bir hipomanik dénem ve bir major depresif donem
ile karakterizedir. Belirtiler, madde veya ilag¢ kullanimina veya diger psikiyatrik veya
tibbi durumlara bagl olmamalidir. Hastaligin seyri, genellikle 6nemli ve siklikla uzun
stireli depresyon donemleri ve periyodik hipomanik semptomlarla karakterizedir.
Belki de bu depresyon yiikiinden dolay1, bipolar IT bozuklugu olan hastalardaki genel
islevsel bozulma ve intihar riski derecesi, bipolar I bozuklugu olan hastalarla hemen

hemen aynidir (Merikangas et al., 2011).

Bipolar I bozuklugunun ayirici tanis1 genellikle depresif 6zelliklerin baskin
olmasi nedeniyle karmasiktir. Birkag boylamsal caligsma, bipolar II bozuklugunun,
bireyin yasami boyunca devam eden istikrarli bir tanit oldugunu ileri stirmiistiir
(Coryell et al., 1995; Vieta et al., 2008). Psikotik belirtiler bipolar Il depresif epizodlar

sirasinda ortaya c¢ikabilmekte ve hastalarin yaklasik olarak %50'sinde bildirilmektedir
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(Goodwin and Jamison, 2007). 13 yillik uzun stireli bir takip ¢alismasinda, bipolar II
bozuklugu olan hastalar, takip haftalarinin %53.9'unda semptomatik olarak hastadir.
Hastalarin takip haftalarinin %50.3'tinde depresyon semptomlar1 ve takip haftalarinin
%1.3"linde hipomani semptomlar1 bildirilmistir. Subsendromal belirtiler, major

depresif belirtilerden ii¢ kat daha sik oldugu gézlemlenmistir (Judd et al., 2003).
2.1.3.3. Siklotimi

Siklotimi, mizagtan bipolar bozukluklarin prodromuna kadar her seyi
tanimlayan tarihsel olarak 6nemli bir tanidir. Siklotimi, hipomanik veya depresif atak
kriterlerini karsilamayan hem hipomanik hem de depresif semptomlarla birlikte 2
yildan uzun siiren duygudurum bozuklugu olarak tanimlanir. Bazi arastirmalar,
siklotimi teshisi konan kisilerin >%30'unun, agirlikli olarak bipolar I bozuklugu

gelistirdigini tahmin etmektedir (Hantouche et al., 1998).

2.1.3.4. Diger tammmlanmis bipolar ve tanimlanmamis bipolar ve ilgili

bozukluklar

Belirtilen diger bipolar ve iligkili bozukluklar, kisa siireli hipomanik ataklar (2-
3 giin) ve major depresif ataklar, yetersiz semptomlu hipomanik ataklar ve major
depresif ataklar, 6nceden major depresif atak olmayan hipomanik ataklar ve kisa siireli

siklotimidir (<2 y1l) (Vieta et al., 2018).
2.1.3.5. Maddeye bagh ve ilaca bagh bipolar ve ilgili bozukluklar

Bu kategori, herhangi bir madde, ilag veya tibbi durumun neden oldugu
duygudurum bozuklugu ve mani gibi bipolar bozukluklarin semptomlarini igerir

(Vieta et al., 2018).
2.1.4. Bipolar Bozuklugun Beyin Uzerine Etkileri

Bipolar bozuklugun ortaya ¢ikisinda beynin hangi bolgelerinde hangi
degisikliklerin etkili oldugu tam olarak anlasilamamistir. Subkortikal yapilarin
hacimsel mega analizinde 1745 BB hastas1 ve 2613 saglikli kontrolle yapilan
calismada, BB’nin artmig lateral ventrikiiler boyutu ve azalmis amigdala, hipokampus
ve talamus hacimleri ile iligkili oldugunu gosterilmistir (Hibar et al., 2016). Beyin
yapisinin kesitsel calismalari, yasam boyunca BB’de beyin ve prefrontal lob hacminde
azalma, globus pallidus ve lateral ventrikiil hacminde artma gostermektedir (Arnone

et al., 2009).



BB, deklaratif hafizadaki eksikliklerin eslik ettigi bir psikiyatrik bozukluktur.
(Altshuler et al., 2004; Bearden et al., 2006; Robinson et al., 2006; VVan Gorp et al.,
1999). Hipokampusun deklaratif hafizadaki 6nemli islevi géz Oniine alindiginda
(Eichenbaum, 2000), BB'deki yapisal veya islevsel hipokampal anormallikler hafiza
bozuklugunun bir nedeni olabilir. 1043 hastay1 kapsayan 25 ¢alismanin dahil edildigi
bir meta-analizde BB’de hipokampal hacimdeki azalma manyetik rezonans
goriintiileme veya fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme yontemi ile tespit
edilmistir (Otten and Meeter, 2015). Hipokampal hacmin arastirildigi ii¢ ¢alismada
katilimcilara ek olarak hafiza testi uygulanmistir (Avery et al., 2013; Chepenik et al.,
2012; Delaloye et al., 2009). Bu calismalardan ikisi, BB hastalarinda hipokampal
hacim ve hafiza performanslar1 arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermektedir
(Avery et al., 2013; Chepenik et al., 2012) Bu bulgu, bipolar bozukluktaki hafiza
performansinin hipokampus hacmiyle iliskili oldugunu ve daha kiiclik hacimlerin
hafiza giicliiklerindeki artigla iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. BB'de &zellikle
hipokampal fonksiyonun daha fazla arastirilmasi onerilmektedir (Otten and Meeter,

2015).

Bununla birlikte, bipolar bozuklugu olan hastalarda lateral ve medial prefrontal
bolgelerde, insula ve fusiform girusta ve hipokampus ve talamus hacminde kortikal
kalinlikta ince fakat Gl¢iilebilir azalmalar tespit edilmistir (Hibar et al., 2016; Hibar et
al., 2018; Pezzoli et al., 2018). Afektif ve bilissel kontrol gorevleri sirasinda, hastalar
amigdalada, insulada ve anterior singulat kortekste asir1 aktivasyon ve azalmis
ventrolateral prefrontal kortikal fonksiyon gosterirler (Chen et al., 2011; Delvecchio
etal., 2012). BB’de hastalar etkiyi isleyen subkortikal bolgeler arasinda ve ventral PFC
bolgelerinin ileri baglantilarinda ve PFC'den subkortikal ve posterior kortikal
bolgelere azaltilmis diizenleyici girdide anormal baglant1 gosterirler (Birur et al., 2017;
Vargas et al., 2013). Diger calismalar, sensorimotor aglarin ve dahili olarak
olusturulan bilis sirasinda daha aktif hale gelen arka ve orta hat bolgelerinden olusan
varsayilan mod aginin (DMN) (Ongiir et al., 2010; Calhoun et al., 2012; Khadka et al.,
2013) anormal dinlenme durumu baglantisin1 bildirmistir (Raichle et al., 2001). Bu
nedenle, bipolar bozuklugunortaya ¢ikisi, (i) duygulanim isleme bdlgeleri arasindaki
hiperaktivasyon ve hiper baglanti, (ii) bilissel kontrolle ilgili PFC bolgelerinden gelen
diizenleyici girdinin azalmasi ve (iii)) DMN ve sensorimotor aglarin baglanabilirliginin

azalmasi ile iligkili goriinmektedir (Frangou, 2019).
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2.2. Ketamin

(R,S)-Ketamin, iki optik enantiyomer (S)- ve (R)-ketamin'den olusan molekiil
agirligr 237.73 olan fenilsikloheksilamin tiirevidir (Adams et al., 1978). Ketamin,
1970 yilinda insan kullanimi igin hizli etkili i.v. anestezik ajan olarak ticari
kullanilabilir hale gelmistir. (Dundee et al., 1970). Ketamin, 1978 yilinda piyasadan
kaldirilan ana ilacin ciddi psikotomimetik/psikodisleptik yan etkilerini ve kotiiye
kullanim potansiyelini azaltmak amaciyla fensiklidinden (PCP) tiiretilmistir (Mion
and Villevieille, 2013). Bununla birlikte, ketamin hala dissosiyatif etkilere neden
olmaktadir (Domino et al., 1965; Erdemir et al., 1970; Oye et al., 1992; Krystal et al.,
1994; Bowadle et al., 1998; Newcomer et al., 1999; Lahti et al., 2001; Pomarol-Clotet
et al., 2006) ve PCP'den daha az 6l¢iide olsa da kotiiye kullanim potansiyeline sahiptir
(Siegel, 1978; Reich and Silvay, 1989; Dalgarno and Shewan, 1996; Stewart, 2001;
Morgan and Curran, 2012). Bu yan etkilere ragmen, ketaminin kisa yar1 dmrii ve klinik
olarak anlamli solunum depresyonu olmamasi nedeniyle anestezik ajan olarak arzu
edilen bir ila¢ oldugu kanitlanmistir (Clements et al., 1982; Gorlin et al., 2016).
Ketamin yetiskinlerde, ¢ocuklarda ve obstetrik hastalarda iyi karakterize edilmis
anestezik etkisinin yanmi sira analjezik (Weisman, 1971), antiinflamatuar etkilere
(Roytblat et al., 1998) ve antidepresan aktiviteye sahiptir (Berman et al., 2000; Zarate
et al., 2006; Wolff and Winstock, 2006).

2.2.1. Ketaminin Farmakokinetik Ozellikleri

Ketamin intravendz, subkutan, intramiiskiiler, intranazal, oral ve dilalt1 yoldan
uygulanabilir (Mion, 2017). Ketaminin doruk plazma konsantrasyonlari, intravendz
uygulamadan sonraki bir dakika, intramiiskiiler enjeksiyondan sonraki bes dakika ve
intranazal uygulamadan sonraki on bes dakika i¢inde ortaya ¢ikmaktadir (Rathmell
and Rosow 2015, Vlerick et al., 2020). Ketaminin biyoyararlanimi sadece %29'dur ve
agizdan veya dilalti uygulamadan sonra 45 dakika icinde doruk plazma
konsantrasyonlar1 olusur (Rolan et al., 2014). Ketaminin lipitlerde iyi ¢dziinmesi kan-
beyin bariyeri boyunca hizli transferini ve dolayisiyla genellikle intravendz
uygulamadan sonra 45 ila 60 saniye i¢inde meydana gelen hizli etki baslangicini saglar
(Rathmell and Rosow, 2015; White and Eng, 2013). Beyinde ve diger yiiksek oranda
perfiize olmus dokularda biriken ketamin daha sonra yag ve kas gibi daha az perfiize
olmus dokulara yeniden dagitilir. Daha az perfiize dokulardan ketamin salinimi, ortaya

ciktiktan sonra ge¢ psikodinamik etkilere neden olur. Yiiksek karaciger klirens hizi,
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iki ila ii¢ saatlik nispeten kisa eliminasyon yari siiresi ile sonuglanir. Sitokrom P450
enzimleri tarafindan demetilasyon, norketaminin olusumuna yol agar ve olusan
norketamin 6zellikle tekrarlanan intraven6z boluslar veya siirekli intravendz infiizyon

sonras1 ketaminin uzun siireli etkilerine katkida bulunur (Rathmell and Rosow, 2015;

White and Eng, 2013; White et al. 1982).
2.2.2. Ketamin ve Bipolar Bozukluk

Onceki ¢aligmalarda, BB'da glutamat reseptdrlerinin aktivitesinde degisiklikler
oldugu (Kugaya and Sanacora, 2005; Maeng and Zarate, 2007) ve hipokampusta N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptor alt birimlerinin ekspresyonunun azaldigi
gosterilmigtir (Mccullumsmith et al., 2007). Ketamin, bir glutamat iyonotropik
reseptorii olan NMDA reseptoriiniin  yarismasiz antagonistidir. Ketamin medial
PFC’deki GABA salinimi yapan interndronlarda bulunan bir NMDA-R alt kiimesini
bloke ederek glutamat salinnmmi ve wuzun vadeli bir giliclenmenin (LTP)
indiiklenmesini kolaylagtiran GABA salinimini azaltir (Li et al., 2010). Glutamat
sinyallemesinin bu dolayli disinhibisyon hipotezi, ketaminin, inhibitor GABA
interndronlarinin segici blokaji yoluyla kortikal uyarilabilirlikte hizli artiglara neden
oldugunu ve bdylece medial PFC'de glutamat salinimini arttirdigini gostermektedir
(Miller et al., 2016).

Birka¢ klinik ve preklinik calisma, glutamaterjik sistemin siddetli
duygudurum bozukluklar1 i¢in yeni bir terapdtik hedefi temsil edebilecegini
diisiindiirmektedir (Coyle and Duman, 2003; Maeng and Zarate, 2007). T1bbi literatiir,
glutamaterjik ve dopaminerjik noérodevre arasinda dolayli ancak islevsel bir etkilesim
oldugunu 6ne siirmektedir (RorickKehn et al., 2007), bu da siganlarda amfetamin
kaynakli hiperlokomosyonda ve insanlarda psikotomimetik etkilerde glutamaterjik
mekanizmalarin rol oynadigini 6ne siirer. Klinik Oncesi ¢aligmalar, glutamaterjik
sistemin modiilasyonunun, oOzellikle limbik alanlarda, psikotik bozukluklari ve
anksiyeteyi tedavi etmek i¢in yeni bir terapotik mekanizma ile iliskili olabilecegini

ileri stirmiistiir (DD and Marek 2002; Swanson et al., 2005; Heresco-levy, 2005).

Hayvan modellerinin gelistirilmesi, BB'de yer alan hiicre i¢i sistemleri
incelemek i¢in dnemli bir ara¢ olmustur (Manji and Chen, 2002; Einat et al., 2003).
Bir¢ok model, bireysel bir mani veya depresyon donemini taklit eden davranislari
olusturmaya calisarak BB indiiksiyonuna odaklanmistir. Bu modeller kayda deger

sayidadir ve birgogunun potansiyel antimanik veya antidepresan Ozelliklere sahip
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ilaglar1 belirlemede tahminsel gegerliligi vardir (Duman and Monteggia, 2006; Einat
and Manji, 2006). Ricke ve ark. (2011), refleks sempatik distrofi icin ketamin tedavisi
sirasinda uzamis maninin indiikklendigi bir vaka calismasi bildirmesi bu durumu
desteklemektedir. Birlikte ele alindiginda, bu ¢alismalar glutamaterjik sistemin BB
patofizyolojisinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, ketamin
tarafindan indiiklenen ve glutamaterjik sistem degisikliklerini taklit eden bir hayvan

mani modeli, bu sistemi BB'de degerlendirmek i¢in dnemlidir.
2.3. Olanzapin

Olanzapin, 2. pozisyonda bir metil grubu ve 4. pozisyonda bir 4-
metilpiperazin-1-il grubu iceren 10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepin olan bir
benzodiazepindir (Sekil 2.1) (Lund and Perry, 2000). Lipofilik karakterde olan
olanzapinin molekiiler formiilii C17H20N4S ve molekiiler agirligi 312,44 g/mol’diir

(Lund and Perry, 2000; Markowitz et al., 2006).

-2

Sekil 2.1. Olanzapinin kimyasal yapis1 (Pubchem, 2023)

Tienobenzodiazepin tiirevi olan olanzapin (Zyprexa®), sizofreni ve bipolar I
bozuklugun oral tedavisinde etkinligi kanitlanmis atipik bir antipsikotiktir (Bhana and
Perry, 2001). Oral olanzapin, hem tek ajan tedavisi olarak hem de lityum veya valproat
semisodyum ile kombinasyon halinde ek tedavi olarak bipolar maninin tedavisinde
etkilidir. Akut ataklarin tedavisinde olanzapin plasebodan {istiindiir ve mani
semptomlarini azaltmada ve remisyon saglamada en az lityum, valproat semisodyum,

haloperidol ve risperidon kadar etkilidir. Olanzapin, tedaviye yanit verenlerde uzun
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siireli idame tedavisi sirasinda niiksii geciktirmede veya onlemede de etkilidir ve su
anda bu endikasyon i¢in onaylanmis tek atipik antipsikotiktir. Olanzapin genellikle iyi
tolere edilir ve ¢ogu atipik ajandan daha yiiksek kilo alim1 insidansi ile iligkili olmasina
ragmen, diisiik ekstrapiramidal semptom (EPS) insidansina sahiptir. Bu nedenle oral
olanzapin, hem manik epizodlarin akut tedavisi i¢cin hem de bipolar I bozuklukla
iligkili manik, depresif veya karma ataklara doniismenin uzun siireli 6nlenmesi i¢in
faydali bir birinci basamak veya yardimci maddedir (McCormack and Wiseman,
2004).

Olanzapin, antipsikotik etkisinin yan1 sira antinausea ve antiemetik etkilere de
sahiptir. Segici bir monoaminerjik antagonist olarak olanzapin, serotoninerjik,
dopaminerjik, muskarinik M1-5, histamin H1 ve alfa-1-adrenerjik reseptorlere yiiksek
affinite ile baglanirken; gama-aminobiitirik asit tip A, benzodiazepin ve beta-
adrenerjik reseptorlere zayif baglanir. Bu ajanin antinausea ve antiemetik etkileri,
serotonin i¢in 5-HT2 ve 5-HT3 reseptorlerinin blokajina bagli goriinmektedir.
Sizofrenideki kesin etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, olanzapinin antipsikotik
aktivitesinin, EPS’yi en aza indirmeye yardimci olan hizli ligand-reseptdr ayrigsma
kinetigi ile dopamin D2 reseptdrlerine lizerinden antagonistik etki gostererek aracilik
ettigi 6ne stiriilmiistiir (Pubchem, 2023). Olanzapinin D2 reseptorleri tizerinden etkisi
haliisinasyonlarda, sanrilarda, dezorganize konusma, diisiince ve davranista azalma
olarak bildirilmektedir. Ote yandan, serotonin SHT2A reseptorii iizerindeki etkisi,
anhedoni, diiz duygulanim, aloji, isteksizlik ve dikkat eksikliginin baslamasini
onlemektir (Thomas and Saadabadi, 2022). Spesifik etki mekanizmasina dayali olarak,
olanzapin, dopamin reseptorii izotiplerinin geri kalaniyla karsilastirildiginda, dopamin
D2 reseptoriine daha yiiksek bir afinite ile baglanir. Bu 6zellik, ilacin yan etkilerini
onemli Olgiide azaltir (Schatzberg and Nemeroff, 2017). Olanzapinin orijinal
kullanimina yonelik klinik deneyler, yetiskinlerde sizofreni ve bipolar bozuklugun ve
ergenlerde bipolar bozuklukla iligkili akut manik veya karma ataklarin tedavisinde
onemli etkinlik gostermistir (Brunner et al., 2013). Olanzapinin dopamin ve serotonin
reseptorleri iizerinden kemoterapiye bagli bulanti ve kusmayr azalttigt One
stiriilmiistiir. Bu etki i¢in birkag klinik ¢aligma yiiriitiilmiis ve olanzapinin, bulant1 ve
kusmanin kontroliinde 6nemli bir artis saglayabildigi gosterilmistir (Chelkeba et al.,
2017).
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2.3.1. Farmakolojik Ozellikler

Olanzapinin antimanik ve antipsikotik etkilerini agirlikli olarak dopamin D2 ve
serotonin (5-hidroksitriptamin) 5-HT2A reseptorlerine baglanarak ve bu reseptorleri
bloke ederek gosterdigine inanilmaktadir (Bhana and Perry, 2001; Meltzer, 1996;
Richelson, 1999). Olanzapinin uzun siireli uygulanmasi mezolimbik (A10) yoldaki
dopaminerjik néronlari segici olarak bloke ederken nigrostriatal (A9) yoldakileri bloke
etmez (Stockton and Rasmussen, 1996). Bu durum, geleneksel antipsikotik ajanlarla
goriilenden daha diisiik EPS insidansini agiklayabilir (Kinon and Lieberman, 1996).
Olanzapin, 5-HT2a c3,67, D1-5, muskarinik My_s, histamin HI ve al- ve a2-adrenerjik
reseptorlere yiiksek veya orta derecede afinite ile baglanir ve ilacin bilinen klinik ve
yan etkilerini bu mekanizmalarla gosterir (Kapur et al., 1998; Kapur and Seeman,

2001).
2.3.2. Etki mekanizmasi

Olanzapinin aktivitesi, beyindeki dopamin reseptorii D1, D2, D3 ve D4,
serotonin reseptorleri SHT2A, SHT2C, SHT3 ve 5HT6, alfa-1 adrenerjik reseptor,
histamin reseptorii H1 ve ¢oklu muskarinik reseptorler dahil olmak {izere multipl
noronal reseptorlerin antagonizmasi ile saglanir (Chelkeba et al., 2017; Yang et al.,
2017). Olanzapin genis bir hedef profili sunar, ancak mezolimbik yoldaki dopamin D2
reseptoriine kars1 antagonistik etkisi, dopaminin post-sinaptik reseptorde potansiyel bir
etkiye sahip olmasmi engelledigi i¢in anahtardir. Olanzapinin dopamin D2
reseptOrlerine baglanmasi kolayca ayrilabilir ve bu nedenle belirli bir derecede
dopamin ndrotransmisyonuna izin verir. Ote yandan olanzapin, frontal korteksteki
serotonin SHT2A reseptorlerinde dopamin D2 reseptorlerinde bildirilene benzer
sekilde etki eder (Thomas and Saadabadi, 2022).

2.3.3. Protein Baglama

Olanzapin biliylik o0lciide plazma proteinlerine baglanir ve bu nedenle
uygulanan dozun yaklasik %93’ baglanir. Baglanma i¢in ana proteinler albiimin ve
alfa-1 asit glikoproteindir (Thomas and Saadabadi, 2022). Olanzapin, 0.5-30 mg doz
araliginda lineer farmakokinetik sergiler ve 8 giin boyunca giinde bir kez 10 mg oral
uygulamadan sonra elde edilen kararli durum pik plazma seviyeleri 20 pg/L'dir. Ilag
viicutta yaygin olarak dagitilir. Olanzapin, sitokrom P450 (CYP) 1A2, CYP2D6 ve

flavin mono-oksijenaz-3 sistemi tarafindan hizli ve kapsamli bir sekilde metabolize
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edilir ve yaklasik 33 saatlik bir eliminasyon yar1 omrii ile esas olarak idrarla atilir
(Bhana and Perry, 2001; Eli Lilly and Company, 2004; Callaghan et al., 1999).
Olanzapinin klerensi, CYP1A2 (fluvoksamin) ve CYP2D6 (fluoksetin) inhibitorleri
tarafindan orta derecede azaltilir ve giiclii CYP1A2 indiikleyicileri (karbamazepin,

sigara) ile artar (Bhana and Perry, 2001; Callaghan et al., 1999).
2.3.4. Terapotik Etkinlik

Randomize, ¢ift kor caligmalarda, olanzapin plasebodan iistiin olarak bipolar I
bozuklukla iliskili akut maninin tedavisinde en az lityum, valproat semisodyum,
haloperidol veya risperidon kadar etkili goziikmektedir. Olanzapin, lityum veya
valproat semisodyum ile mevcut tedaviye eklendiginde akut bipolar maninin
tedavisinde de plasebodan iistiin oldugu bildirilmistir. Yanit verenlerde 12 aylik idame
tedavisi sirasinda olanzapin, niiksli geciktirmede ve niiksetme oranini afektif bir
epizoda diisiirmede plasebodan {istiindiir. Olanzapin, maniye niiksiin 6nlenmesinde de
lityumdan {stiindiir, ancak depresif bir doneme niiksetmeyi veya genel olarak
niiksetmeyi onlemede degildir. Olanzapin, relaps siiresi veya relaps orani agisindan

valproat semisodyumdan farkli degildir (McCormack and Wiseman, 2004).
2.3.5. Saghkla Ilgili Yasam Kalitesi ve Farmakoekonomik Hususlar

Olanzapinin, hem akut hem de koruma tedavisi sirasinda bipolar bozuklugu
olan hastalarin saglikla ilgili yasam kalitesini hem baglangi¢ hem de plaseboya gore
tyilestirdigi bildirilmektedir. Hastalarda olanzapin tarafindan yasam kalitesindeki
iyilesmeler, haloperidol ile olanlardan o6nemli Olclide daha fazla ve valproat

semisodyum ile esit veya daha biiytiktir (McCormack and Wiseman, 2004).
2.3.6. Tolere Edilebilirlik

Siirli farmakoekonomik veriler, olanzapinin maliyet etkinliginin biiyiik
Ol¢iide risperidon, lityum veya valproat semisodyumunkine benzer oldugunu
gostermektedir. Olanzapin, hem akut hem de uzun siireli koruma tedavisi sirasinda
genellikle iyi tolere edilmistir. Olanzapin ile plaseboya gore anlamli derecede daha
yiiksek insidansli yan etkiler, akut tedavi sirasinda somnolans, agiz kurulugu, bas
donmesi ve viicut agirligr artis1 ve koruma tedavisi sirasinda viicut agirligr artisi,

yorgunluk ve akatizidir (McCormack and Wiseman, 2004).
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2.3.7. Olanzapinin Beyinde Yaptig1 Degisiklikler

Olanzapinin kesin etki mekanizmas1 bilinmemekle beraber beyinde ne gibi
degisikliklere sebep oldugu hala tartismali bir konudur. Antipsikotik ilaglarin
sizofrenide beyin morfolojisi lizerindeki etkisi, zaman i¢inde beyin degisikliklerinin
yorumlanmasini zorlastirabilir. Atipik antipsikotik ilaglarin kesilmesinin hastalarda
beyin hacmindeki degisime etkisini degerlendiren bir ¢alismada kontrollere gore
hastalarda zaman iginde serebral gri madde ve kaudat niikleus hacmindeki azalma
gbzlemlenmistir. Antipsikotik ilact (olanzapin) birakan hastalarda niikleus akumbens
ve putamen hacimlerinde azalma oldugu, antipsikotik tedavisine devam eden
hastalarda ise artis oldugunu tespit edilmistir. Sizofreni hastalarinda kontrole kiyasla
gri cevher hacminde azalma oldugu bildirilmistir. Bu bulgular, tedavinin kesilmesinin

atipik ilaglarin etkilerini tersine ¢evirdigini diisiindiirebilir (Boonstra et al., 2011).

Sizofrenide en tutarli sekilde rapor edilen beyin anormalliklerinden biri
hipokampusun azalmis hacim ve sekil deformasyonudur. Bununla birlikte, kronik
antipsikotik ilaclara maruz kalmanin beyine etkisi hala belirsizligini korumaktadir.
Olanzapine kronik maruziyetin hipokampiis hacim degisikligine sebep olmadigi,
ancak sicanin dorsal ve ventral hipokampusunda disa dogru sekil deformasyonlar

oldugu bildirilmistir (Crum et al., 2016).

Sizofreninin dopamin (DA) hipotezi, zihinsel hastaligin, se¢ilmis beyin
bolgelerinde asir1 dopamin iletiminden kaynaklandigini 6ne siirer. Sizofreni
tedavisinde kullanilan antipsikotik ilaglar tarafindan dopamin reseptdrlerinin bloke
edilmesi de dahil olmak iizere ¢ok sayida kanit bu hipotezi desteklemektedir. Ancak,
dopamin D2 reseptorii blokaji, antipsikotik ilaglarin terapotik etkisinin bazi dnemli
yonlerini agiklayamaz. Yapilan bir calismada, antipsikotik ilaglarin, epigenetik
profillerini degistirerek DA yolundaki genlerin transkripsiyonunu etkileyebilecegi
varsayllmigtir. Bu hipotezi test etmek icin, yaygin olarak kullanilan bir atipik
antipsikotik 1ila¢ olan olanzapinin, sicanlarin beyin ve karacigerindeki DA
norotransmisyonundan gelen genlerin DNA metilasyon durumu tizerindeki etkisini
incelenmistir. {lk atak sizofreni, sizoaffektif veya sizofreniform bozuklugu olan 16
remisyona giren, stabil hasta ve 20 saglikli kontrol dahil edildigi bu ¢calismada kronik
olanzapin kullaniminin gen metilasyonunu degistirerek DA aktivitesini azaltabilecegi

bildirilmistir (Melka et al., 2013).

14 paranoid tedaviye direngli sizofreni (TRS) hastasi ile yapilan ¢alismada,

tedaviye direngli sizofrenide olanzapinin etkili oldugu ve olanzapine iyi yanit veren
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hastalarda EEG degisikliklerinin daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Frontal
alanlarin farkli bolgeleri arasinda ve frontal ve posterior alanlar arasinda
intrahemisferik korelasyon artarken, teta2'de interhemisferik korelasyonun azaldigi
gosterilmistir.  Olazapinin, TRS'de etkili oldugunu, psikiyatrik semptomlar
tyilestirdigini ve ozellikle iyi yanit verenlerde fonksiyonel bir yeniden yapilanmay1
gosterebilecek her yarim kiire igindeki farkli alanlar arasinda aktivite

senkronizasyonunu artirdig1 bildirilmistir (Cerdén et al., 2005).

Yapilan bir ¢alismada olanzapinin hem akut hem de kronik dozunun,
sensorimotor kortekste kan beyin perfiizyonunda azalmaya neden olurken, piriform
korteks veya hipokampusta herhangi bir etki gézlenmedigi tespit edilmistir. Ayrica,
kronik maruziyetin korteks hacminde azalmaya sebep oldugu bildirilmistir.
Olanzapinin kronik kullanimi viicut agirhigi, yag dokusu kiitlesi ve leptin diizeyinde
artisa yol acarak beklenen metabolik etkilerini dogruladig: bildirilmistir (Drazanova et

al., 2019).

Son zamanlarda ise olanzapinin noroprotektif ozellik gosterdigine dair
caligmalar dikkat c¢ekmektedir. Olanzapinin glutamat maruziyetinden kaynakli
norotoksisiteden embriyonik kortikal néronlar1 korudugunu gosterilmistir (Koprivica
et al., 2011). Bunun yaninda B-amyloid peptide(25-35) ile olusturulan oksidatif stres
kaynakli norotoksisiteden dolay1 olusan ndronal hiicre 6liimiinde olanzapinin doza
bagimli bir azalma gosterdigi bulunmustur (Yang and Lung, 2011). Ayrica, olanzapin
ile in vivo yetigskin erkek Sprague-Dawley siganlarma uygulanan kronik tedavinin,
prefrontal kortikal piramidal hiicre dendritlerinde 6-hidroksidopamin kaynakl
degisiklikleri tersine g¢evirdigini bildirilmistir (Wang and Deutch, 2008). Yetiskin
erkek Sprague-Dawley siganlari ile yapilan bir baska calismada ise fensiklidine
maruziyet sonrasi olanzapin ile prefrontal korteksin II/III katmanindaki asimetrik
omurga sinapslarina kars1 koruyucu etkilere sahip oldugunu gdosterilmistir (Elsworth
et al., 2011). Olanzapinin, C57BL/6 farelerinin frontal korteksindeki kuprizon
kaynakli (demiyelinizasyon) ndropatolojik degisiklikler iizerindeki etkisini inceleyen
bir caligmada olanzapin ile tedavinin farelerde miyelin ve oligodendrosit kaybini etkili
bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir. Noroprotektif oldugu diisiiniilen insiilin benzeri
biytime faktorii 1'in (IGF-1) kortikal ekspresyon seviyesi olanzapin ile arttigi
bildirilmistir (Zhang et al., 2014).
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2.4, Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)
2.4.1. IGF-1’in isimleri ve Taksonomisi

IGF-1, IGF ailesinin bir iyesidir. IGF-1 olgun proteini, insiilinle yapisal
benzerlige sahip 70 amino asitlik bir peptittir. IGF-1 peptidi, alt1 eksondan olusan tek
bir IGF-1 geni tarafindan kodlanir. Esas olarak merkezi sinir sisteminde (SSS)
ozellikle korteks, HC, serebellum (CB) ve hipotalamusta bulunan santral sinir sistemi
hiicre tipleri (Bach et al., 1991; Bondy and Lee, 1993) ve karaciger gibi periferik
dokularda iiretilir (Le Roith, 2003). IGF-1, hem dolasimda hem de dokularda yiiksek
afiniteli IGF-1 baglayici proteinlere baglanir ve bu baglanma IGF-1 ve reseptorii
arasindaki etkilesimleri diizenler, IGF-1’in yar1 dmriinii uzatir (Fernandez and Torres-

Aleman, 2012). IGF-1"in isimleri ve taksonomisi Tablo 2.1’de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. IGF-1’in isimleri ve taksonomisi (Uniprot, 2023)

Protein Isimleri Onerilen isim:
Insulin-like growth factor |
Alternatif isimler:
Mechano growth factor (MGF)
Somatomedin-C

Gen isimleri Adr: IGF1
Sinonimler: 1BP1
Organizma Homo sapiens

2.4.2. Genomik Lokalizasyonu

12. kromozomun uzun kolunun 23.2 bdlgesinde yer almaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. IGF-1’in kromozomal lokalizasyonu (Genecards, 2023a)

Asagida Tablo 2.2°de IGF-1’in gen 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.2. IGF-1 gen ozellikleri(Genecards, 2023a)

Tip Fonksiyonel

Biyiikliik 85,966 baz ¢ifti
Oryantasyon Negatif zincir

Ekzon sayist 7

Kromozomdaki pozisyonu 102,395,874-102,481,839
Sitogenetik band 12923.2
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2.4.3. Subseliiler Lokalizasyonu

IGF-1’in  hiicrede yogun bulundugu kompartmandan az bulundugu
kompartmana dogru siralamasi ekstraseliiler alan, plazma membrani, lizozom, sitozol,
endoplazmik retikulum, niikleus, mitokondri, hiicre iskeleti, golgi, endozom ve

peroksizomdur (Sekil 2.3) (Genecards, 2023a).

Sekil 2.3. IGF-1’in subseliiler lokalizasyonu

2.4.4. Fonksiyonlari

Plazmadan izole edilen insiilin benzeri biiylime faktorleri, yapisal ve fonksiyonel
olarak insiilin ile iliskilidir ancak ¢ok daha yiiksek biiyiimeyi tesvik edici aktiviteye
sahiptir. Osteoblastlarda [1-14C]-2-deoksi-D-glukoz (2DG) tasinmasinda gorevli
oldugu ve glikojen sentezinin fizyolojik diizenleyicisi oldugu bildirilmektedir. Kemik
kaynakl1 osteoblastik (PyMS) hiicrelerde glukoz taginmasini uyarir ve sadece glikojen
ve DNA sentezi acisindan degil, ayn1 zamanda glukoz alimini arttirma agisindan da
insiilinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda bile etkilidir. Sinaps olgunlagmasinda
rol oynayabilir. (Zoidis et al., 2011; Shcheglovitov et al., 2013). IGF-1'in Ca?"'ya bagh
ekzositozu, bulbus olfactoriusdakokunun duyusal algilanmasi i¢in gereklidir. IGF-1R
i¢in bir ligand gorevi goriir. IGF1R'nin alfa alt birimine baglanir, beta alt birimindeki
tirozin kalintilarini otofosforile eden intrinsik tirozin kinaz aktivitesinin aktivasyonuna
yol agar, boylece Fosfoinositid-3 Kinaz (PI3K)-AKT Serine/Threonine Kinase
1 (AKT)/Protein Kinaz B(PKB) ve Ras-Mitojen-Aktive Protein Kinaz(MAPK)
yollarmin aktivasyonuna yol agan bir asagi akis sinyal olaylarini baglatir. Integrin
Subunit Alpha V(ITGAV): Integrin Subunit Beta 3 (ITGB3) ve ITGA6:ITGB4

integrinlere baglanir. Integrinlere baglanmasi ve ardindan IGFR1 ile {i¢lii kompleks

20



olusumu, IGF-1 sinyali i¢in esastir. IGF-1R, MAPK3/ERK1, MAPK1/ERK2 ve
AKT  Serine/Threonine Kinase 1 (AKT1)'in fosforilasyonunu ve
aktivasyonunu indiikler (Saegusa et al., 2009; Fujita et al., 2012; 2013a; 2013b).

2.5. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 Reseptorii (IGF-1R)

IGF-1'in biyolojik etkilerine, iki alfa ve iki beta zincirinden olusan bir
transmembran tirozin kinaz olan insiilin benzeri biiytiime faktorii-1 reseptorii (IGF-1R)
aracilik eder (Sekil 2.4). Heterotetramerik bir glikoprotein olan IGF-1R, yasam
boyunca hem noéral kok hiicrelerde hem de tiim sinir hiicrelerinde eksprese edilir

(Baron-Van Evercooren vd., 1991; Popken vd., 2005).
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Sekil 2.4. IGF-1R yapis1 (Vishwamitra et al., 2017)
2.5.1. IGF-1R’nin isimleri ve Taksonomisi

IGF-1R’nin isimleri ve taksonomisi Tablo 2.3’de gosterilmektedir (Genecards,
2023b; Uniprot, 2023b).

Tablo 2.3. IGF-1R’nin isimleri ve taksonomisi

Protein isimleri Onerilen isim:

insulin-like growth factor 1 receptor
Gen isimleri Adi: IGF1R

Sinonimler: IGFR; CD221; IGFIR; JTK13
Organizma Homo sapiens
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2.5.2. Genomik Lokalizasyonu

15. kromozomun uzun kolunun 26.3 bolgesinde yer almaktadir.

Chr 15
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Sekil 2.5. IGF-1R kromozomal lokalizasyon (Genecards, 2023b)

Asagida Tablo 2.4’de IGF-1R’in gen 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.4. IGF-1R gen 6zellikleri (Genecards, 2023b)

Tip Fonksiyonel
Biiyiiklik 315,992 Baz cifti
Oryantasyon Pozitif zincir

Ekzon sayis1 25

Kromozomdaki pozisyonu 98,648,539-98,964,530
Sitogenetik band 15026.3

2.5.3. Subseliiler Lokalizasyonu

IGF-1R, hiicrede yogun bulundugu kompartmandan az bulundugu
kompartmana dogru siralamasi plazma membrani, niikleus, sitozol, ekstraseliiler alan,
golgi, lizozom, endozom, endoplazmik retikulum, peroksizom ve mitokondridir (Sekil

2.6) (Genecards, 2023b).

Sekil 2.6. IGF-1R’nin subseliiler lokalizasyonu
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2.5.4. Fonksiyonlari

IGF-1’1n etkilerine aracilik eden reseptdr tirozin kinazdir. IGF-1'"1 yiiksek afinite
ile IGF-2 ve insiilini ise daha diisiik afinite ile baglar. Aktive edilmis IGF-1R, hiicre
biiylimesi ve hayatta kalma kontroliinde rol oynar. IGF-1R, tiimor transformasyonu ve
malign hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢ok onemlidir. Ligand baglanmasi, reseptor
kinaz1 aktive ederek, reseptor otofosforilasyonuna ve insiilin-reseptor substratlari
(IRS1/2), Shc ve 14-3-3 proteinleri dahil sinyal adaptor proteinleri olarak islev goren
coklu substratlarin tirozin fosforilasyonuna yol agar. IRS proteinlerinin fosforilasyonu,
PI3K-AKT/PKB yolu ve Ras-MAPK yolu olmak iizere iki ana sinyal yolunun
aktivasyonuna yol acgar. PI3K yolunun aktive edilmesi apoptozu inhibe eder ve protein
sentezini uyarirken, MAPK yolunun aktive edilmesinin sonucu, hiicresel
proliferasyonun artmasidir. Fosforillenmis IRS1, PI3K'nin 85 kDa diizenleyici alt
birimini aktive edebilir. Aktive protein AKT/PKB dahil olmak iizere birka¢ asag1 akis
substratinin aktivasyonuna yol agar. AKT fosforilasyonu, sirayla, Mechanistic Target
Of Rapamycin Kinase(mTOR) aktivasyonu yoluyla protein sentezini arttirir veBCL2
Associated Agonist Of Cell Death(BAD)'nin fosforilasyonu ve inaktivasyonu yoluyla
IGF-IR'nin antiapoptotik etkilerini tetikler. PI3K giidiimlii sinyallemeye paralel
olarak, fosforlanmig IRS1 veya Shc tarafindan Growth Factor Receptor Bound Protein
2 (Grb2)/SOS alimi, Ras alimina ve ras-MAPK yolunun aktivasyonuna yol agar. Bu
iki ana sinyalleme yoluna ek olarak IGF-1R, Janus kinaz/sinyal doniistiiriiciisii ve
transkripsiyon yolunun aktivatorii (JAK/STAT) araciligiyla da sinyal verir. JAK
proteinlerinin fosforilasyonu, sinyal transdiiserlerinin ve transkripsiyon (STAT)
proteinlerinin aktivatrlerinin fosforilasyonuna/aktivasyonuna yol agabilir. Ozellikle
STAT3'liin aktivasyonu, IGF-1R'nin transforme edici aktivitesi i¢in gerekli olabilir.
JAK/STAT yolu, gen transkripsiyonunu aktive eder ve transformasyon aktivitesinden
sorumlu olabilir. JINK kinazlar ayrica IGF-1R tarafindan da aktive edilebilir. IGF-1,
dogrudan IGF-1R ile iliski kurabilen Mitojen-aktive Protein Kinaz Kinaz Kinaz 5
(MAP3K5)/ASK 1'in fosforilasyonu ve inhibisyonu yoluyla JNK aktivasyonu tizerinde
inhibe edici etkiye sahiptir (Uniprot, 2023b).

2.5.5. Enzim Simiflamasi

EC 2.7.10.1 (Brenda, 2023)

e EC 2.-.-.- Transferazlar
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» EC 2.7.-.- Fosfor grubunu transfer eden transferazlar
» EC 2.7.10.- Protein-tirozin kinazlar

* EC 2.7.10.1 Reseptor protein-tirozin kinaz
2.5.6. Katalitik Aktivite

ATP + L-tyrosyl-[protein] = ADP + H* + O-phospho-L-tyrosyl-[protein]

=
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ATP + a [protein]-L-tyrosine DP + a [protein]-L-tyrosine phosphate

Sekil 2.7. IGF-1R katalitik aktivite reaksiyonu

Kinaz aktivasyonu, Tyr-1165, Tyr-1161 ve Tyr-1166’nin otofosforilasyon ile
saglanir. Optimum kinaz aktivitesi i¢in Ui¢ tirozin kalintisinin hepsinde fosforilasyon

gereklidir (Uniprot, 2023b).
2.6. IGF-1 ve IGF-1R Ekspresyonu

IGF-1, bir¢ok dokuda embriyonik gelisim sirasinda bol miktarda iiretilir, ancak
dogum sonrasi yasam sirasinda ekspresyonu énemli ol¢iide azalir. Yetiskin bireyde,
IGF-1 esas olarak karacigerde biiylime hormonu (GH) tarafindan diizenlenen bir
mekanizma ile sentezlenir. Ayrica, subventrikiiler zon (SVZ), olfaktor bulbus (OB),
HC ve CB gibi bolgelerde kiigiik bir yerel iiretim vardir (Rotwein et al., 1988; Ye et
al., 1997). Beyinde IGF-1, GH etkisinden bagimsiz olarak ndronlar tarafindan
sentezlenebilir (Bartlett et al., 1991, 1992; Bondy and Cheng, 2004; Russo et al., 2005;
Fernandez and Torres-Aleman, 2012). Sistemik IGF-1, lipoprotein (LDL)- reseptorii
ile iligkili protein 2 (LRP2) yoluyla kandan beyin omurilik sivisina gegebilir. Ek olarak
IGF-1, endotel hiicrelerinde bulunan IGF-1R'ye baglanarak kan-beyin bariyerini
gecebilir ve daha sonra astrositler tarafindan noronlara aktarilmak {izere veya
dogrudan néronlar tarafindan alinir (Nishijima et al., 2010; Fernandez and Torres-

Aleman, 2012). Bu nedenle IGF-1 beyinde endokrin, parakrin veya otokrin bir sekilde
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hareket edebilir. IGF-1R ekspresyonu, korteks, OB, HC, CB, hipotalamusve omuriligi
iceren bolgelerde embriyonik gelisim sirasinda baslar (Bondy et al., 1990). Dogum
sonrast IGF-1R seviyeleri biraz azalir ve yetiskinde ekspresyonu SVZ, OB, HC, CB
ve koroid pleksusta devam eder (Bondy and Cheng, 2004; Russo et al., 2005;

Fernandez and Torres-Aleman, 2012).
2.7. IGF-1/IGF-1R Sinyal Yolag

IGF-1’in noronlarda ve astrositlerde IGF-1R’e baglanarak IGF-1R
aktivasyonuna yol agmasi, 3-alt birimlerinde tirozin kinaz aktivitesi, otofosforilasyon
ve downstream sinyallerin aktivasyonu ile sonuglanir (LeRoithet al., 1995). IGF-
1/IGF-1R sinyali ile aktive edilen iki kanonik yol, (i) PI3K-Akt kinaz yolu ve (ii) Ras-
Raf-MAPK yoludur (Sun and D’Ercole, 2006; Ye et al., 2010). IGF-1R'nin
aktivasyonu, IRS veya Src homoloji 2 igeren SHC familyasina ait adaptor
proteinlerinin fosforilasyonuyla sonuglanir. SHC'nin aktivasyonu, MAPK yoluyla
sinyal iletim aktivasyonuna yol agarken, IRS fosforilasyonu PI3K'y1 aktive eder. Hem
MAPK hem de PI3K, gelismis protein sentezine, hiicre sag kalimi1 ve proliferasyona
yol acan bir¢ok downstream sinyal proteinini ve transkripsiyon faktoriinii aktif hale
getirir veya inhibe eder. PI3K-Akt'nin 6nemli downstream efektorleri; rapamisin
(mTOR), glikojen sentaz kinaz 3b (GSK3b) ve b-katenindir (Ryves and Harwood,
2003; Bibollet-Bahena and Almazan, 2009). Ras-Raf-MAPK yolunda IGF-1, hiicresel
olgunlagsma ve hayatta kalma agisindan énemli olan Erkl / 2 ve p38 MAPK'nin hizli
bir sekilde fosforilasyon ve aktivasyonuna neden olur (Cui and Almazan, 2007; Ye et
al., 2010). Sekil 2.8’de IGF-1/ IGF-1R sinyal kaskad1 gosterilmektedir.
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IGF-1

IGF-1R

Transkripsiyon Hiicre sagkalimi Hiicre déngiisii
Néronal plastisite Néroproteksiyon Nérojenez

Sekil 2.8. IGF-1/IGF-1R sinyal kaskadi (Madathil and Kathryn, 2015)

2.8. IGF-1/IGF-1R’nin Biyolojik Fonksiyonlari
2.8.1. Organ ve Viicut Biiyiimesi

IGF-1, birden fazla molekiiler mekanizmada yer alan pleiotropik bir faktordiir, bu
nedenle etkileri, konsantrasyonuna, hiicre tipine ve hayvanin gelisim asamasina baglh
olarak farklilik gosterir. IGF-1, uterusta embriyo implantasyonunu tesvik ettigi igin
gebeligin erken donemlerinde gereklidir (O'Kusky and Ye, 2012). IGF-1, dogum
oncesi biliylime ve dogum sonrasi hayatta kalmak i¢in 6nemlidir. Dogumdan sonra
IGF-1 ve IGF-1R Knockout (KO) farelerde kontrol yavrularina kiyasla farelerin daha
kiiclik boyutta oldugu tespit edilmistir. SSS gelisimi ve yetiskin norojenezi sirasinda,
IGF-1/1GF-1R sistemi, noronlarin ¢ogalmasini, hayatta kalmasini ve ayrica néronlarin
cesitli sekillerde iiretilmesini, farklilagsmasini ve olgunlagmasini diizenler (Beck et al.,
1995; Cheng et al., 2001; Pichel et al., 2003; Russo et al., 2005; Hurtado-Chong et al.,
2009; Fernandez and Torres-Aleman, 2012; O'Kusky and Ye, 2012; Chaker et al.,
2015).

Karacigere 6zgili IGF-1 eksikligi olan fareler, kontrol hayvanlarina kiyasla benzer
bir viicut boyutuna sahiptir. Bu bulgu, IGF-1'in doku biiyiimesini otokrin veya parakrin
bir sekilde etkiledigini diisiindiirmektedir (Yakar et al., 2002). IGF-1 KO farelerin

biiylik ¢ogunlugunun yetersiz akciger olgunlasmasi nedeniyle dogumdan hemen sonra
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oldigi tespit edilmistir. (Liu et al., 1993; Moreno-Barriuso et al., 2006; Kappeler et
al., 2008; Hurtado-Chong et al., 2009; Pais et al., 2013). IGF-1 eksikliginde kas, beyin,
kemik ve deri dokusu etkilenmektedir. KO farelerde kas hipoplazisi, azalmig beyin
boyutu, kemiklesme ve deri kalinlig1 bildirilmistir (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993;
Powell-Braxton et al., 1993; Beck et al., 1995; Pichel et al., 2003).

Insanlarda, IGF-1 ve IGF-1R genlerindeki mutasyonlar, mikrosefali de dahil
bliylime geriligine neden olmaktadir (Roback et al., 1991; Woods et al., 1996;
Walenkamp et al., 2005, 2013; van Duyvenvoorde et al., 2010; Burkhardt et al., 2015).
IGF-1 veya IGF-1R'nin konjenital eksikligi, Laron sendromunun 6zellikleridir. Bu
sendroma sahip hastalar, dogumdan sonra daha az biiyiir ve gelisirler ve bu yasla
birlikte daha siddetli hale gelir ve daha kiiciik beyin boyutuna, daha kiigiik kalp ve
daha az kas gelisimine sahiptirler (Puche and Castilla-Cortazar, 2012). SSS gelisimi
ve yetiskin norojenezi sirasinda, IGF-1/IGF-1R sistemi, noronlarin ¢ogalmasini ve
hayatta kalmasini ve ayrica ndronlarin gesitli sekillerde tiretilmesini, farklilasmasini
ve olgunlagmasini diizenler (Beck et al., 1995; Cheng et al, 2001; Pichel et al., 2003;
Russo et al., 2005; Hurtado-Chong et al., 2009; Fernandez and Torres-Aleman, 2012;
O'Kusky and Ye, 2012; Chaker et al., 2015).

2.8.2. Hiicre Proliferasyonu

IGF-1, PI3K/Akt veya MAP kinaz yollarin1 aktive edebilen IGF-1R ile
etkilesime girerek noral hiicrelerin proliferasyonunu tesvik eder (Otaegi et al., 2006;
Mairet-Coello et al., 2009; Vogel, 2013; Yuan et al., 2015). Embriyonik gelisim
sirasinda IGF-1, hem in vitro (Hernandez-Sanchez et al., 1995; Arsenijevic et al.,
2001; Vicario-Abejon et al., 2003; Cui and Almazan, 2007; Magarifios et al., 2010;
Ziegler et al.,, 2012) hem de in vivo olarak noroepitelyal progenitdr hiicrelerin
proliferasyonunu destekler (Popken et al., 2004; Ye and D'Ercole, 2006; Hu et al.,
2012).Son zamanlarda IGF-1'in, pro-proliferatif ve anti-apoptotik etkileri yoluyla
mezenkimal kok hiicrelerin néronal soy hiicrelerine differansiyasyonunda 6nemli bir
rolii oldugu gosterilmistir (Huat et al., 2014). Noral kok hiicrelerde, IGF-1 ayni
zamanda artmis hiicre proliferasyonu ve uzatilmis yasam 6mrii ile iliskilidir (Supeno
et al., 2013). IGF-1'in ndral kok hiicrelerin néronal veya glial hiicre tiplerine
diferansiyasyonu tizerinde 6nemli etkileri oldugu goriilmektedir (Brooker et al., 2000;
Supeno et al., 2013).
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2.8.3. Hiicre Sagkalimi

Arastirmalar, IGF-1'in hem in vivo hem de in vitro apoptozu inhibe ederek hiicre
sagkalimini tesvik ettigini gostermektedir. Bu etkiler, noral progenitorlerde ve kortikal
hiicreler, motor ndronlar, Purkinje hiicreleri veya optik noral progenitor hiicreler gibi
cesitli noronal hiicre tiplerinde gozlenmistir (Gago et al., 2003; Vicario-Abejon et al.,
2004; Hodge et al., 2007; Croci et al., 2010; Aburto et al., 2012; Lunn et al., 2015).
IGF-1, amiloid-p ve Tau proteinlerinin birikimiyle seyreden Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda néronal 6liimii 6nleyebilir (Carro et al., 2002; Puche and
Castilla-Cortazar, 2012). Alzheimer hastalarinda bulunan bilissel gerileme, azalmis
dentat girus norojenezine baglanabilir. IGF-1 seviyelerindeki bir artig, ndrojenezi
artirir ve beyindeki yasa bagl bilissel bozuklugu iyilestirir. IGF-1, oksidatif stres ve
DNA hasarinin neden oldugu yaslanma ile iliskili diger fizyolojik islevlerin kademeli

olarak kaybini da 6nleyebilir (Puche and Castilla-Cortazar, 2012).
2.8.4. Hiicre Migrasyonu

IGF-1 belirli hiicre tiplerinin gdc¢iiniin diizenlenmesinde rol oynar.
Noroblastoma hiicre hatt1 kiiltiirlerinde IGF-1, hiicre gdcilinii uyarmaktadir
(Puglianiello et al., 2000; Russo et al., 2005). Noroblastlarin SVZ'den OB'ye ¢ikis1 ve
OB'deki radyal noronal go¢ icin IGF-1'in gerekli oldugunu goésterilmistir (Hurtado-
Chong et al., 2009). Bu etkilere PI3K yolaginin aktivasyonu ve reelin sinyal
dontistiiriiciisti homolog 1'in fosforilasyonu aracilik etmektedir (Hurtado-Chong et al.,
2009). Bu bulgular, IGF-1'in yalnizca noéral kok hiicre (NSC) sayisimi ve
farklilagsmasin1 diizenleyerek degil, ayn1 zamanda ndronal konumlandirma ve gocii

yonlendirerek de yetiskin norojenezini destekledigini gdstermektedir.
2.8.5. IGF-1’in Norojenezdeki Rolii

IGF-1'in, afektif bozukluklarda bozulmus norojenez, miyelinizasyon,
remiyelinizasyon, ndromodiilasyon ve sinaptogenezde yardimci oldugu kanitlanmistir
(O’Kusky et al., 2000; Slavich and Irwin, 2014). Ayrica farklilasmis noronlarda
onemli bir anti-apoptotik sinyaldir (Chrysis et al., 2001; Hodge et al., 2007). IGF-1,
belirli embriyonik asamalarda asir1 eksprese edildiginde ndron progenitorlerinin
geniglemesinde derin etkilere sahiptir (Popken et al., 2004). Gelismekte olan beyinde
IGF-1 asir1 ekspresyonu, serebral kortekste toplam ndron sayisinda artisa neden olur.

Ayrica IGF-1, muhtemelen PI3K-Akt yolag: ile aksonal gelisim ve sinaps olusumu
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tizerinde giiglii etkilere sahiptir (Fernandez and Torres-Aleman, 2012). IGF-1 ayrica
GABAerjik ve glutamaterjik noéronlarin proliferasyonu ve migrasyonu ve ayrica
SSS'de noronal sinaptogenezde 6nemli rollere sahiptir (Oishi et al., 2009; Hurtado-
Chong et al., 2009). Hayvan depresyon modeliyle yapilan bir ¢alismada IGF-1'in N-
metil-D-aspartat reseptoriinden bagimsiz olarak, IGF-1R ve protein sentezine bagimli
tarzda uzun siireli potansiyasyonu kalici olarak arttirdigi gosterilmistir (Burgdorf et
al., 2015). IGF-1/IGF-1R sistemi, hem embriyonik gelisim sirasinda hem de yetiskin
beyninde NSC'lerden ve progenitorlerden iiretilen néronlarin biiyiik 6l¢iide PI3K/Akt
yolu araciligiyla farklilasmasini ve olgunlagsmasmi diizenler (Aberg et al., 2000;
Brooker et al., 2000; O'Kusky et al., 2000; Trejo et al., 2001;VicarioAbejon et al.,
2003; Otaeqi et al., 2006; Carlson et al., 2014; Zhang et al., 2014; Yuan et al., 2015).
IGF-1, astrositlerin ve oligodendrositlerin gelisimini de etkiler (Ye and D'Ercole,
2006; O'Kusky and Ye, 2012).Néral progenitorlerin miyelin {ireten olgun
oligodendrositlere farklilagsmasini tesvik eder ve fizyolojik kosullar altinda ve
yaralanmadan sonra astrositlerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir (Cao et al.,
2003; Ye et al., 2004). IGF-1 ve IGF-1R KO farelerde, embriyonik gelisim sirasinda
ve dogum sonras1 SVZ-OB ve HC'de ndrojenez sirasinda noron sayisinda bir azalma
tarif edilmistir (Bakeret al., 1993; Liu et al., 1993, 2009; Powell-Braxton et al., 1993;
Beck et al., 1995; Hurtado-Chong et al., 2009). IGF-1, kiiltirdekiembriyonik koku
sogani kok hiicrelerine(eOBSC) eklendiginde, noéronlarin, astrositlerin  ve
oligodendrositlerin sayisinda bir artis meydana getirirken, IGF-1 KO farelerinden
izole edilen eOBSC'lerin farklilasmasinda bir azalma go6zlenmistir (Vicario-
Abejonetal.,2003;0taegietal.,2006). IGF-1 KO hayvanlarin dogum sonrasi yetiskin
OB'sinde, muhtemelen SVZ'den degisen noroblast ¢ikisi ve gd¢ nedeniyle inter néron
popiilasyonlarinin sayisinda azalma gézlenmistir (Hurtado-Chongetal., 2009). Aksine,
IGF-1'1 asir1 eksprese eden hayvanlar, HC'deki noronlarin sayisinda bir artis

sergilemektedir (O’Kuskyetal., 2000; Popkenetal., 2004; Carlsonetal., 2014).

IGF-1, yetiskin beyin bolgelerindeki ana ndrojenik roliine ek olarak,
hipotalamustaki ndrojenezi de artirir. IGF-1 ile intraserebroventrikiiler tedaviden
sonra, tiim hipotalamusta BrdU ile etiketlenen néronlarin ve astrositlerin sayis1 onemli
Olclide artmistir (Pérez-Martinetal., 2010). IGF-1, aksonal ve dendritik biiylimeyi
etkileyen ndéronal olgunlagsmay1 diizenleyebilir ve hiicre hayatta kalmasindan bagimsiz

olarak farkli beyin bolgelerinde sinapslar kurabilir (O’Kusky et al., 2000; Cao et al.,
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2011). IGF-1 KO hayvanlar, periferik sinirlerde daha diisiik bir gelisime (Gao et al.,
1999), Corti organinin duyusal hiicrelerinin degistirilmis bir inervasyonuna (Camarero
et al., 2001) ve noronlarda korteksin II-III katmaninda daha diisiik bir omurga
yogunluguna sahiptir (Chengetal., 2003). IGF-1 KO farelerinin OB'sinde, duyusal
koku alma ndéronlarinin aksonal projeksiyonlarinin paterni degistirilir, ¢iinkii IGF-1
aksonal biiylime konileri i¢in bir kemoatraktan goérevi goriir (Scolnicketal., 2008).
HC'de IGF-1, ndronal polaritenin kurulmasinda ve Akt yolu iizerinden aksonal koninin
baslangi¢ biiytimesinde de rol oynar (Laurinoetal., 2005; Sosaetal., 2006). Transgenik
farede IGF-Iover ekspresyonu, DG'de dendrit biiylimesini ve sinaptogenezi destekler.
(O’Kuskyetal., 2000; Carlsonetal., 2014). Egzersiz, yetiskinlerde IGF-1 seviyelerinde
bir artisa neden olur ve bu durum, CA1 piramidal néronlarin bazal dendritlerindeki
dikenlerin yogunlugunda bir artis1 uyarir, ancak DG'deki graniil néronlar1 veya CA3
piramidal noronlar1 etkilemez (Glasperetal., 2010). Benzer sekilde, IGF-1 ventrikiiler
inflizyonla uygulandiginda CA3'teki sinaps sayisinda higbir etki gozlenmemistir
(Poeetal., 2001). Bununla birlikte, serum IGF-1 seviyelerindeki bir diisiis, HC'de
glutamaterjik bultonlarin azalmasina neden olur (Trejoetal., 2007). Bu bulgu, IGF-1'in
HC'ye girisinin sinaps olusumunu ve / veya siirdiiriilmesini destekleyebilecegini ve bu
nedenle mekansal 6grenme ve kaygi benzeri davranisi azaltmada faydali olabilecegini

gostermektedir (Llorens-Martinetal., 2010; Baldinietal., 2013).

Bununla birlikte, IGF-1 ekspresyonunun beyin boyutunu arttirdigini gdsteren
caligmalar da mevcuttur. Ornegin embriyonik beyin gelisimi sirasinda nestin ile
baslatilan IGF-1 asir1 ekspresyonu ile gec gebelikten itibaren beyin agirliginda%10-20
artig oldugu gosterilmistir (Popken et al., 2004). IGF-1 yoksunu (null) mutant farelerde
beyin agirliginin %29-38 azaldigi bulunmustur (Ye et al., 2002). IGF-1R delesyonu
olan farelerde ise beyin agirliklarmin 90 giinliikken %40 azaldig: tespit edilmistir
(D’Ercole and Ye, 2008). IGF-1'in beyin gelisimi iizerindeki etkilerinin ¢ogunun
gecici ve uzamsal olarak sinirli olabilecegini hatirlamak akillica olmakla birlikte, bu
onemli ¢aligmalar, IGF-1'in SSS gelisiminde 6nemli bir biiytime faktorii olarak giiglii
etkilerini gostermektedir. Erken beyin gelisiminde IGF-1, otokrin, proliferatif ve
prosurvival faktor olarak Onemli rollere sahiptir (Fernandez and Torres-Aleman,
2012). Son zamanlarda IGF-1'in, pro-proliferatif ve anti-apoptotik etkileri yoluyla
mezenkimal kok hiicrelerin néronal soy hiicrelerine differansiyasyonunda 6nemli bir

rolii oldugu gosterilmistir (Huat et al., 2014). NSC’lerde, IGF-1 ayn1 zamanda artmis
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hiicre proliferasyonu ve uzatilmis yasam 6mrii ile iliskilidir (Supeno et al., 2013). IGF-
1'in noral kok hiicrelerin noronal veya glial hiicre tiplerine proliferasyonu {izerinde
onemli etkileri oldugu goriilmektedir (Brooker et al., 2000; Supeno et al., 2013). IGF-
1'in beyin gelisimi tizerindeki en ¢ok ¢alisilan etkileri IGF-1'in nérogenez tizerindeki

etkileridir.

Olanzapinin IGF-1 tizerine etkisini inceleyen bildigimiz kadariyla bugiine
kadar iki ¢alisma yapilmistir. Bunlardan ilki Endotel hiicresi/adipoz tilirevi stromal
hiicre ko-kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismadir ve olanzapinin IGF-1 mMRNA
ekspresyonunu arttirdig1  gosterilmistir (Xue et al., 2017). Ikinci ¢alismada ise
cuprizona maruz kalan C57BL/6 farelerinde olusan noropatolojik degisiklikleri
olanzapinin diizelttigi ve frontal korteksinde IGF-1 ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (Zhang et al., 2014). Ancak bu konuda yapilan ¢calismalar hem say1 olarak
hem de beynin farkli bolgelerinin incelenmesi agisindan yetersizdir. Prefrontal
korteksin yanisira hipokampus gibi limbik sistemin énemli bolgelerinin incelenmesi
gereklidir. Bu galisma ile bipolar bozuklugun ortaya ¢ikisinda prefrontal korteks ve
hipokampusta IGF-1 ve IGF-1R diizeyleri arasindaki iliskiyi ve beynin bu
bolgelerinde olanzapinin IGF-1 ve IGF-1R diizeyi lzerine etkisini incelemek

amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanmilan Arac ve Gerecler

Santrifiij (Hermle Z 32 HK)

Thermal Cycler (Gene Pro TC-E96G)

Mikropipetler (Eppeddorf 20, 100, 200, 1000, Germany).

Mini spin (Sprout, HSA17413)

Thermomixer (Ependorf, C model)

1,5 ml niikleaz i¢ermeyen eppendorf (Cat No.616201 Grenier Bio-0ne,
USA)

0,2 ml PCR tiip (Cat N0.683201 Grenier Bio-one, USA)

Derin dondurucu -80°C, (NUAIRE, Seri no: 9394248, USA)

Derin dondurucu -80°C, (Vestel, BZP-XL 3403 XE)

Yatay Elektroforez (Biorad, Mini protean)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Biorad, PowerPac HC)

Vorteks (Velp scientifica)

Agilent MX3000pro Real Time PCR Cihaz1

Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no:
300258)

NanoDrop (Thermo Scientific, Nanodrop 2000 Spectrophotometer)

10 pl (cat. no. 765288), 20 pul (cat. no.774288) 100 pl (cat. no.772288),
200 pl, 1000 pl (cat. no.740288) pipet uglari, steril, (Grenier bio-one,
Austria)

pH metre, (Microprosessor pH meter, EDT Instruments RE 357, 702
U.K.)

1,5 ml’lik vial (Corning 430909, polypropylene, steril)

15 ml’lik falkon tip (Corning 430766, RNase/DNase free,
polypropylene, steril)

SYNERGY 4 Elisa Reader (BioTek)

MultiWash (Tri-Continent Scientific, 8070-04)
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3.2. Kullamlan Kimyasallar

e NaCl (Merck, Cat. No: 6400) MW: 58,44 Germany)

o KCI (Merck, Cat. No: 4935) MW: 74,56 Germany)

e NaxHPO4 (Merck, Cat. No: 6586) MW: 141,96 Germany)

o KH2PO4 (Merck, Cat. No: 4871) MW: 136,09 Germany)

e pH4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104,
910107, 910110 CAS Reg. No 7732-18-5, GmBh)

e FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit (Favorgen Biotech Corp., Cat. No:
FATRK 001-1)

e iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD, Cat. No: 1708891)

e iTaq Universal SYBR Green Supermix (BIORAD, Cat. No: 1725121)

e Rat beta-2 mikroglobulin forward primer, 20 b (Oligomer, Seri No:
20220111/2-34)

e Rat beta-2 mikroglobulin reverse primer, 20 b (Oligomer, Seri No:
20220111/2-35)

e Rat IGF-1 forward primer, 20 b (Oligomer, Seri No: 20220111/2-36)

e Rat IGF-1 reverse primer, 20 b (Oligomer, Seri No: 20220111/2-37)

e Rat IGF-1R forward primer, 20 b (Oligomer, Seri No: 20220111/2-38)

e Rat IGF-1R reverse primer, 20 b (Oligomer, Seri No: 20220111/2-39)

e Olanzapin (Acros Organics, CAS Number:132539-06-1)

o Glasiyel asetik asitte (Merck, Almanya)

e NaOH (Merck, Almanya)

e Keta-Control (Seri No: 200697)

e Agaroz (Biomax prona agarose, lot no: 000320PR)

e ETBR (Sigma E8751-19)

e Trisma base (Sigma CAS 77-86-1)

e Borik asit (Sigma CAS 10043-35-3)

e EDTA (CAS 6381-82-6)

e Rat IGF-1 Elisa kit (BT LAB, Cat. No. E0709Ra)

e Rat IGF-1R Elisa kit (BT LAB, Cat. No. E1719Ra)

e Xylazine (Vetaxyl® , Vet-Agro, Polonya)

e Cresyl violet (C5042-10 gr, Sigma-Aldrich, Almanya)
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e IGF-1 antikor (Cat No: E-AB-40014, Elabscience, USA)
e IGF-1R antikor (Cat No: bs-0227R, Bioss, USA)

3.3. Hayvan Deneyi
3.3.1. flaclarin Uygulanmasi

Caligmada, her biri 200-300 gram olan toplam 48 yetiskin erkek albino wistar
rat kullanildi. Hayvan deneyi Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar
Merkezinde (OMU DEHAM) gerceklestirildi. Ratlar standart kafeslerde, odun talas
zeminde ve standart rat pelletleriyle (Bil-Yem Co, Ankara, Turkey) ve su sistemi ile
istedikleri zaman beslenebilecekleri sekilde deney ortamina yerlestirildi. Deney
ortaminda aydinlatma 12 saat giindiiz ve 12 saat gece ve nem %50-70 olacak sekilde

programlanarak sicaklik 22+1 °C olarak sabitlendi.

Ratlar kontrol grubu (n=12), ketamin grubu (n=12), olanzapin grubu (n=12) ve
ketamin+olanzapin (n=12) olmak iizere 4 gruba ayrildi. Ratlarda bipolar mani modeli
olusturmak i¢in kullanilan ketamin dozlari, Canever vd. (2010) ve De Oliveira vd.
(2011)’nin yaptiklar1 calisma dikkate alinarak secilmistir. Olanzapinin tedavi edici
dozu Bardgett vd.’nin (2002) yapmis oldugu calismay1 dikkate alarak belirlenmistir.
Akut manik atagin tedavi stiresi Frey vd., (2006a, b) veValvassori vd., (2010) ’nin

yapmis olduklar1 ¢alismalara dayanarak belirlenmistir.

Kontrol grubu: Ratlara 14 giinliik bir siire boyunca giinde bir kere 0,5 ml salin

enjeksiyonu (intraperitoneal) yapilmistir.

Ketamin grubu: Ratlara 14 giinliik bir siire boyunca giinde bir kez ketamin (0,5

ml, 25 mg/kg) enjeksiyonu (intraperitoneal) yapilmistir.

Ratlara uygulanacak olan ketamin dozu, 21 ml Keta-Control (Seri No: 200697)

alinip 168 ml’ye deiyonize su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Olanzapin grubu: Ratlara 14 giinliik bir siire boyunca giinde bir kez olanzapin

(0,5 ml, 2 mg/kg) enjeksiyonu (intraperitoneal) yapilmistir.

Olanzapin grubuna verilen olanzapin soliisyonu hazirlamak icin, 150 mg
olanzapin minimum miktarda glasiyel asetik asitte (yaklasik 0.2 ml) yaklagik 100 ml
deiyonize su ile ¢ozdiiriildli, deiyonize su ile hacim 150 ml’ye tamamlandi ve 2 N
NaOH soliisyonu ile pH 6.0'a ayarlandi (Davey et al., 2012). Olanzapin final

konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde glasiyel asetik asit ¢ozeltisinde ¢Oziinmiis
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olarak hazirlandi. Ratlara intraperitoneal yoldan 2 mg/kg dozunda uygulandi (her rat

icin yaklasik 0,5 ml soliisyon uygulandi).

Ketamin+olanzapin grubu: Ratlara 14 giinliik bir siire boyunca giinde bir kez
ketamin (0,5 ml, 25 mg/kg) enjeksiyonu (intraperitoneal) yapilmistir. 8-14 giin
arasinda ketamine ilave olarak olanzapin (0,5 ml, 2 mg/kg) ginde 1 kez

(intraperitoneal) uygulanmstir.

Tim ratlara bu prosediir 14 giin boyunca sabah 8-10 saatleri arasinda
uygulanmistir. Tedavinin 15. giiniinde mani olusumunu test etmek i¢in ketamin
grubunda ve ketamin+olanzapin grubunda yer alan ratlara tek doz ketamin
enjeksiyonu (0,5 ml, 25 mg/kg), diger iki gruptaki ratlara ise tek doz 0,5 ml salin
enjeksiyonu yapildiktan 30 dakika sonra lokomotor aktivite "acik alan testi"

kullanilarak degerlendirilmistir.
3.3.2. Acik Alan Testi

Acik alan testi 50 cm yiiksekligindeki duvarlarla gevrili 40x60 cm agik alanda
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Aparatin zemini vernikli ahgaptan yapilmis ve siyah
cizgilerle 9 esit dikdortgene boliinmiistiir. Hayvanlar, arenayr 5 dakika boyunca
kesfetmek i¢in testin baslangicinda hafifce kdse karelerinden birine yerlestirilmistir.
Siyah ¢izgiler ve ratlarin arka kisimlarin kesismeleri yani kesiffaaliyeti sayilmistir
(Prut and Belzung, 2003). Bu sayinin ketamin verilen gruplarda verilmeyenlere gore
istatistiksel olarak fazla olmasi (artmis lokomotor aktivite) mani modelinin

olusturuldugunun gostergesidir.

Sekil 3.1. Acik alan testi
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3.3.3. Perfiizyon ve Fiksasyon

Agik alan testi uygulanan her bir rat perflizyon islemine baglamadan 6nce
intraperitoneal olarak 100 mg/kg ketamine hydrochloride ve 10 mg/kg xylazine ile
Ondokuz May1s Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
anestezi altina alindi. Daha sonra bir 1zgara {izerine sirt listli olarak sabitlenmis olan
ratlarin bir makas yardimiyla gogiis kafesi agilarak kalbi ortaya ¢ikarildi. Kan kalp
tarafindan pompalanmaya devam ederken plastik bir kaniil ile sol ventrikiil apeksinden
girilerek ayn1 zamanda gapraz bir sekilde sag atriyum kesildi ve bu esnada kanin tiim
dolasim sisteminden temizlenmesi i¢in sol ventrikiil apeksinden %0.9’luk serum
fizyolojik verildi. Ardindan hizli bir sekilde ratlar dekapite edildi ve beyin dokusundan
prefrontal korteks ve hipokampus gen ekspresyon analizi, protein diizeyi dl¢limii ve
histopatolojik inceleme i¢in dikkatli bir sekilde kafatasindan c¢ikartildi. Gen
ekspresyon analizi ve protein diizeyi 6l¢limii i¢in alinan sag hemisfere ait prefrontal
korteks ve hipokampus calisma giiniine kadar -80 °C'ye kaldirildi. Histopatojik
inceleme iginse deneysel siiregleri takiben yapilan perfiizyon islemi sonrasinda sol
hemisfere ait prefrontal korteks ve hipokampus disseke edilerek %10 luk formalin

igerisine konularak 10 giin boyunca post fiksasyonu saglandi.

Sekil 3.2. Hayvan deneyi ile elde edilen rat beyin dokular1 (A: Rat beyni, B: Prefrontal korteks, C:
Hipokampus)

3.4. Total RNA izolasyonu

FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit ve Trizol kullanilarak prefrontal
korteks ve hipokampus numunelerinden RNA izolasyonu yapildi. Kit kilavuzunda yer

alan izolasyon protokolii asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 3.1. RNA izolayon protokolil

FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit ve Trizol ile RNA izolasyon Protokolii

Yaklasik 30 mg doku 6rnegi havana alinir ve sivi nitrojen iginde toz haline gelinceye kadar
tokmak yardimiyla pulverize edilir (Sekil 3.3).
Havandaki numune tizerine 1 ml Trizol eklenir ve pulverizasyona devam edilir.

Elde edilen lizat mikrosantrifiij tiipline alinir ve oda sicakliginda 5 dakika inkube edilir.
12.000 x g’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilir.
Santrifiij sonras1 ortaya ¢ikan peletin st fazi temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinir.

Alman ist faza 200 pl kloroform eklenir ve 15 sn ters-diiz edildikten sonra 3 dk oda
sicakliginda inkiibe edilir.

12.000 x g’de 15 dk 4°C’de santrifiij edilir. (Santrifiij sonrasi olusan iki fazdan alttaki faz
DNA, istteki faz RNA’y1 igermektedir.)

Collection Tube igerisine FARB Mini Column yerlestirilir ve santrifiij sonrasi elde edilen
tist faz FARB Mini Column’a aktarilir.

20.000 x g'de 1 dk 4°C’de santrifiij edilir.

Collection Tube igerisindeki sivi atilir ve FARB Mini Column,Collection Tube geri
konulur.

FARB Mini Column igerisine 500 ul Wash Buffer 1 eklenir.

20.000 x g'de 1 dk 4°C’de santrifiij edilir.

Collection Tube igerisindeki sivi atilir ve FARB Mini Column,Collection Tube geri
koyulur.

FARB Mini Column igerisine 750 ul Wash Buffer 2 eklenir.

20.000 x g'de 1 dk 4°C’de santrifiij edilir.

Collection Tube igerisindeki sivi atilir ve FARB Mini Column,Collection Tube geri
koyulur.

Bu yikama iglemi tekrar edilir.

FARB Mini Column 'un kurutulmasi;
20.000 x g'de 3 dk 4°C’de santrifiij edilir.
Collection Tube atilir ve FARB Mini Column,Elution Tube yerlestirilir.

FARB Mini Column membran merkezine 50 pl RNaz free ddH»O eklenir.

Kolon oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir.

RNA'y1 ayristirmak i¢in FARB Mini Column 20.000 x g'de 1 dk 4°C’de santrifiij edilir.
Elution Tube’de kalan RNA’dur.

RNA’nm kalitesini ve miktarini arttirmak amaciyla bu basamak tekrarlanabilir.

Elde edilen RNA’nin -80° C'de saklanir.
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Sekil 3.3. Doku numunelerinin homojenizasyonu

Elde edilen RNA’larin saflig1 ve konsantrasyonlar1 nanofotometrede dlgiilerek

belirlendi. RNA agaroz jel elektrofezinde ytiriitelerek saflig1 kontrol edildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. izole RNA’nin elektroforez goriintiisii

Izole edilen RNA miktar1 nanodrop yardimiyla 6lciildii. A260/A280 orani 1,8-
2,0 araliginda olan numunelerin RNA konsantrasyonlar1 kaydedilip, izole edilen

RNA’lar cDNA sentezinde kullanildi.
3.5. izole Edilen RNA’lardan ¢cDNA Elde Edilmesi

iScript cDNA Synthesis Kit kullanilarak thermal cycler cihazinda asagida yer
alan protokol ile cDNA sentezi yapildi.
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3.5.1. cDNA Sentez Protokolii
e Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ¢oziilmeli ve kisa siireli santrifiij edilmelidir.
e Buz lizerinde ya da soguk kolon {izerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-
walled PCR tiipte, Tablo 3.2 ‘de verilen sirada pipetleme yapilarak karisim
reaksiyon basina 20 pl olacak sekilde hazirlanir.
e Her bir 6rnek i¢in kullanilan total RNA ve PCR-grade distile su miktarlari final

konsantrasyonu 1 pg total RNA olacak sekilde diizenlenir.

Tablo 3.2. Reaksiyon miks

Komponent Hacim
1 5x iScript Reaction mix 4 ul
2 iScript Reverse transcriptase 1 ul
3 Niikleaz free su Degisken
4 RNA numunesi Degisken
5 Total Hacim 20 ul

o Tiipteki reaktifler iyice karistirilir ve vorteks yapilmamalidir.
e Tiipler thermal cycler cihazina yerlestirilir ve Tablo 3.3’de verilen ters

transkripsiyon PCR programu ile reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 3.3.Ters transkripsiyon PCR programi

Priming 25 °C’de 5 dakika
Ters Transkripsiyon (RT) 46 °C’de 20 dakika
RT inaktivasyonu 95 °C’de 1 dakika
Opsiyonel Adim 4 °C’de »

e Reaksiyon sonrasinda elde edilen cDNA 6rnekleri es zamanl polimeraz zincir

reaksiyonu (QRT-PCR) yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.
3.6. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Olciimii

Real-time PCR’da ¢alisilacak genlerin dizileri Tablo 3.4’de yer almaktadir.

Tablo 3.4. Primer dizileri

Forward primerler Reverse primerler Amplikon Biiyiikliga
Genler
Beta-2 AGCAGGTTCCTCAAACAAGG TTCTGCCTTGGAGTCCTTTC 60 bp
mikroglobulin
IGE-1 AACCTGCAAAACATCGGAAC GCAGCCAAAATTCAGAGAGG 358 bp
IGE-1R GACAGTGAATGAGGCTGCAA CCAGCCATCTGGATCATCTT 252 bp
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cDNA numuneleri, iTaq Universal SYBR® Green Supermix, Beta-2-
mikroglobulin, IGF-1 ve IGF-1R primerleri buz iizerinde ¢oziildii.
Reaksiyon bilesenleri nazikge karistirildi ve santrifiij edildi.

Her reaksiyon i¢in toplam 18 pl olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo

3.5).

Tablo 3.5. Master mix hazirligi

Malzeme Hacim (1 Baslangi¢ Kons.  Final Kons.
numune
igin)
iTaq Universal SYBR® Green 10 pl 2X X
Supermix (2x)
Forward Primer 1l 10 uM 0,5uM
Reverse Primer 1l 10 uM 0,5uM
Nuclease-free H,O 6 ul - -
Toplam Hacim 18 pl

Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarma 18’er uL master mix pipetlendi.
Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA (1ng) pipetlendi.
Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatilarak 30 saniye vorteks
yapildu.
2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

Agilent MX3000pro cihazinda agagidaki programa gére PCR ¢aligmasi yapildi.

Tablo 3.6. gRT-PCR programi

Siklus  Sicaklik (°C) Siire
Polimeraz Aktivasyonu 1 95°C 30 saniye
Amplifikasyon  Denatiirasyon 40 95°C 5 saniye
Baglanma/Uzama 60 °C 30 saniye
Melt  Curve 65-95 °C 2-5 saniye

Analizi

gRT-PCR sonrasi melting-curve grafigi Sekil 3.5’de verilmistir.
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Sekil 3.5. Melting-curve grafigi

Caligma gruplarmimn relatif gen ekspresyon analizi, Beta-2-mikroglobulin
geni referans gen ve kontrol grubu da kalibrator olarak kabul edilerek, komparatif
crossing threshold (Ct) metodunu esas alan QIAGEN 2009 relative expression

software (REST) programi kullanilarak yapildi.
3.7. Komparatif Ct Metodu ile Gen Ekspresyon Analizi
3.7.1. Relatif Kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir. Real-time
PCR kantitasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kiiciik farkliliklar,
amplifikasyon iirliniine katlanarak yansir. Bu durum 6zellikle farkli bireylerden alinan
orneklerle baslanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda yanlis sonuglara
sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baglangi¢ farkliliklarini standardize
etmek bu yiizden ¢ok faydalidir. Ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse
olabilmelidir. Bu amagcla kullanilan ‘housekeeping gen’ler okaryotlarda ¢ok ¢esitli
olmakla birlikte en sik GAPDH, B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve
rRNA kullanilmaktadir(Bernard et al., 1999). Bu genler referans gen olarak da
isimlendirilmektedir. Calismamizda referans gen olarak Beta-2-mikroglobulin
kullanildi.

41



3.7.2. Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu

AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna
benzer ancak konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri
bir referans genin Ct degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct
degerleri kalibratore oranlanir. Sonuglar kalibratoriin n-katt seklinde verilir.
Komparatif Ct metodu 224" formiilii ile ifade edilir. Burada:

AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)

ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)

ACt(kalibrator) = Ct(kalibrator)-Ct(referans gen)

Karsilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun i¢in iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklasik
esit ve %100’e yakin olmasidir. ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsi ACt grafiginde slope

degerinin sifira yakin (<0,1) olmasidir (Wong and Medrano, 2005).
3.8. Elektroforez

RNA izolasyonu sonrasinda RNA numuneleri ve Real time PCR sonrasinda
cDNA numuneleri agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Agaroz jel %3’lik

olarak hazirlanmstir.

e  9%?3’liik agaroz jelin hazirlanisi:
3 gr agaroz, 100 ml 1X TBE ¢ozeltisine eklenerek ¢ozdiiriiliir ve mikrodalga
firmda 3 dk kaynatilarak eritilir. Sonrasinda 60 °C’ ye kadar sogutulur ve igerisine
ceker ocakta ETBR c¢ozeltisinden 0.5 pl eklenir ve karistirilarak elektroforez trayine

dokiiliir. Sogumasi ve donmasi beklenir.

e 10x TBE c¢ozeltisi hazirlanisi:

108 g Trisma base ve 55 g Borik asit, 0,5 M EDTA (pH 8) 40 ml eklenerek
toplam hacim 1000 ml olacak sekilde saf suda ¢oziiliip kapakli cam sisede 120 °C’ de
20 dk otoklavlanir.

e 1x TBE ¢ozeltisi hazirlanisi:

10x TBE tamponundan 100 ml alinir. 1000 mI’ye saf su eklenerek tamamlanir.
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%3’lik Agaroz jel tizerinde cDNA’lar 90 voltta 90 dk Biorad yatay
elektroforez lizerinde yiirtitiilmistiir. Yiiritme sirasinda her bir cDNA 6rneginden 5
ul alimarak 1 pl loading dye ¢ozeltisi eklenmistir. Jelde belirteg olarak Thermo
scientific Generuler Low range DNA ladder kullanilmistir. Ardindan Biorad chemidoc

yardimiyla goriintti alinmastir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Amplikonlarin elektroforez goriintiisii

3.9. IGF-1 ve IGF-1R Protein Diizeylerinin ELISA Yontemi ile Tespiti

-80°C’de muhafaza edilen prefrontal korteks ve hipokampus doku
numuneleri sivi azotla havanda pargalanarak homojenize edildi. Homojenize doku, 1
ml pH:7,4 PBS iceren tampona eklendi ve vortekslendi. Ardindan numuneler 3000
g’de 20 dk santrifiij edilerek siipernatanlar ELISA’da calisilmak iizere toplandi.
Calismaya baslamadan once 2-8 °C’ de muhafaza edilen ELISA kitler oda 1sisina
getirildi .

1 L PBS soliisyonu hazirliginda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Tablo

3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7. PBS soliisyon hazirligi

Madde Miktar Firma
NaCl 136 mM 8¢ Merck, cat. n0.6400, S-12, Germany
KCI 2,7 mM 0,29 Merck, cat. no 4935, P-11, Germany
Na;HPQO4, 10 mM 1449 Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany
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KH2PO4, 2 Mm 0,249 Merck, A997671 851, P-3, Germany

dH20 800 ml

° 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPOQOg4, 0,24 g KH2POg4 tartilarak 800 ml
dH20 ile ¢6ziinmesi saglandi.
o pH 7,4’¢ ayarlanarak dH20 ile 1 litreye tamamlandi.

J 0.22 pm’lik filtre ile filtre edildi. Otoklavda sterilizasyonu yapildi ve 2-
8°C’de saklandi.

Ticari olarak piyasada bulunan rat IGF-1 Elisa kit (BT LAB, Cat. No. E0709Ra)
ve rat IGF-1R Elisa kit (BT LAB, Cat. No. E1719Ra) ile sandwich metot ELISA
yontemi ile ¢alisildi. Rat IGF-1 ELISA Kkiti i¢in rat IGF-1 standardi kullanilarak seri
diliisyon yontemiyle, 5 adet standart standart (S1-30 ng/mL, S2-60 ng/mL, S3-120
ng/mL, S4-240 ng/mL, S5-480 ng/mL) hazirlandi. Rat IGF-1R ELISA kiti igin rat
IGF-1R standardi kullanilarak seri diliisyon yontemiyle, 5 adet standart standart (S1-
15 ng/L, S2-30 ng/L, S3-60 ng/L, S4-120 ng/L, S5-240 ng/mL) hazirlandi.

3.9.1. Elisa Protokolii

e Standart kuyularina 50 pl standart eklendi (Standart ¢ozelti biyotinlenmis
antikor i¢erdiginden, standart kuyuya antikor eklenmez).

e Numune kuyularina 40 pul numune eklendikten sonra 10 ul Rat IGF-1/IGF-1R
antikoru eklendi.

e Numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pl streptavidin-HRP eklendi
(Blank kuyusuna eklenmez). Iyice karistildi.

o Pleyt sealing foil ile kapatildi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

o Secaling foil ¢ikarildi ve pleytteki tiim kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile 5
kez yikand.

e Pleyt ters ¢evrilir ve havlu pecgete lizerine hafif¢ge vurularak kuyucuklarin
kurulanmasi saglanir.

e Her kuyuya 50 pl substrat soliisyonu A eklenmesinin ardindan 50 pl substrat
soliisyonu B eklendi.

e Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir sealing foil ile kaplanmis pleyt
inkiibe edildi.
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e Her kuyuya 50 pl Stop soliisyonu eklenir ve mavi rengin hemen sariya
dontistiigi gozlemlenir.

e Stop soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikropleyt okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu (OD

degeri) belirlenir.

Ratlarda prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda IGF-1 ve IGF-1R
konsantrasyonlari standart degerleri kullanilarak olusturulan standart egrilerine gore
hesaplandi ve elde edilen konsantrasyonlar IGF-1 i¢in ng/mL, IGF-1R i¢in ng/L olarak
ifade edildi. IGF-1 ELISA kit i¢in inter-assay CV <%10, intra-assay CV ise <%S3 idi.
Kit sensitivity 1.55 ng/mL’dir. Standart 6lgiim araligi 3-900 ng/mL arasindadir. IGF-
IR ELISA kit i¢in inter-assay CV <%10, intra-assay CV ise <%8 idi. Kit sensitivity
0.44 ng/L’dir. Standart 6l¢lim aralig1 1-400 ng/L arasindadir.

Standart okumalarindan elde edilen absorbans degerleri ve konsantrasyon
degerleri ile grafik c¢izilip ratlarin prefrontal korteks ve hipokampus doku

numunelerinin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.10. Doku Orneklerinde Protein Miktarinin Belirlenmesi

Doku homojenatlarinda her bir numunenin protein miktart Lowry metodu
(Lowry et al., 1951) ile tespit edildi. Lowry metodu, alkali sartlar altinda peptid
nitrojenlerin, bakir iyonlar1 (Cu*?) ile reaksiyonu ve sonrasinda aromatik
aminoasitlerin bakir katalizli oksidasyonu aracilig1 ile ortama eklenen Folin reaktifinin

heteropolimolibden mavisine indirgenmesi prensibine dayanur.

3.10.1. Reaktifler ve Hazirlamslar:

Solusyon A (%2 NaCOzs): 2 gram NaxCOs tartilip bir miktar distile suda

¢Oziindiikten sonra balon joje i¢erisinde 100 ml’ye tamamlandi.

Solusyon B (%1 CuS0O4.5H20): 1 gram CuSO4.5H20 tartilip bir miktar distile

suda ¢oziindiikten sonra balon joje igerisinde 100 ml*“ye tamamlandi.

Solusyon C (%2 Na-K tartarat): 2,6596 gram 4 sulu Na-K tartarattan tartilip bir

miktar distile su ile ¢oziindiikten sonra balon jojede 100 ml’ye tamamland.

Complex Forming Reagent: Solusyon A, B, C’den sirasiyla 100:1:1 oraninda

karistirilarak hazirlandi.

45



2N NaOH: 8 gram NaOH tartilip bir miktar distile suda ¢6ziindiikten sonra balon

joje igerisinde 100 ml’ye tamamlandi.

AN Folin Reagent: 2N folin reagent stogundan 50 ml alinip distile su ile 100

ml’ye tamamlandi.

Albumin Standardi: Sigir serum albuminden 4 mg/ml konsantrasyonunda

standart sollisyon hazirlandi, diliisyon yontemi ile diger standartlar elde edildi.

3.10.2. Lowry Protokolii

e Standart ve 6rnek numunelerinden 0,1 mL alinarak tiiplere konuldu.

e Blank tiipiine 0,1 ml distile su konuldu.

e Tiim tiiplere 0,1 ml 2N NaOH eklendi.

e Tipler 100 °C’ de su banyosunda 10 dakika bekletildi ve sonrasinda su
banyosundan alinarak oda 1sisina gelene kadar disarida tutuldu.

e (Oda 1sisma gelen tiiplere 1 ml complex forming reagent eklendi ve oda
1s1sinda 10 dakika bekletildi.

e Tiiplere 0,1 ml folin reagent ilave edilip 30 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra absorbanslar 550 nm’de fotometrik olarak okundu
ve doku homojenatlarinin total protein konsantrasyonu hesaplandi.

e ELISA ile elde edilen sonuglar total protein diizeyine boliinerek sonuclar
IGF-1 diizeyleri i¢in mg protein basma ng (ng/mg protein), IGF-1R
diizeyleri i¢in mg protein basina pg (pg/mg protein)olarak hesaplandi.

3.11. Doku Takibi ve Histolojik Kesitlerin Alinmasi

Fiksasyon siiresi tamamlanan dokular, akarsuda bir gece yikandiktan sonra
alkol serilerinde (%70, %80, %96, %100) 1’er saat tutularak dehidrate edildi. Alkol
sonrasi ksilende tutulan dokularin seffaflagsmasi saglandi. 58°C’deki sivi parafinde
tutulan dokularin infiltrasyon islemi tamamlandiktan sonra L seklinde demir bloklara
gomiildii. Parafine gomiilii kesitlerden 151k mikroskobik goriintiiler i¢in sistematik
rastgele 0rnekleme kuralina gore 1/20 oraninda 20 pm kalinliginda kesitler rotary
mikrotom (Leica RM2245, Nussloch, Almanya) kullanilarak alindi. Sistematik
rastgele Orneklemeye gore seri disinda kalan alanlardan immiinohistokimyasal

analizler i¢in 7 um kalinliginda kesitler adheziv lamlara alindu.
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Beyin dokusunu ait kesitler 58°C’lik sicakliktaki etiivde bir gece bekletilerek,
dokudan parafinin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra histopatolojik degerlendirme
ve stereolojik analizler i¢in deparafinizasyonu tamamlanan kesitler %0,1’lik cresyl
violet (C5042-10 gr, Sigma-Aldrich, Almanya) boyasi ile boyandi. Entellanla
kapatildiktan sonra kurumaya birakilan kesitler, Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan kamera

eklentili 1s1k mikroskobunda analiz edildi.
3.12. Stereolojik Analizler

Beyin hemisferine ait cresyl viyolet ile boyanan kesitlerden elde edilen 151k
mikroskobik resimlerde hipokampus ve prefrontal korteks hacimleri noktali alan
Ol¢iim cetveli kullanilarak hesaplandi. Prefrontal korteks ve hipokampus bolgelerinin
siirlart atlas yardimiyla belirlendi (Paxinos and Watson, 2007). Stereolojik
analizlerde kullanilan noktali alan Ol¢lim cetvelinin temeli Cavalieri prensibine
dayanmaktadir. Stereoloji, dokularin iki boyutlu goriintiilerinden elde edilen verilere
dayanarak dokunun morfolojik degisikliklerin istatistiksel degerlendirilmesini
saglayan tarafsiz bir morfokantitatif yontemdir (Peterson and Jones, 1993; Deniz et al.,
2018). Cavalieri prensibi, herhangi bir yapinin toplam hacmi ve yapi bilesenlerin ayr1
ayr1 hacminin 6l¢iilmesi, yap1 bilesenlerinin birbirine olan ya da toplam yapiya olan
oransal degerinin elde edilmesi agisindan giivenilir ve tarafsiz bir yontemdir. Bu
yontemde her kesitin ayni1 yiizeye bakmasi ve birbirine paralel olmasi dnemlidir

(Gundersen and Jensen, 1987).

Hacim o6l¢iimiinde kullanilan noktali alan cetvelindeki nokta siklig1 ve kesit
ornekleme orani uygun hata katsayis1 (HK<0,05) g6z oniinde tutularak pilot ¢alisma
ile belirlendi. Hipokampus hacmi ve prefrontal korteks hacmine iligkin degisim

katsayis1 degerleri (DK<0,2) kabul edilebilir degerdeydi.
3.13. Immiinohistokimyasal Analizler

IGF-1 ve IGF-1R proteinlerinin beyindeki ekspresyonlari hipokampusun cornu
ammonis bolgerinde ve prefrontal kortekste immiinohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Her sican beyninden elde edilen 7 pm kalinligindaki ince parafin
kesitler deparafinizasyon islemini takiben IGF-1 (Cat No: E-AB-40014, Elabscience,
USA) (1:100) ve IGF-1R (Cat No: bs-0227R, Bioss, USA) (1:200) antikorlar

kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapildi. Immiinohistokimyasal analizler
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esnasinda, deparafinizasyon sonrasi kesitler, %3’liik H20- ile muamele edildi. Fosfat
tampon ile yikanan kesitler, daha sonra epitoplarin agilmasi i¢in sitrat tamponunda
(1:10, Thermo Fisher Scientific, ingiltere) 800 Watt mikrodalga firinda kaynatild1.
Non-spesifik boyamay1 engellemek igin kesitler protein blokla inkiibe edildi. Fosfat
tampon ile yikanan kesitler, primer antikorda +4°C’de bir gece bekletildi. Daha sonra
sirastyla Biyotinli antikor ve streptavidinli peroksidaz enzimi ile oda sicakliginda
inkiibe edilen kesitlerden meydana gelen tepkime AEC kromojen ile gosterildi. Ara
yikamalar fosfat tampon ile yapildi. Ters boyamalarda Mayer hematoksilen (Abcam,
ABD) kullanildi. Kahverengi boyanan ¢ekirdekler pozitif reaksiyon olarak
degerlendirildi.

Materyal ve metodun akis semas1 Sekil 3.7°dedir.
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3.14. istatiksel Analiz

Calisma gruplarmin relatif gen ekspresyon analizi, Beta-2-mikroglobulin
geni referans gen ve kontrol gruplar1 da kalibrator olarak kabul edilerek, QTAGEN
20009 relative expression software (REST) programi kullanilarak yapildi.

Calisma gruplarinin agik alan testi, prefrontal korteks ve hipokampusta ELISA
yontemi ile dlgiilen IGF-1 ve IGF-1R protein diizeyleri (ng/mg protein), stereolojik
(hacim olgiimii) ve immunohistokimyasal incelemeden (IGF-1 ve IGF-1R protein
diizeyleri) elde edilen veriler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Sciences)
yazilimi araciligi ile istatistiksel ac¢idan degerlendirildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. A¢ik alan testi verileri ve prefrontal
kortekste IGF-1 protein diizeyleri normal dagilima uymadigindan Kruskal-Wallis ve
Mann-Whitney U testi uygulandi. Diger parametreler normal dagilima uydugundan

One Way Anova ve Post-hoc Tukey ve Tamhane testi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Acik Alan Testi Sonuclar:

Acik alan testinde gezdigi kare sayist1 (P=0.021), merkeze girme sayisi
(P=0.031) ve sahlanma sayisinda (P=0.000) ketamin grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir artis saptanirken defekasyon sayisinda anlamli bir degisiklik
saptanmamustir (P=0,423) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Acik alan testi sonuglar

Kontrol Ketamin P
Gezdigi kare 22,25+24,95 36,75+12,757 0,021
sayisl
Merkeze girme 0,16+0,389 0,75+0,753 0,031
sayisl
Sahlanma 0,33+0,49 2,58+1,24 0,000
sayisli
Defekasyon 2,08+2,15 2,33+1,55 0,423
sayisli

4.2. Kantitatif Real Time-PCR Sonuglari

Prefrontal kortekste farkli galisma gruplarindaki Beta-2-mikroglobulin, IGF-
1 ve IGF-1R gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in CDNA numuneleri ile

yapilan PCR ¢aligmalarindan elde edilen Ct degerleri Tablo 4.2°de gésterilmistir.

Tablo 4.2. Prefrontal kortekste yapilan PCR ¢aligmalarindan elde edilen Ct degerleri

Beta-2-mikroglobulin IGF-1 IGF-1R
Ctl Ct2 Cil Ct2 Ctl Ct2

CPC1 22,00 21,53 34,16 34,23 24,11 23,99
CPC2 21,46 21,25 33,86 33,98 23,36 23,44
CPC3 21,46 21,46 34,32 34,65 23,59 23,46
CPC4 21,9 21,66 34,37 33,86 24,85 25,01
CPC5 24,62 24,48 37,09 37,36 27,16 27,41
CPC6 21,16 21,18 33,12 33,28 23,84 23,88
CPC7 21,11 21,22 33,86 33,49 23,66 23,82
CPC8 22,23 22,06 34,81 34,12 25,05 25,04
CPC9 23,77 23,71 36,06 35,85 27,62 27,5

CPC10 22,5 22,36 34,73 35,07 24,62 24,71
CPC11 22,4 22,38 33,53 34,9 24,8 24,97
CPC12 23,06 22,95 34,21 34,32 26,39 26,13
KPC1 20,89 20,72 31,7 32,18 23,55 23,54
KPC2 25,71 25,6 38,02 37,98 32,00 31,39
KPC3 21,17 21,14 32,17 32,04 23,75 23,91
KPC4 21,19 21,03 33,91 34,07 23,78 23,94
KPC5 23,82 23,39 35,00 34,45 26,74 26,96
KPC6 24,44 25,61 37,41 37,51 30,51 31,03
KPC7 20,95 20,92 33,6 33,5 24,6 24,68
KPC8 25,14 25,17 38 37,33 30,74 31,30
KPC9 20,57 20,48 32,77 32,95 23,59 23,68
KPC10 24,23 24,17 36,84 36,76 30,64 30,61
KPC11 24,13 24,1 36,31 36,91 29,73 29,98
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KPC12 25,63 25,81 36,20 36,88 31,94 32,72

OPC1 22,52 22,45 32,78 32,96 24,93 24,79
OPC2 20,21 20,62 32,3 32,69 23,04 23,32
OPC3 21,11 21,14 32,8 32,87 23,3 23,46
OPC4 21,3 21,26 33,27 33,88 23,93 23,9

OPC5 20,67 20,61 30,56 31,24 23,13 23,06
OPC6 22,73 22,91 32,54 32,78 25,37 25,79
OPC7 20,47 20,3 32,34 32,72 23,02 23,03
OPC8 23,38 23,38 35,67 34,75 26,48 26,66
OPC9 20,41 20,32 31,32 31,76 23,27 23,26
OPC10 23,38 24,24 36,14 35,62 26,64 26,63
OPC11 24,92 25,06 34,57 35,45 27,64 21,67
OPC12 21,94 22,35 32,96 33,46 24,55 24,75
KOPC1 24,75 24,99 37,71 37,18 27,78 27,91
KOPC2 22,98 22,93 34,34 35,24 24,03 24,18
KOPC3 22,51 22,47 35,18 34,63 24,26 24,32
KOPC4 22,62 22,5 35,23 33,77 24,95 24,98
KOPC5 22,59 22,65 33,69 33,44 25 25,07
KOPC6 22,82 22,78 35,36 35,84 25,16 25,54
KOPC7 251 24,98 37,58 37,82 28,07 27,99
KOPC8 22,42 22,35 35 34,63 24,62 24,7

KOPC9 22,43 22,28 34,22 34,5 24,58 24,46
KOPC10 22,8 22,83 33,85 34,11 23,8 23,69
KOPC11 22,11 22,02 33,85 33,97 24,59 24,42
KOPC12 22,52 22,73 34,96 34,93 24,57 24,5

(CPC: PFC kontrol, KPC: PFC ketamin, OPC: PFC olanzapin, KOPC: PFC ketamin-+olanzapin )

Hipokampusta farkli ¢alisma gruplarindaki Beta-2-mikroglobulin, IGF-1 ve
IGF-1R gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in cCDNA numuneleri ile yapilan

PCR c¢aligmalarindan elde edilen Ct degerleri Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Hipokampusta yapilan PCR ¢alismalarindan elde edilen Ct degerleri

Beta-2-mikroglobulin IGF-1 IGF-1R
Ctl Ct2 Ctl Ct2 Ctl Ct2
CH1 22,79 22,46 33,31 34,02 27,36 27,38
CH2 22,9 22,68 33,72 33,49 28,0 27,87
CH3 22,77 22,66 33,55 33,75 28,12 28,1
CH4 24,8 24,48 36,66 35,76 29,74 29,79
CH5 24,05 24,02 34,86 34,18 28,32 28,41
CH6 23,48 23,26 33,85 33,59 27,02 27,04
CH7 23,71 23,48 34,4 34,32 28,55 28,47
CH8 23,14 23,03 34,51 34,25 28,02 28,27
CH9 23,28 23,2 33,46 33,61 28,86 28,96
CH10 23,31 23,29 33,48 33,85 28,64 28,33
CH11 23,22 23,04 34,3 35,27 28,36 28,12
CH12 24,2 24,08 34,73 34,69 28,99 29,0
KH1 22,78 22,89 34,23 34,14 29,04 30,12
KH2 23,15 23,19 34,68 34,96 27,66 27,82
KH3 23,3 23,23 34,82 35,43 29,85 29,58
KH4 23,36 23,07 33,74 34,62 29,88 29,55
KH5 23,39 23,46 34,99 34,05 28,56 28,5
KH6 24,01 23,94 35,88 35,76 27,92 27,83
KH7 22,84 22,83 35,17 35,26 26,52 26,79
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KH8 22,99 23,04 34,84 35,46 26,67 26,81

KH9 23,46 23,37 35,19 34,92 26,73 27,1

KH10 22,64 22,59 34,79 34,48 26,45 26,52
KH11 23,08 23,45 34,12 34,9 26,47 26,66
KH12 23,14 23,0 34,19 34,17 26,44 26,25
OH1 22,64 22,52 34,33 33,65 26,05 26,06
OH2 23,51 23,68 35,33 36,61 27,48 27,2

OH3 24,59 24,3 35,15 35,5 27,39 27,61
OH4 23,62 23,64 35,96 35,89 26,36 26,19
OH5 21,96 21,78 32,12 32,15 23,83 23,68
OH6 23,97 23,88 33,91 34,44 27,44 27,34
OH7 22,76 22,54 35,89 34,25 25,23 25,24
OH8 23,5 23,38 34,32 35,75 26,88 26,81
OH9 21,52 21,33 31,38 31,59 24,15 24,31
OH10 20,99 21,06 32,58 32,15 23,93 23,64
OH11 21,08 20,99 32,68 32,6 24,12 24,23
OH12 22,56 22,82 33,84 34,19 25,77 25,63
KOH1 23,6 23,68 32,63 32,66 35,88 37,28
KOH2 24,2 24,28 33,33 33,29 37,74 38,74
KOH3 22,19 22,18 35,33 34,52 36,31 36,17
KOH4 22,51 22,36 34,77 35,25 36,13 35,9

KOH5 24,09 23,92 37,31 38,27 35,62 36,64
KOH6 22,71 22,67 35,14 33,53 37,43 38,17
KOH7 24,6 24,56 33,88 33,7 36,73 37,37
KOH8 23,22 23,43 33,77 33,55 36,9 36,9

KOH9 24,02 23,96 33,89 33,69 38,93 37,86
KOH10 23,76 23,85 33,46 33,85 37,35 36,6

KOH11 23,86 23,96 35,69 36,44 37,97 36,78
KOH12 22,84 22,95 35,05 34,49 36,11 36,71

(CH: HC kontrol, KH: HC ketamin, OH: HC olanzapin, KOH: HC ketamin+olanzapin)

Caligma gruplarmim relatif gen ekspresyon analizi, Beta-2-mikroglobulin
geni referans gen ve kontrol gruplart da kalibrator olarak kabul edilerek, QIAGEN
2009 relative expression software (REST) programi kullanilarak yapildi.

14 giin boyunca 25 mg/kg ketamin uygulanan ratlarin prefrontal korteksinden
calisilan IGF-1 ve IGF-1R gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla ketamin uygulanan grupta IGF-1 gen
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik goézlenmezken IGF-1R gen
ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldig: (P=0,001) goriilmektedir.

Tablo 4.4. Prefrontal kortekste ketamin grubu REST analizi sonuglart

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata  95% C.I. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000

IGF-1 0,99 1,154 0,715-2,401 0,436 - 3,434 0,386

IGF-1R 0,99 0,277 0,079 - 0,961 0,050 - 1,550 0,001 DOWN

(P: Anlamlilik degeri, DOWN: Downregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig)
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Sekil 4.1. Prefrontal kortekste ketamin grubu REST analizi sonuglari

14 giin boyunca 2 mg/kg olanzapin uygulanan ratlarin prefrontal korteksinden
caligilan IGF-1 ve IGF-1R gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla olanzapin uygulanan grupta IGF-1 gen
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir artis (P=0,002) go6zlenirken IGF-1R gen

ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir.

Tablo 4.5.Prefrontal kortekste olanzapin grubu REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata  95% C.I. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000
IGF-1 0,99 2,082 1,103 -4,609 0,632 - 6,599 0,002 UP
IGF-1R 0,99 1,016 0,686 - 1,508 0,547 - 2,350 0,901

(P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.1.: Confidens Intervale, Giiven Aralig)
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Sekil 4.2. Prefrontal kortekste olanzapin grubu REST analizi sonuglari

14 giin boyunca 25 mg/kg ketamin ve 8-14 giin arasinda ilave olarak 2 mg/kg
olanzapin uygulanan ratlarin prefrontal korteksinden ¢alisilan IGF-1 ve IGF-1R gen
ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla ketamintolanzapin uygulanan grupta IGF-1 gen ekspresyon diizeylerinde
anlamli bir degisiklik gozlenmezken IGF-1R gen ekspresyon diizeylerinde anlamli bir

artis (P=0,037) oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.6. Prefrontal korteksteketamin+olanzapingrubu REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% C.1. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000

IGF-1 0,99 1,169 0,753-1,881 0,450 - 2,984 0,330
IGF-1R 0,99 1,431 0,830 - 2,552 0,569 - 4,406 0,037 UP

(P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 4.3. Prefrontal kortekste ketamin+olanzapin grubu REST analizi sonuglari

14 giin boyunca 25 mg/kg ketamin uygulanan ratlarin hipokampusundan
caligilan IGF-1 ve IGF-1R gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.7 ve Sekil 4.4°de
gosterilmigtir. Kontrol grubuna kiyasla ketamin uygulanan grupta IGF-1 gen
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma (P=0,002) gozlenirken IGF-1R gen

ekspresyonunun anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir.

Tablo 4.7. Hipokampustaketamingrubu REST analizi sonuglar

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% C.1. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000

IGF-1 0,99 0,592 0,370 - 0,914 0,277 - 1,416 0,002 DOWN
IGF-1R 0,99 1,274 0,371 - 3,061 0,210 - 4,259 0,413

(P: Anlamlilik degeri, DOWN: Downregiilasyon, C.1.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 4.4. Hipokampusta ketamin grubu REST analizi sonuglar
14 giin boyunca 2 mg/kg olanzapin uygulanan ratlarin hipokampusundan
calisilan IGF-1 ve IGF-1R gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.8 ve Sekil 4.5°de
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla olanzapin uygulanan grupta IGF-1 gen
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir degisiklik gézlenmezken IGF-1R gen ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir artis (P=0,000) tespit edilmistir.

Tablo 4.8. Hipokampustaolanzapingrubu REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% C.1. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000

IGF-1 0,99 0,722 0,383-1,413 0,246 - 2,532 0,099
IGF-1R 0,99 3,712 2,459 - 5,699 1,255 - 9,241 0,000 UP

(P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 4.5. Hipokampusta olanzapin grubu REST analizi sonuglari

14 giin boyunca 25 mg/kg ketamin ve 8-14 giin arasinda ilave olarak 2 mg/kg
olanzapin uygulanan ratlarin hipokampusundan c¢alisilan IGF-1 ve IGF-1R gen
ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 4.9 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. Kontrol grubuna
kiyasla ketamintolanzapin uygulanan grupta IGF-1 gen ekspresyon diizeylerinde
anlamli bir degisiklik gozlenmezken IGF-1R gen ekspresyon diizeylerinde anlamli bir

azalma (P=0,000) tespit edilmistir.

Tablo 4.9. Hipokampustaketamin+olanzapingrubu REST analizi sonuglar

Gen Verimlilik Ekspresyon Standart Hata 95% C.I. P Sonug
Beta-2-mikroglobulin 0,99 1,000

IGF-1 0,99 0,897 0,264 - 3,068 0,107 - 5,467 0,751

IGF-1R 0,99 0,003 0,001 - 0,005 0,001 - 0,008 0,000 DOWN

(P: Anlamlilik degeri, DOWN: Downregiilasyon, C.1.: Confidens intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 4.6. Hipokampusta ketamin+olanzapin grubu REST analizi sonuglari

Calisma gruplarinin prefrontal kortekste IGF-1 gen ekspresyon diizeyleri Sekil
4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Prefrontal korteks IGF-1 genekspresyon diizeyleri
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Calisma gruplarinin prefrontal kortekste IGF-1R gen ekspresyon diizeyleri
Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Prefrontal korteks IGF-1R gen ekspresyon diizeyleri

Calisma gruplarinin hipokampusta IGF-1 gen ekspresyon diizeyleri Sekil
4.9’da verilmistir.

60



4,00
3,00
-—
[T
Q oo
Q
I
T T
1,00
l T
L L J_
00—
T T T T
Kontrol Ketamin Olanzapin Ketamin+Clanzapin

Grup

Sekil 4.9. Hipokampus IGF-1 gen ekspresyon diizeyleri

Calisma gruplarmin hipokampusta [IGF-1Rgen ekspresyon diizeyleri Sekil
4.10°da verilmistir.
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. Sekil 4.10. Hipokampus IGF-1R gen ekspresyon diizeyleri

4.3. ELISA Tle Protein Diizeyi Sonuclari

Ratlarin prefrontal korteks ve hipokampusundan galisilan IGF-1 ve IGF-1R
protein diizeyleri sonuglari Tablo 4.10’dagésterilmistir. Prefrontal kortekste; kontrol
grubuna kiyasla diger li¢ grupta IGF-1 protein diizeylerinde anlamli bir degisik
gozlenmemistir (P=0.520). Bu bolgede IGF-1R protein diizeylerinde de kontrol
grubuna kiyasla diger ii¢ grupta anlamli bir degisiklik gézlenmezken ketamin vs

ketamintolanzapin grubu arasinda anlamli bir degisiklik oldugu saptanmistir

(P=0.08).

Hipokampusta; kontrol grubuna kiyasla diger ti¢ grupta IGF-1 protein
diizeylerinde anlamli bir azalis oldugu (kontrol vs ketamin P=0.013, kontrol vs olz
P=0.023, kontrol vs ket+olz P=0.005) saptanmigtir (P=0.000). Bu bolgede IGF-1R
protein diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla ketamin+ olanzapin grubunda anlaml

bir azalis oldugu saptanmistir (P=0.001).
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Tablo 4.10. Prefrontal korteks ve hipokapusta dlgiilen IGF-1 ve IGF-1R protein diizeyleri

Doku  Test Kontrol Ketamin Olanzapin Ket+Olz P
PFC IGF-1 178.96+85.6 213.65+76.24  204.12+74.00  191.69+97.97  0.520
(ng/mg protein) 4
IGF-1R 128.47+65.6 187.31+37.81  136.70+29.12  105.55+23.91% 0.008
(pg/mg protein) 9
HC IGF-1 316.79+121. 177.79+£25.79  187.41+45.15 152.93+66.98  0.000
(ng/mg protein) 08P
IGF-1R 205.63+64.9 152.97+41.19 144.45+54.70  100.97+48.45¢ 0.001

(pg/mg protein) 1

a post-hoc tamhane ketamin vs ket+olz P=0.010
b post-hoc tamhane kontrol vs ketamin P=0.013, kontrol vs olz P=0.023, kontrol vs ket+olz P=0.005
¢ kontrol vs ketamin+olanzapin P=0.003

4.4. Histolojik Stereoloji inceleme Sonuclar

Prefrontal kortes ve hipokampusun histolojik strereoloji inceleme sonuglart
Tablo 4.11°de gosterilmistir. Prefrontal korteks hacminde ketamin grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalis (P=0.000) tespit edilmistir. Hipokampus hacminde
kontrol grubuna kiyasla diger ii¢ grupta anlamli bir azalis (kontrol vs ketamin P=0.000,
kontrol vs olz P=0.000, kontrol vs ket+olz P=0.000) tespit edilmistir.

Tablo 4.11.Prefrontal kortes ve hipokampusun histolojik strereoloji inceleme sonuglari

Kontrol Ketamin Olanzapin  Ket+Olz P

Prefrontal 66.55+0.43 62.08+1.31* 67.05+0.74 67.17+0.66 0.000
Korteks

Doku hacmi

(mm?)

Hipokampus  9.85+0.74° 8.14+0.05 8.08+0.12  8.54+0.21  0.000
Doku hacmi

(mm?®)

a post-hoc Tukey kontrol vs ketamin P=0.000
b post-hoc Tukey kontrol vs ketamin P=0.000, kontrol vs olz P=0.000, kontrol vs ket+olz P=0.000

Calisma gruplarma ait prefrontal korteks bolgelerinin yiiksek biiylitmede

temsili genel goriintiisti Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Calisma gruplaria ait prefrontal korteks bdlgelerinin yiiksek biiylitmede temsili genel
goriintiisii Oklar, ilgili bolgelerde yerlesik noronlart gostermektedir (Cresyl violet
boyama)

Calisma gruplarina ait hipokampus bolgelerinin yiiksek biiylitmede temsili
genel goriintiisti Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Calisma gruplarina ait hipokampus bolgelerinin yiiksek biiyiitmede temsili genel goriintiisi
Oklar, deney gruplarinda hipokampus bolgelerinin azalmis hiicre yogunlugu ve incelmis
hiicre tabakalarimi gostermektedir (Cresyl violet boyama)

4.5. immiinohistokimyasal Analiz Sonuglar

Prefrontal kortekste IGF-1 immununohistokimyasal boyama sonucu kontrol
grubuna kiyasla olanzapin grubunda (P=0,000) ve ketamin+olanzapin grubunda
(P=0.031) anlaml1 bir artis gézlenmistir. Bu bolgede IGF-1R immunohistokimyasal
boyama sonucu kontrol grubuna kiyasla ketamin grubunda anlamli bir azalma
(P=0.000), ketamin+olanzapin grubunda anlamli bir artig (P=0.000) tespit edilmistir
(Tablo 4.12, Sekil 4.13).

Hipokampusta IGF-1 immunohistokimyasal boyama sonucu kontrol grubuna
kiyasla diger ii¢ grupta anlam bir azalma (kontrol vs ketamin P=0.000, kontrol vs olz
P=0.011, kontrol vs ket+olz P=0.035) go6zlenmistir. Bu bolgede IGF-1R
immunohistokimyasal boyama sonucu kontrol grubuna kiyasla olanzapin grubunda
anlamli bir artis (P=0.000) tespit edilirken ketamin+olanzapin grubunda anlamli bir

azalma (P=0.000) tespit edilmistir (Tablo 4.12, Sekil 4.14).
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Tablo 4.12. Prefrontal korteks ve hipokampus IGF-1 ve IGF-1R immunohistokimyasal analiz

sonuglart
Doku Test Kontrol Ketamin Olanzapin  Ket+Olz P
PFC IGF-1  26.8£1.48 27.6+1.94  69.8+1.48%° 30.6+2.6° 0.000

IGF-1IR 28.2+1.64  12.2+1.92° 32.6+3.91 52.6+23.91¢ 0.000

HC IGF-1 26.8+1.48° 17.4+3.28 21.8+1.78 22.6+1.67 0.000
IGF-1R 28.2+1.64 3140+ 71.6+3.20" 15.6+4.39¢  0.000
3.50

a post-hoc Tukey kontrol vs olz P=0,000,

b post-hoc Tukey kontrol vs ket+olz P=0.031

¢ post-hoc Tukey kontrol vs ketamin P=0.000

d post-hoc Tukey kontrol vs ket+olz P=0.000

e post-hoc Tukey kontrol vs ketamin P=0.000, kontrol vs olz P=0.011, kontrol vs ket+olz P=0.035
f post-hoc Tukey kontrol vs olz P=0.000

g post-hoc Tukey kontrol vs ket+olz P=0.000

80+ Il Control

] [ Ketamin
60+ [ Olanzapin

I Ketamin+Olanzapin
40+
20 l‘
0- T lJl;l T T
NI AN A\ A\
S S S S

Sekil 4.13. Prefrontal kortekste IGF-1 ve IGF-1R immununohistokimyasal boyama

80 E2 Il Control
[ Ketamin
60+ [ Olanzapin

[ Ketamin+Olanzapin
40+

Ml

Sekil 4.14. Hipokampusta IGF-1 ve IGF-1R immununohistokimyasal boyama
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Prefrontal korteks bolgesinde gruplara ait IGF-1 immiinohistokimyasal

boyama goriintiileri Sekil 4.15°de verilmistir.

Sekil 4.15. Prefrontal korteks gruplara ait IGF-1 immiinohistokimyasal boyama gériintiileri (oklarin
gostermis oldugu kahverengi boyanan alanlar immiin pozitif boyanan ndronlari
gostermektedir)

Prefrontal korteks bolgesinde gruplara ait IGF-1R immiinohistokimyasal
boyama goriintiileri Sekil 4.16°da verilmistir.

Sekil 4.16. Prefrontal korteks gruplara ait IGF-1R immiinohistokimyasal boyama goriintiileri (oklarin
gostermis oldugu kahverengi boyanan alanlar immiin pozitif boyanan ndronlari
gostermektedir)

Hipokampus bdolgesinde gruplara ait IGF-1 immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Hipokampusta gruplara ait IGF-1 immiinohistokimyasal boyama goriintiileri (oklarin
gostermis oldugu kahverengi boyanan alanlar immiin pozitif boyanan ndronlari
gostermektedir)

Hipokampus bolgesinde gruplara ait IGF-1R immiinohistokimyasal boyama
goriintiileri Sekil 4.18’de verilmistir.

Sekil 4.18. Hipokampusta gruplara ait IGF-1R immiinohistokimyasal boyama goriintiileri (oklarin
gostermis oldugu kahverengi boyanan alanlar immiin pozitif boyanan ndronlart
gostermektedir)
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5. TARTISMA

Biz bu calismada, prefrontal korteks hacminde ketamin ile bipolar mani modeli
olusturulan grupta kontrole kiyasla anlamli bir azalma tespit ettik. Hacimdeki bu
azalmaya ragmen IGF-1’in gen ekspresyon, protein diizeylerinde anlamli bir
degisiklik gozlenmezken IGF-1R’nin gen ekspresyon diizeylerinde ve protein
diizeylerinde (immiin boyama) anlamli bir azalma tespit ettik. Olanzapin grubunda
prefrontal korteks hacminde bir degisiklik yoktu ve IGF-1 gen ekspresyon ve protein
diizeylerinde (immun boyama) anlamli bir artis vardi. IGF-1R gen ekspresyon ve
protein diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Ketamin+olanzapin
grubunda da hacimde bir degisiklik gézlenmezken IGF-1 protein (immun boyama),
IGF-1R gen ekspresyon ve IGF-1R protein diizeylerinde (immiin boyama) anlamli bir

artis tespit edilmistir.

Hipokampus hacminde ii¢ deney grubunda da kontrol grubuna kiyasla anlaml
bir azalma tespit ettik. Hacimdeki bu azalmayi destekler sekilde, IGF-1 protein
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla ti¢ grubun hepsinde anlamli bir azalma goriildii.
IGF-1 gen ekspresyon diizeylerinde ise iic grupta da kontrole kiyasla azalma
gbzlenmesine ragmen, sadece ketamin grubundaki azalma istatistiksel olarak
anlamliydi. IGF-1R diizeylerini inceledigimizde ise ketamin grubunda kontrol
grubuna kiyasla IGF-1R gen ekspresyon ve IGF-1R protein diizeylerinde anlamli bir
degisiklik gozlenmezken olanzapin grubunda IGF-1R gen ekspresyon diizeylerinde ve
IGF-1R protein diizeylerinde (immun boyama) anlamli bir artis saptandi.
Ketamin+olanzapin grubunda ise kontrole kiyasla IGF-1R gen ekspresyon ve protein

diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edildi.

Bipolar bozuklugun ortaya ¢ikisinda beynin hangi bolgelerinde hangi
degisikliklerin etkili oldugu tam olarak anlagilamamistir. Subkortikal yapilarin
hacimsel mega analizinde 1745 BB hastas1 ve 2613 saglikli kontrolle yapilan
calismada, BB’ un artmis lateral ventrikiiler boyutu ve azalmig amigdala, hipokampus
ve talamus hacimleri ile iligkili oldugunu gosterilmistir (Hibar et al., 2016). 1043
hastay1 kapsayan 25 caligmanin dahil edildigi bir meta-analizde BB’da hipokampal
hacimdeki azalma manyetik rezonans goriintiileme veya fonksiyonel manyetik
rezonans goriintiileme yontemi ile tespit edilmistir (Otten and Meeter, 2015). Beyin
yapisinin kesitsel calismalari, yasam boyunca BB’de beyin ve prefrontal lob hacminde

azalma, globus pallidus ve lateral ventrikiil hacminde artma gostermektedir (Arnone
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et al., 2009). Bununla birlikte, bipolar bozuklugu olan hastalarda lateral ve medial
prefrontal bolgelerde, insula ve fusiform girusta ve hipokampus ve talamus hacminde
kortikal kalinlikta ince fakat 6l¢iilebilir azalmalar tespit edilmistir (Hibar et al., 2016;
Hibar et al., 2018; Pezzoli et al., 2018). Calismamizda ketamin ile bipolar mani modeli
olusturdugumuz grupta gérdigiimiiz hacim disiikliikleri prefrontal kortekste IGF-
IR’nin gen ekspresyon ve protein diizeylerindeki (immun boyama) azalmayla,
hipokampusta ise IGF-1’in gen ekspresyon ve protein diizeylerindeki azalma ile iligkili
olabilir. Yapilan calismalardan birinde embriyonik beyin gelisimi sirasinda nestin ile
baslatilan IGF-1 asir1 ekspresyonu ile ge¢ gebelikten itibaren beyin agirliginda %10-
20 artig oldugu gosterilmistir (Popken et al., 2004). Bunu destekler sekilde, IGF-1
yoksunu (null) mutant ve IGF-1R delesyonu olan farelerde beyin agirliginda sirasiyla
%29-38 ve %40 azalma oldugu bildirilmistir. (Ye et al., 2002; D’Ercole and Ye, 2008).

Bu bulgular da bizim ¢alismamizdaki bulgularla uyumludur.

Olanzapinin kesin etki mekanizmasimin bilinmemesinin yaninda beyinde ne
gibi degisikliklere sebep oldugu da hala tartigsmali bir konudur (Boonstra et al., 2011).
Literatiirde ilacin noroprotektif etki gosterdigini savunan ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Atipik bir antipsikotik ilag olan olanzapinin ndrodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde kognitif bozukluk ve noropatolojik degisiklikler tizerinde
yararlt etkileri oldugu varsayilmaktadir (He et al., 2005). Olanzapinin ndral
progenitdrlerin ndrogenezini ve/veya proliferasyonunu indiikleyerek terapotik
etkinliklerinden bazilarini sergileyebilecegi ileri siiriilmektedir (Chikama et al., 2017;
Wakade et al., 2002). Yapilan bir ¢alismada, olanzapinin fareleri metamfetamin
kaynakli yiiksek Oliim oranlarindan ve kaudat putamende dopaminerjik terminal
hasara karsi koruyabildigi bildirilmistir (He et al., 2004). Baska bir ¢alismada
olanzapinin glutamat maruziyetinden kaynakli ndrotoksisiteden embriyonik kortikal
noronlart korudugunu gosterilmistir (Koprivica et al., 2011). Bunun yaninda, B-
amyloid peptide(25-35) ile olusturulan oksidatif stres kaynakli norotoksisiteden dolay1
olusan noronal hiicre Sliimiinde olanzapinin doza bagimli bir azalma gdsterdigi
bulunmustur (Yang and Lung, 2011). Olanzapinin ndroprotektif etkisini gdsteren
calismalar daha ¢ok beynin prefrontal korteksine yogunlagsmistir. Yetiskin ratlarla
yapilan bir ¢aligmada kronik olanzapin uygulamasinin prefrontal kortekste hiicre
proliferasyonunu arttirdig: bildirilmistir (Kodama et al., 2004). Olanzapin ile kronik

tedavinin, yetiskin erkek si¢anlarin PFC’sinde yeni fiiretilen hiicrelerin sayisin1 ve
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hayatta kalma oranini artirma yeteneginin incelendigi bir ¢alismada olanzapinin PFC
BrdU etiketli hiicrelerin hem toplam sayisini hem de yogunlugunu 6nemli Olgiide
artirdigy, bildirilmistir (Wang, et al., 2004). Ayrica, olanzapin ile in vivo yetiskin erkek
Sprague-Dawley siganlarina uygulanan kronik tedavinin, prefrontal kortikal piramidal
hiicre dendritlerinde 6-hidroksidopamin kaynakli degisiklikleri tersine g¢evirdigini
bildirilmistir (Wang and Deutch, 2008). Yetigkin erkek Sprague-Dawley si¢anlari ile
yapilan bir baska ¢aligsmada ise fensiklidine maruziyet sonrasi olanzapin ile prefrontal
korteksin II/III katmanindaki asimetrik omurga sinapslarina kars1 koruyucu etkilere
sahip oldugunu gosterilmistir (Elsworth et al.,, 2011). Olanzapinin ndroprotektif
ozellik gosterdigine dair bu ¢alismalar, bipolar bozukluk tedavisinde bu etkinin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat ilacin ndroprotektif 6zelligini hangi molekiiler
yolak iizerinden gergeklestirdigine dair bilgi bulunmamaktadir. Noron gelisiminde
etkisi olan Insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1 ve reseptdrii bu mekanizmalardan biri

olabilir.

IGF-1'in, affektif bozukluklarda bozulmus ndorojenez, miyelinizasyon,
remiyelinizasyon, ndromodiilasyon ve sinaptogenezde yardimci oldugu kanitlanmistir
(O’Kusky et al., 2000; Slavich and Irwin, 2014). Ayrica farklilasmis noronlarda
onemli bir anti-apoptotik sinyaldir (Chrysis et al., 2001; Hodge et al., 2007). IGF-1,
belirli embriyonik asamalarda asir1 eksprese edildiginde noron progenitdrlerinin
genislemesinde derin etkilere sahiptir (Popken et al., 2004). Gelismekte olan beyinde
IGF-1 asir1 ekspresyonu, serebral kortekste toplam ndron sayisinda artiga neden olur.
Ayrica IGF-1, muhtemelen PI3K-Akt yolag: ile aksonal gelisim ve sinaps olusumu
tizerinde gii¢lii etkilere sahiptir (Fernandez and Torres-Aleman, 2012). IGF-1 ayrica
GABAerjik ve glutamaterjik ndronlarin proliferasyonu migrasyonu ve ayrica SSS'de
noronal sinaptogenezde 6nemli rollere sahiptir (Oishi et al., 2009; Hurtado-Chong et
al., 2009). Hayvan depresyon modeliyle yapilan bir ¢alismada IGF-1'in N-metil-D-
aspartat reseptoriinden bagimsiz olarak, IGF-1R ve protein sentezine bagimlh tarzda
uzun slireli potansiyasyonu kalic1 olarak arttirdigi gosterilmistir (Burgdorf et al.,
2015). IGF-1 / IGF-1R sistemi, hem embriyonik gelisim sirasinda hem de yetiskin
beyninde NSC'lerden ve progenitorlerden iiretilen néronlarin biiyiik 6l¢tide PI3K / Akt
yolu araciligiyla farklilagsmasini ve olgunlagsmasini diizenler (Aberg et al., 2000;
Brooker et al., 2000; O'Kusky et al., 2000; Trejo et al., 2001; VicarioAbejon et al.,
2003; Otaegi et al., 2006; Carlson et al., 2014; Zhang et al., 2014; Yuan et al., 2015).
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IGF-1, astrositlerin ve oligodendrositlerin gelisimini de etkiler (Ye and D'Ercole,
2006; O'Kusky and Ye, 2012). Noral progenitorlerin miyelin iireten olgun
oligodendrositlere farklilagsmasini tesvik eder ve fizyolojik kosullar altinda ve
yaralanmadan sonra astrositlerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir (Cao et al.,
2003; Yeetal., 2004). IGF-1 ve IGF-1R KO farelerinde, embriyonik gelisim ve dogum
sonrast SVZ-OB ve HC'de nérojenez sirasinda néron sayisinda bir azalma tarif
edilmistir (Baker et al., 1993; Liu et al., 1993, 2009; Powell-Braxton et al., 1993; Beck
et al., 1995; Hurtado-Chong et al., 2009). IGF-1, kiiltiirdeki embriyonik koku sogani
kok hiicrelerine eklendiginde, néronlarin, astrositlerin ve oligodendrositlerin sayisinda
bir artis meydana getirirken, IGF-1 KO farelerinden izole edilen eOBSC'lerin
farklilagsmasinda bir azalma gozlenmistir (Vicario-Abejon et al., 2003; Otaegi et al.,
2006). IGF-1 KO hayvanlarin dogum sonrasi yetiskin OB'sinde, muhtemelen yukarida
bahsedildigi gibi SVZ'den degisen noroblast ¢ikist ve gd¢ nedeniyle inter ndron
popiilasyonlarinin sayisinda azalma goézlenmistir (Hurtado-Chong et al., 2009).
Aksine, IGF-1'1 asir1 eksprese eden hayvanlar, HC'deki néronlarin sayisinda bir artis
sergilemektedir (O’Kusky et al., 2000; Popken et al., 2004; Carlson et al., 2014).
Olanzapinin IGF-1 tizerine etkisini inceleyen ise bildigimiz kadariyla bugiine kadar iki
calisma yapilmistir. Bunlardan ilki endotel hiicresi/adipoz tiirevi stromal hiicre ko-
kiltirti ile yapilan bir ¢alismadir ve olanzapinin IGF-1 mRNA ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir (Xue et al., 2017). Ikinci ¢aligmada ise cuprizona maruz kalan
CS57BL/6 farelerinde olusan noropatolojik degisiklikleri olanzapinin diizelttigi ve
frontal korteksinde IGF-1 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Zhang et al., 2014).
Bizim ¢alismamizda, PFC’de olanzapin uygulanan ratlarda IGF-1 gen ekspresyon ve
protein diizeylerinde (immun boyama) anlamli bir artig tespit edilmistir. Bulgularimiz,
bipolar mani modeli olusturulmus ratlarin  olanzapin ile tedavisinin
(ketamin+olanzapin) ise IGF-1 protein diizeylerini (immun boyama) ve IGF-1R gen
ekspresyon ve protein diizeylerini (immun boyama) arttirarak prefrontal kortekste
noroprotektif bir etki gosterebilecegini  disiindiirmektedir. Olanzapin  ve
ketamin+olanzapin uygulanan gruplarda prefrontal kortekste hacimde bir degisiklik

gdzlenmemesi bu degisikliklere bagli olabilir.

Olanzapinin  néroprotektif etkisini  bildiren ¢alismalarin  yan1  sira
norodejeneratif etkisinden bahseden ¢alismalar da bulunmaktadir. Olanzapin tedavisi

ile beyin kortikal kalinligi ve gri/beyaz cevher kontrasti arasindaki iligkinin
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arastirildigr bir ¢alismada, olanzapin kullananlarda korteksin (frontal, orbitofrontal,
medial temporal) daha ince oldugu yogunluk kontrastinin saglikli kontrole kiyasla
benzer oldugu bildirilmistir (Gjerde et al., 2018). Olanzapin ile tedaviden sonra,
hastalarda saglikli kontrollere kiyasla gri madde hacminde azalma oldugu bildirilmistir
(Molina et al., 2007). Makak maymun ile kronik olanzapine maruz kalma modelinin
gelistirildigi bir ¢aligmada, olanzapin uygulanan hayvanlarda ortalama taze beyin
agirliklarinda ve sol taze beyin agirliklarinda ve hacimlerinde %8-11'lik bir azalma
gbzlenmistir., Farkliliklar tiim ana beyin bolgelerinde (frontal, parietal, temporal,
oksipital ve serebellum) gozlenmistir. Parietal bolgenin stereolojik analizi ile hem gri
hem de beyaz maddede benzer hacim azalmalari tespit edilmistir. Sonug olarak, insan
dis1 primatlarin antipsikotiklere (olanzapin) kronik olarak maruz kalmasi beyin
hacminde azalma ile iliskilendirilmistir (Dorph-Petersen et al., 2005). Olanzapine
kronik maruziyetin frontal serebral korteks hacminde (%8-%12) bir azalmadan
kaynaklanan tiim beyin hacminde Onemli bir azalmaya (%6-%8) sebep oldugu
bildirilmistir (Vernon et al., 2011). Olanzapinin hem in vitro hem de in vivo olarak
otofaji ve apoptoz indiiksiyonu ile birlikte glioma hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ettigi bildirilmistir (Wang et al., 2014). Yiiksek doz olanzapinin, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretiminde artma, mitokondriyal hasar ve mitofaji inhibisyonu
yoluyla hipotalamik néronlarin noérotoksisitesine neden olabilecegi bildirilmistir (Boz
et al., 2020). Bizim de c¢alismamizda olanzapin ve ketamin+olanzapin grubunda
hipokampus hacminde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlenmesi bu
bulgulart destekler niteliktedir. Buna ilaveten, hipokampusta, IGF-1 protein
diizeylerinde olanzapin ve ketamin+olanzapin grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir azalma g6zlenirken, gen ekspresyon diizeylerinde her iki grupta da kontrole
kiyasla azalma olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi. Olanzapin
grubunda IGF-1R gen ckspresyon ve protein diizeylerinde (immun boyama)
gerceklesen artis ise IGF-1 diizeylerindeki azalmaya karsi bir kompanzasyon
mekanizmasi olarak meydana gelmis olabilir. IGF-1 seviyesinin azalmast IGF-1R
seviyesinin artisina yol aciyor olabilir (Bergstedt and Wieloch, 1993).
Ketamin+olanzapin grubunda ilging bir sekilde kontrole kiyasla IGF-1R gen
ekspresyon ve protein diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir. IGF-
IR’lindeki bu azalmanin sebebi de ilag etkilesimi olabilir. Ancak bunun acikliga

kavusturulmasi i¢in daha ileri incelemelere ihtiya¢ bulunmaktadar.
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Bizim bulgumuzun aksine, olanzapinin hipokampusta norotoksik etkisinin
aksini savunan ¢aligmalar da bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada olanzapinin hem
akut hem de kronik dozunun, sensorimotor kortekste kan beyin perfiizyonunda
azalmaya neden olurken, piriform korteks veya hipokampusta herhangi bir etki
gozlenmedigi tespit edilmistir. Bu bulgular destekler sekilde, olanzapine kronik
maruziyetin hipokampiis hacminde degisiklige sebep olmadig bildirilmistir (Crum et
al., 2016). Olanzapinin, hipokampusta okadaik asidin neden oldugu uzamsal hafiza
bozuklugunu ve noropatolojik degisiklikleri Onemli Ol¢lide azalttigi da ileri
siriilmiistiir (He et al.,, 2005). Ratlara olanzapin uygulanmasi kainik asit ile
indiiklenen hipokampal néronal kaybi da tersine ¢evirebilir (Csernansky et al., 2006).
Yetigkin ratlarla yapilan bir ¢alismada kronik olanzapin uygulamasinin hipokampusta
hiicre proliferasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Kodama et al., 2004). Yetiskin farelere
olanzapin uygulamasinin hipokampusta BrdU-pozitif hiicrelerin yogunlugunu 6énemli
oOl¢iide arttirmasi da bu hipotezi destekleyen diger bir bulgudur. (Chikama et al., 2017,
Wakade et al., 2002).

Bizim c¢alismamizin en Onemli limitasyonlarindan biri, fosfo-IGF-1R
(fosforillenmis IGF-1R) protein diizeylerinin incelenmemis olmasidir. IGF-1’in
reseptoriine baglanmasinin ardindan meydana gelen otofosforilasyonun arastirilmasi

olanzapinin etki mekanizmasini agiga kavusturmak igin faydali olacaktir.

Sonug olarak, bipolar bozuklugun altinda yatan sebeplerden biri de prefrontal
korteks ve hipokampusta IGF-1 ve IGF-IR diizeyindeki degisiklikler olabilir.
Hastaligin tedavisinde kullanilan olanzapin, farkli beyin bolgelerinde farkli etkiler
gosteriyor olabilir. Bulgularimiz olanzapinin prefrontal kortekste IGF-1 ve IGF-1R
diizeylerini arttirarak noroprotektif bir etki, hipokampusta ise IGF-1 ve IGF-1R
diizeylerinde azalmaya sebep olarak ndrodejeneratif bir etki gosterebilecegine isaret
ediyor olabilir. Calismamiz, bipolar bozuklugun molekiiler tan1 ve tedavisi i¢in dncii

bir ¢calisma olup ileri calismalar ve klinisyenler i¢in yol gosterici olacaktir.
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6. SONUC

1.

Prefrontal kortekste ketamin; hacimde, IGF-1R’nin gen ekspresyon ve
protein diizeylerinde (immiin boyama) azalmaya neden oldu.
Prefrontal kortekste olanzapin; IGF-1 gen ekspresyon ve protein
diizeylerini (immun boyama) arttirdu.

Prefrontal kortekste ketamin ile bipolar mani modeli olusturulan ratlara
olanzapin uygulanmasi; IGF-1 protein (immun boyama), IGF-1R gen
ekspresyon ve protein diizeylerini (immiin boyama) arttirdi.
Hipokampusta ketamin/olanzapin/ketamin+olanzapin uygulanmasi
hacimde ve IGF-1 protein diizeylerinde azalmaya neden oldu.
Hipokampusta, ketamin IGF-1 gen ekspresyon diizeylerini azaltti.
Hipokampusta, olanzapin IGF-1R gen ekspresyon ve protein

diizeylerini (immun boyama) arttirdi.

. Hipokampusta, ketamin ile bipolar mani modeli olusturulan ratlara

olanzapin uygulanmas1 IGF-1R gen ekspresyon ve protein diizeylerini

azaltti.

75



KAYNAKCA

Aberg, M. A., Aberg, N. D., Hedbédcker, H., Oscarsson, J., and Eriksson, P. S. (2000).
Peripheral infusion of IGF-l selectively induces neurogenesis in the adult rat
hippocampus. J. Neurosci. 20, 2896-2903.

Aburto, M. R., Magarifios, M., Leon, Y., Varela-Nieto, I., and Sanchez-Calderon, H. (2012).
AKT signaling mediates IGF-I survival actions on otic neural progenitors. PLoS ONE
7:30790.

Adams, J. D., Castagnoli, N., & Trevor, A. J. (1978). Quantitative analysis of ketamine
enantiomers. Proceedings of the Western Pharmacology Society, 21, 471-472.

Altamura, A. C., Dell'Osso, B., Berlin, H. A., Buoli, M., Bassetti, R., & Mundo, E. (2010).
Duration of untreated illness and suicide in bipolar disorder: a naturalistic
study. European archives of psychiatry and clinical neuroscience, 260(5), 385-391.

Altshuler, L. L., Ventura, J., van Gorp, W. G., Green, M. F., Theberge, D. C., & Mintz, J.
(2004). Neurocognitive function in clinically stable men with bipolar | disorder or
schizophrenia and normal control subjects. Biological psychiatry, 56(8), 560-569.

Angst, J., & Marneros, A. (2001). Bipolarity from ancient to modern times: conception, birth
and rebirth. Journal of affective disorders, 67(1-3), 3-19.

Arnone, D., Cavanagh, J., Gerber, D., Lawrie, S. M., Ebmeier, K. P., & Mclntosh, A. M.
(2009). Magnetic resonance imaging studies in bipolar disorder and schizophrenia:
meta-analysis. The British journal of psychiatry : the journal of mental science, 195(3),
194-201.

Arsenijevic, Y., Weiss, S., Schneider, B., and Aebischer, P. (2001). Insulin-like growth factor-
| is necessary for neural stem cell proliferation and demonstrates distinct actions of
epidermal growth factor and fibroblast growth factor-2. J. Neurosci. 21, 7194-7202.

Avery, S. N., Williams, L. E., Woolard, A. A., & Heckers, S. (2013). Relational memory and
hippocampal function in psychotic bipolar disorder. European archives of psychiatry
and clinical neuroscience, 10.1007/s00406-013-0442-z.

Bach, M. A., Shen-Orr, Z., Lowe, W. L., Jr, Roberts, C. T., Jr, & LeRoith, D. (1991). Insulin-
like growth factor | mMRNA levels are developmentally regulated in specific regions of
the rat brain. Brain research. Molecular brain research, 10(1), 43-48.

Baker, J., Liu, J. P., Robertson, E. J., and Efstratiadis, A. (1993). Role of insulinlike growth
factors in embryonic and postnatal growth. Cell 75, b73-b82.

Baldini, S., Restani, L., Baroncelli, L., Coltelli, M., Franco, R., Cenni, M. C., et al. (2013).
Enriched early life experiences reduce adult anxiety-like behavior in rats: a role for
insulin-like growth factor 1. J. Neurosci. 33, 11715-11723.

Bardgett, M. E., Humphrey, W. M., & Csernansky, J. G. (2002). The effects of excitotoxic
hippocampal lesions in rats on risperidone- and olanzapine-induced locomotor
suppression. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College
of Neuropsychopharmacology, 27(6), 930-938.

Baron-Van Evercooren, A., Olichon-Berthe, C., Kowalski, A., Visciano, G., & Van
Obberghen, E. (1991). Expression of IGF-1 and insulin receptor genes in the rat central
nervous system: a developmental, regional, and cellular analysis. Journal of
neuroscience research, 28(2), 244-253.

Bartlett, W. P., Li, X. S., & Williams, M. (1992). Expression of IGF-1 mRNA in the murine
subventricular zone during postnatal development. Brain research. Molecular brain
research, 12(4), 285-291.

76



Bartlett, W. P., Li, X. S., Williams, M., & Benkovic, S. (1991). Localization of insulin-like
growth factor-1 mRNA in murine central nervous system during postnatal
development. Developmental biology, 147(1), 239-250.

Bearden, C. E., Glahn, D. C., Monkul, E. S., Barrett, J., Najt, P., Kaur, S., Sanches, M.,
Villarreal, V., Bowden, C., & Soares, J. C. (2006). Sources of declarative memory
impairment in bipolar disorder: mnemonic processes and clinical features. Journal of
psychiatric research, 40(1), 47-58.

Beck, K. D., Powell-Braxton, L., Widmer, H. R., Valverde, J., and Hefti, F. (1995). Igfl gene
disruption results in reduced brain size, CNS hypomyelination, and loss of hippocampal
granule and striatal parvalbumin-containing neurons. Neuron 14, 717-730.

Bergstedt, K., & Wieloch, T. (1993). Changes in insulin-like growth factor 1 receptor density
after transient cerebral ischemia in the rat. Lack of protection against ischemic brain
damage following injection of insulin-like growth factor 1. Journal of cerebral blood
flow and metabolism : official journal of the International Society of Cerebral Blood
Flow and Metabolism, 13(5), 895-898.

Berk, M., Kapczinski, F., Andreazza, A. C., Dean, O. M., Giorlando, F., Maes, M., Yiicel, M.,
Gama, C. S., Dodd, S., Dean, B., Magalhdes, P. V., Amminger, P., McGorry, P., &
Malhi, G. S. (2011). Pathways underlying neuroprogression in bipolar disorder: focus
on inflammation, oxidative stress and neurotrophic factors. Neuroscience and
biobehavioral reviews, 35(3), 804-817.

Berman, R. M., Cappiello, A., Anand, A., Oren, D. A., Heninger, G. R., Charney, D. S., &
Krystal, J. H. (2000). Antidepressant effects of ketamine in depressed
patients. Biological psychiatry, 47(4), 351-354.

Bernard, P. S., Ajioka, R. S., Kushner, J. P., & Wittwer, C. T. (1998). Homogeneous multiplex
genotyping of hemochromatosis mutations with fluorescent hybridization probes. The
American journal of pathology, 153(4), 1055-1061.

Bhana, N., & Perry, C. M. (2001). Olanzapine: a review of its use in the treatment of bipolar
| disorder. CNS drugs, 15(11), 871-904.

Bibollet-Bahena, O., & Almazan, G. (2009). IGF-1-stimulated protein synthesis in
oligodendrocyte  progenitors  requires  PISBK/mTOR/Akt and MEK/ERK
pathways. Journal of neurochemistry, 109(5), 1440-1451.

Birur, B., Kraguljac, N. V., Shelton, R. C., & Lahti, A. C. (2017). Brain structure, function,
and neurochemistry in schizophrenia and bipolar disorder-a systematic review of the
magnetic resonance neuroimaging literature. NPJ schizophrenia, 3, 15.

Blanco, C., Compton, W. M., Saha, T. D., Goldstein, B. I., Ruan, W. J., Huang, B., & Grant,
B. F. (2017). Epidemiology of DSM-5 bipolar I disorder: Results from the National
Epidemiologic Survey on Alcohol and Related Conditions - 111. Journal of psychiatric
research, 84, 310-317.

Bondy, C. A., & Cheng, C. M. (2004). Signaling by insulin-like growth factor 1 in
brain. European journal of pharmacology, 490(1-3), 25-31.

Bondy, C. A., & Lee, W. H. (1993). Patterns of insulin-like growth factor and IGF receptor
gene expression in the brain. Functional implications. Annals of the New York Academy
of Sciences, 692, 33-43.

Bondy, C. A., Werner, H., Roberts, C. T., Jr, & LeRoith, D. (1990). Cellular pattern of insulin-
like growth factor-l (IGF-1) and type | IGF receptor gene expression in early
organogenesis: comparison with IGF-IlI gene expression. Molecular endocrinology
(Baltimore, Md.), 4(9), 1386-1398.

77



Boonstra, G., van Haren, N. E., Schnack, H. G., Cahn, W., Burger, H., Boersma, M., de Kroon,
B., Grobbee, D. E., Hulshoff Pol, H. E., & Kahn, R. S. (2011). Brain volume changes
after withdrawal of atypical antipsychotics in patients with first-episode
schizophrenia. Journal of clinical psychopharmacology, 31(2), 146-153.

Bowdle, T. A., Radant, A. D., Cowley, D. S., Kharasch, E. D., Strassman, R. J., & Roy-Byrne,
P. P. (1998). Psychedelic effects of ketamine in healthy volunteers: relationship to
steady-state plasma concentrations. Anesthesiology, 88(1), 82-88.

Boz, Z.,Hu, M., Yu, Y., & Huang, X. F. (2020). N-acetylcysteine prevents olanzapine-induced
oxidative stress in mHypoA-59 hypothalamic neurons. Scientific reports, 10(1), 19185.

Brenda. (2023). Information on EC 2.7.10.1 - receptor protein-tyrosine kinase February 13,
2023 from Information on EC 2.7.10.1 - receptor protein-tyrosine kinase - BRENDA
Enzyme Database (brenda-enzymes.org).

Brooker, G. J., Kalloniatis, M., Russo, V. C., Murphy, M., Werther, G. A., and Bartlett, P. F.
(2000). Endogenous IGF-1 regulates the neuronal differentiation of adult stem cells. J.
Neurosci. Res. 59, 332-341.

Brunner, E., Falk, D. M., Jones, M., Dey, D. K., & Shatapathy, C. C. (2013). Olanzapine in
pregnancy and breastfeeding: a review of data from global safety surveillance. BMC
pharmacology & toxicology, 14, 38.

Burgdorf, J., Zhang, X. L., Colechio, E. M., Ghoreishi-Haack, N., Gross, A., Kroes, R. A,
Stanton, P. K., & Moskal, J. R. (2015). Insulin-Like Growth Factor | Produces an
Antidepressant-Like Effect and Elicits N-Methyl-D-Aspartate Receptor Independent
Long-Term Potentiation of Synaptic Transmission in Medial Prefrontal Cortex and
Hippocampus. The international journal of neuropsychopharmacology, 19(2), pyv101.

Burkhardt, S., Gesing, J., Kapellen, T. M., Kovacs, P., Kratzsch, J., Schlicke, M., et al. (2015).
Novel heterozygous IGF1R mutation in two brothers with developing impaired glucose
tolerance. J. Pediatr. Endocrinol. Metab. 28, 217-225.

Calhoun, V. D., Sui, J., Kiehl, K., Turner, J., Allen, E., & Pearlson, G. (2012). Exploring the
psychosis functional connectome: aberrant intrinsic networks in schizophrenia and
bipolar disorder. Frontiers in psychiatry, 2, 75.

Callaghan, J. T., Bergstrom, R. F., Ptak, L. R., & Beasley, C. M. (1999). Olanzapine.
Pharmacokinetic and pharmacodynamic profile. Clinical pharmacokinetics, 37(3),
177-193.

Camarero, G., Avendano, C., Fernandez-Moreno, C., Villar, A., Contreras, J., de Pablo, F., et
al. (2001). Delayed inner ear maturation and neuronal loss in postnatal Igf-1-deficient
mice. J. Neurosci. 21, 7630-7641.

Canever, L., Oliveira, L., D'Altoé de Luca, R., Correa, P. T., de B Fraga, D., Matos, M. P.,
Scaini, G., Quevedo, J., Streck, E. L., & Zugno, A. I. (2010). A rodent model of
schizophrenia reveals increase in creatine kinase activity with associated behavior
changes. Oxidative medicine and cellular longevity, 3(6), 421-427.

Cao, B., Passos, I. C., Mwangi, B., Bauer, I. E., Zunta-Soares, G. B., Kapczinski, F., & Soares,
J. C. (2016). Hippocampal volume and verbal memory performance in late-stage bipolar
disorder. Journal of psychiatric research, 73, 102-107.

Cao, P., Maximov, A., and Siidhof, T. C. (2011). Activity-dependent IGF-1 exocytosis is
controlled by the Ca(2+)-sensor synaptotagmin-10. Cell 145, 300-311.

Cao, Y., Gunn, A. J., Bennet, L., Wu, D., George, S., Gluckman, P. D., et al. (2003). Insulin-
like growth factor (IGF)-1 suppresses oligodendrocyte caspase-3 activation and
increases glial proliferation after ischemia in near-term fetal sheep. J. Cereb. Blood
Flow Metab. 23, 739-747.

78


https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=2.7.10.1
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=2.7.10.1

Carlson, S. W., Madathil, S. K., Sama, D. M., Gao, X., Chen, J., and Saatman, K. E. (2014).
Conditional overexpression of insulin-like growth factor-1 enhances hippocampal
neurogenesis and restores immature neuron dendritic processes after traumatic brain
injury. J. Neuropathol. Exp. Neurol. 73, 734-746.

Carro, E., Trejo, J. L., Gomez-Isla, T., LeRoith, D., and Torres-Aleman, I. (2002). Serum
insulin-like growth factor | regulates brain amyloid-beta levels. Nat. Med. 8, 1390—
1397.

Cerdan, L. F., Guevara, M. A., Sanz, A., Amezcua, C., & Ramos-Loyo, J. (2005). Brain
electrical activity changes in treatment refractory schizophrenics after olanzapine
treatment. International journal of psychophysiology : official journal of the
International Organization of Psychophysiology, 56(3), 237-247.

Ceylan, M. E., Cetin, M. (2009). Arastirma ve Klinik Uygulamada Biyolojik Psikiyatri
Sizofteni. 4. Baski. Istanbul: Incekara Kagit Matbaa, 907-1117.

Chaker, Z., Aid, S., Berry, H., and Holzenberger, M. (2015). Suppression of IGFI signals in
neural stem cells enhances neurogenesis and olfactory function during aging. Aging
Cell 14, 847-856.

Chelkeba, L., Gidey, K., Mamo, A., Yohannes, B., Matso, T., & Melaku, T. (2017).
Olanzapine for chemotherapy-induced nausea and vomiting: systematic review and
meta-analysis. Pharmacy practice, 15(1), 877.

Chen, C. H., Suckling, J., Lennox, B. R., Ooi, C., & Bullmore, E. T. (2011). A quantitative
meta-analysis of fMRI studies in bipolar disorder. Bipolar disorders, 13(1), 1-15.

Cheng, C. M., Cohen, M., Tseng, V., and Bondy, C. A. (2001). Endogenous IGF1 enhances
cell survival in the postnatal dentate gyrus. J. Neurosci. Res. 64, 341-347.

Cheng, C. M., Mervis, R. F., Niu, S. L., Salem, N. Jr., Witters, L. A., Tseng, V., et al. (2003).
Insulin-like growth factor 1 is essential for normal dendritic growth. J. Neurosci. Res.
73, 1-9.

Chepenik, L. G., Wang, F., Spencer, L., Spann, M., Kalmar, J. H., Womer, F., Kale Edmiston,
E., Pittman, B., & Blumberg, H. P. (2012). Structure-function associations in
hippocampus in bipolar disorder. Biological psychology, 90(1), 18-22.

Chikama, K., Yamada, H., Tsukamoto, T., Kajitani, K., Nakabeppu, Y., & Uchimura, N.
(2017). Chronic atypical antipsychotics, but not haloperidol, increase neurogenesis in
the hippocampus of adult mouse. Brain research, 1676, 77-82.

Chrysis, D., Calikoglu, A. S., Ye, P., & D'Ercole, A. J. (2001). Insulin-like growth factor-I
overexpression attenuates cerebellar apoptosis by altering the expression of Bcl family
proteins in a developmentally specific manner. The Journal of neuroscience : the
official journal of the Society for Neuroscience, 21(5), 1481-1489.

Clements, J. A., Nimmo, W. S., & Grant, I. S. (1982). Bioavailability, pharmacokinetics, and
analgesic activity of ketamine in humans. Journal of pharmaceutical sciences, 71(5),
539-542.

Coryell, W., Endicott, J., Maser, J. D., Keller, M. B., Leon, A. C., & Akiskal, H. S. (1995).
Long-term stability of polarity distinctions in the affective disorders. The American
journal of psychiatry, 152(3), 385-390.

Coyle, J. T., & Duman, R. S. (2003). Finding the intracellular signaling pathways affected by
mood disorder treatments. Neuron, 38(2), 157-160.

Croci, L., Barili, V., Chia, D., Massimino, L., van Vugt, R., Masserdotti, G., et al. (2010).
Local insulin-like growth factor I expression is essential for Purkinje neuron survival at
birth. Cell Death Differ. 18, 48-59.

79



Crum, W. R., Danckaers, F., Huysmans, T., Cotel, M. C., Natesan, S., Modo, M. M., Sijbers,
J., Williams, S. C., Kapur, S., & Vernon, A. C. (2016). Chronic exposure to haloperidol
and olanzapine leads to common and divergent shape changes in the rat hippocampus
in the absence of grey-matter volume loss. Psychological medicine, 46(15), 3081-3093.

Csernansky, J. G., Martin, M. V., Czeisler, B., Meltzer, M. A., Ali, Z., & Dong, H. (2006).
Neuroprotective effects of olanzapine in a rat model of neurodevelopmental
injury. Pharmacology, biochemistry, and behavior, 83(2), 208-213.

Cui, Q. L., & Almazan, G. (2007). IGF-I-induced oligodendrocyte progenitor proliferation
requires PI3K/Akt, MEK/ERK, and Src-like tyrosine Kkinases. Journal of
neurochemistry, 100(6), 1480-1493.

Cullen, B., Ward, J., Graham, N. A., Deary, 1. J., Pell, J. P., Smith, D. J., & Evans, J. J. (2016).
Prevalence and correlates of cognitive impairment in euthymic adults with bipolar
disorder: A systematic review. Journal of affective disorders, 205, 165-181.

Dagani, J., Signorini, G., Nielssen, O., Bani, M., Pastore, A., Girolamo, G., & Large, M.
(2017). Meta-analysis of the Interval between the Onset and Management of Bipolar
Disorder. Canadian journal of psychiatry. Revue canadienne de psychiatrie, 62(4),
247-258.

Dalgarno, P. J., & Shewan, D. (1996). lllicit use of ketamine in Scotland. Journal of
psychoactive drugs, 28(2), 191-199.

Davey, K. J., O'Mahony, S. M., Schellekens, H., O'Sullivan, O., Bienenstock, J., Cotter, P. D.,
Dinan, T. G., & Cryan, J. F. (2012). Gender-dependent consequences of chronic
olanzapine in the rat: effects on body weight, inflammatory, metabolic and microbiota
parameters. Psychopharmacology, 221(1), 155-1609.

DD, D. D., & Marek, G. J. (2002). Preclinical pharmacology of mGlu2/3 receptor agonists:
novel agents for schizophrenia?. Current drug targets. CNS and neurological
disorders, 1(2), 215-225.

de Oliveira, L., Fraga, D. B., De Luca, R. D., Canever, L., Ghedim, F. V., Matos, M. P., Streck,
E. L., Quevedo, J.,, & Zugno, A. I. (2011). Behavioral changes and mitochondrial
dysfunction in a rat model of schizophrenia induced by ketamine. Metabolic brain
disease, 26(1), 69-77.

Delaloye, C., de Bilbao, F., Moy, G., Baudois, S., Weber, K., Campos, L., Canuto, A.,
Giardini, U., von Gunten, A., Stancu, R. I., Scheltens, P., Lazeyras, F., Millet, P.,
Giannakopoulos, P., & Gold, G. (2009). Neuroanatomical and neuropsychological
features of euthymic patients with bipolar disorder. The American journal of geriatric
psychiatry : official journal of the American Association for Geriatric
Psychiatry, 17(12), 1012-1021.

Delvecchio, G., Fossati, P., Boyer, P., Brambilla, P., Falkai, P., Gruber, O., Hietala, J., Lawrie,
S. M., Martinot, J. L., Mclintosh, A. M., Meisenzahl, E., & Frangou, S. (2012). Common
and distinct neural correlates of emotional processing in Bipolar Disorder and Major
Depressive Disorder: a voxel-based meta-analysis of functional magnetic resonance
imaging studies. European neuropsychopharmacology : the journal of the European
College of Neuropsychopharmacology, 22(2), 100-113.

Deniz, O. G., Altun, G., Kaplan, A. A., Yurt, K. K., von Bartheld, C. S., & Kaplan, S. (2018).
A concise review of optical, physical and isotropic fractionator technigques in
neuroscience studies, including recent developments. Journal of neuroscience
methods, 310, 45-53.

Domino, E. F., Chodoff, P., & Corssen, G. (1965). Pharmacologic effects of ci-581, a new
dissociative anesthetic, in man. Clinical pharmacology and therapeutics, 6, 279-291.

80



Dorph-Petersen, K. A., Pierri, J. N., Perel, J. M., Sun, Z., Sampson, A. R., & Lewis, D. A.
(2005). The influence of chronic exposure to antipsychotic medications on brain size
before and after tissue fixation: a comparison of haloperidol and olanzapine in macaque
monkeys. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, 30(9), 1649-1661.

Drazanova, E., Kratka, L., Vaskovicova, N., Skoupy, R., Horska, K., Babinska, Z., Kotolova,
H., Vrlikova, L., Buchtova, M., Starcuk, Z., Jr, & Ruda-Kucerova, J. (2019). Olanzapine
exposure diminishes perfusion and decreases volume of sensorimotor cortex in
rats. Pharmacological reports : PR, 71(5), 839-847.

Duman, R. S., & Monteggia, L. M. (2006). A neurotrophic model for stress-related mood
disorders. Biological psychiatry, 59(12), 1116-1127.

Dundee, J. W., Knox, J. W., Black, G. W., Moore, J., Pandit, S. K., Bovill, J., Clarke, R. S.,
Love, S. H., Elliott, J., & Coppel, D. L. (1970). Ketamine as an induction agent in
anaesthetics. Lancet (London, England), 1(7661), 1370-1371.

Eichenbaum H. (2000). A cortical-hippocampal system for declarative memory. Nature
reviews. Neuroscience, 1(1), 41-50.

Einat, H., & Manji, H. K. (2006). Cellular plasticity cascades: genes-to-behavior pathways in
animal models of bipolar disorder. Biological psychiatry, 59(12), 1160-1171.

Einat, H., Yuan, P., Gould, T. D., Li, J., Du, J., Zhang, L., Manji, H. K., & Chen, G. (2003).
The role of the extracellular signal-regulated kinase signaling pathway in mood
modulation. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for
Neuroscience, 23(19), 7311-7316.

Eli Lilly and Company. Zyprexa (olanzapine) prescribing infor-mation [online]. Available
from URL: http://www.pyrexa.com(http://pi.lilly.com/us/zyprexa-pi.pdf) [Accessed
2004 Jun 23].

Elsworth, J. D., Morrow, B. A., Hajszan, T., Leranth, C., & Roth, R. H. (2011). Phencyclidine-
induced loss of asymmetric spine synapses in rodent prefrontal cortex is reversed by
acute and chronic treatment with olanzapine. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, 36(10), 2054—
2061.

Erdemir, H., Huber, F. C., & Corssen, G. (1970). Dissociative anesthesia with ketamine: a
suitable adjunct to epidural anesthesia. Anesthesia and analgesia, 49(4), 623-627.

Fernandez, A. M., & Torres-Aleman, 1. (2012). The many faces of insulin-like peptide
signalling in the brain. Nature reviews. Neuroscience, 13(4), 225-239.

Ferrari, A. J., Stockings, E., Khoo, J. P., Erskine, H. E., Degenhardt, L., Vos, T., & Whiteford,
H. A. (2016). The prevalence and burden of bipolar disorder: findings from the Global
Burden of Disease Study 2013. Bipolar disorders, 18(5), 440-450.

Frangou S. (2019). Neuroimaging Markers of Risk, Disease Expression, and Resilience to
Bipolar Disorder. Current psychiatry reports, 21(7), 52.

Frey, B. N., Andreazza, A. C., Ceresér, K. M., Martins, M. R., Valvassori, S. S., Réus, G. Z.,
Quevedo, J., & Kapczinski, F. (2006a). Effects of mood stabilizers on hippocampus
BDNF levels in an animal model of mania. Life sciences, 79(3), 281-286.

Frey, B. N., Valvassori, S. S., Réus, G. Z., Martins, M. R., Petronilho, F. C., Bardini, K., Dal-
Pizzol, F., Kapczinski, F., & Quevedo, J. (2006b). Effects of lithium and valproate on
amphetamine-induced oxidative stress generation in an animal model of mania. Journal
of psychiatry &neuroscience : JPN, 31(5), 326-332.

Fujita, M., leguchi, K., Cedano-Prieto, D. M., Fong, A., Wilkerson, C., Chen, J. Q., Wu, M.,
Lo, S. H., Cheung, A. T., Wilson, M. D., Cardiff, R. D., Borowsky, A. D., Takada, Y.

81



K., & Takada, Y. (2013). An integrin binding-defective mutant of insulin-like growth
factor-1 (R36E/R37E IGF1) acts as a dominant-negative antagonist of the IGF1 receptor
(IGF1R) and suppresses tumorigenesis but still binds to IGF1R. The Journal of
biological chemistry, 288(27), 19593-19603.

Fujita, M., leguchi, K., Davari, P., Yamaji, S., Taniguchi, Y., Sekiguchi, K., Takada, Y. K., &
Takada, Y. (2012). Cross-talk between integrin a6p4 and insulin-like growth factor-1
receptor (IGF1R) through direct a6p4 binding to IGF1 and subsequent a6p4-1GF1-
IGF1R ternary complex formation in anchorage-independent conditions. The Journal of
biological chemistry, 287(15), 12491-12500.

Fujita, M., Takada, Y. K., & Takada, Y. (2013). Insulin-like growth factor (IGF) signaling
requires ovp3-IGF1-IGF type 1 receptor (IGF1R) ternary complex formation in
anchorage independence, and the complex formation does not require IGF1R and Src
activation. The Journal of biological chemistry, 288(5), 3059-3069.

Gago, N., Avellana-Adalid, V., Baron-Van Evercooren A., and Schumacher, M. (2003).
Control of cell survival and proliferation of postnatal PSANCAM(+) progenitors. Mol.
Cell. Neurosci. 22, 162-178.

Gao, W. Q., Shinsky, N., Ingle, G., Beck, K., Elias, K. A., and Powell-Braxton, L. (1999).
IGF-I deficient mice show reduced peripheral nerve conduction velocities and
decreased axonal diameters and respond to exogenous IGF-I treatment. J. Neurobiol.
39, 142-152.

Gardner, H. H., Kleinman, N. L., Brook, R. A., Rajagopalan, K., Brizee, T. J., & Smeeding, J.
E. (2006). The economic impact of bipolar disorder in an employed population from an
employer perspective. The Journal of clinical psychiatry, 67(8), 1209-1218.

Genecards. (2023a). IGF1 Gene - Insulin Like Growth Factor 1 Retrieved February 13, 2023
from IGF1 Gene - GeneCards | IGF1 Protein | IGF1 Antibody

Genecards. (2023b). IGF1R Gene - Insulin Like Growth Factor 1 Receptor Retrieved February
13, 2023 from IGF1R Gene - GeneCards | IGF1R Protein | IGF1R Antibody

Gjerde, P. B, Jorgensen, K. N., Steen, N. E., Melle, 1., Andreassen, O. A., Steen, V. M., &
Agartz, 1. (2018). Association between olanzapine treatment and brain cortical thickness
and gray/white matter contrast is moderated by cholesterol in psychotic
disorders. Psychiatry research. Neuroimaging, 282, 55-63.

Glasper, E. R., Llorens-Martin, M. V., Leuner, B., Gould, E., and Trejo, J. L. (2010). Blockade
of insulin-like growth factor-l1 has complex effects on structural plasticity in the
hippocampus. Hippocampus 20, 706-712.

Goodwin, F. &Jamison, K. (2007).Manic-Depressive llIness: Bipolar Disorders and Recurrent
Depression. Oxford Univ. Press.

Gorlin, A. W., Rosenfeld, D. M., & Ramakrishna, H. (2016). Intravenous sub-anesthetic
ketamine for perioperative analgesia. Journal of anaesthesiology, clinical
pharmacology, 32(2), 160-167.

Grande, 1., Berk, M., Birmaher, B. & Vieta, E. (2016). Bipolar disorder. Lancet, 387, 1561—
1572,

Grande, 1., Fries, G. R., Kunz, M., & Kapczinski, F. (2010). The role of BDNF as a mediator
of neuroplasticity in bipolar disorder. Psychiatry investigation, 7(4), 243-250.

Grande, I., Goikolea, J. M., de Dios, C., Gonzalez-Pinto, A., Montes, J. M., Saiz-Ruiz, J.,
Prieto, E., Vieta, E., & PREBIS group (2013). Occupational disability in bipolar
disorder: analysis of predictors of being on severe disablement benefit (PREBIS study
data). Acta psychiatrica Scandinavica, 127(5), 403-411.

82


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF1R&keywords=igf-1r

Grande, 1., Magalhies, P. V., Chendo, I, Stertz, L., Fries, G. R., Cereser, K. M., Cunha, A. B.,
Géi, P., Kunz, M., Udina, M., Martin-Santos, R., Frey, B. N., Vieta, E., & Kapczinski,
F. (2014). Val66Met polymorphism and serum brain-derived neurotrophic factor in
bipolar disorder: an open-label trial. Acta psychiatrica Scandinavica, 129(5), 393-400.

Gundersen, H. J., & Jensen, E. B. (1987). The efficiency of systematic sampling in stereology
and its prediction. Journal of microscopy, 147(Pt 3), 229-26.

Hantouche, E. G., Akiskal, H. S., Lancrenon, S., Allilaire, J. F., Sechter, D., Azorin, J. M.,
Bourgeois, M., Fraud, J. P., & Chatenet-Duchéne, L. (1998). Systematic clinical
methodology for validating bipolar-11 disorder: data in mid-stream from a French
national multi-site study (EPIDEP). Journal of affective disorders, 50(2-3), 163-173.

He, J., Xu, H., Yang, Y., Zhang, X., & Li, X. M. (2004). Neuroprotective effects of olanzapine
on methamphetamine-induced neurotoxicity are associated with an inhibition of
hyperthermia and prevention of Bcl-2 decrease in rats. Brain research, 1018(2), 186—
192.

He, J., Yang, Y., Xu, H., Zhang, X., & Li, X. M. (2005). Olanzapine attenuates the okadaic
acid-induced spatial memory impairment and hippocampal cell death in
rats. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, 30(8), 1511-1520.

Heresco-Levy U. (2005). Glutamatergic neurotransmission modulators as emerging new drugs
for schizophrenia. Expert opinion on emerging drugs, 10(4), 827-844.

Hernandez-Sanchez, C., Lopez-Carranza, A., Alarcon, C., de La Rosa, E. J., and de Pablo, F.
(1995). Autocrine/paracrine role of insulin-related growth factors in neurogenesis: local
expression and effects on cell proliferation and differentiation in retina. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 92, 9834-9838.

Hibar, D. P., Westlye, L. T., Doan, N. T., Jahanshad, N., Cheung, J. W., Ching, C. R. K,
Versace, A., Bilderbeck, A. C., Uhlmann, A., Mwangi, B., Krdmer, B., Overs, B.,
Hartberg, C. B., Abé, C., Dima, D., Grotegerd, D., Sprooten, E., Bgen, E., Jimenez, E.,
Howells, F. M., ... Andreassen, O. A. (2018). Cortical abnormalities in bipolar disorder:
an MRI analysis of 6503 individuals from the ENIGMA Bipolar Disorder Working
Group. Molecular psychiatry, 23(4), 932-942.

Hibar, D. P., Westlye, L. T., van Erp, T. G., Rasmussen, J., Leonardo, C. D., Faskowitz, J.,
Haukvik, U. K., Hartberg, C. B., Doan, N. T., Agartz, |., Dale, A. M., Gruber, O.,
Kramer, B., Trost, S., Liberg, B., Abé, C., Ekman, C. J., Ingvar, M., Landén, M., Fears,
S. C,, ... Andreassen, O. A. (2016). Subcortical volumetric abnormalities in bipolar
disorder. Molecular psychiatry, 21(12), 1710-1716.

Hodge, R. D., D’Ercole, A. J., and O’Kusky, J. R. (2007). Insulin-like growth factorl (IGF-1)
inhibits neuronal apoptosis in the developing cerebral cortex in vivo. Int. J. Dev.
Neurosci. 25, 233-241.

Hu, Q. Lee, S. Y., O’Kusky, J. R, and Ye, P. (2012). Signaling through the type 1 insulin-
like Growth Factor Receptor (IGF1R) interacts with canonical Wnt signaling to promote
neural proliferation in developing brain. ASN Neuro 4:e00092.

Huat, T. J., Khan, A. A, Pati, S., Mustafa, Z., Abdullah, J. M., & Jaafar, H. (2014). IGF-1
enhances cell proliferation and survival during early differentiation of mesenchymal
stem cells to neural progenitor-like cells. BMC neuroscience, 15, 91.

Hurtado-Chong, A., Yusta-Boyo, M. J., Vergafio-Vera, E., Bulfone, A., de Pablo, F., and
Vicario-Abejon, C. (2009). IGF-I promotes neuronal migration and positioning in the
olfactory bulb and the exit of neuroblasts from the subventricular zone. Eur. J. Neurosci.
30, 742-755.

83



Inder, M. L., Crowe, M. T., Moor, S., Luty, S. E., Carter, J. D., & Joyce, P. R. (2008). "I
actually don't know who | am™: the impact of bipolar disorder on the development of
self. Psychiatry, 71(2), 123-133.

Joseph D'Ercole, A., & Ye, P. (2008). Expanding the mind: insulin-like growth factor | and
brain development. Endocrinology, 149(12), 5958-5962.

Judd, L. L., Akiskal, H. S., Schettler, P. J., Coryell, W., Endicott, J., Maser, J. D., Solomon,
D. A, Leon, A. C., & Keller, M. B. (2003). A prospective investigation of the natural
history of the long-term weekly symptomatic status of bipolar Il disorder. Archives of
general psychiatry, 60(3), 261-269.

Judd, L. L., Akiskal, H. S., Schettler, P. J., Endicott, J., Maser, J., Solomon, D. A., Leon, A.
C., Rice, J. A., & Keller, M. B. (2002). The long-term natural history of the weekly
symptomatic status of bipolar | disorder. Archives of general psychiatry, 59(6), 530—
537.

Kaplan & Sadock (2005). Klinik Psikiyatri. Synopsis of Psychiatry. Ceviri editorii: Aydin H.
Istanbul: Giines kitabevi, 2005:122-154.

Kappeler, L., De Magalhaes Filho, C., Dupont, J., Leneuve, P., Cervera, P., Périn, L., et al.
(2008). Brain IGF-1 receptors control mammalian growth and lifespan through a
neuroendocrine mechanism. PLoS Biol. 6:e254.

Kapur, S., & Seeman, P. (2001). Does fast dissociation from the dopamine d(2) receptor
explain the action of atypical antipsychotics?: A new hypothesis. The American journal
of psychiatry, 158(3), 360-3609.

Kapur, S., Zipursky, R. B., Remington, G., Jones, C., DaSilva, J., Wilson, A. A., & Houle, S.
(1998). 5-HT2 and D2 receptor occupancy of olanzapine in schizophrenia: a PET
investigation. The American journal of psychiatry, 155(7), 921-928.

Karamustafalioglu O.(2018). Temel ve Klinik Psikiyatri. Giines Tip Kitapevleri.

Khadka, S., Meda, S. A., Stevens, M. C., Glahn, D. C., Calhoun, V. D., Sweeney, J. A,
Tamminga, C. A, Keshavan, M. S., O'Neil, K., Schretlen, D., & Pearlson, G. D. (2013).
Is aberrant functional connectivity a psychosis endophenotype? A resting state
functional magnetic resonance imaging study. Biological psychiatry, 74(6), 458-466.

Kinon, B. J., & Lieberman, J. A. (1996). Mechanisms of action of atypical antipsychotic drugs:
a critical analysis. Psychopharmacology, 124(1-2), 2-34.

Kodama, M., Fujioka, T., & Duman, R. S. (2004). Chronic olanzapine or fluoxetine
administration increases cell proliferation in hippocampus and prefrontal cortex of adult
rat. Biological psychiatry, 56(8), 570-580.

Konopaske, G. T., Lange, N., Coyle, J. T., & Benes, F. M. (2014). Prefrontal cortical dendritic
spine pathology in schizophrenia and bipolar disorder. JAMA psychiatry, 71(12), 1323—
1331.

Koprivica, V., Regardie, K., Wolff, C., Fernalld, R., Murphy, J. J., Kambayashi, J., Kikuchi,
T., & Jordan, S. (2011). Aripiprazole protects cortical neurons from glutamate
toxicity. European journal of pharmacology, 651(1-3), 73-76.

Krystal, J. H., Karper, L. P., Seibyl, J. P., Freeman, G. K., Delaney, R., Bremner, J. D.,
Heninger, G. R., Bowers, M. B., Jr, & Charney, D. S. (1994). Subanesthetic effects of
the noncompetitive NMDA antagonist, ketamine, in humans. Psychotomimetic,
perceptual, cognitive, and neuroendocrine responses. Archives of general
psychiatry, 51(3), 199-214.

Kugaya, A., & Sanacora, G. (2005). Beyond monoamines: glutamatergic function in mood
disorders. CNS spectrums, 10(10), 808-819.

84



Lahti, A. C., Weiler, M. A., Tamara Michaelidis, B. A., Parwani, A., & Tamminga, C. A.
(2002). Effects of ketamine in normal and schizophrenic
volunteers. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College
of Neuropsychopharmacology, 25(4), 455-467.

Laurino, L., Wang, X. X., de la Houssaye, B. A., Sosa, L., Dupraz, S., Caceres, A., et al.
(2005). PI3K activation by IGF-1 is essential for the regulation of membrane expansion
at the nerve growth cone. J. Cell Sci. 118, 3653-3662.

Le Roith, D. (2003). The insulin-like growth factor system. Exp Diabesity Res, 4, 205-212.

LeRoith, D., Werner, H., Beitner-Johnson, D., & Roberts, C. T., Jr (1995). Molecular and
cellular aspects of the insulin-like growth factor | receptor. Endocrine reviews, 16(2),
143-163.

Li, N., Lee, B., Liu, R. J., Banasr, M., Dwyer, J. M., lwata, M., Li, X. Y., Aghajanian, G., &
Duman, R. S. (2010). mTOR-dependent synapse formation underlies the rapid
antidepressant effects of NMDA antagonists. Science (New York, N.Y.), 329(5994),
959-964.

Liu, J. P., Baker, J., Perkins, A. S., Robertson, E. J., and Efstratiadis, A. (1993). Mice carrying
null mutations of the genes encoding insulin-like growth factor I (Igf-1) and type 1 IGF
receptor (Igflr). Cell 75, 59-72.

Liu, W., Ye, P., O’Kusky, J. R., and D’Ercole, A. J. (2009). Type 1 insulinlike growth factor
receptor signaling is essential for the development of the hippocampal formation and
dentate gyrus. J. Neurosci. Res. 87, 2821-2832.

Llorens-Martin, M., Torres-Aleman, |., and Trejo, J. L. (2010). Exercise modulates insulin-
like growth factor 1-dependent and -independent effects on adult hippocampal
neurogenesis and behaviour. Mol. Cell. Neurosci. 44, 109-117.

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., & Randall, R. J. (1951). Protein measurement
with the Folin phenol reagent. The Journal of biological chemistry, 193(1), 265-275.

Lund, B. C., & Perry, P. J. (2000). Olanzapine: an atypical antipsychotic for
schizophrenia. Expert opinion on pharmacotherapy, 1(2), 305-323.

Lunn, J. S., Sakowski, S. A., McGinley, L. M., Pacut, C., Hazel, T. G., Johe, K., et al. (2015).
Autocrine production of IGF-I increases stem cell-mediated neuroprotection. Stem
Cells 33, 1480-1489.

Madathil, S. K., & Saatman, K. E. (2015). IGF-1/IGF-R Signaling in Traumatic Brain Injury:
Impact on Cell Survival, Neurogenesis, and Behavioral Outcome. In F. H. Kobeissy
(Ed.), Brain Neurotrauma: Molecular, Neuropsychological, and Rehabilitation
Aspects. CRC Press/Taylor & Francis.

Maeng, S., & Zarate, C. A., Jr (2007). The role of glutamate in mood disorders: results from
the ketamine in major depression study and the presumed cellular mechanism
underlying its antidepressant effects. Current psychiatry reports, 9(6), 467-474.

Magarifios, M., Aburto, M. R., Sanchez-Calderén, H., Muifioz-Agudo, C., Rapp, U. R., and
Varela-Nieto, I. (2010). RAF kinase activity regulates neuroepithelial cell proliferation
and neuronal progenitor cell differentiation during early inner ear development. PLoS
ONE 5:e14435.

Mairet-Coello, G., Tury, A., and DiCicco-Bloom, E. (2009). Insulin-like growth factor-1
promotes G(1)/S cell cycle progression through bidirectional regulation of cyclins and
cyclin-dependent kinase inhibitors via the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway
in developing rat cerebral cortex. J. Neurosci. 29, 775-788.

Maj, M., Akiskal, H. S., Lopez-lbor, J. J., Sartorius, N. (2002). Bipolar Disorders. West
Sussex, UK, Wiley.

85



Maniji, H. K., & Chen, G. (2002). PKC, MAP kinases and the bcl-2 family of proteins as long-
term targets for mood stabilizers. Molecular psychiatry, 7 Suppl 1, S46-S56.

Markowitz, J. S., DeVane, C. L., Malcolm, R. J., Gefroh, H. A., Wang, J. S., Zhu, H. J., &
Donovan, J. L. (2006). Pharmacokinetics of olanzapine after single-dose oral
administration of standard tablet versus normal and sublingual administration of an
orally disintegrating tablet in normal volunteers. Journal of clinical
pharmacology, 46(2), 164-171.

McCormack, P. L., & Wiseman, L. R. (2004). Olanzapine: a review of its use in the
management of bipolar | disorder. Drugs, 64(23), 2709-2726.

McCullumsmith, R. E., Kristiansen, L. V., Beneyto, M., Scarr, E., Dean, B., & Meador-
Woodruff, J. H. (2007). Decreased NR1, NR2A, and SAP102 transcript expression in
the hippocampus in bipolar disorder. Brain research, 1127(1), 108-118.

Melka, M. G., Castellani, C. A., Laufer, B. I., Rajakumar, R. N., O'Reilly, R., & Singh, S. M.
(2013). Olanzapine induced DNA methylation changes support the dopamine
hypothesis of psychosis. Journal of molecular psychiatry, 1(1), 19.

Meltzer, H. Y. (1996) Pre-clinical pharmacology of atypical anti-psychotic drugs: a selective
review. Br J Psychiatry, 168(29), 23-31.

Merikangas, K. R., Jin, R., He, J. P., Kessler, R. C., Lee, S., Sampson, N. A., Viana, M. C.,
Andrade, L. H., Hu, C., Karam, E. G., Ladea, M., Medina-Mora, M. E., Ono, Y., Posada-
Villa, J., Sagar, R., Wells, J. E., & Zarkov, Z. (2011). Prevalence and correlates of
bipolar spectrum disorder in the world mental health survey initiative. Archives of
general psychiatry, 68(3), 241-251.

Michalak, E. E., Murray, G., Young, A. H., & Lam, R. W. (2008). Burden of bipolar
depression: impact of disorder and medications on quality of life. CNS drugs, 22(5),
389-406.

Miller, O. H., Moran, J. T., & Hall, B. J. (2016). Two cellular hypotheses explaining the
initiation of  ketamine's  antidepressant actions:  Direct inhibition and
disinhibition. Neuropharmacology, 100, 17-26.

Mion G. (2017). History of anaesthesia: The ketamine story-past, present and future. European
journal of anaesthesiology, 34(9), 571-575.

Mion, G., & Villevieille, T. (2013). Ketamine pharmacology: an update (pharmacodynamics
and molecular aspects, recent findings). CNS neuroscience & therapeutics, 19(6), 370—
380.

Molina, V., Reig, S., Sanz, J., Palomo, T., Benito, C., Sanchez, J., Pascau, J., & Desco, M.
(2007). Changes in cortical volume with olanzapine in  chronic
schizophrenia. Pharmacopsychiatry, 40(4), 135-139.

Moreno-Barriuso, N., Lopez-Malpartida, A. V., de Pablo, F., and Pichel, J. G. (2006).
Alterations in alveolar epithelium differentiation and vasculogenesis in lungs of
LIF/IGF-1 double deficient embryos. Dev. Dyn. 235, 2040-2050.

Morgan, C. J., Curran, H. V., & Independent Scientific Committee on Drugs (2012). Ketamine
use: a review. Addiction (Abingdon, England), 107(1), 27-38.

Newcomer, J. W., Farber, N. B., Jevtovic-Todorovic, V., Selke, G., Melson, A. K., Hershey,
T., Craft, S., & Olney, J. W. (1999). Ketamine-induced NMDA receptor hypofunction
as a model of memory impairment and psychosis. Neuropsychopharmacology : official
publication of the American College of Neuropsychopharmacology, 20(2), 106-118.

Nishijima, T., Piriz, J., Duflot, S., Fernandez, A. M., Gaitan, G., Gomez-Pinedo, U., Verdugo,
J. M., Leroy, F., Soya, H., Nufiez, A., & Torres-Aleman, I. (2010). Neuronal activity

86



drives localized blood-brain-barrier transport of serum insulin-like growth factor-I into
the CNS. Neuron, 67(5), 834-846.

Nivoli, A. M., Pacchiarotti, I., Rosa, A. R., Popovic, D., Murru, A., Valenti, M., Bonnin, C.
M., Grande, I., Sanchez-Moreno, J., Vieta, E., & Colom, F. (2011). Gender differences
in a cohort study of 604 bipolar patients: the role of predominant polarity. Journal of
affective disorders, 133(3), 443-449.

Oishi, K., Watatani, K., Itoh, Y., Okano, H., Guillemot, F., Nakajima, K., & Gotoh, Y. (2009).
Selective induction of neocortical GABAergic neurons by the PDK1-Akt pathway
through activation of Mashl. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 106(31), 13064-130609.

O'Kusky, J. R., Ye, P., & D'Ercole, A. J. (2000). Insulin-like growth factor-l promotes
neurogenesis and synaptogenesis in the hippocampal dentate gyrus during postnatal
development. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for
Neuroscience, 20(22), 8435-8442.

O'Kusky, J., & Ye, P. (2012). Neurodevelopmental effects of insulin-like growth factor
signaling. Frontiers in neuroendocrinology, 33(3), 230-251.

Oldis, M., Murray, G., Macneil, C. A., Hasty, M. K., Daglas, R., Berk, M., Conus, P., &
Cotton, S. M. (2016). Trajectory and predictors of quality of life in first episode
psychotic mania. Journal of affective disorders, 195, 148-155.

Ongiir, D., Lundy, M., Greenhouse, 1., Shinn, A. K., Menon, V., Cohen, B. M., & Renshaw,
P. F. (2010). Default mode network abnormalities in bipolar disorder and
schizophrenia. Psychiatry research, 183(1), 59-68.

Otaegi, G., Yusta-Boyo, M. J., Vergano-Vera, E., Méndez-Gémez, H. R., Carrera, A. C.,
Abad, J. L., etal. (2006). Modulation of the PI 3-kinase-Akt signalling pathway by IGF-
| and PTEN regulates the differentiation of neural stem/precursor cells. J. Cell Sci. 119,
2739-2748.

Otten, M., & Meeter, M. (2015). Hippocampal structure and function in individuals with
bipolar disorder: a systematic review. Journal of affective disorders, 174, 113-125.

Oye, |., Paulsen, O., & Maurset, A. (1992). Effects of ketamine on sensory perception:
evidence for a role of N-methyl-D-aspartate receptors. The Journal of pharmacology
and experimental therapeutics, 260(3), 1209-1213.

Pais, R. S., Moreno-Barriuso, N., Hernandez-Porras, I., Lopez, 1. P., De Las Rivas, J., and
Pichel, J. G. (2013). Transcriptome analysis in prenatal IGF1-deficient mice identifies
molecular pathways and target genes involved in distal lung differentiation. PLoS ONE
8:83028.

Paxinos, G. and Watson C. The rat brain in stereotaxic coordinates. Academic Press. 6. bs.,
San Diego 2007.

Pérez-Martin, M., Cifuentes, M., Grondona, J. M., Lopez-Avalos, M. D., GomezPinedo, U.,
Garcia-Verdugo, J. M., et al. (2010). IGF-I stimulates neurogenesis in the hypothalamus
of adult rats. Eur. J. Neurosci. 31, 1533-1548.

Perlick, D. A., Rosenheck, R. R., Clarkin, J. F., Raue, P., & Sirey, J. (2001). Impact of family
burden and patient symptom status on clinical outcome in bipolar affective disorder. The
Journal of nervous and mental disease, 189(1), 31-37.

Peterson, D. A., & Jones, D. G. (1993). Determination of neuronal number and process surface
area in organotypic cultures: a stereological approach. Journal of neuroscience
methods, 46(2), 107-120.

Pezzoli, S., Emsell, L., Yip, S. W., Dima, D., Giannakopoulos, P., Zarei, M., Tognin, S.,
Arnone, D., James, A., Haller, S., Frangou, S., Goodwin, G. M., McDonald, C.,

87



&Kempton, M. J. (2018). Meta-analysis of regional white matter volume in bipolar
disorder with replication in an independent sample using coordinates, T-maps, and
individual MRI data. Neuroscience and biobehavioral reviews, 84, 162—170.

Pichel, J. G., Fernandez-Moreno, C., Vicario-Abejon, C., Testillano, P. S., Patterson, P. H.,
and de Pablo, F. (2003). Developmental cooperation of leukemia inhibitory factor and
insulin-like growth factor | in mice is tissuespecific and essential for lung maturation
involving the transcription factors Sp3 and TTF-1. Mech. Dev. 120, 349-361.

Poe, B. H., Linville, C., Riddle, D. R., Sonntag, W. E., and Brunso-Bechtold, J. K. (2001).
Effects of age and insulin-like growth factor-1 on neuron and synapse numbers in area
CA3 of hippocampus. Neuroscience 107, 231-238.

Pomarol-Clotet, E., Honey, G. D., Murray, G. K., Corlett, P. R., Absalom, A. R., Lee, M.,
McKenna, P. J., Bullmore, E. T., & Fletcher, P. C. (2006). Psychological effects of
ketamine in healthy volunteers. Phenomenological study. The British journal of
psychiatry : the journal of mental science, 189, 173-179.

Popken, G. J.,, Dechert-Zeger, M., Ye, P.,, & D'Ercole, A. J. (2005). Brain
development. Advances in experimental medicine and biology, 567, 187-220.

Popken, G. J., Hodge, R. D., Ye, P., Zhang, J., Ng, W., O’Kusky, J. R., et al. (2004). In vivo
effects of insulin-like growth factor-l (IGF-1) on prenatal and early postnatal
development of the central nervous system. Eur. J. Neurosci. 19, 2056-2068.

Powell-Braxton, L., Hollingshead, P., Warburton, C., Dowd, M., Pitts-Meek, S., Dalton, D.,
et al. (1993). IGF-I1 is required for normal embryonic growth in mice. Genes Dev. 7,
2609-2617.

Prut, L., & Belzung, C. (2003). The open field as a paradigm to measure the effects of drugs
on anxiety-like behaviors: a review. European journal of pharmacology, 463(1-3), 3—
33.

Pubchem. (2023). Olanzapine. Retrieved February 13, 2023 from Olanzapine | CL7H20N4S -
PubChem (nih.gov)

Puche, J. E., and Castilla-Cortazar, 1. (2012). Human conditions of insulin-like growth factor-
| (IGF-I) deficiency. J. Transl. Med. 10, 224.

Puglianiello, A., Germani, D., Rossi, P., and Cianfarani, S. (2000). IGF-I stimulates
chemotaxis of human neuroblasts. Involvement of type 1 IGF receptor, IGF binding
proteins, phosphatidylinositol-3 kinase pathway and plasmin system. J. Endocrinol.
165, 123-131.

Raichle, M. E., MacLeod, A. M., Snyder, A. Z., Powers, W. J., Gusnard, D. A., & Shulman,
G. L. (2001). A default mode of brain function. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America, 98(2), 676-682.

Rathmell, J.P, Rosow, C.E. (2015). Intravenous Sedatives and Hypnotics. In: Flood P,
Rathmell JP, Shafer S (eds): Stoelting's pharmacology and physiology in anesthetic
practice. Wolters Kluwer Health, 160-203.

Reich, D. L., & Silvay, G. (1989). Ketamine: an update on the first twenty-five years of clinical
experience. Canadian journal of anaesthesia = Journal canadien d'anesthesie, 36(2),
186-197.

Richelson E. (1999). Receptor pharmacology of neuroleptics: relation to clinical effects. J Clin
Psychiatry, 60(10), 5-14.

Ricke, A. K., Snook, R. J., & Anand, A. (2011). Induction of prolonged mania during ketamine
therapy for reflex sympathetic dystrophy. Biological psychiatry, 70(4), e13-e14.

88


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Olanzapine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Olanzapine

Roback, E. W., Barakat, A. J., Dev, V. G., Mbikay, M., Chrétien, M., and Butler, M. G. (1991).
An infant with deletion of the distal long arm of chromosome 15 (q26.1—-qter) and loss
of insulin-like growth factor 1 receptor gene. Am. J. Med. Genet. 38, 74-79.

Robinson, L. J., Thompson, J. M., Gallagher, P., Goswami, U., Young, A. H., Ferrier, I. N., &
Moore, P. B. (2006). A meta-analysis of cognitive deficits in euthymic patients with
bipolar disorder. Journal of affective disorders, 93(1-3), 105-115.

Rolan, P., Lim, S., Sunderland, V., Liu, Y., & Molnar, V. (2014). The absolute bioavailability
of racemic ketamine from a novel sublingual formulation. British journal of clinical
pharmacology, 77(6), 1011-1016.

Rorick-Kehn, L. M., Johnson, B. G., Knitowski, K. M., Salhoff, C. R., Witkin, J. M., Perry,
K. W, Griffey, K. I., Tizzano, J. P., Monn, J. A., McKinzie, D. L., & Schoepp, D. D.
(2007). In vivo pharmacological characterization of the structurally novel, potent,
selective mGlu2/3 receptor agonist LY404039 in animal models of psychiatric
disorders. Psychopharmacology, 193(1), 121-136.

Rotwein, P., Burgess, S. K., Milbrandt, J. D., & Krause, J. E. (1988). Differential expression
of insulin-like growth factor genes in rat central nervous system. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 85(1), 265-2609.

Roytblat, L., Talmor, D., Rachinsky, M., Greemberg, L., Pekar, A., Appelbaum, A., Gurman,
G. M., Shapira, Y., and Duvdenani, A. (1998). Ketamine attenuates the interleukin-6
response after cardiopulmonary bypass. Anesth Analg, 87, 266-271.

Russo, V. C., Gluckman, P. D., Feldman, E. L., & Werther, G. A. (2005). The insulin-like
growth factor system and its pleiotropic functions in brain. Endocrine reviews, 26(7),
916-943.

Ryves, W. J., & Harwood, A. J. (2003). The interaction of glycogen synthase kinase-3 (GSK-
3) with the cell cycle. Progress in cell cycle research, 5, 489-495.

Saegusa, J., Yamaji, S., leguchi, K., Wu, C. Y., Lam, K. S, Liu, F. T., Takada, Y. K,, &
Takada, Y. (2009). The direct binding of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) to integrin
alphavbeta3 is involved in [IGF-1 signaling. The Journal of biological
chemistry, 284(36), 24106-24114.

Schatzberg, A. and Nemeroff,C. (2017). The american psychiatric association publishing
textbook of psychopharmacology (5th ed.). American Psychiatric Association
Publishing.

Scolnick, J. A., Cui, K., Duggan, C. D., Xuan, S., Yuan, X.-B., Efstratiadis, A., et al. (2008).
Role of IGF signaling in olfactory sensory map formation and axon guidance. Neuron
57, 847-857.

Shcheglovitov, A., Shcheglovitova, O., Yazawa, M., Portmann, T., Shu, R., Sebastiano, V.,
Krawisz, A., Froehlich, W., Bernstein, J. A., Hallmayer, J. F., & Dolmetsch, R. E.
(2013). SHANKS3 and IGF1 restore synaptic deficits in neurons from 22q13 deletion
syndrome patients. Nature, 503(7475), 267-271.

Siegel R. K. (1978). Phencyclidine and ketamine intoxication: a study of four populations of
recreational users. NIDA research monograph, (21), 119-147.

Slavich, G. M., & Irwin, M. R. (2014). From stress to inflammation and major depressive
disorder: a social signal transduction theory of depression. Psychological
bulletin, 140(3), 774-815.

Sosa, L., Dupraz, S., Laurino, L., Bollati, F., Bisbal, M., Caceres, A., et al. (2006). IGF-1
receptor is essential for the establishment of hippocampal neuronal polarity. Nat.
Neurosci. 9, 993—995.

Stewart C. E. (2001). Ketamine as a street drug. Emergency medical services, 30(11).

89



Stockton, M. E., & Rasmussen, K. (1996). Electrophysiological effects of olanzapine, a novel
atypical antipsychotic, on A9 and A10 dopamine neurons. Neuropsychopharmacology
- official publication of the American College of Neuropsychopharmacology, 14(2), 97—
105.

Sun, L. Y., & D'Ercole, A. J. (2006). Insulin-like growth factor-1 stimulates histone H3 and
H4 acetylation in the brain in vivo. Endocrinology, 147(11), 5480-5490.

Supeno, N. E., Pati, S., Hadi, R. A., Ghani, A. R., Mustafa, Z., Abdullah, J. M., Idris, F. M.,
Han, X., & Jaafar, H. (2013). IGF-1 acts as controlling switch for long-term
proliferation and maintenance of EGF/FGF-responsive striatal neural stem
cells. International journal of medical sciences, 10(5), 522-531.

Suppes, T., Leverich, G. S., Keck, P. E., Nolen, W. A., Denicoff, K. D., Altshuler, L. L.,
McElroy, S. L., Rush, A. J., Kupka, R., Frye, M. A., Bickel, M., & Post, R. M. (2001).
The Stanley Foundation Bipolar Treatment Outcome Network. Il. Demographics and
illness characteristics of the first 261 patients. Journal of affective disorders, 67(1-3),
45-59,

Swanson, C. J., Bures, M., Johnson, M. P., Linden, A. M., Monn, J. A., & Schoepp, D. D.
(2005). Metabotropic glutamate receptors as novel targets for anxiety and stress
disorders. Nature reviews. Drug discovery, 4(2), 131-144.

Thomas, K., & Saadabadi, A. (2022). Olanzapine. In StatPearls. StatPearls Publishing.

Tollens, F., Gass, N., Becker, R., Schwarz, A. J., Risterucci, C., Kiinnecke, B., Lebhardt, P.,
Reinwald, J., Sack, M., Weber-Fahr, W., Meyer-Lindenberg, A., & Sartorius, A. (2018).
The affinity of antipsychotic drugs to dopamine and serotonin 5-HT, receptors
determines their effects on prefrontal-striatal functional connectivity. European
neuropsychopharmacology : the journal of the European College of
Neuropsychopharmacology, 28(9), 1035-1046.

Trejo, J. L., Carro, E., and Torres-Aleman, I. (2001). Circulating insulin-like growth factor |
mediates exercise-induced increases in the number of new neurons in the adult
hippocampus. J. Neurosci. 21, 1628-1634.

Trejo, J. L., Piriz, J., Llorens-Martin, M. V., Fernandez, A. M., Bolds, M., LeRoith, D., et al.
(2007). Central actions of liver-derived insulin-like growth factor I underlying its pro-
cognitive effects. Mol. Psychiatry 12, 1118-1128.

Uniprot. (2023a). Q5U743 HUMAN Retrieved February 13, 2023 from IGF1 - Insulin-like
growth factor I - Homo sapiens (Human) | UniProtKB | UniProt

Uniprot. (2023b). HOYNRO - HOYNRO HUMAN February 13, 2023 from IGF1R - Insulin-
like growth factor 1 receptor - Homo sapiens (Human) | UniProtKB | UniProt

Valvassori, S. S., Rezin, G. T., Ferreira, C. L., Moretti, M., Gongalves, C. L., Cardoso, M. R.,
Streck, E. L., Kapczinski, F., & Quevedo, J. (2010). Effects of mood stabilizers on
mitochondrial respiratory chain activity in brain of rats treated with d-
amphetamine. Journal of psychiatric research, 44(14), 903-909.

van Duyvenvoorde, H. A., van Setten, P. A., Walenkamp, M. J., van Doorn, J., Koenig, J.,
Gauguin, L., et al. (2010). Short stature associated with a novel heterozygous mutation
in the insulin-like growth factor 1 gene. J. Clin. Endocrinol. Metab. 95, E363-E367.

van Gorp, W. G., Altshuler, L., Theberge, D. C., & Mintz, J. (1999). Declarative and
procedural memory in bipolar disorder. Biological psychiatry, 46(4), 525-531.

Vargas, C., Lopez-Jaramillo, C., & Vieta, E. (2013). A systematic literature review of resting
state network--functional MRI in bipolar disorder. Journal of affective
disorders, 150(3), 727-735.

90


https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5U743/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q5U743/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/H0YNR0/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/H0YNR0/entry

Vernon, A. C., Natesan, S., Modo, M., & Kapur, S. (2011). Effect of chronic antipsychotic
treatment on brain structure: a serial magnetic resonance imaging study with ex vivo
and postmortem confirmation. Biological psychiatry, 69(10), 936-944.

Vicario-Abejon, C., Fernandez-Moreno, C., Pichel, J. G., and de Pablo, F. (2004). Mice
lacking IGF-1 and LIF have motoneuron deficits in brain stem nuclei. Neuroreport 15,
2769-2772.

Vicario-Abejon, C., Yusta-Boyo, M. J., Fernandez-Moreno, C., and de Pablo, F. (2003).
Locally born olfactory bulb stem cells proliferate in response to insulin-related factors
and require endogenous insulin-like growth factor-1 for differentiation into neurons and
glia. J. Neurosci. 23, 895-906.

Vieta, E., & Suppes, T. (2008). Bipolar Il disorder: arguments for and against a distinct
diagnostic entity. Bipolar disorders, 10(1 Pt 2), 163-178.

Vieta, E., Berk, M., Schulze, T. G., Carvalho, A. F., Suppes, T., Calabrese, J. R., Gao, K.,
Miskowiak, K. W., & Grande, I. (2018). Bipolar disorders. Nature reviews. Disease
primers, 4, 18008.

Vigo, D., Thornicroft, G., & Atun, R. (2016). Estimating the true global burden of mental
illness. The lancet. Psychiatry, 3(2), 171-178.

Vishwamitra, D., George, S. K., Shi, P., Kaseb, A. O., & Amin, H. M. (2017). Type | insulin-
like growth factor receptor signaling in hematological malignancies. Oncotarget, 8(1),
1814-1844.

Vlerick, L., Devreese, M., Peremans, K., Dockx, R., Croubels, S., Duchateau, L., & Polis, I.
(2020). Pharmacokinetics, absolute bioavailability and tolerability of ketamine after
intranasal administration to dexmedetomidine sedated dogs. PloS one, 15(1), e0227762.

Vogel, T. (2013). “Insulin/IGF-signalling in embryonic and adult neural proliferation and
differentiation in the mammalian central nervous system,” in Trends in Cell Signaling
Pathways in Neuronal Fate Decision, ed S. WisletGendebien (Rijeka: InTech), 37-73.

Wakade, C. G., Mahadik, S. P., Waller, J. L., & Chiu, F. C. (2002). Atypical neuroleptics
stimulate neurogenesis in adult rat brain. Journal of neuroscience research, 69(1), 72—
79.

Walenkamp, M. J., Karperien, M., Pereira, A. M., Hilhorst-Hofstee, Y., van Doorn, J., Chen,
J. W., et al. (2005). Homozygous and heterozygous expression of a novel insulin-like
growth factor-1 mutation. J. Clin. Endocrinol. Metab. 90, 2855-2864.

Walenkamp, M. J., Losekoot, M., and Wit, J. M. (2013). Molecular IGF-1 and IGF-1 receptor
defects: from genetics to clinical management. Endocr. Dev. 24, 128-137.

Wang, H. D., & Deutch, A. Y. (2008). Dopamine depletion of the prefrontal cortex induces
dendritic ~ spine loss: reversal by  atypical antipsychotic ~ drug
treatment. Neuropsychopharmacology : official publication of the American College of
Neuropsychopharmacology, 33(6), 1276-1286.

Wang, H. D., Dunnavant, F. D., Jarman, T., & Deutch, A. Y. (2004). Effects of antipsychotic
drugs on neurogenesis in the forebrain of the adult rat. Neuropsychopharmacology :
official publication of the American College of Neuropsychopharmacology, 29(7),
1230-1238.

Wang, Y. X., Xu, S. Q., Chen, X. H., Liu, R. S., & Liang, Z. Q. (2014). Autophagy
involvement in olanzapine-mediated cytotoxic effects in human glioma cells. Asian
Pacific journal of cancer prevention : APJCP, 15(19), 8107-8113.

Weisman, H. (1971). Anesthesia for pediatric ophthalmology. Ann Ophthalmol 3, 229-232.

91



White PF, Eng MR: Intravenous Anesthetics. In: Barash PG, Cullen BF, Stoelting RK,
Calahan MK, Stock MC, Ortega R (eds): Clinical Anesthesia. 478-500. Lippincott
Williams and Wilkins, 2013.

White, P. F., Way, W. L., & Trevor, A. J. (1982). Ketamine--its pharmacology and therapeutic
uses. Anesthesiology, 56(2), 119-136.

Wolff, K., & Winstock, A. R. (2006). Ketamine : from medicine to misuse. CNS drugs, 20(3),
199-218.

Wong, M. L., & Medrano, J. F. (2005). Real-time PCR for mRNA
quantitation. BioTechniques, 39(1), 75-85.

Woods, K. A., Camacho-Hiibner, C., Savage, M. O., and Clark, A. J. (1996). Intrauterine
growth retardation and postnatal growth failure associated with deletion of the insulin-
like growth factor | gene. N. Engl. J. Med. 335, 1363-1367.

Xue, C., Xie, J., Zhao, D., Lin, S., Zhou, T., Shi, S., Shao, X., Lin, Y., Zhu, B., & Cai, X.
(2017). The JAK/STAT3 signalling pathway regulated angiogenesis in an endothelial
cell/adipose-derived stromal cell co-culture, 3D gel model. Cell proliferation, 50(1),
e12307.

Yakar, S., Rosen, C. J., Beamer, W. G., Ackert-Bicknell, C. L., Wu, Y., Liu, J.-L., et al. (2002).
Circulating levels of IGF-1 directly regulate bone growth and density. J. Clin. Invest.
110, 771-781.

Yang, M. C., & Lung, F. W. (2011). Neuroprotection of paliperidone on SH-SY5Y cells
against -amyloid peptide(25-35), N-methyl-4-phenylpyridinium ion, and hydrogen
peroxide-induced cell death. Psychopharmacology, 217(3), 397—410.

Yang, T., Liu, Q., Lu, M., Ma, L., Zhou, Y., & Cui, Y. (2017). Efficacy of olanzapine for the
prophylaxis of chemotherapy-induced nausea and vomiting: a meta-analysis. British
journal of clinical pharmacology, 83(7), 1369-1379.

Ye, P., and D’Ercole, A. J. (2006). Insulin-like growth factor actions during development of
neural stem cells and progenitors in the central nervous system. J. Neurosci. Res. 83, 1—
6.

Ye, P., Hu, Q., Liu, H., Yan, Y., & D'ercole, A. J. (2010). beta-catenin mediates insulin-like
growth factor-I actions to promote cyclin D1 mRNA expression, cell proliferation and
survival in oligodendroglial cultures. Glia, 58(9), 1031-1041.

Ye, P., Li, L., Richards, R. G., DiAugustine, R. P., & D'Ercole, A. J. (2002). Myelination is
altered in insulin-like growth factor-1 null mutant mice. The Journal of neuroscience :
the official journal of the Society for Neuroscience, 22(14), 6041-6051.

Ye, P., Popken, G. J., Kemper, A., McCarthy, K., Popko, B., and D’Ercole, A. J. (2004).
Astrocyte-specific overexpression of insulin-like growth factorl promotes brain
overgrowth and glial fibrillary acidic protein expression. J. Neurosci. Res. 78, 472-484.

Ye, P., Umayahara, Y., Ritter, D., Bunting, T., Auman, H., Rotwein, P., & D'Ercole, A. J.
(1997). Regulation of insulin-like growth factor | (IGF-1) gene expression in brain of
transgenic mice expressing an IGF-I-luciferase fusion gene. Endocrinology, 138(12),
5466-5475.

Yuan, H., Chen, R., Wu, L., Chen, Q., Hu, A., Zhang, T., et al. (2015). The regulatory
mechanism of neurogenesis by IGF-1 in adult mice. Mol. Neurobiol. 51, 512-522.

Zarate, C. A., Jr, Singh, J. B., Carlson, P. J., Brutsche, N. E., Ameli, R., Luckenbaugh, D. A.,
Charney, D. S., & Manji, H. K. (2006). A randomized trial of an N-methyl-D-aspartate
antagonist in  treatment-resistant major  depression. Archives of  general
psychiatry, 63(8), 856-864.

92



Zhang, H., Zhang, Y., Xu, H., Wang, L., Adilijiang, A., Wang, J., Hartle, K., Zhang, Z., Zhang,
D., Tan, Q., Kong, J.,, Huang, Q., & Li, X. M. (2014). Olanzapine ameliorates
neuropathological changes and increases IGF-1 expression in frontal cortex of C57BL/6
mice exposed to cuprizone. Psychiatry research, 216(3), 438-445.

Zhang, X., Zhang, L., Cheng, X., Guo, Y., Sun, X., Chen, G., et al. (2014). IGF-1 promotes
Brn-4 expression and neuronal differentiation of neural stem cells via the PI3K/Akt
pathway. PLoS ONE 9:e113801.

Ziegler, A. N., Schneider, J. S., Qin, M., Tyler, W. A,, Pintar, J. E., Fraidenraich, D., et al.
(2012). IGF-11 promotes stemness of neural restricted precursors. Stem Cells 30, 1265-
1276.

Zoidis, E., Ghirlanda-Keller, C., & Schmid, C. (2011). Stimulation of glucose transport in
osteoblastic cells by parathyroid hormone and insulin-like growth factor 1. Molecular
and cellular biochemistry, 348(1-2), 33-42.

93



EKLER

Ek 1: Etik Kurul izni

S 1.C. {

E: :E ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI =

— Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu DEAFLYMPICS
KURUL KARARI

KARAR NO: 2020/23

| Proje KABUL NO: 2020-23

[ KARAR TARIHI: 14.07.2020

IGF-1 ve IGF-1R iizerine e

tkisi™

“Bipolar mani modeli olusturulmus ratlarda olanzapinin prefrontal korteks ve hipokampusta

YURUTUCU

Dog. Dr. Ozgiir Korhan TUNCEL

TC: 49771786706

E-POSTA

oktuncel@omu.edu.tr

MOBIL TEL: 5426543464

KURUM

Tip Fakiiltesi

IC HAT TEL NO: 2091

Yukanda tanimlanan Laboratuvar Hayvanlan ile yapilan calismayi; belirtilen arastineilar ile
gergeklestirecefing, ekip disinda baska kisilenn HADYEK ten 1zin almadan istirak ettirmeyecegini,
calismanmm basindan sonuna kadar baskalan ile paylasmayacafim ve yaymn haline déniistigiinde
belirtilen katk: sirasina gore yayinlayacagin,

Universitemiz WEB sayfasinda giincel hali yaynlanan, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesine uygun olarak cahsacagm,

Onay alinmis Projede belirtilen Deney Hayvanlan Kullammina miisaade edilen kisilerin haricinde
baskalarna hayvanlarda herhangi bir Deneysel islem yaptirmayacagim ve Proje siirecinde islemlerde
ve ¢alisma ckibinde yapilacak her tiirlii degigiklikler igin HADYEK e izin basvurusunda bulunacagim
ve onay gelinceye kadar cahismalan durduracagim,

Proje onay tarihinden itibaren her 6(alt1) ay sonrasinda HADYEK e gelisim raporu verecegini ve Proje
bitim tarthim miitcakiben 3 ay igensinde ¢ahsma sonucunu HADYEK'e bildirecegini, Bu Proje
siiresince, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesinde yer alan
ctik ilkelerle uyusmayan veya beklenmeyen ters bir ctki veya olay oldugunda derhal Yerel Etik
Kurul'a bildirccegini Kabul ve taahhiit eden kimlik ve iletisim bilgileni yukanda yazilh yiiriitiicliniin
Arastrma Projesi, Etik Kurul Uyeleri tarafindan OMU HADYEK yénergesi kapsaminda Hayvan
Haklan ve Deney Etk ilkelerine UYGUN bulunmustur.

IMZA IMZA KATILMADI
Prof. Dr. Abdurrahman AKSOY Prof. Dr. Ahmet UZUN Dr. Ogr. Uyesi lsmail Alper TARIM
Uye Uye Uye
KATILMADI IMZA IMZA
Prof. Dr. Ahmet GULER Prof. Dr. H. Tahsin KECELIGIL Prof. Dr. N. Umur SAKALLIOGLU
Uye Uve Uye
KATILMADI KATILMADI IMZA
Prof. Dr. Ozcan YILMAZ Doc. Dr. Savas YILMAZ Dr.Ogretim Uyesi Bufira GENC
Uye Uye Uye
IMZA IMZA KATILMADI
Prof. Dr. Yilksel TERZI Vet. Hek. Mustafa ERMIS Dog. Dr. Berfin M GOLCU
Uye Uye Uye
KATILMADI IMZA
Mak. miih. Resat KURT Dr. Habib DEMIREL
Uye Uye
IMZA
Prof. Dr. Mustafa AYYILDIZ
Baskan

5070 Elektronik Imza Kanunu'na uygun olarak Giivenli Elektronik Imza ile tiretilmis vaz ekidir.
Evrak teyidi hitps://ebyssorgu.omu.edu.tr adresinden ilgi yanda belirtilen kod ile yapilabilir.

94




0Z GECMIS

Eser CAKMAK, Samsun Final Lisesi’ni bitirdikten sonra Ege Universitesi Fen
Fakiiltesi, Biyokimya boliimiinden 20.06.2012 tarihinde mezun oldu. 2016 yilinda
OMU LEE Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dal1 Yiiksek Lisans programini bitirdi, 2016
yilinda OMU LEE Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali’nda doktora programina basladu.
Mezuniyetinden buyana arastimma gorevlisi olarak gorev yapan Eser CAKMAK, iyi/orta
derecede Ingilizce bilmektedir (YOKDIL:72,5).

Tletisim Bilgileri

ORCID ID : 0000-0002-2243-4489

Yayinlar:

. Cakmalk, E., Bedir, A., Tungel O.K.(2022). The Effect of Metformin on SIK1 and
SIK2 in MCF-7 Cell as an Anticancer Agent. International Journal of
Hematology and Oncology, 32 (4), 069-074.

2. Cenik, Y., Baydin, A., Cakmak, E., Fidan, M., Aydin, K., Tuncel, O. K., & Aslan,
K. (2021). The Effect of Biomarkers and Optic Nerve Sheath Diameter in
Determining Mortality in non-Traumatic Subarachnoid Hemorrhage. Clinical
neurology and neurosurgery, 207, 106813.
https://doi.org/10.1016/j.clineuro.2021.106813

. Sayarlioglu, H., Okuyucu, A., Bedir, A., Salis, O., Yenen, E., Bekfilavioglu, G., &
Kaya, C. (2016). Is there any role of epithelial to mesenchymal transition in the
pathogenesis of contrast nephropathy?. Renal failure, 38(8), 1249-1255.
https://doi.org/10.1080/0886022X.2016.1209381

. Salis, O., Okuyucu, A., Bedir, A., Gor, U., Kulcu, C., Yenen, E., & Kilig, N. (2016).
Antimetastatic effect of fluvastatin on breast and hepatocellular carcinoma
cells in relation to SGK1 and NDRG1 genes. Tumour biology : the journal of
the International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine, 37(3),
3017-3024. https://doi.org/10.1007/s13277-015-4119-2

. Cakmak, E., Tungel O. The Effect Of Olanzapine On Insulin Like Growth Factor
1 And Its Receptor In Prefrontal Cortex And Hypocampus (2022).Turkish
Journal of Biochemistry, TBS International Biochemistry Congress 2022 -
33rd National Biochemistry Congress (S6zlii sunum, bildiri).

. Cakmak, E., Bedir, A., Tuncel, OK. The Effect Of Metformin On Salt Inducible
Kinase 1 And Salt Inducible Kinase 2 In Mcf-7 Cell As An Anticancer Agent
(2021).Turkish Journal of Biochemistry, TBS International Biochemistry
Congress 2021 - 32nd National Biochemistry Congress (Sozlii sunum, bildiri).

. Aysenur Arh, A., Giizel, A., Tungel, Ok., Aksu, E.E, Cakmak, E., Yilmaz, S.
Obstriiktif Uyku Apne Sendromlu Hastalarda CPAP Kullaniminin
Norokognitif Fonksiyonlar ve Serum Glial Fibriller Asidik Protein Diizeyine
Etkisi (2018). Ulusal Akciger Sagligi Kongresi (S6zlii sunum, bildiri).

[EEN

w

AN

[Sa}

(2]

~

95


https://doi.org/10.1080/0886022X.2016.1209381
https://doi.org/10.1007/s13277-015-4119-2



