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1. OZET

Sicanlarda Kronik Ongériilemeyen Stres ile Olusturulan Depresyon Modelinde
Harmanin Roliiniin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Giilnaz ARKAN
Damismani: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Anabilim Dal: Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali

Amag: Depresyonun patofizyolojisi strese maruziyet ve bunu takiben olusan
inflamatuvar yanitlar ile iligkilendirilmektedir. Calismamizda kronik 6ngoériilemeyen
hafif stres (KOHS) ile depresyon modeli olusturulan sicanlarda kronik harman
uygulamasinin inflamatuvar yolaklar tizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Erkek Wistar Albino siganlar (220-360 g) Kontrol, KOHS,
KOHS+Harman 5 (5 mg/kg), KOHS+Harman 10 (10 mg/kg) olmak iizere gruplara
ayrilmistir (n=10-12). Model ¢esitli stresorlerin ardisik olmadan 6 hafta siire ile
uygulanmasi ile olusturulmus ve 20. giinden itibaren iki farkli dozda ve giinde bir kere
harman uygulanmistir. Antidepresan etkinligin degerlendirilmesinde siikroz tercih
testi ve zorunlu yiizme testi kullanilmistir. Inflamatuvar ve antiinflamatuvar yanitlar
immiinohistokimyasal ve molekiiler analizlerle belirlenmistir.

Bulgular: Siikroz tercih testi 5 mg/kg harman tedavisinde ve zorunlu yiizme testi de
hem 5 mg/kg hem de 10 mg/kg harman tedavilerinde antidepresan benzeri etkiyi
gostermistir. Molekiiler ve immiinohistokimyasal inflamatuvar parametrelerdeki
degisiklikler gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklar ortaya koymustur. Kaspaz-1,
IL-1B, IL-6 diizeyleri ve lba-1 mikroglial hiicre aktivasyonu KOHS’e oranla Harman
10°da istatistiksel anlamli azalmistir. NLRP3, IL-18, ASC ve CD11b gen ekspresyon
diizeyleri ise KOHS’le degismemis, tedaviden etkilenmemistir. Hipokampiis GFAP
diizeyleri ve NF-kB RNA ekspresyon seviyeleri KOHS’le artmis, harman ile
degismemistir. P2X7 reseptor ekspresyonu Harman 5 ile artmis Harman 10 ile
azalmistir. NLRP1 inflamazomu Harman 10 ile artmis olarak bulunmustur.

Sonuglar: Caligmalarimizda ortaya g¢ikan veriler endojen beta-karbolin harmanin
kronik 6ngoriilemeyen hafif stres modeli ile depresyon olusturulan siganlarda, depresif
benzeri davraniglarda doza baglh iyilesmeler sagladigini ortaya koymustur. Beyin
dokular1 tlizerinde yapilan analizlerimiz sonucunda depresyonun gelisiminde artigi
goriilen inflamatuvar parametrelerin bazilarinin harman ile tedaviye yanitta
istatistiksel anlamda azalma gosterdikleri sonuglarini vermistir.

Anahtar kelimeler: harman, depresyon, beta-karbolinler, inflamasyon, KOHS



2. SUMMARY

Research of the role of harmane on chronic unpredictable mild stress induced
depression in rats.

Student: Giilnaz ARKAN
Advisor: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU
Department: Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology

Purpose: The pathophysiology of depression is associated with stress exposure and
following inflammatory responses. In our study we aim to investigate the association
between inflammatory pathways and chronic harmane therapy on chronic
unpredictable mild stress (CUMS) induced depressive rats.

Materials and methods: Male Wistar Albino rats (body weight: 220-360 g) were
seperated into four groups as follow: Control, CUMS, CUMS+Harman5 (5 mg/kg),
CUMS+Harman10(10 mg/kg) (n=10-12). In this model nonconsecutive various
stressors were randomly implemented for 6 weeks and intraperitoneal harmane
administration was started on 20th day till the end of experiments. In order to detect
antidepressant activity of harmane sucrose preference test and forced swim test have
been performed. Determination of inflammatory and antiinflammatory responses was
via immunohistochemical and molecular analyses.

Findings: Behavioural tests data shows that the chronic administration of harmane
contributes a recovery on depressive symptoms in a dose dependent manner. Sucrose
preference test showed that 5 mg/kg harmane therapy demonstrates antidepressant
effect and forced swim test results indicate that both 5 mg/kg and 10 mg/kg harmane
therapy reverse depressive-like behaviours. Molecular and immunohistochemical
analysis have shown statistically significant results. Levels of mMRNA expression of
caspase-1, IL-18, IL-6 and levels of Iba-1 immunoreactivity are significantly elevated
with CUMS on PFC are reduced in Harmanel0 group. Levels of NLRP3, IL-18, ASC
ve CD11b gene expression are unchanged with CUMS and are not affected by therapy.
Hippocampus levels of GFAP and NF-kB gene expression levels are elevated with
CUMS, not affected by harmane therapy. P2X7 gene expression was increased with
Harmane5 and decreased with Harmane 10. Levels of NLRP1 iflammasome is foud to
be elevated with Harmane10.

Results: The data in our study revealed that an endogenous beta-carboline harmane
indicates antidepressant-like effect on chronic unpredictable mild stress induced
depressive rats in a dose-dependent manner. The analyses performed on brain tissues
demonstrates that levels of some inflammatory parameters,associated with depression,
have shown statistically significant responses to chronic harmane therapy.

Keywords: harmane, depression, beta-carbolines, inflammation, CUMS



3. GIRIS ve AMAC

Major depresyon; depresif ruh hali, anhedoni, kisinin kendine duydugu o6z
saygmin azalmasi, kendini degersiz hissetme, uyku ve yeme bozukluklari ve biligsel
fonksiyonlarda bozulma ile karakterize bir duygudurum bozuklugudur. Diinya

popiilasyonunun yaklasik %10’unda yaygin olarak goriilmektedir.

1950’lerin sonlarindan itibaren ilk antidepresanlarm kesfiyle, depresyonun
patofizyolojisi ve tedavi yaklasimlari monoamin hipotezi ile yOnetilmistir.
Giliniimiizde depresyon hastalarina, halen gegerliligini koruyan ve depresyonda
monoaminerjik asirimin artirilmasini hedef alan tedaviler uygulanmaktadir. Ancak
klasik antidepresan tedavisinde, tedaviye yanit gelismemesi veya yanitin ge¢ gelismesi

gibi yaygin problemler bulunmaktadir.

Stres, giinliik hayatin bir parcasi olup tekrar eden veya travmatik stres olmak {izere
iki sekilde ele alman bir olgu olup, periferal organ sistemlerinde oldugu gibi santral
sinir sisteminde de hastalik etkeni olarak goriilmektedir. Stres, homeostaside rol alan
ve davranigsal adaptasyonu diizenleyen bir olgudur ve hipotalamo pitiiiter adrenal
(HPA) ekseni tizerinde etkileri vardir. Depresyonda hipotalamo-pitiiiter-kortizol
hipotezi strese olan kortizol yanitin depresyonda rolii olabilecegini savunmaktadir.
Kronik stres ve uzun donem kortikosteroid tedavisi hipokampal néron kayb1 ve hasar1
ile iliskilendirilmektedir. Hipokampal glukokortikoid seviyelerinde azalma uzun
donem strese yanit olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda depresyon hastalarinda HPA
fonksiyon bozukluklarma rastlanmigtir. immiin sistem aktivasyonu ve inflamatuvar
sitokinlerin salinmasi, ozellikle interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6), timor
nekrozan faktor-a (TNF-a) ve bunlarin suda ¢oziinen reseptorleri gibi dogustan
varolan immiin sitokinlerin konsantrasyonlari, depresyon hastalarinda serebrospinal
stv1 ve periferal kanda yiiksek bulunmustur. Depresyonda sitokin hipotezinin ortaya
konulmasi ile sitokinler aracili olusan immiin yanit1 baslatan mekanizmalarin 6nemi

giindeme gelmistir. Bu noktada makrofaj/mikroglia hiicrelerinde IL-1B ve IL-18



aracilt inflamatuvar yanitlarin baslatilmasinda gorev alan ve Nod benzeri reseptor
proteini 3’tin (NLRP3) aktivasyonu ile olusan multi-protein kompleks yapisindaki
NLRP3 inflamazomunun depresyon-sitokin hipotezine yeni bir 151k tutabilecegi
diistiniilmektedir (Jones ve Thomsen, 2013). Son donemde az sayida g¢alisma
gerceklestirilmis olan ancak giderek giliglenen NLRP3 inflamazom yolaginin
depresyonla iliskisi yoniinden ele alinmasi 6nem kazanmistir. Bu kapsamda 6zellikle
kronik stres ile olusturulan veya inflamasyon ile indiiklenen deneysel depresyon
modellerinde, NLRP3 inflamazomunun aktivasyonuna g¢esitli ¢alismalarda dikkat
¢ekilmistir (Koo ve Duman, 2009, lwata ve ark., 2013, Hannestad ve ark., 2011).
Deneysel caligmalarin yanisira, yakin tarihte yayinlanan tek bir klinik caligma ile
NLRP3 inflamazom aktivasyonu artiginin major depresyon hastalarinda gozlendigi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2015).

Depresyon hastalarinin hipokampiislerinde ve diger onbeyin bdlgelerinde hacim
azalmasi bulgularindan yola ¢ikilarak, depresyonda, immiin aracili kortikosteroidlerin
hiicrei¢i norotrofik faktorler ile etkilesimlerde inflamatuvar yanitta etkileri olabilecegi
diistiniilmektedir. Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) sinyallemelerinin stres
yanitinda hipokampiiste azaldig1 bulgular1 depresyon patofizyolojisinde strese yanitin
bir devami olarak norotrofik faktorlerin de depresyon olusum mekanizmalarinda rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Endojen beta-karbolinler ilk olarak, klonidin benzeri aktivite gésteren maddeler
arastirilirken sigan ve sigir beyninden elde edilen metanolik ekstraksiyonlardan izole
edilmiglerdir (Atlas ve Burnstein, 1984). Beta-karbolinler bitkilerde, 1s1 gormiis
yiiksek protein iceren besinlerde (kizarmus et, balik, peynir, diger et iiriinleri), alkolli
iceceklerde, demlenmis kahvede ve sigara dumaninda bulunurlar (Agui ve ark., 2007).
Beta-karbolinlerin imidazolin baglanma bdlgeleri i¢in potansiyel bir endojen ligand
olabilecegi ve imidazolin reseptorleri lizerinde klonidin benzeri aktivite gosterdikleri

bilinmektedir.

Harmanm santral sinir sisteminde hipotalamus, hipokampiis, serebral korteks,
striatum, beyincik ve omurilikte varligi radyoligand baglanma ve otoradyografik

caligmalar ile gosterilmistir.



Harman ve diger beta-karbolinlerin monoamin oksidaz A (MAO-A) inhibisyonu
yaptiklar1 bildirilmistir. Bunlar MAO-A’nin selektif inhibitorleridir (May ve ark.,
1994). MAO enzimleri ile etkilesimlerinin bir sonucu olarak harmanin pek ¢ok
fonksiyonel 6zelliginin bulundugu; noradrenalin, dopamin ve serotoninin (5-hidroksi
triptamin, 5-HT) aktivitelerinin diizenlenmesinde etkili oldugu saptanmustir.
Siganlarda, hipotalamus icerisine beta-karbolin enjeksiyonunun, anksiyete benzeri
davranig ve alkol tercihi iizerine etkileri oldugu gozlenmis olup beta-karbolinlerin
epilepsi (Ghazaleh ve ark., 2015), morfin bagimlhilig: (Ghazaleh ve ark., 2015), sinir
hasar1 (Smith ve ark., 2013), noropatik agr1 (Smith ve ark., 2009) ve bilissel
bozukluklar (Anderson ve ark., 2006) gibi santral sinir sistemi bozukluklar1 {izerine
etkileri ¢alisilmis ve soz konusu patolojilerde harmanin olumlu etkileri olabilecegi
rapor edilmistir. Ayrica beta karbolinlerden o6zellikle harmanin benzodiazepin
reseptorlerinin endojen ligandi oldugu ve bir invers agonist gibi davrandigi in vivo ve
in vitro olarak gosterilmistir. Beta-karbolinlerin MAO enziminin 6zellikle MAO-A
izomerini secici olarak inhibe edebildigi bilinmektedir. Giincel bilgiler harmanin
atipik bir norotransmitter olabilecegi ve serotonerjik sistem ilizerinden antidepresan

etki potansiyeli tizerine yogunlagmustir.

Calismada stres ve tedavi gruplarinda depresyon modeli olusturmak amaciyla
sicanlara 6 hafta boyunca kronik dngoriilemeyen hafif stres uygulanarak harman 5 mg
ve harman 10 mg ile gerceklestirilen tedavilerde, harmanin antidepresan etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda depresyon modeli olusturulan siganlarda
kronik harman uygulamasmin inflamatuvar yolaklar {izerine etkisinin arastirilmasi

amaclanmaktadir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Major Depresyon
4.1.1. Duygudurum bozukluklari: Major depresyonda tani

Depresif bozukluklar DSM-IV-TR klasifikasyon sistemine gore primer semptom
olarak, kisinin duygudurumundaki bozukluklar grubunun igerisinde kategorize
edilmistir. Duygudurum bozukluklarinin 6nciil gostergesi, duygularda asirilik durumu;
rutin aktivitelerin gergeklestirilmesini etkileyecek diizeyde uygunsuz, asir1 disforik ve
oforik durumlar olarak bildirilmistir (Hasler, 2010).

Depresif bozukluklar major depresyon, unipolar depresyon ya da klinik depresyon
(1 ya da daha fazla depresif epizot), distimi (duygudurumunun en az iki yil siireyle
disiik seyretmesi hali) ve bagka bir bozukluga karakterize edilememis depresif
bozukluklar olarak smiflandirilabilmektedir. Distimili hastalar major depresyona

yatkindirlar.

Major depresyon; depresif ruh hali, anhedoni, kisinin kendine duydugu 6z
sayginin azalmasi, kendini degersiz hissetme, uyku ve yeme bozukluklar1 ve biligsel
fonksiyonlarda bozulma ile karakterize bir duygudurum bozuklugudur. Major
depresyon, gegici ruh hali degisiklikleri ve strese olan ani tepkilerden ayrilir. Giiniin
biiyiik béliimiinde diisiik ruh hali, giinliik aktivitelerden keyif alamama durumu, kilo
kayb1 veya artisi, uyku diizensizlikleri, ajitasyon veya uyusukluk, yorgunluk,
degersizlik veya acizlik hissi, diisiinme veya hafizada bozukluklar, tekrar eden kisinin
kendisine zarar verme istegi ve 6liim diisiinceleri semptomlarinin en az 5 tanesinin en
az 2 hafta stirerek devam etmesini igerir

(http://www.dsm5.org/psychiatrists/practice/dsm Erisim tarihi: 25.12.2016).

4.1.2.Major depresyonun epidemiyolojisi

Major depresyon, diinya popiilasyonunun yaklagik %10’unda yaygm olarak

goriilen, ciddi ve ilerleyici yoniiyle kimi zaman yasami tehdit edebilen 6nemli bir


http://www.dsm5.org/psychiatrists/practice/dsm

psikiyatrik hastaliktir. Tedavi edilmedigi takdirde, bireylerde oliim ve intihar
diislinceleri bas gosterebilmektedir (Hasler 2010). Diinya popiilasyonunda, farkli
cografyalarda ve degisik dlceklerde dagilim gosterebilmektedir. Bu dagilimin Asya’da
cok diisiik oranlar ve Avrupa’da en yiiksek oranlar gibi belirgin uluslararasi
degisiklikler gosterdigi, ancak tiim orneklerde dagilim oraninin kadinlarda erkeklere

gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Kessler ve ark., 2003).

Major depresyon, yaygin, siddetli seyreden, tekrar edebilen, bireyi giigsiiz veya
zayif hissettiren ve hayati tehdit edici potansiyeli olan bir afektif hastaliktir. Depresif
hastalarin %50°si tamamen iyilesme gosterirler, %20-30’u tedaviye yanit vermezler

ve %15’1 intihar tesebbiisiinde bulunurlar (Greden, 2001).

Diinya Saghk Orgiitii’niin 2000 yalinda gerceklestirdigi bir calismaya gore
depresyon, insanlarin hayatlarinda islevsiz gegirdikleri siirenin primer etkenidir ve
diinya hastalik yiikiinde 4. sirada yer almaktadir. 2020 yilinda depresyonun diinya
popiilasyonunda her yasta ve cinsiyette maluliyet ile gegen yasam yilmin 2. etkeni
olmas1 beklenmektedir. 2012 yilinda bu durumun ¢oktan 15-44 yas i¢in gecerli oldugu
bildirilmistir (Holden, 2000). Genetik faktorlerin depresyona yatkinlik {izerinde biiyiik
rolleri oldugu ikiz kardesler lizerinde yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Kendler ve
ark., 2006, Sullivan ve ark., 2000).

4.1.3. Depresyonun patofizyolojisi ve monoaminler

1950’lerin sonlarindan itibaren, ilk antidepresanlarin tesadiifi kesfinin ardindan,
depresyonun patofizyolojisi ve tedavi yaklasimlart monoamin hipotezi ile
yonetilmistir. Glinlimiizde hala kullanilmakta olan monoaminerjik tedavi, vakalarin
belirgin bir kismin1 tedavi etmekte yetersiz bulunmus ve tedaviye yanitin geg gelistigi

anlagilmistir.

Yakin zamanda gergeklestirilen ¢caligmalar, duygudurum bozukluklar1 ve hayvan

depresyon modellerinde bozulmus ndrotransmisyonun noronal plastisite tizerinde



meydana getirdikleri degisikliklere bazi antidepresanlarin etki ettigini ortaya

koymustur.

4.1.3.1. Geleneksel yaklasim: Monoamin hipotezi iizerine tedavi yaklasimlar

1960’larin ortalarinda trisiklik antidepresanlarin ve MAO inhibitdrlerinin
antidepresan etkilerinin farkedilmesi ile depresyonda temel olusturan monoamin
hipotezi one siirilmiistiir. Depresif semptomlarin monoamin miktarmin farmakolojik
olarak artig1 ile azaldig1 gézlemi, depresyonun bazi beyin bdlgelerindeki monoamin
norotransmitterlerindeki fonksiyonel azalmaya dayandirilabilecegi goriisii ortaya
¢ikmistir. Bunun yanisira serotonin prekiirsorii olan triptofandaki azalma,
dopamin/noradrenalin prekiirsorleri olan rezerpin veya gida ile alinan fenilalanin ve
tirozinlerdeki azalmalar insanlarda depresif semptomlarin artisina neden olmustur
(Hillhouse ve Porter, 2015).

Monoamin hipotezi, depresyonda 6nde gelen hipotez olma durumunu siirdiiriiyor
ve pek ¢ok antidepresan bilesigin gelistirilmesinde temel olusturuyor ise de bu hipotez,
semptomlarin  ve antidepresan etkinin acgiklanmasinda yetersiz kalmaktadir.
Depresyon fenotiplerinde klinik bulgular, yas, hastalik derecesi ve tedavi yanitlar1 gibi
parametrelerde ciddi ¢esitlilikler gozlenmektedir. Bu durum depresyonun farkli
nedenlerden ileri gelen pek cok degisik kategori ve seviyede gerceklestigini
diisiindiirmektedir. Bunun otesinde gilinlimiizde kullanilan tiim antidepresanlar
monoaminerjik igerigi akut bir sekilde yiikseltiyor olsa da duygudurumdaki

diizelmeler ve antidepresan yanit gelisiminde gecikmeler gozlenir.

Giliniimiizde antidepresanlar ile saglanan sinaptik monoamin miktarindaki akut
artiglarm, molekiiler ve hiicresel plastisiteyi diizenleyen ve devamindaki ileri
mekanizmalar olan transkripsiyonel ve translasyonel degisimlere, bir diger deyisle
sekonder noéroplastik degisikliklere neden oldugu distiniilmektedir (Pittenger ve
Duman, 2008).



Noronal plastisite ya da yeniden yapilanma santral sinir sisteminin, bilgi ve
bunlara verilen yanitlar1 toplayarak, gelecekteki benzer uyarilar ile gerekli

iliskilendirmelerin ardindan uygun yanitlar1 tekrar kullanmas1 fonksiyonudur.

Duygudurum bozuklugu hastalarinda strese yanit olarak, kronik antidepresan
tedavisi ile saglanan noroplastik etkiler sayesinde geri doniistiiriilebilir yapisal
degisimlerin varlig1 gézlenmistir. Monoaminlerin sinaptik araliktaki miktarlarmdaki
artig hiicrenin yasam siiresini, ndroplastisiteyi ve yeni hiicre olusumunu gergeklestiren

intraseliiler yolaklar1 aktive etmektedir (Dale ve ark., 2015).

4.1.3.2. Monoamin hipotezine dayanan giiniimiiz antidepresan tedavileri

Gilintimiizde depresyon i¢in birka¢ tedavi uygulanmaktadir. Bu tedavilerin
neredeyse tiimii monoamin sistemlerini hedef almaktadir. Bu durum nedeniyle
1950’lerden bu yana depresyon tedavisinde ¢ok fazla bir gelisme ortaya konulamamais
oldugu sonucuna variabilir. 1950’lerde tiiberkiiloz tedavisi i¢in kullanilan
iproniazidin (MAO inhibitorii) tiiberkiiloz hastalarmm duygudurumlar1 iizerinde
tyilestirici etkisinin fark edilmesi lizerine birkag y1l i¢erisinde monoaminlere yonelik
antidepresan tedavinin temeli atilmigtir. MAO, monoaminlerin yikimini katalizleyen
enzimdir ve inhibisyonu monoamin miktarinda artisa yol agmaktadir. Daha sonralar1
antihistaminik ve zayif antikolinerjik etkiye sahip imipraminin antipsikotik etkileri
gbzlemlenmis olup KULN ve ark. tarafindan arastirilmustir. Imipramin; serotonin geri
alim tasiyicist (SERT) ve noradrenalin geri alim tastyicist (NET) blokaji yaparak
serotonin ve noradrenalinin gerilalimini inhibe eder. SERT ve NET blokajinin sinaptik
aralikta monoamin miktarmi artirmasi sayesinde antidepresan etki gosterebilecegi
diistiniilmiistiir. Boylece antidepresan etkinin monoaminerjik uyar1 iletimi ile
iliskilendirilmesi tekrar giindeme gelmistir. Tiim bu bulgular 1s5181nda depresyon
etkeninin diisiik monoamin miktarina baglanmasi ile birlikte, depresyonda monoamin

hipotezi One siiriilmiistiir.

Monoaminerjik sistemlerin (serotonin, noradrenalin, dopamin), duygudurumlari

uzerinde farkli etkileri vardir. Yine de farkli monoaminlerin bu farkli etkilerinin



depresyon hastalarindaki g¢esitlilik gdsteren semptomlarin  agiklanmasinda
kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir. Akabinde yapilan arastirmalar selektif serotonin
gerialim inhibisyonu ve selektif noradrenalin gerialim inhibisyonuna odaklanmistir.
Bu alanda gelistirilen bilesikler giliniimiiz antidepresan tedavide kullanilmaktadir. Bir
diger antidepresan grubu olarak atipik antidepresanlar da monoaminerjik sistemi hedef
alirlar. Atipik antidepresanlar presinaptik reseptorleri ve sinaptik monoaminerjik

icerigi diizenleyerek monoamin dongiisiinde rol oynarlar.

Presinaptik a2 adrenerjik reseptorleri bloke ederek etkinlik gdsteren mianserin
atipik antidepresanlarm ilk 6rnegidir. 02 adrenerjik reseptor blokerleri spesifik
degillerdir. Daha sonraki donemde 02 antagonisti mirtazapin gelistirilmistir (Smith ve
ark., 1990). Mirtazapin presinaptik reseptorler iizerine etkisi ile serotonin ve
noradrenalin miktarin1 artirir. ilagsiz tedavi olarak da elektrokonvulsif tedavi
giiniimiizde halen uygulanan bir tedavidir. Ilach tedaviye yanit gelismediginde
uygulanir. Bir diger ilagsiz tedavi yaklasimi 1990’larin ortalarinda one siiriilen

transkraniyal manyetik rezonans tedavisidir.
4.2. Stres

Stres, giinliik hayatin bir par¢asi olup, tekrar eden stres ve travmatik stres periferal
organ sistemlerinde oldugu gibi santral sinir sisteminde de hastalik etkeni olarak
goriilmektedir. Uzun donem maruz kalinan psikolojik stres sadece major depresyonu
tetiklemekle kalmaz ayni zamanda astim, romatoid artrit gibi psikosomatik hastaliklar1
da tetikler. Psikolojik stresin beyin ve periferal organlar iizerindeki etki mekanizmalari

arastirilmustir.

Yakin ge¢miste, ¢ogalan sosyal ve ekonomik ihtiyaclar strese maruziyetteki
artiglara ve depresyon prevalansinin artmasina neden olmustur (Kessler ve ark., 2003).
Fiziksel stresorlerin yani sira psikolojik stresorlerin de etkisi ile immiin ve
inflamatuvar siireglerin aktivasyonunu takiben sitokin seviyelerinde meydana gelen
artig, ndronlarda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acarak major depresyon

gelismesine ortam hazirlamaktadir (Iwata M ve ark., 2013).
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4.2.1.Stres yamitinda hipotalamik-pitiiiter-adrenokortikal eksen ve sempatik

sinir sisteminin rolii

HPA ckseni hem i¢ hem dis sinyaller tarafindan aktive edilir. Hipotalamusta
paraventrikiiler ¢cekirdek noronlari, kortikotropin salim hormonu araciligiyla medyan
eminanstan hipofiz tasima sistemini hedef alir. Kortikotropin salim faktorii hipofizin
icerisine taginir ve adrenokortikotropik hormonun plazma icerisinde salgisini artiran
kortikotropinler iizerinde etki gosterir. Adrenal korteksteki kortikotropin
reseptorlerinin  stimiilasyonu glukokortikoidlerin kana salinmasmi saglar. Bu
aktivasyonun; arteriyel kan basinci artisi, kalp atiminda yiikselme, artan kalp yiikii,
kan glukoz diizeylerinde artis, kaslara kan derivasyonu, immiin yanit ve
inflamasyonun baskilanmasi ve lireme davranis ve fizyolojisinin inhibisyonu gibi pek
¢ok parasempatomimetik etkileri vardir (Sapolsky ve ark., 2000). Glukokortikoidler
homeostasinin saglanmasi amaciyla negatif geribildirim mekanizmasi ile ¢alisir. Bu
mekanizma hipotalamik kortizol reseptorlerindeki salim miktar ve siiresini kisaltarak

kotrikotropin salim faktorii tiretimini azaltir.

Stres, homeostaside rol alan ve davranigsal adaptasyonu diizenleyen bir olgudur
ve HPA ekseni tlizerine etki eder. Kronik stres maruziyeti anksiyete ve HPA
eksenininin hiperaktivasyonunun devami insanlarda depresyon patogenezi ile

iliskilendirilmistir (Bhatnagar ve ark., 2002).

Depresyonda hipotalamo-pitiiiter-kortizol hipotezi, strese olan kortizol yanitin
depresif benzeri davraniglara neden olabilecegini savunmaktadir. Yapilan
calismalarda depresyon hastalarinda HPA fonksiyon bozukluklarina rastlanmistir.
Psikolojik bir stresdre maruziyetin ardindan iyilesme periyodunda, depresif hastalarin
plazma kortizol diizeyleri cok daha yiiksek bulunurken depresif olmayan goniilliilerde
bazal kortizol diizeylerinde herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. intihar eden
hastalarin beyinlerinde yapilan postmortem incelemelerde prefrontal kortekste
kortikotropin saliverici fakor (CRF) miktarinin arttigi ve kortikotropin saliverici
hormon 1 (CRH-1) reseptorlerinin mRNA’larinda CRF ¢okeltisine yanit oldugu

diistiniilen bir azalma saptanmistir (Merali ve ark., 2004).
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Duygudurum bozukluklarinda HPA eksenindeki diizensizliklerin fark edilmesinin
tizerine son yillarda depresyon tedavisi i¢in yeni yaklasimlar gelistirilmistir. CRF-1
reseptdr antagonistlerinin depresyona etkisi ¢alisilmis ancak hastalarda goriilen
siddetli hepatotoksisite nedeniyle bu tedavi brrakilmistir. Daha yakin geg¢miste
glukokortikoid reseptor antagonisti olan mifepriston psikotik depresyon tedavisinde
etkili bulunmustur. Bu bilesiklerin beyindeki prefrontal korteks, amigdala,
hipokampiis, hipotalamus, HPA eksenindeki ndéroendokrin dongiiniin gergeklestigi
bolgelerde ve stres ile kortikotropin miktarinda artis goriilen bolgelerde etki biraktigi
disiiniilmektedir. Pozitif geri bildirim dongiistiniin bu sekilde durdurulmasi depresyon

iyilesmesinde daha uyumlu bir siirece neden olabilir (Gold ve ark., 2002).
4.2.2.Stres yamitinda steroidlerin rolii

HPA aktivitesini kontrol eden paraventrikiiler néronlar hipokampiis, prefrontal
korteksin orta kismi ve amigdala gibi beyin bdlgelerinde yogun miktarda
bulunmaktadir. Bu bolgeler glukokortikoid reseptorlerce zengindir. Sigan ve insan
beyinlerinde hipokampal stimiilasyon glukokortikoid salgisini azaltir ve hipokampal
lezyonlar kortikosteron ve adrenokortikotropik hormon salimini artirir (Sapolsky ve
ark., 2000). Kronik stres ve uzun dénem kortikosteroid tedavisi hipokampal néron
kaybi1 ve hasari ile ve hipokampal glukokortikoid seviyelerinde azalma ve uzun dénem

strese yanit ile iliskilendirilir (Sapolsky, 2001, Duman, 2004).

Prefrontal korteksin orta kisminin, HPA yaniti daha kompleks bir yol ile
diizenledigi bulunmustur. On singulat korteksteki ve prelimbik kisimlardaki lezyonlar
adrenokortikotropik hormon ve kortikosteronu artirirken sag infralimbik korteksteki
lezyonlar kortizol yanitin1 azaltirlar (Sullivan ve Gratton, 1999). Bu durum medyal
prefrontal korteks efferentlerin stres inhibisyonunda prelimbik kisim ventrolateral
preoptik bolgeye, dorsomedyal hipotalamusa ve peri paraventrikiiler bdlgeye
yonlenmeleri ile agiklanabilir. Stres eksitasyonunda ise amigdalanin orta ve merkez

kismi rol almaktadir.

Amigdalanin HPA ekseni aktive ettigi diisiiniilmektedir. Stresi takiben

amigdalada meydana gelen yaygin lezyonlar HPA yiikiinii artran stimiilasyonu
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gerceklestirirken, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve/veya Kortizol salgismni
azaltirlar. Glukokortikoidlerin merkez amigdalada kortikotropin ekspresyonunu

artirdigini gosteren ¢alismalar vardir (Du ve Pang, 2015).

Beyinde glukokortikoidler, glukokortikoid reseptorleri ve mineralokortikoid
reseptorleri olmak iizere iki ¢esit reseptore sahiptir. Mineralokortikoid reseptorleri
ekspresyonu daha azdir, dolayisiyla glukokortikoid afinitesi glukokortikoid
reseptorlerine oranla daha yiiksektir. Glukokortikoid reseptorleri ve mineralokortikoid
reseptorlerinin her ikisi de niikleer hormon reseptor ailesine mensupturlar. Yapilarinda
DNA baglanma bolgesi ve ligand baglanma bolgesini barindirirlar (Beato ve ark.,
1995).

4.3. Norotrofik Faktorler

Norogelisimsel bliylime faktorlerinin yetiskin beyninde plastisite olusturduklari
bilinmektedir. Norotrofik faktorler veya bir diger deyisle norotrofinler, noronlari
glutamat eksitotoksisitesinden korumaktadirlar (Almeida ve ark., 2005). Norotrofik
faktor calismalarmin  Oncesinde stresin  Ozellikle hipokampilis olmak {izere
glukokortikoid reseptorlerince zengin beyin bolgelerinde hasara ve bu bolgelerdeki
noron atrofisine yol agabilecegi bildirilmistir. Bu durum beyin kisimlarindaki néron

ve glial hiicre devrelerindeki artma ve azalma olarak tanimlanmaktadir.

Depresyon hastalarmin hipokampiislerinde ve diger 6nbeyin bolgelerinde hacim
azalmasi gbzlenmistir. Strese yanitta norotrofik hipokampal yapilarda ger¢eklesen bu
degisiklikler norotrofik faktorlerin analiz gerekliligini ortaya ¢ikarmustir. Sonuglardan
yola ¢ikilarak depresyon patofizyolojisinde norotrofik faktdrlerin rolii olabilecegi

hipotezi dogmustur (Monteggia ve ark., 2004, Duman ve Monteggia, 2006).
4.3.1.Stresin BDNF modiilasyonu iizerindeki etkisi

BDNF, biiyiime faktorlerinde ndrotrofin ailesinin bir liyesidir. BDNF, yetiskin
memeli  beyninde bulunmaktadir. Stres yanitinda hipokampiiste BDNF
sinyallemelerinin azaldig1 saptanmistir. Kronik antidepresan tedavisi ile bu durumun

tersine ¢evrildigi bildirilmistir (Duman ve Monteggia, 2006). Major depresyon
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hastalarinda serum BDNF diizeylerinin azalmis oldugu bildirilmistir (Karege ve ark.,
2002).

Stres ile azalan BDNF ekspresyonunun, strese bagli artmis immiin aracili
kortikosteroidlerden kaynaklandigi bir goriis bulunmaktadir. Ciinkii kortikosteron
verilen farelerde BDNF ekspresyonunun azalmis oldugu bulgularini igeren caligsmalar
mevcuttur. Ayrica adrenal bezleri c¢ikarilan hayvan c¢aligmalarinda BDNF
eskpresyonunda artma oldugu saptanmistir. Ayni zamanda IL-1B’nin BDNF

ekspresyonu lizerindeki inhibisyon etkisini gosteren ¢aligmalar da vardir.

5-HT2A reseptor blokaji BDNF yanitim1 kismen azaltmaktadir. Bu durum
hipokampiisteki gama-aminobiitirik asit (GABA) interndronlarinin sagladig:

inhibisyon etkisi ile agiklanmaktadir.

Ancak BDNF ekspresyonundaki azalmanin depresyon patofizyolojisinde etkili
oldugu hipotezinin sikintilar1 bulunmaktadir. Bunlardan birincisi BDNF ekspresyonu
ve depresyon iligkisini dogrulamayan veriler ortaya koyan klinik g¢aligmalarin
varhigidir. ikinci olarak, dnbeyin BDNF silinmesi gerceklestirilen farelerin depresif
semptomlar gostermedikleri gozlenmistir. Ayrica depresyon patofizyolojisinde dnemli
beyin bolgeleri niikleus akumbens ve Ventral tegmental alana dogrudan BDNF
enjeksiyonu yapildiginda depresif benzeri semptomlarin ortaya ¢iktigi ¢calismalar da

mevcuttur (Krishnan ve Nestler, 2008).

Norotrofinlerin hiicresel aktiviteleri tirozin kinaz (Trk) reseptorleri ailesi ve norotrofin
reseptorii (p75) tarafindan diizenlenir. TrkA, TrkB ve TrkC reseptorleri oncelik olarak
sinir bitylime faktorii (NGF) (BDNF ve norotrofin-3) tarafindan aktive edilirken, diger
reseptorler tiim norotrofinlere esit ilgi gosterirler. Trk reseptorlerinin aktivasyonunu,
Ras molekdllerinin aktivasyonu takip eder. Bunu mitojenle etkinlesen protein kinaz
(MAPK) ailesi liyesi olan, ekstraseliller sinyalle diizenlenen kinazlarin (ERK)
aktivasyonu ve fosfolipaz C-y ile fosfatidilinozitol 3-kinaz aktivasyonu takip eder.
Fosfolipaz C-y Akt gibi PH(Pleckstrin homology) igeren proteinlerin aktivasyonuna
yol agan diagilgliserol ve inozitol 1,4,5-trifosfat ve fosfatidilinozitol 3-kinaz olusturur
(Huang ve Reichardt, 2003). Akt’m aktivasyonun hiicre canliliginin iizerinde akut

etkileri vardir. Aktif Akt ve ERK’ler hiicre ¢ekirdegine go¢ ederek transkripsiyon
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faktorlerinin fosforilasyonunu saglarlar. Boylece spesifik genlerin ekspresyonu

saglanarak hiicre canliligi korunur (Huang ve Reichardt, 2003, Hanada ve ark., 2004).

Norotrofinlerin, antioksidan savunma sistemini uyararak, hipokampal ndron
kiiltiirlerini, glutamat-uyaranl hiicre 6liimiinden koruduklar1 bilinmektedir (Mattson
ve ark., 1995). Glutamat reseptorlerinin asirt stimiilasyonu sirasinda fazla miktarda
kalsiyum birikimine bagli olarak mitokondride reaktif oksijen tiirleri olusur.
Mitokondrinin agir1 uyarilma enerjisinin sebep oldugu hiicre 6liimleri apoptoz veya

nekroz ile gergeklesir (Ankarcrona ve ark., 1995).

Almeida ve ark. glutamat toksisitesine karst BDNF tarafindan gelisen norolojik
korunmayi fosfatidilinozitol 3-kinaz ve Ras/ERK sistemleri tizerinden arastirmiglardir.
Sonuglarda BDNF’nin hipokampal ndronlar {izerindeki koruyucu etkisini kaspaz-3
benzeri enzimler aracilifiyla sinyalleme mekanizmalar1 tizerinden gergeklestirdigi

bildirilmistir (Almeida ve ark., 2005).

Zhang ve arkadaslar1 kronik dngériilemeyen hafif stres (KOHS) ile depresyon
modeli olusturulmus farelere oksidatif stresi hedef alan hidrojence zengin su tedavisi
uygulamislardir. 4 haftalik hidrojenli su ile beslenen farelerin hipokampiis ve
kortekslerindeki IL-1pB seviyelerinde belirgin azalma saptanmustir. Deneylerde fare
hipokampiis ve prefrontal kortekslerinde kaspaz-1 ve IL-1B’nin asir1 ekspresyonunda
ve asir1 reaktif oksijen tiirleri tiretimindeki azalma ve davranis deneyleri verilerindeki

iyilesmelerin paralel sonuglar ortaya ¢ikardigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2015).
4.3.2.Stres yanitinda sitokinlerin rolii

Immiin sistem aktivasyonu ve inflamatuvar sitokinlerin salmmasi depresyon
patofizyolojisi ile iligkilendirilmistir. Major depresyon hastalarmmn periferik
dokularinda ve beyinlerinde artmis inflamasyon biyogdstergeleri belirlenmistir.
Ozellikle I1L-1 ve 1L-6, TNF-o ve bunlarm suda ¢dziinen reseptérleri gibi dogustan
varolan immiin sitokinlerin konsantrasyonlar1 depresyon hastalarmnin serebrospinal
stvilar1 ve periferal kaninda yiiksek bulunmustur (Raison ve ark., 2006). Depresyon

hastalarinda sitokin seviyelerindeki artiga yonelik bulgularin diginda insan ve hayvan
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deneklerde immiin sitokin verilmesinin ardindan gelisen davranigsal degisikliklerin

major depresyon semptomlari ile ortiistiigii gozlenmistir (Dantzer ve ark., 2008).

Sitokinler beyine dogrudan kan beyin bariyerini gegerek veya viseral afferent
sinirler aracigi ile iletilirler. Beyinde duygudurum diizenlenmesi ile ilskilendirilen
yolaklara taginirlar. Sitokinler beyin igerisinde niikleer faktor kappa B (NF-kB) gibi
inflamatuvar aracilarin aktivasyonu ile transdiiklenir ve giiclenirler. Ayrica sitokin
reseptorlerine sahip mikroglia ve astrosit hiicreleri de beyindeki bir diger sitokin agin1
olustururlar. Bu hiicreler sitokin, kemokin, néron ve benzeri ¢oklu hiicre tiplerinin
iretiminde rol oynarlar. Sitokinler depresyon ile iligkilendirilmis pek ¢ok
patofizyolojik yoldan goriiniir bir bi¢imde etkilenmektedirler. Bu olaylara
norotransmitter metabolizmasi, noroendokrin fonksiyonlar, sinaptik plastisite ve

bolgesel degisiklik gosteren beyin aktiviteleri dahildir (Raison ve ark., 2006).

Sitokinlerin depresyona yol agmalarindaki bir diger mekanizma glukokortikoid
reseptorler iizerindeki etkileri ile gerceklesmektedir. Sitokinlerin glukokortikoid
reseptorlerin  ekspresyonunu  azalttiklar1  bulunmustur. Bu azalma islemini
glukokortikoid reseptorlerin sitoplazmadan ¢ekirdege tasinmasimi bloke ederek ve
niikleer protein-protein etkilesimleri {izerinden glukokortikoid reseptor-DNA
baglanmasimi bozarak gergeklestirmektedirler. Bunlara ek olarak sitokinler
glukokortikoid reseptorlerinin etkisiz olan beta izoformunun ekspresyonunu gorece

artirirlar (Pace ve Miller, 2009).

4.4. Glutamaterjik Sistemin Stres Yamtindaki Rolii

Yiiksek L-glutamat konsantrasyonlar1 ve L-glutamat reseptorlerinin asiri

uyarilmasi ndrotoksisiteye neden olmaktadir.

L-glutamat memeli santral sinir sistemindeki en Onemli eksitator
norotransmitterdir (Takaki ve ark., 2012). Reseptorleri baslica N-metil-D-aspartat
(NMDA), amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonat (AMPA), kainat ve G-

proteinine bagli metabotropik reseptorler olmak iizere gesitlilik gosterir.
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Santral sinir sistemi, noronlar ve glial hiicreler ile ¢evrelenmistir. Glial hiicreler;
mikroglialar, astrositler ve oligodendrositlerdir (Allen ve Barres, 2009). Mikroglialar
immiin hiicrelerin aktivasyonunda rol alan primer hiicrelerdir. Mikroglia aktivasyonu
gerceklestiginde hiicreler dinlenme durumundan hareketli hale gegerler ve
proinflamatuvar sitokinler, reaktif oksijen bilesenleri, nitrik oksit, L-glutamat ve ATP
gibi ¢ozliniir maddelerin salimina yol agarlar. Bu faktorlerin bazilarmin L-glutamat
tastyicilarini dogrudan inhibe ettkileri bilinmektedir. Bunun yani sira inflamasyon ile
aktive olan mikroglialar ile astrosit L-glutamat tasiyicisi diizeyleri arasindaki
dogrudan etkilesim arastirilmaktadir (Lehnardt, 2010). Santral sinir sistemi hiicre
gruplarindan astrositler, major fonksiyonel L-glutamat tasiyicilarma ev sahipligi
yapmaktadir. Astrositler noéron sinapslarma yakin konumlanmis kiiciik glial
hiicrelerdir. Noroinflamasyonda mikroglial aktivasyona eslik eden astrosit hiicre kayb1
goriilmektedir.  Astrositlerde bulunan L-glutamat tasiyicilarmin  ekspresyonu

metabotropik glutamat reseptorleri ile gergeklesir.

Major depresyonda, inflamatuvar mekanizmalarin harekete gegmeleri nedeniyle
obezite, romatoid artrit, diyabet gibi es zamanli hastaliklar risk faktorlerini
olusturmaktadirlar. Buna dayali olarak periferal immiin modiilatorlerin de psikiyatrik
semptomlarin ortaya ¢ikmasinda etkili olduklar: bildirilmistir (Dantzer ve ark., 2008).
Sinir siteminde gergeklesen inflamasyonun nedeni mikroglial aktivasyon olarak
goriilmektedir (Yirmiya ve ark., 2015, Sui ve ark., 2016, Najjar ve Pearlman, 2015).
Mikroglialar doku hasar1 veya beyin enfeksiyonlarinda santral sinir sisteminin ilk
aktive olan hiicreleridir. Patojen taninmasi, fagositoz, antijen sunumu ve sinaps
yeniden yapilanmasinda gorev alirlar (Boche ve ark., 2013). Noroinflamasyondaki bu
mikroglial aktivasyonlar kisitlama stresi, akut stres, prenatal kisitlama stresi, post
travmatik stres bozuklugu, maternal uyku yoksunlugu, adrenalektomi, elektrik
soku(ayak) stresi, diisiik doz lipopolisakkarit ile saglanan stres de igerisinde bulunan

stres modelleri uygulanan hayvan ¢alismalarinda da saptanmustir (Reus ve ark., 2015).

Mikroglial anomalilerin major depresyonda sitokinler lizerinde olusturduklari
degisiklikler Tablo 1’de verilmistir.

17



Tablo 1. Major depresyonda saptanan mikroglial anomaliler

Anomali parametreleri | Depresyon ve Stres Referans

Astrosit dansitesi ! Steiner ve ark., 2009,
Correa ve ark., 2011

Mikroglial aktivasyon 1 Torres-Platas ve ark., 2014

Inflamatuvar tIL-6, IL-8, IL-12, | Miller ve ark., 2009

medyatorler IFN-y, IL-1B ve TNF-a

Mikroglia stimiilatorleri | 1 Iba-1 Diz-Chaves ve ark., 2013

IL-6; interlokin 6, IL-8; interlokin-8, IL-12; interlokin-12, IFN-y; interferon-y,_IL-IB; interlékin-lB,_
TNF-a; tiimor nekrozan faktorii-o, Iba-1; iyonize, kalsiyuma baglanan adaptor molekiil-1

Noron-glia aktivasyonunun glutamaterjik sinyalleme ve immiin sistem etkilesimi
tizerinden depresyonun patofizyolojisi tizerindeki rolii, periferdeki sitokinlerin stres
keynakli cogalmasi, akabinde mikroglial aktivasyondaki artis ve santral sinir
sisteminde IL-1p ve TNF-o gibi proinflamatuvar mediyatorlerin sentezinin artmasi ile
baslar. Mikroglial aktivasyon astrositlerde atrofiye neden olabilir ve bunun bir sonucu
olarak IL-1B konsantrasyonlarinda yiikselme ve glutamat geri aliminda azalma
gergeklesir. Sinaptik aralikta artan glutamat konsantrasyonu ve NMDA reseptorleri
aracilig1 ile noronlarm igindeki kalsiyum miktarinda artis gergeklesir. Bu durum
depresyon hastalarinda serbest radikal olusumuna sebebiyet vererek, proinflamatuvar
gen ekspresyonunu artirir.  Bir diger yandan glukokortikoid reseptdr antagonistleri,
selektif serotonin gerialim inhibitdrleri, diisiik dozda kortikosteron ve NMDA reseptor
antagonistlerinin mikroglial aktivasyonu azaltici etkileri oldugu bildirilmistir (Reus ve
ark., 2015).

Santral sinir sisteminde mikroglial aktivasyonun tespit edilmesi i¢in
gerceklestirilen immunohistokimyasal caligmalarda iyonize, kalsiyuma baglanan
adaptor molekiil-1 (Iba-1) ile boyama yapilarak tespit edilmektedir. Astrositlerle
birlikte bulunduklari kiiltiirlerde mikroglialar Iba-1 ve CD11b ile imiinohistokimyasal
olarak kolaylikla isaretlenebilirler (Jeong ve ark., 2013). Ayrica piirinerjik P2X7
reseptorlerinin ERK aktivasyonu ile mikroglial aktivasyonda ve proliferasyonda rol

oynadigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Lu ve ark., 2013).
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Sekil 1. Inflamasyon baslangicinda
astrosit ve mikroglialardaki glutamat

aktivitesi. Aktive olmus mikroglialar L-
glutamat salimmi gergeklestirerek ekstraseliiler
glutamat konsantrasyonunu yiikseltirler.
Astrositler igerisindeki L-glutamat miktar1 artis
gosterir. Buna bagl olarak astrositler igerisindeki
L-glutamat tastyiclar1 down-regiilasyona ugrarlar.
Néroinflamasyonun heniiz baslangicinda
ekstraseliiler glutamat artis1 tasiyici sistemlerin
eksilmesine bagli olarak daha fazla artar. 1. Aktif
mikroglialardan L-glutamat  salimu. 2.
Ekstraseliiler L-glutamat artigt ve bunu takiben
astrositlerde intraseliiler L-glutamat artigi. 3.
Astrositlerdeki intraseliiller L-glutamat artismin

sonucunda , L-glutamatin glutamat aspartat
tagtyicist  (GLAST)  ekspresyonunda  down
regiilasyon olusturmasi. 4. GLAST

ekspresyonunda azalmanin ekstraseliiler glutamat
miktarmi1 daha da arttirmas1 (Takaki ve ark.,
2012’den modifiye edilmistir).

Noronal hiicre 6liimiinde eksitotoksisite onemli bir siirectir. Noron kaybinda

eksitotoksisite olduk¢a yaygin olarak goriilmekte ve buna bir etken olarak beyinde

asir1 miktarda glutamat salinmasi gosterilmektedir. Asir1 miktardaki ekstraseliiler

glutamat birikimi ve akabinde glutamaterjik reseptorlerde gelisen asir1 uyarilma reaktif

ve eksitotoksik oksijen ve azot tiirevlerinin iiretimine ve hiicre ¢liimiine neden olan

oksidatif strese sebebiyet vermektedir (Fortunato ve ark., 2010, Li ve ark., 2011).

Noronlari, asir1 miktarda salinmis olan glutamat uyarisindan korumak amaciyla

astrositler bu asir1 miktardaki glutamati ekstraseliiler bosluktan astrosit hiicreigine

tasima gorevini gerceklestirmektedirler. Bu tagima isleminde astrositlerde bulunan

eksitatdr amino asit tastyicilarmim (EAAT) biiyiik rolii bulunmaktadir. Ayni zamanda

glutamat glutamin dongiisiiniin diizenlenmesine de katki saglamaktadirlar. EAAT ler



normal eksitator sinaptik transmisyonun korunmasini saglarlar. Astrositlerde bulunan
EAAT’ler ekstraselliller glutamat konsantrasyonun norotoksik seviyelerin altinda
tutulmasinda primer gorev alirlar (Rothstein ve ark., 1996). Bu diizenlemeleri gevre
noronlardaki Na*/K*-ATPaz aktivasyonu ve glukoz tastyicilarmin aktivasyonunu

yoneterek ATP ve laktat diizeylerinin regiilasyonu ile gergeklestirirler.

Membran iligkili proteinlerin ¢ogunlugu kolayca hiicre i¢ine alinabilirler ve
intraselliiler kompartimanlarda bulunabilirler. Ancak EAAT lerin hiicre i¢ine alinma
mekanizmalar1 heniiz aydinlatilmamistir. Bu nedenle L-glutamatin hiicreigine

alinmasi daha ayrintili sitoskeletal bir diizenleme gerektirmektedir.

EAAT’ler vezikiiler glutamat tasiyici proteinler ile hiicre konumlanmalar1 ve
farmakolojik karakterleri nedeniyle farklilik gosterirler (Beart ve O’Shea, 2007).
EAAT’lerdeki bozukluklara ve disfonksiyonlara; Alzheimer hastaligi, amyotropik
lateral skleroz, mojor depresyon ve epilepsi gibi pek ¢ok norolojik bozuklukta
rastlanilmaktadir (Choudary ve ark., 2005). Bunun yani sira ¢alismalarda glutamat
konsantrasyonlarinin artirilmasi ile in vivo ve in vitro inflamasyon modelleri
kullanilmaktadir (Takaki ve ark, 2012). Toplamda 5 adet Na* aracili glutamat tastyicisi
belirlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Eksitator Amino Asit Tasiyicilar1 (EAAT) ( Beart ve O’Shea, 2007)

Eksitator amino asit tasiyicisi Konum/Dagihim
Glutamat-aspartat tastyicist Astrositler/Bergman glial hiicreleri ve
(EAAT1/GLAST) beyincik

Glutamat tastyicisi 1 (EAAT2/GLT-1) | Glial hiicreler (beyindeki glutamat
alimini %90 oraninda gerceklestirir.)

EAAT3 Noronlar

EAATA Noronlar ve serebellar purkinje hiicreleri

EAATS Rod reseptorleri ve retina bipolar
hiicreleri

EAAT; eksitatdr amino asit tagtyicisi, GLT; glutamat tastyicisi, GLAST; glutamat-aspartat tagtyicisi.

Yapilan calismalar GLT-1 disfonksiyonunun bu noronal hiicre kaybinin
onlenmesinin aksamasma yol actig1 Ongoriisii gerekgesiyle Alzheimer hastaligi,
amyotropik lateral skleroz, inme, epilepsi, travmatik beyin hasar1 gibi norolojik

bozukluklarla iligkilendirilebilecegini gdstermektedir. Bu ndrolojik bozukluklarda
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GLT-1 disfonksiyonu incelenmis ve hipotez ile oOrtiisen veriler ortaya ¢ikmistir
(Lauderback ve ark., 2001). GLT-1 aktivitesinin ve ekspresyonunun arttig1 durumlarda
pek c¢ok nodrolojik hastalik modellerinde glutamat asir1 saliminin azaldigi ve

davraniglarda iyilesme saglandigi tespit edilmistir (Fortunato ve ark., 2010).

Inflamatuvar sitokinlerin de astrositlerdeki glutamat tasiyicilarini dogrudan
ve/veya dolayli olarak azalttiklar1 bulunmustur. IL-1B ve TNF-o’nin a-amino-3-
hidroksi-4-izoksazol propiyonik asit ekspresyonunu artirarak glutamat ekspresyonunu

dogrudan diizenledigi bildirilmistir (Pickering ve ark., 2005).

Major depresyonda stres ve inflamatuvar mekanizmalarin tetiklemesi ile
eksitotoksisite kaynakli ndronal hiicre kaybina, astrositlerde meydana gelen hipertrofi
ve hiperplazi eslik etmektedir. Bu yanitin saptanmasinda glial fibriler asidik protein
(GFAP) ekspresyonu incelenmis olup bu proteinin ekspresyonunda belirgin artis
gozlenmistir (Davis ve ark., 2002). GFAP, astrosit hiicre membranlarinda ve astrositik
aktivite artisinda sentezlenen bir orta dereceli filaman proteinidir. Astrositlerin
olgunlasmasina katkida bulunan proteinlerdir. Astrosit olgunlasma gostergesi olarak
calismalarda kullanilmaktadir. GFAP’1in upregiilasyonu beyin lezyonlarinda tespit
edilen karakteristik bir parametredir. GFAP ekspresyonu tiroid hormonu ve
glukokortikoidler gibi bazi hormonlar ve pek ¢ok biiyiime faktorii tarafindan

diizenlenmektedir (Gomes ve ark., 1999).

Major depresyon hastalarinda yapilan bir calismada hastalarin prefrontal
kortekslerinde GFAP konsantrasyonlarinin belirgin 6lgiide azaldigi bildirilmistir
(Johnston-Wilson ve ark., 2000). Bir diger ¢aligmada immunohistokimyasal GFAP
analizleri sonucu major depresyon hastalarinin dorsolateral prefrontal kortekslerinde
GFAP konsantrasyonunun az oldugu bildirilmistir (Miguel-Hidalgo ve ark., 2000).
Caligmalarda varilan bu sonuglar major depresyonda stres, inflamasyon ve glutamat
eksitotoksisitesi aracili astrositlerde meydana gelen bozukluklarin varligini destekler

niteliktedir.
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4.5. Stres Yamtinda NLRP Inflamazomu ve inflamatuvar Yanita Dair

Parametreler

Inflamasyon, birbirini tamamlayan iki sistem ile meydana gelir: dogustan gelen
immiin sistem ve ardindan harekete gecen adaptif immiin sistemdir. Dogustan immiin
sistemin tanidig1 reseptorler membranda yerlesmis Toll-benzeri reseptorler (Toll-like
receptor; TLR) ve Nod-benzeri reseptorler (Nod-like receptor; NLR) dir. TLR’ler hem
intraseliiler hem de ekstraseliiler uyaranlar1 tanirken NLR’ler sitozolik agonistlere
yanit verirler. NLR ailesi ¢ok ¢esitli proteinleri icerir ve bu proteinler oligomerleserek
daha biiyiik protein kompleksleri olustururlar. Bu yol ile inflamazom adi verilen

molekiiler yapiy1 olustururlar (Choi ve Ryter, 2014).

Bu multiprotein kompleksleri inflamatuvar kaspazlarin (kaspaz-1) aktivasyonuna
neden olurlar. Kaspazlarin aktivasyonu sonucunda IL-1p ve IL-18’in de igerisinde
bulunduklar1 inflamatuvar sitokinlerin salgilandig siiregler baslar (Martinon ve ark.,
2009). Boylece NLR ailesine ait inflamazomlarin (NLRP1,NLRP3 ve NRC4) kalitsal
ve adaptif immiin sistemlerin hiicresel streste kritik medyatorlerini temsil ettikleri

sOylenebilir.

NLR protein ailesi, NLR protein alt ailesi (NLRP1-14) ve ICE proteaz aktive
edici faktor (IPAF)’ tan olusur. Cogu NLR niikleotid baglanma ve oligomerizasyon
(NACHT) kalintilarindan meydana gelmektedir. NACHT kalintilar1 ATP bagimli
oligomerizasyon araciligiyla proinflamatuvar sitokin sinyallemesinin aktivasyonunu
saglar. NACHT kalintilar1 ¢ogunlukla C-terminal l6since zengin tekrarlardan ve N-
terminal kaspaz aktivasyon ve giiclendirme kalintis1 (caspase activation and
recruitment domain; CARD) veya piirin kalintilar1 (PYD) ile ¢evrelenmistir (Schroder
ve Tschopp, 2010). NLRP’lerin PYD kalintis1 adaptor apoptoz iliskili speck benzeri
protein iceren kaspaz gii¢lendirme kalintis1 (caspase recruitment domain; ASC)
icerirler. ASC’de hem N-terminal PYD hem de C-terminal CARD bulunur. ASC’nin

CARD kalntist kaspaz-1 aracilt inflamazom olusmunun esansiyel komponentidir.
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NLRP1 ve NLRP3 inflamazomlar1 kaspazi farkl sekillerde aktive ederler. NLRP1
CARD igermektedir. CARD pro-kaspaz-1/pro-kaspaz-5 aktivasyonunu saglar (Faustin
ve ark. 2007). Bunun sonucu olarak NLRP1’in dogrudan kaspaz-1 aktivasyonu i¢in
ASC stoguna gereksinimi bulunmamaktadir (Schroder ve Tschopp, 2010). NLRP3 ise
CARD kalintis1 bulundurmaz. NLRP3’teki PYD kalintis1 ASC ile etkileserek pro-
kaspaz-1’i uyarir (Faustin ve ark., 2007).

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu ve diizenlenmesinde TLR’lerin etkinligi,
NF-kB transkripsiyonu iizerinden gerceklesir. TLRler inflamazom aktivitesini ve pro-
IL-1B tretimini diizenleyen kritik reseptorlerdir. TLR agonistleri (lipopolisakkarit;
LPS gibi) NF-xB transkripsiyonu ve IL-1B promoter aktivasyonu ile IL-1P
sekresyonunu arttirirlar (Schroder ve Tschopp, 2010). IL-1B’nin kaspaz-1 ile saglanan
proteolitik kirilmasinin 6ncesinde TLR agonistleri NF-kB’ye bagli sinyali araciligiyla

NLRP3 inflamazom olusum yolunu kolaylastirir.

4.5.1. Major depresyonda inflamazom

Periferdeki sitokinlerin beyine gegisleri kismi olarak afferent vagus siniri araciligi
ile gergeklesir ve santral sinir sistemi bozukluklarina yol agar. Periferal sinir hasarmin
sitokin ekspresyonunu arttirarak depresif-benzeri davraniglara yol agtig1 bildirilmistir.
Stres beyinde bu siireci IL-1p upregiilasyonu ile tetiklemektedir (Norman ve ark.,
2010). Iwata ve ark. psikolojik strese yanitta IL-1B sekresyonundaki artigin ilk
basamagi olusturdugunu 6ne siirmiislerdir (Iwata ve ark., 2013). Koo ve Duman akut
ve kronik stres modellerinde NF-«B yolaklar1 aracilig1 ile gergeklesen IL-1 saliminin

depresif benzeri davranislara yol agtigini bildirmislerdir (Koo ve Duman, 2008).

Yakin ge¢miste depresyon ve NLRP3 inflamazomu arasindaki iliski daha ayrmntili
aragtirtlmistir. Major depresyon tanisi konulan hastalarin IL-1p ve IL-18 seviyelerinde
artly saptanmis, bunun yanisira periferal kan mononiikleer hiicrelerinde NLRP3
inflamazomu tespit edilmistir (Alcocer-Gomez ve Cordero, 2013, Ozaki ve ark.,
2015).
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Zhang ve ark., tarafindan LPS ile olusturulmus depresyon modelinde fare
beyninde IL-1p ve NLRP3 inflamazomunun mRNA ekspresyon seviyelerinde belirgin
artig saptanmustir. Bu ¢alisma da psikolojik stres ve depresyonda IL-1  ve NLRP3’{in
inflamatuvar medyator olarak gozlendigini destekler niteliktedir (Zhang ve ark. 2013).
Sicanlarda LPS enjeksiyonu ile inflamatuvar yanitin gézlendigi bir baska ¢alismada
depresif davraniglarin gozlendigi ve bu durum beraberinde NLRP3 inflamazomu, IL-
1B diizeyleri artisi ve ASC aktivasyonu beraberinde pro-kaspaz-1’lerde artis
bildirilmistir ( Zhu ve ark., 2017).

Erkek fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada glukokortikoid enjeksiyonu ile
olusturulan inflamatuvar yanitin prefrontal korteks ve hipokampiiste NLRP1
inflamazomunu arttirdigi ve hayvanlarda depresif benzeri davranislara yol agtigi
bildirilmistir. Ayrica bu hayvanlarin hipokampiislerinde kaspaz-1, ASC, IL-1p, NF-
kB, IL-6, IL-18, TNF-0, kaspaz-5 diizeylerinde artis saptanmistir (Kamo ve ark.,
2013).

NLRP3 aktivasyonu sirasinda mitokondriyal pargalanmalarin kritik bir siireg¢
oldugu onerilmektedir (Latz ve ark., 2013, Nakahira ve ark., 2011). Ancak major
depresyon hastalarindaki inflamazom olusumu mitokondriyal disfonksiyon ile
iliskilendirilmemistir (Alcocer-Gomez ve Cordero, 2013). Bu nedenle psikolojik
stresle meydana gelen inflamasyonun mekanizmasi giliniimiizde halen tam olarak

aydinlatilamamustir.

Klinik uygulamalarda, bazi antidepresan tedavilerinin inflamazom aktivasyonu
tizerinde diizenleyici etkisi bulundugu ileri sirilmistiir. Amitriptilin (trisiklik
antidepresan; TSA) major depresyon hastalarinda IL-1f ve IL-18 tiretimini ve NLRP3
ve kaspaz-1 aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Alcocer-Gomez ve Cordero,
2013). Bunun yani sira bir antidiyabetik olan gliburidin stresle indiiklenen
depresyonda kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1 B sekresyonunu inhibe ettigi, NLRP3
inflamazomu olusumunda da etkili bir ihibitor rolii oldugu bildirilmistir (Lamkanfi ve
ark., 2009).
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Warner-Schimidt ve arkadaslar1 depresyon hastalarinda antidepresan ilaglar ve
antidepresanlar arasinda antagonistik bir iliskinin varhigmi tespit etmislerdir. Bu
calismada selektif serotonin gerialim inhibitdrlerinin (SSGI) depresyon hastalarmin
frontal kortekslerinde antiinflamatuvar ilaglar tarafindan normal kosullarda inhibe
edilen TNF-a ve IFN-y seviyelerinde artisa neden oldugu bulunmustur. Bu durum TSA
icin gecerli degildir. Buradan TSA ve SSGI’larm antiinflamatuvar ilaglarla farkl
mekanizmalar {izerinden etkilesim gerceklestirdigini ortaya koymaktadir (Warner-

Schmidt ve ark., 2011).

Depresyon nedenli NLRP3 aktivasyonu pek ¢ok komorbid sistemik hastalikla
baglantili bulunmustur (Iwata ve ark., 2013; Menu ve Vince, 2011). Inflamazomun
invaziv patojenler haricinde psikolojik stres esliginde de aktive oldugu pek cok

calisma ile desteklenmistir (Raison ve Miller, 2013).

NF-xB birden fazla alt iinitenin birlesmesi ile olugsmus bir transkripsiyon
faktoriidiir ve inhibitoéri inaktif konformasyonunu sitolazmada tutmaktadir. NF-xB
aktvasyonu kalsiyum/ kalmodulin bagh kinaz aracilii ile gerceklesir. NF-xB’nin
salman ve aktif durumda olan konformasyonu sitoplazmadan ¢ekirdeklere dogru yer

degistirerek hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (Gutierrez ve ark., 2005).

NF-kB’nin sinapslarda lokalize olan p65 alt tinitesi eksik fareler ile yapilan bir
calismada, farelerin uzamsal hafiza gorevlerini yerine getiremedikleri saptanmistir. Bu
durum p65 eksik farelerin sinapslarda NF-kB ekspresyonlarmin eksikligine
dayandirilabilir. Bu sonuglar NF-kB p65 fosforilasyon mekanizmasi géz Oniinde
bulunduruldugunda NF-kB’nin ndronal gelisim iizerinde gii¢lii bir inhibisyon etkisi
yaptig1 goriisti desteklemektedir (Gutierrez ve ark., 2008). NF-xB’nin kaynak efektorii
oldugu bilinen kappa kinaz inhibitoriine (IKK) BDNF ve sitokinlerin baslattigi néronal
hiicre kaybina yol acan mekanizmalarin ileri adimlarinda etkili bir parametre oldugu
diistiniilmektedir. Russo ve ark. 2009’da niikleus akumbenste dominant negatif IKK
mutant ekspresyonunun bazal dendrit gdvde sayisini azalttigini bildirmislerdir (Russo
ve ark., 2009). Christoffel ve ark. tarafindan kronik sosyal yenilgi stresi uygulanan

farelerde noroplastisitenin arastirildig1 bir ¢alismada NF-xB’ye parametre olarak yer
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verilmistir. Kronik sosyal yenilgi stresi uygulanan farelerin niikleus akumbenslerinde
IKK’nin belirgin up-regiilasyonu saptanmistir. Ayni calismada IKK inhibisyonu
gerceklestirildiginde dendrit govdelerinin tekrar gelistigi bildirilmistir (Christoffel ve
ark., 2011). Bu durum niikleus akumbensteki NF-kB nedenli degisikliklerin néronal
morfoloji tlizerindeki etkilerini ve stres ile indiiklenen davranigsal bozukluklar

tizerindeki etkilerini destekler niteliktedir (Christoffel ve ark., 2011).

Tim bulgular bir arada degerlendirildiginde NF-kB tarafindan diizenlenen gen
transkripsiyonunun davranissal degisikliklere ve ndroplastisiteye dogrudan etkisinin
varlig1 ve noronal hiicre kaybmin ger¢eklestigi yolaklarda NF-kB’nin rolii g6z oniinde
bulunduruldugunda, bu faktériin afektif ve ndrodejeneratif hastaliklarda

incelenebilecek bir parametre olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.
4.6. Endojen Beta-karbolinler

Endojen beta-karbolinlerin  klonidin benzeri aktivite gosteren maddeler
arastirilirken sigan ve sigir beyninden elde edilen metanolik ekstraksiyonlarda ters faz
HPLC teknigiyle elde edilen ve klonidin benzeri aktivite gosterme 6zelligi bulunan
ekstraktin i¢erisinde varliklar1 bildirilmistir (Atlas ve Burnstein, 1984). Bu madelerin
in vivo ve in vitro sentezleri arastirilmistir. Beta-karbolinler in vitro ortamda
formaldehit gibi karbonil i¢eren bilesiklerin varliginda indolaminlerin Pictet-Splenger
siklizasyonu sonucu olustugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Bodylece
formaildehit ve asetaldehit olusumuna neden olan yolaklardaki stimiilasyonlarin in

vivo beta-karbolin sentezinde artisa neden olmaktadir (Robinson ve ark., 2003).

Beta-karbolin sentezinde alternatif bir yol da glioksilik asit kullanimi ile
triptaminden hizli bir sekilde beta-karbolin olusmasidir. Piriivik asit glioksilik aside
benzer ozellik gosterir ve memeli dokularinda bulunur. MAO inhibitdrii varliginda
triptamin ve pirlivik asitin beta-karbolinlere doniistiigli goriilmiistiir (Susilo ve
Rommelspacher, 1987). Bu siirecin in vitro psddofizyolojik ortamda ger¢eklesmiyor

olmasi1 nedeniyle enzimatik oldugu diisiiniilmektedir (Robinson ve ark., 2003).
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Harman, Peganum harmala bitkisinden izole edilen (Celikyurt IK ve ark., 2012,
Ghazaleh ve ark., 2015), molekiil formiilii C12H10N2 , molekiil agirligi 182.221 Dalton
olan endojen bir beta-karbolindir
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5281404+#section=Top, Erisim tarihi:
24.12.2016). Yapilan ¢alismalarda % 50’lik etanolde, % 0,9’luk salinde ¢oziiniirligi

gosterilmistir (Nasehi M ve ark., 2013). Giiney Amerika yerlileri, Peganum harmala
bitkisinden elde ettikleri beta-karbolin tiirevlerini emanogog abortif olarak
kullanmaktadirlar. Amazon bolgesinde beta- karbolin iceren bitkilerden Banisteriopsis
spp., Tetrapteris, Virola spp. ve Anadenathera spp.’ nin haliisinojenik olarak
kullanildiklar1 bilinmektedir. Ozellikle harmin ve harmalin ayahusca’nin haliisiojenik
etkilerinden sorumludur. Bu durum psikofarmakolojik etkilerinin arastiriimasina etken
olmustur (Moloudizargari ve ark., 2013). Beta-karbolinlerin pek ¢ogu bitkilerde,
besinlerde, iceceklerde ve endojen olarak memeli dokularinda bulunan indol
alkaloidleridir. Baz1 harman kalintilarmin endojen formasyonlar1 memelilerde ve
baliklarda goriilmiistiir. Ozellikle 1s1 muamelesi gdrmiis yiiksek protein igeren
besinlerde (kizarmis et, balik, peynir, diger et {iriinleri), alkollii igecekler, demlenmis
kahve ve sigara dumaninda bulunurlar (Agui ve ark., 2007). Bu bilesikler gii¢lii
biyolojik aktiviteleri ve bunun yani sira olusturduklar1 istenmeyen etkileri nedeniyle
toksikolojik agidan biiyiik 6neme sahiptirler. Sigara maruziyeti disarida birakildiginda
diyetle alinan beta-karbolinlerin bu maruziyete temel kaynak olusturdugu

bildirilmistir.

Giiniimiizde harman, norharman, tetrahidronorharman, harmin ve harmalin
endojen beta-karbolinlerin  baslica Ornekleridir. Endojen  beta-karbolinlerin
adlandirilmalar1 kafa karistirict olabilir. Orijinal kimyasal isimleri olan 9-H-pirido
(3,4-b) indol beta-karbolin ismiyle degistirilmistir. Kimyasal yapilar1 ayrintili olarak
asagidaki gibidir (Sekil 2).

27


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281404#section=Top

/ | | /: H3C’O N CH;
I \H Hs -—\N

i. Harman ii. Norharman iii. Harmin
CioH1oN; C11HgN, Cy3H1N,0
Ma: 182.221 Da Ma: 168.195 Da Ma: 212.247 Da
H
H NH
He”” O Hy /
/' —
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C13H14N20 C11H12N2
Ma: 214.263 Da Ma: 172.226 Da

Sekil 2. Beta-karkolinlerin acik ve kapah kimyasal formiilleri ve molekiil
agirhiklan (http://www.chemspider.com/ Erisim tarihi: 01.01.2017). harman, norharman,
tetrahidronorharman, harmin ve harmalin. Harmanin 1. konumdaki metil siibstitisyonu MAO A
inhibisyonundan sorumludur. Ayni durum bu konumda metil siibstitiisyonu barindiran diger beta-
karbolinler i¢in de gecerlidir (May ve ark., 1994).

4.6.1. Beta-karbolinlerin toksisiteleri

Beta-karbolin toksisitelerinin Parkinson, kanser, alkolizm gibi patolojilerde etken
oldugu bilinmektedir (Pfau ve Skog, 2004). Bunlarin yani sira harman ve norharmanin
toksisite caliymalarinda mutajenik ve komutajenik etkiler raporlanmistir. Bu etkilerin
harman ve norharmanin DNA ve sitokrom P-450 gibi enzim sistemleri ile etkilesimi

nedenli oldugu distiniilmektedir (Herraiz ve Galisteo, 2014, Robinson ve ark., 2003).

Gegmisten giiniimiize yapilan ¢aligmalarda bazi beta-karbolinlerin psikoaktif
ozellikleri arastirildiginda  beta-karbolinlerin noérotoksik —aktivitelerinin  varligi
bulunmustur. Bu aktivite substantia nigra’da birikimleri ve bunu takiben olusan
biyoaktif beta-karbolinyum katyonlarinmn olusumu ile iliskilendirilmistir (Ostergren ve
ark., 2004). Yapilan caligmalarda Parkinson hastalarinda aromatik beta-karbolinlerin

ve beta-karbolinyum katyonlarinin yiiksek oranda varligi tespit edilmistir (Matsubara
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ve ark., 1998). Bu norotoksik etkilerden en belirgin olani haliisinojenik etkidir (Grella
ve ark., 1998). Harmin ve harmalin’in haliisinojenik etkileri digerlerine oranla daha
kuvvetlidir. ~ Yapilarma  gomiili ~ bulunan  indoletilamin  kalintilarmin
indolalkilaminlerde gozlenen benzeri haliisinojenik etkiden sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yani swra klasik haliisinojenlerin 5-HT2 reseptorlerine
antagonist baglanma bdlgelerinden baglanmalar1 haliisinojenik etkiye neden
olmaktadir. Beta-karbolinler de 6zellikle 5S-HT2A reseptoriine bu antagonist bolgeden
baglanma gostermektedirler ve bu baglanma da haliisinojenik etkiden sorumlu
tutulmaktadir. Beta-karbolinlerin 5-HT2A reseptoriine agonist bolgeden baglanmalari
arastirilmaya baglanmistir. Bu agonist bdlge baglanmasinin arastirilmasi beta-
karbolinlerin psikiyatride terapodtik etkilerinin varliginin ve bu etkilerin neler

oldugunun aydmlatilmasma yoneliktir (Glennon RA ve ark., 1999).

4.6.2.imidazolin (1) reseptorleri ve beta-karbolin etkilesimleri

1945 yilinda I’ya maruziyetin bir sonucu olarak bebeklerde ve g¢ocuklarda
sedasyon ve hipotansiyon etkileri gézlenmistir. | igeren nazal dekonjestanlarin
kullanimi sonucu suistimal vakalar1 ve yorgunluk, bradikardi, miyozis, hipotansiyon
ve solunum depresyonu benzeri advers reaksiyonlar gdzlenmistir. | baglanma bolgeleri
olarak da adlandirilan | reseptorleri ilk olarak 1960’larda beta-karbolinlerin de
icerisinde bulundugu klonidin benzeri aktivite gosteren maddelerin, organizmada
nazal dekonjestan etki disindaki basta antihipertansif olmak tizere farkli farmakolojik
etkiler meydana getirdiklerinin farkedilmesi ile arastirilmaya baslanmistir. Basta
Klonidinin ve klonidin benzeri aktivite gosteren maddelerin bu etkileri sadece niikleus
traktus solitarii ve lokus sereleustaki o-2 adrenerjik reseptorler araciligi ile
gergeklestirdikleri diigiiniilmekteydi. Daha sonralar1 hipotansif etkinin saglandigi ve
baroreseptor refleks yolaginin merkez istasyonunun santral sinir sisteminde rostral
ventrolateral medulla oldugu kesfedilmistir. Klonidin ve benzeri ilaglarin santral
etkilerini esas olarak bu bolgede yogun olarak goriilen ve bu sebeple arastirilmaya
basglanan | reseptorleri tizerinden gosterdikleri ayrimma varilmistir (Singh ve ark.,
1995, Parker ve ark., 2004). Klonidin benzeri aktivite gosteren maddeler |

reseptorlerinin endojen ligand1 olarak arastirilmiglardir (Parker ve ark., 2004).
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Klonidin benzeri aktivite gosteren maddelerin biyoaktif bilesenleri olan beta-
karbolinlerin de | baglanma bdlgeleri igin potansiyel bir endojen ligand olabilecegi
belirtilmistir. | reseptorleri pek ¢ok tiirde, ¢esitli dokularda varliklarini gostermekle
birlikte bu dokular iizerinde cesitli fizyolojik etkilerden sorumludurlar. Kardiyak,
serebral, pankreatik baslica olmak iizere organizmada pek ¢ok dokuda
bulunmaktadirlar. 1 baglanma bolgeleri ¢ok farkl tiir ve dokularda tanimlanmislardir

(Dardonville ve Rozas, 2004).

1999°da ilk kez bazi beta-karbolinlerin | baglanma bdlgelerine yiiksek afinite
gosterdigi yaymlanmis, destekler nitelikteki sonuclar sonraki yillarda yapilan diger
caligmalarla desteklenmistir. Buna gore bagzi B-karbolinlerin 11 ve 12 baglanma
bolgelerine yiiksek afinite gosterdigi bulunmustur (Husbands ve ark., 2001). Harman
da dahil olmak tizere B-karbolinlerin | baglanma bélgelerinin endojen ligand1 olmasina
en giicli gerekge olarak voltaja duyarli kalsiyum kanallariin aktivasyonunu
gergeklestiren noronal eksitasyonu azaltmalar1 gosterilmistir. Bu sayede kalsiyum

kanallarmin bloke oldugu ileri siiriilmiistiir (Moura ve ark., 2006).

Baglanma ilgileri, konumlar1 ve fizyolojik fonksiyonlar1 degerlendirildiginde |
reseptorlerinin 3 alt tipinin varhigi belirlenmistir. Bunlar 11, 12 ve 13 alt tipleridir (Tablo
3) (Lowry ve Brown, 2017, Anderson ve ark., 2006).

Tablo 3. I reseptorleri alt tipleri

Reseptor | Bulundugu dokular Substrat afiniteleri

11 Beyin, kalp, bobrek, karaciger ve pankreas | Yiiksek: klonidin, moksonidin
plazma membranlarinda (kan basincinin Orta: imidazolin
diizenlenmesi) Diislik: guanidin

12 Yaygin dagilim; MAO-B igin allosterik Diistik: klonidin, 2-amino imidazolin

baglanma bolgelerinde (santral etkiler)

13 Pankreatik  beta  hiicreleri  (insiilin | Orta: Harman

sekresyonunun diizenlenmesi)

11: imidazolin reseptorii 1; 12: imidazolin reseptorii 2; I3: imidazolin reseptorii 3.

I1 reseptorleri periferal sinir sisteminde klonidin igin yiiksek ilgi gosterirler.

Klonidin benzeri ilaglar yiiksek oranda norepinefrinin ve daha diisiik oranda
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epinefrinin sempatik sinir uc¢larindan salimini azaltarak periferal damar direnci, kalp
atim hizi, kardiyak kasilabilirlik ve kan basincinda diismeye yol agarlar. Normalde
klonidin benzeri maddelerin a-2 adrenerjik reseptorleri uyarmalarinin sonucu oldugu
diistiniilen bu etkilerde I1 reseptorlerininin daha etkili olduklar1 savunulmaktadir

(Anderson ve ark., 2006).

Harmanin | baglanma bdlgeleri selektif ligandlarina benzeyen etkilerini
destekleyen bir baska calismadan elde edilen bulgu: harmanin kan basinci {izerine
etkisinin sigan beyninde |1 baglanma bdlgeleri ligandlarma olusan yanitla ayni

mekanizma ile diizenlenmesidir (Musgrave ve Badoer, 2000).

I1 reseptorleri o-2 adrenerjik reseptorlerden bagimsiz reseptdrlerdir. Hiicre
membraninda ayri ayri bulunurlar ve her ikisi de siklik adenozin monofosfat
miktarlarim1 birbirinden bagimsiz bir sekilde diisiirme etkisi gosterirler. Ayrica 11
reseptorleri N-tipi kalsiyum kanallari, G-proteini ile ¢alisan potasyum kanallari,
adenozil reseptorleri, fosfatidilkolin spesifik fosfolipaz C ve nikotinik reseptdrlerin
sinyal transdiiksiyonlarmin yonetimi ile postgangliyonik sempatik noronlarda

meydana gelen sempatik etkinligi baskilarlar (Ernsberger, 1999).

I1 reseptorlerinin spesifik ligandi olan moksonidin ile fareler tizerinde yapilan bir
caligmada, nonadrenerjik davranis degisiklikleri ve anksiyolitik etki gézlenmistir. 11
reseptorlerinin {i¢ alt tipi bulunmaktadir: klasik moksonidin duyarl 11 reseptorleri

(IRAS); sirazolin/klonidin-duyarli I1 resept6rii; rilmenidin duyarlh I1 reseptoriidiir.

I1 reseptorlerinin santral sinir sisteminde olusturduklari 6nemli fizyolojik
etkslerden biri davranis tizerinedir. Depresif hastalarda bu reseptorlerin frontal korteks
ve trombositlerde arttigi bulunmustur. I’lari doza bagli olarak trombosit agregasyonu
iizerinde inhibe edici etkileri bulunmaktadir. | reseptorlerinin depresyonda arttigi
hipotezine dayandirilarak trombosit I1 reseptor dansitesi major depresyonda kabul
gormiis bir gostergedir. Stres ve depresif bozukluklarda 11 reseptorlerinin
trombositlerdeki miktar1 artmistir ancak bu etki anksiyetede goriillmemistir (Halaris ve
Piletz, 2003).

31



12 izoformunun organizmada I1°e oranla daha yaygimn bir dagilima sahip oldugu
ve Ozellikle MAO enzimleri ile iliskilendirildigi bildirilmistir. Buna ragmen MAO
enzimi tizerindeki 12 kalintis1 enzimin aktif bolgesinden uzakta ve bagimsizdir. 12
izoformunun MAO f{izerindeki etkinligi tam olarak agiklanamamustir (Dardonville ve
Rozas, 2004, Tesson ve ark., 1995). 12 reseptorleri MAO-A ve MAO-B’nin allosterik
baglanma bolgelerinde ve mitokondrinin dis membraninda bulunurlar. MAO-B
iizerindeki aktivitesi oldukea diisiik goriilmiistiir. Calismalar | reseptorlerinin MAO-B
molekiilerinin tiimii ile iliskilendirilemeyecegini gostermistir. 12 reseptorleri santral
sinir sisteminde; area postrema, pedinkiiller niikleus, arkuat niikleus, mamiller
cisimcik ve hipofiz bezinde lokalizedir (Garcia-Sevilla ve ark., 1999). Depresyon
hastalarinda yapilan calismalarda 11 reseptorlerinin aksine 12 reseptorlerinin bu
hastalarin frontal kortekslerinde azaldigi tespit edilmistir. Bu durum 12 reseptorleri ve
ligandlarmin depresyon ile iliskili ¢alismalarda arastirilmasina yol agmustir. Siganlarda
imipramin ile gerceklestirilen kronik antidepresan tedavide 12 reseptor dansitesinde
artis gozlenmistir (Zhu ve ark., 1997). 12 reseptér ligandlarnin norolojik
bozukluklarda noron koruyucu etkisi olabilecegini gdsteren galigmalar
gergeklestirilmistir (Thorn ve ark., 2012). Eroin bagimlilarinin postmortem
dokularinda 12 reseptor dansitesinin azaldigi saptanmistir (Sastre ve ark., 1996). 12
reseptOr agonistleri ile yapilan agri tedavisinde, inflamasyon ve ndropatik agrida
tyilesmeler oldugu bildirilmistir (Ferrari ve ark., 2011). 12 reseptorlerinin endojen
ligand1 olan agmatin ile yapilan calismalarda bagimlilik ve nosisepsiyonda etkili

olabilecekleri bulunmustur.

Yakin ge¢miste yapilan ¢alismalar 12 reseptorleri ile CAMP ile aktiflesen protein
kinaz ve PI3 kinaz/AKT sinyal yolaklar1 arasinda bir iligki bulunabilecegine 151k
tutmustur (Lui ve ark., 2010). Bir a-2 reseptor agonisti deksmedetomidinin serebral
iskemide histomorfolojik diizelmelere neden oldugunun farkedilmesi ile | reseptor
baglanma bolgelerinin ndroprotektif dzellikleri olabilecegi goriisii ortaya ¢ikmuistir.
Zhang ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, ndronal hiicre kaybinin
deksmedetomidin ile azaldigi, 12 reseptor agonisti ile AKT fosforilasyonunun %296

oranmda arttignt ve bu etkinin 12 antagonisti uygulanmasi ile geri dondiigi
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bildirilmistir. P13 kinaz/AKT sinyal yolaginin inflamatuvar siireclerde néronal hiicre
kaybini Onledigi ve hiicreigi sinyal mekanizmasinda bozukluklar ile inflamatuvar
sitokinlerin arttig1 gosterilmistir. Depresyon patofizyolojisinde giiniimiizde one ¢ikan
noronal plastisite ve inflamasyon iligskisi géz Oniinde bulunduruldugunda beta-
karbolinlerle yapilan tedavinin 12 reseptorleri lizerinden inflamatuvar siireclerle
meydana gelen depresif bozukluklar iizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir

(Zhang ark., 2015).

I3 reseptoriic ATP-duyarli potasyum kanallarinin kapanmasi ve beta hiicre
membranlarindaki potasyum permeabilitesinde azalma olusturarak aktivite gdsterir.
Bu reseptor alt tipinin K™-ATPaz’in kiigiik bir komponenti olarak konumlandigi
hipotezi ortaya konmustur. Bu reseptorlerin temel farmakolojik etkileri pankreas 3
hiicrelerinden glukoz bagmmli insiilin sekresyonunun diizenlenmesidir (Anderson ve

ark., 2006).

4.6.3. Beta-karbolinler ve santral etkiileri

Harmanin santral sinir sisteminde hipotalamus, hipokampiis, serebral korteks,
striatum, beyincik ve omurilikte varhigi radyoligand baglanma ve otoradyografik
calismalar ile gosterilmistir. Ayrica en yiiksek miktarda bulundugu beyin bdlgesinin
hipotalamus oldugu ancak yine de bu farkin yliksek olmamasi ve beyin bolgelerinde
ortalama esit dagilim gosterdigi bildirilmistir (Anderson ve ark., 2006, May ve ark.,
1991).

Santral sinir sisteminde harman ve diger B-karbolinler serotonin, benzodiazepin,
dopamin, opioit, nikotin, histamin ve | gibi ¢esitli reseptorlerle etkilesirler (Arib ve
ark., 2010, Glennon ve ark., 2000, Nasehi ve ark., 2013). Etkilestigi reseptor gesitliligi
nedeniyle harmanin santral sinir sisteminde noromodiilator olabilecegi diistiniilmiis;
anti-allodinik, anksiyolitik, antidepresan, antikonviilsif, tremorojenik, antioksidatif ve
norotoksik etkileri ¢alisilmistir (Aricioglu ve Utkan, 2003, Aricioglu ve ark., 2003,
Aricioglu ve ark., 2003).
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Harman ve diger beta-karbolinler MAO-A enzimini farkli diizeylerde inhibe
ederek c¢esitli 6lgeklerde fonksiyonel etkiler olustururlar (May ve ark., 1991). MAO
enzimi ile etkilesiminin bir sonucu olarak harmanin, noradrenalin, dopamin ve
serotoninin aktivitesini diizenleyebilecegi gosterilmistir (Glennon ve ark., 2000).
Ozellikle ndrokimyasal ve davranis calismalar1 harmanin, monoamin gerialimini bloke
edebilecegini, MAQO inhibisyonu {izerinden = monoaminerjik  etkinlikte
potansiyalizasyon olusturabilecegini gostermistir. Bu fonksiyonu ile sinaptik aralikta
monoaminlerin bulunma siirelerini artirarak antidepresan etkiye yol acabilmektedir

(Reiners ve ark., 1994, Herraiz ve ark., 2007).

Sicanlarda korku kosullama testi ile 2013’te gergeklestirilen bir ¢alismada
harmanin sedatif etkisi oldugu gosterilmistir. Bu etkinin mekanizmasi tam olarak
aydmlatilmamis olsa da MAO inhibisyonuna bagl oldugu 6ne siiriilmiistiir (Smith ve
ark., 2013). Bu durum beta karbolinlerin monoamin transmisyonu iizerine olasi
etkilerinin varligini destekleyici niteliktedir. Yakin donemde sicanlar {izerinde yapilan
baska bir ¢alismada, harmanin etanol ve nikotin ile saglanan antinosiseptif etkiyi
artirdig1 gosterilmistir. Arastirmacilar tarafindan bu etkinin 11 ve I2 baglanma
bolgelerine segici ligand etkisinden kaynaklandigi ileri stiriilmiistiir (Aglawe ve ark.,
2014). Harmanin Parkinson hastaliginin patofizyolojisindeki etkisinin arastirildig: bir
calismada, MAO inhibisyonunun, monoamin reseptorleri ile etklesmesi sonucu
dopaminerjik noronlarin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Dopaminerjik
yolaklar tizerindeki bu etkinligin harmanin, norotoksisite, psikoz ve bagimlilik

tizerindeki etkisini olusturabilecegi diisiiniilmistiir (Arib ve ark., 2010).

Harmanin MAO enzim inhibisyonu yapmasi ve benzodiazepin reseptorlerinin
invers agonisti etkinligi mekanizmalar1 ile siganlarda anksiyolitik ve antidepresan
etkiler olusturdugu gozlenmistir (Aricioglu ve Altunbas, 2003). Farelerde yapilan bir
diger calismada harmanin MAO enzim inhibisyonu ve monoaminerjik agirimi
artirmasina ek olarak, biiyilik olasilikla 12 baglanma bolgeleri ile de etkilesimi sonucu
olusturdugu antidepresan benzeri etki dnceki ¢alismay1 destekler niteliktedir (Farzin
ve Mansouri, 2006).
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Bir diger beta-karbolin olan harminin antioksidatif, antigenotoksik, antidepresan
ve anti plazmoidal etkileri gosterilmistir. Ek olarak néronal hiicre kaybinin s6z konusu
oldugu durumlarda néroprotektif etkinligi de bildirilmistir (Moura ve ark., 2007, Li ve
ark., 2011). Noronal hiicre kayb1 ve GLT-1 disfonksiyonu iliskisi bolim 4.4’ te
anlatilmistir ve GLT-1 disfonksiyonun akut ve kronik beyin hasarlarina yol actigi,
glutamat kaynakli eksitotoksisitenin nérolojik hastaliklarda 6nemli bir siire¢ olarak yer
aldig1 belirtilmistir. Harmin ile tedavi GLT-1 ekspresyonunda belirgin bir artma, IL-
1B ve TNF-a ekspresyon diizeylerinde belirgin bir azalma ile sonuglanmistir. Bu
durum harminin hipokampiiste apoptotik etkinligi azalttiginin bir gdstergesidir. Daha
once yapilan caligmalarda elde edilen veriler de harmin uygulamasmin glutamat ve
oksidatif stres ile olusturulan néronal hiicre limlerini azalttig1 yoniindedir (Li ve ark.,
2011, Fortunato ve ark., 2010).

Dakic ve ark. harminin noronal hiicre proliferasyonu iizerindeki -etKisini
aragtirmiglardir. Calismada harmin uygulamasinin mikroglialarda GFAP seviyelerini
arttirdig1 tespit edilmistir. Boylece harminin glia hiicrelerinin proliferasyonunda etkili

olabilecegi sonucuna varilmistir (Dakic ve ark., 2016).

Fortunato ve ark. tarafindan 2010 yilinda gerceklestirilen ¢alismada kronik
ongoriilemeyen hafif stres (KOHS) modeli ile depresyon gelistirilen siganlara harmin
verilmesinin anhedoniyi iyilestirdigi gosterilmistir. Ayrica bu sicanlarda harmin
verildiginde adrenal bezlerdeki hipertrofilerde azalma, kandaki ACTH miktarinda da
belirgin bir diisiis saptanmistir. Bu durum harminin stres varliginda sicanlarda
gbézlemlenen davranis bozukluklar1 iizerine 1iyilestirici etkisi olabilecegini

diistindiirmektedir (Fortunato ve ark., 2010).

Chen ve ark. harminin Herpes simplex virlis (HSV) enfeksiyonunu inhibe
edebilecegini, HSV kaynakli artrmug NF-«B ve TNF-a’y1 inhibe ettigini
gostermiglerdir. Bu bulgudan hareketle proinflamatuvar sitokin salinimmin arttigi
depresyon {izerinde beta-karbolinlerin  kullanilabilecegi diisiincesini  ortaya

cikarmustir.
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Sun ve ark. serebral iskemi modeli olusturulan siganlarda harminin néronlarin
hayatta kalma derecesini, GLT-1 ve astrosit aktivasyonunu degerlendirmislerdir.
Caligmada iskemi sonrasi uygulanan harminin serebral infarkt hacimlerini
kiiciilttiiglinii ve noronal kaybi azalttigini gostermislerdir. Ayrica harminin GLT-1
MRNA ve protein ekspresyonlarini artirdigini ve astrosit aktivasyonunda belirgin
baskilanma sagladigini géstermislerdir. Bu durum ndrolojik hastaliklarda harminin

noroprotektif etkisi olabilecegini diisiindlirmektedir. (Sun ve ark., 2014).

Yukarida 6zetlenmeye ¢alisilan bilgiler 1s1¢1inda néroinflamasyon, noroplastisite
ve noron koruyucu etki potansiyeli oldugu diisiiniilen beta-karbolinlerin antidepresan
etki potansiyelinin arastirilmasi ve olas1 etkinliginin mekanizmasmnin aydmlatilmasi

hedeflenmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler

Harman dimetilsiilfoksitte ¢oziilerek, 5 mg/kg ve 10 mg/kg’lik dozlar halinde

intraperitoneal uygulandi. Cozeltiler enjeksiyon dncesinde taze olarak hazirlandi.
5.2. Deney Hayvanlan

Calismada yetiskin, agirliklar1 260-362 g arasinda degisen Wistar albino erkek
sicanlar kullanildi. Deney hayvanlar1 Kocaeli Universitesi Deney Hayvani Y etistirme
Unitesi (DETAB) nden temin edildi. Deneylerde kullanilan siganlar, sicakligi 22 + 2
°C’de, nemi % 65-70 oraninda korunan ve 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiisiine
uygunortamda standart yem ve su kisitlamasi yapilmaksizin beslendi. Bu diizendeki
standart gece — giindiiz siklusu stres gruplarmdaki hayvanlar i¢in, KOHS uygulamas1
sirasinda deney protokoliine uygun sekilde degistirildi. Calisma protokolii Marmara
Universitesi Deney Hayvam Etik Kurulu tarafindan 14.07.2015 tarih ve 56.2015.mar
say1 ile onayland1 (Ek-2). Ayrica ¢alisma i¢in Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulundan 12.11.2015 tarih ve KOU HAYDEK 11/6-2015 karar no ile
onay almdi (Ek-3). Davranis deneyleri Kocaeli Universitesi DETAB’da,
immiinohistokimyasal analizler Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda, molekiiler analizler ise Istanbul Universitesi Aziz

Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Sinirbilim Anabilim Dali’nda yapilmustir.
5.3. Deney Gruplan
Deney hayvanlar1 gruplara ayrilmistir:

1. Kotrol grubu (n=6): Deney siiresince herhangi bir stresdre maruz birakilmadi
ve tedavi siiresince serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

2. KOHS grubu (n=12): Deney siiresince kronik ongériilemeyen hafif stres
modelinde yer alan stresorlere maruz kaldi. Tedavi siiresince serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi.

3. KOHS + Harman 5 grubu (n=10): Deney siiresince kronik dngdriilemeyen

hafif stres modelinde yer alan stresorlere maruz kaldi. Tedavi olarak stres
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uygulamasinin son 3 haftasinda giinde 1 kez intraperitoneal harman 5 mg/kg
verildi.

4, KOHS + Harman 10 grubu (n=10): Deney siiresince kronik dngoriilemeyen
hafif stres modelinde yer alan stresorlere maruz kaldi. Tedavi olarak stres
uygulamasinin son 3 haftasinda giinde 1 kez intraperitoneal harman 10 mg/kg

verildi.

5.4. Kullanilan Model ve Testler

5.4.1. KOHS modeli
Calismada KOHS modelinde siganlar asagida tamimlanmis gesitli stresorlere

sirasiyla maruz birakilmaktadirlar (Willner, 1997, Willner ve ark., 1996).

1. Soguk suda yilizdiirme (4 °C/ 5 dakika): Hayvanlar 50 cm yiiksekligindeki
silindirler icerisindeki 4°C sicakliktaki suda 5’er dakika ytlizdiiriiliir.

2. Sicak suda yiizdiirme (45 °C/ 5 dakika): Hayvanlar 50 c¢cm yiiksekligindeki
silindirler i¢erisindeki 4°C sicakliktaki suda 5’er dakika ytlizdiiriiliir.

3. Kuyruktan asma (1 dakika) : Hayvanlar kuyruklarindan tutularak kronometre
yardimu ile 1 dakika boyunca asili birakilirlar.

4, Kafes egimlendirme (45 °/24 saat): Kafeslerin bir kenar1 20 cm’lik platform
iizerine dayandirilir. 24 saat boyunca bu sekilde birakilir.

5. Kafes sallama (10 dakika): 10 dakika siire boyunca hayvanlar temiz kafese
alinarak, yatay eksende saga sola ve ileri geri olacak sekilde hareket ettirilir.

6. Glindiiz/gece dongiisiiniin ters gevrilmesi (24 saat): Hayvanlarin gece giindiiz
dongii dengeleri 151k ayar1 ile ters ¢evrilir. 07:00-19:00 aras1 giindiiz 15131nda
19:00- 07:00 aras1 karanlikta bekletilirler.

7. Kafesler arasi es degistirme (48 saat): Farkli gruplarin kafeslerinden 2 kafes
arasinda 1’er hayvan secilip yerleri degistirilir. 24 saatin ardindan hayvanlar
kendi gruplarinin kafeslerine geri birakilirlar.

8. Talas 1slatma: Kafes igerisindeki talasin 1slanmasina yetecek kadar her kafes
icin ortalama 200 ml su kullanarak hayvanlar 24 saat siiresince 1slak kafes

icerisinde birakilirlar.
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Bu stresorler rasgele diizenlenen takvime uygun bir sekilde, stresin baslangic saati
hergiin degistirilerek 6 hafta siiresince kontrol grubu digindaki tiim deney gruplarina
uygulandi. Prosediirde kaynaklarda yer alan depresif semptomlarin goézlenmesi
ongoriilen 3. haftanin bitiminden itibaren tedavi grubuna intraperitoneal ilag

uygulamasi yapilmaya baslandi.

5.4.2. Davrams testleri

Altinc1 haftanin sonunda stikroz tiiketim testi ve zorunlu ylizme testi yapilmistir.

5.4.2.1. Siikroz tiiketim testi
Model validasyonunda da oOnemli bir parametre deney hayvaninin siikroz

tercihinde belirgin azalmalar olmasidir (Willner ve ark., 1992).

Strese maruz birakilmayan kemirgenler dogal bir sekilde su yerine siikroz veya
glukoz soliisyonlar1 gibi tatlandirilmis soliisyonlar1 %80 oranlarina varacak sekilde

tercih ederler (Nielsen ve ark., 2000).

Deneyin son haftasinda kafeslere 6 giin boyunca iki tane su sisesi yerlestirildi. Bu
sigelerin birine 200 ml %20’lik siikroz ¢6zeltisi, digerinde ise 200 ml ¢esme suyu
doldurulmustur. Deney sirasinda hayvanlar tek tek kafeslere alinmustir. Ik 5 giin
sigeler kafeslere 15°er dakika birakilmistir ve bu siire¢ hayvanlari alisma siireci olarak
degerlendirilmistir. Test giinii 6ncesinde hayvanlar 24 saat siire ile susuz birakildilar.
6. Glin 23 saat a¢ ve susuz birakilan hayvanlarin, 1 saat boyunca siselere erisims
saglanmis ve su/siikroz c¢ozeltisi tiiketimi kaydedilmistir. Ardindan deney
hayvanlarinin siikroz tercihi ((siikkroz ¢0ozeltisi(g)/sikkroz  ¢ozeltisi(g)+cesme

suyu(g))x100) hesaplanmstir.

5.4.2.2. Zorunlu yiizme testi

Zorunlu yiizme testi; Sicanlarm depresyon ile iligkilendirilen caresizlik
davranigin1 gosterme durumlarinin 6l¢limii amaciyla yapilan bir davranis testidir.
Hayvanin silindir igerisinde teste maruz birakildigi sure boyunca disar1 ¢ikma gayreti,
hareketli ve hareketsiz kalma stirelerinin 6l¢iilmesi ile skorlandirilmaktadir. Depresif

hayvanin hareketsiz kalma siirelerinin daha uzun olmasi beklenendir. Antidepresan
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tedaviler ile hareketsiz kalma siirelerinin kisaldig1 bilinmektedir. Deney prosediirii
daha 6nce Porsolt ve ark. tarafindan tanimlanan sekilde dizayn edilmistir (Porsolt ve

ark., 1977).

Test, aligtirma ve test gilinii olmak {izere ardisik iki giin sirasiyla uygulandi. Temiz
plastik silindirler icerisine yukaridan 15 cm’lik bir bosluk birakilacak sekilde 22-25
°C su dolduruldu. Alistirma gilinlinde hayvanlar tek tek 15 dakika boyunca suda
tutuldular. ikinci giin ise ayni sartlardaki silindirlere 5’er dakika boyunca birakilarak
kamera ile goriintiiler kayit altina alindi. Daha sonra kaydedilen goriintiiler izlendi ve
kronometre yardimi ile hayvanlarin hareketsiz kalma siireleri belirlendi (Petit-

Demouliere ve ark., 2005).

5.4.3.Gen ekspresyon analizleri
5.4.3.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. RNA izolasyonu igin kullanilan
soliisyonlar: MRC® (Cat. no: RN190) firmasinin RNAzol RT soliisyonu

Islem basamaklar::

1) -80 derece derin dondurucuda saklanan beyin dokulari, ¢ikarildiklarinda buz
tizerine alinarak burada her bir 6rnekten 100 mg parca 5 ml’lik ependorf tiipiine
aktarilmustir. Dokularm homojenize edilmesi amaciyla Qiagen Tissue Ruptor
cihazi kullanilmistir. Dokular cihaza alinmadan once tizerine 1ImL RNAzol RT
soliisyonu eklenmistir.

2) Homojenizasyon isleminin ardindan, homojenize lizat iizerine 400 ul su
eklenerek karisim 15 saniye boyunca ¢alkalandiktan sonra 15 dakika
beklemeye alimmaigtir.

3) Karisim 12000 g de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden elde edilen 1mL
slipernatant alinip baska bir eppendorf tiipe konulmustur. Siipernatant tizerine
5 ul 4-bromoanisole eklenmistir. Yeni karigim 15 saniye boyunca ¢alkalanmig
ve 4 dakika beklenmistir.

4) Beklemenin ardindan karisim tekrar santrifiije konularak 12000 g de 10 dakika
santrifij edilmistir. Olusan 750 ul siipernatant baska bir eppendorf tiipe
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alimmistir. Siipernatant iizerine 750 ul isopropanol eklenip ve 15 dakika
bekletilmistir.

5) Beklemenin ardindan santrifiije konularak 12000 g de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminin bitiminde olusan siipernatant pipet ile
ayrilmustir. Cokelti tizerine 400 ul %75 etanol koyulmustur.

6) Cokelti+400 ul %75 etanol karisimi santrifiije konularak 4000 g de 3 dakika
santrifiij edilmistir.

7) Ayni islem bir kez daha tekrarlanmustir.

8) Santrifiij sonunda alkol (siipernatant) pipet ile atilarak ¢okelti tizerine 50 ul
RNAse free su eklenerek karisim oda sicakligindagdziilmesi amaciyla yaklagik

2-3 dakika boyunca vortekslenmistir.

RNA izolasyonu islemi gergeklestirildikten sonra, orneklerin  RNA
konsantrasyonlar1 ve safliklarinin dlgiilmesi amaciyla Thermo Scientific Nanodrop®
2000 cihaz1 kullanilmistir. Bu islem: RNA’ nin (1 ul) cihaz igerisine alinarak 260/280
ve 260/230 oranlar1 ve konsantrasyonlarinin degerlendirilmesine dayali safliklarinin
belirlenmesini saglamistir. Olgiimiin ardindan komplementer DNA sentezlerinin
gerceklestirilecegi tarihe kadar RNA’lar; -80 derecede derin dondurucuda muhafaza

edilmistir.
5.4.3.2. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi RNA izolasyonunun ardindan yapilir. Jena
Bioscience®; Cat no: PCR511 kiti cDNA analizi icin kullanilmistir. Sentez dncesi izole
edilen RNA’larin konsantrasyonlart 100 ng/ul diizeyinde sabitlenmistir. CDNA
reaksiyonunda her 6rnek icin toplam reaksiyon hacmi 20 ul olarak hedeflenmistir.
Hedeflenen hacme uygun olacak sekilde islemde kullanilan cDNA sentez Kkiti

bilesenleri ve miktarlar1 tabloda listelenmistir.
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Tablo 4. cDNA sentez kiti bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
RNAse free su 10

Script RT buffer 4

dNTP mix 1

Oligo dT Primer 0,5

DTT 1

RNAse Inhibitor 1

Enzim 0,5

RNA {iriin 2

Tiip i¢erisine alinan tiim reaktifler enzim eklenmesinin 6ncesinde birkag kez pipet
ile karistrilmistir. Reaktiflerin tiipe konulmasi ve karistirilmasinin ardindan tiipler
Bio-Rad® termal cycler cihazma birakilarak sirasiyla 42 derecede 10 dakika, 50
derecede 60 dakika ve 70 derecede 10 dakika boyunca cDNA sentez reaksiyonu
gergeklestirilmistir. Sentezlenen cDNA’lar 20 derecede derin dondurucuda analizler

baslayincaya dek muhafaza edilmistir.

5.4.3.3. Real-time PCR reaksiyonu

cDNA sentezinin ardindan gen ekspresyon analizleri gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda gercek-zamanli PCR ydntemi kullamlmustir. Jena Bioscience®; gqPCR
GreenMaster with UNG/lowROX Kit; Cat no: PCR306 kitleri PCR’da kullanilmistir.
Calismada kullanilan primerler DNA Technology® (Katalog no: DN-10; Danimarka)

firmasindan temin edilmistir.

42



Ormnekler buz iizerine, laminar akisli Kabin igerisine birakilmistir. Kabin
icerisindeki her 6rnek i¢in 20 ul toplam reaksiyon hacmi hedeflenerek tabloda verilen

bilesenler ve miktarlar1 ayarlanmigtir.

Tablo 5. PCR Kiti bilesenleri ve miktarlar:

Bilesen Miktar (ul)
PCR grade Su 6,8

Real Time Master Mix 10

Forward Primer 0,6
Reverse Primer 0,6

cDNA iiriin 2

96 well plate igine konulan standart ve 6rnek karisimlar1 Agilent Stratagene 3005P
cihaz1 icerisinde sirasiyla birer siklus halinde; 50 derecede 2 dakika, 95 derecede 2
dakika ve 40 siklus halinde; 95 derecede 15 saniye, 50 derecede 40 saniye, 72 derecede

30 saniye reaksiyon gergeklestirilmistir.

50 derece detection step olarak belirlenmis ve cihaz iizerinde EVA green

deteksiyon secilerek gen ekspresyon analizleri gergeklestirilmistir.

5.4.3.4. PCR sonug¢larinin degerlendirilmesi

(Ct; cycle threshold) 299t metodu PCR sonrasi elde edilen esik dongiisii
degerleri tizerinde kullanilmistir. Boylece kontrol grubuna rélatif olarak gen

ekspresyon degerleri hesaplanmasi gergeklestirilmistir.

2—ddCt:2—[(Ctgrup—Ctgrup housekeeping)-(Ctkontrol-Ctkontrol housekeeping )]
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5.5. Immiinohistokimyasal Degisikliklerin Arastiriimasi

Deneylerin tamamlanmasinin ardindan immiinohistokimyasal analiz ve molekiiler
analizlerde kullanilacak olan doku drneklerinin farkli metotlarla toplanmasi gerekliligi

nedeniyle gruplar 2’ ye ayrilmistir.

1.Grup: Dekapitasyon ile sakrifiye edilmistir. Hipokampiis ve prefrontal korteks
diseksiyonlar1 yapilmis. Cikarilan dokular sivi azotta dondurularak muhafaza
edilmistir.

2.Grup: Perfiizyon fiksasyonunun ardindan serebrumun cikarilmasi ve % 4

paraformaldehit fiksatifinde muhafaza edilmesi gergeklestirilmistir.

5.5.1. Perfiizyon fiksasyonu

Serebrum gibi biiyiik doku muhafaza edilmesinde yalnizca fiksatif kullaniminin
dokunun her yerini fiksatifin ortmeyebilecegi ve muhafazanin gii¢liigii nedeniyle
perfiizyon fiksasyonu uygulanir. Bu sayede perflizyon sabitlenerek dokularin {iniform

ve canli dokuya benzer 6zelliklerinin korunmasi saglanir.

Perflizyon fiksasyonunda otomatik perflizyon pompas1 kullanilmistir. Cihazm iki
hortumundan biri serum fizyolojik soliisyonunun iletimi, digeri ise fiksatif olarak
kullanilmis olan %4’liikk paraformaldehit ¢ozeltisinin iletiminde kullanilmistir. Deneye
baslamadan ©nce tiim ekipman ve soliisyonlar deney tablasinda hazir halde
tutulmustur. Her bir soliisyon kendi iletiminden sorumlu hortum i¢erisinden gegirilmis
ve boylece kabarcik olusma riski giderilmistir. Pompa basinci 80 mmHg’ye

ayarlanmistir.

Hayvanlara anestezi altindan perflizyon fiksasyonu uygulanmistir. Hayvanlarin
anestezisinin gerceklesmesi sandart yontemlerden kuyruk kistirma, parmak kistirma
ve ekstremite ¢ekme yaniti ile kontrol edildikten sonra isleme baslanmistir.
Hayvanlarin cerrahi islem Oncesinde hayatta olduklar1 ve tamamen anestezi altinda
olduklarmdan emin olunmustur. Anestezide intraperitonal ketamin/ksilazin soliisyonu
kullanilmigtir. Gereklilik dahilinde idame doza bagvurulmustur. Hayvana diyafram

boyunca insizyon yapilmis ve gogiis kafesi kenarlardan kesilmis, sternum
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uzaklagtirilmigtir. Kalp, cevre dokulardan kurtarilmis, yalin bir sekilde agiga
cikarilmustir. Kalbin sol ventrikiil posterioruna set ignesi ile kiigiik bir insizyon
yapilmistir ve igne geri cekilerek intraket buradan aorta yerlestirilmistir. Intrakete
serum fizyolojik igeren perfiizyon pompasi borusu yerlestirilmis, sag atrium

kanatilmig ve perfiizyon pompasi galistirilmistir.

Hayvanin dolasimindaki ve organlarindaki tiim kanm akitilmasi amaciyla sayisal
anlamda hayvanin viicut agirhginin iki katma esdeger ml serum fizyolojik
pompalanmustir, kanin tiimii akitilmistir. Intrakete bagli serum fizyolojik borusu yerine
fiksatifin aktig1 boru baglanmistir. Sayisal olarak hayvanin agirhigma esdeger ml
fiksatif pompalanmistir. Hayvanin viicudunun katilasmasmin goézleminin ardindan
hayvan giyotinle dekapite edilmistir. Serebrum diseksiyonu gerceklestirilmistir.
Cikarilan serebrum fiksatif (%4 paraformaldehit) igeren tiiplere yerlestirilmistir.
Tiipler soguk ortamda (4°C) muhafaza edilmistir.

Fikse edilen beyin dokular1 dorsal hipokampiis seviyesinden kesilerek kiigiiltiilmiis ve
doku takip cihazi (Leica TP1020) ile yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gegirilerek dehidrate edilmistir. Ksilende seffaflandirmanin ardindan sivi
parafin igerisinde 60°C’lik etiivde gece boyunca bekletilmistir. Sonrasinda doku
gomme cihazinda (Leica EG 1150 C) kasetlerle bloklama islemi uygulanmuistir.
Immiinhistokimyasal ¢alisma i¢in ddéner mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 mikron
kalmliginda alinan parafin kesitler deparafinizasyon igin ksilolde bekletilmistir. Inen
alkol serilerinden gegirilen kesitler %3 hidrojen peroksit soliisyonu ile 10 dk. muamele
edildikten sonra ¢cesme suyu ve distile su ile yikanmistir. Antijen geri kazanimi i¢in
mikrodalga firinda sodyum sitrat soliisyonu uygulanmis ve fosfat tamponu ile yikama
yapilmistir. Kesitlerin etrafi Pap pen ile c¢izilerek bloklama soliisyonunda
bekletilmistir. Kesitlerin {izerine anti-lba-lantikoru (Abcam, ab108539) eklenerek
37°C’de ve nemli ortamda 1 saat bekletilmistir. Biyotinli sekonder antikorda 20 dk.
tutulan kesitler horse radish peroksidaz (HRP) streptavidinde 20 dk. bekletilmis ve
3,3’-diaminobenzidin (DAB) uygulanmistir. Zit boyama i¢in Mayer’in hematoksileni
kullanilmistir. Cesme suyunda yikandiktan sonra kesitler yiikselen alkol serilerinden
gecirilmis, kurutulmus ve entellan ile kapatilmistir.

Mikroskopik inceleme ve fotograflama i¢in Olympus DP72 CCD kamera sistemi
eklentili Olympus BX51 151k mikroskobu kullanilmistir. Hipokampiis bolgesinde x400
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biiylitmede toplam 5 alanda Iba-1 immiinreaktif mikroglia hiicreleri sayilmigtir. Her

bir hayvan i¢in sayim yapilan 5 alanin ortalamasi alinmustur.

5.6. Verilerin istatistiksel Analizi

GraphPad Prism 5%  programi; verilerin istatistiksel  analizlerinin
gerceklestirilmesinde kullaniglmistir. Tek yonlii varyans analizi (One way-ANOVA)
yontemi; gen ekspresyon verilerinin istatistiksel analizinin gergeklestirilmesinde

kullanilmistir. Tukey ¢oklu karsilastirma testi; post-hoc test olarak uygulanmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Davranis Deneylerinin Sonuclari

6.1.1. Viicut agirhg

Viicut agirhigi 6lgtimleri stres prosediiriine baglamadan 6nce (0. giin) ve deneyin
sonunda alinmistir. Her grup kendi baslangi¢ degeri ile karsilastirilmistir. Gruplar aras1
karsilastirmalar One-way ANOVA ile yapilmustir. Istatistiksel olarak anlamli fark
sadece KOHS grubunda goriilmiistiir (* p<0,05).

Tablo 6. Viicut agirhg: degisimi. Degerler ortalama + standart hata seklinde gosterilmistir.

Deney Gruplan 0.giin olciimleri (g) 6. hafta ol¢ciimleri (g)
Kontrol 336,5+10,4 343,3+£9,5
KOHS 352,6 7,4 331,5+7,5%
KOHS+ Harman 5 280,3 +9,1 275+9.1
KOHS+ Harman 10 278+ 7,8 260,1 + 8,6

6.1.2. Siikroz tercih testi

Calismamizda 6 hafta KOHS prosediirii uygulanan siganlar kontrol grubu
(p<0,01) ile kiyaslandiginda siikroz tiiketiminde belirgin bir % azalma oldugu
gozlendi. Harman 5 ve 10 gruplarinda, KOHS grubuyla kiyaslandiginda siikroz
tiiketiminde artig gorildi (p<0,01).
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Sekil 3. Deney hayvan gruplarimin siikroz tiiketimi. Kronik ongoriilemeyen stres
modelinde (KOHS) kontrol grubuna gére anlamli bir azalma gozlenmistir. Harman tedavisi
ile her iki dozda azalmanin geri dondiigii gosterilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatast
seklinde gosterilmistir. **p<0,01 kontrol grubuna gore; **p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel
anlaml farkliligi gostermektedir. KOHS; kronik 6ngériilemeyen hafif stres, Har5,10; Harman 5 mg/kg
ve 10 mg/kg.
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6.1.3. Zorunlu yiizme testi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, KOHS grubunda hareketsiz kalma siiresinin
belirgin oranda artmis oldugu gdzlendi (p<0,01). Harman 5 grubunda (p<0,01), KOHS
grubuyla kiyaslandiginda hareketsiz kalma siiresinin anlamli oranda kisa oldugu
goriildii. Harman 10 tedavisinin hareketsiz kalma siiresindeki artis1 etkilemedigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar, harmanmn diisiik dozda, KOHS ile bozulan davranislarda

iyilesme sagladigin1 gostermektedir.

Zorunlu Yizme Testi
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Sekil 4. Deney hayvan gruplarinin zorunlu yiizme testinde hareketsiz kalma

siireleri. Kronik 6ngoriilemeyen stres modelinde (KOHS) kontrol grubuna gore hayvanlarin
immobil kalma siiresi anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Harman 10 mg/kg ile anlamli bir
degisiklik gozlenmezken Harman 5 mg/kg uygulanmasi ile immobil kalma siiresinde anlamli
bir azalma bulunmustur. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. **p<0,01
kontrol grubuna gore; "p<0,01 KOHS grubuna gére istatistiksel anlamli farklihg gdstermektedir.
KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres, Har5,10; Harman 5 mg/kg ve 10 mg/kg.

6.2. PCR Analizleri Gen Ekspresyon Bulgular

PCR analizleri verilerinde 6 haftahk KOHS modelinin, prefrontal korteksteki
proinflamatuvar sitokinler IL-1p (F=4,136, p<0,05) ve IL-6’nin (F=3,966, p<0,05)
mRNA ekspresyon diizeylerinde belirgin artig oldugu saptandi. Sadece yiiksek doz (10
mg/kg) harman tedavisinin IL-1p (p<0,05) ve IL-6 (p<0,05) RNA diizeylerinde
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azalmaya yol actig1 gozlendi. IL-18 seviyelerinin KOHS modeli ve depresyon

tedavisinden belirgin olarak etkilenmedigi saptandu.

6.2.1.1L-1p bulgulari
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Sekil 5. IL-1p prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 2%t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin =+ standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gére; *p<0,05, KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir.
KOHS; kronik éngoriilemeyen hafif stres, IL-1B; interlokin-1beta Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10
mg/kg.
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6.2.2.1L-6 bulgulan
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Sekil 6. IL-6 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 2°9Ct metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmus; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gére; *p<0,05, KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir.
KOHS; kronik éngoriilemeyen hafif stres, IL-6; interlokin-6 Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/Kg.

6.2.3. IL-18 bulgulan
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Sekil 7. IL-18 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmigtir. Veriler ortalamanin + standart hatasi gseklinde gosterilmistir. IL-18
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. KOHS; kronik
ongoriilemeyen hafif stres, IL-18; interl6kin-18 Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.2.4.NLRP1 bulgulan

Proinflamatuvar sitokinlere ek olarak immiin sistem uyarilmasi ve IL-1 ile IL-6
iiretimi ve salimmdan sorumlu, inflamazom olusturucu proteinler olan NLRP1 ve
NLRP3 arastirildi. KOHS gruplarinim prefrontal korteks NLRP1 (F=10,12, p>0,05) ve
NLRP3 (F=2,375, p>0,05) diizeylerinde belirgin degisiklikler gozlenmedi. Ancak
harman 10 mg/kg tedavi grubundaki siganlarin prefrontal korteks NLRP1 mRNA
diizeyleri KOHS (p<0,05) ve kontrol (p<0,001) gruplarina oranla yiiksek bulundu.
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Sekil 8. NLRP1 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmigtir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore; *p<0,05, KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklilifi géstermektedir.
KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres, NLRP1; nod-benzeri reseptor proteini 1, Harman5,10;
Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.2.5.NLRP3 bulgulan
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Sekil 9. NLRP3 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmus; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. NLRP3
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklihk bulunmamaktadir. KOHS; kronik
ongoriilemeyen hafif stres, NLRP3; nod-benzeri reseptér proteini 3, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10

mg/kg.
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6.2.6. Kaspaz-1 bulgulan

Hayvanlarmn prefrontal korteks kaspaz-1 mRNA seviyeleri KOHS (F= 11,39,
p<0,05) ve KOHS+Harman5 (p<0,001) gruplarinda kontrol grubu ile kiyaslandigida
artmis oldugu gozlendi. KOHS+Harman 10 mg/kg ise KOHS+Harman 5 mg/kg
(p<0,05) grubu ile kiyaslandigida belirgin bir baskilama saptand:.
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Sekil 10. Kaspaz-1 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen
gen ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmuistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin =+ standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore; *p<0,05, KOHS grubuna goére; ?p<0,05 KOHS+Harman5 grubuna gére
istatistiksel anlamh farklilig: gostermektedir. KOHS; kronik dngdriilemeyen hafif stres, Harman5,10;
Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.2.7. ASC bulgulan

ASC mRNA seviyelerinde gruplar arasinda farklilik egilimleri olsa da

istatistiksel anlamli bulunmamustir.
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Sekil 11. ASC prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 279t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. ASC
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. KOHS; kronik
ongorillemeyen hafif stres, ASC; apoptoz ile iliskili speck-benzeri protein; Harman5,10; Harman 5
mg/kg, 10 mg/kg.
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6.2.8.NF-kB bulgulan

KOHS ile belirgin artis gdsteren NF-kB mRNA seviyelerinin, kronik 5 mg/kg ve

10 mg/kg harman tedavilerinden etkilenmedigi goriildii.
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Sekil 12. NF-kB prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin =+ standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli farkhiligi gostermektedir. KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif
stres, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg. NF-«B; niikleer faktor kappa B
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6.2.9.CD11b bulgulan

Mikroglial aktivasyonun belirlenmesi amactyla prefrontal korteks CD11b mRNA
seviyelerinin arastirilmasinda, KOHS ile rolatif artis gdsteren CD11b mRNA
seviyelerinin kronik 5 mg/kg ve 10 mg/kg harman tedavilerinden etkilenmedigi

goriildil.
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Sekil 13. CD11b prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 2%t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin =+ standart hatasi seklinde gosterilmistir. ASC
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. KOHS; kronik
ongoriilemeyen hafif stres, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.2.10. P2X7 bulgular

Calismamizda kontrol ve KOHS gruplarinin kiyaslanmasinda P2X7R mRNA
konsantrasyonlari istatistiksel anlamli farkli bulundu. Harman 5 mg/kg (F= 53,69,
p<0,001) grubu P2X7R gen ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla upregiilasyon
goriiliirken, harman 10 mg/kg (p<0,001) grubunda down-regiilasyon saptandi.
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Sekil 14. P2X7 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rélatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin =+ standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore; *p<0,05, KOHS grubuna goére; ?p<0,05 KOHS+Harman5 grubuna gore
istatistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir. KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres, Harman5,10;
Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg. P2X7; piirinerjik 2X7 reseptor proteini.

6.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Hipokampal Iba-1 immiinoreaktivitet  KOHS grubunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli yiiksek bulundu (p<0,01). Her iki dozdaki harman tedavisi de
KOHS ile olusan hipokampal lba-1 pozitif immiinreaktivitede azalma saglamustir
(p<0,01).
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6.3.1.1ba-1 bulgulan

s
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Resim 1. Deney hayvan gruplarinin hipokampiislerinde miklroglia hiicreleri
Kontrol (a), stress (b), harman 5 mg (c) ve harman 10 mg (d) gruplarinda hipokampiiste Iba-1
immiinreaktif mikroglia hiicreleri (ok). Bar: 20 [Im. Orijinal biiytitme: x400.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda stres grubunda lba-1 pozitif mikroglia
hiicrelerinin sayica arttigi gézlendi. Harman 5 ve 10 mg gruplarinda, stres grubuyla

kiyaslandiginda Iba-1 pozitif mikroglial hiicrelerin azaldig1 goriildii.
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Sekil 15. Hipokampiiste Iba-1 pozitif mikroglia hiicre sayisi. Veriler ortalamanin +
standart hatasi seklinde gosterilmistir. **p<0,01 kontrol grubuna gore; **p<0,01 KOHS grubuna gore
istatistiksel anlamh farkliligi gostermektedir. KOHS; kronik dngériilemeyen hafif stres, HarmanS5,10;

Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.3.2. Hipokampiis CA1 bolgesinde GFAP bulgulari

GFAP ekspresyonlar1 hipokampiisiin CAl, CA3 ve DG alt bolgelerinde
arastirilmistir. Elde edilen verilere gore tiim alt bolgelerde GFAP ekspresyonunda
belirgin bir artis saptanmustir (p<0,01). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda stres
grubunda GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayica arttig1 gézlendi. Harman 5 ve 10
tedavilerinin, KOHS grubuyla kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicre artigini

etkilemedigi goriildii.
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Sekil 16. Hipokampiis CA1’ de GFAP pozitif hiicre sayisi. Veriler ortalamanin + standart
hatas1 seklinde gosterilmistir. **p<0,01 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi

gostermektedir. KOHS; kronik éngoriilemeyen hafif stres, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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6.3.3. Hipokampiis CA3 bolgesinde GFAP bulgulari

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS grubunda GFAP pozitif astrosit

hiicrelerinin sayica arttig1 gdzlendi. Harman 5 ve 10 tedavilerinin, KOHS grubuyla

kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicre artisini etkilemedigi goriildi.
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Sekil 17. Hipokampiis CA3’te GFAP pozitif hiicre sayisi. Veriler ortalamanin + standart
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**p<0,01 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. KOHS; kronik éngériilemeyen hafif stres, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.

6.3.4. Hipokampiis DG bolgesinde GFAP bulgulan

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS grubunda GFAP pozitif astrosit

hiicrelerinin sayica artt1ig1 gozlendi. Harman 5 ve 10 tedavilerinin, KOHS grubuyla

kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicre artigini etkilemedigi gorildii.
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Sekil 18. Hipokampiis DG’de GFAP pozitif hiicre sayisi. Veriler ortalamanin + standart
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**p<0,01 kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig
gostermektedir. KOHS; kronik dngériilemeyen hafif stres, Harman5,10; Harman 5 mg/kg, 10 mg/kg.
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7. TARTISMA ve SONUC

Major depresyon diinya popiilasyonunun %10 gibi biiyilk bir diliminde
rastlanilan, yaygm, siddetli seyreden, tekrar edebilen, bireyi gii¢siiz veya zayif
hissettiren ve hayat1 tehdit edici potansiyeli olan bir afektif hastaliktir. Giiniin biiytik
boliimiinde diisiik ruh hali, giinliik aktivitelerden keyif alamama durumu, kilo kayb1
veya artisi, uyku diizensizlikleri, ajitasyon veya uyusukluk, yorgunluk, degersizlik
veya acizlik hissi, diisiinme veya hafizada bozukluklar, tekrar eden kisinin kendisine
zarar verme ve 0liim diisiinceleri semptomlarinin en az 5 tanesinin en az 2 hafta stirerek

devam etmesini igerir (http://www.dsm5.org/psychiatrists/practice/dsm Erisim tarihi:

25.12.2016). Depresif hastalarm % 50’ si tamamen iyilesme gosterirler, % 20-30’u

tedaviye yanit vermezler ve % 15’ i intihar tesebbiisiinde bulunurlar (Greden, 2001).

Gegmisten gliniimiize siiregelen ve monoaminerjik asirimin artirilmasi hedeflenen
Klasik antidepresan tedavi ile hastalarin biiyiik bir kismindan yanit alinamamakta ya
da kismi yanit elde edilmektedir. Bu da mevcut monoamin hipotezinin gegerliligini
yitirdigini géstermekte olup yeni tedavi arayislarina yol agmaktadir. (Sanacora ve ark.,
2012).

Harman, beta karbolin yapida, Peganum Harmala bitkisinden elde edilen ve ayni
zamanda viicutta ¢esitli dokularda yaygin dagilim gostermesi ile birlikte santral sinir
sisteminde ‘hipotalamus, hipokampiis, serebral korteks, striatum, serebrum Ve
omurilikte varligi saptanmis olan endojen bir maddedir (Anderson ve ark., 2006, May
ve ark., 1991). Daha once santral sinir sisteminde 6grenme bellek (Celikyurt ve ark.,
2014), epilepsi (Ghazaleh ve ark., 2015), morfin bagimlilig1 (Lowry ve Brown, 2017,
Miralles ve ark., 2005, Aricioglu ve ark., 2003), néropatik agr1 (Aglawe ve ark., 2014,
Ferrari ve ark., 2011, Aricioglu ve ark., 2003), anksiyete ( Smith ve ark., 2013),
Parkinson hastalig1 (Arib ve ark., 2010), depresyon (Farzin ve Mansouri, 2006) {izerine
etkileri olabilecegini gosteren calismalar yapilmigtir. Harman ve diger beta-
karbolinlerin santral sinir sistemi lizerindeki bu etkilerini; serotonin, benzodiazepin,
dopamin, opiat, nikotin, histamin reseptdrlerine olan ilgileri (Nasehi ve ark., 2013,

Arib ve ark., 2010, Glennon ve ark., 2000), MAO inhibisyonunu gergeklestirmeleri
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(Smith ve ark., 2013, Herraiz ve ark., 2007, Reiners ve ark., 1994), | reseptorlerine
(6zellikle 12) baglanmalar1 (Lowry ve Brown, 2017, Thorn ve ark., 2012, Musgrave
ve Badoer, 2000) ve glutamaterjik sistemde mikroglial aktivasyonda goérev alan
glutamat tastyicilarinin ekspresyonlar1 tizerindeki etkileri (Li ve ark., 2011, Fortunato
ve ark.,, 2010) nedenli inflamatuvar mekanizmalar iizerinden yiirittiikleri
diistiniilmektedir. Beta-karbolin harminin, depresyon ve inflamatuvar mekanizma
iligkisinin arastirildig1 calismada bulgularda depresyon iizerindeki diizeltici etkilerinin
gozlenmesi lizerine, inflamatuvar mekanizmalarda meydana getirdikleri iyilesmelerin
de bu etkiye katkisinin olabilecegi arastirmalara dahil edilmistir (Fortunato ve ark.,
2010). Harminin yiiksek haliisinojenik 6zelliklerinin dezavantajlar1 (Grella ve ark.,
1998) ve bu alanda daha 6nce harman ile bir ¢alisma gergeklestirilmemis olmasi,
harmanin depresyonda inflamasyon iliskisinin arastiritlmasi ve mekanizmalarin

aydinlatilabilmesinde tercih edilmesinde 6nemli bir etkendir.

Yakm donemde gerceklestirilen ¢alismalarda depresyon ve stres iliskili diger
patolojilerin, sitokinler aracili artmis inflamatuvar yanitlar ile arasindaki iliski
aydinlatilmistir  (Madrigal ve ark., 2002, Raison ve ark., 2006). Depresyon
prevalansmin pek c¢ok otoimmiin ve/veya kronik inflamatuvar hastalik varhiginda
arttig1 bilinmektedir (Iwata ve ark., 2013). Depresyon ve stres ile iliskili patolojilerde
arttig1 rapor edilen inflamatuvar yanitlarm hiicre i¢i yolaklar tizerinden bazi 6zellesmis
mekanizmalarla tetiklendigi bilinmektedir. Bu kapsamda NLRP3 aktivasyonu ile
olusan multi-protein kompleks yapisindaki NLRP3 inflamazomunun depresyon-
sitokin hipotezinin agiklanmasinda yeni bir parametre ve risk faktorii olabilecegi
diisiiniilmektedir (lwata ve ark., 2013, Ozaki ve ark., 2015). Ozellikle yakin donemde
yapilan deneysel ve klinik c¢aligmalar ile depresyonda NLRP3 inflamazomu
aktivitesinin arttig1 ve bunun depresyon-inflamasyon iliskisine yeni bir boyut

kazandiran patofizyolojik siire¢lerden biri olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Zhang ve arkadaslari tarafindan LPS ile indiiklenmis depresyon modelinde, fare
beyninde IL-1B ve NLRP3 inflamazomu mRNA ekspresyon seviyelerinde belirgin
artig tespit etmislerdir. (Zhang ve ark., 2013). Zhu ve arkadaslar1 da siganlarda

lipopolisakkarit enjeksiyonunun ardindan NLRP3 inflamazomu ile IL-1p diizeyleri
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artigin1 ve pro-kaspaz-1’lerdeki artis1 bildirmislerdir (Zhu ve ark., 2017). Alcocer-
Gomez ve arkadaslarinin gergeklestirdigi klinik bir ¢alismada major depresyon tanisi
konulan hastalarin IL-1p ve IL-18 seviyelerinin yiiksek oldugu ve periferal kan
hiicrelerinde NLRP3 inflamazomu rastlandigi bildirilmistir (Alcocer Gomez and
Cordero, 2013). Amitriptilinin (TSA) klinik uygulamalarinda, major depresyon
hastalarmda IL-1B ve IL-18 tiretimini ve NLRP3 ve kaspaz-1 aktivasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir (Alcocer-Gomez ve Cordero, 2013). Bir baska ¢aligsmada stresle
indiiklenen depresyonda Gliburid’in (antidiyabetik), kaspaz-1 aktivasyonunu ve IL-1
B sekresyonunu inhibe ettigi, NLRP3 inflamazomu olusumunda da etkili bir inhibit6r
rolii oldugu bildirmistir. Bahsi geg¢en bulgular, antiinflamatuvar etkinin depresyon
tedavisinde etkili olabilecegi goriisiinii destekler niteliktedir (Lamkanfi ve ark., 2009).
Calismamizda ise 40 giinliik KOHS prosediirii ile depresyon tablosu olusan siganlarin
prefrontal korteks NLRP3 mRNA diizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamustir.

Elde ettigimiz bulgular bu yoniiyle literatiir verileri ile 6rtiismemektedir.

NLRP1 ve NLRP3 inflamazom formasyonlarinin kaspaz aktivasyonu ve ASC
etkilesimleri ile gergeklestigi bilinmektedir (Faustin ve ark., 2007).

Calismamizda KOHS modeli ile depresyon olusturulan sicanlarda kaspaz-1
diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli &lgiide yiiksek bulunmustur. KOHS
prosediiriine ek olarak 5 mg/kg dozda kronikharman tedavisi alan grupta stres ile
indiiklenen kaspaz-1 seviyelerindeki artisin yiiksek seyrettigi goriilmiistiir. Diger
taraftan yiiksek doz harman (10 mg/kg) tedavisi alan grupta stres ile indiiklenen kaspaz
1 diizeylerinin distiigii saptanmustir. Elde edilen bulgulara goére; harman tedavisi

kaspaz-1 diizeyleri iizerinde doza baglh bir etki meydana getirmistir.

Erkek fareler lizerinde yapilan bir ¢alisma glukokortikoid enjeksiyonunun
prefrontal korteks ve hipokampiiste NLRP1 inflamazomunu artirdigini gostermistir.
Bu hayvanlarda kaspaz-1, ASC, IL-1p, NF-«kB, p-NF-«B, IL-6, IL-18, TNF-a, kaspaz-
5 diizeylerinde artig saptanmistir (Kamo ve ark., 2013). Bizim ¢aligmamizda hem
kontrol grubu hem de KOHS grubu ile yapilan karsilastirmalarda Harman 10 mg tedavi

grubunda NLRP1 inflamazom diizeyleri istatistiksel anlamda yiiksek bulunmustur.
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Kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS grubunda IL-6 diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptanmistir. Harman 10 mg tedavi gruplarmi KOHS grubu ile
kiyasladigimizda ise IL-6 seviyelerinde istatistiksel anlamli bir azalma gozlemledik.
Harman ile tedavinin IL-6 seviyelerinde meydana getirdigi bu azalma, inflamatuvar
yolaklarda etkili oldugunu destekler niteliktedir. SonuglaRimizda gruplar arasinda IL-
18 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. S6z konusu
bulgudan hareketle ¢alismamizda IL-18 diizeyleri ile depresyon tablosu arasinda bir

iliski bulunmamustir.

Koo ve Duman akut ve kronik stres modellerinde NF-xB yolaklar1 araciligi ile
gerceklesen IL-1B salimimin depresif benzeri davraniglara yol agtigini bildirmislerdir.
(Koo ve Duman, 2008). Christoffel ve ark. tarafindan kronik sosyal yenilgi stresi
uygulanan farelerde noroplastisitenin arastirildig1 bir ¢alismada NF-xB’nin etkisinin
arastirtlmasinda, farelerin niikleus akumbenslerinde IKK’nin belirgin up-regiilasyonu
saptanmis olup, IKK inhibisyonu gergeklestirildiginde dendrit gévdelerinin tekrar
gelistigi bildirilmistir (Christoffel ve ark. 2011). Bu durum niikleus akumbensteki NF-
kB nedenli degisikliklerin néronal morfoloji tizerindeki etkilerini ve NF-kB’ nin stres
ile indiiklenen davranigsal bozukluklar tizerindeki etkileri olabilecegini gostermektedir
(Christoffel ve ark., 2011). Bir bagka calismada Russo ve ark. 2009’da, niikleus
akumbenste dominant negatif IKK mutant ekspresyonunun bazal dendrit gévde
sayisint azalttigini  bildirmislerdir (Russo ve ark., 2009). Bizim molekiiler
analizlerimizde kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda KOHS grubunda NF-xB
diizeyleri istatistiksel anlamli yiiksek saptanmistir. Ancak harman tedavi gruplarmin

NF-«B diizeyleri lizerinde anlamli etkisi bulunmamastir.

Zhang ve arkadaslar1 bir diger ¢ahismalarmda KOHS ile depresyon modeli
olugturulmus farelere, oksidatif stresi hedef alan hidrojence zengin su tedavisi
uygulamiglardir. 4 haftalik hidrojenli su ile beslenen farelerin hipokampiis ve
kortekslerindeki IL-1p seviyelerinde belirgin azalma, hipokampiis ve prefrontal
kortekslerinde kaspaz-1 ve |IL-1f’nin asir1 ekspresyonunun da azaldigmi
bildirmislerdir (Zhang ve ark. 2015). Bizim c¢alismamizda KOHS modeli ile

depresyon olusturulan hayvanlarda inflamatuvar etki ve hipokampal hiicre kaybinin
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dlciimiinde IL-1pB diizeylerine bakildiginda, kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS
grubunda IL-1p diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmigtir. Harman
10 mg/kg tedavisinin ise KOHS ile indiiklenen IL-1B seviyelerini diisiirdiigii
gozlenmistir. Harman ile tedavinin IL-1f seviyelerinde meydana getirdigi bu azalma

inflamatuvar yolaklarda etkili oldugunu destekler niteliktedir.

Santral sinir sisteminde gergeklesen inflamasyonun bir tetik¢isi olarak da
mikroglial aktivasyon goriilmektedir (Yirmiya ve ark., 2015, Sui ve ark., 2016, Najjar
ve Pearlman, 2015). Glutamat eksitotoksisitesi inflmatuvar kaynakli ger¢eklesebilen
ve apoptotik ve nekrotik ndronal 6liimlerin baslica etkenlerinden biri olarak goriilen,
glutamatin mikroglialardan asir1 salinmast durumudur. Yapilan ¢aligmalarda
depresyon ve stres varhiginda astrosit dansitesinde azalma (Steiner ve ark., 2009,
Correa ve ark., 2011) ve mikroglial aktivasyonda artma (Torres-Platas ve ark., 2014)
oldugu bildirilmistir (Lehnardt, 2010, Reus ve ark., 2015). Astrositlerle birlikte
bulunduklar kiiltiirlerde mikroglialar, Iba-1 ile imiinohistokimyasal olarak kolaylikla
isaretlenebilirler. Ayrica CD11b protein seviyeleri mikroglial aktivasyon hakkinda
bilgi vermektedir (Diz-Chaves ve ark., 2013, Jeong ve ark., 2013). Calismamizda Iba-
1 ile isaretlenen mikroglia hiicreleri strese maruz birakilan siganlarda sayica artmustir.
Harman 5 ve 10 mg/kg tedavisi ise KOHS ile indiiklenen Iba-1 pozitif mikroglial hiicre
sayisini azaltmistir. Ancak Gruplar arasmda mikroglia aktivasyonunun bir diger

gostergesi olan CD11b immiinoreaktivitesinde bir degisim saptanmamustir.

Norolojik bozukluklarda glutamat, astrosit hiicrelerindeki EAAT ler (yiiksek
oranda GLT-1) tarafindan sinapslardan uzaklastirilir (Lauderback ve ark., 2001).
GLT-1 aktivitesinin ve ekspresyonunun arttig1 durumlarda pek ¢ok norolojik hastalik
modellerinde glutamatin asir1 saliminin azaldigi ve davranislarda iyilesme saglandigi

tespit edilmistir (Fortunato ve ark., 2010).

Major depresyonda stres ve inflamatuvar mekanizmalarin tetiklemesi ile meydana
gelen eksitotoksisite kaynakli ndronal hiicre kaybina, astrositlerde goriilen hipertrofi
ve hiperplazi eslik etmektedir. Bu yanitin saptanmasinda Glial Fibriler Asidik Protein
(GFAP) ekspresyonu (astrosit olgunlagsma gdostergesi) (Gomes ve ark., 1999)
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incelenmis olup, bu proteinin ekspresyonunda belirgin artig saptanmstir (Davis ve
ark., 2002). Major depresyon hastalarinda yapilan bir ¢alismada hastalarin prefrontal
kortekslerinde GFAP konsantrasyonlarmin belirgin dlgiide azaldigi bildirilmistir
(Johnston-Wilson ve ark., 2000). Beta-karbolinlerden harminin santral sinir sisteminde
inflamatuvar mekanizmalar iliskili etkileri yakin tarihlerde arastirilmaya baslanmistir.
Dakic ve ark. harminin insan ndronlarindaki proliferasyon iizerine etkisini
aragtirdiklar1 ¢aligmada, harmin ile tedavide mikroglia GFAP seviyelerinin
yikseldigini bildirmiglerdir (Dakic ve ark., 2016). Bir diger c¢alismada major
depresyon  hastalarmin  dorsolateral  prefrontal  kortekslerinde =~ GFAP
konsantrasyonunun az oldugu bildirilmistir (Miguel-Hidalgo ve ark., 2000).
Calismamizda harman tedavi gruplarinda GFAP konsantrasyonlarinin kontrol ve
KOHS gruplarma oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durum astrositlerin
eksitotoksisite karsit1 aktivitelerinin harman tedavisi ile arttigin1 destekler niteliktedir.
Calismamizda hipokampiis CA1 bdlgesinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS
grubunda GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayica arttigi goriilmiistiir. Harman 5
mg/kg ve 10 mg/kg tedavilerinin, KOHS grubuyla kiyaslandiginda GFAP pozitif
astrosit hiicre artigin1 etkilemedigi saptanmistir. Hipokampiisiin CA3 bolgesinde
kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS grubunda GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin
sayica arttig1 ve Harman 5 mg/kg ve 10 mg/kg tedavilerinin, KOHS grubuyla
kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicre artismi etkilemedigi gozlenmistir.
Hipokampiisiin DG bdlgesinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda KOHS grubunda
GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayica arttig1 gézlenirken Harman 5 mg/kg ve 10
mg/kg tedavilerinin, KOHS grubuyla kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicre

artigini etkilemedigi ortaya konmustur.

2013’te gergeklestirilen bir ¢alismada siganlarda korku kosullama testinde
harmanin sedasyon etkisinin MAO inhibisyonu kaynakli olabilecegi bildirilmistir
(Smith ve ark., 2013). Fortunato ve ark. tarafindan 2010 yilinda gergeklestirilen
calismada KOHS modeli ile depresyon gelistirilen siganlarda gdzlenen anhedoninin
harmin verilmesi sonucu iyilegsme gosterdigi ve harmin tedavisinde adrenal bezlerdeki
hipertrofide azalma bildirilmistir (Fortunato ve ark., 2010). Harmanin si¢anlarda

olusturdugu anksiyolitik ve antidepresan etkilerin arastirildigi ¢alismada bu etkilerin
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gbzlendigi ve etkilerin mekanizmasi olarak MAO enzim inhibisyonu ve harmanin
benzodiazepin reseptorlerinin invers agonisti olmasi olabilecegi One stiriilmiistiir
(Aricioglu ve Altunbas, 2003). Yapilan bir diger calismada farelerde olusturdugu
antidepresan benzeri etkinin Ol¢lildiigli ¢alismada, MAO enzim inhibisyonu ve
monoaminerjik agirimdaki artma, tam aydinlatilamamis bir mekanizma ile de 12
baglanma bolgeleri ile etkilesimin bu etkiye neden oldugu bildirilmistir ( Farzin ve
Mansouri, 2006).

Sonu¢ olarak, ¢alismamizda bir beta-karbolin tiirevi olan harmanin kronik
uygulamasinin kronik strese bagli gelisen depresif-benzeri davranislar1 diizelterek
antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi gosterilmistir. 5 mg/kg ve 10 mg/kg
dozlarmda uygulanan harman; siikroz tercih testi ile degerlendirilen anhedoni-benzeri
davraniglart uygulanan her iki dozda da geri gevirirken; zorunlu yiizme testi ile
degerlendirilen caresizlik davranis kalibin1 diisiik dozda geri ¢evirmistir. Dahasi,
calismamizda elde edilen molekiiler ve histolojik analiz bulgularina gére kronik
harman uygulamasi ile olusan antidepresan-benzeri etkilerin kismen néroinflamatuvar
yanitlarin baskilanmas ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar; depresyon ile artmis inflamatuvar yanitlar arasindaki iliskiye dikkat
cekmektedir. Bu noktada oOzellikle inflamatuvar yanitlar1 baglatan inflamazom
aktivasyonu ile iligkili mekanizmalarin depresyon patofizyolojisindeki potansiyel
onemi glindeme gelmistir. Bu kapsamda ¢alismamizda kronik harman tedavisinin
cesitli inflamatuvar medyatorlerin gen ekspresyon diizeyleri ve ayrica mikroglia,
astrosit aktivasyonu tizerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgularla harmanin
KOHS ile indiiklenen prefrontal korteks proinflamatuvar sitokin ve kaspaz-1

yanitlarmi azalttigi ve Iba-1 mikroglia immiinoreaktivitesini baskiladigi gosterilmistir.

Bu calismada iyi valide edilmis bir depresyon modelinde kronik harman
uygulamasinin antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi ve s6z konusu etkilerin
ndroinflamatuvar yanitlarin baskilanmasi ile kismen iligkili olabilecegi gosterilmistir.
Bundan hareketle 12 reseptorleri ile PI3K-AKT hiicrei¢i sinyalleme yolaklari iizerinde
diizeltici etki olusturmasi, norotrofik faktorler aracili hiicre proliferasyonu,
glutamaterjik sistem reseptorleri araciligr ile GLT-1 disfonksiyonunu iyilestirici etki

yaparak mikroglial aktivasyonun indirgenmesini saglayan mekanizmalarla glial hiicre
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proliferasyonu saglama etkisi 1s1ginda ve calismamizda bakilan inflamatuvar
parametrelerin anlamli sonuglar1 ile, harmanin, noroinflamasyonun eslik ettigi
depresyon tablosunda potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi fikri ¢galismamiz ile

desteklenmektedir.
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response and induce antidepressent-like effect in rats. (25th European
Congress of Psychiatry - 1-4 April 2017,Florence, Italy)

Feyza Aricioglu, Giilnaz Arkan, Ceren Sahin Ozkartal, Tijen Utkan. Harmane,
a beta carboline, ameliorates depression associated symptoms by using chronic
unpredictable mild stress model in rats. (9. Uluslararas1 Psikofarmakoloji
Kongresi ve 5. Uluslararas1 Cocuk ve Ergen Psikofarmakolojisi Sempozyumu,
26-30 Nisan 2017 Antalya)

Aricioglu F, Sahin C, Unal G, Arkan G, Utkan T. Bioactive beta carbolines
harman and norharman attenuete oxidative damage in sub-chronic stress
model in rats. 4th World Psychiatric Association International Congress
November 18-22, 2015, Taipei, Taiwan.
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10.ETIK KURUL ONAY BELGELERi

)

MARMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

PROJE ONAY FORMU

PROTOKOL KODU 56.2015.mar CALISMA: BILIMSEL

Siganlarda Kronik Ongériilemeyen Stres ile Olugturulan

PROJE ADI ,
Depresyon Modelinde Harmanin Roliiniin Aragtirtlmasi

BASVURU — el
Mgl SORUMLU ARASTIRMACI -
BILGILERI GNVANI/ ADI Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU B
ARASTIRMA MERKEZI REHAMER
_____ DESTEKLEYici e o
TARIH:  14.07.2015

ICARAR BiLGILERI

Yukanda basvuru bilgileri verilen arastirma basvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekce, amacg,
vaklagim ve ydntemleri dikkate alinarak incelenmis ve gergeklestirilmesinde sakinca bulunmadipi icin
kurulumuzea onaylanmasina oy birliziile karar verilmistir, Onay sonrasinda yapilacak her tiirlii proje degisiklikleri
(kaulimcilar, baslik vb.) veya pretokol degigikliklerinin Etik Kurula bildirilerek preje onayinin yenileamasi
gerckmektedir,

ETIK KURUL BiLGILERI

CALISMA ESASI

_| engellemeklir.

temel etkinliklerde kullanilan yéntem ve materyaller ile ilgili etik standartlar gézotmek, etik iikeler dofirultusunda
g0rils bildirmel;, araslirma onerilerini incelemek ve sertifikasi olmayanlarin deney hayvani kullanmalanm

UYELER - - -
Uzmanlik Gnaylahan Toplantiya ‘I
Unvani/ Adi/ Soyad) Kurumu/ Ek Uyeligi Projeile imza
/ / Soy Dahl / velie .,J s Katihm
s _ ligkisi =
M.U. Eczacilik Fakiiltesi ve
Prof.Dr. Goksel SENER | Farmakoloji Hayvan Deneyleri Etik Kurul Var
Bagkani Yok Evet  Hayrr
1.0, Tip Fakiltesi ve Hayvan
Prof.Dr. inci ALICAN Fizyoloji Deneyleri Etik Kurul Var T
(Ydriticl Sekreter) Yok Evet Hnyn‘/‘\(‘d B |
4 [ L |
. M.U. Dig Hekimlifi Fakiiltesive |y, i
Dr. B ] | ar o
Prof.Dr. Aysen YARAT tyokimya Hayvan Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayrr ﬂ <
S — s 2L et
Prof.Dr. Serap Er:ls:ic\)fjljtzji M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan e m
5!RVANC| ABD Deneyleri Etik Kurul Uyesi ~|vok Evet  Hayir |
Prof.Dr. Rezzan lltesi
of U Farmakoloji M.U, Tip Fg\cu‘tem ve HAachtm Var
GULHAN Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayir
Doc.Dr. Giirkan SERT Tip T_al.'lhl ve M.U. Tip Frz.iku.\tem ve r_l_avvslm Vg
Etik Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayir
Vet.Hek. Dilek Veteriner M.U. Tip Fakiiltesi ve I-I{'ayvan Var S
AZBEYL Hekim Deneyleri Etik Kurul Uyesi vok Evet Hayrr
o Sivil Toplum Kurulusu Uyesi ve ) - 7
Bio. Arif GUMUS Biyoloji Kururnla iligkisi olmayan TC Var
vatandagi Uye Yok Evet  Hayir !
| et ST S T o - |
L alli Kurumla iliskisi olmayan TC
Dilek KOKTURK Emed vatandas iiye var ,
) AMemur Yok Evet  Hayir | o
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HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
@n RVATORY
Siganlarda Kronik Ongériilemeyen stres ile Olusturulan Depresyon
P;g’: /';g‘ ARASTIRMANIN ADI Modelinde Harmanin Roliiniin Arastmlmasn
BASVURU SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr.Feyza.ARICIQGLU MARMARA UNV.ECZACILIK FAK.
BILGILERI UNVANI/ADI KURUMU | FARMAKOLOJi ANABILiM DALI
YARDIMCI Yiik.Lis.Ogdr.Glilnaz ARKAN , Prof.Dr.Tijen UTKAN
ARASTIRMACILAR
DEGERLENDIRILEN [ ARASTIRMA PROTOKOLU X j
BELGE ve EKLERI :
KARAR Yukarida bagvuru bilgileri bulunan arastirma projesi Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu Yénergesine dayanarak gerekge, amag, yaklasim ve yontemler agisindan incelenmis olup,

BILGILERE aragtirmanin ydriitiilmesinin etik agidan uygun oldudu kararina varilmistir.
KARAR NO: KOU HADYEK 11/8-2015 KARAR TAﬂH_f: 12/11/2015

ETIK KURUL UYELERI

UNVANI/ADI SOYADI
ETIK KURUL GOREVi

BiRiMi TOPLANTIYA KARARA KATILMA
KATILMA iMza

Prof. Dr. Hiisnii EFENDI
Bagkan

Kocaeli Universitesi (KOU)
Tip Fakiiltesi & Katildi

ic Hastaliklari AD || Katilmad:

o

Dog. Dr. Mine SEHIRALTI
Bagkan Vekili, Raportor

KOU Tip Fakiiltesi Katildi ~

Tip Tarihi ve Deontoloji AD Rk A{/g/\__.

Prof. Dr. Tijen UTKAN
Uye

KOU Deney Hayvanlari Aragtirma
Birimi, j Katildi
Tip Fakilltesi Farmakoloji AD Z] Katilmad:

Dog.Dr. Ulkem CILASUN
Uye

KOU Dis Hekimligi Fakaltesi %
Adiz, Dis, Gene Hastaliklari ve KI Katild: Z / Z

Cerrahisi AD :] Katilmadi

Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN

KOU Fen-Edebiyat Fakdiltesi Katild

Uye Genel Biyoloji AD (X1 Katilmad: St
Prof. Dr. Zafer CANTURK KOU Tip Fakiltesi [ ] Kauldi { -

Uye Genel Cerrahi AD Z Katilmad %
Prof. Dr. Gner ULAK KOU Tip Fakitesi (] Katiar / %

Uye Farmakoloji AD | Katilmad: \ a_
Prof. Dr. Melda YARDIMOGLU YILMAZ KOU Tip Fakiltesi (] Kauld: U“\W

Uye Histoloji ve Embriyoloji AD [l Katilmadi \
Dog. Dr. Murat KASAP KOU Tip Fakitesi ] Katildr B TRE L

Uye Tibbi Biyoloji AD [ ] Katilmad: ‘_:S?‘h
Veteriner Hekim Ciineyt Ozer Kou Z Katildi 3 I ;

Uye Deney Hayvanlari Aragtirma Birimi [ Katilmad: —
Veteriner Hekim Akin Ziya UNAL Hayvan Hakiari Dernegi Katild: 5

Uye Veterinerler Odasi %] Katilmadi \ P i ‘\
e 1 Emekli Ogretmen ; Katild: ,)'\'\',\] \4\})\')

Uye || Katilmadi =3

\

Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Sekreterligi, Umuttepe Yerleskesi, Eski Istanbul Yolu 10.km, 41380 Umuttepe / IZZMIT

Tel: 0 262 303 70 15; - Faks: 0 262 303 70 03
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