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OZET

Intihar sonucu 6liim trajik bir toplum saglig1 problemidir. Bu dliimlerin bir
kismin1 major depresif hastalar olusturmaktadir. Major depresyon etiyolojisi
heniiz aydinliga kavusturulmasa da hipokampus ve kaudat niikleusun etkili
oldugunu diisiindiiren bazi ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢alismada intihar ederek 6len
olgularin hipokampus ve kaudat nukleuslar1 kontrol gruplariyla histopatolojik
olarak karsilastirilmasi amaclandi.

Bu c¢alismada postmortem sol hipokampus ve kaudat niikleuslar intihar ederek
Olen tedavisiz major depresif olgular (n=7) ile psikiyatrik olarak normal kontrol
grubundan (n=6) elde edildi. Hipokampus ve kaudat niikleus Vitamin D reseptorii
ve glial fibrial asidik protein antikorlariyla boyandi. Ki67 antikoru ile hipokampus
boyandi.

Anterior ve posterior dentat girus Ki67 pozitif hiicre sayisinda major
depresyon grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).
Major depresyon grubunda anterior dentat girusda Ki67 pozitif hiicre sayisi ile yas
arasinda negatif bir iliski saptandi (r=-0,867 p<0,05). Antreior dentat girus,
posterior dentat girus ve kaudat nukleusta glial fibrial asidik protein antikorlariyla
immunreaktif alan fraksiyonunda intihar ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0,05). Anterior dentat girusda Vitamin D Reseptorii immunreaktif
graniiler hiicre yiizdesi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulunurken
(p<0,05); posterior dentat girusta bulunmadi. Kaudat niikleusda Vitamin D
Reseptorii immunreaktif ndron pozitifligi major depresyon grubu ile kontrol grubu
arasinda anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05).

Sonu¢ olarak intihar ederek Olen tedavisiz major depresyon olgularinda
anterior hipokampusta immunohistokimyasal olarak daha fazla degisime ugradig
ve Vitamin D Reseptorii graniiler hiicrede koruyucu faktor olarak artis gosterdigi

kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Hipokampus, vitamin d reseptorii, kaudat niikleus



ABSTRACT

THE SIGNIFICANCE OF Ki67, GLIAL FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN
AND VITAMIN D RECEPTOR IN THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM
OF POSTMORTEM SUICIDE VICTIMS

Death by suicide is a tragic public health concern. Some of these victims are
patients with major depressive disorder. Although the etiology of the major
depressive disorder has not been clarified yet, some studies suggest that
hippocampus and the caudate nucleus play effective roles. In this study, it was
aimed to compare hippocampus and caudate nuclei of suicide group with control
group histopathologically.

In this study postmortem left hippocampus and caudate nucleus were
collected from suicide victims with untreated major depressive disorder (n=7) and
psychiatrically normal controls (n=6). The hippocampi and the caudate nuclei
were stained with Vitamin D receptor and glial fibrillary acidic protein antibodies.
The hippocampi were stained with Ki67 antibodies.

There were no significant differences between suicide and the control groups
in the number of Ki 67 positive cells in the anterior and posterior dentate gyrus
(p>0.05). There was a negative correlation between the number of Ki67 positive
cells and age in the suicide in the anterior dentate gyrus (r=-0.867 p<0.05). The
area fraction of glial fibrillary acidic protein immunoreactivity was not significant
between groups in the anterior, posterior dentate gyrus and caudat nucleus
(p>0,05). In the anterior dentate gyrus, but not posterior dentate gyrus, the
granular cell percentage with Vitamin D receptor immunoreactivity was
significantly higher compared to that of the control group (p<0.05). The neuronal
positivity for the Vitamin D receptor immunoreactivity was not significantly
different between the two groups in the caudate nucleus (p>0.05).

As a result, it was concluded that the immunohistochemical alterations in the

anterior hippocampus were higher in the suicide victims with untreated major



depressive disorder and there was an increase in the Vitamin D receptor in the
granular cells as a protective factor.

Key words: Hippocampus, vitamin d receptor, caudate nucleus
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1. GIRIS
Anatomik olarak sinir sistemi santral sinir sistemi (beyin, spinal kord ve

gbziin noral pargasiyla iligkilidir) ve periferik sinir sistemi (periferal ganglion,

sinirler ve santral sinir sistemindeki ganglionlarla iligkilidir) olarak ikiye ayrilir (1).

1.1. Sinir Sisteminin Gelisimi

Embriyonik gelisiminin iiglincii haftasinda baglica orta hat mesoderm
tarafindan salinan kimyasal sinyallere yanit olarak ektodermin uzunlamasina bir
bandi noral plagi olusturmak i¢in kalinlasir (2). Kisa siire sonra ndral plak iki
kenarindan noral katlantilar olusturarak orta hatta bir noral oluk meydana getirir.
Noral oluk derinlesirken noral kivrintilar ile kusatilir (3). Dordiincii haftanin baginda
ileride servikal spinale tekabiil eden bir seviyede noral oluk orta yoldan birlesmeye
baslar (2). Birlesme kranial ve kaudal olarak ilerlemekte ve dordiincii haftanin
sonunda oluk i¢i bos bir silindir olan néral tiipe doniismektedir (1, 2). Bu ilerleyise
noriilasyon denir (1).

Erken noral tiipiin duvar1 kalin psodostratifiye silindirik noéroepitelden
olugmaktadir (4).

Bu epitel ii¢ zona sekillenir (1) :

e Ventrikuler zon: Progenitor hiicrelerin sinir dokusunun ¢ogu hiicrelerine
dontstiigl yer (mikroglia harig)

e Intermediat zon: Kortikal plaka dogru noronlarin gog ettigi yer ve fazla
noronlarin apopitozisle yikildig: yer

o Kortikal plaka : Serebral korteksin gri maddesini olusturacak alandir (1).

Ventrikiiler zondaki bazi noroepitel hiicreleri, ndroblast denilen primordiyal
noronlara farklilamirlar (4). Immatur noéronlar ventrikuler zondan ayrilir ve
intermediat zona goc¢ eder ve hiicreler boliinme kapasitesini kaybederek islevsel
noronlara farklilasir (1).

Noroepitelyal hiicreleri, ndroblast hiicrelerini olusturduktan sonra merkezi
sinir sisteminin primordial destekleyici hiicreleri olan gliyoblastlara farklilasirlar (4).
Gliyoblastlardan bazilar1 astrosit hiicreleri olusturmak iizere astroblastlara, digerleri
oligodentrositleri olusturmak f{izere oligodentroblastlara doniisiir (4). Noroepitelyal

hiicreler noroblastlari ve glioblastlari olugturduktan sonra ependimoblastlari meydana



getiriler (1, 4). Ependimoblastlardan koroid pleksusun komponenti olan koroid epitel
hiicreleri ve merkezi sinir sisteminin ventrikiil kavitesininde siralanan ependimal
hiicreleri ortaya ¢ikar (1).

Noral olugun noral tiip haline gelmesiyle bas ve kuyruk kisminda, kranial
(anterior) ve kaudal (posterior) noroporlar adi verilen amnion sivisi ile iligskide kalan
iki agiklik olusur (3). Kranial néropor yaklasik 25. giinde kapanirken; kaudal néropor
iki giin sonra kapanir (4). Henliz kranial néropor kapanmadan daha hizl1 bliytidiigi
icin One bikiilen ndrol boruda ii¢ primer beyin vezikiili goriiliir (3). Bunlar
prosensephalon  (forebrain), mesensephalon (midbrain) ve rhombensefalon
(hindbrain) dur (2). Primer vezikiillerden ikisi tekrar boliiniir (2). Besinci haftada
prosensefalon, telensefonlon ve diensefalona bdliiniirken (4); rhombensefalon,
metensefalon ve miyelensefalona dondsiir (5).

Telensefalon yetiskin beynin serebral hemisferlerini  olusturur (2).
Diensefalondan epifiz, hipotalamus, talamus, hipofiz, retina ve birka¢ diger kiigiik
yapilar gelisir (2, 6). Miyelensefalon medulla oblangataya doniistirken; metensefalon

pons ve serebelluma dondsiir (2, 4).

1.2. Hipokampus Gelisimi ve Fonksiyonu

Hipokampus fetal beyinde (postkonstipasyon 12-32. hafta) temporal lobun
medial kenarmin genislemesi ile ortaya cikar (7). Boylece hipokampus lateral
ventrikiiliin temporal boynuzunun zeminine uzunlamasma yerlesmis vaziyette bir
cikint1 olarak goriiliir (7). Hipokampus parahipokampal girus i¢inde 6n ucunda
amigdala olup giderek incelerek arka ucu korpus kallosum splenium yanina uzanan
yaklasik 5 cm uzunlugunda bir yapidir (2) (Sekil 1). Hipokampusun hafif genislemis
On ucu hayvan patisine benzerliginden dolay1 pes hipokampi olarak bilinir (7, 8)

(Sekil 2).



Sekil 1. Temporal boynuz igerisinde arka kisminda koroid pleksus bulunan
hipokampus goriintiisii

Hipokampusun transvers kesitinde ti¢ farkli zon bulunur: Dentat girus (DG),
hipokampus proper ve subiculum (2). DG ve hipokampus proper birbiri igerisine
giren iki forma sahiptir (2, 8). Subiculum bir ucunda hipokampus proper ile diger

ucunda parahipokampal girusla devam eden gecis zonudur (2).



Sekil 2. Hipokampusun sagital kesitte goriiniimii

Hipokampal proper ko¢ basina benzerliginden dolayr Cornu Ammonis (CA)
olarakta adlandirilmaktadir(2, 7). Ammon kog basli eski bir misir tanrisidir(7). Cornu
ammonis piramidal tabakanin o6zelliklerine gore CA1-4 olarak ayrilir. CAl
subikuluma yakinken CA4 DG un konkavitesi igerisinde yer alir (8).

Cornu Ammonis histolojik olarak yedi tabakadan olusur: alveus, stratum
oriens, stratum piramidale, stratum radiatum, stratum lacunosum, stratum molekiilare

e Alveus: Hipokampusun ventrikiiler yiizeyini olusturur (8). Hipokampal
formasyona giren ¢ikan aksonlar1 igeren kalin bir beyaz cevher tabakasidir

(7). Bu lifler medial sinir boyunca hipokampusun fimbriasi olarak sekillenir

(2) ve korpus kallosum spleniumun yaninda hipokampusun sonlanmasindan

sonra forniksin bir kolu olarak devam eder (7).

e Stratum oriens: Piramidal hiicrelerin bazal dentritlerini ve bir¢ogu

internoronlar olan ¢esitli ndronlar1 barindirir (9).



Stratum piramidale: Major tabakadir. Cornu ammonisin temel elementi
olan piramidal noronlar1 igerir (7). Piramidal gévde, tabani alveusa, apeksi
hipokampal sulkusa doniik olan tiangular bir yapiya sahiptir (8).

Stratum radiatum: Baslica piramidal noéronlarin apikal dentritlerini igerir
(8). Burada apikal dentritler septal niikleus lifleri schaffer kollaterali ve
komissur lifleriyle baglanti olusturur (8, 9)

Stratum lucidum: Burada yosunsu lifler piramidal hicrelerin apikal
dentritleri ile sinapslar olusturur, CA1 ve CA 2 bu tabakay1 icermez (9).
Stratum lakunozum: Agirhikli olarak perforant liflerden ve schaffer
kollaterallerinden olusan cornu ammonisin yiizeyine paralel c¢ok sayida
aksonal fasikiil igerir (8).

Stratum molekiilare: Gelisim sirasinda hizli girinti kayb1 nedeniyle cornu
ammonisin stratum molekiilaresi ile DG’nin stratum molekiilaresi ile karisir
(7, 8). Bu tabaka ayrica interndronlar olarak kabul edilen birka¢ néron igerir.
Perforan liflerin kollateralleriyle temas halinde piramidal hiicrelerin apikal
dentritlerinin dallanmalarini da igerir (8).

Son iki tabaka baz1 kaynaklarda beraber ifade edilmektedir (9).

Hipokampusu iceren kortikal dokunun devam eden biiylimesinden DG

sorumludur (7). DG’nin ylizeyi digli goriinlime sahip oldugundan bu adi1 almistir (7).

DG histolojik olarak {i¢ tabakadan olusmaktadir (7, 8). Stratum molekulare, stratum

granulosum ve polimorfik tabaka (8):

Stratum molekulare: Kalin bir tabaka olup cornu ammonisin stratum
molekiilaresinden hipokampal sulkus ile ayrilir. Hipokampal sulkusa yakin
olan dis ikide iigliik kism1 perforant yolun fiberlerini alir. ¢ birde ii¢ kismi ise
graniile tabakayla iligkili komissur ve septal liflerden olusur. Az miktarda
interndronlar igerir.

Stratum granulosum: Yuvarlak kiiciik fakat yogun paketlenmis, tabakanin
ayirt edilmesini saglayan graniiler noronlarin gévdelerinden olusur. Graniiler
noronlarin aksonlar1 yosunsu lifler olarak adlandirilir. Yosunsu lifler

polimorfik tabakaya oradan da CA3 ve CA 4’ e ulagsir.



e Polimorfik tabaka: Graniiler tabakayt CA 4 ile birlestirir. Graniiler
noronlarinin aksonlar1 tarafindan ¢aprazlanir. Az miktarda interndron igerir
(8).

Hipokampal formasyonun en iyi anlagilan fonksiyonlari, kisa stireli bellekte

bilginin muhafaza edilmesi ve uzun siireli deklaratif bellege aktarilmasidir (7).

1.3. Kaudat Niikleusun Gelisimi ve Fonksiyonlari

On beyin vezikiillerinin tabanindaki néroepitel prolifere olarak pek g¢ok
pirimitif norosit olusturur (3). Primitif norositler lateral ventrikiiler kavitesi lizerine
kollektif sekilde yayilarak altinci haftada ig¢inde serebral hemisferin tabaninda
belirgin bir siskinlik olarak korpus sitriatumu olustururlar (3, 4). Serebral korteks
farklilagirken giren ve ¢ikan liflerden olusan capsula interna korpus sitriatum
boyunca geger ve burayi niikleus caudatus ve niikleus lentiformis olarak ikiye ayirir.
Niikleus caudatus lateral ventrikiil hatlarina uyacak sekilde C harfini alir (2,4). Bas
ve genislemis govdesi kornu frontalin tabaninda ve lateral ventrikiiliin pars
centralisinde yer alir ( Resim 3), buna karsin kuyrugu cornu temporalin tavanina

uyacak sekilde U sekilini alir (4).



Sekil 3. Beynin koronal kesitinde kaudat niikleusun bag kisminin goriiniimii

Korpus striatum, normal olarak, 6grenilen hareketlerin boliimleri igin
talimatlarin hatirlandig1 ve bunlarin motor ndronlara kortikospinal ve retikospinal
yolaklar tarafindan montaj ve nihai uygulama i¢in motor korteksine iletildigi alan
olabilir (7).

Ayrica uzun siireli bellegi ifade eden noron degisiklikleri parieto-oksipito-
temporal ve frontal iliski korteksi boyunca mevcut olduguna inanilmaktadir ve bazi
aragtirmacilar korpus striatum, talamus ve serebellumun da dahil oldugundan

stiphelenmektedir (7).

1.4. intihar Sonucu Oliimler ve Major Depresyon

Diinyada her 40 saniyede bir insan, bir yilda yaklasik 800.000 insan intihar
sonucu dlmektedir (10). Tiim intiharlarin yaklagik %60°1 duygudurum bozuklugu ile
ilgili olarak ortaya g¢ikmaktadir (11). Bu intiharlarin bir kisminida ekonomik, is
stresi, ailevi sorunlar gibi stres etkenleri sonucu olusan depresif intiharlardir.

Major depresyon (MD) depresif ruh hali, ilgi istekte azalmanin oldugu iki ana
semptomlarin yaninda uyku ve istah diizensizligi, psikomotor ajitasyon veya
retardasyon, enerji azligi, degersiz ve suglu hissetme, konsantrasyon kaybi, intihar
diisiincesi gibi semptomlarin eslik ettigi ruhsal bir hastaliktir (12). Intihar mortalitesi

acisindan en Onemli psikiyatrik hastalik olan Major depresif bozuklugun (13)



yapilan bircok c¢alismalara ragmen alta yatan etiyolojisi hala tam olarak

anlagilamamistir (14).

1.4.1. Hipokampus ve depresyon

Depresyonda etkin oldugu distliniilen limbik sistemin bir pargasit olan
hipokampus ile ilgili literatiirde gesitli c¢aligmalar bulunmaktadir. Arnone ve
arkadaslarinin (15) magnetik rezonans goriintiileme yonelik meta analiz ¢aligmasinda
unipolar depresyonlu hastalarda hipokampusda (bilateral hipokampus sag ve sol
hipokampus ve hipokampal gri cevher) morfolojik azalma oldugu gosterilmistir.
Postmortem hipokampusun sterolojik olarak degerlendirildigi bir ¢alismada ise
kronik /tekrar eden depresyonlu kisilerin total voliim, hastaligin siiresi artik¢a
azaldigr belirtilmistir (16). Bu voliimdeki azalmanin ndron, glia sayisinda
yogunlugunda veya govde boyutundaki degisikliklerden kaynaklandig
disiiniilmektedir (17).

1.4.2. Dentat Girus ve Ki67

Ericson ve ark.’nin (18) yaptig1 bir ¢calismada yetiskin insan hipokampusunde
norogenesis oldugu saptanmistir. Insan hipokampusunda yetiskin ndrogenesisin
belirlenmesiyle beraber yetigkin norogenesisin depresyonu da igine alan
noropsikiyatrik hastaliklar tizerine etkisi aragtirllmistir. Jacobs ve ark.’nin (19)
yaptigi bir calismada DG’de norogenesiste strese bagli azalmalarin depresyon
ataklarinin olugsmasinda 6nemli bir nedensel faktor oldugunu ileri stirmistiir. Yapilan
bir ¢alismada prenatal stresin jiivenil rhesus maymunlarinin DG’de ndrogenesisin
inhibisyonla sonuglandigi belirtilmistir (20). Baska bir calismada ise yetiskin rat
hipokampusunda kacinilmaz stres etkeni sonrasi hiicre cogalmasmin azaldig
gosterilmistir (21). Yetiskin non human primatlar iizerine yapilan bir ¢aligma da ise
yetiskin non human primatlarin tekrarlanan ayirma stresine maruz kalmasi, azalmis
hipokampal nérogenezisin eslik ettigi depresyon benzeri davranislara yol agcmistir
(22). Bu bulgular norogenesisin depresyon etiyolojisinde etkin bir rol aldiginin
gostermektedir.

Hipokampusta yetiskin ndérogenesisin kdken aldig1 prekiirsor hiicreler dentat
girusun graniiler hiicre tabakasi ile hilus arasindaki dokuda subgranular zon olarak

adlandirilan dar bir bantta yer almaktadir (23). Hipokampus DG’de boliinen



hiicrelerin tespitinde Ki67 tercih edilen markerlardan biridir. Ki67 tiim mitotik siire¢
boyunca boliinen hiicrelerden eksprese olan bir niikleer proteindir (24). Bunu
yaninda Ki67 g¢ogalan hiicreleri belirlerken bu hiicrelerin néron ve glia hiicreleri

ayrimini yapamaz (25).

1.5. Kaudat niikleus ve depresyon

Kaudat ntikleus duygu, motivasyon, biling ve hareketlerin diizenlenmesinde
rol alan subkortikal bir alandir (26). Kaudat niikleusun bu rolleri ve literatiirdeki bazi
caligmalar depresyon patofizyolojisinde etki olabilecegini diistindiirmektedir.
Yapilan bir ¢alismada sol basal gangliadaki lezyonlarin MD ile gii¢lii bir iligkisi
oldugunu belirlenmigken; bagka bir calismada kaudat infarktlar inme sonrasi
depresyonla iliskili bulunmustur (27, 28). Literatiirde goriintiileme yontemleriyle
yapilan bazi calismalarda depresif hastalarda kaudat hacminde azalma saptanirken

(29-32); baz1 caligmalarda bir degisim saptanmamustir (33, 34).

1.6. Glial Fibrilar Asidik Protein

Glial hiicrelerin en sik goriilen ¢esidi astrositlerdir (17). Astrositler ndronlara
besin transferinde Onciiliilk etmede, sinaptik iletimin siirdiiriilmesinde, ekstraseliiler
alanda elektrolit ve ndrotransmitterin tamponlanmasi da dahil olmak iizere c¢ok
sayida islevi olan hiicrelerdir (35-39).

Olgun ve reaktif astrosit hiicreleri tarafindan sitoskeletal ara filamentlerin
birincil bileseni olan Glial fibriler asidik protein (GFAP) sentezi gerceklesir (40, 41).
GFAP astrosite spesifik bir protein olup immmunohistokimyasal ¢alismalarda diger
glia hiicrelerinden ayrilmasinda kullanilmaktadir (14).

Astrosit disfonsiyonunun major depresyonda etkin oldugunu gosteren kanitlar
mevcuttur. Ratlar iizerinde yapilan bir c¢aligmada gial ablasyon saglayan
farmokolojik ajan Lo aminoadipik asitin prefrontal kortekse inflizyonu sonucu
depresyon benzeri davraniglar ortaya cikmistir (42). Baska bir caligmada kronik
sosyal strese maruz kalan ratlarin hipokampusunda GFAP seviyelerinde azalma
goriilmiistiir (43). Postmortem insan dokusu {izerinde yapilan bir ¢alismada geng
major depresyon bozuklugu (MDB) olan olgularin kontrol grubuna gore prefrontal
korteksde GFAP immunreaktivite (IR) alan fraksiyonu anlamli olarak diisiik

bulunmustur (38). Yapilan farkli calismalarda MDB’lerde anterior singulat kortex



beyaz cevherinde, dorsolateral prefrontal korteks i¢ katlarinda, amigdala ve

serebellumda GFAP IR’nin azalmasi rapor edilmistir (44-48).

1.7. Vitamin D ve Depresyon

Major depresyonun patofizyolojisinde etkin oldugu diisiiniilen bir baska etken
ise D vitaminidir. Vitamin D’in iki kaynagi vardir: Bitkisel kaynakli ergokalsiferal
ve hayvan kaynakli cholecalciferal (49). Bu iki form 6nce karacigerde sonra baslica
bobreklerde hidroksilasyona ugrayarak aktif form olan 1,25(OH);D3 e doniisiir (49).
Son hidroksilasyon asamasinda yer alan la hidroksilasyon enzimi bobrek disinda
beyinde dahil olmak iizere bir ¢ok hiicrede tanimlanmistir (50).

Vitamin D’nin depresyonla iliskisine yonelik cesitli calismalar yapilmustir. Tki
bin yetmis katilimli 65 yas {stli kisilerini kapsayan bir calismada, D vitamini
eksikliginde depresif belirtiler riskinde belirgin artis bildirilmistir (51). Yas araliginin
15- 39 oldugu 7970 kisi lizerinde yapilan bir ¢calismada diistik vitamin D seviyesi ile
depresyon riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir (52). Bunun yaninda depresyonun
kiside olusturdugu davranigsal tutumlarinin D vitamin eksikligine neden olabilecegi
ve bu sonuclar1 dogurabilecegi diisliniilmektedir. Bu tir kanstirict faktorlerin
etkinligi azaltan prospektif calismalarda yapilmistir. Altmis bes yas ve {isti 954
yetiskin lizerinde 6 yillik bir prospektif ¢alismada, baslangigta diisiik D vitamini ve
ardindan gelen depresyon arasindaki iliskiyi incelenmistir (53); baslangicta 250HD3
seyiyesi diger olgulara gore diisiik olan olgularin 3 ve 6 yildaki depresyon

Ol¢iimlerinde anlamli derecede yiiksek skorlar aldig1 goriilmiistiir.

1.8. Vitamin D Reseptorii

1,25(0OH),D3 hedef gen kontrolii saglayarak gosterdigi biyolojik aktivitelerini
Vitamin D Reseptorii (VDR) aracilifiyla gerceklestirir. VDR niikleer reseptor
ailesine ait olup transkripsiyon faktor indiikleyen ligand olarak rol alir (54). Cesitli
caligmalarda santral sinir sisteminde noronal ve non-noronal hiicrelerde VDR varlig
tespit edilmistir (50, 55, 56). Insan beyninde prefrontal korteks, hipokampus, cingulat
girus, talamus, hipotalamus, substantia nigra, depresyonun patofizyolojisinde
etkileyen ¢ogu bolgeyi de igeren birgok alanda VDR tanimlanmistir (50).

Bu calismada tedavisiz MDB sahip intihar ederek oOlmiis olgular ile

psikiyatrik olarak normal olan kontrol gruplarinin sol hipokampus subgranular zonda
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Ki67 ile sol hipokampus ve kaudat niikleus GFAP ve VDR ile boyanarak elde edilen

sonugclar literatiir esliginde tartisilmasi amaclandi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Olgularin Se¢imi

Yaklasik bir yil igerisinde Elazig ilinde otopsisi yapilan 16 erkek olgu
yakinlarindan yazili onam alinarak beyin dokular1 toplandi. Calismaya alinan intihar
olgular1 yakinlarindan alinan anamneze gére DSM V major depresyon kriterlerine
gore secildi. Intihar olgularindan kan sonuglarina gore antidepresan ilag varlig1 tespit
edilen 2 olgu ile patoloji sonuglarinda serebrovaskiiler patoloji saptanan bir olgu
calismadan c¢ikarildi. Tedavisiz major depresyon hastast 7 intihar olgusu,
yakinlarindan alinan anamnez ve kan toksikoloji sonuglari ve son alt1 ay i¢inde recete

bilgilerine gore psikiyatrik rahatsizligi olmayan 6 kontrol olgusu ile kiyaslandi.

2.2. Dokularin Hazirlanisi

Tiim olgulardan sol hipokampus ile bas kaudat niikleus degerlendirilmeye
alindi. Sol hipokampus lateral genikulat baslangicindan kesilerek anterior ve
posterior olarak ikiye ayrildi. Her boliimden yaklasik 8 kesit elde edildi. Monoklonal
antikor Ki67 sol hipokampusun boyanmasinda kullanilirken; monoklonal GFAP
antikoru ve abcam 3805 Vitamin D Reseptorii antikoru sol hipokampus ve bas

kaudat niikleusun boyamasinda kullanildi.

2.3. Preparatlarin Degerlendirilmesi

Vitamin D Reseptor ve Ki67 ile boyanan preparatlar Olympus BX53
mikroskopta 40x biiylitmede kor olarak sayildi. Ki67 hipokampus dentat girusta
subgraniiler tabaka bolgesinde sayildi. Sayilan Ki67 pozitif hiicre sayisi sayma
isleminin yapildig1 grantiler hiicre tabakas1 boyuna boliinerek hiicre/mm olarak ifade
edildi. Graniiler hiicre tabaka boyu Olympus cellsens standart 1.13 programi
kullanilarak 6l¢iildii. VDR hipokampus dentat girusta 10 farkli alandan 100 graniiler
hiicre de pozitif hiicre sayilarinin ortalamasi alinarak ¢ikan sonug¢ yiizde olarak
hesaplandi. Kaudat niikleusta 40x biiylitmede 7 farkli alanda VDR pozitifligi olan
noronlar sayilan toplam néronlara oranlanarak ¢ikan sonuglar yiizde olarak ifade
edildi. Hipokampus DG 4x lik biiyiitmede, kaudat niikleus 20x biiyiitmede
birbirleriyle ¢akismayan seri fotograf ¢ekimleri yapildi. Fotograflar JPEG olarak
kaydedildi. Bu fotograflar Image J 1.48v (National Institutes of Health
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https://imagej.nih.gov/ij/index.html) programinda 8§ bit formatina doniistirtldi.
Fotograflardaki hipokampus DG sinirlar1 image j programi kullanilarak striata
molekiilara tabakasini ayiran hipokampal sulkus ile CA 4 piramidal néronlarin tespit
edildigi yere kadarki alan olarak belirlendi. GFAP IR alanlar ve sinirlar1 belirlenen
total alan non immunreaktif alanlarin arka plan olarak referans gosterilerek image
j’nin esdeger ozelligi kullanilarak dl¢lildi. GFAP IR alanlar total alana oranlanarak
alan fraksiyonu seklinde hesaplandi. Kaudat niikleustaki ¢ekimler hiicre
heterojenligin oldugu boyali alanlarla sinirlandirildi.

Bu calisma icin Firat Universitesi T1ip Fakiiltesi etik kurulundan onay alind.

2.4. istatistiksel Yontem

Veriler SPSS 22 (IBM) programina aktarilarak Mann Whitney U testi
kullanilarak analiz edildi. Calisilan parametreler ile yas, postmortem interval (PMI),
dokularin formolde kalis siireleri, depresyon stiresi ile iligkisi ve VDR IR ile Ki67
pozitifligi arasinda iliski spearman korelasyon analiziyle arastirildi. Anlamlilik

seviyesi p<0,05 olarak alind1.
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3. BULGULAR

Toplamda 13 olgu bulunup, yedisi intihar ederek 6len tedavisiz MDB olgusu,
altt  olgu ise saghklh kontrol grubu idi. MDB yas araligi 32-
56(ortanca;ortalamatstandart hata 4443,7) iken; kontrol grubunun yas araligi 28-
50(41,6+3,4) idi (Tablo 1).

Tablo 1. Olgularin demografik ve histolojik 6zellikleri

No Grup Yas PMI Formolde Oliim Nedeni ~ Depresyon

(saat) kalis siiresi sliresi (ay)
(giin)

1 MDB 46 17 283 Intoksikasyon 22

2 MDB 56 5 281 ASY 6

3 Kontrol 48 8 340 KVH -

4 Kontrol 50 15 153 KVH -

5 MDB 32 60 184 Asi 4

6 MDB 34 10 154 Asi

7 Kontrol 37 13 329 Pulmoner -

tromboemboli

8 MDB 55 5 147 Asi 25

9 MDB 37 15 114 Asi 10

10 Kontrol 28 5 204 ASY -

11 MDB 48 58 118 Asi 14

12 Kontrol 48 6 21 KVH -

13 Kontrol 40 8 28 Travma -

ASY: atesli silah yaralanmas1 KVH: kardiovaskiiler hastalik

Calismaya alinan higbir olguda kanda ve son 6 aylik recete dokiimiinde anti
depresan ilag kullanimi1 saptanmadi.
Kontrol grubu ile intihar grubu arasinda yas, PMI, dokularin formolde kalma

stiresi agisindan bir fark bulunmadi (p=0,774; p=0,280; p=0,886)
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Dentat Girus subgranular zonda Ki67 pozitif hiicre sayist (hiicre/mm GHT)
MDB grubu le kontrol grubu arasinda anterior ve posterior DG’da istatiksel bir fark
saptanmadi (p=0,098; p=0,176) (Sekil 4 ) Toplamda 13 olgunun altisinda Ki67
pozitifligi gozlenmedi (Tablo 2).

Sekil 4. Dentat Girus subgraniiler zonda Ki67 hiicre pozitifligi (ok isareti)
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Tablo 2. Ki67 pozitifligin [hiicre/mm graniiler hiicre tabakasi (GHT)] olgulara gore
dagilim1

Yas Grup Anterior Posterior
Hipokampus Hipokampus
Ki67 Pozitif Ki67 Pozitif
Hiicre/mm GHT Hiicre/mm GHT

34 MDB 0,12 1,53

37 MDB 0,39 1,79

32 MDB 0,53 1,29

28 Kontrol 2,90 1,50

40 Kontrol 2,96 2,49

37 Kontrol 3,25 4,37

50 Kontrol 5,64 5,08

46 MDB - -

56 MDB - -

48 Kontrol - -

55 MDB - -

48 MDB - -

47 Kontrol - -

Anterior DG’da GFAP IR alan fraksiyonu (%) MDB grupta ortanca 28,9
(aralik =13,5-34,1; ortalama + standart hata =27+2,4) kontrol grubu ortanca deger
29,1 ( 25,4-38,4; 31,2 + 2,2) olup aralarinda istatiksel bir fark saptanmadi
(p=0,391).

Posterior DG’de GFAP IR alan fraksiyonu MDB grupta ortanca 26,7 (13,7-
31,8; 26 + 2.2); kontrol grubunda 29,7 (22,8-39,2; 29,9 + 2,5) olup aralarinda anlaml
bir fark saptanmadi ( p=0,475).

Anterior DG graniiler tabakada VDR IR graniiler hiicre yiizdesi (%) MDB
grupta ortanca deger 13,2 (4,9-24,6; 14,9 + 2.9 ); kontrol grubunda 4,9 (1,1-6,5; 4,6 +
0,8) olup MDB grupta anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,009) (Sekil 5, 6).
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Sekil 5. Anterior DG graniiler hiicre tabakasinda VDR IR graniiler hiicre yiizdesi
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Magnification: 40 x

Sekil 6. Dentat Girus graniiler hiicre tabakasinda VDR IR graniiler hiicre goriintimii

Posterior DG graniiler tabakada VDR IR graniiler hiicre yiizdesi (%) MDB
grupta 10,6 (5,2-22,9; 11,8+ 2.4 ); kontrol grubunda 5,4 (4,2-20,5; 8.3+ 2,5) olup
aralarinda istatistiksel fark saptanmadi (p=0,116)

Kaudat niikleusta GFAP IR boyama alanlarinin gliozisle iliskili olmaksizin
baz1 olgularda her alanda esit dagilim gosterdigi bazi olgularda kiiciik bir alana sinirlt
oldugu goriilmiistiir (Sekil 7a, b).
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Sekil a Sekil b

Sekil 7. Kaudat niikleus GFAP IR boyamalar kisiden kisiye farklilik gosterdigi
belirlendi. (a) 34 yas intihar olgusu, (b) 37 yas intihar olgusu

Kaudat niikleusta GFAP IR alan fraksiyonu (%) 16,7 (8,2-29,4; 17,9 + 3,1);
kontrol grubunda 11,3 (5,6-24,8; 13,6 + 3,4) olup aralarinda istatistiksel bir fark
saptanmadi ( p=0,252).

Kaudat niikleus néronlarinda VDR IR pozitif hiicre ylizdesi MDB grubunda
22,3 (11,7-34,8 22,3+ 2.,8); kontrol grubunda 19,5 (8,3-60; 28,3 + 8.,8) olup
aralarinda istatiksel bir fark bulunmadi (p=0,99) (Sekil 8)
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Maanification: 40 x

Sekil 8. Kaudat niikleusta noronlarda VDR IR pozitifligi (ok isareti)

Tedavisiz major depresyon olgu grubunda anterior DG’de Ki67 pozitif hiicre
sayisi, yas ile negatif korelasyon (r=-0,867 p=0,012) gosterirken; PMI, dokunun
formolde kalis siiresi ile korelasyon bulunmadi. Posterior DG’de Ki67, GFAP IR ve
VDR IR ile kaudat niikleus GFAP IR ve VDR IR ’nin yas, PMI, formolde kalis siiresi
arasinda bir korelasyon saptanmadi.

Gruplara ayirmadan Ki67 pozitifligi saptanan olgular degerlendirilmeye
alindiginda anterior DG Ki67 pozitifligi ile VDR IR’si arasinda negatif bir
korelasyon saptandi ( r=-0,857 p=0,014).
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada MDB olgularinda sol hipokampusda Ki67, GFAP, VDR IR ve
sol bas kaudat niikleusda GFAP ve VDR IR diizeylerinde degisiklik olup olmadigi

arastirildi.

4.1. Hipokampus ve Ki67

Reif ve ark.’nin (25) yaptig1 bir ¢aligmada anterior hipokampusta bdliinen
hiicrelerin depresif hastalarda kontrol grubuna goére bir fark olmadigimi belirtmistir.
Boldiri ve ark.’nin (57) yaptig1 bir ¢alismada tedavisiz major depresyon hastalarinda
kontrol grubuna gore DG’de Ki67 pozitifligi %50 daha az bulunmasina karsin bu
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ¢alismada ise intihar olgularinda anterior
ve posterior DG’de Ki67 pozitifligi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi bulundu. Bu durum c¢alismadaki olgu sayisinin azligindan
kaynaklaniyor olabilir. Bunun yaninda bazt MBD ve kontrol olgularinda Ki67 pozitif
hiicre olmamasi sonucu etkilemis olabilir. Bunlarla beraber Ki67 pozitif hiicre
bulunmamasi, Reif ve ark.’nin (25) yaptig1 ¢alismada da rastlanmis olup 62 yasa
kadarki olgularda Ki67 pozitifligi gozlendigi belirtilmistir (58). Dennis ve ark.’nin
(59) yaptig1 bir ¢alismada 8 erigskin olgudan 2’sinde Ki67 pozitifligi saptamustir.
Baska bir ¢alismada DG’de doublecortin pozitif hiicrelerde 38 yildan sonra Ki67
pozitifligi saptamamistir (58). Temporal lob epilepsi cerrahi materyallerinin de
kullanildig1 Sorrells ve ark.’nin (60) yaptig1 yakin tarihli bir ¢aligmada ise ndron
markerleri kombine olarak kullanilmis, 13 yasindan sonra hi¢bir olguda nérogenesis
saptanmamis, ayrica Ki67 pozitifliginin yasla beraber azaldigi gosterilmistir. Bu
caligmalarin aksine noropsikiyatrik olgularin dislanarak yapildigi bir ¢alismada
DG’de sessiz ¢ogalan hiicreler yasla beraber azalma gostermekle beraber varligini
stirdlirdiigli ve Ki67 pozitifligi yasla beraber degisim gostermedigi belirtilmistir (61).
Bu c¢alismada ise MDB olgularinda anterior DG Ki67 pozitif hiicre sayisi ile yas
arasinda negatif bir iliski saptandi. Biitiin bunlar dikkate alindiginda kisinin yasam
tarzi, kullandig ilaglar, sahip oldugu noropsikiyatrik hastaliklar eriskin yasta DG

cogalan hiicre havuzunda etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
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4.2. Hipokampusta ve GFAP

Cobbs ve ark.’nin yaptig1 bir ¢calismada sol hipokampusun rostral bolgesinde
GFAP IR alan fraksiyonu DG’de kontrol grubuna gore kadinlarda anlamli olarak
diisiik bulunurken, erkeklerde bulunmamistir (17). Bu ¢alismada da hem anterior
hem posterior DG’de GFAP IR alan fraksiyonu kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Miguel-Hidalgo ve ark.’nin (38) yaptigi ¢alismada MDB
hastalariyla kontrol grubu arasinda dorsolateral prefrontal kortekste GFAP IR alan
fraksiyonu acisindan anlamli fark gézlenmezken; MDB olgular1 yas gruplarina gore
ayrildiginda 45 yas ve alt MDB grubunun 45 yas iisti MDB grubu ve kontrol
grubuna gore GFAP IR’de alan fraksiyonunda anlamli bir diisiis belirlenmistir. Ayn1
calismada yaslt MDD grubunun yasli kontrol grubuna goére GFAP IR alan fraksiyonu
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (38). Si ve arkadaslarinin (47) westen blot
yontemiyle yaptigi bir caligmada 60 yas altt MDB grubu ile ayn1 yas kontrol grubuna
kiyasla dorsolateral prefrontal kortekste GFAP diizeyinde anlamli bir diisis
saptanirken; 60 yas iisti MDB grubu ile ayn1 yas kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir. Hipokampus iizerine yapilan eski bir ¢alismada yasla GFAP
seviyesinin anlamli bir korelasyon (62) gostermis oldugu da dikkate alindiginda, bu
calismada GFAP diizeylerinin anlamli bulunmamasi yag araliginin genis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Bunun yaninda sayinin yetersiz olmasi da bir baska kisitlayici

etken olarak goriilebilir.

4.3. Hipokampus ve VDR

ladihidroksivitamin D3’{in kemik dokusundaki kalsiyum homeostazi rolii
yaninda merkezi sinir sistemi fonksiyonlarindaki roliine dair kanitlar artmaktadir
(63). Yapilan bir ¢alismada primer astrosit kiiltiiriinde 1adihidroksivitamin D3, sinir
biiyiime faktorii (NGF) ve ndrotropin 3 ekspresyonunu artirirken; ndrotropin 4
ekspresyonunu  azalttigi  gosterilmistir (64, 65). Baska bir c¢aligmada
ladihidroksivitamin D3, glial kdkenli norotrofik faktor (GDNF) ekspresyonunun
giiclii bir indiikatorii oldugu belirlenmistir (66). Non ndronal hiicrelerin yaninda
embriyonik hipokampal hiicre kiiltlirlerinde de NGF artis1 oldugu saptanmistir (63,
67, 68). Bunlarla beraber 1,25(0OH),D3; kolin asetiltransferaz enziminin gen

ekspresyonunun artis1 araciligiyla asetilkolin gibi ndéromediatdrlerin  sentezinin
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modifiyesinde 6nemli bir faktordiir (69). Vitamin D GABA’erjik nérotransmisyonla
iliskili gen ekpresyonuna etkisi (70) oldugu ve katekolamin biyosentezinden sorumlu
tirozin hidroksilaz ekspresyonunu artirdigi bulunmustur (71,72).

Yapilan bir calismada VDR dansitesi birkag dokuda 1,25(OH),D3 taratindan
diizenlendigi belirlenmistir (73). Bunun yaninda vitamin D eksikligi olan annelerden
dogan neonatal ratlarda VDR’de bir degisim saptanmamuistir (74). Yapilan baska bir
caligmada gestasyonel donemde vitamin D’den yoksun birakilan yetiskin yavrularda
VDR mRNA igeriginde degisiklik saptanmamistir (75). Bu durum vitamin D
diizeylerinin VDR regiilasyonunda tek basina etkin olmadigini diisiindiirmektedir. Bu
calismada anterior DG’de intihar olgularinda VDR IR hiicre yiizdesi kontrol grubuna
gore ylksek bulunurken; posterior DG’de anlamli bir fark bulunmadi.
Hipokampusun farkli anatomik bolgelerin farkli etkilenmesi farkli islevler
tistlenmesiyle 1ilgili olabilir. Nitekim hipokampusun anterior parcasimnin duygu
diizenlemede rol alirken; posterior parcasinin ¢ogunlukla biligsel islevlerde etkin
oldugu belirtilmistir (76) . Yapilan postmortem bir ¢alismada depresyon hastalarinin
anterior ve orta DG’de graniiler hiicre sayisinin kontrol gruplarina gore daha az
oldugu, posterior DG’de degisim gostermedigi bulunmustur (77). Biitiin bunlar
dikkate alindiginda duygularin diizenlenmesinde etkin rol oynayan anterior
hipokampusun intihar olgularinda olumsuz etkilendigi VDR’ nin néron koruyucu
faktor ve norotransmitter salinimin diizenlenmesinde etkin rolleri diisiiniildiiglinde
bir savunma mekanizmasi olarak anterior DG’de VDR artis1 saptanmis olabilecegini
diistindiirmektedir.

Hayvan deneyi ve kiiltiir ortaminda yapilan calismalarda vitamin D’nin
proliferasyon Onleyici etkisi gosterilmistir (63, 67, 74). Bu c¢alismada anterior DG
Ki67 pozitif hiicre sayist ile VDR IR arasinda negatif bir korelasyon bulunmasi
vitamin D’nin hiicre proliferasyonu oOnledigine yonelik caligmalar1 destekler

niteliktedir.

4.4. Kaudat Niikleus

Magnetik rezonans gorlintli caligmalarinin yer aldigi bir meta analiz
caligmasinda; sag ve sol kaudat niikleus ayr1 ayr1 degerlendirildiginde kaudat

hacimde anlamli bir fark saptanmazken, total kaudat hacminde depresif hastalarda
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azaldig1 belirlenmistir (15). Shah ve ark.’nin (78) yaptig1 bir ¢aligmada ise tedaviye
direngli depresif hastalar iyilesen hastalar ve saglikli kisilere gore daha kiigiik kaudat
dokusuna sahip oldugu bulunmustur. Biitiin bunlar kaudat niikleusdaki degisimlerin
depresyonun kalicilig1 ile baglantili oldugu seklinde yorumlanabilir (79). Yapilan bir
calismada inflamasyonun GFAP ekspresyonu artirdigt ve MD’in inflamasyonun
artmis indeksleriyle iliskili oldugu belirtilmistir (80). Intihar eden depresif olgularla
yapilan bir ¢alismada kaudat niikleusta GFAP mRNA ve protein seviyeleri kontrol
grubuna gore bu ¢alismadan farkli olarak daha diisiik ¢ikmistir (81). Buna ek olarak
MD’de astrositlerin bazi genlerin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (82, 83).
Biitliin bunlar GFAP diizeylerinin MD depresyonlu bireylerde olasilikla ilk asamada
artig gosterirken; depresyonun siire ve siddetin etkisiyle astrositlerin disfonksiyone
olmasi ile azaldigini diisiindiirmektedir. Bu calismada hipokampustan farkli olarak
kaudat niikleusta istatiksel olarak anlamli olmasa da GFAP alan fraksiyonu intihar
eden olgularda yiiksek noronlardaki VDR oranlar diisiik bulundu. Bu durum kaudat
niikleusun MD’de hipokampus gibi ilk asamada etkilenmedigi seklinde
yorumlanabilir. Bunun yaninda kaudat niikleusun tedavi alan depresif hastalar ile
almayanlar arasindaki iliskiyi ve depresyonun baslangi¢ siiresi ile olan iliskisine
yonelik ¢aligmalarin eksikligi bu konu hakkinda yorum yapmayi zorlagtirmaktadir.

Bu calismada kisithilik olusturan en 6nemli etken ¢alismanin yapildigi zaman
araliginin darlig1 ve bunun sonucu olarak érneklem sayisinin az olmasidir.

Bagka bir kisitlilik ise literatiirde VDR nin subselluler dagilimi ile ilgili
tartigmalardir. Literatiirde VDR’nin niikleer boyama yaptigi ve bunun en spesifik
antikorlarin monoklonal oldugu belirtilmistir (84). Buna karsin VDR’nin subselluler
dagilimin arastirildigi  bir ¢alismada (85) VDR’nin embriyonik donemde niikleer
dagilimimin baskin oldugu, eriskin dénemde ise bagirsak ve bobrekte membrandz
dagilim gosterdigi bu dagilimin beyinde olmadiginin monoklonal antikor kullanarak
gostermistir. Buna karsin Dursun ve ark.’1 poliklonal antikor kullanarak ndronlarda
membrandz VDR bulundugunu gostermistir (86). Biitlin bunlar poliklonal ve
monoklonal antikorlar spesifikligi konusunda tartigmalar olusturmaktadir. VDR’ nin
subselluler dagilimi konusunda yasanan bu tartismalar bu reseptoriin islevi

konusunda halen yeterli veriler olmamasinda kaynaklaniyor olabilir.
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Calismada bir baska kisitlayict durum kaudat niikleusun GFAP IR
boyamalarinda yasanmistir. Boyama alanlarinin gliozisle iligkili olmaksizin bazi
olgularda her alanda esit dagilim gosterdigi bazi olgularda kiiciik bir alana siirli
oldugu goriilmiistiir. Bu durum Migue-Hidalgo ve ark.’nin (38) yaptig1 calismada da
gozlenmistir.

Sonu¢ olarak intihar eden MDB olgularda anterior hipokampusun
immunohistokimyasal olarak degisimler gdsterdigi ve VDR’nin bulundugu dokuda
olumsuz sartlarda ndéron koruyucu islevlerinin bir sonucu olarak artis gostermis

olabilecegi diisliniilmektedir.
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