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OZET

Ratlarda Olusturulan Kronik Depresyon Modelinde Tedavi Amaciyla Kullanilan
Seftriakson, Valproik Asit, JNJ 7777120 ve Sertralin ilaclarimin Astrositik JWA
Gen Ekspresyonu ile Glutamat Tasiyic1 Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Olan
Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Depresif bozukluk, yaygin bir halk sagligi problemidir. Hastaligin
patofizyolojisinde glutamaterjik sisteminde rolii oldugu bilinmektedir. Caligmada
olusturdugumuz stres modelinde, beynin hipokampus dokusunda tedavi etkinliginin
belirlenmesi glutamat tasiyicilarinin ve astrositik JWA expresyonun degerlendirilmesi
amagclanmustir.

Materyal ve Metot: Depresyon modeli olusturmak i¢in kronik ongoriilemeyen
stres modeli ile ratlara 60 giin boyunca ¢esitli stresorler uygulanmistir. Deney gruplari
rastgele kontrol, depresyon, sertralin, INJ7777120 (20-40 mg/kg), seftriakson ve valproik
asit (100-200 mg/kg) olarak 9 gruba ayrilmigtir. Stresér uygulamasinin 30. ve 60.
giiniinde davranis testlerine tabi tutulmustur. /n vitro voltametri teknigi ile glutamat
Olciimii gerceklestirilmis olup ratlara 6tenazi yapilmistir. Ratlarin beyinleri alindiktan
sonra genetik (JWA, EAAT1, EAAT2 ve glutamin sentetaz), GSH ve LDH analizleri
yapilarak depresyon grubu ile karsilastirilmistir.

Bulgular: Tedavi gruplar1 depresyonda goriilen davranis degisikliklerini geri
¢evirmistir. Voltametrik 6lgimlerde kontrol grubunda geri alim siiresi 3.17+0, depresyon
grupta bu siirenin 21.76%1 saniye oldugu goriilmistiir. Tedavi gruplarimizda ise sirasiyla
seftriakson (100-200 mg/kg): 10,37+0,54 ve 6,85+0,79; valproik asit (100-200 mg/kg):
7+0,01 ve 5,31+£0,41; JNJ7777120 (20-40 mg/kg): 4,37+0 ve 3,67+0 saniye olarak
Ol¢lilmiistiir. DS bolgesini degerlendirdigimizde ise geri alim siirelerinin benzer oldugu
gozlemlenmistir. RT-PCR degerlendirmesinde tedavi gruplarinda glutamat transporter
ekspresyon oranlart artarken, JWA’nin ekspresyon oraninda azalma gdzlemlenmistir.
GSH ve LDH seviyelerinde ise tedavi gruplar1 depresyon gruba gore anlamli farklilik
gostermistir.

Sonug: Yapilan tiim analizler sonucunda depresyonda glutamat seviyesinin arttigi,
tedavi gruplarinda ise diizelmelerin oldugu goriilmiistir. Bu fonksiyonel ve klinik
diizelmelerin, depresyon tedavisinde glutamat artisin1 kontrol edecek mekanizmalari
normal seviyelerine getirme veya glutamat tasiyicilari ve reseptorleri iizerinden etki eden
yeni tedavi yaklasimlar1 gibi calismalarda daha da 6nemli bir yere sahip olacagini
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Depresyon, JWA, LDH, real-time PCR, voltametri



ABSTRACT
Investigation of the Effects of Ceftriaxone, Valproic Acid, JNJ 7777120 and
Sertraline Drugs Used for Treatment in a Chronic Depression Model Created in
Rats on Astrocytic JWA Gene Expression and Glutamate Transporter Expression
Levels

Aim: Depressive disorder is a common public health problem. It is known that the
glutamatergic system has a role in the pathophysiology of the disease. The stress model,
we created in the study, was aimed to determine the efficacy of treatment in the
hippocampus tissue of the brain and to evaluate the glutamate transporters and astrocytic
JWA expression.

Material and method: In order to create a depression model, various stressors
were applied to the rats for 60 days with the chronic unpredictable stress model. The
experimental groups were randomly divided into 9 groups control, depression, sertraline,
JNJ7777120 (10-20 mg/kg), ceftriaxone, and valproic acid (100-200 mg/kg). Behavioral
tests were performed on the 30" and 60" days of stressor administration. Glutamate
measurement was performed by in vitro voltammetry technique and rats were euthanized.
After the brains of the rats were taken, genetic JWA, EAAT1, EAATZ2, and glutamine
synthetase), GSH, and LDH analyzes were performed and compared with the depression
group.

Results: Treatment groups reversed the behavioral changes seen in depression. In
the measurements we took with voltammetry, the reuptake time was 3.17+0 seconds in
the control group, while it was 21.7621.76+1 seconds in the depression group. In our
treatment groups, respectively, ceftriaxone (100-200 mg/kg):10.37+0.54 and 6.85+0.79;
valproic acid (100-200 mg/kg): 7+0.01 and 5.31£0.41; JNJ7777120 (20-40 mg/kQg):
4.37+0 and 3.67+0 measured as seconds. When we evaluated the DS region, it was
observed that the reuptake times were similar for the treatment groups. In the RT-PCR
evaluation, while glutamate transporter expression rates increased in the treatment
groups, a decrease was observed in the expression rate of JWA. In terms of GSH and
LDH levels, the treatment groups showed significant differences compared to the
depression group.

Conclusion: As a result of all analyzes, it was observed that the glutamate level
increased in depression, and there were improvements in the treatment groups. We think
that these functional and clinical improvements will have an even more important place
in studies such as bringing the mechanisms that will control the increase in glutamate to
normal levels in the treatment of depression or new treatment approaches that act on
glutamate transporters and receptors.

Key Words: Depression, JWA, LDH, real-time PCR, voltammetry
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1. GIRIS

Depresif bozukluklarin goriilme siklig1 son yillarda giderek artmaktadir. Mevcut
zihinsel bozukluklar arasinda, major depresif bozukluk, diinya ¢apinda engelliligin 6nde
gelen nedenlerinden biri olarak ortaya c¢ikmakta ve bireyleri yasamlari boyunca
etkilemektedir.!  Giiniimiizde, major depresif bozukluk toplumun % 16'sim
etkilemektedir.2 Son 50 yilda, major depresif bozukluk tedavisinde farmakoterapi,
psikoterapi ve beyin stimiilasyonu kullanilmaktadir. En yaygin yaklasim hala
farmakoterapidir; ancak, calismalar hastalarin yaklasik % 40'min mevcut tedavilere
direngli oldugunu gostermektedir.?

Monoamin hipotezi, depresyonun etyolojisini agiklamak i¢in yaygin bir sekilde
molekiiler bir mekanizma olarak kabul edilmis olsa da, diger biyokimyasal olaylarla
iliskisi sadece kismen anlasilmustir.* Calismalar, depresif hastalarin genellikle degismis
inflamasyon  belirtecler, mitokondriyal membran depolarizasyonu, oksitlenmis
mitokondriyal DNA ve dolayisiyla hem merkezi hem de periferik reaktif oksijen
tirlerinin yliksek seviyelerde oldugunu sergilemistir. Antidepresanlarin bu olaylar
tizerindeki etkisi belirsizdir. Bununla birlikte, reaktif oksijen tiirlerinin beyin tizerindeki
etkileri, noéronal membranlarin lipit peroksidasyonu, ndronlarda peroksidasyon
tirtinlerinin birikmesi, protein ve DNA hasari, azaltilmis antioksidan savunma, apoptoz
indiiksiyonu ve ndroenflamasyon dahil olmak iizere iyi bilinmektedir.> > Depresif
hastaliklarin fizyopatolijisi kesin bilinmemekle birlikte birden fazla faktoériin meydana
gelmesiyle olustugu diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan bircok c¢alismada, depresif
hastaligin fizyopatolojisinde eksitator bir norotransmitter olan glutamatin rol oynadigi
gosterilmistir. Bu ¢alismalara gore depresyonun glutamatla iliskili oldugu ve yeni tedavi

olanaklarinin gelistirilmesinde 6nemli bir rolii oldugu goriilmektedir.®° Yapmis



oldugumuz ¢alisma da in vivo voltametri teknigini kullanarak norotransmitterlerin
saniyelik hareketleri tespit edilmistir.

Calismamizda kronik Ongoriillemeyen hafif stres modeli ile depresyon
olusturulmus ratlarda in vivo voltametri teknigiyle depresyonla iligkili oldugu
kanitlanmis*! beyinin hipokampiis ve dorsal subiculum bolgesine stereotaksi ile girilerek
glutamat Ol¢imii gergeklestirilmistir. Strese maruz kalan ratlara tedavi amaciyla
antidepresanlardan biri olarak kabul edilen sertralin kullanilmistir.” Diger tedavi
gruplarinda ise noronlar1 glutamat kaynakli eksitotoksisiteden korudugu, anti-
enflamatuar ve antioksidatif 6zelliklere sahip valproik asit,'? anti-enflamatuar 6zelligi
olan histamin H4 reseptorii antagonisti JNJ7777120 ** ve glutamat tastyicilarimi
hizlandirdig1 birgok calisma tarafindan gosterilmis ve ayrica antibiyotik bir ajan olan
seftriakson kullanilmistir.!* Bu ¢alisma ile glutamaterjik sistemle iliskili ve depresyon
tedavisinde rutin olarak kullanilan antidepresanlarin etkinligi, glutamat tasiyicilarini
etkileyen, depresyon hastalifinda muhtemel terapotik etkileri olabilecek JNJ7777120,
seftriakson ve valproik asit ilaglarinin etkinligi arastirilmistir. Ayrica néro-koruyucu roli
oldugu bilinen astrositik JWA ekspresyonunun depresyona bagli nérodejenerasyondaki

rolii de arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Depresyona Giris

Depresyon, depresif ruh hali, aktivitelere duyulan ilgi azalmasi, zevk alamama,
psikomotor gerilik, kilo kayb1 veya kilo alimi, yorgunluk veya enerji kaybi, degersizlik
veya sucluluk duygulari, tekrarlayan oliim ve intihar diisiincesi gibi gesitli spesifik
semptomlarla iliskili yaygin bir psikiyatrik hastaliktir. Bir 6miir boyu siirebilen
depresyon, bireyin is veya ¢alisma ile basa ¢cikma yetenegini ciddi sekilde bozar ve hatta
giinliik yasam aktivitelerini olumsuz etkilemektedir.! Depresyonun ana nedenleri genetik
faktorler, kisisel yatkinlik, eslik eden hastaliklar, aile dykiisii, biiyiik yasam degisiklikleri
(olumsuz veya olumlu olaylar) veya sosyal belirleyicilerdir (stres, izolasyon, yalnizlik,
igsizlik). Depresyon, semptomlarin sayisina, tipine ve siddetine gore farkli Klinik
degerlendirmeden sonra tanimlanan hafif, orta veya siddetli formda olabilir.?

Diinya Saglhk Orgiitii'ne gére, 2015 yilinda kiiresel olarak 300 milyondan fazla
insan depresyondan aci ¢ekmistir. 2015 yilinda yaklagik 800.000 intihar Olimii
depresyona baglanmis ve diinyadaki intiharlarin % 78'1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde
meydana gelmistir. 2020 yilina kadar depresyon, kiiresel niifusun % 10'undan fazlasini
etkileyen en biiyiik ikinci sosyal ve ekonomik yiik olmustur. 2030'a kadar ise
depresyonun kiiresel hastalik yiikiiniin baslica ana nedeni olmas1 beklenmektedir.?

2.1.1. Depresyonda Norobiyolojik Farkliliklar

"Monoamin Hipotezi" depresyonun en gegerli kurami olup bu hipoteze gore
depresyon, beyindeki monoamin ndrotransmitterlerinin (agirlikli olarak norepinefrin,
dopamin ve serotonin) azalmis aktivitesi ile karakterizedir.* Azalmis monoamin seviyesi
amigdala, talamus, hipokampus (HK) ve prefrontal kortekste (PFK) distimi, anhedonia,
motivasyon eksikligi, aktivite eksikligi, yorgunluk, bilissel etkiler ve uykusuzluk

semptomlarma neden olmasiyla depresyonda 6nemli bir role sahiptir.> ®



Bununla birlikte monoamin hipotezi, segici serotonin geri alim inhibit6rleri
(SSGi'ler) ve serotonin-norepinefrin geri alim inhibitdrleri (SNGI'ler) gibi
antidepresanlarin etkisinin neden gecikmeli basladigini ve neden hastalarin % 35'inden
azmin tam remisyona ulastigini neredeyse hi¢ aciklayamaz. Bu nedenle giliniimiizde
monoamin hipotezi depresyon patogenezini tek basina agiklamakta yetersiz kalmaktadir.
Ciinkii depresyon patogenezinin bir dizi genetik bozukluk, norotransmiter bozuklugu,
hormon diizensizligi ve ¢esitli psikososyal faktorlerle iliskili oldugunu gosteren kanitlar
mevcuttur.”

Depresyonla ilgili bir baska hipotez ise hipotalamik-hipofiz-adrenal (HHA)
eksenle iligkilidir. Bu ekseni asir1 aktiflestiren, kortizol seviyesinin yiikselmesine, savas
veya kac tepkisinin indiiklenmesine ve otonom sinir sisteminin somatik semptomlarla
asir1 aktivasyonuna (tasikardi, g¢arpinti, nefes darligi ve sempatik sinir sisteminin agiri
aktivasyonu ve parasempatik sinir sisteminin asir1 aktivasyonu ile gastrointestinal
semptomlar ile diyaforez) neden olan kronik stres ile baglantilidir. Kronik stres ayrica
bagisiklik yanitini degistirir ve noroplastisitenin azalmasina neden olmaktadir. Erken
kayiplar ve travma deneyimleri gibi kronik stres faktorleri, limbik sistem iizerindeki
etkileri sayesinde yasamin ilerleyen donemlerinde depresyon riskini dnemli Olciide
arttirmaktadir.> ®

Beyindeki yiiksek kortizol diizeylerinin norobiyolojik etkileri iizerine yapilan
calismalar ii¢ beyin bolgesini (medial prefrontal korteks (mPFK)), HK ve amigdala)
degistirdigi gosterilmistir. MPFK yiiriitiicii islevsellik ve duygularin islenmesinde, HK
hafiza ve 6grenmede, amigdala ise duygu islemede gorev alir. Kronik stresin piramidal
noronlarin dendritik karmasikhigini azalttigt ve bu bolgedeki aktiviteyi azaltarak
mPFK'teki gamma-aminobiitirik asit (GABA) ara noronlarmin transkripsiyonel

aktivitesini arttirdign gosterilmistir.?! mPFK, amigdala gibi subkortikal bolgeler



tarafindan tiretilen duygularin biligsel islenmesinde rol oynadigindan, bu alandaki azalmis
aktivite, olumsuz etkinin yetersiz islenmesine yol acar. Ayrica, artan kortizol seviyeleri
HK’nin degisen bir ortama uyum saglama yetenegini bozar. Kronik olarak stres altindaki
hayvanlar, glukokortikoid reseptoriiniin (GR) aracilik ettigi cornu ammonis 1 (CAl)
hipokampal noronlarinda azaltilmis plastisite ve uzun siireli giiclenme sergiler, bu da
adaptasyon ve dgrenmenin bozulmasina yol agmustir.*?

HK, depresyon arastirmalarinda en ¢ok c¢alisilan beyin bolgesi olup limbik
sistemin bir pargasidir ve duygu ile iligkili beyin bolgeleri (PFK ve amigdala) ile sinirsel
baglantilar gelistirir. HK ’nin ndronal ag diizeyi {i¢ ana alandan olusur: dentat girus (DG),
cornu ammonis (CA) ve subikulum. Ayrica, HK yiiksek seviyelerde GR’leri ve glutamat
(Glut) igerir ve HHA eksenini diizenler, bu da stresi ve depresyonu daha duyarli hale
getirmektedir. Kronik ve siddetli stresin hayvan depresyon modellerinde HK’ya bagimli
acik bellegi bozdugu gosterilmistir.*® * Bu etkiyi, uzun siireli giiglendirme (USG) ve
uzun sireli depresyon (USD) ile modellenen hipokampal sinaptik plastisitedeki
degisikliklerin olusturabilecegi diisiiniilmektedir.’® Stres cornu ammonis 3 (CA3)’teki
uzun siireli giiclendirmeyi bozarken CAl'deki uzun siireli depresyon ve ani zamanlamaya
bagli uzun siireli depresyonu kolaylastirmaktadir.’® Ek olarak, stres HHA ekseninin
aktivasyonunu tetikleyebilir, kortikosteroid seviyesini artirabilir ve HK’da ndronal
dendrit dallanmasin, plastisiteyi ve sinaptik protein bilyiime faktorlerini azaltabilir.’ 18
Bilissel bozuklugun CA1 bolgesinde USG’yi artirabilicegi ve a-amino-3-hidroksi-5
metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA) reseptorii alt birimi GluAl'in fare HK’da
protein seviyelerini yiikseltebilecegini ve daha sonra fare modellerinde depresyona neden
olabilecegi one siiriilmektedir.’® Ek olarak, CAl bolgesindeki n-metil-d-aspartat
(NMDA) bagimhi USG ve USD formlarinin yanit sira CAl ve DG bolgelerinde

metabotropik glutamat (mGlu) reseptdriine bagimli formlar da bildirilmistir.?’ Bu iki



alandaki diger USD formlar: endokannabinoid sistemi 2 22 veya postsinaptik voltaja bagl
kalsiyum kanallarmi da igermektedir.?®

Depresyonun altinda yatan mekanizmalar1 agiklamak i¢in monoamin hipotezi ve
HHA eksen mekanizmasindan baska giiniimiizde degismis glutamaterjik sistemler,
vaskiiler degisiklikler, artmis inflamasyon, oksidatif stres, azalmis noroplastisite ve
norogenez ile iligkili olduguna dair bir¢ok tutarli nérobiyolojik c¢alismalar mevcuttur.
Bununla birlikte, bu bulgular her hastada mevcut degildir ve bu mekanizmalar1 dogrudan
hedefleyen tedaviler sadece kismen arastilmistir.?#?’ Son zamanlarda yapilan
caligmalar, inflamasyon ve norogenez ile iliskili hipotezler daha fazla kabul
gormektedir.?® 29

Depresyon hastalarinda inflamasyonun bir roliiniin olup olmadigina arastirmak
icin yapilan ¢alismalarda interlokin 1beta (IL-1p), interlokin 2 (IL-2), interlokin 6 (IL-6),
timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), c-reaktif protein (CRP) ve prostaglandin E2 (PGE2)
gibi inflamatuar belirteglerin diizeylerinde artis oldugu gdsterilmistir. ** Ayrica obezite,
diyabet, hipertansiyon ve dislipidemi gibi metabolik sendrom bilesenlerinin hepsi
ateroskleroza yol agabileceginden, bu kosullarin vaskiiler beyaz cevher hastaligi yoluyla
depresyona neden olabilecegi veya depresyonu siddetlendirebilecegine dair calismalar
mevcuttur. Benzer sekilde hipoalbiiminemi, sistemik lupus eritamatozus, koroner arter
hastalig1, kronik obstriiktif akciger hastalig1 ve romatolojik bozukluklar dahil olmak tizere
diger kronik inflamatuar durumlar da depresyona yatkilig1 arttirirlar.31-33

2.1.2. Biyojenik Aminler

Hastaliklarin teshisinde, fizyopatolojisinin anlasilmasinda ve tedavisi agisindan
biyobelirtegler birgok potansiyel fayda saglamaktadirlar.®* Biyolojik amin hipotezi

duygulanim bozukluklarinin beyindeki tek bir ndromediyatoriin bozulmasindan ziyade,

iligkili oldugu tiim sistemler arasindaki dengenin bozulmasina bagli oldugunu ileri



stirmektedir. Depresif hastalikta noradrenerjik ve serotonerjik sistemde duragan bir
etkinlik artmasindan veya azalmasindan ziyade bir diizenleme bozuklugu veya
diizensizlik mevcuttur.3°¢81-8%) By paglamda depresyonun olusumunda sadece
noradrenalin ve serotoninin degil diger noéromediyatorlerin de etkili  oldugu
diistiniilmektedir.*

Noradrenalin ruh hali, motivasyon, duygu ve biligsel islevlerde rol alan
katekolaminerjik bir norotransmitterdir.®” Reseptorleri alfa ve beta olarak ayrilirlar.
Ozellikle lokus seruleus'da iiretilen ve PFK, HK veya hipotalamus gibi belirli beyin
bolgelerini  etkileyen noradrenalin  eksikligi depresyonla iliskilendirilmistir.%®
% Calismalar, kronik strese maruz kalmanm beyindeki noradrenalin diizeylerini
diisiirdiigiinii ve depresyona yol agtigmi gostermistir.*® ** Bu durum, beyindeki
norepinefrin diizeylerini artirarak c¢alisan yeni bir antidepresan sinifi olan secici
noradrenalin geri alim inhibitorlerinin depresyon tedavisinde neden kullanildigini da
aciklamaktadir.®®

Serotonin (5-HT) esas olarak dorsal raphe ¢ekirdeginde iiretilir.*? 5-HT, kararl1 bir
ruh halinin korunmasi igin gerekli olan bir monoamin nérotransmitteridir. Striatum,
amigdala ve PFK beynin serotonerjik ndronlart tarafindan innerve edilen
bolgeleridir.®® Beynin serotonerjik sisteminin bir pargasi olan dorsal raphe gekirdegi dahil
olmak iizere bu beyin bolgeleri erken maternal stresi sirasinda aktive olur.®® Bu beyin
bolgelerindeki anormal 5-HT seviyeleri depresyon ile iliskilendirilmistir.3® 43 4 Klinik
oncesi ve klinik c¢alismalar baglica yasam stresinin beyindeki 5-HT diizeylerini
etkiledigini ve bunun depresyona yol agabilecegini gostermistir.3® 41 43 4547 SSGJ’ler,
depresyon tedavisinde yaygin olarak kullamlan bir antidepresan ilag smifidir.*®

48 SSGi'ler 5-HT yeniden alimmi bloke ederek ¢alisir ve bdylece sinaptik yarikta 5-



HT'nin kullanilabilirligini ve sinaptik sonrasi zardaki reseptdrlere baglanma sansini
artirir.*°

Dopamin (DA) orta beyin i¢indeki substantia nigra pars compacta'da tiretilir. Hem
mezokortikal hem de mezolimbik sistemlerde dopaminerjik noronlarin stresten
etkilendigi bilinmektedir.®® %° Dopaminerjik yollar &diil sisteminin bir parcasidir ve
kronik stresin depresyona yol agan 6diil algis1 tizerindeki etkileri dopaminerjik sistemi ile
HHA ekseni arasindaki ve dopaminerjik ile serotonerjik sistem arasindaki etkilesim
nedeniyle ortaya ¢ikabilmektedir.?" 2 Calismalar, HPA eksenini aktive eden baslica
psikolojik stresin DA tiikenmesini siddetlendirdigini ve DA sentezinde bir azalma ile
iliskili oldugunu gostermistir.>® >4 D A'nin tiikenmesi depresyona eslik edebileceginden,
DA reseptorlerine yakin olma olasiligin1 vurgulayan DA agonistlerinin uygulanmasiyla
depresyon semptomlarini iyilestirilebilecegini gdstermistir.%% %

GABA, santral sinir sistemindeki (SSS) ana inhibitér norotransmitterdir ve
inhibitér siireglerde baskin bir rol oynar.® GABA-erjik iletim noradrenerjik,
dopaminerjik ve serotonerjik ndronlar dahil olmak iizere lokal ndrotransmisyonu modiile
eden interneronlarda meydana gelmektedir.®® GABA'nin depresyonla iliskisine dair ilk
caligmalardan biri hastalarda saglikli kontrollere kiyasla beyin omurilik sivisindaki diigiik
GABA seviyesi olmustur. Daha sonraki aragtirmalar, depresyon hastalarinda beynin
belirli bolgelerinin GABA-erjik noronlarmin yani sira HK ve PFK’da GABAA
reseptorlerinin azaldigimi gostermistir.>’ Bazi ¢alismalar ayrica depresyon olusumunun
glutamat dekarboksilaz 1 (GAD1) gen mutasyonlarinin bir sonucu olarak GABA-erjik
iletim bozukluklar ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.”® Postmortem beyin
calismalarda, ilagsiz bir grupta frontal kortekste GAD67 ekspresyonunda saglikli kontrol

deneklerine kiyasla anlamli1 bir azalma oldugu gosterilmistir.>® Son arastirmalar, diisiik

GABA konsantrasyonlu depresyon hastalarinin belirli beyin bolgelerinde somatostatin



ekspresyonunun (amigdala ve subgenual singulatta) ve kalsiyum baglayici protein
interneuronlarmin (dorsolateral prefrontal ve oksipital korteks) yogunlugunda bir
azalmanin da oldugunu gostemistir.>®®* Ancak bu bilgiler dogrultusunda GABA-erjik
aktivitenin azalmasinin depresyona bagli olabilece8i hipotezi tedavide kullanilan
antidepresan ilaglarin bu aktivite lizerine etkileri yoktur veya kisitlidir.

Glutamaterjik sistem beyindeki baslica uyarici ndérotransmitter sistemidir ve
bilissel isleme igin gereklidir. Depresif hastalarin nérokimyasal degerlendirmelerinde,
serebrospinal sivi ve beyin dokusundaki Glut seviyelerinde degisiklikler biraz tutarsiz
olsa da, serum veya plazmada bazal Glut seviyelerinde artis gézlemlenmistir.254
Bununla birlikte depresyonlu veya intihara egilimli hastalarda NMDA ve AMPA
reseptorlerinin degismis ekspresyonu i¢in postmortem beyin dokusu ¢alismalarindan da
kanitlar meveuttur.8-% NMDA reseptor antagonistlerinin hizl1 ve nispeten uzun siireli bir
antidepresan etki olusturmalarindan dolayr Glut’'un depresyondaki roliine ilgi
artmaktadir. Bu da glutamaterjik fonksiyonun entegrasyonuna yonelik antidepresan
gelisimine yeni bir odaklanma getirerek, depresyon tedavisi igin ¢ok g¢esitli Glut
hedeflerinin 6nerilmesine yol agmaktadir.

2.1.3. Depresyonla liskili Beyin Bolgeleri

Motivasyon, uyku, istah, enerji seviyesi, sirkadiyen ritimler ve ¢ogu depresif
hastada belirgin sekilde etkilenen zevkli ve Onleyici uyaranlara verilen tepkilerin
diizenlenmesinde, belirli subkortikal yapilarin (pineal bez, HK, talamus, niikleus
akumbens, hipotalamus, ventral tegmental alan ve amigdala) olusumundan sorumlu
limbik sistemin rol oynadig1 bilinmektedir.? Bu yapilar i¢inde amigdala, ddiillendirici
uyaranlara karst kosullandirilmis yanitlar veren en 6nemli ndroanatomik yapidir.®®
Amigdalanin HK’nin basina yakinligi, bu yapinin anatomik olarak tanimlanmasini

zorlastirmaktadir. Bu yap1 PFK, singulat gyrus ve hipotalamusa fonksiyonel olarak



baglidir. Etkili modiilasyon (olumsuz duygular ve korku gibi), bellek kodlamasi ve sosyal
davranis i¢in anahtar bir bilesendir.’%"? Hafif stres limbik sistemin duyarlilasmasina yol
acarak depresyonun gelisme veya sirdirilme duyarliigmi artirdigina  dair
varsayllmaktadir.”® " Depresif hastalar amigdala-hipokampus kompleksini dikkate alan
cesitli manyetik rezonans goriintiileme calismalar1 bu kompleks boyutunun azaldigina
dair kanitlar olmasina ragmen, korunmus ve artmis hacimler de ortaya koymustur.”>®
Depresif hastalarin  nérogoriintiilleme  ¢alismalarinda, prefrontal  kortikal
bolgelerde duygulanim regiilasyonunda yer alan ndral devrelerde fonksiyonel ve yapisal
degisikliklere isaret eden norobiyolojik belirtecler hakkinda bilgi elde edilmistir.”’
Amigdala, HK, bazal gangliyonlar ve g¢ekirdek akiimiilatlar1 gibi limbik alanlar
islenmemis duyguya aracilik ederken, PFK alanlar1 (subgenual, medial ve dorsolateral)
duygularin islenmesi, limbik sistemin up-down inhibisyonu ve kognitif arabuluculuk
gorevini iistlenir. Limbik sistemde giiclii bir duygu olustugunda, korteks limbik aktiviteyi
inhibe eder ve duyguyu tolere edilebilir bir sekilde isler. Depresyon, beyin sap1 ve limbik
merkezlerin kronik hiperaktivitesinin korteksin kapasitesini ya da korteksteki
hipoaktivite veya hipo-baglanabilirligin normal limbik aktivitenin gerekli sekilde
inhibisyonunu engelledigi up-down bir mekanizmayr astigt asagidan yukari
fenomenlerden kaynaklanabilir.”® Up-down dogru bir depresyon mekanizmasi teorisine
uygun olarak, noérogoriintiileme calismalar1 6zellikle subgenual PFK’da, ayrica amigdala,
bazal gangliyonda ve HK’da azalmis hacim bulmustur.”® Hacim azalmasma ek olarak,
depresyon hastalar1 iizerinde yapilan calismalar, bazal gangliyonlar, amigdala, lateral
hipotalamus ve beyin sap1 serotonerjik, noradrenerjik ve dopaminerjik ¢ekirdeklerle
birbirine bagli olan subgenual PFK’da fonksiyonel hipoaktivite oldugunu gostermistir.
Diger calismalar, baz1 depresif hastalarda PFK’da hiperaktivite bulmustur. Bu ¢eliskili

bulgular, up-down engelleme teorisine uygun olarak kavramsallastirilmistir; buradaki
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PFK'daki hipoaktivite apati, psikomotor gerilik ve azalan yiiriitiicii islevin eslik ettigi
depresif etkiye neden olurken, bu bolgelerdeki hiperaktivite psikomotor ajitasyon ve
ruminasyona yol agar.’®

HK’da ve PFK’da hacim ve hiicre degisiklikleri, tekrarlayan depresyonun
norodejeneratif bir hastalik oldugunu diisiindiirmektedir.8" Depresyonda, PFK'nin sol
tarafi olumlu duygularin olusturulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in ¢ok Onemlidir, sag ise
olumsuz olanlarla iliskilidir.#? Bu nedenle, sol yarikiirenin hipoaktivitesi, olumlu
duygulari isleyememe veya olumlu uyaranlara cevap vermeme ile sonuclanir.®® Bu tiir
inhibisyonun basarisiz olmasina neden olan kortikal hipoaktivite, amigdala ve pallidum
ve talamus dahil olmak {izere diger rdleleri ve sonug olarak depresyonla iligkili olumsuz
duygular1 aciklamaktadir.®* Siddetli depresyon vakalarinda, prefrontal kortikal
hipoaktivite gercek doku kaybina yansir.8! Ayrica ailesel depresyonu olan hastalarda, bu
doku kaybinin en azindan bir kismi1 néronlardan ziyade glia sayisindaki azalmadan
kaynaklanir ve boylece asir1 Glut nedeniyle doku kaybr meydana gelmektedir. Cevresel
veya sosyal stresin HK’daki noronlarin seklini, biiyiikliigiinii ve sayisim degistirdigini 8-
8 ve stresin beyin kaynakli nérotrofik faktér (BKNF) seviyelerini azalttig1 bilinmektedir.
Stres, ndronal atrofiye ve hatta HK’da hiicrelerin 6liimiine yol acabilir.®® Azaltilns
plastisite bu hastalik modeli i¢in daha iyi bir alternatif ise, antidepresan ilaglarin sinaptik
baglantilar1 destekleyen ve noronlarin biiylimesini artiran ve énemli beyin bolgelerine
normal plastisiteyi geri getirebilecek BKNF seviyelerini arttirmasi1 énem kazanir.8

HK, medial temporal lobda yer alan ve hafiza konsolidasyonu, 6grenme siireci ve
ruh halinde énemli bir rol oynayan yapidir.%® 8" Anatomik olarak, entorhinal kortekse
bitisiktir ve singulat girus, parahipokampal girus, amigdala, septal alan ve hipotalamus
ile birlikte duygu, davranis ve hafizayr kontrol etmekten sorumlu olan limbik sistemi

olusturur.®3 8° HK  daha biiyiik bir yapinin, temel olarak dért bolgeden olusan hipokampal
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olusumun bir pargasidir; (i) DG; (ii) CA alt alanlar1 (CA4, CA3, CA2 ve CAL); (iii)
subikiiler kompleks (subikulum, preubikulum ve parasubikulum); (iv) ve entorhinal
korteks. ®© Genel olarak HK, hiicre yapisindaki tipleri ile farklilasan bazi katmanlara
boliinebilir: alveus, stratum oriens, stratum pyramidale, stratum radiatum, stratum
lacunosum ve stratum molekiilij.%% 9

DG'nin (molekiiler, graniil hiicre ve hilus veya polimorfik tabaka) ii¢ katmandan
olusur. Hiicre govdeleri dentat graniiler hiicre tabakasini olustururken, genis dendritik
uzantilar1 daha dis molekiiler tabakay: olusturur.’® ® DG alaninda iki temel uyaric
glutamaterjik hiicre tipi vardir: graniiler hiicrelerin uyarici regiilasyonunda énemli bir rol
oynayan bol graniiler hiicreler ve hilar yosunlu hiicreler * * DG'nin kiigiik graniil
hiicrelerinden farkli olarak, CA3, CA2 ve CAl'in piramidal ndronlar1 biiyiiktiir ve bu
bolgenin ana hiicrelerini temsil eder ve stratum piramidalini olusturur.®% %" CA alt alanlar,
hilusta baglayan ve daha sonra DG'den yukar1 dogru kivrilan ve subikulumda distal olarak
sona eren bir piramidal hiicre tabakasi ile karakterizedir. CA1 alan1 DG'den daha uzaktir
ve daha yogun bir sekilde paketlenmis kiiclik piramidal hiicre tabakasina sahip olarak
diger iki bolgeden kolayca ayirt edilebilen subikuluma uzanir.®® Buna karsilik, CA2 ve
CA3 alanlar1 daha biiyiikk soma ve daha az yogun paketlenmis piramidal hiicrelerden
olusur.t % Entorhinal korteks (EK) ise, DG'a ve trisinaptik yol olan HK’a giiclii bir
projeksiyonun yapildigi yerdir. Bu yol, apikal dendritlerin DG molekiiler tabakasina
projeksiyon yapan entorhinal korteks noronlari ile baslar.®* Graniil hiicreleri daha sonra
aksonlari, yosunlu lifleri, aksonlart CA1 piramidal noronlarin apikal dendritleri tizerinde
sinaps olan Schaffer kollateral liflerini olusturan CA3 piramidal néronlarin apikal
dendritleri {izerinde sinaps gonderir.%® %

HK’nin alt alanlarindan CA1 subiculum’a, CA3 ise DG’a en yakin olan alandir.

DG, CA1 ve CA3 bolgeleri depresyonun yaygin olarak c¢alisildigi ana hipokampal alt
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bolgeleridir. CA2 bolgesi sinaptik aktiviteye bagli degisiklikler sergilemeye daha az
duyarlidir.%

HK tiim duyusal uyarilar1 i¢eren afferent girdilere sahiptir ve bu afferent girdiler
dort yolla HK’ya iletilir. Bunlardan ilki; perforant yollar olarak adlandirilip, EK’ten gelen
aksonlar1 subiculum boyunca DG’ye ilerler ve CA4 alani disinda tiim HK’ya dagilir.
Ikinci yol, DG’den CA3 alanina ulasan yosunsu (mosyy) lifleri olusturdugu alvear yoldur.
Schaffer kollateralleri denilen iigiincii yol, CA3 ve CA2’den CAl alanma uzanan
piramidal hiicre uzantilaridan olusmaktadir. Bu baglantilarin sonuncusu, subkortikal
alanlarindan ¢ikip alveus’tan gecerek HK’nin CAL ile subiculumun i¢ katmanina dagilan
yoldur.199-192 Ayrica dort ana afferent kaynak disinda HK’nin, forniks araciligi ile nuklei
anteriores talami, area hipotalamika posterior, corpus mamilare, area septalis, substantia
innominata, ventral tegmental area, nuclei raphe ve niikleus parabrakialis’ten lifler alir.*%®

Forniks HK’nin en biiyiik efferent yoludur. Burada miyelinli lifler, HK ve
subiculumdan baglayarak alveus’tan fimbria hipokampi’ye geger. Bu lifler sirus forniks,
corpus forniks ve columna forniks olarak devam eder. Columna forniks’ten uzanan
aksonlar, foramen interventrikiiler oniinde kavis yaparak nuklei anterior talami ve
niikleus dorsalis lateralis talami’ye lifler verir. Buradan hipotalamusa uzanan liflerin ¢ogu
corpus mamillar’de ve hipotalamusun ventromedial niikleusunda sonlanir. Columna
forniks’ten commissura anterior’a ayrilan az sayidaki forniks lifleri ise area septalis,
substantia innominata ve area hipotalamika rostralis’e gegerler.'®

2.1.4. Antidepresanlarin Kullanim

Depresyon tedavisinde, monoamin ndrotransmitterlerinin (5-HT, norepinefrin ve
DA) eksikligine dayanarak kullanilan ilk antidepresan ilaglar monoaminerjik ajanlardir.
Ozellikle klinik depresyonu tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglar, beyinde 5-HT ve

norepinefrin diizeylerini artirirlar. Bu ilaglar etki mekanizmalarina gére monoamin
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oksidaz inhibitdrleri (MAOI), trisiklik antidepresanlar (TSA), SSGi’ler, SNGi’ler ve
atipik antidepresanlar olarak gruplara ayrilir.

MAOI: Ilk gelistirilen antidepresan olup, geri doniissiiz olarak MAO A ve B
enzimlerini inaktive ederler. Ne yazik ki, MAOI'ler etkili olmasina ragmen, MAOI'lerin
tiramin bakimindan yliksek gidalarla (fermente gidalar) potansiyel olarak Oliimciil
reaksiyonlar1 nedeniyle yiiksek tansiyon, kalp krizi ve inme ile sonuglanan kullanimi
sinirli olmustur. Bu tehlikeli yan etkileri énlemek igin geri doniisiimli MAOI’leri
(fenelzin, tranilsipromin, maklobemid) gelistirilmistir. %%

TSA: Bu gruptaki ilaglar (amoksapin, doksepin, trimipramin, desipramin,
opipramol, klomipramin, imipramin, nortriptilin, protriptilin, amitriptilin, maprotilin,)
norana noradrenalin ve 5-HT, ¢ok az olarak da DA gerialimini inhibe ederler. Yiiksek
dozlarda kullanilmasi giivenli degildir. Antihistaminik, antikolinerjik ve al blokajinin
ciddi yan etki profiline sahip olmasi ve intihar egilimlerinde kullaniminda 6liim riskini
arttirmasi sebebiyle kullanimini 6nemli dl¢iide sinirlandirir.

SSGI: Sertralin, essitalopram, paroksetin, fluoksetin, sitalopram ve fluvoksamin
bu grubun en onemli ajanlaridir. Bu ajanlarin ortak noktasi 5-HT tastyicisini inhibe
ederek 5-HT saliverilmesini artirirlar. Impotans, huzursuzluk, uyku bozukluklari, motor
hareketlerde degisim, diyare ve ilag etkilesimleri gibi yan etkileri goriilebilir.

SNGI: Hem serotonerjik hem de noradrenerjik geri alim inhibitorleri olarak
tanmimlanilan bu grup, klinik etkisi benzer olan TSA'lardan farkli olarak adrenerjik,
muskarinik veya histaminerjik reseptor sistemlerini etkilememektedirler. Bundan dolay1
istenmeyen etkileri TSA’lara kiyasla daha azdir. Bu grupta duloksetin, venlafaksin

ajanlar1 yer almaktadir. SSGI’larin yetersiz kaldig1 durumlarda TSA’lar kullanilir.
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Atipik antidepresanlar: Farkli bolgelerde (5-HT, DA, noradrenalin) etkili
karmasik bir ila¢ grubudur. Mirtazapin, trazodon, bupropion, nefazodon vs,35(:804-816),
105(5.139-147)

2.2. Glutamat

Glut polipeptit biyosentezi, azot dongiisii, enerji metabolizmasi, amino asit
tasinmasi, antioksidan sentezi ve norotransmisyon i¢in 6nemli olan bir dikarboksilik
amino asittir. Kan beyin bariyerini gegemeyen bu amino asiit memeli sinir sisteminde
kullanilan baslica uyarici norotransmitterdir ve sinapslarda salmir.}%® Boylece hem
postsinaptik uyarilabilirlikte kisa siireli degisiklikler, hemde ikinci haberci sistemlerin
diizenlenmesi ve ¢esitli zara bagl reseptorlerin aktivitesi, niikleer gen ekspresyonu ve
translasyon tizerindeki asagi yonlii etkiler yoluyla sinaptik kuvvet ve noroplastisitede
daha uzun siireli degisiklikler yapar.%’

Sinapslarda bulunan astrositler, Glut gibi amino asitlerin nérotransmisyonunu sik1
bir sekilde kontrol eder. Glutaminin glutaminaz enzimi ile Glut’a dontiserek sinaptik
vezikiillerle birlesmesi, sinaptik yarik igine salinmasi ve glial hiicreler ve noronlar
tarafindan alimas1 gibi farkli diizenlemeler yapmaktadir.®® Glut presinaptik
terminallerden serbest birakildiginda, uyarici sinyale aracilik etmek igin postsinaptik Glut
reseptorlerini aktive eder veya yiiksek afiniteli Na* bagimli Glut tasiyicilart ndronun ve
cevreleyen glia'nin plazma zarinda bulunan eksitatér amino asit tasiyicilart (EAAT'ler)
yoluyla alinr.1%®

Glutaminden sentezlenen Glut etkisini iyonotropik (NMDA, AMPA ve kainat
(KA) reseptorleri) ve mGlu reseptorlere ayrilabilen birkag farkli reseptore baglanarak
gosterir. Hiicre dis1 sivida yliksek konsantrasyonda biriktiginde néronal hiicre 6liimii de

dahil olmak tizere bir¢ok zararli etkilere neden olmaktadir. Klinik Oncesi stres

modellerinde hipokampus ve amigdalada ve depresif hastalarin frontal korteksinde artmis
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Glut seviyeleri bulunmustur.5* 1% Ayrica artan Glut’'un NMDA reseptériiniin NR1 alt
biriminin protein seviyesini azalttig1 gosterilmistir.!**

2.2.1. Glutamat Reseptorleri

Glut etkisini iyonotropik ve mGlu reseptorlere baglanarak gosterir. mGlu
reseptorleri (mGlul-8) daha yavas norotransmisyona aracilik eder ve hiicre i¢i metabolik
stirecleri etkiler. mGlu reseptorlerinin aktivasyonundan sonra, G-proteini aktive edilir,
ardindan ATP'nin adenilil siklaz ile siklik AMP'ye doniistiiriiliir. Bu reseptoriin alt tipleri
farmakolojik 6zellikleri, reseptore baglanmalari, aminoasit dizilisleri ve etkileri dikkate
alinarak ii¢ gruptan olusmaktadir.!*?

Grup I; NMDA reseptoriine mekansal olarak bitisik olan mGlul ve mGlu5'ten
olusur. Fonksiyonel agidan bakildiginda, mGlu5 antagonistleri ayrica NMDA reseptor
fonksiyonunu inhibe eder ve mGluS reseptorleri yeni ilag gelisimi i¢in potansiyel bir
hedeftir, ¢iinkii mGlu5 agonistleri NMDA reseptor fonksiyonunu arttirir.!*® Bu nedenle,
mGIlu5, tedaviye direngli depresyon ile ilgili olarak en ¢ok arastirilan mGlu'lardan
biridir.14

Grup 1l; negatif feedback yoluyla glutamaterjik salinimi dnlemek icin tercihen
presinaptik néronda bulunan mGlu2 ve mGlu3'ten olusur. PFK, talamus ve amigdala
dahil olmak tizere limbik sistemin hemen hemen tiim bdlgelerinde yiiksek seviyelerde
mGlu2 reseptdleri bulunur.!®® mGlu3 reseptorlerinin ekspresyonu, HK dahil olmak iizere
diger limbik bolgelerde de goriilir. mGlu2/3 presinaptik mGlu'nun aktivasyonu
glutamaterjik salimimi azaltarak noroproteksiyona katkida bulunur. Presinaptik Glut
salimimini inhibe eden oldukga segici mGlu2 reseptorler-pozitif allosterik modiilatorler,
klinik ¢alismalarda karisik mGlu2/3 agonistlerinden daha iimit vericidir.®

Grup Il1; tedaviye direngli depresyonun olasi rolleri hakkinda daha fazla arastirma

gerektiren mGlu4, mGlu6, mGlu7 ve mGlu8'den olusur.!?
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fyonotropik reseptorler ise Na*, K*, Ca?* gibi katyonlar i¢in gegirgen olan NMDA,
AMPA ve KA reseptorlerinden olusur. 1 Tyonotropik reseptérlerin alt tipleri, katyonlar
icin diferansiyel gecirgenlige ve yanitlara sahiptir. NMDA reseptorii, Mg?* ile voltaja
bagl olarak bloke edilir.'*® AMPA ve KA reseptorleri Na* kullanarak hizli iletim
gosterirken NMDA, Ca? * akisina bagl olarak nispeten gecikmeli ve uzun siireli uyarim
sergiler.!?” Ekstrasinaptik NMDA reseptor antagonizmasi ve AMPA reseptor giiglenmesi
tedaviye direngli depresyon tedavisinde énemli mekanizmalardir.*® NMDA reseptorii
beynin serebral ve serebellar korteksinde, HK, talamus ve striatum bolgelerinde yogun
bir sekilde bulunur. AMPA reseptoriiniin yogunlugu da NMDA reseptérine benzer fakat
NMDA beyincigin graniiler hiicre tabakasinda yogun iken AMPA molekiiler tabakada
daha yogundur. KA reseptorii ise HK’da, neokorteksin dis ve i¢ katmanlarinda mevcuttur.
Motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu, duysal ileti ve integrasyonun
planlamasinda yer alan NMDA reseptorii en fazla arastirilan ve bilgi sahibi olunan
kompleks bir reseptordiir.t2°

Iyonotropik reseptérler, yani KA reseptorii (GluR5-7, KA-1-2) ve AMPA (GluA1-
4) reseptorii, hizl1 postsinaptik potansiyele aracilik ederek uyarict ndrotransmisyonda
onemli bir rol oynar. NMDA reseptoric GIuN1 (eski adi NR1), GIUN2A-D (eski adi
NR2A-D) ve GIuN3A-B (eski adi NR3A-B) kullanima bagli sinaptik plastisitenin 6nemli
bir bi¢imi olan uzun siireli giiclendirmede birincil rol oynayan iiglincii bir iyonotropik

reseptordiir.t?!
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Metahotrobik Reseptorler iyonotropik Reseptorler

Grup[ éuh

mGlu2

GluN1
mGlul

GlN2A-D

mGlus mGlu3

GluN3A-B

Sekil 2.1. Glut’un baglandig1 reseptorlerin gruplandirilmasi

NMDA reseptoriiniin  her aktivasyonu, piramidal noéronlarin daha kolay
uyarilmasma yol agar. Bu nedenle sinaptik etkinlik kalici olarak artarak USG ile
sonuglanir. USG'de beyinde diirtii i¢in tercihli yollar gelisir. Bu kosullu reaksiyonun ve
dolayistyla 6grenmenin fizyolojik temelidir.}22 HK da, bu néroplastik etkiler, hipokampal
CA3 hiicresine bagli uzamsal bellek fonksiyonlarinda rol oynar.}? NMDA reseptorleri,
agonist Glut’un, ya L-glisin ya da D-serin gibi bir ortak agonist ile birlikte GIuN2 alt
birimine, GluN1 alt birimine baglanmasindan sonra aktive edilir.

NMDA reseptoriiniin  aktivasyonunu saglamak icin birka¢ adim gereklidir.
Dinlenme zarinda potansiyel magnezyum, kalsiyum akisini engelleyerek NMDA kanalini
bloke eder. Kalsiyum ikinci haberci sinapsin hassasiyetinin artmasina neden olarak USG
ile sonuglanir. Kisa bir yiiksek yogunluklu uyarici sinaptik aktivite periyodu, zar
potansiyelinin azalmasina neden olur, bu da NMDA reseptoriinii bloke eden
magnezyumun hareketine yol acar.

NMDA reseptoriiniin aktivasyonunun ikinci bir mekanizmasi, asirt Glut salimi

durumunda ortaya ¢ikan iki baglanma yerinde Glut’un isgali ile ger¢eklesir. Postsinaptik
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membranin yeterli depolarizasyonundan sonra, magnezyum artik kanali bloke etmez ve
kalsiyum akisina neden olur. Bununla birlikte, sinapstaki asirt Glut salinimi NMDA
reseptOrlerinin agir1 uyarilmasina ve kalsiyum akisinin artmasina ve hiicre ici kalsiyum
seviyelerinin yiikselmesine yol acar. Boylece, noronal hiicre dliimiine yol agabilecek
toksik metabolik siirecler tetiklenir.''?

NMDA reseptor antagonistleri HK ve PFK’da GABA néronlarinin aktivasyonunu
azaltirlar, néronal ateslemeyi arttirirlar ve PFK’da hiicre dis1 Glut seviyelerini yiikseltirler
ve kortikal Glut seviyelerini ve aktivasyonunu arttirirlar.!?* Kronik ongériilemeyen hafif
stresin, HK ve frontal kortekste hiicre dis1 Glut diizeylerinde bir artisa neden oldugu ve
niikleer faktorii kappa B (NFkB) sinyal yoluna baglanan NMDA reseptorlerine etki ettigi
gozlemlenmistir.’?® Ayrica paraventrikiiler cekirdekteki kortikotropin salgilayan faktor
noronlar lizerindeki NMDA-GIUNI reseptorlerinin ekspresyonunu arttirdigi ve bu da
HPA ekseninin daha fazla uyariimasma yol actigi bulunmustur.!?® Kronik stresin
dendritik baglanttyr ve HK ve PFK boyutunun azalmasma bagh olarak,'?” NMDA
reseptorlerinin veya Glut salinmasmin inhibisyonu, kronik stresin dendritik atrofi
lizerindeki etkisini bloke ettigi gdsterilmistir.1?8

Cinko ve magnezyum NMDA reseptor kompleksinin giiglii antagonistleridir ve
her ikisinin eksikligi fonksiyonel NMDA reseptor hiperaktivitesine yol acar.
Magnezyum, NMDA reseptorlerinin aktivitesine kapi olur ve magnezyum kisitlamasz,
GluN1 igeren NMDA komplekslerinin amigdala-hipotalamik protein diizeylerinin
azalmastyla iliskili oldugu gosterilmistir.}?® Intihar edenlerde, ¢inko ve magnezyumun
MKDA-801'in NMDA reseptorlerine baglanmasini  Onleme giici azaltilmis ve
dokularinda daha diisik magnezyum konsantrasyonlar1 bulunmustur.!®* Cift kor,
randomize ve plasebo kontrollii bir ¢alismada, ¢inko desteginin ruh hali durumlarini

iyilestirdigi, 6fke problemi ve depresyon-dejeksiyon skorunu azalttig1 gosterilmistir. '
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Klinik oncesi bir ¢alisma, ratlarda kronik hafif stres modelinde magnezyum, PFK’da
depresif semptomlar1 azaltmis ve GluN2-B ve PSD-95 seviyesini arttirmistir.**? Hayvan
modellerinde yiiksek dozlarda magnezyum sinaptik dallanmaya ve sinaptik giiclenmeye
yol agtg1 gozlemlenmistir. Ayrica, ketaminin beyin magnezyum seviyelerini arttirmak
icin hareket ettigi ve ketamin etkisinin magnezyum seviyeleri ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir.**

Norobiyolojik arastirmalar, beyindeki bilissel siirecleri, Glut
norotransmisyonundaki fonksiyonel ve yapisal degisikliklerle agikca iliskilendirmistir.
Cok sayida galisma (6zellikle HK’da), merkezi Glut sinapslarinin sinaptik kuvvetindeki
aktiviteye bagli degisikliklerin 6grenme ve hafiza siirecleriyle iliskili oldugunu ve bu
degisikliklere miidahale etmenin anilarin sabitlenmesini bozdugunu gostermistir.1>*%’
Glut salinimindaki artis, NMDA reseptdriiniin asir1 aktivasyonu ile hiicrede artan Ca?*
girisi ile fosfolipazlarin aktivasyonu, mitokondriyel bozulma, serbest radikallerin
olusmuna ve ndronal &liime neden olmaktadir.*® Bu Glut toksisitesi beyin iskemi sonrast
huntington, parkinson ve alzheimer gibi hastaliklarda goriilen hiicre 6limiinde rol
oynadigi  diigiiniilmektedir. Bu hastaliklarin ~ tedavisinde NMDA  reseptor
antagonistlerinin toksisiteyi 6nledikleri igin klinikte tercih edilmesini agiklar niteliktedir.
139 Mevcut rat alismalari, memantinin davranis (lokomotor aktivite ve zorunlu yiizme)
testlerinde antidepresan gibi etki gosterdigini bulmustur. Calismanin devaminda ise
kombine verilen fluoksetin, imipramin ve venlafaksinin antidepresan etkilerini artirdig:
gosterilmistir. Memantinin baska NMDA reseptor blokerleri ile kiyaslandigi arastirmalar,

lokomotor aktivite testinde degisiklik olusturmadigi ve yiikseltilmis art1 labirent

testininde anksiyete benzeri etki gostermedigini gdstermistir.4
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2.2.2. Glutamat Tasiyicilar

5-HT, noradrenalin ve DA gibi monoaminlerin aksine, Glut’un alim reseptorleri
glia hiicreleri tizerinde bulunur. Bu nedenle Glut, presinaptik néron, postsinaptik ndron
ve glial hiicrelerden olusan tiglii sinapslara sahiptir. Bu “iiclii glutamaterjik sinaps”
Glut’un alinmasi, salinmasi ve inaktivasyonunda islev goriir. Glut, komsu glia hiicreler
(EAATI1 ve EAAT?2) ve néronlar (EAAT3 ve EAAT4) tizerinde bulunan yiiksek afiniteli
EAAT’ler ile hiicre disi alandan temizlenir.®*' Glia hiicrelerde Glut, glutamine
doniistiiriiliir. Glutamin daha sonra glutamaterjik nérona geri taginir ve burada Glut igine
hidrolize edilir. Sinapstaki bozunma enzimlerinin eksikliginin yani sira, EAAT'lerin
alimi, hiicre dist Glut’un etkisinin sona erdirildigi ana mekanizmadir. EAA
norotransmisyonu, lokus coeruleus ve dorsal raphe gibi depresif psikopatolojilerle iligkili
beyin ¢ekirdeklerinde yogun bir sekilde bulunmaktadir.*?

Bes farkli Glut tasiyicist bugiine kadar kemirgenlerde klonlanmistir: GLAST,
GLT-1, EAATI1, EAAT4 ve EAATS. insan homologlari sirastyla EAAT1 (GLAST, Glut
—aspartat tasiyici), EAAT2 (GLT1, Glut tasiyic1), EAAT3 (EAAT1), EAAT4 ve
EAATS'tir. EAAT3 tavsan, EAAT1 ve EAAT2 rat ve EAAT4 ile EAATS ise insandan
izole edilmistir. Bes tasiyic1 da cesitli beyin bolgelerinde farkli sekillerde lokalizedir.
EAAT1 noronda ve EAAT2 ise bes tagyici arasinda en ¢ok yogunlukta olup 6n beyin,
HK, serebral korteks striatumun vb. glia zarinda bulunur. EAAT3, EAAT2 igeren
beyincik ve beyin bélgelerinde yaygin olarak dagilirken, esas olarak postsinaptik
noronlarda, Ozellikle dendrit ve dendritik dallarda mevcuttur. EAATS ¢ogunlukla
retinada ve EAAT4 serebellar purkinje hiicrelerinde lokalizedir.

Insan postmortem calismalari, depresif hastalarin 6n beyinlerinde EAAT1 ve
EAAT2 ekspresyonunda azalma oldugunu 3 ve striatumda EAAT3, EAAT4 mRNA

seviyelerini diisiirdiigiinii ortaya koymustur.!** Depresyon hastalarmin fonksiyonel
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genomik c¢alismasi, EAAT2 ve EAAT3" kodlayan genlerin, SLCA2 ve SLCA3'iin
diizensiz ekspresyonunun psikiyatrik bozukluklarla yakin bir iliski iginde oldugunu
gostermistir.'*® Bununla birlikte 6grenilmis caresizlik paradigmasi sergileyen bir ¢alisma
da HK, striatum ve PFK’da Glut alim seviyelerinin azaldigmi gosterilmistir.24® Tam tersi
HK’da EAAT?2 ekspresyonunun arttigina dair kanitlar da mevcut olup stresin, Glut
tasiyict  ekspresyonu ve Glut alimi arasindaki iliskinin  karmasik  oldugunu
diisiindiirmektedir.}*” EAAT2 down-regulasyonun, ekstraselliiler alandaki Glut miktarini
artirmasiyla eksitotoksisiteye neden olur. Fakat diger yandan EAATZ2’nin artmis
ekspresyonu noroprotektif olabilir. Bununla birlikte, seftriaksonun antidepresan benzeri
bir etkiye sahip olmasindan dolay1, bu etkiyi EAAT2 geninin up regiilasyonu yoluyla
yapt181 ve bdylece sinaptik yariktan Glut alimini arttirdig1 ratlar iizerinde gosterilmistir.!4®

2.2.3. Glutamaterjik Yolaklar

Depresyon noropatolojisinde ve tedavisinde Glut’un rolii olduguna dair
arastirmalar giderek onem kazanmaktadir. Bununla birlikte, karmagsik bir sistem olan
glutamaterjik sistem hakkinda bilgi edinmek i¢in pek ¢ok yeni arasgtirmalar ortaya
cikmistir. Bu aragtirmalar dogrultusunda antidepresan ilaglar monoaminleri dogrudan
arttirmak i¢in degil, sinaptik plastisiteyi arttirmak ve stres ve depresyonun hiicresel
etkilerine kars1 koymak igin tasarlanmaktadir. NMDA reseptoriiniin agik kanal blokerleri
olan ketamin, kesfedilen ilk hizl1 etkili ajan olmus ve o zamandan beri NMDA reseptor
kompleksini hedefleyen birgok ajan ortaya ¢ikmistir. Klinik 6ncesi ¢alismalar ketaminin
etkisini glutamaterjik ve GABAerjik noéronlar itizerindeki NMDA reseptorlerini
antagonize ederek gostermistir. Bu etkinin birincisi kortikal glutamaterjik noronlari
dezenfekte etmesi ve ikincisi ise BKNF gibi hiicre i¢i biiyiime faktorlerinin sentezini
arttirmasidir. Ayrica, KA reseptorii yoluyla ketaminin, rapamisinin memeli hedefin

‘mammalian target of rapamycin’ (MTOR) ve ndroplastisite ve sinaptogenezden sorumlu
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diger molekiillerin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Her iki sinyal yolunu inceleyen bir
calisma, ketaminin nitrik oksit tireterek BKNF'yi arttirdigini ve mTOR sinyalini arttiran
kiiciik bir G-proteini olan nitrerjik Rheb'in stabilizasyonuna yol agtigimi bulmustur,149-1%2

Strese cevap verme tepkilerinde Onemli yeri olan glutamaterjik sistem
norotoksisite olusturmaktadir. Stresin HK’nin CA3 piramidal hiicrelerinde ve PFK’da

glutamaterjik sistemi degistirdigi gozlemlenmistir. Diger taraftan limbik HPA’nin strese

verdigi cevap ile bu sistemin yakindan iliskili oldugunu gostermektedir.>®

Glut
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. L bolgeler
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» SMA /Motor
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Glut/Asp
Glut
o
Striatum Talamus
L GABA
2 GABA
Globus S.nigra
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eksterna kompakta
L GABA
o

Subtalmm
cekirdekler

Glut

Sekil 2.2. Glutamaterjik yolaklar

2.2.4. Glutamatin Depresyon ile liskisi

Beyin noronlarinin ve sinapslarmin biiyiik ¢ogunlugu glutamaterjiktir ve Glut
sinaptik iletimi biiyiik 6l¢iide hem bilise hem de duyguya aracilik etmektedir.®® Glut
iletiminin depresif bireylerin beynindeki bazi limbik/kortikal alanlarda anormal olarak
diizenlendigi bilinmektedir. Ayrica deney stres modellerinden elde edilen verilere gore

farkli ¢evresel stres tiirlerinin Glut salinimini arttirdigini, glia aracili Glut dongiisiinii
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azalttigin1 ve limbik/kortikal alanlarda sinaptik iletimi degistirdigi de gosterilmistir. 15
157 Bu nedenle, monoaminerjik iletimin duygu ve bilisin modiilasyonunda birincil bir role
sahip oldugu iyi bilinmesine ragmen, uyarici iletimin depresyonla iligkili karmasik
duygusal/bilissel degisikliklere aracilik etmede merkezi bir role sahip oldugu ve iyi
bilinmedigi de bir gergektir.'*®

Erken bulgularin NMDA reseptor antagonistlerinin antidepresan benzeri bir etkiye
sahip oldugunu gosterdigi 1990'larmn basina kadar uzanmaktadir.*®® Birkag ¢alisma, farkli
siiflardan kronik olarak uygulanan antidepresanlarin NMDA reseptor fonksiyonunu
modiile ettigini ve NMDA resptoriiniin GIuN1 alt biriminin sinaptik ekspresyonunu
azalttigim gostermistir.’®® 11 Ek olarak, NMDA reseptor antagonistlerinin hayvan
depresyon modellerinde antidepresan aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir.’®! Bu
gerekce dogrultusunda, dissosiyatif bir anestezik olarak kullanilan se¢ici olmayan bir
NMDA resptor antagonisti olan ketamin, subanestetik dozlarda, en az dort kor pilot klinik
calismada en az birkag¢ giin boyunca siirdiiriilen hizli antidepresan etkileri indiikledigi
gosterilmistir.162 13 Preklinik ve klinik ¢alismalarda NMDA'ya duyarli Glut gegisli
kanallarin bir inhibitorii olan ¢inko ile benzer antidepresan benzeri etkiler gostermistir.'64

Ilerleyen calismalarda NMDA reseptor yoluyla Glut nérotransmisyonunun
ndronal sagkalim ve sinaptik plastisite i¢in de onemli oldugunu bildirmistir.*®® Ayrica
hayvan calismalarinda fluoksetin, sitalopram, imipramin ve desipramin gibi klasik
antidepresanlarla yapilan kronik tedavinin HK ve PFK'da azalmis glutamaterjik salinim
ile sonuglandig1 gosterilmistir.'® Artmis ekstrasinaptik NMDA reseptor aracili
glutamaterjik norotransmisyonun zararli etkiler gosterdigini, sinaptik NMDA resptor
aracili glutamaterjik norotransmisyonun ise faydali etkiler yaptig bilunmustur.26’
NMDA reseptorleri DA salgilanmasini da diizenlemektedir. Rat korteksine verilen

NMDA, DA ve 5-HT nin ekstraselliiler diizeylerini azaltmaktadir. 15 giin boyunca kronik
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olarak uygulanan klomipraminin rat korteksinde DA seviyesini arttirdigi yapilan
arastirmalarda ortaya koyulmustur.’®® Duygudurum diizenleyici ilaglardan lityumun
glutamaterjik islevleri zayiflattigi, Glut alimim arttirdigi ve hiicre i¢i sinyal akisini
azalttig da gosterilmistir.'%

Glut metabolizmasinda yer alan NMDA ve diger reseptor degisimlerinin intihara
egilim ve depresyonda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Depresif hastalarin plazma Glut
seviyesi ile depresyonun siddeti arasinda bir iliski bulunmamakla birlikte, inhibitor ve
eksitator aminoasitler arasindaki dengesizlik ortaya koyulmustur.!’

Glutamaterjik sistem ile mikroglia 5-HT metabolizmasinin degisiminin yaninda
oksidatif hasar indikatorler apoptozis faktorler, nitrojen metabolitler ve kemokinler gibi
inflamatuvar mediyatorlerin miktarinin degisimini tetiklemektedir. Piyasada bulunan tiim
antidepresan ajanlarin, mekanizmalarinda monoamin bazli bir mekanizmaya veya en
azindan monoamin bazli bir bilesene sahip olmasina ragmen, dogrudan glutamaterjik
sistemi hedefleyen onaylanmis antidepresan ajanlarin bulunmamas: da dikkat
cekicidir.!"?

2.3. Depresyonda JWA Geni

ARLGIp5 (ADP-ribosilasyon benzeri faktor 6 ile etkilesen protein 5) olarak da
bilinen JWA geni, baslangigta insan trakeobronsiyal epitel hiicrelerinden bir trans-

172 Tlerleyen calismalarda bu geninin, yetiskin

retinoik aside duyarl faktor olarak bulunur.
fare beyninde yiiksek oranda eksprese edilen glutamat-tasiyici-iliskili protein 3-18
(GTRAP3-18) ve addicsinin homolog geni oldugu belirlenmistir.t”® "4 Addicsin,
GTRAP3-18 veya JWA olarak bilinen protein yakin zamanda Arl6ipS olarak
degistirildi.?™® 1™ Mitojenle Aktiflestirilen Protein Kinaz (MAPK) kaskadlar1 yoluyla

kanser hiicresi goclinii diizenleyen ve 16semik hiicrelerin farklilagsmasina aracilik eden

yeni bir mikrotiibiil baglayic1 protein kodlamaktadir.!”> 1'® Ayrica, XRCC1 stabilite
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diizenlemesi ile oksidatif stres kaynakli DNA hasarinin temel eksizyon onariminda
onemli bir diizenleyicidir.}”” Bu bulgular, JWA'nin redoks homeostazini korumak igin
gerekli oldugunu ve ayrica enflamatuar yanitlari diizenleyebilecegini géstermektedir.

Addicsin/ GTRAP3-18 beyin de dahil olmak {izere ¢esitli dokularda yaygin olarak
bulunmaktadir.t™ 1> Merkezi sinir sisteminde addicsin agirlikli olarak hipokampal
formasyona dagilmis piramidal hiicreler ve y-aminobutirik asit-ergik interneronlar gibi
olgun beynin temel néronlarinda eksprese edilir.*’* insan addicsin homologu olan JWA,
hidrojen peroksit gibi ¢evresel oksidatif strese yanit verir ve sizofrenideki talamusta up
regiile edilir.’® JWA geni esas olarak hipokampal CA1-CA3 bolgelerinde ve DG'de
piramidal hiicrelerin ve interneronlarm somasinda dagilim gostermektedir.’”® Kronik
olarak morfin verilen farelerin amigdala ¢ekirdeklerinde yiiksek diizeyde diizenlenmis bir
protein olan addicsin EAAT 1'in varsayilan bir modiilatorii olan GTRAP3-18'in bir murin
homologu ve insan vitamin A'ya yanit veren bir faktdr olan JWA geni oldugu ortaya
koyulmustur.!™® 18 Bagska bir ¢alisma ise GTRAP3-18 eksik olan farelerin yabanil tip
farelere gore daha iyi bir uzaysal 6grenme ve hafiza fonksiyonuna sahip oldugunu
bildirmektedir.*®! JWA/addicsin/lGTRAP3-18 proteininin merkezi sinir sisteminin
gelisiminde rol oynadigina dair bilgiler artmaktadir.

Hipokampal DG'deki norojenez siireci esas olarak kok hiicrelerin mitozu,
progenitor hiicrelerin farklilagsmasi, go¢ ve yeni dogan noronlarin ndrit bilylimesini igerir.
JWA'nin 16semide farklilasma ile iliskili bir gen oldugu bilinmektedir.1’> JWA yapisal
olarak yeni bir mikrotiibiil baglayic1 proteindir ve tiibiilinin polimerizasyonunu tesvik
eder.’¥ JWA'in fokal adezyon kinazinin fosforilasyonunu inhibe ederek ve F-aktin
hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini modiile ederek kanser hiicrelerinin gogiinii ve
istilasin1  baskiladig1  bildirilmistir.}’*8 Fokal adezyon kinazin k&k hiicrelerin

proliferasyonunu ve yeni iiretilen néronlarin basamakli fosfatidilinositol 3-kinaz -Akt-
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mTOR ve Src-ERK 1 /2 sinyal yollariyla hayatta kalmasini etkiledigi iyi bilinmektedir.*8*
Prenillenmis bir Rab alic1 1 alan aile iiyesi 3’iin murin homologu olan JWA, hiicre i¢i
protein kacake¢iligim diizenlemektedir.'®® GTRAP3-18, néral Glut tastyict uyarici amino
asit tastyrcininl endoplazmik retikulumdan golgi aparatma gegisini durdurur.’8® Bu
nedenle, JWA eksikliginin hipokampal DG'deki yetiskin nérojenezini etkileyebilecegini
disiindiirmektedir.

JWA, EAATI aracili Glut geri alimiyla etkilesime giren ve down regiile eden
GTRAP3-18'in insan homologudur.180 GTRAP3-18, in vitro ve in vivo EAAT3 aracili
Glut alimini negatif olarak modiile eder.!”® ¥ Diisiik glutatyon igerigi, Alzheimer ve
Parkinson hastalig1 gibi ndrodejeneratif bozukluklarin ve epilepsinin gelismesine katkida
bulunmaktadir.’8"  Aragtirmalar, JWA’nmin nérodejeneratif bozukluklarin gelisimine
katildigin1 giiclii bir sekilde ileri siirmektedir, ¢iinkii glutatyon sistein ve Glut’tan
sentezlenirken EAATL aracili sistein ve Glut alimin1 negatif olarak modiile eden noral
glutatyon sentezini diizenlemektedir.'®” Epilepside, addicsin yikiminn, rat hipokampal
olusumunda GABA sentezini tesvik ederek ndbet esigini azalttigt ve tutugmayi
hizlandirdigr bulunmustur. Pentilenetetrazol ile indiiklenen tutusmus rat modelinde,
merkezi sinir sisteminde addicsin ekspresyonu baskilandig1 gézlemlenmistir. '8

2.4. Seftriakson

Seftriakson, B-laktam antibiyotikler grubu altinda tigiincii nesil bir sefalosporindir
ve lokal (cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1) yani sira sistemik toplum ve hastane
kaynakli enfeksiyonlar icin en sik kullanilan ilagtir.!®® Klinik 6ncesi calismalar
seftriaksonun cesitli nérolojik bozukluklara, ilag bagimliligina ve yoksunluk sendromuna
kars1 terapotik etkinliginin yani sira ¢esitli norotoksik kimyasallara kars1 noroprotektif

potansiyelini vurgulamaktadir.
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Presinaptik Glut tasiyict EAAT2, kortekste ve HK’da salinan Glut’un fazlasinm
temizler. EAAT2 en yaygin tasiyicilardan biridir ve HK’da eksprese edilen Glut
tastyicilariin yaklasik %80'inden olusur. Bazi Glut reseptorlerinin bloke edildigini
velveya norolojik hastaliklarin ¢esitli deneysel modellerinde nérolojik sonuglar
iyilestirdigi gosterilen EAAT2 ekspresyonunu arttiran ¢alismalar meveuttur.*%0-192 Test
edilen farkli ajanlar arasinda seftriakson, noroprotektif etkilere sahip oldugu
bildirilmistir. Seftriaksonun farkli olas1 mekanizmalar1 arasinda, EAAT2 ekspresyonunun
up regiilasyonu, oksidatif stresin zayiflatilmasi ve néroinflamasyon, ndroprotektif etkileri
icin yaygin olarak dnerilen mekanizmalar arasindadir. Yapilan parkinson ¢alismalarinda,
hafiza agiklarinin iyilesmesini, anormal kontrolsiiz hareketin iyilesmesini, oksidatif
hasarin azalmasin1 ve endojen antioksidan enzimlerin azaltilmis seviyelerini geri
kazandirmaktadir.?®® 1% Hafiza bozukluklarinda ve bilissel islev ve néronal yogunlugun
restorasyonunda iyilesmeler gostermistir.'® Ayrica artan asetilkolinesteraz enzimi ve

oksidatif stres seviyelerini de azaltmistir.'%

Alzheimer c¢alismalarinda verilen
seftriaksonun, EAAT2 ekspresyonunun up regiilasyonu, sinaptik proteinlerin korunmasi
ve tau proteinlerinin down regiilasyonu gibi etklileri gosterilmistir.1%’

Seftriakson, glutamaterjik sistem tizerindeki etkilerine ek olarak dopaminerjik
sistem {izerindeki belirgin etkileri de bulunmaktadir. Kokainin lokomotor ve DA
aktiviteleri lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmistir. Bu etki, bir Glut geri alim blokerine
yanit vermezken, bunun yerine niikleus akkumbensdeki DA iletiminin temel diizenleyici
bilesenlerinden bazilarini etkilemektedir.1%

2.5. Valproik Asit

Noroprotektif ve anti-kanser ajanlarimin gelisimi igin histon deasetilaz inhibitorleri

kullanilarak histon molekiillerinin deasetilasyonunun hedeflenmesi 6nemli bir rol

oynamaktadir. Histon deasetilaz inhibitérleri olarak valproik asit (VPA), migren ve
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sizofreni gibi bazi hastaliklarda da yararli etkiler sunan, yaygin olarak kullanilan bir
antiepilepsi, antikonviilsan ve duygudurum diizenleyici ilactir.*® Diger yandan bipolar
bozuklugu olan hastalarda manik veya depresif niiksleri onler.?®® VPA, epigenetik
mekanizmalar yoluyla molekiiler diizeyde gen ekspresyonunu diizenleyerek hiicre
biiyiimesini, farklilasmasin1 ve apoptozu etkiler.?”X NMDA ile uyarilmis gegici
depolarizasyonlari inhibe ettigi, boylece antikonviilsan etkisinin altinda yatan segici beyin
bolgelerinde GABA devir hizini arttirdigi ve GABAerjik fonksiyonunu giiglendirdigi de
bilinmektedir.?*2

VPA'nin kiiltiirdeki néronlar1 Glut kaynakli eksitotoksisiteden korudugu, anti-
enflamatuar ve antioksidatif dzelliklere sahip oldugu gosterilmistir.?® VPA glikojen
sentaz kinaz-3 a ve B, protein kinaz B, hiicre dis1 sinyal regiilasyonlu kinazlar ve
fosfoinositol yolaklari, trikarboksilik asit dongiisi ve  GABA sistemi gibi ¢oklu
diizenleyici mekanizmalara miidahale etmektedir.?* VPA ayrica rat serebral iskemisi
modelinde kan-beyin bariyeri bozulmasini ve beyin 6demini modiile etmede faydali
etkiler gdstermistir.2%®

VPA aymi zamanda zorlu ylizme testindeki hareketsizlik siiresini azaltma
yetenegini, depresyon modelinde davranigsal umutsuzlugun onemli bir Ol¢iisiini ve
dgrenilmis garesizlik paradigmasindaki strese toleransini artirdigini géstermistir,2%® bu da
VPA'nin sadece antidepresan etkilere degil ayn1 zamanda niiksli 6nleyici etkilere sahip
olabilecegini diistindiirmektedir. Major depresif bozuklugun mTOR bagimli ¢eviri
diizenlemesindeki bozulmanin bir sonucu olabilecegi hipotezini desteklemektedir.?%
Ancak VPA'nin antidepresan mekanizmalari tam olarak anlasilamamaistir.

2.6. H4 Antagonisti/JNJ7777120

JNJ7777120 (1 - [(5-kloro-1H-indol-2-il) karbonil] -4-metil piperazin), ilk giiglii

ve segici bir histamin H4 reseptorii (H4R) antagonistidir. INJ7777120, eozinofil ve mast
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hiicrelerinin kemotaksisi, ayrica alerjik rinit ve alerjik havayolu enflamasyonu dahil
olmak tizere ¢esitli alerjik ve enflamatuar siiregclerde H4R’nin rollerini aydinlatmak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu veriler e¢le alindiginda, JNJ7777120'nin anti-
enflamatuar ozellikleri ile H4R antagonistlerinin yeni bir anti-enflamatuar ilag smnifi
oldugunu gostermektedir.2%® 20°

In vitro ve in vivo ¢alismalarda JNJ7777120'nin uygulanmasi insan, fare ve rat
reseptorleri iizerinde karsilastirilabilir aktivite gostermektedir.??® Alerjik hava yolu
enflamasyonu {izerinde 6nemli anti-inflamatuar etkiler gostermistir. H4R antagonistinin
anti-enflamatuar etkileri, akut cilt iltthabi modelinde dogrulanmistir. Kobaylarda
fonksiyonel, histopatolojik ve alerjik astimin bloke olmasini sagladi ve bu etkilere anahtar
proenflamatuar sitokinlerin asag: regiilasyonu aracilik eder.?! 21! H4 antagonistlerinin,
inflamatuar agriyr ve kimyasal olarak indiiklenen osteoartrit agrisini, cerrahi sonrasi
agriy1 ve noropatik agriy1 degerlendiren bir dizi modelde antinosiseptif aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir.?*2 H4R antagonistlerinin anti-enflamatuar etkilerinin altinda yatan
kesin molekiiler mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte histamin
reseptor alt tiplerinden HIR, H2R ve H3R’nin anksiyete davranisi modiilasyonundaki
rolleri bilinmekte iken, H4R'nin histaminerjik sistem tarafindan kaygi modiilasyonundaki
rolii agiklanamamustir.

2.7. Deney Hayvanlarinda Stres Modelleri

Bircok psikiyatrik bozuklugun ndérobiyolojik siireclerinin ve nodropatolojik
mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in hayvan modelleri kullanilmaktadir. Antidepresan
tedavinin gelisimi i¢in deney hayvanlar1 {izerinde birgok stres yaratici model
gelistirilmektedir. Fakat olusturulan modeller insanda goriilen belirtilerin tamamen

aynisini taklit edemez. Depresyon arastirmalarinda kullanilan deney hayvanlarin da
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modellerin gegerliligini saglayabilmesi i¢in dort kriteri goz onlinde bulundurulmalidir.
Bunlar;

1. Uygulanan model, hastada go6zlemlenen hafiza/libido kaybi, motor
retardasyon, irritabilite ve anoreksi gibi depresif belirtiler denek iizerinde
degerlendirilmelidir.

2. Depresif belirtilerin siddetini antidepresanlarla hafifletilebilmeli veya
tamamen ortadan kaldirilabilmelidir.

3. Depresyonun kontroliinii saglamak i¢in kronik ilag tedavisine cevap
alimmalidir.

4. Uygulanan model bagka arastirmacilarca tekrarlanabilmelidir.?3

2.7.1. Akut Stres

Akut stres modellerinde, ¢ogunlukla kullanilan yiikseltilmis art1 labirent,

kuyruktan asma ve zorunlu yiizme testleridir. Yiikseltilmis art1 labirent testi (agik ve
kapali kol) merak icgiidiisii tizerine kurulan bir yontem olup denegin anksiyetesini
belirlemede kullanilir. Zorunlu yiizme testinde ise denek su dolu bir silindire
yerlestirilerek belli vakit i¢erisinde ne kadar sabit kaldigi ve sabit kaldig siire tespit edilir.
Bu sabit kalma, kagisa yonelik eylemde ¢abanin kaybolmasi "davranigsal umutsuzluk"
olarak tanimlanmaktadir. Aslinda bu durum 6grenilmis caresizlik paradigmasina benzer
bir cevaptir. Kuyruktan asma yontemi de deneklerin kuyruklarini havada asili tutarak
haraketsiz kaldigi siireyi Olcen davranigsal umutsuzluk ilkesine dayanmaktadir. Bu
yontem ratlarda tercih edilmez.?4 215

2.7.2. Kronik Stres

Kronik stresli yagsam olaylar1 birgok psikopatolojinin gelisimi ve siirdiiriilmesinde

onemli bir risk faktoriidiir. Strese maruz kalma siklikla kisinin fizyolojik ve psikolojik

islevini bozar, bu da duygusal, sosyal ve biligsel alanda davranigsal islev bozukluklarina
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yol agar. Kronik ongoriilemeyen stres, 4-8 hafta siireyle deneklerin 6ngdéremedigi
zamanlarda farkli stresére maruz kalmasi olarak tanimlanmaktadir. Bunlar arasinda izole
olarak kafeslere konmasi, kafeslere egim verilmesi, devamli 151k altinda tutulmasi, gece-
gindiiz dongiisiiniin  bozulmasi, Kkafeslerin 1slatilmasi, yemek ve sudan mahrum
birakilmasi gibi islemler uygulanir. Stresorler dogal yollarla uygulandigi i¢in hastaliga
daha yakin bir model oldugu distiniilmektedir. Boylece depresyonun baslica

belirtilerinden biri olan zevk almama (anhedoni) durumu gozlenir.?*6 2%/
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Seftriakson (Unacefin 1g, IV flakon, Yavuz Ilag Ecza Deposu Medikal Uriinler
San. ve Tic. A.S, Istanbul, Tiirkiye), sertralin (Selectra 100 mg, film tablet, Arven Ilag
San ve Tic. A.S, Istanbul, Tiirkiye), VPA ve JNJ7777120 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD), Probes master mix, high pure RNA izolasyon ve transcriptor first strand
cDNA sentez kiti (Roche, Basel, Switzerland), laktat dehidrogenaz ve glutatyon ELISA
kiti (Elabscience, Texas, ABD), Glutamin sentez, WA, EAAT1 ve EAAT2 primer prob
mix Thermo Fisher’dan (Massachusetts, ABD) temin edilmistir.

3.2. Deney Hayvanlari

Calismada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
Deney Hayvani Yetistirme Unitesinde iiretilen Sprague Dawley tiirii 200-250 gram
agirhiginda 72 adet erkek rat kullanilmistir. Ratlar standart laboratuvar kosullarinda sabit
sicakligr 22 + 2 °C’de, nemi % 65 — 70 oraninda ve 12 saatlik gece-giindiiz bir ortamda
tutulmus ve pelet yemle ad libitum olarak beslenilmstir. Standart gece—giindiiz dongiisii
stres gruplarindaki ratlar i¢in, kronik dngoriilemeyen stres modeli uygulamasi esnasinda
deney prosediiriine uygun olarak degistirilmistir. Temas esnasinda ratlar iizerinde
olusacak stresi en aza indirgemek igin davranis testini uygulayacak arastirmacinin el
temasina alistirilmistir. Deneyde kullanilan ratlar arasinda 250-300 gram agirliginda
olanlar in vivo voltametri i¢in secilmstir. Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Deney Hayvani
Etik Kurulundan 13.08.2018 tarih ve 42190979-000-E.1800235611 sayili etik kurul
onay1 alinarak yapilmistir.

3.3. Deney Gruplan

Deney hayvanlar1 kontrol, stres, stres +sertralin (100 mg/kg), stres + seftriakson

(100 mg/kq), stres + seftriakson (200 mg/kg), stres + VPA (100 mg/kg) stres + VPA (200
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mg/kg), stres +JINJ7777120 (20 mg/kg) ve stres + INJ7777120 (40 mg/kg) olmak iizere

randomize olarak 9 gruba ayrilmistir:

1.

Kontrol grubu (n = 8): herhangi bir stresére maruz kalmadan sadece dokunma
stresi uygulanirken diger gruplara stresér uygulanmistir. Tedavi siiresince
steril serum fizyolojik intraperitonel (i.p.) enjeksiyonu yapilmistir. Deney
bitimine kadar diger gruplarla ayn1 ortamda bulundurulmustur.

Stres grubu (n = 8): deney bitimine kadar kronik 6ngoriillemeyen stresorlere
maruz kalmistir. Tedavi siiresince steril serum fizyolojik i.p. injeksiyonu
yapilmistir.

Stres+sertralin grubu (n = 8): deney bitimine kadar kronik 6ngoriilemeyen
stresorlere maruz kalmistir. Stresérlerin uygulanmasinin 4. haftasinda tedavi
olarak giinde bir kez 30 giin boyunca gavaj yoluyla 100 mg/kg sertralin
verilmigtir.?

Stres+seftriakson grubu (100 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik
ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmigtir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 100 mg/kg
seftriakson enjeksiyonu yapilmistir.

Stres+seftriakson grubu (200 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik
ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmistir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 200 mg/kg
seftriakson enjeksiyonu yapilmigtir.1*®®

Stres+VPA grubu (100 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik
ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmistir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 100 mg/kg VPA

enjeksiyonu yapilmistir.
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7. Stres+VPA grubu (200 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik

ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmistir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 200 mg/kg VPA
enjeksiyonu yapilmugtir.2%

8. Stres+JNJ7777120 grubu (20 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik
ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmistir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 20 mg/kg
JNJ7777120 enjeksiyonu yapildi.

9. Stres+JNJ7777120 grubu (40 mg/kg) (n = 8): deney bitimine kadar kronik
ongoriilemeyen stresorlere maruz kalmigtir. Stresorlerin uygulanmasinin 4.
haftasinda tedavi olarak giinde bir kez 30 giin boyunca i.p. 40 mg/kg
INJ7777120 enjeksiyonu yapilmistir.?'?

3.4. Kullanilan Model ve Davrams Testleri

3.4.1. Kronik Ongériilemeyen Stres Modeli

Kronik oOngoriilemeyen stres modeli depresif hastaligin noéropatolojisi  ve

norobiyolojisinin anlagilmasi i¢in tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde dnemli bir role
sahiptir.'® Bu model insanlarda goriilen depresif belirtilere bagl olarak cevresel
faktorleri taklit etmeye yonelik gelistirilmistir.!® Bu ¢alismanizda, stresdrler orta
siddette ve Ongoriilemeyen zamanlarda belirli bir takvime gore 8 hafta siiresince
uygulanmistir. Stresoér uygulamalar: giintin degisik saatlerinde yapilarak ratlar tarafindan
ongoriilme olasiligi en aza indirgenmistir.

1. Ac¢ birakma; ratlarin kafeslerindeki yemler alimarak 24 saat boyunca ag

birakilmstir.
2. Sicak suda yilizdirme (45°C); ratlar havuzlarda 5 dakika siireyle ayri ayri

yiizdiiriilmiis ve sonrasinda kurulanmustir.
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3. Islak talasta bekletme; kafeslerde bulunan talaslar islatilarak ratlarin 24 saat
boyunca kalmasi saglanmis ve sonrasinda Kuru talaslarla degistirilmistir.
4. Kafes sallama; ratlar bulunduklar kafesleri ile birlikte 10 dakika boyunca ileri
geri siiriilerek sarsilmalar1 saglanmustir.
5. Kuyruktan asma; ratlarin kuyruklar zarar gormeyecek sekilde 5 dakika boyunca
asil1 tutulmustur.
6. 45°’lik egim; kafesler 45°’lik ag1yla egimli kalacak sekilde ratlara 24 saat boyunca
uygulanmistir.
7. Soguk suda yiizdirme (4°C); ratlar havuzlarda 5 dakika siireyle ayri ayri
yiizdiiriilmiis ve sonrasinda kurulanmistir.
8. Kisitlama; bireysel kafeslerde ratlarin hareketsiz kalmalarini saglayacak sekilde 4
saat siireyle bekletilmistir.
9. Gece —giindiiz dongii degisimi; dongli 24 saat siireyle bozulacak sekilde
uygulanmustir.
10. Susuz birakma; ratlarin kafeslerindeki su siseleri alinarak 24 saat boyunca susuz
birakilmustir. 1%
3.4.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi
Calismada kapali kollarinin ytiksekligi 30 cm, yerden 50 cm yiikseltilmis karsilikl
iki kolu kapal1 ve iki kolu agik olup kol uzunluklar1 50 cm ve genislikleri ise 14 cm olan
art1 seklinde bir labirent kullanilmistir. Stres olustuktan sonra (4. haftanin sonunda) ve
tedaviden sonra (60. giin) ratlar bu labirentin ortasina teker teker birakilip 5 dakika
boyunca video kayitlari alinmistir. Testin sonuglart agik kollarda durduklari toplam

siireleri agisindan degerlendirilmistir. 2
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Sekil 3.1. Yiikseltilmis art1 labirent test diizenegi

3.4.3. Lokomotor Aktivite Testi

Kenarlari tiizerinde kizil6tesi 1siklart bulunan ve igerisine kare seklinde pleksiglas
bir kafes yerlestirilen bir dortgendir. Bu kafese yerlestirilen rat bir hareket yaptiginda
karsilikli kizil6tesi sensorlerin iletisimi kesilir ve hareketin sekline gore cihaza bagl bir
kaydedici tarafindan kaydedilir. Bu sistem ile ratlarin vertikal (dikilme hareketi),
horizontal (sabit yerde yapitigi hareket) ve ambulatuar (gezinme hareketi) hareketleri
kaydedilir. Stereotipik hareketler ve agresivite ratin yaptigi vertikal ve horizontal
hareketlerden tespit edilir. Bu hareketler ayri olarak degerlendirilebilecegi gibi toplami

da lokomotor aktivite olarak degerlendirlebilir. ¢
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Sekil 3.2. Lokomotor aktivite test diizenegi

3.4.4. Zorunlu Yiizme Testi

Tedavinin sonunda (60. giin), yiiksekligi 25 cm su ile doldurulmus cam
silindirlerde ratlarin kuyruklari havuzun tabanina temas etmeyecek sekilde birer birer
yiizdiiriilmiistiir. 5 dakika boyunca video kayitlar1 alinmistir. Testin sonuglari ratlarin

hareketsiz kaldiklar1 siirenin toplan1 agisindan degerlendirilmistir. 21

Sekil 3.3. Zorunlu yiizme test diizenegi
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3.4.5. Siikroz Tiiketim Testi

Stresér maruziyetinin 15, 30 ve 60. giinlerin sonunda yapilmistir. Ratlarin siikroza
alismasi i¢in oncelikle alistirma prosediirii uygulanmistir. Bu prosediir; 24 saat siireyle
%2’lik siikrozlu su igeren iki sise her bir kafese verilerek uygulanmigtir. Ertesi giin
normal su ve siikrozlu su verilmistir. Bu prosediiriinden sonra ratlar 24 saat siireyle susuz
ve yemsiz birakilmistir. Ardindan deney gruplarinin her bir kafesine 400 ml normal su ve
400 ml %2’lik stikroz ¢ozeltisi igeren siikrozlu su koyulmustur. Siire sonunda tiiketilen
stikrozlu su ve normal su miktarlar1 kaydedilmistir.
(siikrozlu su tiikketimi (ml) / toplam tiiketilen s1vi hacmi (ml) (stikrozlu su + normal su))
x 100 #° bu formiile gére de siikroz tolerens: degerlendirilmistir.

3.5. In Vivo Voltametri

In vivo voltametri deneyi icin A537 seri nolu S2 (rat igin) elektrot secilmistir. Deney
baslamadan 6nce 50 cc’lik behere, 40cc 0.05 M fosfat buffer soliisyonu (PBS) eklenmis ve
bu behere kiigiik manyetik karistirici yerlestirilmistir. Bir giimiis (Ag/AgCl) referans
elektrot ve S2 elektrot beherdeki soliisyonuna daldirilmistir. S2 elektrodun sadece ug
kisminin soliisyonla temas etmesine dikkat edilmistir. Hizl1 Analitikal Sensor Teknoloji
(FAST-16) sistemi araciligiyla SSS’deki Glut’un ve diger néroaktif molekiillerin sinaptik
araliktaki hizli degisimleri es zamanl olarak goriintiilemesi i¢in program baslatilmistir.
Interferent olarak 20 mM askorbik asit 500 pl ilave edilmistir ve sonra 30-60 saniye (sn)
aralikla (bazali olusturana kadar) 20 mM’lik L-glutamatdan 40 pl 3 kere analit olarak
solisyona ilave edilmistir. Askorbik segiciligi belirlerken Glut duyarliligi belirler.
Kalibrasyonun bitiminde program durdurulmus ve data kaydedilmistir. Bu esnada FAST-
16 kayit sistemi, L-glutamatin askorbik aside gore seciciligini, mikroelektrodun

duyarhigini, ¢izgiselligini (R2) ve tespit limitini (TL) otomatikmen hesaplar. L-glutamata
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kars1 olusan cevabin R2 > 0.99 olmasi gerekir. Kullandigimiz mikroelektrotlarda TL 0.2—
1 uM olarak tespit edilmistir.

Cam pipet 1 mm dis ve 0.58 mm i¢ gap, tepesi 12—15 mikromilim ve ucunun ¢ap1
yaklasik 25 mikrometre olacak sekilde hazirlanmistir. Glut’un disaridan verilmesine
aracilik eden cam pipet ucunun elektrota uzakligi yaklasik 50 mikrometre mesafede
olacak sekilde macun ve mumla birlikte kayit bolgelerinin ortasina gelecek sekilde
sabitlenmistir. Cam mikropipetin ilave edilmesi, mikroelektrot performansi bozulmadan
kisa bir zamanda bu islemin yapilmasi gerekmektedir. Once ilag soliisyonu 1 mL'lik
tiiberkiilin ignesine ¢ekilmistir. Sonra 0.22 mikromilimlik steril filtreden gegirilmistir.
Diger ugtan 30 numarali hipodermik igneye aktarilmistir. Igne cam mikropipetin icine
sokulurak hava kabarcigi olusumunun 6niine gegilmistir. Mikroelektrot beyine implante
edilmeden basing injeksiyonu test edilmistir. Soliisyonun geri alinmasi gerekiyorsa 30
numarali igne sokularak madde geri ¢ekilmistir.?%°

Depresyonla iligkili oldugu bilinen beyin bolgelerinden HK’ya girilerek kayit
alinabilecek bolgeler se¢ilmistir. Bu bolgelerden CA3 ve dorsal subiculum (DS) igin rat
beyin atlasindan Bregma, x ve y eksenlerinde O olarak kabul edilip koordinatlar
belirlenmistir. Stereotaksi cihazina (Stoelting Co., IL USA) gore belirlenen korodinatlar
sayesinde kafatasinda agilan delige elektrotla grilerek kayit alinmaya baslanmistir.
Belirlenen bolgelerin koordinatlar asagida verildigi gibidir.

DS (x ekseninde -3.1 / y ekseninde -6 / z ekseninde 3),
CA3 (x ekseninde +3.2 /'y ekseninde -3.6 / z ekseninde 3.5).

Pikosipritzer Il ile iliskili donanimlar kayit cihazina baglanir. Otomatik olarak her
4 kanaldaki bilgileri, zamani1 ve basing enjeksiyonu uygulamalarin1 kaydeder.
Konsantrasyondaki degisiklik, L-glutamat datanin maksimum genisligini verir ve bu uM

olarak kaydedilir. Ardindan sinyalin uyarima neden olan hacmi belirlenir.
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Stereomikroskop araciligiyla enjekte edilen miktar belirlenip seviyesindeki degisim
pipetin i¢ ¢apina gore kalibre edilir (pipetin mm’de sivi hacmi 250 nL’dir). Pipetten
verilen ¢ozelti miktar1 nL olarak kaydedilir ve sonra uM/nL ndronlarin uyarilabilirlik
miktarini verir. Sonug olarak sinyalin bazal seviyeden maksimum seviyeye ulagma siiresi,

yani pik siiresi Tgo olarak tanimlanir.
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Sekil 3.4. VVoltametrik akimlar

3.6. Doku Homojenizasyonu

Tim gruplarda kalpten kanin alinmasindan hemen sonra her bir ratin beyni
cikarildi ve serum fizyolojik ile hizlica yikanmistir. Beyin doku pargaciklarinin yas
agirliklar saptanmus, bistiiri ile daha kiigiik pargalara ayrilip ve homojenizasyon tiipiinde
isgal ettikleri miktarin 5 kat1 0.1 M fosfat tamponu ile yiiksek devirde 10 dakika 4°C de
homojenize edilmistir. Homojenizatlar bekletilmeden 3000 rpm de 15 dakika santrifiije
tabi tutularak, siipernatant kismi ayrildiktan sonra analiz giiniine kadar -80°C de

saklanilmigtir.

41



3.6.1. Gen Ekspresyonu

3.6.1.1. RNA izolasyonu

Beyin doku ornekleri High Pure RNA Izolasyon kiti (Cat. No: 11828665001)
kullanilarak izole edilmistir. Ornekler 200 ul PBS ile siispanse edildikten sonra 400 ul
Lysis/Binding Buffer eklenerek 15 sn vorteks islemi yapilmistir. Bu islemin ardindan 700 ul
ornek alinarak toplama tiipiine aktarilmistir. Tiim 6rnekler oda sicakliginda 8000 g’de 15 sn
santrifij edilmistir. Santrifiijden sonra filtre tlipi toplama tiipiinden ¢ikarilarak baska bir
toplama tiipiine yerlestirilmistir. Her 6rnek igin, 90 ul DNase | Incubation Buffer ve 10 pl
DNase I karisim soliisyonundan ilave edilerek pipetlenmistir. 15 dakika boyunca 15-25 ° C'de
inkiibe edildikten sonra 500 ul Wash Buffer | eklenmis ve 8000 g’de 15 sn santrifiij edilmistir.
Bu noktada filtre tiipii baska bir toplama tiipiine aktarilmistir. Uzerine 500 ul Wash Buffer I
eklenip Wash Buffer I’de yapilan islemlerin aynis1 yapilmigtir. Sonrasinda 200 pl Wash
Buffer Il eklenip 2 dakika siireyle 13000 g’de santrifiij edilmstir. Bu noktada filtre tiipii 1.5
ml’lik mikrosantrifiij tiiptine yerlestirilmistir ve tizerine 50-100 pl Elution Buffer eklenerek
1 dakika siireyle 8000 g’de santrifilij edilmistir. Mikrosantrifiij tiipiinde kalan saf RNA’lar
hemen kullanim i¢in birkag saat buz lizerinde ya da uzun siireli saklama icin -80°C’da
saklanilmigtir. Elde edilen RNA’lar bir NanoDrop 2000c Spektrofotometresi (Thermo
Scientific, Massachusetts, ABD) cihazi ile 1 pL 6rnek kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.6.1.2. cDNA Sentezi

Real Time PCR isleminde gerekli olan cDNA i¢in RNA &rnekleri Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis kiti (Cat. No: 04896866001) kullanilarak belirtilen protokol
cergevesinde gergeklestirilmistir. ¢cDNA sentezinde hazirlanan 13 pl’lik soliisyon
iceriginde; 2 pl RNA, 1 pl Anchored-oligo(dT):s primer ve 10 ul’de RNase igermeyen su
olacak sekilde hazirlandi. Bu soliisyon 2 dakika siireyle 42° C’de tutulmus, ardindan yeniden
buz iizerine alinmistir. Hazirlanan soliisyon igerisine Transkriptor revers transkriptaz

reaksiyon buffer 4 pl, Protector RNase inhibitér 0.5 ul, Deoxynucleotide mix 2 pl,
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Transkriptor revers transkriptaz 0.5 pl alinarak 13 pl’lik karigimla birlikte toplam 20 pl’lik
bir karisim elde edilmistir. Tiipler igerisindeki bu karisim pipetlendikten sonra tiipler Real
Time PCR cihazina yerlestirilmistir. 55° C'de 30 dakika reaksiyon i¢in inkiibe edilmistir. 5
dakika boyunca 85° C'ye kadar isitilarak reaksiyon durdurulmustur ve buz iizerinde
sogutulduktan sonra tiipler 1-2 saat i¢in 4° C'de veya daha uzun siire i¢in -20° C'de

tutulmustur.

3.6.1.3. Real Time PCR
Gergek zamanli PCR, sigan Slcla3 Rn01402419 ml, sican Slcla2
Rn01275814 ml, sigan Arl6ipS Rn01420961 ml, sigan Glul Rn01483107 ml ve sigan
B-aktin Rn00667869_m1li¢in olusturulan primerler kullanilarak gergeklestirildi. cDNA
sentezi ardindan gen ekspresyon analizi i¢in, kullanilacak her bir tiip igerisine, 1 ul Primer
Probe mix, 3 ul cDNA, 3 ul Fast Start Essential DNA Probes Master mix ( Roche) ve
13.25 pl saf su eklenerek son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir. 95° C’de 5 dakika bekletme
islemi ardindan 45 dongiiliik bir siireci kapsayan 95° C’de 10 sn, 60° C’de 30 sn olan
dongiisel stire¢ baslatilmistir. Sonuglar, kontrol hayvanlarindaki seviyelere gore kat farki
olarak ifade edilmistir.
3.6.2. Glutatyon (GSH) Analizi
Beyin dokusu 6rneklerinde glutatyon seviyesi tayini ELISA yontemi ile rat GSH
ELISA Kiti (Cat. No: E-EL-R0026) kullanilarak gergeklestirilmistir. YOntemin
uygulanabilmesi i¢in -80°C de saklanilan supernatant kullanilmigtir. Kit i¢inde bulunan
standart soliisyonlar 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 0 pg/mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Calisma protokolii asagidaki gibidir:
1. a. Standart kuyucuklar: 100 pl standart soliisyonu eklenmistir.
b. Kor kuyucuklar: 100 pl reference standard &sample diluent eklenmistir.
c. Test kuyucuklar: 100 ul 6rnek eklenmistir. Plate koruma membrani

yapistirtldiktan sonra 37°C de 90 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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2. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarilmistir. Sivi bosaltild
kalan sivi da hafif¢e sallanarak bosaltilmistir. 100 pl biotinli detection Ab
solisyonu eklenmistir. Plate koruma membrani yapistirildiktan sonra yavasca
karistiritlmistir. 37°C de 1 saat inkiibasyona birakilmaistir.

3. 1saat bekledikten sonra sivi bosaltilmistir ve her kuyucuga 350 ul wash buffer
eklenmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmustir.

4. Her kuyucuga 100 ul HRP conjugate soliisyonu eklenmistir. Plate koruma
membrani yapistirildiktan sonra 37°C’ de 30 dakika inkiibasyona birakilmustir.

5. 30 dakika bekledikten sonra sivi bosaltilmistir ve her kuyucuga 350 ul wash
buffer eklenmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmustir.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reagent eklenmistir. Plate koruma membrani
yapistirildiktan sonra karanlhik ortamda 37°C de 15 dakika inkiibasyona
birakilmustir.

7. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenmistir. Ardindan referans olarak 450
nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapilmistir.

3.6.3. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Analizi

Beyin dokusu 6rneklerinde laktat dehidrogenaz seviyesi tayini ELISA yontemi ile

rat LDH ELISA Kiti (Cat. No: E-EL-R2547) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Yontemin
uygulanabilmesi i¢in -80°C de saklanilan supernatant kullanilmigtir. Kit i¢inde bulunan
standart soliisyonlar 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0 ng/mL olacak sekilde hazirlanmistir.

Calisma protokolii asagidaki gibidir:

1. a. Standart kuyucuklar: 100 pl standart soliisyonu eklenmistir.

b. Kor kuyucuklar: 100 ul reference standard &sample diluent eklenmistir.
c. Test kuyucuklar: 100 pl 6rnek eklenmistir. Plate koruma membrani

yapistirildiktan sonra 37°C de 90 dakika inkiibasyona birakilmistir.
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2. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani ¢ikarilmistir. S1vi bosaltild:
kalan sivi da hafif¢e sallanarak bosaltilmistir. 100 pl biotinli detection Ab
solisyonu eklenmistir. Plate koruma membrani yapistirildiktan sonra yavasca
karistiritlmistir. 37°C de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

3. 1saat bekledikten sonra sivi bosaltilmistir ve her kuyucuga 350 ul wash buffer
eklenmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmustir.

4. Her kuyucuga 100 ul HRP conjugate soliisyonu eklenmistir. Plate koruma
membrani yapistirildiktan sonra 37°C’ de 30 dakika inkiibasyona birakilmustir.

5. 30 dakika bekledikten sonra sivi bosaltilmistir ve her kuyucuga 350 ul wash
buffer eklenmistir. Bu islem 5 kez tekrarlanmustir.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reagent eklendi. Plate koruma membrani
yapistirildiktan sonar karanlhik ortamda 37°C de 15 dakika inkiibasyona
birakilmustir.

7. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenmistir. Ardindan referans olarak 450
nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapilmistir.

3.7. Istatistiksel Analizler

Stres ile ortaya ¢ikan davranig degisikliklerinde elde edilen bulgularin

degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizini (one-way ANOVA) takiben Post-hoc
Tukey’s testi kullamlmustir. Istatistik analizler de ‘SPSS 22.0° kullanilarak p<0.05 ve

p<0.001’den kiigiik ve esit olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Davrams Testlerinin Sonuc¢lari

4.1.1. Lokomotor Aktivite

Lokomotor aktivite cihazinin merkezine yerlestirilen ratlar 30 dakika boyunca
izlenerek toplam katedilen mesafe santimetre (cm) cinsinden grafigi Sekil 4.1.°de

verilmistir.

Lokomotor Aktivite

3000

= = N N
o al o (o]
o o o o
o o o o

Toplam mesafe (cm)

500

Sekil 4.1. Lokomotor aktivite toplam mesafe (cm).

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Depresyon grubu
ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.

Lokomotor aktivite testinde toplam katedilen mesafe incelendiginde depresyon
grubunun ortalamas1 1279+0,2 cm iken, kontrol grubunun ortalamasi1 2493+0,21 olarak
bulunmustur. Bu sonug kontrol ile depresyon grubunun arasindaki anlamli farkin kronik
stresin uygulanmasiyla depresyon grubunun yiiriime hareketlerinde azalma oldugunu

gostermistir (p<0.001). Pozitif kontrol amagli kullanilan sertralin grubunun depresyona
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kiyasla katettigi mesafe 1891+0,41 cm kadar arttirmistir, bu sonug istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Tedavi amac¢h kullanilan seftrikasonun 100 mg/kg
dozunda toplam mesafe 1720+0,81 iken, 200 mg/kg dozunda ise bu rakam 1974+0,30
olarak kaydedilmistir. Buna ek olarak, seftrikasonun diisiik dozu depresyon grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli iken (p<0.05), yiiksek dozu ise ¢ok anlamli olarak
bulunmustur (p<0.001). VPA uygulamalarinin 100 mg/kg dozunda katedilen mesafe
2000+0,74 olarak gozlenmisken, 200 mg/kg dozunda bu rakam 2353+0,36 olmustur ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001). Uygulanan JNJ7777120 ilacinin 20
mg/kg dozunda ortalama mesafe 1809+1 olarak bulunurken, 40 mg/ml dozunda ise bu
deger 2111+0,99 olarak kaydedilmistir. JNJ7777120 diisiik dozu depresyon grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunurken, yiiksek dozu ¢ok anlamli olarak
bulunmustur (p<0.001). Ayrica tedavi edilen gruplarin depresyon grubuna goére yiiriime
hareketlerinde anlamli bir artig goriilmustiir.

Ratlarin yaptigi hareketler kullanilan lokomotor cihazi tarafindan sayilirken
kafesin igindeki hareketleri sekilsel olarak ifade edilmektedir. Sekilsel veriler ratlarin
ambulatuar (mavi ¢izgiler) ve vertikal hareketlerini (yesil ¢izgiler) ve i¢-dis alan
tercihlerini gostermektedir. Tiim deney gruplarindan (kontrol, depresyon, sertralin,
seftriakson (100-200 mg/kg), VPA (100-200 mg/kg) ve JNJ7777120 (20-40 mg/kQg))
rastgele ratlar segilmistir. Ratlarin deney sonunda (60. giin) gosterdigi hareketlerin
gorintiileri asagida verilmistir. Bu goriintiilere gore;

Kontrol grubundan rastgele segilen ratin test siiresince elde edilen goriintiisii Sekil
4.2.’de verilmistir. Elde edilen sekiller dogrultusunda ratin kafesin her kdsesine gittigi ve
i¢ alana ge¢mekten sakinmadigi goriilmiistiir. Depresyon grubundan rastgele secilen ratin
ise genellikle daha az hareket ettigini, i¢ alana hi¢ gegmedigini ve bir kosede kaldigi

gorilmistiir (Sekil 4.2).
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Sertralin grubundan rastgele segilen ratin test siiresince elde edilen goriintiisii Sekil
4.4.te verilmistir. Elde edilen sekiller dogrultusunda ratin her koseye gittigini, stres
sonucunda ytriime hareketindeki diistisii tersine ¢evirdigi ve i¢ alana gegmekten sakindigi
gorilmiistiir.

Seftriaksonun 100 ve 200 mg/kg uygulanan doz gruplarinda rastgele segilen ratin
test siiresince elde edilen goriintiisii sirasiyla Sekil 4.5. ve 4.6.’te verilmistir. Elde edilen
sekiller dogrultusunda ratin doza bagimli olarak kafesin her kosesine gittigi, depresyon
grubuna gore daha fazla hareket ettigi ve az da olsa i¢ alana gectikleri goriilmiistiir.

VPA’nin 100 ve 200 mg/kg uygulanan doz gruplarinda rastgele segilen ratin test
sliresince elde edilen goriintiisii sirasiyla Sekil 4.7. ve 4.8.°de verilmistir. Elde edilen
sekiller dogrultusunda ratin doza bagimli olarak her kdseye gittigi, stres sonucu goriilen
yiirlime hareketindeki diisiisii tersine g¢evirdigi ve i¢ alana ge¢cmekten sakinmadigi
goriilmiistiir.

JNJ7777120 20 ve 40 mg/kg grubundan rastgele segilen ratin test siiresince elde
edilen goriintiisii sirasiyla Sekil 4.9. ve 4.10.°da verilmistir. Elde edilen sekiller
dogrultusunda ratin doza bagiml olarak kafesin her kosesine gittigi, depresyon grubuna

gore yiirime hareketini arttirdigini ve i¢ alana gegmekten sakinmadigi goriilmustiir.
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Sekil 4.3. Depresyon grubundaki bir ratin yaptigi hareket 6rnek
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Sekil 4.4. Sertralin grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek

Sekil 4.5. Seftriakson 100 mg/kg grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek
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Sekil 4.6. Seftriakson 200 mg/kg grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek

TR

Sekil 4.7. VPA 100 mg/kg grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek
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Sekil 4.9. INJ7777120 20 mg/kg grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek
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Sekil 4.10. INJ7777120 40 mg/kg grubundaki bir ratin yaptig1 hareket 6rnek

4.1.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent

5 dakikalik siire igerisinde ratlarin agik kolda kalma siireleri asagidaki Sekil
4.11.°de verilmistir. Depresyon grubunun agik kolda kalma siiresinin ortalamas1 45+0.23
sn iken kontrol grubunda bu say1 artarak 150+0.21 sn olarak bulunmustur. Depresyon
grubuna gore Sertralin ile bu say1 anlamli bir artig gostererek grup ortalamasi 85+0.21
olarak tespit edilmistir (p<0.001). Seftriaksonun diisiik doz grubunun ortalamas1 75+0,41
olarak bulunurken, yiiksek doz grubunda bu say1 92+0.15 olarak bulunmus (p<0.001) ve
bu iki tedavi grubundaki sayir depresyon grubuna gore anlamli bir artig gostererek
istatistiksel olarak fark olusturmustur. VPA uygulanan gruplarda doza bagimli olarak
sirastyla ortalama siire 86+0.40 (p<0.05) ve 110+0.41 (p<0.001) olarak kaydedilmis ve
bu rakamlar depresyon grubuna gore anlamli bir artis gostererck istatistiksel fark
olusturmustur. Depresyon grubuna gére JNJ7777120 gruplarinda ise doza bagimli olarak
sirasiyla ortalama siire 81+0.60 ve 105+0.41 bulunmus ve bu rakamlar anlamli bir artis

gostererek istatistiksel fark olusturmustur (p<0.001). Anksiyolitik etkileri azaltma
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acisindan tiim tedavi gruplarda anlamli bir fark vardi. Bu da antidepresan etkilerini

destekleyen bir sonugtur.

Yiikseltilmis Art1 Labirent
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Sekil 4.11. Yiikseltilmis art1 labirent acik kolda kalma siiresi

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p <0.05.

4.1.3. Zorunlu Yiizme

5 dakikalik zorunlu yiizme testinde hareketsiz kalma siireleri sn olarak asagidaki
Sekil 4.12.’de verilmistir. Hareketsiz kalma siiresi depresyon grubunda ortalama 95+1 sn
iken kontrol grubunda 38.33+0.90 sn olarak kaydedilmistir. Kontrol ile depresyon grubu
arasindaki bu siire istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur (p<0.001). Sertralin
grubunun ortalamasinin 58+0.99 sn olmas1 tedavinin hareketsiz kalma stiresini kisalttigin
gostermistir. Sertralin tedavisinde olusan fark istatistiksel anlamlilik tagimaktadir
(p<0.001). Seftriaksonun diisiik ve yiiksek doz tedavisi ile hareketsiz kalma siireleri
strastyla 60+1 ve 51+0.99 sn olmasi seftriakson tedavisinin hareketsiz kalma siirelerini
doza bagiml olarak etkiledigi goriilmiistiir. Uygulanan seftriakson dozlar istatistiksel

olarak ¢ok anlamli bulunmustur (p<0.001). VPA’ nin diisiik ve yiiksek doz tedavisi ile

54



hareketsiz kalma ortalama stireleri ise sirasiyla 50+0.94 ve 46+0.55 sn olmast VPA
tedavisinin hareketsiz kalma siirelerini kisalttig1 gortilmistiir. Bu uygulama verileri
depresyon grubuyla kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark olusturmustur
(p<0.001). JNJ7777120 diisiik ve yiiksek doz tedavisi ile hareketsiz kalma ortalama
stireleri sirasiyla 61+0.99 ve 48+0.96 sn olmasi JNJ7777120’nin doza bagimli olarak
hareketsiz kalma siirelerini kisalttig1 goriilmiistiir. JNJ7777120 tedavisinde olusan fark
istatistiksel anlamlilik tagimaktadir (p<<0.001). Cabalama siireleri agisindan tiim tedavi

gruplarda anlamli bir fark vardi. Bu da antidepresan etkilerini destekleyen bir sonuctur.

Zorunlu Yiizme
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Sekil 4.12. Zorunlu yiizme testi hareketsiz kalma siireleri (sn).

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p <0.05.

4.1.4. Siikroz Tiiketimi

Anhedoniyi degerlendirmek amaciyla gruplara uygulanan testin giinlere gore
tiiketim sonucu Sekil 4.1.13°de verilmstir. 24 saat sonunda es zamanli koyulan siikroz ve

su soliisyonlarindan tiiketilen miktarlar tayin edilerek her grubun siikroz tiiketimi ortaya
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konmustur. Siikroz tayinin toplam tiiketilen sivi hacmine orani hesaplanarak bulunan
degerler verilmistir. Siikroz tayini giinlerine gore sirasiyla kontrol (78, 80, 85 ml),
depresyon (69, 65, 58 ml), sertralin (71, 68, 80 ml), seftriakson 100 mg/kg (70, 67, 80
ml), seftriakson 200 mg/kg (73, 69, 95 ml), VPA 100 mg/kg (70, 66, 82 ml), VPA 200
mag/kg (73, 65, 96 ml), INJ7777120 20 mg/kg (71, 68, 78 ml) ve INJ7777120 40 mg/kg
grubu (72, 64, 85 ml) olarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda sertralin, seftriakson,
JNJ7777120 ve VPA gruplar1 depresyon grubu ile karsilastirildiginda doza bagimli
olarak anhedoni davranisini azaltmasi sonucunda siikrozlu su tiikketim miktarlarinda artis

oldugu sonucuna ulastirmistir.
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Sekil 4.13. Siikroz tiiketim testinde tiiketilen siikrozlu su miktarinin degerleri

4.2. Voltametri Sonuglari
Calismamizda rat beyninin HK’nin CA3 ve DS bolgesinde in vivo voltametri
teknigiyle kayitlar alinmistir. Glut geri alim siiresinin %80’nini Tgo sliresi olarak

verilmistir ve 6lglim i¢in alinan siireler Sekil 4.14 ve 4.15°te verilmistir.
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CA3 bolgesi Tgo siirelerini inceledigimizde Kontrol grubunun geri alim siiresinin
ortalamas1 3.17+0, depresyon grubunda ise bu ortalama siire 21.76+1 sn olarak uzamaistir.
Sertralin tedavisi ile ortalama deger 10.83+0.27 sn olarak tespit edilmis ve Glut geri alim
stiresi anlaml1 derecede kisalmustir. Seftriakson tedavisi ile bu ortalama siire sirasiyla
10.37+0.54 ve 6.85+0.79 sn olarak kaydedilmistir. VPA gruplarinda ise Glut geri alim
stiresi sirastyla 7+0.01 ve 5.3140.41 sn olarak gozlemlenmistir. JNJ7777120 gruplarinda
bu ortalama siire sirasiyla 4.37+0 ve 3.67+0 sn olarak tespit edilmistir. Bahsedilen tedavi
gruplarinin doza bagimli olarak Glut geri alim siirelerinin depresyon grubuna gore

kisaldigin1 gdstermistir ve bu degerler istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur

(p<0.001).

CA3

20

Glut geri alim siiresi (sn)

Sekil 4.14. CA3 bolgesindeki glut geri alim tgo (sn) siireleri

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.
Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.
DS bolgesindeki Tgo siirelerini inceledigimizde kontrol grubunun geri alim

stiresinin ortalamasi 3.59+0, depresyon grubunda ise bu ortalama siire 30.94+1 sn olarak
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uzamastir. Sertralin tedavisi ile 12+0 ortalamayla glut geri alim siiresi anlamli derecede
kisalmistir. Seftriakson tedavisi ile bu ortalama siire sirasiyla 10.5+0.37 ve 6.65+0.96
olarak kaydedilmistir. VPA gruplarinda ise glut geri alim siiresi sirasiyla 7.12+0.07 ve
5.70+0.03 olarak gozlemlenmistir. INJ7777120 gruplarinda bu ortalama siire sirasiyla
6.55+0 ve 5.49+0 olarak tespit edilmistir. Bahsedilen tedavi gruplarinin doza bagimli
olarak Glut geri alim siirelerinin depresyon grubuna gore kisaldigi gozlemlenmistir ve bu

degerler istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.15. DS bolgesindeki glut geri alim Tgo (Sn) siireleri

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.

Her bir grup (kontrol, depresyon, setriakson (100 ve 200 mg/kg), VPA (100 ve
200 mg/kg) ve INJ7777120 (20 ve 40 mg/kg)) ve her bir bolge (CA3 ve DS) i¢in yapmis
oldugumuz in vivo voltametri kayitlarma ait Ornek goriintiler sirasiyla asagida

verilmektedir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil

58



4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil

4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33).
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Sekil 4.16. Kontrol grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlart
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Sekil 4.17. Depresyon grubu CA3 bdlgesinden alinan voltametri kayitlart
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Sekil 4.18. Sertralin grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlari
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Sekil 4.19. Seftriakson 100 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.20. Seftriakson 200 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.21. VPA 100 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.22. VPA 200 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar

Concentration (Micromolar)

10~

=

| | 1 1 | 1 | 1 E |

o a0 20 100 110 120 130 140 150

Time (Seconds)

Sekil 4.23. JNJ7777120 20 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.24. JNJ7777120 40 mg/kg grubu CA3 bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.25. Kontrol grubu DS bélgesinden alinan voltametri kayitlari
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Sekil 4.26. Depresyon grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.27. Sertralin grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.28. Seftriakson 100 mg/kg grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlart
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Sekil 4.29. Seftriakson 200 mg/kg grubu DS bodlgesinden alinan voltametri kayitlari
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Sekil 4.30. VPA 100 mg/kg grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.31. VPA 200 mg/kg grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlart
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Sekil 4.32. JINJ7777120 20 mg/kg grubu DS bélgesinden alinan voltametri kayitlar
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Sekil 4.33. INJ7777120 40 mg/kg grubu DS bolgesinden alinan voltametri kayitlart
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4.3. Gen Ekspresyon Sonugclar:

Yapilan Real Time PCR testinde Glut tasiyicilarindan Slcla2 (EAAT2/GLT-1) ve
Slcla3 (EAATL/GLAST), enzimlerden ise Glutamin sentetaz (Glul) ve astrositik JWA
gen ekspresyonlariin dlgtimleri gézlemlenmistir. Hipokampus bélgesine ait ekspresyon
sonuglar1 genlere gore grafikleri asagida verilmistir. Degerler ise Real Time PCR CT
degerlerinin 22 hesaplamasiyla yapilmistir.?%!

Slcla2 genine ait sonuglar Sekil 4.34’de verilmistir. Depresyon grubuna ait
ortalama ekspresyon kat1 0,7+0 olarak bulunmustur. Sertralin grubunda ise bu seviye
0,96+0 olarak tespit edilmistir. Uygulanan seftriakson 100 ve 200 mg/kg dozlarinin
ortalama ekspresyon katlar1 sirasiyla 1,06+0 ve 1,3+0 seviyelerine ulasirken, VPA 100
ve 200 mg/kg dozlarinda bu deger sirastyla 1,08+0 ve 1,2+0, INJ7777120 20 ve 40 mg/kg
dozlarinda ise sirastyla 0,960 ve 140 olarak tespit edilmistir. Sertralin ve JNJ7777120
20 mg/kg grubu depresyon grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark
olusmamustir. Ancak gergeklestirilen diger uygulamalarin tamami depresyon grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olduklar1 kaydedilmistir (p<<0.05). Bu veriler
dogrultusunda doza bagimli olarak tedavi gruplarinin depresyon grubuna gore gen

ifadesini arttirdigi ve en yiiksek oranin seftriakson 200 mg/kg dozuna ait oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.34. Slcla2 genine ait ekspresyon sonuglari

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p <0.001, *p < 0.05.

Slcla3 genine ait sonuglar Sekil 4.35’te verilmistir. Depresyon grubuna ait
ortalama ekspresyon kat1 0,50+0 olarak bulunmustur. Sertralin grubunda ise bu seviye
0,90+0 olarak tespit edilmis ve depresyon grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). Uygulanan seftriakson 100 ve 200 mg/kg dozlarinin
ortalama ekspresyon katlar1 sirasiyla 0,99+0 ve 1,4+0 seviyelerine ulasirken, VPA 100
ve 200 mg/kg dozlarinda bu deger sirastyla 0,98+0 ve 1,3+0, INJ7777120 20 ve 40 mg/kg
dozlarinda ise sirasiyla 0,93+0 ve 0,94+0 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler
depresyon grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel agidan ¢ok anlamli olarak kaydedilmistir
(p<0.001). Ayrica doza bagimli olarak tedavi gruplarinin depresyon grubuna gore gen
ifadesini arttirdig1 ve en yiiksek oranin seftriakson 200 mg/kg dozuna ait oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.35. Slcla3 genine ait ekspresyon sonuglari

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.

GLUL genine ait sonuglar Sekil 4.36’da verilmistir. Depresyon grubuna ait
ortalama ekspresyon kat1 0.71+0 olarak bulunmustur. Sertralin grubunda ise bu seviye
0,94+0 olarak tespit edilmistir. Uygulanan seftriakson 100 ve 200 mg/kg dozlarinin
ortalama ekspresyon katlar1 sirastyla 0.99+0 ve 1.36+0 seviyelerine ulasirken, VPA 100
ve 200 mg/kg dozlarinda bu deger sirastyla 0.98+0 ve 1,240, INJ7777120 20 ve 40 mg/kg
dozlarinda ise sirasiyla 0.96+0 ve 0.99+0 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler
depresyon grubuyla kiyaslandiginda seftriakson ve VPA 200 mg/kg dozlar istatistiksel
acidan ¢ok anlamli bulunmusken (p<0.001), JNJ7777120 40 mg/kg dozu ise anlamli
olarak kaydedilmistir (p<0.05). Ayrica doza bagimli olarak tedavi gruplarinin depresyon
grubuna gore gen ifadesini arttirdigi ve en yiiksek oranin seftriakson 200 mg/kg dozuna

ait oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.36. GLUL genine ait ekspresyon sonuglari

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.

JWA genine ait sonuglar Sekil 4.37°de verilmistir. Depresyon grubuna ait ortalama
ekspresyon kati 1.4+0 olarak bulunmustur. Sertralin grubunda ise bu seviye 0.96+0 olarak
tespit edilmistir. Uygulanan seftriakson 100 ve 200 mg/kg dozlarinin ortalama
ekspresyon katlari sirasiyla 1+0 ve 0.9+0 seviyelerine ulasirken, VPA 100 ve 200 mg/kg
dozlarinda bu deger sirasiyla 0.97+0 ve 0.85+0.01, JNJ7777120 20 ve 40 mg/kg
dozlarinda ise sirastyla 0.92+0 ve 0.83+0.01 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler
depresyon grubuyla kiyaslandiginda VPA 200 ve JNJ7777120 40 mg/kg dozlar
istatistiksel agidan ¢ok anlamli bulunmusken (p<0.001), diger tedavi dozlari ise anlamli
olarak kaydedilmistir (p<0.05). Ayrica doza bagimli olarak tedavi gruplarinin depresyon
grubuna gore gen ifadesini diisiirdiigii ve en diisiik oranin JINJ7777120 40 mg/kg dozuna

ait oldugu tespit edilmistir.
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JWA

Expresyon Kati

Sekil 4.37. JWA genine ait ekspresyon sonuglari

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p <0.05.

4.4, GSH Sonuglar

Beyin dokularinda dlgiilen GSH diizeyleri Sekil 4.38’de gosterilmistir. Elde edilen
verilere gore, kontrol grubunun antioksidan etkinlik degeri 1.9+0.14 olarak tespit
edilmigken, depresyon grubunda bu deger 0.8+0.03 olarak kaydedilmistir. Uygulanan
sertralin grubunda 1.5+0.13 seviyesinde antioksidan etkinlik gostermistir. Antioksidan
etkinlik seftriaksonun 100 mg/kg dozunda 1.4+0.08 olurken, 200 mg/kg dozunda ise
1.840.26 olmustur. VPA uygulamalarmin 100 mg/kg dozunda antioksidan etkinlik
1,6+£0,08 olarak tespit edilmisken, 200 mg/kg dozunda bu rakam 2.1+0.14 olmustur.
IJNJ7777120 uygulamalarinda ise 20 mg/kg dozunda antioksidan etkinlik seviyesi
2.140.16 bulunmusken, 40 mg/kg dozunda bu rakamin 2.4+0.22 oldugu tespit edilmistir.

Bahsedilen uygulamalardan JNJ7777120 dozlarinin tamami ve VPA’nin yiiksek dozu

72



depresyon grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel ag¢idan ¢ok anlamli bulunmusken

(p<0.001), seftriaksonun yiiksek dozu anlamli olarak kaydedilmistir (p<0.05).

GSH

Sekil 4.38. GSH diizeyleri

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.

4.5. LDH Sonuglar:

Beyin dokularinda 6l¢iilen LDH diizeyleri Sekil 4.39°da gosterilmistir. Elde edilen
verilere gore, kontrol grubunun antioksidan etkinlik degeri 0,85+0,28 olarak tespit
edilmisken, depresyon grubunda bu deger 2.54+0.33 olarak kaydedilmistir. Uygulanan
sertralin grubunda 1.8+0.38 seviyesinde antioksidan etkinlik gdstermistir. Antioksidan
etkinlik seftriaksonun 100 mg/kg dozunda 1.9+0,17 olurken, 200 mg/kg dozunda ise
1.6+0.10 olmustur. VPA uygulamalarimin 100 mg/kg dozunda antioksidan etkinlik
1,5+0,07 olarak tespit edilmisken, 200 mg/kg dozunda bu rakam 1.24+0.15 olmustur.
JNJ7777120 uygulamalarinda ise 20 mg/kg dozunda antioksidan etkinlik seviyesi

1.6+0.23 bulunmusgken, 40 mg/kg dozunda bu rakamin 1.3+0.12 oldugu tespit edilmistir.
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Bahsedilen uygulamalardan JNJ7777120 ve VPA’nin yiiksek dozu depresyon grubuyla

kiyaslandiginda istatistiksel ag¢idan ¢ok anlamli bulunmusken (p<0.001), seftriaksonun

yiiksek dozu ve JNJ7777120 ve VPA’ nin diisiik dozu anlamli olarak kaydedilmistir

(p<0.05).
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Sekil 4.39. LDH diizeyleri

Sekildeki veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

Depresyon grubu ile kiyasla **p < 0.001, *p < 0.05.
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5. TARTISMA

Depresyon, oliimciil olmayan hastaliklar arasinda en yaygin bir psikiyatrik
bozukluktur. Bu hastaligin olusumunda son yillarda monoamin hipotezinin yaninda
norotransmitter reseptor hipotezi de onem kazanmistir. Bu norotransmitterler arasinda
Glut salim-iletim diizensizligi, depresyon patofizyolojisinde ve antidepresan etki
mekanizmasinda rol aldig diisiiniilmektedir.??? Son yirmi yilda, 6ncelikle monoaminerjik
sistemi hedef alarak antidepresan ilaglar gelistirmek icin biiylik caba sarf edilmistir.
Bununla birlikte, geleneksel antidepresan ilaclar, depresif bozuklugu olan hastalarin
sadece yaklasik %50'sinde etkilidir ve ilaclar, sendromu hafifletmek i¢in haftalar ila aylar
arasinda kullanim gerektirir. Bu kadar yavas bir iyilesme siireci intihar egilimi olan
hastalar icin ©nemli bir risk faktoriidiir.??®> Bu nedenle alternatif antidepresan
mekanizmalara sahip hizli etkili bir ilag gelistirmek biiyiik ilgi goérmektedir.
Calisgmamizda depresyon tedavisinde kullanilan antidepresanlarin glutamaterjik sistemle
ve Glut’la olan iligkisini ve Glut tastyicilarini etkileyen, depresyon hastaliginda muhtemel
terapGtik etkileri olabilecek JNJ7777120, seftriakson ve VPA ajanlarinin etkinligini
arastirmamiz da gercgeklestirdik.

Bu ¢alismanin davranig parametreleri, in vivo voltametri, gen ekspresyon ve elisa
sonuclar1 agagida basliklar halinde sunularak tartisilmaktadir.

5.1. Lokomotor Aktivite Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Lokomotor aktivite 6l¢iimii 6zelikle rat ve fare gibi kemirgenler iizerinde ilaglarin
psikostimiilan ve sedatif etkileri nedeniyle olusan spontan davranislarini
degerlendirmede, deneklerin anksiyete ve saldirganlik davraniglar1 hakkinda bilgiler
edinmede sik¢a kullanilmistir.??* Literatiirde depresyon modeli olusturulan ratlarin
kontrol ~grubuna goére lokomotor aktivitesinin azaldigi  gdzlemlenmistir.??

Calismamizdaki verilerde O6nceki yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Aktivite
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bulgularimiza gére depresyon grubunun kontrole kiyasla yiirlime haraketlerinde azalma
gorilmistiir.

Sertralinin kronik kullanimina bagli olarak davranis degisiklikleri {izerine yapilan
bir ¢alismada, farkli dozlarda (2.58, 5.17 ve 10.33 mg/kg) verilen tedavide 2.58 mg/kg
dozun ortalama lokomotor aktivitesinin 6. haftaya kadar kademeli olarak arttig1, ardindan
7. haftaya kadar keskin bir diisiis oldugu goriiliirken, 5.17 ve 10.33 mg/kg i¢in aktivite
sayisinin, 5. haftaya kadar sert bir diisiisiin ardindan 4. haftaya kadar artig egiliminde
oldugu gosterilmistir.??® Calismamizda, sertralinin lokomotor aktivitesinde depresyon
grubuna gore yiiriime haraketlerinin anlamli olarak arttigi gozlemlenmistir.

Seftriaksonun motor aktivite lizerindeki etkinliginin arastirildig1 bir ¢alismada,
kronik olarak (100 ve 200 mg/kg) doz bagimli bir sekilde uygulanmasi lokomotor
aktiviteyi iyilestirdigi goriilmiistiir.??’ Yu ve ark.??® 2019 yilinda kronik 6ngériilmeyen
hafif stresle es zamanli olarak 21 giin boyunca uygulanan seftriaksonun (200 mg/kg)
motor aktiviteyi arttirdigin1 gostermistir. Bu veriler 1s1¢inda ¢alismamizda benzer
sonuglar elde edilmistir. Seftriakson (100 ve 200 mg/kg) tedavi gruplari doza bagimli
olarak depresyon grubuna gore yiiriime hareketlerini arttirdigi gézlemlenmistir.

Tepe ve ark.??® talamik retikiiler ¢ekirdekte kortikal yayilan depresyonu &nleme
amagl akut verdikleri VPA’nin (75 mg/kg, i.p) ratlarda lokomotor aktiviteyi arttirdigini
gostermistir. Ayrica 28 gilin boyunca kronik dngoriilemeyen stresle es zamanli olarak
verilen VPA’nin (300 mg/kg, intragastrik gavaj) ratlarin tizerindeki stresin neden oldugu
lokomotor aktivite diisiikliigiinii 6nleme egilimi gosterdigi  bulunmustur.?®
Calismamizda VPA (100-200 mg/kg) tedavi gruplar1 doza bagimli olarak depresyon
grubuna gore yiirime hareketlerini arttirdigr gézlemlenmistir. Ayrica uygulanan tiim
tedavi gruplarindan lokomotor aktivite etkinligi en fazla arttiran VPA 200 mg/kg dozu

olmustur.
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Vestibiiler lezyon kaynakli lokomotor anormalliklerin arastirildigi bir ¢alisma,
INJ7777120 (20 mg/kg, i.p.) kullanilarak ratlarin kat ettigi toplam mesafeyi azalttig1 ve
hareketsiz kalma siiresini de dnemli dl¢iide artirdig ortaya koymustur.3! Kitanaka ve
ark. 22 histamin reseptdr antagonistlerinin metamfetamin kaynakli hiperlokomosyon
tizerindeki etkilerini arastirmak adina fareler tizerindeki in vivo ¢alismalarinda 40 mg/kg
dozunda JNJ7777120’nin i.p uygulanmasinda harcket kabiliyetlerini etkilemedigi
sonucuna varmiglardir. Yapilan bagka bir ¢calismada ise H4 reseptor agonisti VUF 8430
(40 mg/kg, intraserebroventrikiiler) ve H4 reseptor antagonisti JNJ10191584 ( 9 mg/kg,
gavaj) kullanilarak farelerin lokomotor davramisimi etkilemedigi gozlemlenmistir.?* Bu
bilgiler dogrultusunda yaptigimiz c¢aligmada JNJ7777120 (20 ve 40 mg/kg) tedavi
gruplarinin doza bagimli olarak depresyon grubuna gore lokomotor aktiviteyi arttirdigi
gozlemlenmistir.

Calismamizdaki her tedavi ilacinin 6zellikle yliksek dozu depresyonun davranis
tizerindeki bozucu etkisini 6nledigini ve lokomotor aktiviteyi arttirdigini gostermektedir.

5.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Literatiirde anksiyetenin degerlendirilmesi amaciyla bu test kullanilmaktadir.
Kapal1 kolda kalma siirelerin ve girislerin artmasi anksiyetenin arttigin1 gosterirken, acik
kolda kalma siirelerin ve girislerin, merkezi alanda kalma siirelerinin artmasi anksiyetenin
azaldigin1 gostermektedir.?3

Yapilan akut ¢alismada sertralinin (5 mg/kg i.p.) ratlarda anksiyete benzeri
semptomlar1 arttirdig1 gozlemlenmistir.>*® Ayrica sertralinin (10 mg/kg, i.p) kisitlama
stresiyle uygulamasinda ortaya ¢ikan farkli depresyon benzeri davranislar {izerine yapilan
bir c¢alismada, ratlarda anksiyete benzeri davranislari engellemedigini ortaya
koymustur.?%® Yapilan kronik calismada ise farkli dozlarda (2.58, 5.17 ve 10.33 mg/kg)

verilen sertralinin agik kolda gegirilen ortalama siirenin 6. haftaya kadar kadameli olarak
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arttirdign  gosterilmistir.??® Bu bilgi dogrultusunda yaptigimiz calismada, sertralinin
antidepresan benzeri bir etkisi gériilmiistir.

Seftriakasonun akut uygulamasiyla nérodavranis iizerine etkisinin arastirildig
calismada farkli dozlarda verilen seftriaksonun (50, 100 ve 200 mg/kg, 1.p.) anksiyolitik
benzeri etkiler tiretmedigi ve 200 mg/kg dozun agik kol girislerin yiizdesini arttirdigi
bulunmustur.?*” Bir baska ¢alisma ise kronik 6ngériilmeyen strese maruz kalmus ratlarda
seftriaksonun (200 mg/kg) depresyon grubuna gore acik kola giris sayisini arttirdigini
gdstermistir.?®® Yaptigimiz anksiyete testinde seftriakson tedavi gruplarmin doza bagimh
olarak depresyon grubuna gore agik kolda kalma siirelerinin arttidigi gozlemlenmistir.

Travma sonrasi stres bozuklugu iizerine yapilan bir calisma, 40 giinlik
psikososyal strese maruz birakildiktan sonra ratlarin 30 giin siireyle igme sularina
VPA’nin (% 0.71 agirlik/hacim) verilmesiyle acgik kolda gegirdikleri siirenin arttigi
gdzlemlenmistir.>® Bu durumunda yaptigimiz ¢alismayla ortiistiigii bulunmustur, yani
kronik maruziyettte doza bagimli olarak anksiyete diizeylerinde azalmalar
gozlemlenmistir.

H4 antagonistinin farelerde davranis lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma
10 mg ve 20 mg'da JNJ 7777120 ile tedavi edilen CD1 (diisiik anksiyete susu) ve Balb/c
(yliksek anksiyete susu) farelerin anksiyete davranislarinda farkli sonuglar elde edilmistir.
Bu durumda anksiyete diizeyleri CD1 grubunda hafif azalirken, Balb/c grubunda
herhangi bir degisiklik olmadigi gdzlemlenmistir.?*® Anksiyete sonuglarinin bizim
bulgularimizla ters diismektedir. Bulgularimizda JNJ7777120 tedavi gruplarinin doza
bagimli olarak depresyon grubuna gore anksiyeteyi azalttig: tespit edilmistir.

5.3. Zorunlu Yiizme Test Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Zorunlu yiizme testinde gozlemlenen hareketsizlik, 6grenilmis ¢aresizlik farelerde

depresyon benzeri davranislart ortaya cikarmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, bu
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davranigin 6nlenmesi, hayvanlarda birkag¢ antidepresan tedavisinin etkinligini belirlemek
icin yaygn olarak kullaniimaktadir.?*

Ratlar {izerinde yapilan kronik bir ¢alismada farkli dozlarda (2.58, 5.17 ve 10.33
mg/kg) verilen sertralinin doza bagimli olarak depresyon grubuna gore hareketsizlik
siiresinde artis oldugu gozlemlenmistir.??® Ulloa ve ark. 2*? 2010 yilinda yaptiklari
caligmada, stresli hayvanlara sertralinin kronik olarak uygulanmasi ratlarin yiizme
davranigini artirarak stres kaynakli hareketsizligi 6nledigini tespit etmislerdir. Bu bilgiler
dogrultusunda bulgularimiz benzer etki gostermektedir. Calismamizda sertralinin
yiizmeyi arttirdigini ve hareketsizlik siiresini azaltigin1 géstermistir.

Asirt glutamaterjik nérotransmisyonun depresif benzeri davraniglarla veya major
depresif bozuklukla iliskili oldugu varsayilan c¢aligmalarda tedavi amaciyla deney
hayvanlarina verilen seftriaksonun hareketsiz kalma siiresini  diisiirdiigiinii
bildirmislerdir.}*® 23  Sonuglarimiz bu calismalarla benzerlik gdstermektedir.
Calismamizda seftriakson tedavi gruplarinin doza bagimli olarak depresyon grubuna gore
hareketsiz kalma siiresini azalttigin1 gostermistir.

Liu ve ark. ?*° yaptig1 calismada 28 giin boyunca kronik dngoriilemeyen stresle es
zamanl olarak verilen VPA’nin (300 mg/kg, intragastrik gavaj) ratlar tizerinde stresin
neden oldugu hareketsizlik siiresininin artigini inhibe ettigini gdstermislerdir. Ogrenilmis
caresizlik paradigmasiyla yapilan bir ¢alismada ratlarin 21 giin boyunca VPA (200
mg/kg) ile tedavisinin ardindan hareketsizlik siiresini azalttigmi gostermistir.?%
Sonuglarimiz bu caligmalarla benzerlik gostermektedir, yani VPA tedavi gruplar1 doza
bagimli olarak depresyon grubuna gore hareketsiz kalma siiresini azalttig1 bulunmustur.

Kronik 6ngoriilmeyen stresle olusturulan depresyon modellemesinde ratlarin
kontrol grubuna gore hareketsizlikte artis ve yiizmede azalma oldugu bildirilmistir.?%

Calismamizda JNJ 7777120 tedavi gruplar1 doza bagimli olarak depresyon grubuna gore
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hareketsiz kalma siiresini azalttigi gézlemlenmistir. Burada JNJ7777120’nin zorunlu
yiizme tizerindeki etkisine dair herhangi bir ¢alisma bulunmamasina ragmen bizim
calismamizla yiizme hareketini arttirdigi ilk kez gézlemlenmistir.

5.4. Siikroz Tiiketim Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Literatiir taramalarinda depresyonun en 6nemli belirtilerinden biri olan haz
yitiminin (anhedoni) saptanmasi amaciyla sik kullanilmaktadir. Depresyonda anhedoni
sonuglarma gore kontrol grubunda haz alma (hedonik davranis) sonucu siikrozlu su
tilketiminin artmasi, depresyon grubunun ise haz alma duygusunda azalma sonucu
siikrozlu su tiiketim miktarinda azalma oldugu bildirilmistir.>*

Sertralin ile tedavi lizerine yapilan ¢alismada siikroz tercih testinin depresyon
grubuna gore, tedavi siiresi boyunca ortalama siikrozlu su tiiketiminin bir gradyan artis
gosterdigi bulunmustur.??® Calismamizda kronik sertralin uygulamasmin ardindan
stikrozlu su tiiketiminde bir artis oldugundan dolay1 benzer sonuglar elde edilmistir.

Guan ve ark. %*4 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, beyin iskemisinin postpartum
depresif benzeri davranislar lizerindeki etkilerini gormek i¢in gebe ratlara 15 dakika
inme Oncesinde seftriaksonla (200 mg/kg, 5 gilin) 6n tedavilerinin salinle muamele edilmis
gruplara kiyasla stikrozlu su tiiketiminin arttigini gostermislerdir. Bagka bir ¢alismada ise
depresyonda Glut diizeylerindeki degisiklikleri tespit etmek igin tedavi amaciyla verilen
seftriaksonun siikrozlu su tiiketimini arttirdign gozlemlenmistir.?®  Calismamizda
seftriakson tedavi gruplariin doza bagimli olarak depresyon grubuna gore siikrozlu su
tilketimini arttirdigr bulunmustur. Yine tedavi gruplarimizdan VPA ve JNJ7777120’nin
doza bagiml olarak siikrozlu su tiikketiminde artis oldugu gozlemlenmistir. Burada VPA
ve JNJ7777120’nin anhedoni davranisi {izerindeki etkisine dair herhangi bir ¢alisma
bulunmamasina ragmen bizim calismamizla haz alma duygusunun arttigr ilk kez

gosterilmistir.
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5.5. Voltametri Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Voltametri, bilesiklerin konsantrasyonlarini oksidasyon yoluyla inert bir elektrotta
6lgen tekniktir ve norotransmiterlerin salim ve geri alim miktarlarin1 6lgmek igin in vivo
olarak uygulanmistir.*® Voltametri sonuglarini inceledigimizde CA3 bolgesinde geri alim
Teo stiresinin kontrol grubunda (3.17 sn) iken, depresyon grubunda (21.76 sn) siirenin ¢ok
uzadigini ve tedavi gruplarinda ise bu silirenin doza bagimli olarak kisaldigi1 bulunmustur. DS
bolgesinde ise Tso siiresi kontrol grubunun 3,59 sn civarinda iken depresyon grubunun 30.94
sn olup ve bu siirenin tedavi gruplarinda ise doza bagimli olarak azaldigi tespit edilmistir.
Depresyon beynin birgok bolgesini etkilenirken esas bolgesi HK’dir. HK’nin CA bolgesi
Glut toksisitesine daha duyarli oldugu bilinmektedir.?*® CA3 bolgesi depresyonla, DS ise
anksiyete ile iliskilidir.?*’ Bu nedenle tedavi gruplarimiz hem CA3 bélgesinde hemde DS
bolgesinde Glut geri alinimini hizlandirmstir.

Sertralin, CA3 bolgesinde kontrole gore siireyi uzatirken depresyon grubuna gore
stireyi azalttigini, DS bolgesinde ise kontrole yakin degerde bulunmustur. Uyarilmis Glut
saliniminin  dl¢limlerinin  alindigr izole hipokampal sinaptozomlarin kullanildig:
calismalar, ii¢ klasik antidepresanla (SSGI, TSA ve SNGI) kronik ancak akut olmayan
tedavinin depolarizasyonla uyarilan Glut’u azalttigini gostermistir.!®® Ayrica, monoamin
bazli antidepresanlarla kronik tedavinin, akut ayak sokuna maruz kalan ratlardan alinan
frontal kortikal sinaptozomlardan depolarizasyonla uyarilan Glut salinimindaki artiglara
kars1 oldugu da gdsterilmistir.®” Monoamin bazl antidepresanlar, antidepresif etkilere
ulagmak i¢in kronik uygulama gerektirdiginden, bu gozlemler, antidepresif etki ile
azaltilmig presinaptik Glut salinimi arasinda bir baglant1 oldugunu gosterebilir; bu da,
sertralinin Glut geri alinim siiresini azalttig1 bulgumuzla tutarli oldugunu goéstermektedir.

Onceki yapilan ¢alismalar kronik dngoriilemeyen hafif strese maruz kalan ratlarin
PFC'sinde ve 6grenilmis ¢aresizlik paradigmasindaki ratlarin HK ve korteksinde EAAT1

ve EAAT2 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini bildirmislerdir.**® 248 Ayrica intihar
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sonucu Olen 76 kisi ve 45 ani 6liim dahil olmak iizere 121 denek (87 erkek) {lizerinde
gerceklestirilen bir ¢alismada PFK bolgesinde, astrositlerde yiiksek ekspresyona sahip
Glul ve Slcla3 kontrole kiyasla vakalarda 6nemli 6l¢iide azalmis bir ekspresyon seviyesi
gostermistir.?*® Glut geri alimi, Glut transporterlarin aktivitesiyle baglantilidir. Glut
transporterlarinin  aktivitelerini arttirdigi ispatlanmuis seftriakson, VPA depresyon

250, 21 By sonugta bizim bulgularmmizi

modelinde tedavi amachi kullanilmistir.
desteklemektedir. DS ve CA3 bolgelerinde seftriakson, VPA ve JNJ7777120 tedavisi
depresyonda goriilen Glut geri alim siiresinin uzamasini normale ¢evirdigi acik olarak
saptanmigtir. Burada ilging olan JNJ7777120’nin Glut transporter aktivitesi tizerindeki
etkisine dair herhangi bir calisma bulunmamasina ragmen bizim caligmamizla bu
aktivitenin hizlandig ilk kez gosterilmistir.

5.6. Gen Ekspresyon Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Gen ekspresyonlarinin analizi i¢in elektroforezde yiiriitme basamaginin olmamasi,
glivenilir ve kantitatif sonu¢ vermesiyle tim diinyada kabul goren yaygin bir yontem
olmasindan dolay1 tercih edilmistir.

EAAT1-2'nin ana islevi, Glut’'un sinaptik yariktan temizlenmesidir. Glut’u
astrositlere tasir, burada Glut, Glul enzimi tarafindan toksik olmayan glutamine
doniistiriilir.  Yani, EAAT1-2 sisteminde bir sorun olsa, hiicre dis1 boslukta
eksitotoksisite ve azalmis glutamin sentezi meydana gelir.?® Bu teoriyle uyumlu olarak,
EAATL, EAAT2 ve Glul ekspresyonunun azalmasi depresif bozukluklarin bir nedeni
olarak kabul edilmektedir.?®® Ancak bazi galismalar, kronik stresle iliskili Glut salinimi
Ve reseptor ekspresyonunun arttigini, fakat hipokampusta Glut Klirensi/metabolizmasinin
azaldigim bildirmistir.>* 2 Strese dayanikliligi, depresif davranislar sergileyen strese
duyarli farelerle dogrudan karsilastiran bir ¢alisma, hipokampal Glut ekspresyonunun

artmasinin depresyona duyarli farelere 6zgii oldugunu gostermistir.”>* Yapmis oldugumuz
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kantitatif gen ekspresyon oranlarin1 degerlendirdigimizde slcla2 (EAAT2/GLT-1), slcla3
(EAATI1/GLAST) ve Glul genleri igin depresyon grubunun ekspresyon seviyesi kontrol
grubuna gore artigini, tedavi gruplarinin ise kontrolle hemen hemen ayni oranda ekspre
oldugunu gormekteyiz. Calismamizdaki bulgular mantikli goriilmektedir. Calismamizda
gordiigiimiiz gibi hiicreler sinaptik araliktan Glut’un toksik etkisinden korunmak i¢in gen
ekspresyonunu artirmis ve Glut’u ortamdan uzaklastirmiglardir.

Ailesel depresyon riski olan deneklerin HK’sinda glutamin ve Glut diizeylerinin

arttigi  bildirilmistir.?>®

Bu c¢alismada, Glut/glutamin dongiisiindeki bozulma ile
aciklanabilecek yiiksek bir glutamin/Glut oran1 da gozlemlenmistir. Birlikte ele alindiginda,
bu gozlemler, bu dongiideki herhangi bir bozuklugun, glutamin ve Glut seviyeleri igin
homostatik olmayan bir duruma yol actigin1 ve depresif benzeri davranislarin bu kosullardan
kaynaklandigini gostermektedir. Birkag rapor, kronik 6ngériilmeyen hafif stresin sadece
artmis Glut salimimma degil, ayn1 zamanda EAAT2 yiikselmesine de yol agtigim
gdstermistir.14" 253257 By nedenle, EAAT2'nin yonliiliigii biraz karisiktir. Bu muhtemelen
ongoriilmeyen hafif stresin depresif ve anksiyete benzeri davraniglar tizerinde faydali bir
etkiye sahip oldugunu aciklamaktadir.?® 2>° Raudensky ve ark. ?®° tarafindan bildirilen
onceki aragtirmalar, 10 giinliik kronik 6ngériilemeyen hafif stresin dorsal hipokampusta
GLT-1 immiinoreaktivitesini yiikselttigini gdstermistir, bu da Glut'un hiicre disi
konsantrasyonlarinin arttirmak veya tamponlamak i¢in homeostatik bir yanit olabilir. Ek
olarak, bir insan postmortem arastirmasinin aksine ,'*® 21 giinliik kronik éngériilemeyen
haffif stresin GLAST ekspresyonu iizerinde higbir etkisinin olmadigi bulunmustur.
Depresyon ve stres sican modellerinin HK’sindaki GLAST'!n bu ifade egilimi de
gozlemlenmistir.?8! Bu bulgularla birlikte, azalmis GLT-1 seviyelerinin MDB!'li hastalar
tarafindan almman antidepresan ilaglarin neden oldugu karigtirict bir faktor

olmayabilecegini, bunun yerine Glut aliminda bir hastaligin dogasinda bulunan bir

eksikligi temsil edebilecegini de gostermektedir. Ayrica, seftriakson, VPA ve
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JNJ1207777'nin antidepresan etkilerinin hipotezi mantikli gériinmektedir, ¢iinkii Glut ve Glul
arasinda kronik Ongoriilemeyen stresin neden oldugu dengesizlik bu ilaglarla
normallestirilebilir.

JWA genine ait mMRNA ekspresyon oranlari Sekil 4.3.4’te verilmistir. Bu sonuglari
ayrintili irdeledigimizde depresyon grup ile kontrol grubunu kiyasladigimizda depresyon
grupta bakmis oldugumuz JWA gen ekspresyonunun artmis oldugunu goérmekteyiz.
Tedavi gruplarinda ise doza bagimli olarak kontrolle hemen hemen ayni oranda ekspre
oldugunu gormekteyiz. JWA, yalnizca olgun noéronlar tarafindan ifade edilen Glut
tastyicisi uyarict amino asit tasiyict 1’in (EAACL=EAAT3 olarak da adlandirilir)
endoplazmik retikulumdan golgi aparatina tasinmasimi baskilar.’®® JWA'in asiri
ekspresyonunun noronal hiicrelerin nérit biiyiimesini inhibe ettigi bulunmustur.?%? Wang
ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada astrositlerdeki JWA delesyonun, GLT-1 ekspresyonunu
azaltarak Glut alimini bozdugunu gostermislerdir. Ayrica JWA nin, ERK/Akt ve CREB
kaskadiyla GLT-1 ekspresyonunu indiikledigi ve STAT3 ile astrositleri yeniden aktive
ettigini de bildirmislerdir.?®® Bu veriler, JWA'nin astrositlerde noroprotektif bir rol
oynadigini gostermistir.

5.7. GSH Sonuclarin Degerlendirilmesi

GSH, bir antioksidan olarak 6zellikle beyinde néroproteksiyon i¢in dnemli bir rol
oynar. Beyin GSH konsantrasyonu yaklasik 2-3 mM'dir.”® Bazi norodejeneratif
hastaliklar, MSS'de GSH seviyelerinin azaldigin1 ve buna bagl olarak oksidatif stres
seviyelerinin arttigin1 gostermistir. GSH seviyesinin diisiisii, oksidatif stres yoluyla
norodejenerasyondan once meydana geldigi gosterilmistir.'¥? Manyetik rezonans
spektroskopisini kullanan bir ¢aligmada, saglikli deneklere kiyasla alzheimer hastalarinda
beyin GSH seviyelerinin azaldig1 bildirilmistir.'*®* Parkinson hastalarinda ise beyin GSH

diizeyinin kontrollere kiyasla, substantia nigra'da tiikendigi, ancak diger bolgelerde
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mevecut olmadign gosterilmistir.'** Son olarak, kronik hafif strese tabi tutulmus ratlarin
dokularindaki oksidatif hasar1 aragtirmak icin yapilan bir ¢alisma da kontrol grubuna gore
GSH seviyelerinde diisiis oldugu gozlenmistir.’* Calismamizda depresif ratlarin beyin
dokularinda GSH seviyelerinde 6nemli bir diisiis gosterirken, tedavi gruplarinda ise artan
dozlara bagli olarak artis gézlemledik. Polimikrobiyal sepsis modeliyle yapilan bir murin
caligmasinda sistemik ve akciger inflamasyonu onlemek i¢in kullanilan seftriaksonun
GSH seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir.**® Uzun siireli valproat kullaniminin ratlarda
norodavranis ve oksidatif stres tizerindeki etkisi bazi ¢alismalarda ( diyabet ve iskemik
retina gibi in vitro ve epilepsi dis1 kosullar) levetirasetam, topiramat ve valproat gibi
antiepileptik ilaclarin oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir.}4"1%° Sonuglarimiza gore
serbest oksijen radikallerin etkisini onlemede ve GSH seviyelerini artirmada faydali
olabilecegini gosterdigimiz tedavi ilaglar1 dnerilebilir.

5.8. LDH Sonuglarin Degerlendirilmesi

LDH, esas olarak sitoplazmik bir bilesen olup ndronlarda ve glia'da yer
almaktadir. Cesitli dokulardan LDH sizintisinin, MSS’nin yaralanmas1 dahil olmak iizere
cesitli hastalik durumlarinda hiicresel hasarin klinik olarak yararli bir gostergesi oldugu
diisiiniilmektedir.®® ¥ LDH'in bu akis1, hacimli sitoplazmik bilesenlerin hiicre disi
bosluga sizmasina izin vermek i¢in néronal ve/veya glial plazma membranlarinda zaten
yeterli hasar oldugunu gosterir.?®> 13 Ciinkii beyindeki hiicre i¢i Glut seviyelerinin, hiicre
dis1 bosluktaki yaklasik 1 mM ile karsilastirildiginda yaklasik 10 Mm oldugu kabul
edildiginden, plazma membranindaki herhangi bir hasarin, Glut’in hiicre dis1 bosluga

hizli, énemli dlgiide disar1 akisina izin verecegi agiktir.?%*

2008 yilinda yapilan bir
caligmada Pessoa ve ark. kisitlama stresiyle ratlarin beyin dokularinda LDH diizeylerinin

hiicresel hasarla arttigini gostermislerdir.’® Calismamizda depresif ratlarm beyin

dokularinda LDH seviyelerinde 6nemli bir artis gosterirken, tedavi gruplarinda ise artan
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dozlara bagl olarak LDH seviyelerinde diisiis gozlemledik. Verilerimiz incelendiginde
hasar goérmiis hiicre plazma membranlar1 Glut sizintisinin bir sonucu olmasi gerektigini
gostermektedir. Bu nedenle norotoksisitesinin  Onlenmesi, membran fosfolipaz
aktivasyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe etmek ve membran bozulmasini en

aza indirebilmek i¢in bu ajanlar kullanilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yirmi yilda, 6ncelikle monoaminerjik sistemi hedef alarak antidepresan ilaglar
gelistirmek i¢in biiyiik ¢aba sarf edilmistir. Bununla birlikte, geleneksel antidepresan
ilaclar, depresif bozuklugu olan hastalarin sadece yaklasik %50'sinde etkilidir ve ilaglar,
sendromu hafifletmek icin haftalar-aylar arasinda kullanim gerektirmektedir. Ayrica
sinaptik araliktaki Glut seviyesinin fazlalig1 da depresyon epidemiyolojisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Glut seviyesinin azaltilmasi i¢in yeni yaklasimlar ise Onem
kazanmaktadir. Sunulan bu ¢alismada depresyon hastaliginda muhtemel terapétik etkileri
olabilecek JNJ7777120, seftriakson ve VPA ajanlarin glutamaterjik sistemle ve Glut’la
olan iliskisi ve Glut tasiyicilari lizerindeki etkinligi aragtirilmistir. Calismadan elde edilen
sonuclara gore tedavi ajanlarin yiiksek dozlarinin davranis testleri, gen ekspresyonlari ve
oksidatif stres analizleri tizerinde olumlu etkileri gériilmistiir. Elde edilecek ek sonuglarla
depresyon tedavisinde Glut, Glut tagiyicilar1 ve Glut reseptorleri tizerinden etki eden yeni
tedavi yaklagimlari ortaya konmaya calisilmasi ve insanlarda kullanilabilmesi i¢in klinik

caligmalar yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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