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1. OZET

Sicanlarda Erken Donem Anneden Ayrilma Stres Modelinde Agmatinin
Etkilerinin Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Cangiil YURTDAS
Damsmani: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Anabilim Dah: Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dal

Amac¢: Yasamin erken doneminde maruz kalinan stresorler depresyon dahil
psikiyatrik bozukluklarla iliskilendirilmektedir. Bu ¢alismanin amaci anksiyolitik ve
antidepresan etkileri 6nceden gosterilmis olan agmatinin, erken donemde anneden
ayrilma stresine (maternal separasyon; MS) maruz birakilan yavru siganlarda
etkinliginin ve olasi mekanizmasinin arastirilmasidir.

Gere¢ ve yontem: Yavru sicanlar dogumlarindan sonra 2. giinden itibaren 21 giin
slireyle giinde 4 saat annelerinden ayrilmis ve 4 saatin sonunda yeniden kafeslerine
konmustur. Siitten kesimden sonra bir ay boyunca biiyiimeleri i¢in birakilmiglar ve
ardindan MS, MS+Agmatin (AGM) ve MS+imipramin (IMI) gruplarina
ayrilmiglardir. Gruplara 15 giin boyunca AGM veya IMI uygulanirken MS ve kontrol
gruplarina serum fizyolojik verilmistir. A¢ik alan testi (OFT), sukroz tercih testi
(SPT), zorunlu yiizme testi (FST) ve yikseltilmis arti labirent (EPM) testi
uygulanmustir. Testlerin ardindan dekapite edilerek hipokampus ve over diseksiyonu
yaptlmistir. Hipokampal bolgede Nod-benzeri reseptor protein-3 (NLRP3)
inflamazomu ve bilesenleri olan kaspaz-1 ve ASC gen ekspresyonlari
degerlendirilmistir.

Bulgular: MS grubunda OFT’de motor aktivitenin kontrol grubuna gore azaldigi,
IMI ve AGM tedavisiyle arttigi goriilmistiir. MS grubunda SPT’de kontrol grubuna
gore tiiketimin azaldigi, bu durumun IMI ve AGM tedavisi ile diizelerek arttig
goriilmiistiir. Kontrol grubuna goére MS grubunda, FST’de immobilite zamaninin
uzadigi, IMI ve AGM tedavisi ile azaldig1 goriilmiistiir. EPM testinde MS grubunda
kapali kollara giris sayis1 ve siliresinin kontrol grubuna gore arttigi, IMI ve AGM
tedavisi ile kapali kollara giris sayisinin azaldig1 ve siirenin kisaldig1 goriilmiistir.

Sonuclar: MS, yetiskinlikte goriilen anksiyete ve depresyonla iliskilendirilen bir
norogelisimsel depresyon modelidir. Kronik agmatin tedavisi ndérogelisimsel stres
kosullarinda etkili olmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Maternal separasyon, anksiyete, depresyon, agmatin, imipramin

viii



2. SUMMARY

Investigating Effects of Agmatine on Maternal Separation Stress Model in Rats

Student: Cangiil YURTDAS
Advisor: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Department: Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology

Aim: Exposure to early stress is associated with psychiatric disorders including
depression. Aim of this study is to investigate efficacy and possible mechanism of
agmatine, which previously shown anxiolytic and antidepressant effects, in
depression model formed by maternal separation (MS) model in pups.

Material and Method: Pups were separated from their mother on their second
postnatal day for 4 hours everyday for 21 days. After 4 hours, they were placed back
to homecage. They were randomised as MS, MS+agmatine (AGM) and MS+
imipramine (IMI) after weaning. Groups received AGM or IMI for 15 days and MS
and control group received saline. Open field test (OFT), sucrose preference test
(SPT), forced swim test (FST) and elevated plus maze (EPM) were performed.
Immediately after tests, they were sacrified by decapitation, hippocampus and
ovaries were dissected. Nod-like reseptor protein-3 (NLRP3) inflamasomme and
caspase-1 and ASC components are investigated in hippocampus.

Findings: In MS, motor activity decreased in OFT compared to control and
increased with IMI-AGM treatment. In MS, consumption was decreased in SPT
compared to control and improved with IMI and AGM treatment. Compared to
control, immobility time was prolonged in MS and decreased with IMI and AGM
treatment. In EPM, number and duration of access to closed arms increased in MS
compared to control and decreased with IMI and AGM treatment.

Results: MS is a neurodevelopmental depression model associated with anxiety and
depression in adulthood. Chronic agmatine treatment is effective in
neurodevelopmental stress conditions.

Keywords: Maternal separation, anxiety, depression, agmatine, imipramine



3. GIRIS ve AMAC

Depresyon, depresif duygudurum, anhedoni, irritabilite, konsantrasyon bozuklugu,
uyku ve istah bozukluklar1 gibi semptomlar1 olan ¢ok yaygin bir psikiyatrik
bozukluktur. Depresyonla iligkilendirilen intiharin yan1 sira, diyabet ve koroner arter
hastaliklarina olan yatkinlik depresyonun mortalitesini olusturmaktadir (Krishnan ve

Nestler, 2008).

Depresyonun patogenezini anlamak i¢in uzun yillardir ¢alismalar yapilmaktadir. En
yaygin olarak monoamin hipotezi kabul edilse de, bu mekanizma tizerinden etki
gosteren ilaglar tedaviyi tiim hastalarda tam olarak saglayamadigindan, depresyon
patogenezi yalnizca bu hipotezle aciklanamamaktadir. Arastirmalarla elde edilen
bulgular, depresyon patogenezinde ndronal devrelerin, norotrofik faktdrlerin,
inflamasyonun ve néroendokrin sistemlerin etkisini gostermistir (Belmaker ve Agam,

2008).

Psikiyatrik bozukluklar genellikle yetiskinlikte ortaya ciksa bile, yapilan arastirmalar
bebeklik ve c¢ocukluk gibi erken yasam donemlerinde maruz kalinan olumsuz
durumlarin ileriki yasamda bozukluklara yol agtigini gostermistir. Yavrular igin,
ozellikle dogumdan sonraki ilk zamanlarda anne hem besin, hem korunma hem de
norogelisim igin olmazsa olmaz bir unsurdur (Huot ve ark., 2001). Maternal
separasyon (MS) modeli uygulanan rodentlerle yapilan ¢alismalarda, erken donemde
MS stresi yasayan hayvanlarin yetiskinliklerinde depresyon benzeri davraniglar
sergiledikleri gozlemlenmistir. Bu ¢alismalar kisitli olmakla birlikte, depresif
duygudurum yalnizca bir veya birka¢ akut tarama testiyle dl¢iilmiis ve ilag tedavisi
yaygin olarak kullanilmamistir (Jin ve ark., 2018), (Vivinetto ve ark., 2013). Bu
nedenle MS modelinin etkilerinin antidepresan tedaviyle degisiminin aragtirilmasi

gerekmektedir.

Agmatin, memeli beyninde ve viicudunda yaygin olarak dagilim goésteren endojen
poliamin yapili1 bir nérotransmitter ve ndromodiilatordiir. Eksojen olarak verildiginde
anksiyolitik, antidepresan, antinosiseptif ve bagimlilik karsit1 etkilerinin gortildiigi
bircok calisma yapilmistir. Ozellikle davrams testlerinde antidepresan etkileri

goriilmiistiir (Sahin ve ark., 2016a). Son zaman donemlerde yiiriitiilen ¢alismalarda



inflamatuvar yanitlarin olugsmasinda gorev alan nod benzeri reseptdr proteini 3’iin
(NLRP3) depresyon patogenezi ile olasi iligkisi arastirilmaya baglanmigtir (Sahin ve
ark., 2016b). Yapilan galismalarda NLRP3’{in makrofaj ve mikrogliada inflamazom
olusturarak interlokin-18 (IL-1B) ve IL-18 saliverilmesine aracilik ettiginin
bulunmasi, depresyonda NLRP3 inflamazomunun ve bilesenlerinin etkisini ve

Onemini gostererek sonraki ¢aligsmalara kaynak olusturmustur.

Bunlarin yani sira, gilinlimiizde sik¢a goriilen infertilite durumu ve infertilite
siiresinin uzunlugu, arastirmacilar1 anksiyete ve depresyon gibi etkenlerin over
rezervi lzerindeki etkisini ¢alismaya itmistir. Bu ¢aligmalarda depresyon ve over
rezervindeki azalma arasinda goriilen baglanti daha fazla arastirma yapilmasi

gerektigini gostermistir (Altinkaya ve ark., 2017).
Bu projede siganlarda MS ile olusturulan depresyon modelinde;

a) Agmatinin antidepresan etki potansiyelinin trisiklik bir antidepresan olan
imipramin ile karsilastirmali olarak arastirilmasi,

b) Depresyon patogenezinde proinflamatuvar sitokin artisina onciilik eden
NLRP3 ve bilesenlerinin olas1 roliiniin arastirilmast,

c) Agmatinin NLRP3 ve bilesenleri iizerine etkisinin imipramin ile
karsilastirilmali olarak arastirilmast,

d) MS ile olusturulan depresyon modelinin over rezervi iizerindeki olasi
etkisinin arastirilmasi

e) Agmatin ve imipramin tedavisinin over rezervi {lizerindeki -etkilerinin

karsilastirmali olarak arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Depresyon

Depresyon diinyada her yastan 300 milyondan fazla insanda goriilen, ¢ok yaygin bir
psikiyatrik  bozukluktur (World Health Organization 2018). Duygudurum
bozukluklarinin yaninda, kognitif fonksiyonlarda bozulma, yorgunluk, istah ve uyku
bozuklugu ve endokrin, metabolik ve inflamatuvar siirecle birlikte seyreder
(Villanueva, 2013). Prevalansi erkeklere gore kadinlarda 1,5 ila 2,5 kat daha
yiiksektir ve depresyon riskinin neredeyse %50’si genetik faktorlere baghdir (Fava
ve Kendler, 2000). Depresyonun patogenezinde genetik faktorlerin yani sira cinsiyet,
stresli yasam olaylari, kotii ¢ocukluk deneyimleri ve karakter 6zellikleri 6nemli rol

oynamaktadir (Villanueva, 2013).

“Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Health, DSM)-V, depresyon ve depresyon tiirlerinin tanimin
yaparak teshis kriterlerini agiklar. Buna gore, major depresyon tanisi i¢in depresif ruh
hali veya zevk alamama semptomlarindan biri kesinlikle saglanmak iizere, depresif
ruh hali veya iziintii, ¢okkiinliik, bosluk, caresizlik hissi, ilgi duymama ve zevk
alamama, uykusuzluk veya asir1 uyuma, istah kaybi ya da kilo degisikligi,
psikomotor retardasyon veya ajitasyon, diisiik enerji, konsantrasyon bozuklugu,
degersizlik veya sugluluk diisiinceleri ve tekrarlayan 6liim veya intihar diigiinceleri
semptomlarindan en az besinin en az 2 hafta boyunca goriilmesi gerekmektedir.
Goriilen bu semptomlarin, hastanin mani veya hipomani gec¢misinin olmamasi,
sizofreni, sizoefektif bozukluk, sanri bozuklugu veya diger psikotik bozukluklarla
daha iyi agiklanmamasi durumunda major depresyon tanist konulur (American

Psychiatric Association 2013).
4.1.1. Monoamin hipotezi

Depresyon patofizyolojisinin en kabul edilen hipotezlerinden biri monoamin
hipotezidir ve depresyonu bir veya birden fazla monoamin seviyesindeki degisiklikle
aciklamaktadir. Serotonin (5-HT), noradrenalin (NA) ve dopamin (DA) basta olmak
lizere, gama-aminobiitirik asit (GABA) ve glutamat gibi monoaminlerin de

depresyon olusumunda etkili oldugu belirtilmektedir (Dean ve Keshavan, 2017).
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Sekil 1. Medyal prefrontal korteks (mPFC) projeksiyonlari. (a) mPFC projeksiyonlar.
mPFC, ozellikle prelimbik ve infralmik kortekse beyin boyunca yaygin olarak eksitatér projeksiyonlar
gondermektedir. (b) Medyal prefrontal korteksin projeksiyonlari. mMPFC, DRN ve VTA'y1 innerve eder. DRN'ye
yonelik projeksiyonlar, tercihen GABA noronlart ile sinaps yaparken, VTA'ya yonelik projeksiyonlar dopamin ve
GABA noronlart arasinda boliiniir. DRN:dorsal raphe nuclei, VTA:ventral tegmental alan (Post ve Warden,
2018).

Beyindeki serotonerjik noronlarin ¢ogu raphe nuclei’de yer almaktadir. Raphe
nucleiden koken alan ndéronlar inici ve ¢ikici yolaklar ile hipotalamus, amigdala,
PFC, omuriligin arka boynuzu, beyincik, talamus ve hipokampusa projeksiyon
yaparlar ve bu noéronlarin limbik sistem fonksiyonlari iizerinde 6nemli etkileri vardir
(Kayaalp, 2012).
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Sekil 2. Depresyonun monoamin hipotezi. Monoaminerjik norotransmisyon, sol tarafta
gosterilen 5-HT’nin veya sag tarafta gosterilen presinaptik néronlardan salinan NA aracihigiyla olur. 5-HT,
triptofan hidroksilaz ile katalize edilerek triptofandan sentezlenir; NA ise tirozin hidroksilaz ile katalize edilerek
tirozinden sentezlenir. Her iki norotransmitter de presinaptik néronda vezikiiller i¢cinde depolanir ve sinaptik
araliga saliverilerek hem presinaptik hem de postsinaptik noronlart etkiler. Norotransmitterlerin sinaptik etkisinin
kesilmesi, spesifik 5-HT ve NA tasiyicilar ile geriahmla ve 5-HT i¢in presinaptik 5-HT1A ve 5 HT1B
diizenleyici otoreseptorler, NA icin ise a2-NA-erjik otoreseptdrler araciligiyla saliverilmenin feedback kontroli
ile gerceklesir. Monoamin oksidaz A (MAO-A) monoaminleri presinaptik olarak katabolize eder ve vezikiiler
icerigi dolayli olarak diizenler. 5-HT1B reseptorleri ile etkilesime giren protein pll, reseptdrlerin islevlerini
arttirir. Hem 5-HT hem de NA, guanin niikleotid trifosfat baglayici protein ile baglanmig siklik AMP ve
fosfatidilinositole baglanir. Depresyon hastalarindan elde edilen ve monoamin eksikligi hipotezini destekleyen
bulgular arasinda, tirozin hidroksilazin inhibisyonuyla relaps goriilmesi, diyetle alinan triptofanin tikenmesi, p11
seviyesinin azalmasi ve MAO-A’ya baglanan spefisik ligandlarin artmasi verilebilir (Belmaker ve Agam, 2008).

Depresyonun 5-HTerjik hipotezi i¢in yapilan ¢alismalarla, depresyon hastalarinda 5-
HT metabolit seviyelerinde azalma oldugu kaydedilmistir ve trisiklik antidepresanlar,

secici 5-HT gerialim inhibitdrleri ve 5-HT ve NA gerialim inhibitdrleriyle yapilan



calismalar beyinde 5-HT seviyelerinin yiikseldigini gdstermistir. Bunun yani sira,
kronik antidepresan tedavisinin inhibitdr presinaptik 5-HTia Ssomatodentritik
otoreseptdr  sayisim1  azalttigt  (down-regulasyon) goriilmiistiir.  Presinaptik
otoreseptorler 5-HT saliverilmesini inhibe ettiginden, bunlarin down-regulasyonu 5-
HT saliverilmesini arttirmaktadir. Bununla birlikte, 5-HT sentezi i¢in gerekli olan
esansiyel aminoasit triptofanin eksikligi hastalarda depresyon benzeri davraniglari

indiiklemektedir (Dean ve Keshavan, 2017).

5-HT, fetal sinir sisteminde norogelisimsel bir sinyal olarak rol oynar. 5-HT
sisteminin olgunlasmasimin en fazla dogum sonrasi, erken cocukluk doneminde
oldugu bulunmustur. Norogelisimin erken doneminde 5-HT seviyelerinde azalma
goriilmesi, hem morfolojik hem de davranissal degisimleri tetikleyebilmektedir.
Rodentlerde, PFC'deki piramidal hiicrelerde atipik bir dendritik dallanma, 5-HT
tastyicisini - tasimayan  farelerde yiiksek ekstraseliller 5-HT  seviyesi ile
iliskilendirilmistir (Lima-Odeja ve ark., 2017).

NA gerialimini inhibe eden trisiklik antidepresanlar, segici NA gerialim inhibitorleri
ve NA-DA gerialim inhibitorleri gibi ilaglar ve NA saliverilmesini arttiran
mirtazapin gibi ilaglarin antidepresan olarak etkili olmasiyla, NA’nin da duygudurum
diizenlemesinde etkili oldugu gosterilmistir. Noradrenerjik projeksiyonlarin ¢ogu
locus coeruleustan ve geri kalanlar1 lateral tegmental alan ile pontinden koken
almaktadir (Kayaalp, 2012). Kronik stres locus coeruleusta noradrenalin sentezinde
gorev alan tirozin hidroksilaz enziminin aktivitesini arttirmakta ve ayrica
hipotalamopitiiiter adrenal ekseni (HPA) etkileyerek, kortikotropin saliverici
hormonun (CRH) saliverilmesini arttirarak NA sentezini ve saliverilmesini stimiile

etmektedir (Dean ve Keshavan, 2017).

VTA’dan koken alan DAerjik noronlar nucleus accumbense projeksiyon yaparak
mezolimbik yolagi olusturur ve 6diil ve motivasyona aracilik ederler. Anhedoni ve
motivasyon kaybi dahil olmak iizere depresyonun ndrovejetatif semptomlarinin 6diil
yolaginin malfonksiyonu ile alakali olmas1 ve dopamin iiretimi ile dogrudan alakali
olan Parkinson hastaliginin depresyona neden olmasi gibi drnekler, degismis DAerjik
transmisyonun ve mezolimbik yolagin depresyon patofizyolojisindeki Onemini

gosterebilmektedir. Buna ek olarak, bir antidepresan ajan olan bupropiyonun



beyindeki DA seviyelerini arttirmasi, DA’in duygudurum regiilasyonundaki roliiniin
bir gostergesidir (Dean ve Keshavan, 2017). Ayrica, nomifensin gibi DA gerialim
inhibitorlerinin ve pramipeksol gibi DA reseptor agonistlerinin antidepresan etkisi
plasebo kontrollii ¢alismalarla gosterilmistir (Hasler, 2010). DA sisteminin
olgunlagsmasinin en fazla ergenlik déoneminde oldugu ve ergenlik doneminde MAO-A
inhibisyonunun DA, 5-HT ve NA metabolizmasint bozdugu bulunmustur. Bu veriler,
monoamin sinyalinin hem beyin mimarisini hem de yetiskin davranislarini

modellemede 6nemli oldugunu gostermektedir (Lima-Odeja ve ark., 2017).

5-HT, NA ve DA  birbirleriyle iliskilidir ve birbirlerinin beyindeki
konsantrasyonlarmi etkilerler. Ornegin, DA’nm, locus ceruleustan NA’nin
saliverilmesi iizerinde bir inhibitdr etkiye sahip oldugu ve buna karsin NA’nin
sirasiyla ol ve a2 reseptorlerinin uyarilmasi yoluyla VTA’da DA saliverilmesi
izerinde bir uyarici ve inhibitor etki gosterilmistir. Hem NA hem de DA, sirasiyla al
ve D2 reseptorleri araciligiyla dorsal raphe niikleustan 5-HT saliniminmi artirir. Bu
bulgular, monoamin nérotransmitterlerin birbirinden izole degil, biitiinlesik olarak
birbirine bagli oldugunu gostermektedir. Norotransmitterlerden birinde meydana
gelen bir degisikligin diger ikisinin islevini etkilemesi olduk¢a miimkiindiir (El
Mansari ve ark., 2010). 5-HT, NA ve DA’nin yani sira glutamatin da duygudurum
regiilasyon tizerinde etkisi oldugu gosterilmistir. Ketamin bir N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) reseptor antagonistidir ve giiglii ve hizli etkili bir antidepresan olarak etki
gosterir. Klinik calismalar, ketaminin, geleneksel antidepresanlarda oldugu gibi,
haftalar yerine saatler iginde olusan hizli bir antidepresan etkiye yol acgtigini
gostermistir. Ketaminin, glutamaterjik noronlarda glutamat saliverilmesinin
inhibisyonunu azaltan GABAerjik internéronlarindaki NMDA reseptorlerinin
antagonizmas1 yoluyla hareket ettigi hipotezi one siiriilmistiir (Machado-Vieira ve
ark., 2010). Bu disinhibisyon, daha sonra a-amino-3-hidroksi-5-metil-4
isoksazolepropiyonik asit reseptorlerine segici olarak baglanan glutamat ile ani bir
glutamat artigina yol acar. Bu reseptorlerin artan uyarimi, hepsi de noroplastisitenin
artmasina yol acan ikinci mesajct Yyolaklarina yol agmaktadir. Ketaminin de
hipokampal piramidal ndronlarda beyin tiirevli norotrofik faktor (brain-derived

neurotrophic factor, BDNF) salinimini1 ve noroplastisiteyi artirdigi gosterilmistir. Bu



bulgular glutamatin, néroplastisitenin korunmasi yoluyla duygudurum regiilasyonuna

katkisini gostermistir (ladarola ve ark., 2015).
4.1.2. HPA Ekseni

Beynin akut strese olan tepkisi, HPA’nin aktivasyonu ile baglar. Hipotalamusun
paraventrikiiler niikleusundaki (PVN) noronlar, onhipofizde adrenokortikotropin
hormonun (ACTH) sentezini ve saliverilmesini stimiile eden CRH salgilarlar. ACTH,
adrenal korteksten glukortikoidlerin sentezini ve saliverilmesini stimiile eder;
boylece glukokortikoidler genel metabolizma tizerindeki etkilerini gosterir (Nestler
ve ark., 2002). HPA ekseninin aktivitesi, hipokampus ve amigdala dahil olmak tizere
birgok beyin yolag: ile kontrol edilir. Glukokortikoidler, hipokampal ndronlar1 ve
PVN néronlarin1 giiclii bir sekilde regiile ederek HPA ekseni iizerinde giiclii geri
besleme etkileri olusturur. Fizyolojik kosullar altinda goriilen glukokortikoid
seviyeleri, HPA aktivitesinin hipokampal inhibisyonunu gelistirmektedir. Ayrica,
genel olarak hipokampal islevi artirabilir ve boylece kognitif yetenekleri
gelistirebilirler. Bununla birlikte, uzun siireli ve siddetli stres kosullarinda
glukokortikoid degerlerinin siirekli yiikselmesi, hipokampal noronlara, 6zellikle de
CA3 piramidal noronlarina zarar verebilir. Cok erken, erken veya daha sonraki
donemde maruz kalinan cevresel etkiler ve/veya sosyal stresorler yasamin sonraki
donemlerinde hem metabolik (hiperlipidemi, hiperglisemi ve insiilin direnci gibi)
hem de davranigsal degisiklik riskini arttirmaktadir. Bir ¢aligmada ¢ocuklukta strese
maruz kalmisg depresyon hastasi ergenlerde kortizol diizeylerinde artis oldugu ve bu
durumun uzun siireli HPA ekseni disfonksiyonu ile iliskilendirilmistir (Harkness ve
ark., 2011).

Leptin ¢ok erken ve erken donem beyin gelisimi i¢in 6nemli olan aksonal biiylime,
norogenez, hiicre farklilagmasi ve apoptoz gibi siiregler iizeride Onemli etkiye
sahiptir. Cevresel kosullar, hipotalamik plastisite, BDNF ve leptin arasinda bir
baglant1 oldugu ve BDNF’in bu gelisim siirecinde mediyator gorevi oldugu One
stiriilmiistiir. Kronik stres plazma leptin seviyelerini diislirlir ve davranig
degisikliklerine neden olur. Rodentlerde yapilan bir ¢alismada, stresin hipokampal
norogenezde azalmaya neden oldugu ve kronik leptin uygulamasiyla depresyon

semptomlarinin iyilestigi, hipokampal nérogenezin ise diizeldigi bulunmustur (Garza



ve ark., 2012). Hayvan modellerinde goriilen ve hipokampusta stresle indiiklenen
degisiklikler (6r., dendritik dallanmalarda azalma veya yeni noronlarin dogmasi),
depresyonlu bazi hastalarda belgelenmis olan hipokampal hacimdeki kiiciik
azalmalar ile iligkili olabilir. Bununla birlikte, hipokampal hacimdeki azalmalarin
depresyon veya onceki bir nedenin sonucu olup olmadigi bilinmemektedir. Hayvan
modellerinde bazi antidepresanlarin hipokampal piramidal néronlarin dendritik
dallanmalarinda strese bagli azalmalar1 tersine c¢evirdigi ve dentat girustaki
norojenezi arttirdigr goriilmiistiir. Bununla birlikte, insan ya da hayvan modellerinde
insan beyin goriintiilleme bulgularina ya da depresyonun semptomatolojisine
dendritik morfoloji ya da norojenezin baglanmasi i¢in su anda dogrudan bir kanit

bulunmamaktadir (Nestler ve ark., 2002).
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Sekil 3. Depresyonda HPA ekseni. Depresyonun HPA ekseni hipotezi, depresyonun altinda yatan
mekanizmanin strese karsi Kortizol cevabindaki anormallikler oldugunu savunmaktadir. Sekildeki siyah oklar,
beyin korteksi ve amigdala tarafindan algilanan stresin hipotalamusa aktarilmasini, strese yanit olarak CRH’1n,
kan dolasimina kortikopropin saliverilmesi i¢in 6n hipofiz bezini uyarmasint gdstermektedir. Kortikotropin,
kortizol salgilamak i¢in adrenal korteksleri uyarir. Kirmizi ¢izgiler, kortizoliin, sirasiyla, CRH ve kortikotropin
uretimini baskilayarak, hipotalamusta ve hipofizde feedback inhibisyonunu indiikledigini goéstermektedir.
Depresyon hastalarindan elde edilen ve HPA ekseni hipotezini destekleyen bulgulara ornek olarak siddetli
depresyonda kortizol diizeylerinin yiikselmesi, 6n hipofiz ve adrenal korteks boyutlarinin artmast, beyin omurilik
stvisinda CRH seviyelerinin ve limbik beyin bdlgelerinde CRH ekspresyonunun artmasi verilebilir (Belmaker ve
Agam, 2008).
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Sekil 4. Depresyonda HPA ekseninin ve immiin sistemin sematik gosterimi.
Depresyonda, HPA ekseni negatif geri besleme kontrollerinin asagi regiilasyonu ile upregiile edilmistir. CRH
hipotalamustan hipersekrese edilir ve hipofizden ACTH salinmasina neden olur. ACTH, adrenokortikal hiicreler
iizerindeki reseptorlerle etkilesir ve kortizol, adrenal bezlerden salinir; adrenal hipertrofi de olusabilir. Kortizoliin
dolagimda birakilmasi, kan glikozunun yiikselmesi dahil olmak iizere bir dizi etkiye sahiptir. Kortizoliin
hipotalamus, hipofiz ve immiin sisteme negatif geri doniisiimii bozulmustur. Bu, HPA ekseni ve fazla kortizol
saliniminin  siirekli aktivasyonuna yol agar. Kortizol reseptorleri duyarsizlasir ve pro-inflamatuvar immiin
aracilarin artan aktivitesine ve ndrotransmiter transmisyonundaki bozukluklara yol agar (Blackburn-Munro ve
Blackburn-Munro, 2001).

4.1.2.1. HPA ekseni ve depresyon

HPA ekseninin aktivasyonu ile olusan stres cevabinin, akut veya en azindan sinirh
bir slire olmasi gerekmektedir. Bu siirecin zamana bagli olmasi, eslik eden gecici
katabolik, antireprodiiktif ve immiinosiipresif etkiler zararlidansa yararlidir. Zamana
bagli olmanin aksine, kronik aktivasyon HPA ekseninin dengesizligi veya allostasisi
ile sonuglanabilir. Yine de bazi bireyler HPA regiilasyonundaki eksikliklere diger
bireylere gore daha yatkindir. Bu farkliliklar, genotipinin yani sira ¢cevresel faktorlere

de baghdir (Van Den Eede ve Claes, 2004).
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Tablo 1. Major depresyonda HPA ekseni ile ilgili bulgular (van Den Eede ve Claes,
2004)

Arastirma Yontemi Elde Edilen Bulgular

Plazma ve serebrospinal sivida CRH artist
ACTH salgilanma vakalarinda artig
Plazma kortizol seviyelerinde artis
Idrarda bulunan 24 saatlik kortizol seviyelerinde artis
Azalmig hipokampal hacim ve hipokampus seklinde
Goriintiileme ¢calismalari degisiklikler
Hipofiz bezi biiyiimesi
Adrenal hipertrofi

o  Hipotalamusun paraventrikiiler nucleus néronlarinda
Depresyon hastalarinda artmugs CRH ekspresyonu ve artmig CRH mRNA
postmortem bulgular seviyeleri

o  Hipofiz CRH reseptor downregiilasyonu

o  Deksametazon uygulamasindan sonra kortizol salgisinin
Fonksiyonel testler baskilanmasinda azalma

o  Kombine deksametazon-CRH testine ACTH ve kortizol

yanitinda artma
o  CRH uygulamasina ACTH yanitinda baskilanma

Bazal hormon sekresyonu

O O O O O

o O

4.1.3. Norotrofik faktorler

Norotrofik faktorler ilk olarak ndronal biiyiimeyi regiile eden ve gelisme sirasinda
farklilasan yapilar olarak karakterize edilmisken, giiniimiizde plastisite, adult néron
ve glia hayatta kaliminin potent regiilatorleri olarak bilinmektedir (Nestler ve ark.,
2002). Norogelisimsel olarak eksprese edilen bilyiime faktorleri yetiskin beyninde
plastisiteyi de diizenlediginden, hipokampus ve diger 6n beyin bolgelerinde goriilen
hacimsel azalmalar depresyonun noérotrofik faktor hipotezini desteklemektedir
(Krishnan ve Nestler, 2008). Antidepresan tedavisi ile bu eksikligin geri
dondiiriilebilmesi depresif semptomlarin ¢oziimiine yarar saglayabilmektedir (Nestler
ve ark., 2002).

Sinir biiylime faktorii ailesinin bir iiyesi olan BDNF, beyinde en yiiksek oranda
eksprese edilen ndorotrofik faktorlerden biridir ve sinapslarda aktiviteye bagh
saliverilmenin yani sira gen ekspresyonu diizeyinde de regiile edilebilir. Stres, BDNF
ekspresyonunu, hipokampus ve PFC’deki mesajci RNA ve proteinin seviyelerini
azaltarak etkiler. BDNF'in depresyondaki olasi rolii, postmortem serebral korteks
calismalarinda BDNF diizeyinin azaldigini1 gosteren ¢alismalarla desteklenmektedir.
Bunun yaninda, bu c¢alismalarda BDNF'in kandaki seviyesinin de depresyon

hastalarinda azaldig1 kaydedilmistir (Duman, 2014).
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BDNF heterozigot delesyonlu mutant farelerde depresyon benzeri davraniglarin
arastirildigt umutsuzluk, anksiyete ve anhedoni modellerinde beklenildigi gibi bir
depresif fenotipe ulasilamamasina ragmen, BDNF delesyonunun depresyon benzeri
davraniglara kars1 hassasiyeti arttirdigi bulunmustur. BDNF delesyonlu farelerin
depresyon benzeri davranis gostermemesi BDNF’in bolgeye 6zel etkilerinden
kaynaklanabilecegi, BDNF’in mezolimbik DAerjik sistemde prodepresan etki
gosterirken, PFC ve hipokampusta antidepresan etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu
olasilik, BDNF’in hipokampus spesifik olarak ekspresyonun azaltilmasinin
(knockdown) depresyon benzeri davramiglar olusturmasiyla desteklenmektedir.
Noronal morfoloji ¢alismalari, normal dendrit ve omurga bitiinliigiiniin
korunmasinda BDNF'in 6nemini gostermektedir. BDNF heterozigot delesyon
mutantlarin, kronik stresin etkilerine benzer sekilde, dendrit uzunluklarinda azalma
ve hipokampuslarinda dallanma kaydedilmistir. Hipokampusta ve PFC'de benzer
dendrit ve sinaptik bozukluklar, mutant farelerde, BDNF Val66Met
polimorfizmindeki islev kaybiyla birlikte gozlenmistir. Insan popiilasyonunun
yaklasik %25'inde bulunan bu polimorfizm, BDNF'nin proses, tasinma ve aktiviteye
bagli saliverilmesini azaltir. Met allelinin tasiyicilarinin erken yagsam stresine veya
travmaya maruz kaldiklarinda depresyon gelistirme riskleri ytliksektir ve hipokampal
hacimlerinde azalma goriilmektedir. Bu calismalar, stresin BDNF ekspresyonunu
azaltigini ve BDNF kaybmimn veya saliverilmeyi azaltan mutasyonun dendrit

morfolojisi ve davranigini olumsuz etkiledigini géstermektedir (Duman, 2014).

Norotrofik hipotez, yetiskin beynindeki en yaygin norotrofik faktorlerden biri olan
BDNF’e dayanmaktadir. Akut ve kronik stres dentate gyrus ve hipokampusun
piramidal hiicre yiizeylerinde BDNF ekspresyonunu diistirmektedir. Bu azalmanin
hem stres kaynakli glukokortikoidlerin ve 5-HTerjik transmisyonun modiilasyonuna
bagl oldugu disiiniilmektedir (Smith ve ark.,, 1995). Diger taraftan, kronik
antidepresan uygulamasi, hipokampal BDNF seviyelerini arttirmaktadir. Bu etkinin,
kismen de olsa transkripsiyon faktérii CAMP yanit elementi baglayici protein
araciligiyla gerceklestigine dair bulgular kaydedilmistir. Bu bulgular BDNF'in
antidepresan ilaglar tarafindan uyarilan upregiilasyonunun, hipokampal ndronlarda
stres kaynakli bir hasarin onarilmasina ve kirilgan néronlarin daha fazla hasardan

korunmasimna yardimci olabilecegini ortaya koymaktadir. Dahasi, BDNF'in
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hipokampusta uzun donemli potensiyalizasyonu giiclendirdigi ve diger sinaptik
plastisite formlarini arttirdigi bildirilmistir. BDNF seviyelerinde antidepresanlar
tarafindan indiiklenen artis hipokampal fonksiyonu destekleyebilir. Antidepresan
ilaglara olan yanitin ge¢ olmasinin sebebi olarak BDNF diizeylerinin yavas yavas
yiikselmesi gosterilebilir (Nestler ve ark., 2002). Bu bulgulara ragmen, hipokampusta
BDNF fonksiyonunun depresyonla olan iligkisini gdsteren dogrudan bir kanit
bulunamamaktadir. Ancak, BDNF veya norotropin-3’iin dentat girusa veya
hipokampusun CA3 bdlgesine uygulanmasiyla zorunlu yiizme testi (forced swim
test, FST) ve Ogrenilmis c¢aresizlik testlerinde antidepresan benzeri etkiler
goriilmiistiir (Nestler ve ark., 2002). BDNF hipotezini test etmekteki tek engel,
BDNF’i olmayan farelerin dogumdan kisa siire sonra periferal komplikasyonlar
nedeniyle dlmesidir. Erigkinlige kadar hayatta kalan sarth BDNF knock-out fareler
ile yapilan bir ¢alismada, farelerde anksiyete benzeri davranislarda artma ve obezite

goriilmiis ancak depresyon benzeri davraniglara rastlanmamistir (Rios ve ark., 2001).

N Glutamat = |
B Y4 e Digerleri EB 4 e Digerieri

r»@)_J\ |

Glukokortikoidler

Normal durum Depresyon Tedavi

Sekil 5. Depresyonda norotrofik faktorler. Ustte, normal hipokampal piramidal néron ve onun
glutamaterjik, monoaminerjik ve diger noronlar tarafindan innervasyonunu ve BDNF tarafindan regiilasyonunu
gostermektedir. Altta, siddetli stres bu noronlarda dendritik arborizasyonlarda azalma ve BDNF ekspresyonunda
azalma dahil olmak iizere birgok degisiklige neden olmasi gosterilmektedir. BDNF'deki azalmaya kismen BDNF
ekspresyonunu kontrol eden normal transkripsiyon mekanizmalarina miidahale edebilecek glukokortikoid artigt
aracihk eder. 3. bolimde ise antidepresan tedavisi sonrasinda hipokampal noronlarin  dendritik
arborizasyonlarindaki ve BDNF ekspresyonundaki artis sematize edilmektedir (Nestler ve ark., 2002)

Hipokampal BDNF seviyeleri ile depresyon olusumu ve depresyonun antidepresan

ilag uygulamasi ile tedavisi arasindaki baglantiyi kurmak igin ek c¢aligmalar
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yapilmas1 faydali olabilir. Ayni zamanda, hipokampal fonksiyonda stres ve
antidepresanlarla indiiklenen degisikliklerde BDNF haricinde diger birgok norotrofik
faktoriin -~ ve  hipokampus disindaki norotrofik mekanizmalarin  etkisinin

degerlendirilmesi gerekmektedir (Nestler ve ark., 2002).
4.1.4. Noroplastisite

Noronal fonksiyonlar ¢evresel uyaranlara, duygulara, yaralanmaya ve benzerlerine
tepki olarak ortaya cikan dinamik siireglerdir. Glutamaterjik sinaptik iletimde,
ozellikle de uzun donemli potansiyalizasyon ve uzun donemli depresyona bagl
degisikliklerin yasandigi hipokampus bagiml iligkisel anilarin kodlandigina
inanilmaktadir. Bununla birlikte, hem uzun dénemli potansiyalizasyon hem de uzun
donemli depresyon stresle iliskili duygusal durumlara duyarlidir. Sinaptik
plastisitenin disfonksiyonu depresyon, otizm ve uyusturucu bagimlilig1 gibi bir¢cok
psikiyatrik bozuklukla iliskilidir (Wang ve ark., 2015). Depresyon ve noral plastisite
arasindaki baglant1 iizerine yapilan ¢ok sayida calisma, bazi mekanizmalari ortaya
cikarmig olsa da, depresyonun norobiyolojik mekanizmalar1 hala tam olarak
bilinmemektedir. Stres, agr1 ve kognitif bozukluk gibi olumsuz uyaranlar, hem
depresyon hem de noral plastisitede degisiklikler ile sonuglanabilir. Depresyonun
noroplastisite hipotezi, ndral plastisite disfonksiyonunun depresyonun temel

patomekanizmasi oldugunu savunmaktadir (Wang ve ark., 2015).

Hipokampus, depresyon arastirmasinda en ¢ok calisilan beyin bolgesidir. Yapisal
olarak, hipokampus limbik sistemin bir parcasidir ve duygu ile iliskili beyin
bolgeleri, 6rnegin PFC ve amigdala ile sinir lifi baglantis1 gelistirir. Ek olarak,
hipokampus yiiksek seviyelerde glukokortikoid reseptorleri ve glutamat igerir ve
HPA eksenini diizenler. Bu da onu stres ve depresyona daha duyarli hale getirir.
Hipokampal plastisitedeki degisiklikler stres ve diger negatif uyaranlardan
kaynaklanabilir. Stres, hipokampal plastisiteyi bir¢ok yonden etkiler. Kronik ve
siddetli stresin, hayvan depresyon modellerinde hipokampusa bagli agik bellegi
bozdugu gosterilmistir. Hipokampal sinaptik plastisitenin, hipokampusa bagli agik
bellek olusumunda 6nemli bir rol oynadig: diislintilmektedir. Siddetli stresin rodent
modellerinin hipokampuslarinda uzun doénemli potensiyalizasyonu zayiflattifi ve

uzun donemli depresyonu gii¢lendirdigi goriilmiistiir. Stres ayrica hipokampusta
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noronal dendrit dallanmasi ve plastisitesini azaltabilir. Ayrica, stres HPA ekseninin
aktivasyonunu tetikleyerek kortikosteroid diizeyini yiikseltebilir ve hipokampal
norojenezi downregiile edebilir. Ek olarak, noropatik agrinin neden oldugu
depresyon benzeri davranis, timor nekrozis faktor-1 (TNF-1) reseptor sinyali yoluyla
hipokampal nérojenez ve plastisite ile iliskili olabilir. Depresyonda hipokampal
plastisite, hipokampal hacimsel degisiklikleri, hipokampal norojenezi ve hipokampal

ndron apoptozunu igerir (Liu ve ark., 2017).

Sinaptik plastisite beynin en dnemli ve 6nemli islevlerinden biridir. Bir sinapsta
transmisyonun etkinligi, c¢evreye uyum sirasinda ndronlar ve ndronal devreler
arasindaki baglantinin modiilasyonuna baghdir. Stres, hipokampusta sinaptik
plastisite lizerinde biiyiik etkiler yaratir ve hipokampusun farkli alt bolgelerinde
farkli etkiler gosterir. Stres hipokampusun CA3 bolgesinde uzun donemli depresyonu
fasilite ederken, uzun doénemli potensiyalizasyonu zayiflatabilir. Bunun yani sira,
depresyon hayvan modellerinde hipokampal uzun dénem potensiyalizasyon icin
gerekli olan sinaptik proteinleri ve biiyiime faktorlerini downregiile edebilir (Liu ve

ark., 2017).

Depresyon hastalarinda hipokampus hacimlerinde anlamli bir azalma oldugu
raporlanmistir. Bu durum, hem yetiskin hem de adolesan hastalarda, ilk veya tekrar
eden vakalar igin farklilik olmaksizin goriilmektedir (Sheline, 2011). Hipokampus ve
PFC’de goriilen hacimsel degisiklikler depresyonda artmis glukokortikoid
seviyelerinin, néron ve glialardaki bozulmanin, atrofinin ve néron éliimiiniin sonucu

olabilir (Duman ve Aghajanian, 2012).

Depresyonlu hastalarda yapilan manyetik rezonans goriintiilemelerinin ¢ogunda
toplam hipokampus hacminde azalma kaydedilmistir. Ancak, hipokampus boy ekseni
dogrultusunda insanlarda bas-gévde-kuyruk, rodentlerde ise ventral-dorsal olarak alt
kisimlara ayrilabilir. Yeni hacimsel manyetik rezonans goriintiileme analizleri bu alt
kisimlarin dlgtimiine yoneltilmistir. Yapilan ¢aligmalarla kisimlarin hangi miktarda
hacim kaybettikleri ve depresyonda hangi alt kisimlarin hangi sekilde etkilendigi
aragtirtlmistir. Neumeister ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada (Neumeister ve
ark., 2005), niikseden depresyon hastalarinda bas kismina kiyasla gévde ve kuyruk

kisimlarinin toplaminin bilateral olarak daha kiigiik oldugu bulunmustur. Macqueen
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ve arkadaglarinin ¢alismasinda ise, tedavinin 8. haftasinda klinik remisyon
kriterlerine uyan hastalarin tedavi 6ncesi govde/kuyruk hacim oranlarinin remisyon

yagsamayanlara gore daha fazla oldugu kaydedilmistir (MacQueen ve ark., 2008).

Hipokampus
bag kismi

Hipokampus
govde
' & kismi

ffipokampus
kuyruk
kismi

Sekil 6. Saghkh bir insanda hipokampus alt kisimlarinin 3D rekonstriiksiyonu
(Malykhin ve Coupland, 2015).

Diisiinme ve davranis diizenlemelerinin sinirsel merkezi olan PFC de depresyonla
iliskilidir. Anatomik baglantilar ve fonksiyonlar agisindan degerlendirildiginde, PFC,
ventromedial ve dorsolateral bolim olmak ftizere iki alt bdlgeye ayrilabilir.
Ventromedial PFC negatif duygularin olusumu dahil olmak iizere marazi durumlarin
reglilasyonu ile ilgilenirken, dorsolateral PFC dikkat kontrolii gibi kognitif
fonksiyonlara aract olmaktadir (Miller ve Cohen, 2001). Her iki kismin da
depresyonda o©nemli rolleri oldugu, fonksiyonel goriintiileme ¢alismalariyla
gosterilmistir. Depresyon progresyonu sirasinda ventromedial PFC’de hiperaktivite
ve dorsolateral PFC’de hipoaktivite goriiliirken; psikoterapi veya ilag tedavisi sonucu
iyilesme doneminde ventromedial PFC’de hipoaktivite ve dorsolateral PFC’de

hiperaktivite goriilmistiir (Koenigs ve Grafman, 2009).

Amigdala, duygusal modiilasyon ve hafiza kodlamasinda 6nemli bir rol oynar ve
korku kosullandirmas1 i¢in kritik bir néronal plastisite bolgesidir. Amigdalanin
depresyonla iliskili morfolojik ve fonksiyonel degisiklikleri bir¢cok calismada
dogrulanmistir. Bunun aksine, hipokampus ve PFC ile stres ve depresyon, amigdala

ve ventral duygusal agda sinaptik plastisiteyi arttirir. Stresin, PFC ve hipokampusta
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dendrit biiziilmesini ve bazolateral amigdalada piramidal ve dikensi noronlarin
dendritik dallanmasini indiikledigi bulunmustur. Stresin neden oldugu sinaptik
plastisitede merkezi bir rol oynadigr bilinen BDNF’in ekspresyonu sicanlarda,
bazolateral amigdalada artmis ancak hipokampal CA3'te azalmistir. Depresyon,
insanlarda amigdalada NMDA reseptoriinde glutamat sinyalizasyonunu kesintiye
ugratmistir. Neonatal glukokortikoid tedavisi uzun donem potensiyalizasyon
cevabini, amigdalanin lateral niikleusunda mitojen ile active edilen protein kinazlarin
fosforilasyon seviyesini arttirmis ve yetiskin siganlarda depresyon benzeri davranis

olusumunu desteklemistir (Ko ve ark., 2014).
4.1.5. Diger hipotezler
4.1.5.1. Noronal devre hipotezi

Cesitli beyin bolgeleri ve devreleri duygulari, odiilleri ve yiiriitme islevlerini
diizenler ve bu birbirine bagl limbik bdlgelerdeki islev bozukluklari, depresyon ve
antidepresan eylemlerle iligkilendirilmistir. Depresyon hastalarinin postmortem ve
norogoriintiilleme c¢alismalarimin biliylik bir boliimii, depresyonun degersizlik ve
sucluluk duygular1 gibi biligsel yonlerine aracilik ettigi diistiniilen bolgeler olan
prefrontal korteks ve hipokampusta gri madde hacmi ve glial yogunlukta azalma
bildirmistir (Krishnan ve Nestler, 2008).

Depresyon hastalarinda, bolgesel kan akimi ¢alismalari, agri, saldirganlik, cinsel
islevsellik ve yeme davraniglarini yonlendiren ventromedyal PFC’de hiperaktivite,
risk degerlendirmesini, uyumsuz ve tekrarlayict duygulanim durumlarini modiile
eden lateral orbital PFC’de hiperaktivite ve yiirlitme islevini, ¢aba gerektiren siirekli
dikkat ve isleyen bellek siireclerini siirdiiren dorsolateral PFC’de hipoaktivite

gbzlemlenmistir.

Fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilemesi paradigmalari kullanan baglanma
caligmalariyla amigdala ve anterior singulat korteks bolgeleri arasindaki iletisimin
azalmasi gozlemlenmekte ve korteksin negatif duygulara aracilik eden, genellikle
yukaridan asagi kontrol (top-down control) olarak adlandirilan ve subkortikal alanlar

diizenleyen kapasitesinin azaldigi agiklanmaktadir (Chirita ve ark., 2015).
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4.1.5.2. MikroRNA (miRNA) hipotezi

21. yiizyiln baslangicindan beri, genom, hiicre fonksiyonlarimi regiile eden
proteinleri sekillendiren mesajct RNA’ya ek olarak, kodlama yapmayan RNA olarak
tanimlanan MIRNA’larin kii¢iik bir kismini olusturmaktadir. miRNA’lar, hedef
RNA’larin translasyonunu bélme veya baskilama ile gen fonksiyonunu kontrol eden
diizenleyici molekiillerdir. Bazi miRNA’larin  disregiilasyonu hastaliklarla
iligkilendirilmektedir ve miRNA seviyeleri biyoisaretleyici olarak degerlendirilen
gercek zamanli PCR ile Olgiilebilmektedir. Buna ek olarak, miRNA’lar gen
transkripsiyonunu ve protein sentezini etkilemek amaciyla in vivo antagomir
uygulanarak kapatilabilmektedir. miRNA’lar norotrofik faktorler gibi néron hayatta
kaliminda, sinaptogenezde ve noral plastisitede gorev yaparlar. miR-30e, miR-182 ve
miR-132 dahil olmak iizere cesitli miRNA’daki degisiklikler depresyonda etkili
bulunmustur. MiR-182 ve miR-132 BDNF ekspresyonunu negatif olarak regiile
ederler ve depreyon hastalarinin serum degerlerinde artmis bulunmuslardir. Bu
bulgular, miRNA’larin  gelecekteki fonksiyonel caligmalarinin  psikiyatrik
bozukluklarin 6zgiin tedavilerine dahil olabilecegi disiiniilmektedir (Villanueva,
2013).

I MONOAMIN HiPOTEZI w I SEMPATIK STIMULASYON l \
N STRES UYARANI
l POSTSINAPTIK KOMPARTIMAN l
v < 1) Azalmi inaptik r 5 (1) Hipofiz veadrenal bezlerin boyutve
PRESINAPTIK KOMPARTIMAN ” M sﬁmm;v"gf“j it fonksiyonundaartis
(2) Limbikbolgeerde CRHdizeylerinde
(1) Azalmig NAve5-HT sentezi artis
(2) ArtmisNAve 5-HT yikimi (3) Plazma, tiikirikve idrardaki kortizol
duzeylerinde artis
l (1) 5-HT..desensitizasyonu
(1) NAsalverilmesinin 12, SRl paR bl GLUKOKORTIKOIDLER TARAFINDAN
inhibisyonuna neden olan LR — | XONTROLEDILEN GERiBESLEME
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Sekil 7. Depresyonun etyopatolojik hipotezleri arasindaki karsihikh etkilesimler.
Depresyonun klasik patogenetik hipotezlerinin yani sira, hastalarin {igte birinde ilag tedavisine yanit eksikliginin
iistesinden gelinmesi agisindan yeni hipotezlere ihtiyag duyulmaktadir (Ferrari ve Villa, 2017)
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Bu hipotezlere ek olarak, yapilan c¢aligmalarda gozlemlenen diger bulgular da

verilebilir.

Tablo 2. Yeni hipotezler ve bulgularin degerlendirilmesi (Hasler ve ark., 2005)

Yeni Hipotezler

Artms glutamaterjik
norotransmisyon

Azalmis GABAerjik
norotransmisyon

Anormal sirkadyan ritim

Monoamin-asetilkolin
dengesizligi

4.2.  Stres

Destekleyen bulgular

PFC’de glutamat ve glutamin

seviyelerinin azalmasi ve bir
NMDA antagonisti olan
ketaminin intravendz

uygulamasinin hizli ve uzun siireli
antidepresan etkiye neden olmasi

Plazma, beyin omurilik sivisi,
dorsolateral prefrontal korteks ve
oksipital kortekste GABA
seviyelerinin azalmasi,
GABAerjik etkinligi antidepresan
etkiye neden olmasi ve prefrontal
kortekste GABA  noronlarinin
immiinoreaktivitesinin azalmast

Bazi  depresyon  hastalarinin
duygudurum, uyku, sicaklik ve

noroendokrin salgilarinda
anormaliler olmasi ve 151k
tedavisinin antidepresan

etkilerinin olmasi

Bir asetilkolinesteraz inhibitdrii
olan fizostigminin uygulamasiyla

insanlarda depresif modun
indiiklenebilmesi  ve  nikotinik
asetilkolin reseptor

antagonistlerinin antidepresanlari
potansiyalize etmesi

Zayiflatan bulgular

Oksipital lobda glutamat
seviyelerinin azalmast ve
antidepresanlarin beyinde AMPA
reseptorlerini etkileyip

etkilemediginin bilinmemesi

GABA’nin  beyin sinapslarimin
%30’unda Ozellesme olmaksizin
olusmasi ve manyetik rezonans
goriintiilemesi degerlendirmelerine
gore depresyonda PFC GABA
degerlerinde farklilik olmamasi

Ritim ile alakali genlerle depresyon
arasindaki iliskinin bagdasmamasi

Bir nikotinik asetilkolin reseptor
antagonisti  olan mekamilaminin
depresyon semptomlarint azaltmasi
ve  antidepresanlarin  ¢ogunun
antikolinerjik olmamasi

Stres uzun bir siire, major depresyon dahil olmak iizere bir dizi hastaligin baslangict

icin tetikleyici olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, hangi stresin hastaliga

doniistiigiinlin - mekanizmasi

hentiiz tam olarak

aydinlatilamamigtir.  Stresin

immiinosiipresif etkilerine ¢cok fazla ilgi gosterilmesine ragmen, son veriler stresin

bagisikligin belirli yonlerini, 6zellikle dogal inflamatuvar bagisiklik yanitini aktive

edebilecegini gostermektedir. Bu nedenle, bagisiklik tepkisi tizerindeki stres etkileri,
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ozellikle dogustan gelen immiin inflamatuvar yanit, depresyon gibi psikiyatrik
hastaliklar da dahil olmak {izere stresin hastaliga katkisinda énemli ve uygun bir yol
olabilir (Cowles ve Miller, 2009).

4.2.1. Stres ve kadin iireme sistemi

Toplumda, ekonomide, kiiltlirde, yasama ortaminda ve caligma diizenindeki
degisiklikler ile kadinlar artan bir stres altinda yasamaktadir. Strese maruziyetin
tireme bozukluklariyla baglantili oldugu gosterilmis olup, gebelik 6ncesi stresin gebe
kalma zamanini uzattig1 ve infertilite riskini arttirdig1 gosterilmistir (Dong ve ark.,

2017).

Kadin ireme sistemi HPA ekseni tarafindan diizenlenmektedir. Hipotalamusun
preoptik ve arkuat niikleus bolgelerinde gonadotropin saliverici hormon salgilayan
noronlar, hipofizeal portal sisteme salgilanir ve daha sonra 6stradiol ve progesteron
salgilamak i¢in yumurtaligi aktive eden folikiil uyarici ve luteinize edici hormonlarin
tiretimini uyarir. Santral sinir sisteminin diger boliimleri, uterus, genital bdlgeler ve
cilt gibi diger hedef dokulara ek olarak, gonadal steroidler ve diger bir over hormonu
olan inhibin, folikiil uyarict ve luteinize edici hormonlarin salimiminda negatif

feedback etkileri ortaya ¢ikarir (Chrousos ve ark., 1998).

Gebelik, 12 haftadan sonra artmis HPA ekseni fonksiyonu ve kortizol ve ACTH
dahil olmak iizere asamali olarak artan stres hormonlar1 ile karakterize olan ve
degerlerin en fazla Cushing sendromunda goriilen degerlere ulagtigi bir ortamdir.
Ozellikle stres hormonu saliverilmesinin zamanlamasi ve salimlarm periferik
dokulardaki yeri gebelik bakimi ve fetal gelisim i¢in belirleyicidir. Kadin tireme
sisteminin aktivitesini baskilayan dolasimdaki kortizol ve adrenal androjen
seviyelerinin artmasi nedeniyle, koklesmis Cushing sendromunda gebelik nadir
goriilmektedir (Nakamura ve ark.,, 2008). CRH, HPA ckseninin baslica
diizenleyicisidir ve uterus, plasenta ve over dahil olmak iizere kadin iireme
dokularinin ¢ogunda bulunmaktadir. Over CRH, folikiiler olgunluk, oviilasyon,
luteoliz siireglerinde etkinken, plasental CRH plasental trofoblastlarin endokrin
fonksiyonlarmin modiilasyonunda, 6strojen, ACTH ve prostaglandin {iretiminin

modiilasyonunda gorev almaktadir (Nakamura ve ark., 2008).
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Kadinlarin iireme potansiyeli over rezervine dayanmaktadir ve iyi over rezervi daha
fazla folikiil sayisini gostermektedir. Anti-Miillerian hormonu, biiyiimekte olan
kiiciik folikiillerin graniiloza hiicrelerinden salinan bir glikoproteindir ve over
rezervinin givenilir bir klinik gostergesi olarak kabul edilmektedir (Kwee ve ark.,
2008). Psikolojik strese bagli olarak HPA ekseninin aktive oldugu, over folikiil
hiicrelerinin oksidatif hasarina bagli olarak biiyiiyen folikiillerin kaybedildigi ve buna

bagli olarak Anti-Miillerian hormonunun azaldig1 goriilmiistiir (Dong ve ark., 2017).
4.3. Inflamasyon

Gilinitimiizde mevcut depresyon tedavileri genellikle monoamin ndrotransmisyonuna
hedeflenmistir ancak antidepresanlar hala bir¢cok vakada etkililik yoniinden zayif
kalmakta, remisyon ve disiik tedavi cevabi goriilmektedir. Depresyon
patofizyolojisini arastirmak amaciyla yapilan son calismalarla edinilen bilgilerle,
depresyonun olduk¢a kompleks ve biitiinlesmis mekanizmalardan olustugu ve
monoamin hipotezinin bunun yalnizca bir pargasi oldugu anlagilmistir (Sahin ve ark.,
2016a). Noroinflamasyon, dogustan gelen ve viicuda zararli olabilecek her tiirli
uyaran1 uzaklastirmak icin calisan bir mekanizmadir ve sitokinler ve kemokinler
basta olmak {iizere cesitli immiin faktdrler tarafindan diizenlenir. Ozellikle
proinflamatuvar sitokinler, TNF-a ve interlokin (IL)-1 sitokin ailesi basta olmak
lizere, advers bir uyarana cevap olarak beyinde inflamatuvar reaksiyonlar
baslatmakla ve inflamasyon boélgesinde lokositleri ve IL-6 iretimini etkileyerek
antiinflamatuvar sitokin ve immiin faktorlerin sentezini arttirarak ndroinflamasyonu
devam ettirmekle gorevlidirler (Singhal ve ark., 2014). Noroinflamasyonun
norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklardaki rolii bilinmektedir. Ayrica hastalik
davranigi, kognisyonda ve hafizada azalma, yasa bagli olarak immiin sistem

sensitizasyonu gibi durumlarla da iliskilidir (Schiepers ve ark., 2005).
4.3.1. Sitokinler

Tim bagisiklik hiicreleri, miyeloid veya lenfoid hiicre ¢izgileri boyunca nihayetinde
farklilasan hematopoietik kok hiicrelerdir. Immiin hiicre farklilasmasi ve islevi
sitokinler dahil olmak iizere bir dizi faktor tarafindan yonlendirilir. Sitokinler, aktive

edilmis nétrofiller, monositler/makrofajlar, lenfositler, dogal dldiiriicii hiicreler, glia
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(astrositler ve mikroglia), endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve adipositler dahil olmak
tizere gesitli hiicreler tarafindan iiretilen hiicreler arasi sinyal molekiilleridir (Cowles
ve Miller, 2009). Spesifik biyolojik aktiviteleri degisiklik gOsterebilir ancak genel
olarak proinflamatuvar ve antinflamatuvar olmak {izere iki grupta toplanabilirler.
Proinflamatuvar sitokinler, inflamasyon prosesinde direkt veya indirekt etkisi olan
IL-18, IL-6, interferon (IFN)-y ve TNF-a’dir. Antinflamatuvar sitokinler ise
proinflamatuvar aracilarin iiretimini ve hiicresel aktivasyonu etkisizlestirerek immiin
cevabi azaltirlar. IL-4, 1L-10 ve IL-13 bu grupta olmakla beraber, IL-8 gibi bazi
sitokinler, sitokin konsantrasyonuna bagli olarak her iki rolii de iistlenebilir

(Schiepers ve ark., 2005).

Son zamanlardaki ¢alismalarin ¢ogunun sitokinin pro- veya anti-inflamatuar
etkilerden ziyade pleiotropik oldugunu gdstermesine ragmen, proinflamatuvar
sitokinler depresyon gibi psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisinde dnemli bir role
sahiptir. Sitokinler genellikle fizyolojik kosullar altinda diisiik seviyelerde kalir.
Bununla birlikte, santral sinir sistemindeki (SSS) mikrogevre travma, enfeksiyon
veya iskemik atak gibi yaralanmalarla degistiginde, sitokinler glial hiicreler
tarafindan aktive edilir ve sitokin seviyeleri normal veya fizyolojik kosullara gore

100 kat artar (Kim ve ark., 2016).

Periferal sitokin tiretimi, immiin aktivasyon durumuna ve noroendokrin etkilere bagh
olarak gelisebilir. Noroendokrin etki baglaminda, HPA ekseninin final bileseni olan
adrenal korteks tarafindan tiretilen kortikosteroidlerin etkisi en O6nemli etkendir.
Ozellikle kortizol olmak iizere kortikosteroidlerin immiin cevabin regiilasyonunda ve
buna bagl olarak sitokin iiretiminde etkili oldugu bildirilmistir. Halbuki, diisiik
kortikosteroid konsantrasyonunun proinflamatuvar sitokin iiretiminde etkili olurken,

yiiksek konsantrasyonlar immunosupresif etki yaratir (Schiepers ve ark., 2005).

Sitokinler, 5-HT, NA ve DA’nin monoaminerjik ndrotransmisyonuyla
iliskilendirilmistir. Beynin g¢esitli bdlgelerinde olusan norokimyasal degisiklikler
sitokinlere spesifiktir. Sicanlara sistemik sitokin uygulamasi, periferal immiin
aktivasyonu taklit ettiginden bu sinyalci molekiillerin santral etkisini Olger ve
boylece direkt veya indirekt olarak SSS’de sitokin seviyelerini diizenler (Schiepers

ve ark., 2005). Sistemik IL-1p uygulamasinin sigan beyninde hipotalamik ¢ekirdek,
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nucleus accumbens ve hipokampus dahil olmak {izere limbik boélgelerde DA, NA ve
5-HT  aktivitelerinde artis  gozlemlenmistir  (Song ve ark., 1999).
Intraserebroventrikiiler IL-18 uygulamasinin ise si¢anlarda hipokampal ekstraseliiler

serotonin konsantrasyonlarini arttirdig1 kaydedilmistir (Linthorst ve ark., 1995).

Tablo 3. Sitokinler ve cesitli 6zellikleri (Schiepers ve ark., 2005)

SITOKIN FAMILYA URETICi HUCRELER
IL-1 Belirlenmemis Makrofajlar Proenflamatuar
IL-2 Hematopoetinler T hiicreleri Proenflamatuar
IL-4 Hematopoetinler T hiicreleri Antienflamatuar
IL-6 Hematopoetinler Makrofajlar, T hiicreleri Proenflamatuar
11-8 Kemokinler Makrofajlar Proenflamatuvar

Antienflamatuvar

IL-10 Belirlenmemis Makrofajlar, T hiicreleri Antienflamatuar
IL-12 Belirlenmemis Makrofajlar, B hiicreleri Proenflamatuar
IL-13 Hematopoetinler T hiicreleri Antienflamatuar
TNF-a TNF familyas1 Makrofajlar, NK hiicreler Proenflamatuar
TNF-g TNF familyas1 T hiicreleri, B hiicreleri Proenflamatuar
IFN-a Interferonlar Lokositler Proenflamatuar
IFNy Interferonlar T hiicreleri, NK hiicreler Proenflamatuar

4.3.2. Depresyon ve inflamasyon

Yapilan birgok deneysel ¢aligma ve meta analiz, depresyon hastalarinin beyinlerinde
noroinflamasyona neden olan, TNF-a, IL-1p ve IL-6 ekspresyonlarinda artma
oldugunu raporlamistir (Singhal ve ark., 2014). Depresyondaki immiin sisteme
iligskin ilk ¢aligma, esas olarak indirgenmis T ve B hiicrelerinin proliferatif tepkileri
ve azaltilmis dogal oldiiriicii hiicre aktivitesi ile ortaya ¢ikan edinilmis immiin
tepkinin azalmig islevini ortaya g¢ikarmistir. Bununla birlikte, daha yeni kanitlar,

edinilmis immiin yanitlarda ve dogal oldiiriicii hiicre aktivitesinde degisikliklere ek
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olarak depresyonun, dogal immiin yanitin belirli yonlerinin hiperaktivitesi ile iligkili
oldugu fikrini desteklemistir. Spesifik olarak, depresyon hastalarinda hem periferik
kanda hem de beyin omurilik sivisinda proinflamatuvar sitokinlerin, artmis akut faz
reaktanlarinin, kemokinlerin ve adhezyon molekiillerinin ekspresyonunun artmis
oldugu goriilmiistiir. Inflamatuvar mediyatdrlerin  konsantrasyonu, depresyon
hastalarinda kontrol grubuna gore dlciilen farkliligin yani sira depresyonun siddeti ile
orantili olarak doz-yanit iliskisi gostermektedir. Ozellikle tedaviye direngli
depresyon hastalarinda, diger depresyon hasta popiilasyonlarina kiyasla IL-6 dahil
olmak iizere inflamatuvar belirteglerde yiikselmeler gézlemlenmistir. On ¢alismalarla
ise ilgili  sitokin  genlerindeki  polimorfizmlerin, depresyon hastalarin
poplilasyonlarinda tedaviye yaniti Ongoérme hakkinda bilgi saglayabilecegi

kaydedilmistir (Cowles ve Miller, 2009).

Depresyon hastalarinin beyninde IL-1p seviyelerindeki artma ve noroinflamasyon,
inflamasyonun depresyondaki roliinii a¢iklamaktadir. Liposakkarit (LPS) ile
indiiklenen depresyon modeli uygulanan farelerde goriilen depresyon benzeri
davraniglarla NLRP3 inflamazomunun iliskili oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark.,
2014). Kaspaz-1 enzimi olmayan farelerin LPS ile indiikklenen depresyona karsi

direngli olmasi da inflamasyonun roliinii géstermektedir (Moon ve ark., 2009).

Proinflamatuvar sitokinlerin, stres cevabmin primer diizenleyicisi olan CRH’in
ekspresyonunu, iiretimini ve saliverilmesini aktive ettikleri birg¢ok hayvan
calismasinda gosterilmistir. CRH'nin degismis lokomotor aktivite, anoreksi ve uyku
bozukluklar1 da dahil olmak {izere hastalik davranisiyla Ortlisen davranigsal
degisiklikleri tetikleme kapasitesi gz oniinde bulunduruldugunda, sitokin kaynakli
CRH artiglarinin kismen sitokinlerin davranissal etkilerine katkida bulunabilecegi
ileri stirtilmistiir. Aslinda artmis CRH aktivitesi, beyin omurilik sivisindaki,
hipotalamustaki CRH artus1 ile PFC’de artmis CRH iiretimine bagli olarak goriilen
CRH reseptor sayisindaki azalma ile tutarli bir bulgu gostermektedir (Cowles ve
Miller, 2009). TNF-a, beyin yapisinda ve islevinde degisikliklere neden olarak,
depresyon gelisimine yol agabilir. Ug ana farkli mekanizma, TNF-o'nin bir pargasi
oldugu sitokin  sisteminin  aktivasyonunu, depresyonun  patofizyolojisine

baglayabilmektedir. Ik olarak, sitokin sisteminin aktivasyonu, HPA ekseninin
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depresyonla iligkili aktivasyonunda nedensel bir rol oynayabilir. Stres yanit sistemi,
proinflamatuvar sinyaller ile karmasik bir sekilde baglantilidir. TNF-a ve IL-6
saliverilmesinin dogrudan hipotalamus ve hipofiz hiicreleri iizerinde etkili olan
CRH’m, ACTH ve kortizol seviyelerini arttirdigi gosterilmistir. HPA ekseninin
upregiilasyonu, depresif semptomlarla iliskili 6nemli bir bulgudur, bu da o6zellikle
proliferatif inflamatuvar sitokinlerin, o6zellikle de TNF-a'nin klinik &nemini
gostermektedir. TNF-a néronal 5-HT tasiyicilarimi aktive eder. Depresyonda 5-HT
alimi azalir ve sec¢ici 5-HT geri alim inhibitorleri gibi ilaglar 5-HT tasiyicilarinin
deaktivasyonu yoluyla depresyondan iyilesmeye yol actigi icin depresyon

tedavisinde kullanilmaktadir (Cowles ve Miller, 2009).
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ACTH | Seoes ©
inflamasyon
A 1 Proinflamatuvar
TNF o © sitokinler
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Adrenal bez IL-1 © T Kemokinler
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Sekil 8. Stres-immiin etkilesimler ve depresyon. (a) immiin miicadele sirasinda niikleer
faktor-kappaB’nin  Toll benzeri reseptorler ile aktivasyonu, (b) proinflamatuvar sitokinlerin TNF ve
interlokinlerin (TNF-a, IL-18 ve IL-6) saliverilmesi ile inflamatuvar yanita neden olur. (c) Bu sitokinler, beyne,
niikleus traktus solitarius yoluyla bilgi ileten kan beyin bariyeri, aktif nakil molekiilleri ve duyusal vagus
icerisindeki bolgelerden sizarak erisirler. (d) Beyne ulastiklarinda sitokin sinyalleri 5-HT ve DA gibi
norotransmitterlerin  metabolizmasinin degismesi, PVN’de CRH aktivasyonu ve bunu takiben ACTH ve
glukokortikoidlerin tiretimi ve/veya saliverilmesi ve BDNF gibi iligkili biiyiime faktorlerinde degisikliklerle
sinaptik plastisitenin bozulmasi gibi depresyon gelisiminde etkisi oldugu bilinen yolaklara katilir. (e) Cevresel
stresorlere maruz kalmak, inflamatuvar sinyal aktivasyonunu, proinflamatuvar sempatik sinir sistemi yanit (a ve b
adrenoseptorlerine baglanan NA’in saliverilmesi) ¢iktilarinin artmasiyla tesvik eder. (f) Stresorler, ayn1 zamanda,
nikotinik asetilkolin reseptoriiniin a7 altbirimine baglanan asetilkolin saliverilmesiyle olusan inhibitér motor
vagal giris yanitlarinin geri ¢ekilmesini de indiiklerler. (g) Miyojenle aktive edilen protein kinaz yolaklarinin
aktivasyonu glukokortikoid reseptdrlerinin fonksiyonunu inhibe eder, bdylelikle HPA ekseninin strese yaniti
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olarak saliverilen ve bdylece niikleer faktor-kappaB’nin negatif regiilasyonundan glikokortikoidlerin
salgilanmasini saglar. (Cowles ve Miller, 2009)

TNF-0, triptofan tiikkenmesine yol agan indoleamin 2,3-dioksijenaz1 (IDO) uyarir.
IDO'nun proinflamatuvar sitokinler, 6zellikle de TNF-a tarafindan aktivasyonu, ek
olarak glutamaterjik agonistlerin iiretimine de yol agmaktadir. IDO aktivasyonuna
bagli olarak 5-HT ve triptofanin daha yiiksek tiiketimi depresyonda 5-HT azalmasini
desteklemektedir. IDO triptofani kiniirenine yikmakta ve boylece 5-HT seviyesinde
azalmaya neden olarak depresyonla iliskilendirilmektedir. Ancak IDO aktivasyonu
ve kiniirenin tiretiminden kaynaklanan depresyon ek olarak 5-HT’den bagimsiz
etkilere sahiptir. Ornegin, tek basina Kiniirenin uygulamasiyla farelerde depresif
davraniglar gézlemlenmistir. Kiniirenin mikrogliada kiiinolinik aside doniistiiriilmesi
NMDA reseptorlerinin aktivasyonunu, ayni zamanda oksidatif stres olusumunu ve
glutamat salimini arttirir. Bu yan tirlinlerin birlesimi norotoksisiteye yol agmaktadir

(Postal ve Appenzeller, 2015).

Son zamanlarda yapilan calismalar, bir inflamazom olan ve proinflamatuvar sitokin
aktivasyonunda rol alan NLRP3 f{izerine yogunlagmistir. NLRP3, makrofaj ve
mikroglialarda tehlike sinyallerini taniyarak inflamatuvar yanitin olusmasinda gorev
yapan sitozolik bir proteindir. Inflamazom aktivasyonu, SSS’de mikrogliada veya
periferde makrofaja ulasan tehlike sinyali sonrasinda, membranda yer alan Toll
benzeri proteinler tarafindan taninmayla baslar. Taninma sonrasinda I1L-6 ve TNF-a
direkt olarak salinabilirken, IL-1B ve IL-18 salinmasi i¢in inflamazom olusumu ve
aktivasyonu gerekir. Toll benzeri reseptorlerin uyarilmas:t sonucu gen
transkripsiyonu ile pro-1L-1B ve pro-1L-18 olusur. Bu 6nciil formlarin aktivasyonu
icin NLRP3 inflamazomu gerekmektedir. Membran {izerindeki P2X7 piirinerjik
reseptOrlerden iletilen sinyal araciligryla NLRP3 gen transkripsiyonuyla aktive olur,
NLRP3 inflamazomunu olusturacak komponentler olan ASC ve pro-kaspaz-1 ile
baglanir. ASC bu baglantida bir kdprii gorevi goriir. inflamazom olusmas: sonucu
pro-kaspaz-1 aktive olarak kaspaz-1 olusur ve kaspaz-1, pro-IL-1p ve pro-IL-18’i
aktif sekilleri olan IL-1B ve IL-18’¢ dondistiirerek saliverilmelerini saglar (Sahin ve

ark., 2013).
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Sekil 9. NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu. (Sahin ve ark., 2013).

Depresyonun sitokin hipotezi ile uyumlu olarak, depresyon hastalarinin plazma
konsantrasyonlarinda goriilen IL-1p ve IL-6 artisinin, depresyonun siddeti ve HPA
ekseni hiperaktivitesi ile iliskili oldugu goriilmektedir. Dahasi, SSS’de sitokin
eylemleri tarafindan tetiklenen merkezi motivasyonel durum, depresyonun ¢esitli
davranigsal, psikolojik ve kognitif belirtilerinin ortaya ¢ikmasini agiklayabilmektedir.
Bu goriis, kanser ve hepatit C tedavisi icin sitokin alan ancak depresyon hastasi
olmayan bireylerde depresyon benzeri semptomlar goriilmesi ile desteklenir

(Schiepers ve ark., 2005).

Depresyon genetik bir bozukluk olarak diistiniildiigiinden, major depresyonla iliskili
olarak immiin sistemin genetigi de arastirilmistir. TNF-a ve IL-1B kodlayan genler
gibi baz1 gen polimorfizmleri depresyon gelisimi icin hassasiyet etkeni olabilir.
Depresyonun psikopatolojik farkliliklarin yani sira immiinolojik olarak da farkliliklar
goriilebilmektedir. Ornegin, ¢alismalar melankolik ve melankolik olmayan
depresyonun farkli bagisiklik Oriintiileri gosterdigini gOstermistir. Monositler,

l16kositler, lenfositler ve dogal 6ldiriicii hiicre sayimlar1 ve akut faz protein
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konsantrasyonlari, melankolik olmayan hastalarda artmigs olarak bulunmusken,
melankolik depresyon hastalarinda azalmistir. Depresyonun immiinolojisi ile ilgili
olarak yapilan ¢alismalarda karsilagilan zorluklardan biri heterojen hasta grubu iken,
diger zorluk da hastalarin ¢alisma Oncesinde cesitli antidepresan tedavileri almig
olmasidir. Bu tedavi immiin cevabi etkileyebileceginden degerlendirmeleri

zorlastirmaktadir (Schiepers ve ark., 2005).
4.4.  Deneysel depresyon modelleri

Depresif olaylar, baz1 bireylerde ¢ocukluk ya da yetiskinlikte goriilen travmatik
yasam olaylariyla ortaya ¢ikabilir. Bu olaylar1 taklit etmek amaciyla gesitli hayvan
depresyon modelleri iretilmistir. Mevcut hayvan modelleri, temel patofizyolojik
mekanizmalarin aydinlatilmasinda ve yeni tedavilerin gelistirilmesinde deger
tasimaktadir (Gohil ve Lawar, 2012). Hayvan modelleri, davranis fenotipi ve klinik
semptom profili bakimindan gorsel gegerlilik, klinik etkili antidepresan tedavilerine
verilen etki bakimindan 6ngoriisel gecerlilik, insan hastaliginda etkili oldugu bilinen
olaylarla olugmasi agisindan etiyolojik gegerlilik ve benzer nérobiyolojik durumlarla
desteklenmesi agisindan yapisal gecerlilik ile insan hastalik kosullarina benzerlik

gostermelidir (Czeh ve ark., 2016).

Tablo 4. Depresyon icin hayvan modelleri

Yetiskinlikte Erken yagam Lezyon Farmakolojik ; Inflamasyon
stres modelleri stres modelleri modelleri modeller Genetik modeller modelleri
MS Olfaktor Rezerpin ile
bulbektomi indiiklenme
Glial LPS ile
Riciatalistics dejenerasyon indiiklenme . .
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4.4.1. Sosyal Stres Modeli

Sosyal stres modeli, kronik hafif stres ve sosyal yenilgi modellerinden olusur. Sosyal
mahrumiyet, kronik sosyal stres olarak degerlendirilebilir. Sican ve fare basta olmak
tizere, kertenkele, hamster, domuz ve insan harici primatlar olmak iizere bir¢ok
hayvan ile calisilabilmektedir. Model genel olarak, misafir (intruder) hayvanin,
dominant ve agresif bir yerlesik (resident) hayvanin yasama alanina birakilmasi ile

misafir hayvanin saldirtya ugramasindan ve bu asamadan sonraki gozlemlerden

olusur (Chaouloff, 2013).

Resim 1. Sosyal stres modeli kafes diizenlemesi (Golden ve ark., 2011)

Test sonrasinda, depresyondaki insanlarda da goriildiigii gibi sosyal kaginma
gorildiigli icin bu hayvan modeli bir depresyon modeli olarak kullanilmaktadir
(Chaouloff, 2013). Yerlesik agresif hayvanla ilk karsilasmadan sonra bile, misafir
hayvanda saatler sonra diizelen artmis glukokortikoid aktivitesi, tasikardi, hipertermi
gorilmistiir (Tornatzky ve Miczek, 1993). Ardisik 2 ila 4 giin testten sonra, siganlar
belirgin olarak azalmis lokomotor ve kesif aktiviteleri, agresiflik ve seksiiel diirtiiler
ve artmig itaatkar davranislar ve anksiyete sergilemistir (Ruis ve ark., 1999). Ayrica,

sosyal kaginma ve zorunlu ylizme testinde immobilitede artis gozlemlenmistir (Hollis
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ve Kabbaj, 2014). Ardisik 5 ila 10 giin testten sonra, termoregiilasyonda, kardiyak ve
sirkadyan ritimlerde ve immiin fonksiyonlarda bozulma; 5 haftalik kronik siirecten

sonra anhedoni goriilmiistiir (Hollis ve Kabbaj, 2014).

Test sonrasi, hipokampus ve medyal PFC’de hacim azalmasi ve hiicre
proliferasyonunda azalma goriilmiistiir. Hipokampal norojenez 10 giiniin sonunda
azalmasina ragmen, atak sonlanmasiyla 24 saat i¢inde normal durumuna
donmektedir. Tekrarlanan ataklar ve yenilgiler sonrasinda, tekrar eden stresin sonucu
olarak korku benzeri semptomlar, donup kalma davranislari, 5-HTerjik ve
GABAEerjik sistem transmisyonlarinda degisiklikler goriilmiistiir (Hollis ve Kabbaj,
2014).. Sosyal stres, beyaz adipdz dokuda kalori etkinligini ve depolanmasini
arttirabilir, bu durumun HPA ekseni ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Chaouloff,
2013).

4.4.2. Kronik 6ngoriilemeyen hafif stres modeli (KOHS)

KOHS modeli, denekleri siirekli aydinlatilmis bir ortamda tutmak, bulunduklari
kafeste yattiklar1 ortami siirekli nemli veya 1slak birakmak, ortamda rahatsiz edici
stirekli bir ses olusturmak, kafeste siirekli yasadiklar1 partnerlerinin degistirilmesi,
sicaklik degisimleri, su ve yemek yoksunluklar1 ve kafesin pozisyonunun denekleri
rahatsiz edecek sekilde sik sik degistirilmesi gibi islemlerin birkac¢ hafta stireyle

yapilmasiyla olusturulur (Kennett ve ark., 1985).

KOHS’i takiben sukroz (veya sakarin) soliisyonlarmin azaltilmis alimi en ¢ok,
odiillendirme ozelliklerinde bir diisiis ile agiklanmustir. KOHS, yer tercihi ve beyin
stimiilasyon 6diilii gibi hedonik tepkilerde de bozulmalara neden olmustur. Ayrica,
cinsel ve saldirgan davraniglarda azalmalar, kendine bakim, uyku diizenindeki
degisiklikler gibi depresyon semptomlarina paralel ¢esitli davraniglarda karakteristik
degisiklikler goriilmiistir. Bu davranis degisikliklerinin tiimii, klinik olarak etkili
antidepresan ilaglarin tiim smiflariyla kronik tedaviyle tersine dondiriilmiistiir

(Willner, 2005).
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4.4.3. Ogrenilmis caresizlik modeli

Caresizlik ve caresizlik duygulari depresyonun temel belirtileridir ve depresyonun
klinik ve preklinik arastirmalarinda en kapsamli olarak incelenen konular
arasindadir. Bu nedenle kontrol edilemeyen stres Olglimii i¢in gelistirilen ilk
metodlardan biridir (Czeh ve ark., 2016). Klasik deney tasarimi, iki kontrol grubu
iceren {i¢c gruptan olusur. Ik kontrol grubu, 6rnegin salimm veya kollu baski ile
kontrol edilebilen elektrik carpmalarma maruz kalmaktadir. lkinci gruptaki
hayvanlar, birinci grubun hayvanlarina baglanir; bdylece, her hayvan, ayn1 miktarda,
ayni siirede ve sekilde sok alir. Bu hayvanlar durum iizerinde higbir kontrolleri
olmadigindan ve elektrik ¢arpmalarin1 6ngéremediklerinden kontrol edilemez ve
kaginilmaz bir stres yasarlar. Ugiincii grup (ikinci kontrol) strese maruz kalmaz.
Boylece, kontrol edilemeyen soklara maruz kalan hayvanlar kontrol edilebilir soklara
maruz kalan ve kontrol edilmeyen kontrollerle karsilastirilabilir. Bu tiglii tasarimin
kullanildig1 arastirmalar, strese maruz kalmayi takip eden agiklarin kendiliginden
stres kaynakli olmadigini; stresin kontrol edilemezliginin kritik oldugunu

belirlemistir (Drugan ve ark., 1997).

4.4.4. Genetik modeller

Genetik depresyon modelleri, depresyon fizyolojisinde gorev alan aday genlerin
inaktivasyonu ile olusturulmaktadir. Bunlar 5-HT1a reseptorleri, adrenoreseptorler,
NA tastyicilari olabilecegi gibi CRH reseptorleri ve BDNF ile iliskili olabilir (Barkus
ve ark., 2014); (Perona ve ark., 2008); (Ansorge ve ark., 2008).

4.4.5. Glial dejenerasyon

Glia hiicreleri, 6zellikle astrositler, glutamat/GABA dengesinin diizenlenmesinde ¢ok
onemli bir rol oynarlar. Bu nedenle, astrosit bozulmasina bagli deneysel depresyon
modelleri diizenlenerek bu modelin gegerliligi denenmistir. Depresyonlu hastalarda
ve hayvan modellerinde, SSS’de astrositlerin belirteci olan glial fibriler asidik
protein seviyesinde azalma gozlenmistir. Ayn1 zamanda, kronik stres modeli ile
deprese edilmis hayvanlarin PFC’inde GABAerjik internéronlarin sayisinda azalma
goriilmiistiir. Sigan hipokampusundaki glial fibriler asidik protein immiinoreaktif

astrositlerin yogunlugundaki azalma ve glial fibriler asidik protein sayisindaki
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azalma, klomipramin veya fluoksetintmagnolol tedavileriyle geri dondiiriilmiistiir.
Alfa aminoadipik asit glutamatin 6 karbonlu bir homologudur ve in vivo ve in vitro

ortamlarda spesifik gliotoksik ajan olarak gorev yapar (Smialowska ve ark., 2013).

Sican mPFC’ine yapilan alfa aminoadipik asit mikroenjeksiyonlari ile kronik
ongoriilemeyen hafif stres sonucunda olusan tabloya benzer bir depresyon fenotipi
goriilmiistiir. Enjeksiyon sonrasinda, sukroz tercihinde azalma ve 5. giinde yapilan
FST’de immobilitede artis gdzlenmistir. imipramin ile tedavi edilen grupta, toksinin
davranigsal etkilerinin geri dondiirildigii ve Western blot analiziyle gosterildigi
lizere, astrosit dejenerasyonunu Onledigi veya parsiyel olarak inhibe ettigi

goriilmiistiir (Smialowska ve ark., 2013).

Presinaptik Terminal
(""H-\__\___,_,_.f‘\

Glia '

Postsinaptik Hiicre

Sekil 10. Presinaptik ve postsinaptik noéronlar ve sinaps cevresindeki glia

semasl. Glia ve noronal elementler arasinda iki yonlil iletisimin se¢ilmis bazi elemanlar1 gosterilmektedir.
Glutamaterjik sinapsta, astrositler glutamat konsantrasyonunu modiile ederek, spesifik membran transportorleri
yoluyla sinaptik araliktaki fazla glutamat cikarirlar. Glutamaterjik terminallerden salinan glutamat, glutamine
metabolize edilir ve serbest birakildigi glial hiicre tarafindan alinir. Daha sonra glutamin, uygun bir
norotransmittere doniistiiriildiigii glutamat veya GABA terminalleri tarafindan alinabilir. (Smialowska ve ark.,
2013)

4.4.6. Olfaktor bulbektomi

Koku, rodentlerin temel duyularindan biridir. Olfaktor bulbuslar rodentlerde son
derece Onemlidir ve koku alma sistemleri, amigdala ve hipokampus ile birlikte

limbik bolgenin bir parcasint olusturur. Olfaktér bulbuslarin bilateral olarak
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cikarilmas1 hayvanlarda depresyonda gozlenenlere benzer davranigsal, ndérokimyasal,
noroendokrin ve noéroimmiinolojik degisikliklere neden olmaktadir (O'Neil ve
Moore, 2003). Olfaktor bulbektomiden sonra goriilen davranis degisikliklerinin, bu
limbik bolgelerdeki sinaptik giic veya kortikal-hipokampal-amigdala devresinin
dengeleyici mekanizmalar1 ve/veya islev bozukluklarindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayni nodroanatomik bdolgelerin major depresyonlu hastalarda
islevsiz oldugu bulunmustur (Price ve Drevets, 2012). Calismalarda bilateral olfaktor
bulbektomiden sonra, hiperaktivite, sosyal davranis degisikligi, gece giindiiz
aktivitesinde artig, Ogrenme ve bellek yetersizligi gorilmistiir ancak anhedoni
benzeri davraniglar goériilmemistir (Czeh, et al, 2016). Denenen antidepresan
tedaviler ile agik alan testinde (open field test, OFT) aktiviteler 6lglilmiis ve sonuglar
karsilastirilmistir.  Olfaktor bulbektomi sonucu OFT’de goriilen hiperaktivite,
amitriptilin (Cairncross ve King, 1971), imipramin, desipramin, sertralin ve

paroksetin (Cryan ve ark., 1998) tedavisiyle azaltilmistir.

Olfaktor bulbektominin, etkileri akut tedaviler sonrasi goriilen testlerin aksine hizl
etkili antidepresan tedavilerin belirlenmesini saglayabilicegi diisiiniilmektedir ancak
insanlardaki  depresyon  tedavisine olan  yansimalar1  konusu acikliga

kavusturulamamistir (Czeh ve ark., 2016).
4.4.7. Rezerpin ile indiikleme

Rezerpin bir vezikiiler monoamin gerialim blokeridir. Diisiikk dozda rezerpin (0.2
mg/kg i.p.) ile kronik tedavi, vezikiiler monoamin tasiyicisi 2 tizerinde inhibitor
etkiye dayanan bir depresyon modeli olusturmustur. Depresyon benzeri davranislar,
FST ile degerlendirilmistir ve ayrica beyin yapilarindaki DA, NA ve 5-HT
seviyelerinde belirgin diisiisler goriilmiistiir. Rezerpinin kronik uygulamasi (0.2 mg /
kg i.p.) ile depresif aktivitede ve FST’de immobilitede artis goriilmiistiir. Ancak
tirmanma hareketinde farklilik goriilmemistir. Rezerpinin hem akut hem kronik
diisiik doz uygulamalar1 (0.2 mg / kg i.p.), EPM testi ile degerlendirilmistir. 45 ve 60
dakikalik zaman araliklarinda, rezerpin gruplar1 ve kontrol grubu arasinda motor

aktivitede degisiklik dl¢lilmemistir (Antkiewicz-Michaluk ve ark., 2014).
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Tablo 5. En sik kullamilan hayvan modellerinin gecerlilik, avantaj ve
dezantajlarina gore siniflandirilmasi (Gohil ve Lawar, 2012)

MODEL/TEST GECERLILIK AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
- Bazi antidepresanlara kars1 hassas
C . - Yalnizca akut tedaviye hassastir
Ogrenilmis caresizlik | Predictive Ueistsin edll?blhrhgl e - Cok giiclii stresorler gerekir
- Yanlis negatif sonug vermez
- Cok zaman alir
- Etik kisitlamalar vardir
. - Farmakolojik olarak hassas - Kronik antidepresanlara kars:
- Kronik - Genis cesitlilikte hassastir
ongoriilmeyen stres Predictive anti desri:ssanlara anit verir -Giivenilirligi ve tekrar
- Kronik hafif stres Face P Y edilebilirligi distiktiir

- Antikolinerjikler ve

- Kronik yorgunluk Construct antihistaminiklerle yanlis negatif | - Y_a!n;zca bazi antidepresanlar
sendromu [ etkilidir
sonug goriilebilir PR .

- Yogun is giicii gerektirir

Rezerpin voksunlugu Predictive - Trisiklik antidepresan ve MAO - Mianserin ve trazodon gibi yeni
piny g Face inhibitorlerine yanit verir antidepresanlar etkisizdir

- Baz1 antidepresanlar sadece

Olfaktor bulbektomi Face - Tiim antidepresanlara yanit verir | subkronik tedaviden sonra yanit

verir

4.5. Maternal Separasyon (MS)

Psikiyatrik hastaliklarin ¢ogu erigkin donemde ortaya ¢ikmakla birlikte genellikle
cocukluk caginda ebeveyn kaybi, ¢ocukluk ¢agi thmal ve/veya istismarlari, depresif
ve/veya madde kullanimi1 olan bir ebeveyn tarafindan biiyiitiilme gibi yasamin erken
doneminde tecriibe edilen olumsuz yasanmisliklarin noérobiyolojik ve psikososyal
agidan yatkinlik yarattigina kanitlar vardir (Heim ve Nemeroff, 2001). Erken donem
olumsuz tecriibelerin erigkin doneme yansimalar1 ile ilgili insan g¢alismalarinin
kisitliliklart vardir ve uzun vadeli sonuglari arasindaki nedensellik iligkisini kurmak
zordur. Geriye doniik olarak yapilan bildirimlerde hatirlama yanlili§i ve hatasinin
dislanmas1 zorken, ileriye yonelik caligmalarinda bireyin genetik yapisinin erken
yasam olaylar1 ve eriskin donemdeki psikopatolojiye yatkinlik itizerindeki etkisi
dislanamaz. Bu nedenle, gerek depresyon norobiyolojisini daha iyi anlamak gerekse
yeni tedavi yaklagimlart gelistirmek i¢in hayvan modelleri kullanilmaktadir (Korosi
ve Baram, 2009).

Yavrular, gelisimlerini tam olarak tamamlamadan dogarlar ve dogumdan sonraki 3-4.
haftada siitten kesilme (weaning) diizeyine gelene kadar anneye muhtagtirlar. Anne,
yavrunun temel beslenme kaynagi olmakla birlikte, besleme disindaki bir¢ok

davranisi yavrunun gelisimi i¢in dnemlidir. Dogumdan sonraki en az 2 hafta boyunca
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annenin kamburlasarak besleme, idrar yapmayir ve defekasyonu saglamak igin
yavrunun anogenital bolgelerini yalama, yavrularin iizerine oturma gibi maternal
davraniglar1 sayesinde yavrunun termoregiilasyon, miksiyon ve korunma ihtiyaglari
karsilanmis olur (Kalinichev ve Francis, 2010). Neonatal donem boyunca (dogumdan
sonra; DS 3-16. giinler) HPA ekseninin aktivasyon hassasiyetinde azalma vardir ve
bu donem strese karsi azalmis tepki donemi olarak adlandirilir. Bu donem
rodentlerde normal beyin gelisimi i¢in 6nemlidir ve anneden ayrilma gibi fiziksel
veya psikolojik bir stresorle bozulabilir. Normal anne-yavru iligkisi SSS’nin diizgiin
gelisimi i¢in gereklidir. Annenin, yavrunun fizyolojik sistemi ic¢in gizli bir
diizenleyici gibi davrandigi sdylenmektedir. Ornegin; beslenme yavruda nabzi
diizenlerken; yalama, biiyiime hormonunun saliverilmesini ve hiz kisitlayict enzim
ornitin dekarboksilaz ekspresyonunu stimiile ederek biiyiimeyi diizenler. Ozellikle
besleme, adrenal bezlerden ACTH sirkiilasyonunu desensitive ettiginden ve yalama,
on hipofizden ACTH saliverilmesini inhibe ettiginden strese karsi azalmis tepki

doneminin idamesinde ¢ok 6nemli bir rol oynarlar (Kalinichev ve Francis, 2010).

Sicanlarin  6zellikle DS 1-21. giinlerde anne-yavru yavru iligkisini olumsuz
etkileyecek herhangi bir dis olay, yavru siganin ozellikle SSS ve stresle ilgili
eksenlerin gelisimini olumsuz etkileyebilmektedir. Sicanlarda kullanilan erken
donem olumsuz yasam modelleri bu bilgiler temel alinarak kurgulanmaktadir.
Sicanlarin DS 1-21. glinde normal bakimlari, yavrular1 anneden hi¢ ayirmama ve
bulunduklar1 kafese olabilecek en minimal diizeyde dis miidahalede bulunma
seklindedir. Bu donemde yasatilan MS stresi, siganlarin SSS gelisiminde defektlere
yol agmaktadir ve yetiskinlikte goriilen depresyon ve anksiyete benzeri psikiyatrik
hastaliklara neden olabilmektedir (Heim ve Nemeroff, 2001). Bu bilgilerden yola
cikarak, MS stresine bagli hayvan modelleri gelistirilmistir. DS farkli giinlerde, farkli
stireler boyunca annelerinden ayr1 kalan yavrular ile yapilan ¢esitli caligmalar, erken
donem stresorlerinin yetiskin hayattaki projeksiyonlarini ortaya koymustur. SSS’nin
adaptatif ve ¢evik olmasi sayesinde, yavrular kisa siirekli MS’e direkt adaptasyon

saglamakta ve savunma mekanizmasi gelistirmektedir (Yamawaki ve ark., 2018).

Kisa siireli ve uzun siireli MS’nin etkilerindeki farkliligi gézlemlemek igin Jin ve

arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada (Jin ve ark., 2018), DS 1-21. giinler arasinda 15
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dakika ve 3 saat boyunca annelerinden ayrilan yavrularin davranislari, kontrol
grubuyla karsilagtirmali olarak dlglilmiistiir. Agik-koyu Kutu testine gore, 3 saat ve 15
dakika gruplari, kontrol grubuna kiyasla 151k kutusunda daha az zaman geg¢irmistir ve
3 saat grubu, kontrol ve 15 dakika gruplarina gore agik kutuya daha az sayida giris
yapmugtir. OFT’de, diger gruplara kiyasla 3 saat grubu merkez alanda en az zaman
geciren, merkez alana en az giris yapan ve en ¢ok ¢izgi gecen grup olmustur. EPM
testinde ise, 3 saat ve 15 dakika gruplari, aralarinda belirgin fark olmamakla birlikte,
kontrol grubuna gore agik kollarda daha az zaman gegirmis ve agik kola giris sayilar
kontrol grubundan daha az olmustur. 15 dakika grubuna gore 3 saat grubunda
goriilen belirgin farklar, giinde 15 dakika gibi kisa siireli anneden ayrilmalarin,
annenin yemek bulmaya gitmesi gibi bir etki yarattigi ve yavruda herhangi bir

defekte neden olmadigi sonucunu vermektedir (Jin ve ark., 2018).

Ideal MS donemini belirlemek icin yapilan bir calismada (Cao ve ark., 2014), erkek
sicanlar DS 2-9. ve DS 14-21. giinlerde, giinde 6 saat separasyon olmak {iizere iKi
model grubuna ve bir kontrol grubuna ayrilmigtir. DS 40. giinde yapilan Morris Su
tanki testiyle spatiyal 6grenme bozuklugunun en fazla DS 14-21. giin grubunda
oldugu goriilmiistiir. Hipokampal uzun dénem potensiyalizasyon Glgiimlerinde, her
iki model grubu da kontrol grubuna gore belirgin farklilik gstermistir. Bu sonuglar,
sigan hipokampus gelisiminin DS 14-21. giinler arasinda olmasina bagli olarak
goriilmiis olabilir. Model gruplart arasinda uzun dénem potensiyalizasyon Sonuglari
arasindaki farklilik, DS 2-3 haftanin NMDA reseptor ekspresyonunda ve sinaptik
baglarin olugmasinda kritik donem olmasina bagli goriilmiis olabilir (Cao ve ark.,
2014).

DS 2-14. giinlerde 3 saatlik MS sonrasinda sosyal izolasyon ile olusturulan grup ile
kontrol grubunun karsilastirildigi bir calismada, DS 10. haftada siganlara FST
uygulanarak hareketsizlik davraniglar1  Ol¢iilmiistir. MS  grubunun toplam
hareketsizlik stiresi kontrol grubuna gore fazla ve hareketsizlige gecme siiresi kontrol
grubuna gore daha az bulunmustur. Viicut agirliklar iki grup i¢in anlamli bir sekilde
farklilik gostermemistir. PFC’den alinan dokularla yapilan kantitatif PCR ile glial
fibriller asidik protein mRNA seviyeleri 6l¢iilmiis, DS 7., DS 14. ve DS 21. giinlerde
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ve 10. haftada, MS grubunun mRNA seviyeleri kontrol grubuna gore her zaman

diliminde belirgin bir bi¢imde diisiik bulunmustur (Yamawaki ve ark., 2018).

DS 2-13. giinler arasinda giinde 4 saat siireyle MS’a tabi tutulan disi ve erkek
sicanlarda, 8 haftalikken HPA ekseninin strese verdigi cevap ve CRH promotdr
metilasyon Ol¢lilmiistiir. MS grubunda, kontrol grubuna gore plazma CRH seviyeleri
ve PVN’de mRNA cevabi her iki cinsiyet i¢in de anlamli derecede yiiksek ¢ikmuistir.
Viicut agirligi ve timus agirhigi, MS grubu ve kontrol grubu arasinda degisiklik
gostermemistir. Adrenal agirhk MS ve kontrol gruplart arasinda farklilik
gostermemistir ancak disi siganlarda erkek siganlara gére anlamli olarak farklilik

gostermistir (Chen ve ark., 2012).

MS, aci1 hassasiyetinde degisikliklere sebep olmaktadir. Aci hassasiyeti, DS 2-15.
giinler arasinda 3 saat MS uygulanan si¢anlarla yapilan bir ¢caligmada formalin testi,
sicak levha testi ve elektronik Von Frey testi ile 6l¢iilmiistiir. Formalin testinde,
kontrol grubuna gore MS grubu sicanlarda kaginma sayisinda ve yalanma sayisinda
belirgin artis goriilmiistiir. Sicak levha testinde, serum fizyolojik veya Freund
adjuvani enjeksiyonundan sonra termal stimulus reaksiyonu 6l¢iilmiis, pence yalama
ve ziplama gibi rahatsizlik tepkilerine kadar gecen siire, kontrol grubuna gore MS

grubunda belirgin sekilde az bulunmustur (Vilela ve ark., 2017).

Otofaji, IL.tip programli hiicre 6liimii olarak da adlandirilan, hiicresel homeostazi
idame ettiren ve protein degradasyonu i¢in alternatif bir yol olarak degerlendirilen
islemdir. Bozulmus organel ve agrege olmus proteinlerin ortadan kaldirilmasini da
igerdiginden hiicre hayatta kalimi i¢in hayati 6nem tasir. Aym1 zamanda maprotilin,
fluoksetin ve lityum gibi antidepresanlarin otofajiyi arttirdigt bildirilmis, bu nedenle
de antidepresanlarin molekiiler mekanizmalarindan oldugu disiiniilmiistir. MS’de
otofajinin mekanizmasinin arastirildigr bir ¢aligmada, sicanlar DS 7-21. giinler
arasinda, sabah ve 6gleden sonra liger saat olmak tizere toplamda 6 saat MS stresine
maruz birakilmistir. Eriskinlik doneminde, MS ve kontrol gruplarina OFT, EPM ve
FST testlerinin yan1 sira hipokampus ve PFC’de glutamat konsantrasyonu o6l¢iimii
yapilmustir. OFT testinde, toplam alinan yol bazinda MS ve kontrol gruplar1 arasinda
bir fark olmamasina ragmen, MS grubu merkez alanda kontrol grubuna gore belirgin

bir bigimde az zaman gegirmistir. EPM testinde, MS grubu kontrol grubuna gére
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kapali kollara daha ¢ok girmis ve kapali kollarda daha ¢ok zaman gegirmistir. FST te
ise, MS grubu sicanlar kontrol grubuna gore daha fazla siire hareketsiz kalmistir.
Otofaji durumu, hipokampus ve PFC’de beklin-1 ekspresyonu Ol¢iimiiyle
degerlendirilmistir. Buna gbre, MS grubu sicanlarin hipokampusta beklin-1
ekspresyonunda belirgin bir azalma goriilirken, PFC’de belirgin bir artma
kaydedilmistir. Hipokampusta ve PFC’de glutamat konsantrasyonu ve sinaps ile
iliskili protein ekspresyonu olgiilmiis ve MS grubunda, kontrol grubuna gore
glutamat ve ekspresyon degerleri belirgin bir bigimde fazla bulunmustur (Liu ve ark.,
2018).

Stres ile indiiklenen kortikosteron yanitinin 6lgiildiigii, DS 2-14. giinler arasinda
ginde 3 saat MS veya 15 dakika elleme stresi yasatilan siganlarla yapilan bir
calismada, sicanlara EPM ve irkilme testleri uygulanmis ve plazma kortikosteron ve
ACTH seviyeleri olclilmiistiir. EPM testine gore, acik kollarda gegirilen toplam siire
gruplar arasinda farklilik géstermezken, kapali kollara girme sayis1 elleme ve kontrol
gruplarina gére MS grubunda belirgin bir sekilde fazladir. irkilme testine gore ise,
105 desibelde irkilmeye kadar gegen siire, elleme ve kontrol gruplari arasinda
farklilik gostermezken, MS grubunda en fazladir. Plazma ACTH seviyeleri tiim
gruplar arasinda farklilik gostermemistir, plazma kortikosteron seviyeleri ise elleme
ve kontrol gruplarina goére MS grubunda belirgin olarak fazla Ol¢iilmiistiir

(Kalinichev ve ark., 2002).

5-HTerjik sistemin beyin gelisiminde onemli bir yeri oldugu bilinmesine ragmen,
MS nedeniyle 5-HTerjik sistemde olusan degisiklikler hakkinda yeterli bilgi yoktur.
Beyin dokularinda 5-HTiar ve 5-HT2ar MRNA ekspresyonunun ve serum
kortikosteron diizeylerinin Ol¢iildiigli bir c¢alismada, sicanlara DS 2-20. giinler
arasinda sabah ve 6gleden sonra 3 saat olmak tizere giinde toplam 6 saat MS stresi
yasatilmigtir. Yiiksek performansh likid kromatografi ve ger¢cek zamanli PCR
sonuclari, kontrol grubuna kiyasla MS grubunda 5-HTiar ve 5-HT2ar MRNA
ekspresyonlarinda belirgin azalma oldugunu gostermistir. 5-HT ve 5-HTIAA
konsantrasyonlarinin dorsal raphe nucleusta, medyan raphe nucleusta, amigdalada,
hipokampusta ve medyal PFC’de DS 7. ve 14. giin dlglimlerine gore, kontrol grubuna

kiyasla MS grubunda belirgin bir bigimde artis goriilmiistiir (Ohta ve ark., 2014).

38



MS’nin beyin yapisindaki, davranislardaki ve fizyolojideki etkilerini 6l¢mek i¢in, DS
1-21. giinler arasinda giinde 4,5 saat MS yasatilan sicanlarla yapilan bir ¢aligmada,
separasyonun etkisi OFT ve yeni obje tanima testi ile olgiilmiistiir. OFT’de, toplam
lokomotor aktivite, merkez alanda gegirilen siire ve defekasyon sayilar1 arasinda
farklilik bulunmamasma ragmen, MS grubu kontrol grubuna gore daha fazla
timarlanma davranisi sergilemis, kontrol grubu da MS grubuna goére daha fazla ¢izgi
gecmistir. Yeni obje tamima testinde iki grup arasinda belirgin bir farklilik
gozlemlenmemistir. MS grubu, hipokampusun CA1l, CA3 ve dentat girus alt
bolgelerinde yapilan fos immunoreaktivitesini degistirmemistir (Vivinetto ve ark.,
2013).

Neonatal MS’¢ maruz kalmis disi yetiskin si¢anlarda fluoksetinin etkilerinin
Olciildiigli bir ¢calismada, yavru disi sicanlara DS 1-4. giinler arasinda gilinde 3 saat
MS stresi yasatilmistir. Tedavi grubu sicanlara DS 35-45. veya 35-55. giinler
arasinda giinde 10 mg/kg fluoksetin (i.p.) uygulanmistir. DS 35-45. giinler arasinda
tedavi alan sicanlar norokimyasal analizlere, DS 35-55. giinler arasinda tedavi alan
siganlar ise davranig testlerine tabi tutulmustur. Giinliik gida alimi ve kilo artigi, MS
grubunda daha fazla olmakla birlikte fluoksetin tedavisiyle baskilanmistir. Fluoksetin
tedavisi ile, MS grubunda FST’de goriilen immobilite artisi ve azalmis yiizme
davranig1 geri dondiriilmiistiir. Fluoksetin tedavisi, kontrol grubunda, EPM testinde
acik kollarda gegen siireyi azaltmis ve FST’de immobilite siiresini arttirmigtir. Raphe
nuclei’de 5-HT seviyelerindeki MS’e bagli azalma tedavi ile geri donmis ve
hipotalamustaki 5-HT metabolizmas1 artmistir. Kontrol grubunda ise, fluoksetin
tedavisi raphe nucleustaki 5-HT degerlerini azaltmis ve plazma kortikosteron
degerlerini arttirmistir. Sonuglara gore, raphe nucleusta azalmis 5-HTerjik aktivitenin
depresyonun patofizyolojisiyle iliskili oldugu ve fluoksetinin antidepresan etkisinin
bir kismini raphe-hipokampus ekseninde 5-HTerjik aktiviteyi arttirmasina bagl

oldugu gosterilmistir (Yoo ve ark., 2013).

MS, depresyon benzeri ve anksiyete benzeri belirtilerden biri olan anhedoniye neden
olarak siganlarin sukroz ve etanol tercihlerini etkiler. Neonatal MS’e maruz kalmis
yetiskin sicanlarda etanol tercihinin ve paroksetinin etkilerinin incelendigi bir

calismada, sicanlar DS 2-14. giinler arasinda glinde 15 dakika veya 3 saat
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annelerinden ayrilmistir. Baska bir gruba ise, bu modelin ardindan DS 50-70. giinler
arasinda giinde 7 mg/kg olacak sekilde subkiitan paroksetin tedavisi verilmigtir. 60
giinliik olduklarinda, HPA ekseni yanit1 hava iiflemeye olan irkilme ile, anksiyete-
benzeri davraniglar EPM ile, etanol tercihi ise iki siseli serbest se¢im testiyle
Olgtilmistiir. Viicut agirhigi, kontrol ve 15 dakika gruplarina gore, 3 saat grubunda
daha diisiik bulunmustur. Model grubunda, EPM’de acik kollarda gegcirilen siire, 3
saat grubuna gore kontrol ve 15 dakika gruplarinda daha fazladir. Paroksetin
uygulanmasi agik kollarda gecen siire uzunlugunu degistirmemistir ancak paroksetin
grubunda, 3 saat grubuna gore fazladir. Hava tiflemeye olan irkilme testiyle, 3 saat
grubunda diger gruplara gore plazma ACTH ve kortikosteron seviyelerinde belirgin
bir bigimde artis goriilmistiir. Etanol ve sukroz tercih testleri, en fazla 3 saat
grubunda etanol ve sukroz tercih edildigini gdstermistir. Paroksetin tedavisi 3 saat
grubunda etanol tiikketimini belirgin bir sekilde azaltmistir ancak kontrol ve 15 dakika

gruplarinda tiiketimi etkilememistir (Huot ve ark., 2001).

Erken ve gec¢ stres maruziyeti, stres cevaplariyla iliskili beyin bdlgelerinde
glukokortikoid reseptoriine  immiinoreaktivitede fos immiinoreaktivite ile
degerlendirilen noronal aktivitede farkli fenotipler gosterebilir. DS 1-21. giinlerde
giinde 4,5 saat MS stresine maruz birakilan sicanlar, yetiskinliklerinde 24 saat
boyunca kronik strese maruz birakilmis ve ardindan giinde 10mg/kg tianeptin ile
tedavi edilmistir. EPM testi, model grubunda kronik stresin agik kollarda gecirilen
slireyi ve agik kollara girig sayisini azalttigini; akut stres ise anksiyeteyi arttirdigini
gostermistir. Tianeptin tedavisi alan grupta, almayan gruplara gore azalmis anksiyete
Olciilmiistir. Hipokampus, PVN ve amigdalada yapilan immiinohistokimyasal
analizlere gore, MS gruplarinda tiim yapilarda fos immiinoreaktivite degerlerinde
artis Olclilmistiir. Kronik stres hipokampusta fos immiinoreaktivite seviyelerini
diisiirirken, paraventrikiiler niikleusta arttirmistir. Aksine, MS+kronik stres
gruplarinda tiim yapilarda glukokortikoid reseptorii immiinoreaktivitesi seviyelerinde
azalma gOrilmistiir. Tianeptin fos immiinoreaktivite degerlerini etkilemezken,
bolgeye bagl olarak glukokortikoid reseptorii immiinoreaktivitesi seviyelerini regiile
etmistir. Tianeptin tedavisi, MS veya stresle indiiklenen anksiyeteyi gidermistir

(Trujillo ve ark., 2015).
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MS ve kisitlama stresinin hipokampusta BDNF gen ekspresyonu {iizerindeki
etkilerinin arastirildig: bir calismada, sicanlar DS 1-21. giinler arasinda giinde 3 saat
MS stresine maruz birakilmistir. 8 haftalikken 3 hafta boyunca giinde 2 saat kisitlama
stresine maruz birakildiktan sonra, tedavi gruplarina ginde 10 mg/kg i.p.
essitalopram uygulanmistir. FST’ye gore, MS ve kisitlama gruplarinin immobilite
stiresi kontrol grubuna gore fazla olmakla birlikte, MS+kisitlama grubu siganlarin
immobilite siiresi ksutlama grubuna gore fazla bulunmustur. Kontrol, kisitlama ve
MS+kisitlama gruplarina uygulanan essitalopram tedavisi immobilite siiresini
belirgin bir sekilde azaltmistir. Hipokampustaki BDNF mRNA ekspresyon degerleri
gercek zamanli kantitatif PCR ile dl¢lilmistir. MS ve kisitlamaya bagli olarak,
artmis depresyon benzeri davramiglar hipokampustaki exon IV regiilasyonundaki
epigenetik mekanizmalarin etkilenmesi ile iliskilendirilmistir ve bu etkenlerin timii

essitalopram tedavisinden etkilenmistir (Seo ve ark., 2016).

Sicanlardaki MS protokoliinii iceren caligsmalar, erken donemde advers olaylara
maruz kalmanin artmis stres aktivitesine ve noral devrelerde yetiskinlikte de devam
eden degisikliklere yol a¢tigina dair dogrudan kanit saglamaktadir. MS’a ugramis
hayvanlarda goriilen ndrobiyolojik degisikliklerin ¢cogu, fiziksel veya cinsel istismar,
thmal, psikolojik kotli muamele veya kronik hastalik gibi ¢esitli ¢ocukluk ¢ag:
travma Oykiisii olan depresyon ve anksiyete bozukluklugu hastalarinda

tanimlananlara paraleldir (Zhu ve ark., 2007).
4.6. Agmatin

Agmatin (4-aminobutil) guanidin, 1910 yilinda Albrecht Kossel tarafindan kesfedilen
bir aminoguainidin yapili, memelilerde L-arjininden arjinin dekarboksilaz

araciligiyla sentezlenen endojen bir kimyasaldir (Mancinelli ve ark., 2018).

Uzun yillar boyunca bakteriler, bitkiler ve bazi omurgali hayvanlar tarafindan
tiretilen bir kimyasal olarak bilinmesinin ardindan, 1994 yilinda agmatin ve arjinin
dekarboksilaz mide, bagirsak, aort ve beyin gibi birgok memeli dokusunda tespit
edilmistir (Li ve ark., 1994). Sigan beyninde en yiiksek arjinin dekarboksilaz

aktivitesi, immonoreaktif protein ve mRNA hipotalamusta bulunur, bunu korteks ve
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en diisik olmak tizere locus coeruleus ve medulla takip eder (Halaris ve Plietz,

2007).
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Sekil 11. Agmatinin sentezi ve metabolizmasi. Agmatin, agmatinaz olarak bilinen tirehidrolaz
enzimi ile protipik bir poliamin olan putresine ve iireye, putresinden ise spermidine ve spermine katabolize olur.
Karacigerde ve diger periferal dokularda ise alternatif olarak diamin oksidaz enzimiyle oksitlenerek
guadinobiitanoik asite doniistiriliir ve viicuttan atilir. (Halaris ve Plietz, 2007).

Insan arjinin dekarboksilaz enzimi klonlanmis ve ornitin dekarboksilaz enzimi ile
%48 benzerlik bulunmustur. Yapisindaki guanidin bileseni nedeniyle bazik yapidadir
ve bu ozelligi ile diger monoaminlerden spesifik olarak ayirt edilebilir (Halaris ve
Plietz, 2007). Beyinde en yiiksek konsantrasyonda pons/medullada ve en diisiik
konsantrasyonda serebellumda olmak {izere, sirasiyla frontal korteks, orta beyin,
hipotalamus ve hipokampusa dagilim gostermektedir (Gimrii ve ark., 2013).
Periferde mide, aorta, adrenal bez, kalin bagirsak, ince bagirsak, dalak, kalp ve

plazmada yaygin olarak bulunmaktadir (Raasch ve ark., 1995).
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Sekil 12. Agmatinin baglandlgl reseptﬁrler. Arginin bir kanal tastyicist yardimiyla, agmatin
veya difiize edilebilen nitrik oksit sentezinde kullanilmak {izere bir kanala veya gliaya girer. Noronlarda veya
gliada sentezlenen ve sinaptik bosluga saliverilen veya vezikiiller iginde depolanmis olan agmatin, daha sonra
daha yiiksek poliaminleri olusturmak iizere putresine karsi agmatinaz tarafindan pargalanir. Agmatin ayni
zamanda nitrik oksit sentazi bloke edebilir, mitokondride lokalize olan imidazolin baglanma bdlgeleriyle,
NMDA, nikotinik asetilkolin reseptorii veya 5-HTs reseptorii dahil olmak tizere ¢esitli ligand kapili iyon
kanallartyla etkilesime girebilir. Saliverilen agmatin serumda da bulunur ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin
ekspresyonunu ve aktivitesini modiile etmek igin glial hiicrelere girebilir. (Reis ve Regunathan, 2000).

Agmatinin, SSS’de sinir hiicresi igerisinde kendine o6zgii enzimi olan arjinin
dekarboksilaz araciligiyla sentezlenmesi, akson ucunda kiigiik vezikiiller igerisinde
depolanarak Ca*® bagimh depolarizasyon sonucu ekzositoz ile presinaptik uctan
sinaptik araliga saliverilmesi, agmatinaz enzimi tarafindan yikima ugramasi ve segici
olarak presinaptik uca geri alinmasi, nitrik oksit sentazi inhibe etmesi, ayrica
beyindeki konsantrasyonunun bilinen diger norotransmitterlere benzerlik gostermesi
nedeniyle yeni bir ndrotransmitter/néromodiilator olabilecegi ileri siirilmektedir
(Molderings ve ark., 2003). Memeli beyin dokusunda kesfedilmesiyle baslayan
siiregte, agmatin ilk olarak klonidini baglandig1 bodlgeden ayirmasi nedeniyle
imidazolin reseptorleri ic¢in klonidinin yerini alan madde olarak tanmmuistir.
Agmatinin  imidazolin reseptér transmitterliginin arastirildigt  caligmalarda,

beyinsapina uygulanan klonidinin etkisi olan antihipertansif etkiyi taklit veya bloke
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etmedigi goriildiigiinde siiphe edilmis ancak caligmalar siirdiiriildiigiinde yalnizca
imidazolin |2 reseptorlerine orta derecede bir afinitesi oldugu gosterilmistir (Halaris
ve Plietz, 2007).

Agmatin, karaciger, bobrek ve beynin mitokondriyal dis zarinda yerlesik olan
imidazolin baglanma bdlgelerine baglanmaktadir. MAO, kesfedilen l> baglayici
proteinler arasindadir. |2 baglanma bolgesi, MAO-B iizerinde bulunan spesifik bir
alan ile ytiksek bir dizi homolojisi gdsterir ve ayn1 molekiiler agirliga sahiptir. Bunun
yani sira, MAO'nun mayaya transfeksiyonu, I, bolgelerinin yanasik ko-
ekspresyonuyla sonuglanir. Tiim bu veriler |2 baglanma alaninin MAO molekiilii
tizerinde bulundugunu ve bu enzimlerin allosterik bdlgelerini olusturdugunu
gostermektedir. Bu nedenle agmatin MAO enziminin bir endojen modiilatorii olarak
degerlendirilebilir (Mancinelli ve ark., 2018). imidazolin I, reseptorlerinin yani sira,
a-2 adrenerjik, imidazolin Iy ve glutamaterjik NMDA reseptorlerine baglandigi da
gosterilmistir. Fizyolojik olarak etkili konsantrasyonlarda néronal nitrik oksit sentaz
enzimine geri doniigsiiz olarak baglanarak enzim aktivitesinin %50’sini inhibe ettigi
raporlanmistir (Galea ve ark., 1996). Agmatin belirli ligand-bagimli kalsiyum
kanallarin1 antagonize eder ve bu reseptorlerden bazilar1 kolinerjik, nikotinik, 5-
HTerjik ve NMDA reseptor kanallaridir. Agmatin tarafindan yapilan blokaj NMDA-
glutamaterjik komplekste poliamin modiilatér bolgeden bagimsiz bir boliimde
gerceklesir. Bu etkilere ek olarak agmatin belirli voltaj-bagimli kanal reseptorlerinde

inhibe edici etkiler yapar (Halaris ve Plietz, 2007).

Cesitli biyolojik etkilerinin yaninda, agmatinin inflamasyona kars1 koruyucu etkisi
proinflamatuvar yolaklar1 inhibe ederek veya antiinflamatuvar devreleri aktive
ederek caligir. Ayn1 zamanda, NMDA reseptorlerini bloke eder ve makrofajlarda ve
astroglial hiicrelerde indiiklebilen nitrik oksit sentaz aktivitesini azaltarak nitrik oksit
tiretimini inhibe eder (Neis ve ark.,, 2017). Bir ¢alismada, lipopolisakkarit ile
indiiklenen mikroglial hasara kars:1 indiiklenebilen nitrik oksit sentaz, TNF-a ve IL-
1B ekspresyonlarin1 mikroglial hasar1 azaltarak giderdigi goriilmiistiir (Abe ve ark.,
2000).

Agmatin beyin gelisiminde ve plastisitesinde onemli yansimalar1 olan rejeneratif

prosesi ve norojenezi stimiile eder. Norojenez yetiskin beyninde hipokampusun
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subgraniiler bolgesinde ve lateral ventrikiillerin subventrikiiler alanlarinda
gerceklesir. Norojenez, noronlarin hayatta kalimini, gelisimini ve noron
fonksiyonlarini indiikleyen norotrofik faktorler tarafindan stimiile ve kontrol edilir ve

agmatinin norojenez lizerindeki etkileri de arastirilmigtir (Moretti ve ark., 2014).

Tablo 6. Agmatinin norojenez iizerindeki etkilerinin goriildiigii hayvan
deneyleri (Moretti ve ark., 2014).

Agmatin dozu ve

Deneysel model uygulama Gozlemlenen etkiler
yontemi

- Motor fonksiyonlarda daha hizli

- . . iyilesme
Omurilik iskemisi Sigan 100mg/kg (i.p.) —yOn?urilikte R e
onlenmesi
Iskemi/reperfiizyon Kedi 100 mg/kg (i.v.) - TUNEL-pozitif hiicrelerde azalma
yaralanmasi By - Noronal hasarda azalma

- Motor ve propritosepsiyon

zararlarinin iyilesmesinde hizlanma
Orta serebral arter yiles

.. Sigan 100 mg/kg (i.p.) - Beyin enfarktiisii, gliozis, 6dem,
okliizyonu apoptoz ve norotoksisiteye karsi
korunma
o . - Yiizey diizeltme refleksinde gelisme
Omurilik zarar Fare 100 mg/kg (i.p.) i Kollailen yaralarda azalma gelis
Omurilik zarar: Fare 100 mg/kg (i.p.) - el & i

inhibisyonu

Agmatin in vivo ve in vitro bir sekretagog olarak davranarak adrenal kromafin
hiicrelerinden katekolamin salinimini, pankreas 3 hiicrelerinden instilin salinimini ve
hipotalamustan liiteinize edici hormon saliverici hormon ve gastrin salinimini fasilite
eder. Tam tersine ise, presinaptik sinir uglarindan noradrenalin saliverilmesini inibe
eder ve pentilentetrazol ile indiiklenen ndebtler sirasinda sican beyninde glutamatin

ekstraseliiler seviyesini distiriir (Feng ve ark., 2005).

Zomkowski ve arkadaslarinin yaptigr bir ¢alismada (Zomkowski ve ark., 2002)
agmatinin depresyon {iizerindeki etkileri incelenmistir. Buna gore, agmatin FST ve
kuyruktan asma testlerinde immobilite siiresini azaltmistir. Bunun yani sira,
agmatinin ana metaboliti olan putresin de kuyruktan asma testinde ve FST’de
antidepresan benzeri etkiler gostermistir. FST deki putresin etkinliginin putresinin

NMDA reseptoriinde poliamin bolgesi 1ile olan etkilesimine bagli oldugu
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diistintilmektedir. Tekrarlanan kaginma stresi modeli kullanilan bir ¢alismada (Zhu
ve ark., 2008), siganlarin medyal PFC ve hipokampuslarindaki kortikal ve piramidal
noronlarda dendritik dejenerasyonlar ve/veya biiziilmeler dahil olmak iizere yapisal
degisiklikler ve agmatin seviyelerinde azalmalar kaydedilmistir. Ekzojen olarak
enjekte edilen agmatin daha once deksametazon ile tedavi edilmis siganlarda bu
beyin bolgelerindeki yapisal degisikliklere karsi koruyucu olarak etki gostermistir.
Ayrica, kronik &ngoriillemeyen hafif stres (KOHS) modeli uygulanan farelerde
agmatin ile kronik tedavinin fluoksetin tedavisi ile benzer sonuglar olusturdugu,
yiikselmis kortikosteron seviyelerini ve stres ile iligkili olarak kazanilmis kilolar

normale ¢evirdigi gosterilmistir (Taksande ve ark., 2013).

Son zamanlarda NLRP3 aktivasyonun IL-1B ve IL-18 diretimi i¢in gerekli bir
baslatici olarak stres ve depresyonda rol oynadigi arastirilmaya baslanmistir. 7 giin
boyunca kag¢inma stresine maruz birakilan siganlarda son stres seansindan dnce 40
mg/kg dozunda eksojen olarak verilen agmatinin NLRP3 inflamazom yolagi ve
sitokin cevaplar tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, gesitli beyin
bolgelerinde ve serumda inflamazom bilesenlerinin seviyeleri 6l¢lilmiistiir. Agmatin,
hipokampus ve PFC’de tiim stresle indiiklenen NLRP3 inflamazom bilesenlerinin
gen eckspresyonlarini azaltarak diizenlemistir ve hipokampus, PFC ve serumda
proinflamatuvar sitokin seviyelerini diisiirmiistiir. Buna gore, stres ile aktive olan
NLRP3 inflamazomu ve sitokin cevaplari akut agmatin uygulamasiyla geri
dondiiriilmektedir (Sahin ve ark., 2016).

Agmatin antidepresan benzeri etkilerini, 5-HTerjik, NAerjik reseptorleri, opioid
sistemleri, NMDA, |1 ve I reseptorleri modiile ve K" kanallarin1 inhibe ederek
olusturmaktadir. Preklinik caligsmalarda, fluoksetin, imipramin ve bupropion ile
kombinasyon halinde uygulanan agmatinin, FST ve kuyruktan asma testlerinde bu
antidepresanlarin etkilerini arttirdigi bulunmustur (Neis ve ark., 2015). Agmatin ayni
zamanda hipokampusta NA, DA ve 5-HT seviyelerini arttirmaktadir. Agmatinden
agmatinaz enzimi ile sentezlenen putresin, 1.p. veya i.v. olarak uygulandiginda FST
ve kuyruktan asma testlerinde NMDA reseptorii ile olan etkilesimi sonucu

antidepresan benzeri etkiler gostermektedir (Zomkowski ve ark., 2006).
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Tablo 7. Agmatin tedavisinin farkl depresyon modellerindeki etKisi. p.o.: oral, i.p.:
intraperitonal, KOHS: kronik dngoriilemeyen hafif stres modeli, TNF-a: timor nekroz faktorii-o, TST: kuyruktan
asma testi, FST: zorunlu yiizme testi, OFT: ag¢ik alan testi, IL-1B: interlokin-1B, CRTCI1: Siklik adenozin
monofosfat (CAMP) cevap elemani baglayici protein (CREB) tarafindan diizenlenen transkripsiyon koaktivatorii.

Depresyon

Deney Hayvam

Davrams

modeli Agmatin dogu ve testi Gozlemlenen etkiler Referans
uygulama yontemi
Ogreflil.m is s TST Immobilite siiresinde kisalma Chen ve ark.
caresizlik 20 - 40 mg/kg (p-0.) FST 2018
Immobilite siiresinde fluoksetin ile
Kronik Fare benzer kisalma, Agmatin ile Olescowicz ve
kortikosteroid 0.1 mg/kg (p.o0.) TST hipokampal lipid peroksidaz
; - ark.,2018
uygulamasi artiginin 6nlenmesi
Sukroz tiiketiminde ve arastirici .
- Fare OFT ; - Gawali ve
KOHS 20 - 40 mg/kg (i.p.) EPM d'z.ivra.msta artls,kh_nmoblhte _ ark., 2017
SPT stiresinde Ve anksiyete benzeri
davranigta azalma
o Fare : o . . .
KOHS 0.1 mg/kg (p.0.) FST Immobilite siiresinde kisalma Neis ve
-+ Mg/kg (p-o. TST ark.,2016
Akut Fare Immobilite siiresinde kisalma
lipopolisakkarid 20 - 40 my/kg (i.p.) FST 40 mg/kg ile beyinde IL-1B ve Gawali ve
enjeksiyonu gkg (p. TST TNF-a seviyelerinde azalma ark., 2016
Kronik TST’de immobilite siiresinde
kortikosteroid galre Ik TST azalma_, (I)FT Son:’.ClIJ uyun_wll(u . Freitas ve
uygulamasi .1 mg/kg (p.o.) OFT Agmatln”e'astr.(.)g ial ve mi roglial ark., 2016b
morfolojinin diizelmesi
TST’de doz bagimli olarak
ﬁkulfl:llr\ll::s-la geggl-l mg/kg (p.0.) TST immobilite stiresinde azalma Neis ve ark.,
Y8 : gkgP-0) | ot OFT’de uyumlu sonug 2014
Immobilite siiresinde azalma
Akut kisitlanma | Fare OFT Agmatinle hipokampusta Freitas ve
stresi 10 mg/kg (p.o.) FST oksidasyon seviyesinin artiginin ark., 2014
engellenmesi
Fare .
. . . Li ve ark.,
KOHS 10 mg/kg (p.o.) OFT Hipokampal nérojenezde artma 2006
N Sigan Nmfmalle.smls komkgm{md Taksande ve
KOHS . FST seviyeleri ve viicut agirlig
5-10 mg/kg (i.p.) SR - ark., 2013
degisiminin engellenmesi
Akut TNF-a Sigan i ?eriigérlle(rifﬁ;;lzl(gsilslﬁ(zh\gnﬁ-tubuIIn Zhu ve ark.,
uygulamasi 50 mg/kg (i.p.) engellenmesi 2008
Akut kisitlanma | Sican EST NLRP3 inflamazom kaskadinin Sahin ve ark.,
stresi 40 mg/kg (i.p.) inhibisyonu 2016
CRTC1 Fare EST 50 mg/kg dozda immobilite Meylan ve
knockout 10 - 50 mg/kg (i.p.) stiresinde kisalma ark., 2016
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* NA& artis
* 5-HT arust
* DA arms

* BDNF artisi
* Morojenezartisi

NH- + Glutamat azaimas
* NMDA reseptor blokaj

. * Nitrik cksit sentaz
A'Ematm inhibisyonu

* Noroglia atrofide azalma

* Reaktif oksijen tirlerinde
azalma

* Apoptozda azalma
* Lipid percksidasyonunda
azalma

Sekil 13. Agmatinin antidepresan benzeri etkileri (Freitas ve ark., 2016a)

Agmatin depresif hastaliklarda disfonksiyonel olan glutamaterjik sistemi modiile
etme etkisine sahiptir. Tek basina veya bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801
ile kombinasyon halinde uygulandiginda kuyruktan asma testinde TNF-a ile
indiiklenen depresyon benzeri davraniglar1 6nlemistir (Neis ve ark., 2015). Bu sinyal
yollar1 tizerindeki benzer bir modiilasyonun, tedaviye direncli depresif hastalar icin
en etkili terapdtik ilaglardan birini temsil eden, hizli ve uzun etkili antidepresan
etkiler gosteren NMDA reseptor antagonisti olan ketamin tarafindan da saglandigini
vurgulamak onemlidir. Agmatinin ketamin ile benzer sekilde hizli bir antidepresan
benzeri etki saglayabilecegi hipotezini destekleyecek bir ¢alismada, tek bir dozda
agmatin veya ketamin fluoksetinle karsilastirilmis ve agmatin ve ketaminin KOHS’in
neden oldugu depresyon benzeri davraniglari ortadan kaldirabildigi gosterilmistir

(Neis ve ark., 2016).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler

Agmatin siilfat (Sigma) ve imipramin hidrokloriir (Sigma) serum fizyolojikte
¢Oziindiiriilerek kullanildi ve her giin enjeksiyondan hemen once hazirlandi. Agmatin
stilfat 40 mg/kg ve imipramin 30 mg/kg dozda 14 giin boyunca, DS 53-67. giinler
arasinda giinde 1 kez her giin ayni saatte uygulandi. Tiim enjeksiyonlarin hacmi 0,1

ml/100 g olacak sekilde ayarlandi ve i.p. olarak yapildi.
5.2. Deney Hayvanlari

Calismada 4 adet hamile Wistar Albino anne kullanildi. Sicanlar Yeditepe
Universitesi Deney Hayvanlari Merkezi’nden temin edildi. Anne siganlara 22-24 °C
sicaklikta, standart kafeslerde ve 12 saat giindliz 12 saat gece dongiisiine uygun
laboratuvarda yem ve su kisitlamasi uygulanmaksizin bakildi. Dogumdan sonra,
model grubundaki yavrular, model siiresince sicakligin 31+0,5°C oldugu bir ortamda
bekletildi.

Calisma protokolii Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
21.06.2017 tarih 613 nolu karar ile onaylandi. Bu kapsamda gebe disi si¢anlar alindi
ve dogum yaptiklar1 tarihten itibaren her giin izlendiler. Calisma Yeditepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (YUDETAM) ve
Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
yapildi.

5.3. Deney Gruplari

Calismada 4 anneden dogan 37 adet yavru sigan kullanildi. Yavrular dogumdan
sonraki 1. giinden itibaren (DS 1) 21 giin boyunca MS stresine maruz birakildi.
Siitten kesilme zaman1 olan DS 23. giinden sonra, tiim yavrular MS stresi yasayan ve
anneleri ile birlikte yasayanlar olmak iizere iki gruba ve disi ve erkek olarak iki alt
gruba ayrildi. Calismada cinsiyete bagli sonu¢ sapmalarini 6nlemek ve over rezervi
degerlerini aragtirabilmek amaciyla tek cinsiyet olarak disi se¢ildi. MS stresi yasayan

disiler her biri tek tek kafeslere yerlestirilirken MS stresi yasamayan disiler bir arada
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olacak sekilde kafese yerlestirilip, deney sonuna kadar bu sekilde barindirilmaya

devam edildi.
Deney gruplart;

1. Kontrol Grubu (n=9): Anne ile birlikte yasayan ve toplu olarak bir kafeste
barindirilan disi siganlardan olusturulmustur. Tedavi gruplari ile ayn1 zaman,
siire ve hacimde serum fizyolojik uygulanmistir.

2. MS Grubu (n=8): MS stresi yasayan ve tek tek kafeslerde barindirilan disi
yavru siganlardan olusturulmustur. Tedavi gruplari ile ayni zaman, siire ve
hacimde serum fizyolojik uygulanmuistir.

3. MS+Agmatin Grubu (n=8): MS stresi yasayan ve tek tek kafeslerde
barindirilan disi siganlardan olusturulmustur. Agmatin tedavisi DS 53-67.
giinleri arasinda 40 mg/kg dozda, i.p. olarak uygulanmistir.

4. MS+imipramin Grubu (n=6): MS stresi yasayan ve tek tek ayri kafeslerde
barindirilan disi siganlardan olusturulmustur. Imipramin tedavisi DS 53-67.

giinleri arasinda 30 mg/kg dozda, i.p. olarak uygulanmistir.

5.4. MS Modelinin olusturulmasi

Depresyon modeli olarak MS modeli uygulandi. Model DS 2. giinden itibaren DS 23.
giine kadar giinde 4 saat (14.00-18.00) yavrular anneden ayirarak olusturuldu.
(Resim 3).

Resim 2. Separasyon diizenegi
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Yavrularin bulundugu odanin sicakligi klima yardimiyla 31+0,5°C’ye ayarlandi.
Siitten kesim zamani olan DS 23. giinden sonra, MS stresi yasayan yavrular tek tek

kafeslere yerlestirilirken MS stresi yagamayan yavrular bir arada barindirildi (Resim
4).

il

Resim 3. Tekli kafes separasyon diizenegi

DS 23. giinden 53. giine kadar yavrular biiylimeleri i¢in tek baglarina barindirilmaya
devam edildi ve DS 53. giinden DS 67. giine kadar yavrular giinde bir kez imipramin
veya agmatin tedavisi aldi. Model ve kontrol gruplarina ise yalnizca serum fizyolojik

ile enjeksiyon stresi yasatildi. Tedavinin hemen ardindan davranig testleri yapildi.

Siitten Kesim Enjeksiyon Enjeksiyon
Giinii Basglangica Bitisi

MATERNAL Serum

- Fizvolajity EPM
SEPARASYON
14.00-18.00 Beldeme fiemam EST

pramin SPT OFT  ahstrma  FST
DOGIM DS DS DS DS DS DS DS DS DEKAPITASYON
1.giin 23 giin 53.giin §7giin  68gin 69gin T0gin  7l.gin DS 72. giin

Sekil 14. Deney protokoliiniin semasi. DS: Dogumdan sonra, SPT; Sukroz tercih testi, OFT; Agik
alan testi, EPM; Yiikseltilmis art1 labirent testi, FST; Zorunlu yiizme testi.
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5.5. Davrams Testleri
5.5.1. Zorunlu yiizme testi (Forced Swim Test; FST)

FST, Porsolt ve ark. (Porsolt ve ark., 1977) tarafindan ilk olarak siganlarda ve
takiben farelerde antidepresan tedavi aktivitesini ve depresyon benzeri davranis
gelistirmeyi goriintiilemede yaygin kullanilan bir testtir. Trisiklik antidepresanlar,
MAO inhibitorleri, atipik antidepresanlar, psikostimiilanlar, anksiyolitikler ve
trankilizanlarin uygulandigi siganlarin immobilite zamanlari kontrol gruplariyla
karsilastirilmistir. Bunun sonucunda, artmis immobilitenin depresif hal belirteci
oldugu ve antidepresan ilag etkisi sonucu azaldigi agiklanmistir (Porsolt ve ark.,
1977). Tanmmlanan ilk test (Porsolt ve ark., 1977), immobilite siiresini ve
immobiliteye ilk gecis zamanin1 kaydetmektedir. Giiniimiizde, bunlara ek olarak
hayvanin tank icinde yaptig1 yiizme, tirmanma hareketi ve hareket siiresi
kaydedilmektedir. FST’de hareketsizlik negatif duygudurum belirtisidir ve siganda

umutsuzluk durumunu temsil eder (Valvassori ve ark., 2013).

Resim 4. FST diizenegi

Sicanin kacamayacagi kadar yiiksek ve batmayacagi kadar derin bir silindirik kap,
24-26°C sicakligindaki su ile dolduruldu. Siganlar testten bir giin dnce 15 dakika
ylizmeye birakilarak tanka alistirildi. Kurutulduktan sonra tekrar kafeslerine konuldu.
Test giinii ise siganlar aralarina birbirlerini gérmeleri engellenecek sekilde separator

konulmus tanklara yerlestirilerek 5 dakika boyunca ylizdiiriildii. Her test sonrasinda
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kap igindeki su degistirildi. Toplam ylizme siiresi kamera ile kaydedildi ve si¢anlarin

immobilite siireleri 6l¢iildi (Can ve ark., 2012).
5.5.2. Yiikseltilmis arti labirent testi (Elevated Plus Maze; EPM)

EPM testi, anksiyete benzeri davranislarin degerlendirilmesinde kullanilir. Yerden 50
cm yiikseklikte, 50x5 cm boyutunda arti seklinde kesisen iki agik ve iki kapali
koldan olusan bir diizenek kullanilir. Normalde sicanlar, acik kollardan kaginir ve

kapali kollarda kalmaya caligirlar (Treit ve ark., 1993).

Resim 5. EPM diizenegi

Her sican acik kollardan birine bakacak sekilde diizenegin merkezine yavasca
birakildi. Sicanlarin hareketleri 5 dakika boyunca video kaydi ile kaydedildi. Her
testten sonra platformun yiizeyi %70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlendi. Sicanlarin

kapali kollara giris sayilar1 ve kapali kollarda gecirdikleri toplam siire dl¢iildii.
5.5.3. Acik alan testi (Open Field Test; OFT)

OFT, lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri davranis degerlendirmesinde kullanilir.
Tabani esit karelere ayrilmis platforma birakilan sicanlarin hareketleri degerlendirilir
ve siganlarin sahlanma ve ¢izgi gegme sayilart lokomotor aktiviteyi gosterirken,
platformun merkezinden kenarlara dogru ilerleme davranisi anksiyete benzeri

davranig olarak nitelenir.
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Resim 6. OFT diizenegi

Sicanlar, 16 es kareye ayrilmis seffaf kutunun tam ortasina teker teker birakildi ve
hareketi 5 dakika boyunca video kaydi ile kaydedildi. Platformun yiizeyi her testten
sonra %70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlendi. Sicanlarin toplam aktivite siireleri

olgiildii (Rodent Neurodevelopmental Behavioral Testing Facility 2018).
5.5.4. Sukroz tercih testi (Sucrose Preference Test; SPT)

SPT, genellikle stres bazli depresyon modellerinde kullanilan ve anhedoni 6l¢iimiinii
saglayan bir testtir. Iki sise secimi yaklasimi ile sicanlarin su ile sukroz ¢dzeltisi
arasindaki se¢imleri degerlendirilir (Eagle ve ark., 2016). Test oncesinde si¢anlar 5
giin boyunca iki siseden su igmeye alistirildi. Testten 12 saat dnce sicanlar yem ve
sudan yoksun birakildi. Test giinii ise 1 saat boyunca siganlara biri %1°’lik sukroz
¢Ozeltisi iceren ve biri de su iceren iki sise sunuldu. Su ve sukroz ¢ozeltisi igeren
siseler test Oncesinde ve sonrasinda tartildi. Sukroz tercihinin derecesi; Sukroz
Tercihi (%) = {sukroz tiiketimi (ml) / (su tiiketimi+sukroz tiikketimi)} x 100 formiilii

ile hesaplandi.

5.6. Molekiiler analizler

Tedavi sonunda davranis testleri tamamlandiktan sonra sicanlar dekapite edilerek
molekiiler analizler i¢cin kan ve doku Ornekleri alindi. Sicanlar dekapitasyon ile
sakrifiye edildi ve periferal kanlar1 toplandi. Toplanan kanlardan santriflij ile

serumlar ayrildi. Molekiiler analizler i¢in hipokampus ve prefrontal korteks
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diseksiyonla ayrild1 ve analizler yapilincaya kadar tiim 6rnekler -80°C’de muhafaza
edildi.

5.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin hazir ticari soliisyonlar kullanildi (MRC® RNAzol RT,
RN190). Sican prefrontal korteks ve hipokampiis beyin dokulari -80°C’den buz
tizerine alindi. Her ornekten yaklasik 100 mg doku 6rnegi alinarak 5 ml eppendorf
tiipii igerisine konuldu ve iizerine 1ml RNAzol RT soliisyonu eklendi. Ardindan
dokular homojenize edildi (Qiagen Tissue Ruptor®). Homojenizasyon lizat1 iizerine
400 pl su eklendi, karisim 15 saniye boyunca calkalandi ve 15 dakika bekletildi.
Daha sonra 12 000 g’de 15 dakika santrifiije edilerek 1ml siipernatant ayrildi.
Uzerine 5 pl 4-bromoanizol eklenerek 15 saniye calkalanip, 4 dakika bekletildi.
Ardindan 12 000 g’de 10 dakika santrifiije edilerek 750 pul hacminde siipernatant
ayrildi. Uzerine aym oranda izopropanol eklenip 15 dakika bekletildi. 12 000 g’de 15
dakika santrifiije edilip siipernatanti ayrilan c¢okelti lizerine 400 pl %75 etanol
eklendi. 4000 g’de 3 dakika santrifiije edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.
Santrifiij sonunda siipernatant atilarak ¢okelti iizerine 50 pl RNAse free su eklendi ve
karisim oda 1s1sinda 2-3 dakika vortekslendi. Izolasyon islemi tamamlandiktan sonra
tim Orneklerde RNA konsantrasyonlar1 ve safliklar1 6l¢iildii (Thermo Scientific
Nanodrop 2000®). 1ul RNA 6rnegi alinarak konsantrasyon miktar1 ve saflik oranlari
(260/280 ve 260/230) belirlendi. RNA o6rnekleri; komplementer DNA (cDNA)
sentezinde kullanilmak {izere analizlerin gerceklestirildigi tarihe kadar -80°C’de

saklandi.
5.6.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi hazir ticari kitler kullamlarak (Jena Bioscience®, PCR511) buz
tizerinde ve laminar akim kabini i¢inde gergeklestirildi. Tiim RNA konsantrasyonlari
100 ng/ul olacak sekilde esitlendi. cDNA reaksiyonu; 6rnek basina toplam reaksiyon
hacmi 20 pl olacak sekilde; RNAse free su (10 ul), Script RT buffer (4 pl), dNTP
mix (1 ul), Oligo dT Primer (0,5 pl), DTT (1 pul), RNAse inhibitorii (1 pl), enzim
(0,5 ul) ve RNA iiriin (2 pl) cDNA sentez kiti bilesenleri ile gergeklestirildi. Enzim
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eklemeden Once; tiipteki tiim reaktifler birkac kez pipet ile karistirildi ve tiipler Bio-
Rad® termal cycler cihazina alindi. cDNA sentez reaksiyonu; 42°C’de 10 dakika,
50°C’de 60 dakika ve 70°C’de 10 dakika dongiisiinde gerceklestirildi. Bu siire

sonunda elde edilen cDNA o6rnekleri analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi.
5.6.3. Real-time PCR

cDNA eldesinden sonra arastirilmasi hedeflenen genlerin ekspresyon analizleri
gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time polimerase chain reaction;
rt-PCR) yontemi ile gergeklestirildi. PCR islemi i¢in hazir ticari kitler kullanildi
(Jena Bioscience®, gPCR GreenMaster with UNG/IowROX kit, PCR306). Calismada
kullanilan primerler Tablo 9’da gosterilmis olup; tiim primerler DNA Technology®
(DN-10) firmasindan temin edildi. Tim islemler buz iizerinde ve laminar akim
kabini icinde gerceklestirildi. PCR; O0rnek basina toplam reaksiyon hacmi 20 pl
olacak sekilde PCR grade su (6,8 ul), Real Time Master Mix (10 ul), Forward Primer
(0,6 ul), Reverse Primer (0,6 pul) ve cDNA {iriin (2 pl) kit bilesenleri iizerinden
gerceklestiridi. 96 kuyucuklu plaka icine konulan standart ve ornek karigimlar
Agilent Stratagene 3005P® cihazna konularak reaksiyon gergeklestirildi. PCR
sonrast elde edilen esik doniigiisii degerlerine (Ct; cycle threshold) 299t metodu

uygulandi:

2-ddCt:2-[(Ctgrup-Ctgrup housekeeping)-(Ctkontrol-Ctkontrol housekeeping )]

Tablo 8. Calismada kullanilan primer dizileri.

Primer Baz Dizisi (Forward) Baz Dizisi (Reverse)

NLRP3 CCATGAGCTCCCTTAAGCTG TTGCACAGGATCTTGCAGAC

Kaspaz-1 GCTTGAAAGACAAGCCCAAG CCTTTCAGTGGTTGGCATCT

ASC GCAATGTGCTGACTGAAGGA TGTTCCAGGTCTGTCACCAA
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5.7. Histolojik degerlendirme

Histolojik degerlendirme i¢in tiim deney gruplarindan alinan ovaryum dokular1 6 saat
boyunca %10’luk formaldehit soliisyonu igerisinde fikse edildi. Ardindan numuneler
her bir alkol serisinde 24 saat (%70, %80, %90 ve %100) bekletilerek dokulardaki
suyun uzaklastirilmas: saglandi, ardindan ksilen de bekletilerek alkol ¢ikisi
tamamlandiktan sonra parafine gomiildii. Doku bloklarindan 5 pm seri kesitler alinip
Hematoksilin ve Eosin (H&E) ile boyandi ve 1sik mikroskobu altinda incelendi
(Leica DM4000B and Leica DM6000B, Wetzlar, Almanya).

5.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

Verilerin istatiksel analizi GraphPad Prism 5® programi kullanilarak yapilmistir.
Tim verilerinin istatistiksel analizi tek yonlii varyans analizi (One way-ANOVA)
yontemi ile yapilmis; post-hoc test olarak Tukey coklu karsilagtirma testi
uygulanmistir. Tiim veriler ortalama+tstandart hata seklinde gosterildi. P degerinin

<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Viicut Agirhig Bulgulari

Viicut agirhgr Olgiimleri dogumdan sonra siitten kesim giinii olan DS 23’ten
baslayarak, enjeksiyon baslangi¢ giinii olan DS 53 ve enjeksiyon bitig giinii olan DS
67°de yapilmistir. Gruplar kendi baslangi¢ degerleriyle, kontrol grubu ile ve model

grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik bulunmamustir.

Tablo 9. Viicut agll‘llgl degisimi. Erken donem anneden ayrilma stresi; MS, imipramin; IMI,
agmatin; AGM.

G DS 23. giin 6l¢iimii | DS 53. giin dl¢iimii DS 67. giin 6l¢ciimii
rup
(gram) (gram) (gram)
Kontrol 29,12+2,9 123,51+9,7 157,87+15,0
MS 26,18+3,1 132,66+10,2 176,08+14,7
MS+IMI 25,76+2,1 123,76+12,0 138,46+12,9
MS+AGM 25,67+2,8 122,55+11,3 156,21+12,5

6.2 Davranis Deneylerinin Sonuclari

Calismamizda MS modeli ile depresyon semptomlarinin olustu§undan emin
olunmasi ve ayni zamanda agmatin ve imipramin tedavilerinin antidepresan etki
potansiyellerinin karsilastirmali olarak degerlendirilebilmesi i¢in FST, OFT, SPT ve
EPM testleri kullanilmustir.

6.2.1. OFT sonugclar:

Bu testte siganlarin sahlanma ve ¢izgi gegme sayilari toplami alindi. OFT’de toplam
aktivite olarak degerlendirildiginde MS grubunda kontrol grubuna kiyasla anlaml
diizeyde azalma oldugu (p<0,001) goriildii. Bu depresyonda motor aktivitede yaygin
olarak goriilen azalmanin bir belirtisi olarak kabul edildi. imipramin tedavisi ile
anlamhi bir degisiklik goriillmezken agmatin (p<0,001) tedavisi alan si¢anlarda
toplam aktivitenin tedavi almayan MS grubuna gore anlamli derecede arttig1 goriildii.
(Sekil 15).
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Sekil 15. OFT’de gruplarin toplam aktiviteleri. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey
testi uyguland1 (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, *p<0,01; MS
grubuna gore anlaml farklilig1 gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi;
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

6.2.2. FST sonuclar

Sicanlarin immobilite siirelerinin degerlendirildigi FST’de MS grubunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu (p<0,001); imipramin (p<0,001),
agmatin (p<0,001) tedavisi alan si¢anlarda ise bu siirenin tedavi almayan MS

grubuna gore anlamli derecede kisaldig1 gorildi (Sekil 16).

59



300~

°

>

'S 2001

©

A

£

é 100+

- +++ +++

——
0' T

KONTROL MS MS+IMI MS+AGM

Sekil 16. MS ve uygulanan tedavilerin immobilite siirelerine etkileri. Veriler
ortalama + standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile
yapildi, Post-hoc Tukey testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna
gore, 7p<0,01; MS grubuna gore anlamh farkliligi gostermektedir. Erken donem
anneden ayrilma stresi; MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

6.2.3. EPM sonuclari

Siganlarin kapali kola girme sayisinin degerlendirildigi EPM testinde MS grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu (p<0,001) goriildii. Bu bulgu
MS’e bagli olarak anksiyete ve depresyon gelistigini dogruladi. Imipramin (p<0,001)
ve agmatin (p<0,01) tedavisi alan siganlarda kapali kola girme sayisinin tedavi
almayan MS grubuna gére anlamli derecede kisaldigi goriildii (Sekil 17). Bu durum
agmatin tedavisinin imipraminle karsilastirilabilir diizeyde anksiyolitik/antidepresan

etkisinin bulundugunu gosterdi.
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Sekil 17. EPM testinde kapal kola giris sayisi. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey
testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, +++p<0,01; MS
grubuna goére anlaml farklilig1 gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi;
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

Siganlarin  kapali kolda gecirdigi siirenin degerlendirildigi EPM testinde MS
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu (p<0,001);
imipramin (p<0,001), agmatin (p<0,001) tedavisi alan si¢anlarda ise bu siirenin

tedavi almayan MS grubuna gére anlamli derecede kisaldigr goriildii (Sekil 18).
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Sekil 18. EPM testinde kapalh kolda gecirilen siire. Veriler ortalama + standart
hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc
Tukey testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, **p<0,01; MS
grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi,
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

6.2.4. SPT sonuclar

Si¢anlarin sukroz tercihinin degerlendirildigi SPT’de MS grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde azalma oldugu (p<0,001); imipramin (p<0,001), agmatin
(p<0,001) tedavisi alan siganlarda ise sukroz tercihinin tedavi almayan MS grubuna

gore anlaml derecede arttig1 goriildii (Sekil 19).
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Sekil 19. Gruplarin sukroz tercihleri. Veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey testi
uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, **"'p<0,01; MS grubuna
gore anlamli farkliligr gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi; MS,
imipramin; IMI, agmatin; AGM.

6.3. Molekiiler Analiz Sonuglar:

6.3.1. Relatif mRNA ekspresyonu sonuglari

Floresan bazli gercek zamanl ters transkripsiyon PCR (RT-PCR), kararli durum
mRNA seviyelerinin Ol¢glimii i¢in yaygin olarak kullanilir ve temel arastirma,
molekiiler tip ve biyoteknoloji igin kritik bir aragtir (Cikos ve ark., 2007).
Calisgmamizda MS modelinde agmatin ve imipramin tedavilerinin NLRP3 ve
inflamazom bilesenleri olan kaspaz-1 ve ASC gen ekspresyon seviyelerine etkileri

real-time PCR yontemiyle PFC’te degerlendirilmistir.

NLRP3 mRNA diizeylerinde MS grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde
artis oldugu (p<0,001); imipramin (p<0,001) ve agmatin (p<0,001) tedavisi alan
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sicanlarda ise NLRP3 ekspreyon degerlerinin MS grubuna gore anlamli derecede

azaldig1 ancak kontrol grubuna gore artis oldugu goriildii (Sekil 20).

Relatif mMRNA ekspresyonu
N
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Sekil 20. NLRP3 rolatif mRNA ekspresyonu. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey
testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, ***p<0,01; MS
grubuna gore anlamh farkliligi gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi;
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

MS grubunda kontrol grubuna kiyasla ASC ekspresyon diizeylerinde anlamli
diizeyde artis oldugu (p<0,001); imipramin (p<0,001) ve agmatin (p<0,001) tedavisi
alan si¢anlarda ise ASC ekspresyon degerlerinin MS grubuna gore anlamli derecede

azaldig1 ancak kontrol grubuna gore artis oldugu goriilda (Sekil 21).
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Sekil 21. ASC rolatif mRNA ekspresyonu. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey
testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, *"p<0,01; MS
grubuna gore anlamh farkliligi gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi,
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

Kaspaz-1 mRNA diizeylerinin degerlendirmesinde MS grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu (p<0,001); imipramin (p<0,001) ve agmatin
(p<0,001) tedavisi alan siganlarda ise kaspaz-1 mRNA degerlerinin MS grubuna goére
anlamli derecede azaldig1 goriildi (Sekil 22).
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Sekil 22. Kaspaz rolatif mRNA ekspresyonu. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey
testi uyguland1 (n=8/grup). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, *p<0,01; MS
grubuna gore anlaml farkliligi gostermektedir. Erken donem anneden ayrilma stresi;
MS, imipramin; IMI, agmatin; AGM.

6.4. Histolojik Degerlendirme

Kontrol grubunun morfolojik degerlendirilmesinde, folikiiler geligimin tim
asamalarinda folikiil gelisimi gozlemlenmis olup sekonder folikiil, atretik folikiil ve
korpus luteum gosterilmistir (Sekil 23A). Sekil 23B’de ise folikiiler gelisimin ilk

asamast olan primordiyal folikiil, sekonder folikiil ve antral folikiiller gosterilmistir.
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Sekil 23. Kontrol grubunun folikiiler yapisi. A. Kontrol grubunda sekonder folikiil
(SF), atretik folikiil (AtF) ve korpus luteum (CL) yapilari izlenmektediir (20x
biiylitme). Ovaryumun genel goriintiisii (4x biiyiitme, kii¢iik resim), B. Kontrol grubu
ovaryum dokusunda primordial folikiil (P), sekonder folikiil (S) ve antral folikiil
(AF) gosterilmistir (20x biiyiitme).

Imipramin tedavisi alan MS grubu hayvanlarmn overlerinde primordiyal folikiil ve
primer folikiil gosterilmistir (Sekil 24A). Sekil 24B’de ise antral folikiil, sekonder
folikiil ve primordial folikiil yapilari gosterilmistir. Bu tedavi grubunda folikiil
gelisimi, kontrol grubu kadar olmamakla beraber MS modelinde goriilen folikiil

gelisimi yapisina benzer sekilde folikiil gelisiminde azalma gozlemlendi.
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Sekil 24. MS + IMI grubunun folikiiler yapisi. A. MS + imipramin grubu
overlerinin primordial folikiil (P) ve primer folikiilii (PrF) bir arada goriilmektedir
(40x biiyiitme). Ovaryumun genel goriintlisii (4x biylitme, kiiciik resim). B.
MS+imipramin grubu ovaryum dokusunda antral folikiil (AF), sekonder folikiil (S)
ve primordial folikiil (P) gosterilmistir (20x biiyiitme).

MS grubu overlerinde primordial folikiil, antral folikiil ve korpus luteum
gosterilmistir (Sekil 25A). Sekil 25B’de ise antral folikiil, korpus luteum ve Graafian
folikiili gosterilmistir. MS grubu siganlarin over incelemelerinde kontrol grubuna
kiyasla folikiil gelisiminin her asamasinda gelisim gozlenmedi, primordial folikiil

saynndaki azalma ve korpus luteum sayisinda artig goézlemlendi.
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Sekil 25. MS grubunun folikiiler yapisi. A. MS grubu ovaryum dokusunda
primordial folikiil (P), antral folikiil (AF) ve korpus luteum (CL) yapilarn
izlenmektedir. Ovaryumun genel goriintiisii (4x biiyiitme, kii¢iik resim). B. MS grubu
ovaryum dokusunda antral folikiil (AF), korpus luteum (CL) ve Graafian folikiili
(GF) gosterilmektedir (10x biiyiitme).

Agmatin tedavisi alan MS grubu hayvanlarin ovaryum dokusunda primordial folikiil
ve sekonder folikiil gosterilmistir (Sekil 26A). Sekil 26B’de ise antral folikiil,
sekonder folikiil ve atretik folikiil gosterilmistir. Bu tedavi grubunda, kontrol grubu
kadar folikiil gelisimi gézlemlenmemis olmasina ragmen, MS+IMI grubuna kiyasla

daha fazla folikiiler yap1 goriilmiistiir.
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Sekil 26. MS+AGM grubunun folikiiler yapisi. A. MS + agmatin grubu ovaryum
dokularinda primordial folikiil (P) ve sekonder folikiil (S) izlenmektedir (40x
biiylitme). Ovaryumun genel goriintiisii (4x biiyiitme, kiigiik resim), B. MS +
agmatin grubu overlerinin antral folikiil (AF), sekonder folikiil (S) ve atretik
folikiilleri gosterilmistir (20x biiyiitme).

Morfolojik sonuglar MS stresinin folikiil geligsimini etkileyerek over rezervini
azaltabilecegini, primordial folikiil sayisindaki azalma ve korpus luteum sayisindaki

artis ile gostermistir (p<0,05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Depresyon diinya niifusunun yaklasik % 15’inden fazlasini etkilemesi nedeniyle en
sik goriilen, ciddi ve yasam kalitesini 6nemli 6l¢lide olumsuz etkileyebilen kompleks
bir psikiyatrik hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii raporuna gére hastaliklarin topluma
getirdigi sosyal ve ekonomik ylik boyutu agisindan depresyonun 2020 yilinda
iskemik kalp hastaligindan sonra ikinci sirada; 2030 yilinda ise diinya genelinde ilk
sirada yer alacagr ongoriilmektedir. Depresyon goriilme sikligindaki artisin en
o6nemli nedenlerinden birinin modern hayatin geregi olarak ebeveynlerin uzun saatler
calisamast ve ¢ocuklarin giin icerisinde ebeveynlerlerinden ayr1 kalarak biiytimeleri
veya ebeveynlerlerin erken yaslarda kaybedilmesi veya yasamin erken donemlerinde
cesitli travmalara maruz kalmalar1 oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla erken
donemde anneden ayrilmaya bagli olusan stresin nérogelisimsel degisikliklere neden
olabilecegi, buna bagl olarak yetiskin donemde depresyon ve iliskili patolojilerin

arttigina dair kanitlar giderek artmaktadir (Nestler ve ark., 2002).

MS modeli neonatal dénemde anne ile yavru siganlarin iliskisinin bozulmasina bagh
olarak norogelisimlerinin olumsuz etkilenmesi araciligiyla depresyonun klinik
belirtilerinin deney hayvanlarinda olusturulmasina dayanmaktadir. Literatiirde DS
farkli giinlerde ve farkli siireler boyunca MS stresi yasatilan siganlar ve davranig
testleri sonuglari incelenmis ve bu sonuglardan yola ¢ikarak, gerek norogelisim
tizerindeki etkinin goriilebilmesi gerekse gercek hayata projeksiyon yapilabilmesi
amaciyla siganlara DS 21 giin boyunca gilinde 4 saat ayrilma stresi yasatilmistir.
Model olusumunda kullanilan siire ve uzunluk literatlirle uyumlu olarak seg¢ilmistir
(Yamawaki ve ark., 2018). Calismada modelin deneysel olarak olustugundan emin
olmak i¢in, kontrol ve model gruplar ile tedavi gruplarinin davranis testi sonuclari
karsilagtirilmistir. Literatiirde MS ile olusturulan depresyon modelinde agmatinin

etkilerinin degerlendirildigi bir caligma bulunmadigindan bu proje 6zgilindiir.

MS modeline bagli olarak depresyonda siklikla goriilen motor aktivitede azalma
goriilmesi modelin klinik semptomlarla iliskilendirilmesi ag¢isindan Onemlidir.
Trisiklik bir antidepresan olan imipraminin etkisi anlaml bir degisiklik gériilmezken
agmatin tedavisi alan siganlarda toplam aktivitenin kontrol grubuna yakin degerlere

yiikselmesi agmatinin motor aktiviteyi diizenleme potansiyelini gdstermektedir. MS
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modeli kullanilarak yapilan benzer depresyon ¢alismalarinda model grubunda toplam
aktivitenin azaldigi ve ¢esitli antidepresan tedavilerle aktivitenin arttig
gosterildiginden sonuglarimiz literatiirle uyumludur (Jin ve ark., 2018). Bu noktada
ilk kez arastirilan agmatinin mevcut antidepresanlardan daha giiclii etki gostermesi

umit vericidir.

Calismamizda MS modeli ile olusturulan depresyonun ve/veya anksiyetinin
derecesinin degerlendirilmesinde EPM testi kullanilmistir. EPM testinde kapali kola
giris sayis1 ve kapali kolda gegirilen siire degerlendirilmis her ikisinde de control
grubuna gore artig goriilmesi modelin validasyonu agisindan 6nemli Kabul edilmistir.
Daha onceki yillarda Liu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, MS stresine maruz
birakilan hayvanlarda kontrol grubuna gore kapali kola giris sayisinda ve kapali
kolda gecirilen siirede artis oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2018). Dolayisiyla
model icin bulgularimiz literatiirle uyumludur. Imipramin tedavisi ile 6ngoriildiigii
gibi anksiyete ve/veya depresyon belirtileri olarak degerlendirilen kapali kola giris
sayisinda artis ve kapali kolda gegirilen siirede uzama baskilanabilmistir. Ik kez bu
calismada etkileri MS modelinde ararstirilan agmatinin ise kapali kola giris sayis1 ve
kapali kolda gegirilen siireyi anlamli olarak azaltarak imipramine benzer anksiyolitik

ve/veya antidepresan etki sagladig1 gosterilmistir.

Depresyonun klinikte en 6nemli Kabul edilen semptomlarindan biri anhedonidir.
Deneysel depresyon modellerinde bu semptomun degerlendirilmesi igin SPT testi
uygulanmakatadir. SPT’de sukroz tercihinin anlamh diizeyde azalmas1 veya tedavi
ile bu ektinin geri donmesi 6nemlidir. Caligmamizda sukroz tercihinin MS grubunda
anlamli olarak az oldugu, agmatin ve imipramin tedavi gruplarinda ise kontrol grubu
ile benzer seviyede oldugu goriilmiistiir. Onceki yillarda Gawali ve arkadaslarinin
calismasinda farelerde kronik Ongoriillemeyen hafif stres modelinde sukroz tercih
testinde agmatin tedavisi alan gruba kiyasla model grubunda sukroz tercihinde
azalma kaydedilmistir (Gawali ve ark., 2017). SPT bulgularimiz literatiirle uyumlu
olmakla birlikte, ilk kez calismamizla MS modelinde agmatin tedavisinin sukroz

tercihini imipramine benzer diizeyde etkiledigi gosterilmistir.

FST, immobilite siiresi Ol¢timii araciligiyla caresizlik benzeri davraniglari gosteren

ve olduk¢a yaygmn kullanilan bir testtir (Porsolt ve ark., 1977). Agmatinin
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antidepresan etkileri Zomkowski ve arkadaslarinin ¢alismasiyla FST’de ilk defa
Ol¢iilmiis ve antidepresan etkisi gosterilmistir (Zomkowski ve ark., 2002). Chen ve
arkadaglarinin (2018) yaptigi calismada ise FST’de Ogrenilmis caresizlik stresi
yasatilan gruba gore agmatin ile tedavi edilen grupta immobilite siiresinde azalma
goriilmiistiir (Chen ve ark., 2018) Calismamizda ise bu sonuglarla uyumlu olarak
FST’de MS grubunda, agmatin ve imipramin tedavisi alan gruba kiyasla immobilite
siiresinde artis oldugu goriilmiistiir. Ilk kez ¢alismamizla, agmatin tedavisinin MS
modeli ile olusan depresyona bagli immobilite siiresindeki azalmay1 anlamli bigimde
azalttigr gosterilmistir. Bu bulgu agmatinin 6nceki ¢alismalarda farkli modellerde
gosterilen antidepresan etki potansiyelinin ilk kez ndrogelisimsel bir depresyon

modelinde gosterilmesini saglamasi agisindan heyecan vericidir.

Son yillarda depresyon caligmalar1 inflamasyon-depresyon iligkisini arastirmaya
yogunlagsmistir. 2016 yilinda ekibimiz tarafindan siganlar {lizerinde gergeklestirilen
bir calismada 7 giin siireyle sub-kronik kisitlama stresi olusturulmus ve bu modelde
NLRP3 inflamazom aktivasyonu iki ayr1 beyin bolgesinde, hipokampus ve prefrontal
kortekste incelenmistir (Sahin ve ark., 2016a). NLRP3 inflamazom aktivasyonunun
degerlendirilmesinde NLRP3, ASC, kaspaz-1 ve NF-kB inflamazom bilesenleri
kullanilmis ve buna ek olarak g¢esitli pro-ve antiinflamatuar sitokin diizeylerinin
degisimleri incelenmistir. Calismada strese maruz birakilan siganlarin hipokampus ve
prefrontal korteks beyin bolgelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonu meydana
geldigi ve IL-1P, IL-18 basta olmak iizere arastirilan diger pro-inflamatuar
sitokinlerin (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-17) diizeylerindeki artisin eslik ettigi
gosterilmistir. Bunun yaninda IL-4 ve IL-10 antiinflamatuar sitokinlerin diizeyleri
stres varliginda azalmistir. Elde edilen bulgularla stresin gerek MSS gerekse periferik
dolasimda inflamatuar yanitlari tetikledigi ve NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol
actig1 gosterilmistir (Sahin ve ark., 2016a). Calismada sicanlara 7 giin siireyle glinde
4 saat olmak iizere sub-kronik kisitlama stresi uygulanmis ve agmatin son giin, tek
doz (40 mg/kg; i.p.) olarak verilmistir. Elde ettigimiz verilere gore akut agmatin
uygulamasi si¢anlarda stres ile indiiklenen NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve
ayrica proinflamatuvar sitokinler aracili gelisen inflamatuar yanitlar1 baskilamistir

(Sahin ve ark., 2016a).
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IIk ¢aligmada depresyon modeli olusturmadan stresin etkilerini NLRP3 yolag
araciligiyla inceledikten sonra kronik &ngdriilemeyen hafif stres modeli (KOHS)
kullanilarak olusturulan depresyonda incelenmistir. Bu kapsamda hipokampusta
NLRP inflamazom yolaginin 06nemini, agmatin ve imipraminin etkilerini
karsilagtirmali olarak incelendiginde benzer bulgular elde edilmekle birlikte siirecin
sadece NLRP3 ile degil ayn1 zamanda NLRP1 ile de iliskili oldugu gosterilmistir
(Sahin-Ozkartal ve ark., 2018). Depresyonun sebep oldugu ASC, NFKB, IL-1p, IL-6
ve P2X7 reseptorlerindeki artisin  NLRP3 inflamazomundan ¢ok NLRP1
inflamazomu araciligit ile olabilecegini ve siirece Iba-1 ve GFAP
immiinoreaktivitesinde artisin eslik ettigi gosterilmistir. Bu bulgular depresyonda
noroinflamasyon yanitinda NLRP1 inflamazomunun da katkilar1 oldugunu
diistindiirmiistiir  (Aricioglu ve ark., 2019). Bu modeli kullandigimiz diger
calismamizda agmatinin etkilerinin NLRP yolag: ile iliskisini arastirirken bu kez
agmatinin NOS inhibitorii olmasi lizerinden modiilator roliinii arastirdik. 6 haftalik
stresoOrlerle olusturulan depresyon iizerinde prefrontal kortekste NLRP inflamazom
bilesenlerinin  diizeyleri  incelendiginde sadece NLRP3 degil NLRPI
inflamazomunun da aktive oldugunu, bu aktivasyonun IL-1B ile iliskili oldugunu,
agmatin ve NOS inhibitorlerinin depresyon semptomlarinda sagladigi diizelmeye
inflamazom yolaginin bu iki bileseninin de aracilik edebilecegini gosterdik.
Dolayisiyla gerek depresyonun gerekse agmatin ve NOS inhibitorleri ile saglanan
antidepresan etkinin sadece noronal NLRP1 ile degil hem de mikrogliyal NLRP3
araciligi ile olabilecegini gosterdik (Sahin-Ozkartal ve ark., 2019).

Bu ¢alismada ise depresyon ile NLRP3 inflamazom yolag1 arasindaki iligki ilk kez
norogelisimsel bir depresyon modelinde ararstirilmistir. Bu amagla MS grubunda,
agmatin ve imipramin gruplarinda NLRP3 ve komponentleri olan ASC ve kaspaz-1
mRNA ekspresyonlar1 dl¢lilmistiir. Elde edilen sonuglar, MS grubunda NLRP3 ve
komponentleri olan ASC ve kaspaz-1 mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede artmis oldugunu, bu artisin imipramin gibi klasik bir tedavi
ile sinirlt diizeyde baskilanabildigini ancak agmatin tedavisinin mRNA ekspresyon
degerlerinde, imipramin tedavinden daha gilicli bir baskilama sagladigini

gostermistir. Calismamiz, NLRP3 ve komponentlerinin MS modelinde arastirildig
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ilk calisma olmasi nedeniyle dnemlidir ve agmatinin inflamasyon yolag: tizerindeki

etkilerinin arastirilacagi yeni ¢alismalara 6nciiliik yapabilecek niteliktedir.

Diger yandan stres ve over rezervi iligkisi iyl bilinmektedir. Kadmnlarin tireme
potansiyeli over rezervine dayanmaktadir ve iyi over rezervi daha fazla folikiil
sayisin1 gostermektedir. Calismamiz strese bagli olarak HPA ekseninde meydana
gelen aktivasyonun MS modeli kullanilarak over rezervi tizerine etkilerinin
arastirildigt ilk ¢alismadir. Stresle folikiil hiicrelerinin oksidatif hasarina bagli olarak
ise biiyliyen folikiillerin kaybedildigi goriilmistiir (Dong ve ark., 2017). Stresin over
rezervi lizerindeki etkilerinin arastirilmast ve gosterilmesiyle, antidepresan
tedavilerin over rezervi iizerinde olumsuz bir etki olusturup olusturmadiginin
arastirilmasi1 gerekliligi dogmustur. Calismamizda sigan overleri incelenmis olup
kontrol grubunda folikiil gelisiminin tiim evrelerinin saglikli bir sekilde goriilmesine
ragmen, MS modelinin folikiil sayisindaki azalmaya bagli olarak over rezervinde
azalmaya neden oldugu primordial folikiil azalmasi1 ve korpus luteum sayisinda
artma ile goriilmistiir. Agmatin ve imipramin gruplarinda ise, kontrol grubu
degerleri kadar olmasa da folikiil gelisimi her asamada gézlenmekle beraber, agmatin
tedavisi grubunda kontrol grubuna daha yakin sonuglar elde edilmistir. Imipramin
tedavisine gore agmatinin tedavisinin, over rezervi lizerine olumsuz etkilerinin daha
az oldugu gosterilmistir. MS modelinde over rezervi aragtirmasi ilk kez ¢alismamizla
yapilmis olup model, kontrol ve tedavi gruplaryla karsilastirmali morfolojik
sonuglar gosterilmistir. Bu bulgular erken donem stresinin over rezervine etkisini

incelemek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini géstermistir.
Yukarida tartisildigi lizere bu tez ¢aligsmasi ile ilk kez,

- MS modelinde davranis testleri sonuglari dogrultusunda agmatinin
antidepresan ve anksiyolitik etki potansiyeli,

- MS modelinde noéroinflamatuar yanitlarinin = olugsmasinda  NLRP3
inflamazomu ve komponentleri olan ASC ve kaspaz-1’in roliiniin olabilecegi,

- MS modelinde NLRP3, ASC ve kaspaz-1 ekspresyonlarinda meydana gelen
artisin  agmatin  tedavisiyle baskilanabilecegi dolayisiyla agmatinin
antidepresan etkisinin kismen ndéroinflamatuvar siirecin kontrolii ile iliskili

olabilecegi,
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MS gibi norogelisimi etkileyebilen stresorlerin over rezervi iizerinde olumsuz
etkisinin oldugu ve agmatinin bu siire¢ iizerinde olumlu bir modiilasyon

saglayabildigi gosterilmistir.

Calismamizda ekzojen olarak kullanilan agmatinin yukarida 6zetlenen yeni
ve Ozgilin etkilerinden hareketle endojen agmatinin roliiniin daha iyi
anlagilabilecegi ileri ¢alismalarin yapilmasi depresyon ndrobiyolojisi ve

tedavisine yaklagimlar agisindan iimit vericidir.
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ABSTRACT KEYWORDS
Objective: Several studies have suggested that obesity is linked to an inceased risk of  Depression; euaneicept
depression, Accumulating evidence has a5 revealed that obesity is nat only as 3 metabalic  mewrcinfmmaton; cbedty,
disorcer but ako as an inflmmatory cisease. Besides depeessive patients have been  B°
reponted 10 enhance peoinflammatory Cytokine lewels 3s well 3s an activation of the
inflamenatory response, Addtionally, depressive Symoroms ane associated with weight gan
which both are responded by the activity of HPA axds, Cafeteria ciet (CD) was used to
generate 3 dietdinduced obesity mocel as reported previously [2] and etanercept (ETN)
showed beneficial effects on depressive-ike behaviors in obese rats [1]. The aim of the
current stucy was to examine the action of mechanism of TNF-alpha inhibition by ETN on
obesity-induced depressive-kke behavior of rats

Methods: Male Wistar Albino rats (10 days after birth) were assigned Into theee groups (1=8in
each) 3s Control (fed on standard pelleted diet), Obese (fec on CD) and Obese + TN (fed on CO

and treated with ETN|, €O was compased by a mixture of pate, bacon, chips, cookies, chocolate

and chow with proportions of 2:1:1:1:15), respectively, and was given daily for 12 weeks. ETN

was subcutanecusly administered at 3 cose of 0B mg/kgiweekly and body weights were
followed. AT the end of 12 weeks forced swimmeng test was used 1o evaluate depeessive-like
behavicr. Then brains were either fixed ta assess brain derived neuratrophic factor {BONF)
expression immunohistocchemically or frozen to determine ThNF-alpha and IL-1beta levels with

EUSA. A significant cifference was determined using one-way ANOVA followed by Tukey's

post hoc test. The immunareactivity scares were compared by the Sruskal-Wallis followed by
Dunn's multiple comparison test and p <005 was considered sigreficant.

Results: Body weight of obese group was significanty higher than control and ETN
reatment suppeessed this inkrease {p<Q0001), Obese rats displayed more imeobility

than contrad group in forced swimening test (p < 0051 which was decreased in Obese +

TN group (p>005), Compaing 1o control rats, hippocampal BONF levels were
significantly lower in obese rats {p <0,05) and hippocampal TNF-alpha and L-1beta levels

were markedly elevated. ETN treatment restored hippocampal BONF and proinflammatory
cytakine levels in obess rats (p<0.05).

Condusions: The data strongly suggest that ETN meght have bencfical effects on
depressive-ike  behavier in obese rats, indicating the inhibition of proinflammatory
cytokine production by maintaining newrogenesis which plays an important role at least a

pan, Thersfore antiinflammatcey therapy could be consdered as a new therapeutic
appeoach in obesity-induced depression,

[Abstract:0519)Psychaphamacology]

Effect of agmatine on early maternal separation stress model in rats: a
neurodevelopmental approach

Cangil Yurtdag®, Hacer Zortul®, Bayram Yilmaz® and Feyza Ancocglu*

*Marmara University Schoal of Phamacy, Department of Pharmacalogy and Psychopharmacclogy Research Urit, Istanbul, Turkey;
*Yedtepe Uriversity, Schoal of Medicine, Oepartment of Physiclogy, Istanbul, Turkey

E-mail address: yuridascangul@gmailecom

ABSTRACT KEYWORDS
Objective: Early adverse life events and exposure 10 early S1ress are 3ssociatec with psychiatic  Agmatine smoety;
disorders, induding depression. Matemal separation is an animal model of eady Be stresswhich  depressior mipramine;
is linked ta newrdlogical, behavioral, chemical, and endocrinclogical changes in the acult life of  minal sepataticn
rats. Agmatine is considered as a neuromodulatar in the brain that has been shown to have an

impartant roke in adaptation to stress as a potential neurcnal self-protection mechanism.

Increase in endogenous agmatine leveds was found corelated with stressful conditions.

Beneficial effes of agmatine against the deleterious effects of stress through

glucoconicoids were also described, It has been shawn that exogenously administensd

agmatine ¢an increase heppocampal neurcgenesis in chvonically stressed mece and may have

neuroprotective effect on stress-induced structual changes in the rat beain, Therefore, there

are accumulated peedinikal findings, indicating that agmatine may be an endogencus

antidepressant molecule. In this study, we examined the behavioral basis of agmatine in

matemally separated rats in arder to examine its potential on neurodevelopmental theery of

depression.
Methods: Rat pups were separated from their mether on their second postnatal day for 4 hours
everyday for 21 days. After 4 hours, they were placed back to their home cage with their mother
and limers, They allowed oroming for a month and were grouped such a5 agmatine, imipraméne
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and control group, which is matched with thase with the same date of béeth, Then they were
given agmatine (40 mg/&kg/day ipl, imipramine {30 mg/kgiday ipl, or saline for 15 days.
Bchavioural assessments such as forced swim test (FST) and sucrose preference tests were
done to evaluate depeessive-like behavior wheseas anxiety-bke behaviors evelusted by
elevated plus maze (EPM] and open field test (OFT) immediately after treatment.

Results: Matemally separated rats developed reduced sucrase preference compared to control
group 3s a determinant of anheconia, Chronic agmatine (25 and 50 mgkg) Treatment
ameliorated anhedorda-ike behanior, The immobility time in FST was longer and locomotor
activity was significantly suppeessed in maternally separated oroup compared 10 control as 3
reflection of cespairdepression-live behavior, Agmatine oroup had significanty shoner
immobility time compared 10 maternally separated growd, Anxiety-Ee behaniors in EPM and
OFT =ignificantly attenuated in maternally separated rats, which were reversed with agmatine
freatment.

Condusions: According to our resuts we suggested that maternal separation model of
depression is a neuradevelopmental model relasted with ardety and depression prevalance
in aduthood. Acditionally chronk agmatine treatment may have benefidal effects on
newredevelopmental stress conditions,

[Abstract:0526] Schizophrenia and other psychatic disorders)

Retrospective case series study of patients with delusional disorder in a
descriptive design

Murat Eren Ozen®, Mehmet Hamdl Orim®, Aysun Kalenderoglu® and Murad Atmaca®
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Turkey, “Department of Psychiatry, School of Medicine, Firat Uréversiny, Elazig, Turkoy

E-mail address: mhonmehatmai com

ABSTRACT KEYWORDS
Objective: Delusional cisorder (DD) is characterized by the peesence of systematized delusions,  [d o
with different contents, without prominent hallucinations, alterations in nguage or thinking,  dewripsve: pathaty;
and no serious deterioration of the personality, The aim of T study is 10 present the resylts  "Fospeche

aof a series of 174 diagnosed cazes of DD from our clinical recorcs with DSM oriteria that will

undoubtedly increase the knowledge of this pathology so poardy studied.

Methods: A total of 174 dinical histories of patients diagnosed and registered of OD according

1o ICD-3 in Department of Psychiatry in Adyyaman University during a 4-year period constituted

aur DD cases,

Results: The male/Ternale ratio was 1,12:1, The age of consuftation in or study was performed

with a mean age of life 46,55% (SO = 15.54) years. The age at caset of DO was at 41,48 (SD =

1267) years, Alhough the mean rumber of chidnen was 1,74, the erotomaniac subtype was

the least (0.77) and the jealousy subtype was the most (259). The resuls of Axis IV icentified

that the main problems described by the family or primary suppart group wese the death of

2 family member {12.1%), family health problems (9.3%), and change of home {9.2%). Laber

problems were present at 444% and unemployment at 268%. The economic problems

present in one third (30.3%) of cases and 57.9% had psychosocial and emvironmental

praoblemns. Only 126% had a psychiatnic family history up to a second degree. Personal

psychiarrk history was 23%, of which psychotic episodes (126%] were present in 3l cinical

subtypes. A 17.6% presented anecedents of oroanic pathology, Sensary defices such as

deafness or premordid blindness were present in 6.5%, Only 165% previously alcohal and

anly 23% other substances, The suicide aempt reached 109, Stress episodes three months

befare the onset of DO were found in 264%,

Conclusions: Cur study suggests the existence of a cultural tolerance, of varying duration in

time, in the sodal and familar ares towards the patterrs of dinical symptomatology thet

charactenze the subtypes of DO, which delay the psychiatric care in them. Future prospective

studies are needed that integrate homogeneous oritesia to examine the risk factors of DD.

Our results present Emitations that make it difficult to generalize, so we recommend that the

finckngs presented be interpreted with caution,

14 B
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[Abstract:0530) Stress and related situations)

Effect of early maternal separation stress on ovarian reserve in rats

Hacer Zortul®, Hatice Kibra Parlaktas®, Aylin Yaba Ugar®, Cangul Yurtdas®, Bayram Yilmaz® and
Feyza Ancioglu®
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*Yeditepe University, Schoal of Medicing, Department of Hisiology and Embeyoiogy, Istanbul, Turkey: “Yeditepe University, School of
Mevidine, Deparement of Physiology, kranbel, Turkey
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ABSTRACT KEYWORDS
Objective: Stress Causes to reveal the behavioral ang physiciogical responses, The stresses during  Anadety; m-TOR materna)l
pregnancy and after the birth ace related to many mental, behavical and cognitive abnomalities,  Sration ovaten nenerve:
x has been reported that female reproductive system is very sensitive 10 stress and effect of stress ¥7*%
an gonads in adults may be reversible but it may not be true during Initial stages of development.

Thus, stress experienced curing neonatal or pre-pubertal phases might have sericus side effacts

on the avarian follculs development. Premature ovarian insufficlency coowrs when primordial

foliclke peol of a fenake s depleted early in her reproductive ife leading to the coase of
merstrua cyce and fertifty, The premature activation of primordial folickes and therefore their
depletion can occur due to many reasons such as genetic dackground, diseases, drug use o¢
expasure to harmfid materiais. The mammakan target of rapanydn (MTOR) signaling pathway

uses both extracelidar and inraceliviar sigrals anc serves as a central regulator of <el
metabolism, gromth, profiferation and suevival. I this study, we hypothesized that there might

be a relaticnship between the premature depletion of ovarlan reserve 2nd mTOR in female

rats by using earky maternal separation model in rats.

Methods: In order to achive early matemal seperation stress moce! rat pups were separatec from

their mether on their second pestnatal day for 4 hours everyday for 21 days. They were siowec to

grow foc 30 days. Contral group pups were alowed 10 stay with their mothers ang litters in their

home cage, Elevated phus maze (EPM) and open Seld test [OFT) were used for behavioural
assessments and immediately after rats were sacrificed and dissected, Ovaries were processed,
embedded in paraffin and sectioned using microtome. The sections were then stained with
hemataxylin ang ecsin staining for morghaogical analysis and imaged uslno lighe mloosmpt
Afterwards, immunoflucrescence staining was performed to determine the expressicn of mTOR

and its phosphoefared form (o-mTOR) in rat ovaries from 3l groups. The localization of mTOR

and p-mTOR protesns was demanstrated by confocal microscopy. One-way analysis of vanance

and Tukey's test were used for statistical 5.

Results: Rats exposed 1o matemal separation anxiety-like behaviors significantly in 5PM
compared to control group {p < 0051 Activity in OFT was significantly suppeessed in matemaily-
separated group <compared 10 control 35 a reflection of despaid/depression-lie behavior (p<

Q05). Morphological results presented that maternal separtion may cause diminish of ovasian

reserve with a few primoegial follicle and increased corpus luteum number (p < 005).
Conclusions: & can be suggested that in maternal separation induced depression model, exly Ife

stress caused diminished ovarian reserve. mTCR signal protein and p-mTCR might have cordation

dunng preservation of ovarian follide pool curing depression.

[Abstract:0531){Stress and related situations)

The emotional and behavioral problems among school age children of breast
cancer patients
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E-mal address: drhaticealuragmal com

ARSTRACT KEYWORDS
Objective: Haing a parent with cander may be a significant stressor to chikiren, Being  Adckescent; breast cancer;
confronted with 3 lifethreatening disease may <ause a parent 10 experience emotional  children; emotionyl and

problems or become stressec, which may result in their having less attention for ther  Detwndonl protiems de
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