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Sicanlarda olusturulan depresyon modelinde NOD benzeri reseptor proteini 3
inflamazomu aracili inflamatuvar yolaklar ve nitriderjik sistem arasindaki
iliskinin arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Ceren Ozkartal
Damismani: Prof. Dr. Feyza Aricioglu
Anabilim Dali: Farmakoloji

1. OZET

Amac: Bu calismada kronik dngériilemeyen hafif stres (KOHS) modelinde agmatin,
indiiklenebilir ve noronal nitrik oksit sentetaz inhibitorleri (iNOSi ve nNOSi) ile
yapilan tedavilerin NOD-benzeri reseptdr proteini (NLRP) inflamazomu aracil
noroinflamatuvar yolaklar ve depresyon tizerindeki etkisinin aragtirilmasi amaclandi.
Gerec ve Yontem: Eriskin erkek Sprague-Dawley sicanlar 6 gruba ayrildi: Kontrol,
KOHS, KOHS+IMi (Imipramin; 10 mg/kg/giin), KOHS+AGM (Agmatin; 40
mg/kg/giin), KOHS+INOSi (Aminoguanidin; 50 mg/kg/giin) ve KOHS+nNOSi
(3-Br-7-NI; 20 mg/kg/giin). KOHS modeli 6 hafta siireyle, tedaviler ise modelin son 3
haftas1 boyunca giinde 1 kez intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Depresyon-benzeri
davraniglar; siikroz tercih ve zorunlu yiizme testleriyle degerlendirildi. NLRP
inflamazom bilesenleri, proinflamatuvar sitokinler ve NOS diizeyleri prefrontal
korteks ve hipokampiiste arastirildi. Gen ve protein analizleri; real-time PCR ve
western blot, astroglial aktivasyon ise immiinohistokimyasal yontemle incelendi.
Bulgular: KOHS modelinde depresyon-benzeri davranislara NLRP inflamazom
bilesenleri, proinflamatuvar sitokinler, iINOS, eNOS diizeyleri ve astroglial
aktivasyonda artisin eslik ettigi, bu artisin uygulanan tedavilerle bdlge ve
degerlendirilen parametre bazinda farkli diizeylerde baskilandigr goriildii. NLRP3
diizeylerinin agmatin tedavisiyle, NLRP1 diizeylerinin ise NOS inhibitorleri ile daha
giiclii sekilde baskilandig1 saptandi.

Sonuclar: Kronik stres maruziyeti ile gelisen depresyona NLRP3 yaninda NLRP1
inflamazom aktivasyonunun da eslik edebilecegi, inflamazom yolaginin baskilanmasi
araciligiyla antidepresan etki olusabilecegi ve nitriderjik sistem modiilasyonunun
terapotik bir degerinin olabilecegi gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Depresyon, inflamazom, NLRP, agmatin, NOS inhibitorleri
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Student’s name: Ceren OzKartal
Supervisor: Prof. Feyza Aricioglu
Department: Pharmacology

2. SUMMARY

Objective: The aim of the present study was to investigate the effects of agmatine,
inducible and neuronal nitric oxide synthase inhibitors (iNOSi and nNOSi) on NOD-
like receptor protein (NLRP) inflammasome-mediated neuroinflammatory pathways
and depression in chronic unpredictable mild stress (CUMS) rat model of depression.
Materials and Methods: Adult male Sprague-Dawley rats were divided into 6 groups:
Control, CUMS, CUMS+IMI (Imipramine; 10 mg/kg/day), CUMS+AGM (Agmatine;
40 mg/kg/day), CUMS+iINOSI (Aminoguanidine; 50 mg/kg/day) and CUMS+nNQOSi
(3-Br-7-NI; 20 mg/kg/day). CUMS model was applied for 6 weeks and the treatments
were daily administered via intraperitoneal (i.p.) route for the last 3 weeks.
Depression-like behaviors were assessed by sucrose preference and forced swim tests.
NLRP inflammasome components, proinflammatory cytokines and NOS levels were
investigated in prefrontal cortex and hippocampus. The gene and protein analysis were
conducted by real-time PCR and western blot while astroglial activation was assessed
immunohistochemically.

Results: CUMS-induced depression-like behaviors accompanied with increased
NLRP inflammasome components, proinflammatory cytokines, iNOS, eNOS levels
and astroglial activation were suppressed by the treatments in different levels based on
the region and parameter. NLRP3 and NLRP1 levels were suppressed more efficiently
by agmatine and NOS inhibitors treatments, respectively.

Conclusions: It was demonstrated that the activation of NLRP1 and NLRP3
inflammasomes together may be involved in CUMS-induced depression, the inhibition
of inflammasome pathway may be associated with antidepressant effects and the
modulation of nitridergic system might have therapeutic significance.

Key words: Depression, inflammasome, NLRP, agmatine, NOS inhibitors
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3. GIRIS ve AMAC

Major depresyon, diinyada yaygin olarak goriilen, ciddi ve yasam kalitesini 6nemli
Olgiide olumsuz etkileyebilen kompleks bir psikiyatrik hastaliktir (Kessler, 2012).
Depresif duygudurum, haz veren aktivitelere karsi ilgide ve 6z saygida azalma, kendini
degersiz ve suglu hissetme, uyku ve yeme bozukluklari ile biligsel fonksiyonlarda
bozulma gibi temel belirtilerle karakterize bir hastalik olan depresyon; 6liim ve intihar
diisiincelerinin eslik edebildigi yasami tehdit edebilen 6nemli bir saglik sorunudur
(Skolnick, 2002). Hastaliklarin topluma getirdigi sosyal ve ekonomik yiik boyutu
bakimindan incelendigi Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporuna gore depresyonun 2020
yilinda iskemik kalp hastaligindan sonra ikinci sirada; 2030 yilinda ise diinya

genelinde ilk sirada yer alacagi ongoriilmektedir (Lepine ve Briley, 2011).

Depresyonun etiyolojisi giiniimiizde halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir
(Palazidou, 2012). Yaklasik 50 yil once antidepresan ilaglarin kesfiyle birlikte
depresyonun beyinde monoamin yapisindaki norotransmitterlerin azalmasiyla
olusabilecegi One siiriilmiis ve bu gorilis glinlimiiz depresyon tedavisini sekillendiren
‘monoamin hipotezi’ olarak kabul gormiistiir (Millan ve ark., 2015). Bugiin depresyon
tedavisi halen temel olarak monoaminerjik asirimi giiglendirerek etkisini gosteren
antidepresan ilaglarla saglanmaktadir (Otte ve ark., 2016). Tedavide gegmise kiyasla
gelismeler olmasina karsin, yaklasik her ii¢ hastadan birinin s6z konusu tedavilere
yanit vermiyor olmasi ve yanit alinan hastalarda ise antidepresan etkilerin ge¢ ortaya
¢ikmasi 6nemli sorunlar olarak goriilmektedir (Block ve Nemeroff, 2014; Montes ve
ark., 2004). Bu durum hastanin tedaviye uyuncunu olumsuz etkileyerek istenilen
zamanda ve diizeyde tedavi yanitinin saglanamamasi problemini beraberinde
getirmektedir (Block ve Nemeroff, 2014; Montes ve ark., 2004). Bu dogrultuda; gerek
etkili yeni tedavi stratejilerinin giindeme getirilebilmesi gerekse depresyon
patofizyolojisinin daha iyi anlasilabilmesine yonelik yapilan ¢alismalar 6nem arz

etmektedir.

Ozellikle son yillarda edinilen bilgiler depresyon ve inflamasyon arasindaki

iligskiye isaret etmektedir (Cai ve ark., 2015; Miller ve ark., 2009; Raison ve ark., 2006;
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Reus ve ark., 2015). Depresyon prevalansinin bir¢ok otoimmiin ve/veya kronik
inflamatuvar hastalik varliginda arttig1, ¢esitli proinflamatuvar sitokinlerin
tedavi/uygulamalarinin insan/hayvanlarda depresyon benzeri tablo meydana getirdigi,
diger taraftan bazi antiinflamatuvar yaklasimlarin antidepresan etkiler olusturdugu
gosterilmistir (Faridhosseini ve ark., 2014; Haroon ve ark., 2014; lwata ve ark., 2013;
Koo ve Duman, 2008; Raison ve ark., 2006; Sahin ve ark., 2016b; Tyring ve ark.,
2006). Klinik meta analiz ¢alismalarinda antidepresan tedaviye diren¢ gelismesi ile
inflamasyon arasinda bir iliski olabilecegi de rapor edilmistir (Strawbridge ve ark.,
2015). Buradan hareketle; hastaligin tanisi ve antidepresan tedavi se¢imi/planlanmasi
asamasinda proinflamatuvar sitokin diizeylerinin belirlenmesinin, tedavi basarisi i¢in
bir belirteg olabilecegi, sitokin diizeyleri yiiksek bulunan hastalarda, tedaviye
antiinflamatuvar ilaglarin adjuvan olarak eklenebilecegi gibi 6nemli klinik ciktilar
ongoriilmektedir. Bu kapsamda inflamatuvar sitokinlerden 6zellikle interldkin (IL)-18
diizeylerindeki degisliklerin basta depresyon ve diger stresle iligkili patolojilerde
onemli bir biyobelirteg olabilecegi diisiiniilmektedir (Ellul ve ark., 2016; Iwata ve ark.,
2013; Kaufmann ve ark., 2017; Koo ve Duman, 2008; Strawbridge ve ark., 2015).

Depresyon ve inflamasyon arasindaki iliskiden hareketle son donemde
inflamatuvar yanitlar1 baglatan mekanizmalar {izerine yogunlasilmistir (Kaufmann ve
ark., 2017). Bu kapsamda; dogal immiin sistem kalip tanima reseptorleri ailesinin bir
tiyesi olan NOD benzeri reseptor proteini (NLRP) 3 ve aktivasyonu ile olusan
multiprotein kompleks yapidaki NLRP3 inflamazomunun 6zellikle IL-1f yanitlarini
baslatmasi nedeniyle depresyon inflamasyon iliskisine yeni bir boyut
kazandirabilecegi diisiiniilmektedir (lwata ve ark.,, 2013). Beyinde mikroglia
hiicrelerinde bulunan sitozolik reseptor proteini NLRP3, normal kosullarda inaktif
halde bulunurken; stres veya hasarlanma gibi tehlike uyaranlar1 varliginda aktive
olarak yapiya adaptor proteini apoptoz ile iliskili speck-benzeri CARD yapisi tasiyan
protein (ASC) ve pro-kaspaz-1’in baglanmasiyla multiprotein kompleks bir yap1
(inflamazom) kazanmaktadir. Inflamazom aktivasyonu sonucu pro-kaspaz-1’den
kaspaz-1 serbestleserek IL-1B ve IL-18 proinflamatuvar sitokinlerinin {iretimi ve
salmimi gergeklesmektedir (Davis ve ark., 2011; Kersse ve ark., 2011; Lamkanfi ve

Dixit, 2012). Bu alanda son birka¢ yilda yapilan deneysel ve kiiciik ¢apli klinik
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calismalarda stres ve depresyonda NLRP3 inflamazom aktivasyonu rapor edilmistir
(Alcocer-Gomez ve ark., 2014; Alcocer-Gomez ve ark., 2016; Baune, 2015; Iwata ve
ark., 2013; Li ve ark., 2016; Lu ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a;
Xue ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014). Diger taraftan daha fazla
noronlarda eksprese oldugu bilinen NLRP1 inflamazomu ve depresyon
norobiyolojisindeki olasi rolii hakkinda literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir (Kigerl
ve ark., 2014). Bu dogrultuda ¢alismamizda her iki inflamazom proteini, NLRP1 ve

NLRP3 aktivasyonunun irdelenmesi amaclandi.

Nitrik oksit (NO) sinyal yolaginin stresle iliskili patolojilerin ndrobiyolojisinde
onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (Chen ve ark., 2015; Dhir ve Kulkarni, 2011;
Kudlow ve ark., 2016). NO; L-arjininden NO sentetaz (NOS) enzimi araciligiyla
sentezlenir. NOS enziminin; néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS) ve
endotelyal NOS (eNOS) olmak iizere ii¢ izoformu bulunmaktadir. Segici veya segici
olmayan cesitli NOS enzimi inhibitorlerinin antidepresan ve anksiyolitik benzeri
etkiler meydana getirdigi, diger taraftan paroksetin gibi klinikte yaygin kullanilan baz
antidepresan ilaclarin NOS inhibisyonu yapabildiginin gosterilmesi; depresyonda
nitriderjik sistem modiilasyonunun potansiyel terapotik onemine isaret etmektedir
(Wegener ve Volke, 2010). Diger taraftan NO sinyal yolagi modiilasyonun depresyon
veya kronik stres patolojilerinde inflamazom aktivasyonu ve steril inflamasyon
yanitlar1 lizerindeki etkisinin irdelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kaufmann ve
arkadaslarinin 2017 tarihli goézden gec¢irme calismalarinda da bu hususa dikkat
cekilmis; depresyonla iligkisi bakimindan NO sinyal yolaginin inflamazom kompleksi
tizerindeki olast rollerinin arastirilmasi 6nemli bir hedef olarak belirlenmistir

(Kaufmann ve ark., 2017).

Bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda NO sinyal yolagi modiilasyonunun depresyonda
inflamazom aktivasyonu bakimindan terapdtik degerinin arastirilmas: amaglandi. Bu
kapsamda c¢alismamizda antidepresan etki potansiyeline sahip segici iINOS
(aminoguanidin), nNOS (3-Bromo-7-nitroindazol; 3-Br-7-NI) ve endojen NOS
inhibitorii agmatin tedavilerinin depresyonda NLRP inflamazom yolag: {izerine

etkilerinin karsilastirmali olarak ele alinmasi planlandi.



Agmatin; viicutta yaygmn olarak bulunan ve beyinde norotransmitter,
néromodiilator islevleri olabilecegi diisiiniilen amin yapisinda endojen bir maddedir
(Reis ve Regunathan, 2000). Endojen agmatin NO gibi organizmada aminoasit L-
arjinin’den sentezlenir. Kompleks bir farmakolojik etki profiline sahip oldugu
diistiniilen agmatinin; imidazolin reseptorleri ve az-adrenerjik reseptorlere baglandigi,
N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, nikotinik ve S-hidroksitriptamin (5-HT) 3
gibi iyon kanali ile galisan reseptorleri bloke ettigi gosterilmistir (Molderings ve
Haenisch, 2012; Piletz ve ark., 2013; Regunathan, 2006). Bunlarin yaninda NO sinyal
yolaginin endojen modiilatorii oldugu, iNOS ve nNOS enzimlerini yarigmali olarak
inhibe ettigi ve eNOS’u stimiile ettigi bilinmektedir (Auguet ve ark., 1995; Galea ve
ark., 1996; Mun ve ark., 2010). Bu sekilde ¢oklu etki kalibina sahip agmatinin gesitli
MSS patolojilerinde terapotik 6nemi rapor edilmistir (Freitas ve ark., 2016; Neis ve
ark., 2017).

Yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalarda endojen agmatin diizeylerinin stres ve
depresyonda degistigi  goOsterilmis, bu bakimdan agmatinin duygudurum
modiilasyonunda rol oynayan bir molekiil olabilecegi fikri giindeme gelmistir
(Aricioglu ve ark., 2003c; Bernstein ve ark., 2012; Halaris ve Piletz, 2001; Halaris ve
ark., 1999). Buradan hareketle ekzojen olarak uygulanan agmatinin 6zellikle stres,
anksiyete ve depresyon iizerine etkileri deneysel ¢calismalarda ele alinmis ve agmatinin
antistres, antidepresan ve anksiyolotik-benzeri etkiler meydana getirdigi gosterilmistir
(Freitas ve ark., 2016b). Deneysel ¢alismalarin yani sira yakin tarihte major depresyon
tanili az sayidaki hasta {izerinde gerceklestirilen pilot bir klinik caligmada agmatin
tedavisinin hastalarda antidepresan etki meydana getirdigi rapor edilmistir (Shopsin,

2013).

Agmatinin noroprotektif ve antiinflamatuvar etki potansiyeline sahip oldugu da
bilinmektedir (EI-Agamy ve ark., 2014a; 2014b; Li ve ark., 2014). Bu kapsamda son
yillarda smirlt sayidaki caligma ile agmatinin depresyonda inflamasyon hipotezine de
katki saglayan yeni bir yaklagim olabilecegi one siiriilmektedir (Neis ve ark., 2014;
Sahin ve ark., 2016a; Taksande ve ark.,, 2015). Buna karsin depresyon

norobiyolojisinde inflamasyon hipotezi acisindan en giincel goriislerden biri olan



inflamazom yolag: ile agmatinin antidepresan etkilerinin birlikte ele alindig1 bir

calisma bulunmamaktadir.

2016 yilinda ekibimiz tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada agmatinin sub-
kronik kisitlama stresi modelinde NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve sitokinler aracili
inflamatuvar yanitlar {izerine etkileri arastirilmistir (Sahin ve ark., 2016a). Elde
ettigimiz verilere gore akut agmatin uygulamasi, si¢anlarda stresle artan NLRP3
inflamazom aktivasyonunu ve proinflamatuvar sitokinler araciligiyla gelisen
inflamatuvar yanitlar1 baskilamistir. S6zii edilen ¢alisma bir stres modeli oldugundan

davranig diizeyindeki incelemelere yer verilememistir (Sahin ve ark., 2016a).

Gerek agmatinin antiinflamatuvar potansiyeline dikkat ¢eken literatiir birikimi
gerekse onceki ¢aligma bulgularimiz; endojen bir NO modiilatorii olan agmatinin iyi
valide edilmis, gegerliligi ve giivenirliligi kanitlanmis bir depresyon modelinde NLRP
inflamazomu ve inflamatuvar yanitlar ile davranis diizeyindeki etkilerinin

iligkilendirilerek arastirilmast i¢in 6nemli bir dayanak olusturmustur.
Bu dogrultuda ¢alismamizda;

(i) Siganlarda kronik 6ngériilemeyen hafif stres (KOHS) ile olusturulan deneysel
depresyon modelinde NLRP inflamazom aktivasyon mekanizmalar1 ve iliskili
noroinflamasyon gostergelerinin arastirllmas1 ve bu dogrultuda son yillarda
depresyonda 6nemine dikkat ¢ekilen NLPR3 yaninda NLRP1 aktivasyonunun da

irdelenmesi,

(ii)) KOHS modelinde agmatinin antidepresan etki potansiyelinin inflamazom
aktivasyon mekanizmalart ve ndroinflamasyon acisindan iligkilendirilerek

incelenmesi,

(iii) NO sinyal yolagi modiilasyonunun inflamazom aktivasyonu iizerindeki
roliiniin belirlenebilmesi i¢in, iNOS inhibitérii aminoguanidin ve nNOS inhibitdrii 3-
Br-7-NI ile endojen NOS inhibitoérii agmatinin etkilerinin karsilagtirmali olarak

incelenmesi amag¢lanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Depresyon
4.1.1. Tanim ve tarihcesi

Diger psikiyatrik hastaliklar igerisinde depresyonun 2500 yil 6ncesine dayanan
uzun ve iyi aydinlatilmis bir tarihi gegmise sahip oldugu sdylenebilir (Horwitz ve ark.,
2016). Yerini daha sonra bugiin kullanilan depresyon terimine birakacak olan
melankoli (siyah safra) terimi ilk kez Antik Yunan déneminde Hipokrat metinlerinde
kullanilmistir (M.O. 460-370) (Ban, 2014). O donemde melankoli; epilepsi, histeri ve
transvestizm disinda kalan diger akil hastaliklarin1 kapsayan genel bir terim olarak
kullanilmaktaydi (Jackson, 2008). ik kez 1. yiizyilda Celsus’un ‘De Medicina’ isimli
eserinde melankoli terimi, tziinti ve aci1 anlamlan ile iliskilendirilmistir. Bundan
yaklasik 400 yil sonra, 5. ylizyilda Caelius Aurelianus tarafindan ‘manevi 1zdirap,
elem, keder, sessizlik, yas tutma, aglama durumu’ gibi ifadelere karsilik olarak
kullanmilmistir. 2. yiizyilda Galen, Hipokrat’in ‘Beden Sivilar1’ kuramini yeniden ele
almis; siyah safra ve sart safra ayrimi yaparak sari safranin  melankolik
duygudurumdan sorumlu oldugu kabuliinde bulunmustur. Buna gore siyah safray
hastalik nedeni olarak goren eski otoritelerin aksine Galen; sar1 safra, diyet eksikligi
ve duygulanim gibi etkenleri de hastaligin nedenleri olarak gormiistiir. Galen’in
gelistirdigi kavram orta ¢ag boyunca Ronesans Donemi’ne kadar melankoliye bakis
acisini belirlemistir (Ban, 2014). ilk kez 17. yiizyilda Robert R. Burton’un kaleme
aldig1 donemin iinlii incelemelerinden ‘The Anatomy of Melancholy (Melankolinin
Anatomisi)’ adl1 eserde ‘depresyon’ ifadesi tip literatiiriine girmistir (Horwitz ve ark.,
2016). Burton; depresyonun ii¢ temel boyutuna dikkat ¢ekmistir. Bunlar duygudurum,

kognisyon ve fiziksel belirtilerdir.

19. yiizy1l; Emil Kraepelin, Sigmund Freud, Adolf Meyer gibi tarihte yer edinmis
tnlii psikiyatri hekimlerinin psikiyatrik hastaliklara getirdigi yeni yaklagimlara
taniklik etmis ve bugiin depresyonun da aralarinda bulundugu psikiyatrik hastaliklarin
tan1 ve teshisinde kullanilan uluslararasi kriterlerin olusmasina Onciiliik etmistir
(Horwitz ve ark., 2016). Bu c¢alismalarin bir iirlinii olan, 1972 yilinda yayinlanan
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Feighner Kriterleri ise bugiin gelistirilerek, giincellenen depresyonun tanimini
dogurmustur (Feighner ve ark., 1972). Feighner Kriterleri'ne gore depresyon
tanimiin en az 3 kriteri saglamasi gerekmektedir: (1) Elem, keder, timitsizlik ile
karakterize disforik duygudurum, (2) istah kaybi, uyku problemi, ajitasyon,
enerjisizlik, ilgi kaybi, diisiince giicliigii sucluluk duygusu, tekrarlayan intihar
diistinceleri belirtilerinden en az 5 tanesinin bulunmasi, (3) bu belirtilerin en az 1 ay

stireyle devam ediyor olmasidir (Feighner ve ark., 1972; Horwitz ve ark., 2016).

4.1.2. Tam kriterleri

Depresyon, toplumda yaygin olarak goriilen, ciddi ve ilerleyici yoniiyle yagam
kalitesini biiyiik dl¢iide etkileyen kompleks bir psikiyatrik hastaliktir (Kessler, 2012).
Depresif ruh hali, haz veren aktivitelere kars1 ilgide azalma, kisinin kendine duydugu
0z sayginin azalmasi, kendini degersiz ve suclu hissetme, uyku ve yeme bozukluklar
ile biligsel fonksiyonlarda bozulma gibi temel belirtilerle karakterize bir duygudurum
hastalig1 olan depresyon; gliniimiizde halen 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam

etmektedir (Skolnick, 2002).

Psikiyatrik bozukluklarin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda DSO ve Amerikan
Psikiyatri Birligi tarafindan diizenlenen ve belli araliklarla giincellenen iki farkl
siiflandirma sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu siniflandirma sistemlerinde
‘Depresif Bozukluk® veya ‘Depresif Epizod’ terimleri altinda simiflandirilan
depresyonun; ilgili siniflandirmalar {izerinden bir¢ok farkli alt tipi de tanimlanmustir.
Amerikan Psikiyatri Birligi’nin yayimladigi ‘Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve
[statistiksel El Kitab1 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; DSM)’
siiflandirma sistemi igerisinde ‘Depresif Bozukluklar’ boliimii altinda tanimlanan
‘Major Depresif Bozukluk® tekli epizod ve tekrarlayan epizodlar alt tipleri ile
siiflandirilmigtir. 2013 yilinda giincellenen DSM-5 kritelerine gore major depresif
bozukluk; duygudurum ve haz veren aktivitelere karsi olan ilginin degismesi ile
karakterize, biligsel ve vejetatif belirtilerin eslik ettigi, en az iki hafta siireyle devam
eden depresif epizod veya epizodlar olarak tanimlanmaktadir (Otte ve ark., 2016).

DSO’niin  kullandigi  simiflandirma  sistemi  ise  ‘Uluslararas1 Hastaliklarin
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Siniflandirilmasi (International Classification of Diseases; ICD)’ olup; tiim hastaliklari
kapsayan daha genel bir siniflandirma sistemidir. 2016 yilinda giincellenen ICD-10’un

5. boliimii  ‘Mental ve Davranis ile Iliskili Hastaliklar’ kismina ayrimistir. Bu

boliimde depresyon, ‘Duygudurum Hastaliklar1’ basligi altinda ‘Depresif Epizod’ ve

alt tipleri ile ‘Tekrarlayan Depresif Bozukluk’ ve alt tipleri seklinde

smiflandirilmaktadir (http://apps.who.int/classifications/ Erisim Tarihi: 22 Agustos
2017).
DSM-5 kriterleri biiyiik oranda benzerlik goOstermesine karsin aralarinda bazi

farkliliklar mevcuttur (Tablo 1).

Asagida da goriildigii iizere depresyon teshisinde kullanilan ICD-10 ve

Tablo 1. Depresyon tani kriterleri (ICD-10 ve DSM-5).

ICD-10 Tam Kriterlerit

DSM-5 Tam Kriterleri?

Depresif duygudurum*

Zevk veren aktivitelere karsi olan ilginin
azalmasi veya kaybolmasi (anhedoni) *
Viicut agirligi ve istah degisiklikleri

Uyku bozukluklari
Psikomotor ajitasyon veya retardasyon

Bitkinlik, enerjisizlik *

Ozgiivenin azalmasi, kaybolmasi, mantik
dist sugluluk hissi

Diislinme ve konsanstrasyonda giigliik, karar
verme yeteneginin zayiflamasi

Tekrarlayan 6liim ve intihar diigiinceleri

Depresif duygudurum (iizlintii, bosluk,
umitsizlik hisleri)*

Zevk veren aktivitelere karsi olan ilginin
azalmasi veya kaybolmasi (anhedoni) *
Dikkate deger kilo kaybi, kilo alimi veya
istah artis1 (1 ay igerisinde viicut agirhiginin
%5 ve lizeri kadar degisim)

Uyku  bozukluklart  (insomnia
hipersomnia)

Psikomotor ajitasyon veya retardasyon

veya

Bitkinlik, enerjisizlik
Kendini degersiz ve suclu hissetme

Diistinme ve konsanstrasyonda giigliik, karar
verme yeteneginin zayiflamasi
Tekrarlayan 6liim ve intihar diisiinceleri

! Tan1 igin; en az iki tanesi * ile gosterilen, en az iki tanesi ise diger belirtilerden olacak sekilde en az 4
belirtinin en az 2 hafta siireyle devam etmesi gerekmektedir. ? Tani icin; en az bir tanesi * ile gdsterilen
belirtilerden olmak kaydiyla toplam en az 5 belirtinin bulunmasi en az 2 hafta siireyle devam etmesi
gerekmektedir.

4.1.3. Epidemiyolojisi

Major depresyonun toplumda yetigskinlerde goriilme sikligi diinya genelinde
yaklagik %6 diizeylerinde rapor edilmektedir (Bromet ve ark., 2011). Bu oran 12 aylik
hastalik prevalansini ifade etmektedir. Yasam boyu depresyon prevalansinin ise

yaklasik 3 kat1 diizeyinde yani %18 oldugu tahmin edilmektedir. Buna gore diinya
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genelinde yaklasik her 6 bireyden 1’inin yasamlarimin bir bolimiinde depresyona

girdikleri kabul edilmektedir (Otte ve ark., 2016).

Diinya genelinde 18 iilkede ve yaklasik 90 000 bireyde major depresyonun yillik
prevalansinin incelendigi Diinya Ruh Sagligi Anketi (World Mental Health Survey),
sonuglarina gore yillik prevalans en diisiik %2,2 oraninda Japonya’da goriiliirken; en
yiiksek %10,4 oraninda Brezilya’da tespit edilmistir (Otte ve ark., 2016) (Sekil 1).
Ilgili raporda depresyonunun toplumda goriilme siklig1 ile iilkelerin gelir diizeyleri
arasindaki iliski de incelenmistir. Buna gore arastirmaya dahil edilen yiiksek gelir
diizeyine sahip 10 tilkede goriilen ortalama yillik depresyon prevalansi (%5,5) ile
diistik ve orta gelirli 8 iilkenin y1llik ortalama prevalansi (%35,9) birbirlerine ¢ok benzer
diizeylerde bulunmustur (Sekil 1). Bu veri depresyonun siklikla yorumlandig: gibi bir
‘modern diinya’ saglik problemi olmadigini ve ¢ok Otesinde irdelenmesi gereken
faktorler olduguna isaret etmistir. Dahasi, depresyonun ilk ortaya ¢iktig1 ortalama yas
araligi, siddeti, semptom profili ile sosyodemografik ve ¢evresel faktorler (cinsiyet,
egitim, yasanan olumsuz deneyimler gibi) gibi etmenlerin toplumlar arasinda iilke ve
kiiltiir yapisindan ¢ogunlukla bagimsiz bir sekilde benzer oldugu da gosterilmistir
(Otte ve ark., 2016).

Brezilya 1
Ukrayna 1
AR D
Yeni Zelanda 1
Kolombiya ]
[srail
Frans ——
Liibnan ]
Belgika -—
Giiney Afrika |
Hollanda
Hindistan ]
Ispanya
Meksika ]
Cin ]
ltalya B Yiksek gelirli ilkeler
Almanya -y
Japonya
DOGU ] [0 Gelire gére gruplandirilmis
YGU ]
0 2 H 6 8 10 12
Yillik Depresyon Prevalansi (%)

] Disiik ve orta gelirli Glkeler

Sekil 1. Major depresyonun yillik ortalama prevalansi. Diisiik ve Orta Gelirli Ulkeler;
DOGU, Yiiksek Gelirli Ulkeler; YGU (Otte ve ark., 2016).
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Kadinlarda depresyon erkek bireylere kiyasla yaklasik 2 kat fazla goriilmektedir
(Seedat ve ark., 2009). Bu fark; depresif epizod siiresinin uzunlugundan c¢ok;
epizodlarin sikliginin erkeklere gore fazla olusu ve benzer bi¢imde tedaviye alinan
yanitin daha diisiik olmasi ile iliskilendirilmistir (Otte ve ark., 2016). Her iki cinsiyette
de depresyonun ilk kez ortaya c¢iktigi yas; ortalama 25 olarak raporlanmaktadir.
Depresyona yakalanma riskinin en yiiksek oldugu yas aralig1 ise orta ve geg¢ ergenlik
doneminden 40 yasina kadar olan donem olarak ifade edilmektedir (Bromet ve ark.,
2011).

4.1.4. Etiyolojisi ve risk faktorleri

Depresyonun etiyolojisi glinlimiizde halen tam olarak aydinlatilmis ve net bir
sekilde anlagilabilmis degildir. Genetik etmenler ve cevresel stres faktorleri ile
tetiklenen biyolojik siiregler arasindaki kompleks etkilesimin hastaligin etiyolojisini

olusturdugu diisiiniilmektedir (Palazidou, 2012).

Depresyonda genetik yatkinlik 6nemli bir etiyolojik risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir. Major depresyon hastalarinin birinci dereceden akrabalarinda depresyon
gelisme riskinin 3 kat arttig1 bilinmektedir. Aileler ve ikiz calismalarindan elde edilen
bulgularla hastaligin kalitim yoluyla aktarilma derecesinin %35 civarinda oldugu
tahmin edilmektedir (Geschwind ve Flint, 2015). Giiniimiizde depresyona neden olan
0zel bir gen veya gen grubunun varligina iligkin genel kabul gérmiis bir bilimsel kanit
bulunmamakla birlikte; genetik ¢ercevede ele alindiginda depresyonun zayif etkili
bir¢ok gen ile iligkili poligenik bir hastalik oldugu ifade edilmektedir (Hyman, 2014;
Otte ve ark., 2016).

Genetik yatkinlik disinda ¢evresel stres maruziyeti; depresyonun gelismesinde rol
oynayan temel risk faktorlerinin basinda gelmektedir (Kessler, 1997). Partner kaybi
(6liimii, bosanma, ayrilik gibi), aile ferdi veya yakin bir kisinin 6liimii, hastalik,
finansal ve sosyal problemler, issizlik gibi deneyimlenen olumsuz olaylar bireylerde
depresyon gelisme riskini arttirmaktadir. Bu gibi stres yaratan olumsuz olaylarin
yatkinlig1 olan bireylerde genellikle 1 yil gibi bir siire i¢cinde depresyon gelismesine
neden olabildigi rapor edilmistir (Kessler, 1997; Otte ve ark., 2016). Bunun yaninda
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ozellikle son yillarda elde edilen kanitlar ¢ocukluk déneminde yasanan siddet, cinsel
istismar ve benzeri erken donem travmalarin yetiskinlik déneminde depresyon
gelisme riskini 6nemli 6l¢lide artirdigini géstermistir (Hovens ve ark., 2012). Bu riskin
travmaya maruz kalmamis bireylere gore 2 kat fazla oldugu ve semptomlarin siddeti,
hastaligin seyri ile tedaviye alinan yanitin daha diisiik olmastyla da iliskili olabilecegi
gosterilmistir (Heim ve Binder, 2012). Egitim diizeyi ve sosyoekonomik durumun da
depresyona yatkinligi belirleyen ¢evresel etmenler arasinda yer aldigi ifade

edilmektedir (Otte ve ark., 2016).

4.1.5. Prognozu

Major depresyonun prognozu; olgular arasinda biiyiikk degiskenlik gosterebilen
kronik seyri ve remisyon diizeyi bakimindan pleomorfik 6zellige sahiptir (Otte ve ark.,
2016). Cocukluk ¢agi travmalari, eslik eden diger psikiyatrik hastaliklarin varhigi ve
semptomlarin siddeti hastalarda prognozu olumsuz etkilemektedir (Kessler, 1997).
Depresif epizodun siiresi 13 ile 30 hafta arasinda degisebilmektedir. Tedavi ile alan
hastalarin yaklasik %70-90 kadarinda 1 yil igerisinde remisyonun saglanabildigi,
ayaktan tedavi goren hastalarin ise yaklasik 25’inin 6 ay ic¢inde iyilesebildigi; bu
hastalarin yaklasik yarisinda ise tedavi baslangicindan 2 y1l sonra depresyonun kronik
seyrinin stirdirmeye devam ettigi gosterilmistir (Spijker ve ark., 2002; Wells ve ark.,
1992). Hastalarda birtakim rezidiiel semptomlar ve fonksiyon kayiplar1 da devam
edebilmektedir (Ormel ve ark., 2004). Remisyona giren hastalarda yagam boyu en az
bir kez hastaligin niiks ettigi bilinmekte ve niiks oraninin yaklasik %80 oldugu rapor
edilmektedir (Vos ve ark., 2004). Hastalarda yasin artmasiyla prognozun kotiilestigi
de bilinmektedir.

Depresyonun diyabet, kalp hastaligi, inme, hipertansiyon, obezite, kanser gibi
hastaliklarin ortaya ¢ikma riskini artirdigi gosterilmistir. Bu durumun depresyonun
beraberinde getirdigi hastalik yiikiinlin daha da artmasina katkida bulundugu
diistinilmektedir (Otte ve ark., 2016). Kontrol altina alinamayan depresyonun
beraberinde getirdigi intihar riski, hastaligin prognozunu olumsuz etkileyerek yasami

tehdit eden ciddi boyutunu ortaya koymaktadir. Her yil diinya genelinde goriilen
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800 000 civarindaki intihar vakasinin yaklasik yaris1 depresif epizod gecirmekte olan
bireylerden olusmaktadir (http://www.who.int/mental_health/suicide-prevention/en/
Son Erisim Tarihi: 22 Agustos 2017). Nitekim intihar kaynakli 6liim oraninin major
depresyon tanili hastalarda genel topluma gore 20 kat fazla oldugu diistiniilmektedir
(Chesney ve ark., 2014). Major depresyonunun toplumda mortalite riskini %60-80
oraninda arttirdig1 bilinmekte ve genel mortaliteye katkisinin %10 diizeyinde oldugu

ifade edilmektedir (Cuijpers ve ark., 2014).

4.1.6. Noroanatomisi

Gilinlimiizde modern tipla birlikte gelisen norogoriintiileme yontemleri
depresyonun ndroanatomik boyutunun aydinlatilmasina olanak tanimustir.
Hipokampiis, prefrontal korteks ve amigdalanin depresyonda en fazla etkilenen beyin
bolgelerinin basinda geldigi bilinmektedir (Sekil 2) (Otte ve ark., 2016; Palazidou,
2012).

Yapisal manyetik rezonans goriintileme caligmalar1 ile elde edilen bulgular
depresyon hastalarinda prefrontal korteks (orbitofrontal, ventromedial, dorsolateral ve
anterior singulat korteks), hipokampiis, putamen ve kaudat bélgelerinde doku
hacminin anlaml 6l¢iide azaldigini géstermektedir (Otte ve ark., 2016). 193 ¢alisma
ve 15 892 birey lizerinde gerceklestirilen genis kapsamli bir meta-analiz ¢alismasina
gore sizofreni, bipolar bozukluk, obsesif-kompiilsif bozukluk, anksiyete ve bagimlilik
gibi diger psikiyatrik bozukluklarla karsilastirildiginda o6zellikle hipokampiisiin
depresyona 6zgii etkilenen bir beyin bolgesi olabilecegi one siiriilmiistiir (Goodkind
ve ark., 2015). Morfolojik degisimlerin yani sira; depresyonla iligkili ndronal
yolaklarin tespiti, aktivasyon ve baglanti kapasiteleri de fonksiyonel goriintiileme
caligmalar1 ile incelenebilmektedir. Bu kapsamda elde edilen en tutarli bulgular

amigdala ile iligkili bulunmustur (Palazidou, 2012).

Depresyonda amigdala hacminde tutarli bir degisim gosterilmemesine karsin
fonksiyonel goriintiileme ¢aligmalar1 anormal amigdala aktivasyonu ve baglantilarina

isaret etmistir (Hamilton ve ark., 2012).
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Prefrontal Korteks

Hipokampiis

Sekil 2. Depresyonda en fazla etkilendigi kabul edilen beyin bolgeleri.
(https://psychpedia.blogspot.com.tr/2015/07/patients-with-recurrent-depression-
have.html, Erisim tarihi: 28 Ekim 2017)

Amigdala’ya ek olarak dorsal anterior singulat ve anterior insula bdlgelerinde de
depresyonda aktivite artis1 izlenmistir. Bu bolgelerdeki néronal yolaklarin asiri
aktivasyonunun kiside kendine doniik negatif diislince egiliminin artmasiyla iligkili
oldugu ve destekler nitelikte ventral striatal 6diil yolag: ile iliskili bolgelerde ise

aktivitede azalma oldugu gosterilmistir (Otte ve ark., 2016).

Depresyonda ¢esitli  bilissel fonksiyonlarin yiiriitilmesinde gorev alan
frontoparyetal kognitif kontrol agindaki baglantilar zayiflamistir ve bu durum 6zellikle
dorsolateral prefrontal korteks hipoaktivasyonu agisindan belirgindir. Ayrica
frontoparyetal hipoaktivasyonun o6zellikle negatif uyaranlar varhiginda gelistirilen
biligsel alg1 bozuklugu ile iligkili oldugu diisiniilmektedir. Diger bir ifadeyle negatif
olaylar1 dogru algilama ve yorumlama yetenegi frontoparyetal hipoaktivasyonun

gozlendigi bireylerde bozulmustur (Otte ve ark., 2016).
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4.1.7. Norobiyolojisi

Depresyon norobiyolojisine iliskin kabul edilen en eski hipotez ‘monoamin
eksikligi’ hipotezidir. Depresyonun monoamin yapisindaki ndrotransmitterlerin
(serotonin, noradrenalin ve dopamin) eksikligine bagli olabilecegine iliskin ilk
goriisler; monoamin deplesyonu yapan antihipertansif etkili rezerpinin depresyon
tablosuna yol agmasindan hareketle ortaya ¢ikmistir (Otte ve ark., 2016; Schildkraut,
1965). 1950’li yillarda antidepresan ilaglarin kesfi ve izleyen yillarda bu ilaglarin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile depresyonda monoamin hipotezi giindeme gelmis
ve post-mortem calismalarda depresyon hastalarinin beyin dokularinda serotonin
diizeylerinin azaldigiin gosterilmesi ile hipotez giderek giiclenmistir (Sahin ve ark.,
2016b). Buna gore beyinde monoamin yapidaki norotransmitter diizeylerindeki
azalmanin depresyon tablosuna yol agabilecegi, dolayisiyla ilgili ndrotransmitter
diizeylerinnin yiikseltilmesine yoOnelik tedavi yaklagimlarinin antidepresan etki

meydana getirebilecegi fikri ortaya atilmistir (Millan ve ark., 2015).

Monoamin hipotezinin ortaya konulmasindan yarim asr1 askin siire sonra, bugiin
geldigimiz noktada depresyon tedavisi halen ¢ogunlukla monoaminerjik asirimi
kuvvetlendirerek etkisini gosteren mevcut antidepresan ilaglarla saglanmaktadir
(Millan ve ark., 2015). Ancak ¢ogu olguda mevcut tedavilere yeterli dlglide yanit
alinamamasi1; monoamin hipotezinin depresyon patofizyolojisini agiklamada tek
bagina yeterli olmadigi ortak goriisiinii beraberinde getirmistir (Block ve Nemeroff,
2014).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarin katkilariyla depresyon norobiyolojisi
giinlimiizde giderek daha i1yi anlasilmasina karsin; hastalig1 tiimiiyle aciklayabilen bir
mekanizma heniiz kesfedilememistir (Otte ve ark., 2016). Bu dogrultuda elde edilen
bilgiler depresyon patofizyolojisinde hipotalamo-pitiiiter-adrenal (HPA) eksen
hiperaktivitesi ile karakterize bozukluklar, artmis inflamasyon yanitlari, glutamat
eksitotoksisitesi ve degisen noroplastisite mekanizmalarinin  rol oynadigini
gostermektedir (Sekil 3). Bahsi gecen mekanizmalarin birbiriyle yogun etkilesimi
sonucu; norotrofik faktdr diizeylerinin azalmasi, degisen ndrotransmitter

metabolizmasi (monoamin eksikligi gibi), nitrozatif ve oksidatif hasar gibi depresyona
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eslik eden oOnemli patolojik siireglerin tetiklendigi ve Sonu¢ olarak
davranig/duygudurum belirtilerinin ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Cai ve ark., 2015;
Kaster ve ark., 2016; Otte ve ark., 2016; Palazidou, 2012).

coeruleus

>

Sekil 3. Depresyon norobiyolojisinde rol oynayan temel mekanizmalar (Miller ve ark.,
2009).

Depresyona artmis HPA eksen aktivitesi ve yliksek kortizol diizeylerinin eslik
ettigi bilinmektedir (Horowitz ve Zunszain, 2015; Stetler ve Miller, 2011; Zunszain ve
ark., 2011). Bunun yaninda HPA eksen hiperaktivitesi hastaligin semptom siddeti ve
kotii prognozu ile yakindan iligski gostermektedir (Otte ve ark., 2016). Artmis HPA
eksen hiperaktivitesinin, erken donemde geg¢irilen travmalarin ilerleyen dénemde
ortaya ¢ikan gec etkilerinden sorumlu 6nemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir.
Cocukluk doneminde cinsel veya siddet kaynakli istismara ugramis bireylerde stres
maruziyeti veya uygulanan endokrin testlere yanit olarak HPA ekseni aktivitesindeki

artisin asirt diizeyde oldugu gosterilmistir. Bu tabloya azalmis reseptdr fonksiyonlari
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ile karakterize glukokortikoid direnci eslik etmekte ve bu da kortizoliin immiin yanit
tizerindeki baskilayict etkisini azaltarak, artmis inflamatuvar yanitlar1 beraberinde

getirmektedir (Otte ve ark., 2016).

Depresyon ndérobiyolojisine katkida bulunan bir diger énemli mekanizma da
norotrofik faktor diizeylerinin azalmasi ve noroplastisite siireclerinin  olumsuz
etkilenmesi ile iliskilidir (Palazidou, 2012). Beyinde noéronal baglantilarin
olusturulmasi ve plastisite gelistirilmesi norotrofik  faktorler araciligiyla
saglanmaktadir (Castrén ve ark., 2007). Noroplastisite tizerindeki etkileri en iyi bilinen
norotrofik faktor ailesi norotrofinler olup; sinir biiylime faktorii, beyin-kaynakli
norotrofik faktér (BDNF), norotrofin 3 ve 4 bu grupta yer almaktadir. S6zii edilen
norotrofik faktorlerden 6zellikle BDNF diizeylerinde goriilen azalma ile depresyon
arasinda onemli iliski oldugu distiniilmektedir (Castrén ve ark., 2007). Depresyonda
en fazla etkilenen beyin bdlgelerinden hipokampiis; ndronal biiyiime, canlilik,
olgunlagma, dendritik dallanma ve sinaptik plasisitenin saglanmasindan sorumlu
BDNF agisindan oldukga zengin bir limbik bdlgedir (Palazidou, 2012). Psikolojik
stresin hipokampal BDNF sentezini azalttigi, diger taraftan antidepresan ilaclarin
hipokampiis ve prefrontal kortekste azalan BDNF sentezini ve sinyal iletimini
diizelttigi gosterilmistir. Depresyon hastalarinda BDNF diizeyleri normal bireylere
gore anlamli Slgiide az seyrederken ve bu azalmanin depresif semptomlarin siddeti ile
korelasyon gosterdigi ifade edilmektedir. Diger taraftan antidepresan ilag tedavisi veya
elektrokonviilsif terapiler ile azalan diizeyler yerine konabilmektedir. Benzer bulgular
postmortem depresyon ¢alismalarinda da elde edilmistir (Palazidou, 2012). BDNF’ye
ek olarak insiilin biiylime faktorii, fibroblast bliyiime faktorii ve vaskiiler endotelyal
biliyiime faktorii gibi diger norotrofik faktorlerin de depresyonda rolii olabilecegi

bilinmektedir (Castrén ve ark., 2007).

Son yillarda depresyon patofizyolosinde giderek dnem kazanan bir diger yaklagim
da glutamatejik NMDA reseptor hiperaktivasyonu ve glutamat eksitotoksisite
reaksiyonlart ile iligkili ‘glutamat hipotezi’dir (Dantzer ve Walker, 2014; Mathews ve
ark., 2012). Depresyonda HPA eksen hiperaktivitesi ve inflamatuvar yanitlar ile
tetiklenen noroinflamasyonun bir sonucu olarak glutamat ve beraberinde sitotoksik

NMDA reseptor ligandlariin sinaptik ve ekstrasinaptik bolgede diizeyleri artmakta ve
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bu tablo glutamat eksitotokisisitesi, nitrozatif ve oksidatif stres ile ilerleyen
norodejeneratif siireglere yol agmaktadir (Cai ve ark., 2015; Kaster ve ark., 2016).

4.1.8. Tedavisi

Major depresyonda basamak tedavi yaklasimi uygulanmaktadir. Birinci
basamakta psikoterapi ve farmakoterapinin sirasiyla tek baglarina veya kombine olarak
uygulanmas1 Onerilmektedir. Hafif olgularda tek basma psikoterapi ile etkili yanit
alinabilmektedir. Ancak hastanin tercihleri, ge¢mis ilag ve hastalik oykiisii dikkate
alinmalidir. Orta ve ciddi depresyon olgularinda ise farmakoterapi ve psikoterapi
birlikte Onerilmekte ve tedavi basarisina bagli olarak farmakolojik tedavide
kombinasyonlara gidilebilmektedir. Daha agir ve kompleks vakalarda ise

elektrokonviilsif terapi tedaviye eklenmektedir (Otte ve ark., 2016).

Ik kez 1950°1i y1llarda trisiklik iminodibenzil yapisindaki molekiiliin antidepresan
etki meydana getirdiginin kesfedilmesi; trisiklik antidepresan (TSA) ilaglarin
dogusuna aracilik etmis ve 1959 yilinda imipramin ilk onay alinan antidepresan ilag
olarak tedavide kullanima girmistir (Kuhn, 1957). Bunu izleyen donemde
gerceklestirilen ¢alismalar ile TSA’larin noradrenalin ve serotonin geri-alinimlarin
bloke ettigi ve depresyon hastalarinin post-mortem beyin dokularinda basta serotonin
olmak tizere monoamin yapidaki norotransmitter diizeylerinin diisiik olduguna iliskin
elde edilen bulgular depresyonda azalan ‘monoamin hipotezi’ni giindeme getirmistir
(Millan ve ark., 2015). Bugiin depresyon tedavisinde kullanmakta oldugumuz
antidepresan ilaglarin bilyiikk ¢ogunlugu beyinde monoaminerjik transmisyonu ¢esitli
mekanizmalarla artirmaya yonelik olarak gelistirilmis; yan etki ve farmakolojik etki

profili agisindan gelistirilen yeni tlirevlerle gliniimiize kadar ulagmistir (Sekil 4).

Her ne kadar ge¢miste bu ilaglar ile elde edilen antidepresan etkinin altinda yatan
temel mekanizma sinaptik aralikta artan monoamin diizeyleri ile iligkilendirilmis olsa
da; bugiin bu yaklasim ¢esitli kanit ve dayanaklarla dislanmis durumdadir (Otte ve
ark., 2016). Sinaptik araliktaki monoamin diizeylerinin bu ilaglarla hemen

yiikseltilmesine karsin belirtilerdeki diizelmenin 2-4 hafta gibi gdrece ge¢ ortaya
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cikmasi farmakolojik etki profilinin monoamin diizeyleri ile kisitli bir sekilde

aciklanamayacagi goriisiinii beraberinde getirmistir (Block ve Nemeroff, 2014)

Bupropiyon Sitalopram Agomelatin
Anmitriptilin (DRij (SSRD)
Y Fluoksetin Essitalopram Vortioksetin
imipramin Klomipramin (SSRi) (SSRD (Multi-modal)
(TSA) (TSA) Mirtazapin Duloksetin
l 1 l (SNRID) ]
| | | | | | I |
I I I I I I I
1950 ] 60 ’ 70 80 ] 90 ] 12000 2010
iproniazid* Tianenti Venlafaksin
R ptin .
(MAO Inhibitord) (Glutamaterjik (SNRD Rebolsei Vilazodon
Fenelzin modiilatér*) ebolsetin (Multi-modal)
(MAO Inhibitérii) Moklobemid (NARI)
(MAO-A
inhibitrii
*Piyasadan ¢ekilmistir, 1960 *Tndrekt erkili inhibitbrd)

Sekil 4. Antidepresan ilaglarin tarihsel gelisim siireci. Trisiklik antidepresanlar; TSA,
monoamino oksidaz; MAO, dopamin reuptake inhibitorii; DRI, segici serotonin
reuptake inhibitorleri; SSRI, serotonin ve noradrenalin reuptake inhibitorleri; SNRI,
secici noradrenalin reuptake inhibitdrii; NARI (Millan ve ark., 2015).

Yapilan ¢alismalarla; gec¢ baslayan ve haftalar sonra ortaya ¢ikan farmakolojik
etkilerin hiicre i¢i sinyal yolaklarinin modiilasyonu, BDNF gibi norotrofik faktorlerin
gen transkripsiyonun artmasi, ndronal ve sinaptik plastisitenin aktive edilmesi gibi
adaptif mekanizmalar ile iligkili olabilecegi gdsterilmistir. Dolayisiyla sinaptik aralikta
artan monoamin diizeylerinin antidepresan etkinin ortaya ¢ikmasinda ilk asama oldugu
ve diger adaptif siiregleri baslatici rol iistlendigi goriisii giiclenmistir (Otte ve ark.,
2016).

Farmakolojik etki profiline gore siniflandirildiginda bugiin tedavide kullanilan
antidepresan ilag gruplar1 baslica; (1) Monoamin Oksidaz (MAO) Inhibitérleri (6rn.
moklobemid), (2) TSA Ilaglar (6rn. imipramin), (3) Secici Serotonin Gerialim
(Reuptake) Inhibitdrleri (SSRi’ler) (6rn. fluoksetin), (4) Serotonin ve Noradrenalin
Reuptake Inhibitorleri (SNRi’ler) (6rn. venlafaksin), (5) Noradrenalin-Dopamin
Reuptake Inhibitorleri (NDRI) (6rn. bupropiyon), (6) Segici Noradrenalin Reuptake
Inhibitérleri (NARI) (6rn. reboksetin) ile (7) Atipik Ilaglar (6rn. mirtazapin,
agomelatin) ve son dénemde gelistirilen (8) Multi-modal Ilaclar (6rn. vortioksetin,
vilazodon) olarak sayilabilir (Millan ve ark., 2015). Monoaminerjik asirimi;
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presinaptik norona geri alinimdan sorumlu 6zellesmis tasiyicilar veya norotransmitter
metabolizmasindan sorumlu enzim sistemlerinin inhibisyonu araciligiyla arttirmaya
yonelik tipik antidepresan ilag gruplar1 (1-6) yaninda atipik tiirevler etkilerini ¢esitli
reseptorlerin modiilasyonu araciligiyla gostermektedir. Serotonerjik ve adrenerjik
reseptor blokorii olarak etki gdsteren mirtazapin ve melatonin reseptér agonisti
agomelatin bu ilaglara 6rnek olarak verilebilir. Son yillarda ise bahsi gecen geleneksel
antidepresan ilaglardan farkli olarak, ‘multi-modal’ serotonerjik etki profiline sahip
yeni tiirevler tedaviye girmistir (6rn. vortioksetin, vilazodon). Multi-modal etki; bir
ilacin farkli mekanizmalar1 kullanarak olusturdugu etki olarak tanimlanabilir. Bu
ilaglarin 6rnegin serotonin reuptake inhibisyonu yaninda reseptdr modiilasyonu da
yaparak tedavide Ustiinliik saglayabilecegi diisiintilmiistiir (Sekil 5) (Millan ve ark.,
2015).

Bugiin kullanmakta oldugumuz yukarida so6zii edilen ilaglar olgularin yaklagik
%30’unda yeterli terapdtik etki saglayamamaktadir. Bu ilaglarla sadece monoterapide
degil kombinasyonlariyla yapilan tedavide de yeterli basarinin saglanamadig1 rapor
edilmistir (Block ve Nemeroff, 2014; Montes ve ark., 2004). Mevcut antidepresan
ilaglara iligkin diger Onemli sorun ise semptomlardaki iyilesmenin ge¢ (ilaca
baslandiktan en az 2-4 hafta sonra) ortaya ¢ikmasidir. Bu durum; tedaviye uyuncu
diisiik ve intihar riski yiliksek olan major depresyon hastalari i¢in belki de en 6nemli
Klinik sorundur (Block ve Nemeroff, 2014; Montes ve ark., 2004). Bahsi gecen
sorunlardan hareketle son yillarda depresyon tedavisinde hem daha gii¢lii hem de hizl
etki yapabilecek yeni tedavi stratejilerinin glindeme getirilebilmesi i¢in hastaligin
patofizyolojisinin aydinlatilmasina yonelik yapilan ¢alismalarin sayisi giderek

artmistir.

Gegtigimiz yillarda disosiyatif anestezi ve agr1 tedavisinde kullanilan non-
kompetitif NMDA reseptor antagonisti ketaminin tedaviye direngli olgularda hizli
antidepresan etkisinin kesfedilmesi bilim c¢evrelerinde biiyiik etki uyandirmistir
(Naughton ve ark., 2014). Ketaminin sub-efektif dozda tek infiizyonu ile tedaviye

direngli depresyon hastalarinda 4-7 saat gibi kisa bir siire i¢erisinde tiim semptomlarda
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diizelme saglamis ve bu etki farkli merkezlerde tekrarlanmigtir (Berman ve ark., 2000;
Zarate ve ark., 2006).
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Sekil 5. Antidepresan ilaglarin etki mekanizmalari. Segici serotonin reuptake
inhibitdrleri (SSRI; * ile gdsterilmistir.); serotonin tasiyicisina (SERT) baglanarak
serotoninin presinaptik norona geri alinimini engellerler. Segici noradrenalin reuptake
inhibitorleri (NARI; * ile gosterilmistir.); noradrenalin tasiyicisina (NET) baglanarak
noradrenalinin presinaptik norona geri alintmini engellerler. Trisiklik antidepresanlar
(TSA; # ile gosterilmistir.), diger siklik yapidaki ilaglar, serotonin ve noradrenalin
reuptake inhibitdrleri (SNRI; " ile gosterilmistir.) serotonin ve noradrenalin
tasiyicilarini farkli oranlarda bloke ederek sinaptik araliktaki diizeylerini artirilar.
TSA’lar farkli diizeylerde histaminerjik-1 (Hy), 5-HT>, asetilkolin ve ai-adrenerjik
reseptorleri bloke ederler. Bu etkileri; TSA’larin diger gruplardan daha fazla yan etki
olusturmalarina sebep olur. Noradrenalin-dopamin reuptake inhibitorleri (NDRI; © ile
gosterilmistir.); NET ve DAT’I bloke ederler. oz-adrenerjik reseptor blokorleri
(mianserin ve mirtazapin) az-otoreseptorleri bloke ederek serotonin ve noradrenalin
saliimlarini artirirlar. Gorece segici serotonin reseptor agonist/antagonistleri 5-HT>
reseptorlerine baglanirlar. Agomelatin melatonin-1 (M1) ve M2 reseptor agonisti olup;
5-HT>c reseptorlerini bloke eder (Otte ve ark., 2016).
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Giiniimiizde ketamin ve onun izomeri olan esketaminin intravendz (i.v.) infiizyon
ve intranazal formlar1 tedaviye direncli depresyon hastalarinin tedavisinde kullanilmak
tizere faz 3 asamasina gelmistir (Otte ve ark., 2016). Depresyon tedavisinde basa
cikilmaya caligilan iki temel sorun olan tedaviye diren¢ ve yavas etki gz Oniinde
bulunduruldugunda ketaminin bu etkileri nasil olusturdugunun anlasilmasi yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilebilmesi i¢in kritik 6nem tagimaktadir. Tiim bu avantajlarina
ragmen ketaminin potansiyel toksisite, psikotrop etkileri ve dolayisiyla suiistimal riski
klinikte kullanimini kisitlayan 6nemli faktorlerdir. Son yillarda ketamin ile elde edilen
bulgulardan hareketle hizli ve potent farmakolojik etki kalibina sahip yeni
antidepresan ilaglarin gelistirilmesi amaciyla glutamaterjik sistem modiilatorleri

tizerine yogunlasilmistir (Krystal ve ark., 2013; Mathews ve ark., 2012).

4.2. Depresyon ve inflamasyon

Depresyonda inflamasyon ve iligkili sitokin yanitlarinin rol oynayabilecegine dair
ilk goriisler 1990’11 yillarin basinda ortaya atilmis ve o donemde ‘depresyonda

makrofaj teorisi’ ad1 altinda incelenmistir (Dantzer ve ark., 2008; Smith, 1991)

Izleyen yillarda, gerek deneysel gerekse klinik calismalar1 kapsayan ¢ok sayida
arastirma ile depresyon ve inflamasyon arasindaki iliski giderek giiclenerek
‘depresyonda sitokin hipotezi’’ni dogurmustur (Cai ve ark., 2015; Kaster ve ark.,
2016; Miller ve Raison, 2016; Reus ve ark., 2015; Sahin ve ark., 2016b). Bugiin
gelinen noktada; immiin sistem ve iligkili inflamatuvar yanitlarin depresyonun
gelismesinde rol oynayan onemli patofizyolojik mekanizmalardan biri oldugu kabul
edilmektedir. Depresyonda goriilen artmis inflamatuvar yanitlarin tedaviye direncin
ongoriilmesinde bir gosterge olabilecegi ve bundan hareketle tedavinin bireye 6zgii
belirlenmesinde inflamatuvar medyatorlerin biyobelirteg olarak islev gorebilecegine
iligkin giiclenen goriisler s6z konusudur (Ellul ve ark., 2016; Faridhosseini ve ark.,

2014; Miller ve Raison, 2016; Sahin ve ark., 2016b).

Depresyonun toplumda goriilme sikliginin kronik inflamatuvar hastaliklar
varliginda artt1g1, saglikli popiilasyonda yaklasik %10,3 diizeyinde olan prevalansinin

tip II diyabette yaklasik %26, kardiyovaskiiler hastaliklarda %17-27, romatoid artritte
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Ise %13-20 diizeylerine yiikselebildigi goriilmiistiir (Evans ve ark., 2005; Iwata ve
ark., 2013). Bu nedenle depresyon ‘inflamatuar bir hastalik’ olarak da nitelendirilmeye
baslamustir. Destekleyen bulgu olarak ¢esitli kanser tiplerinde ve viral enfeksiyonlarda
immiin sistem aktivatorii olarak yayginlikla kullanilan interferon (IFN) tedavisinin
doza bagimli bir sekilde depresyon prevalansin1 %50’lere yiikselttigi rapor edilmis ve
bu tablo ‘IFN ile indiiklenen depresyon’ adi altinda tip literatiiriine girmistir. Nitekim
IFN; IL-1B, IL-6, timor nekroz faktor (TNF)-a ve gibi proinflamatuvar sitokinlerin
potent bir indiikleyicisidir (Raison ve ark., 2006).

Organizmada inflamasyonun gostergelerinden IL-6, TNF-o, IL-f gibi c¢esitli
proinflamatuvar sitokinler, C-reaktif proteini (CRP) gibi akut faz reaktanlari,
kemokinler ve adezyon molekiillerini de igeren cesitli inflamatuvar medyatorlerin
serum seviyelerinin major depresyon hastalarinda yiiksek seyrettigi ¢cok sayida
calismada rapor edilmistir (Dowlati ve ark., 2010; Ellul ve ark., 2016; Eyre ve ark.,
2016; Valkanova ve ark., 2013). Meta analiz c¢alismalari; periferik kanda
degerlendirilen IL-6, TNF-a, IL-1B ve CRP diizeylerinin depresyon hastalarinda
inflamasyon acisindan giivenilir biyobelirtegler olarak kabul edilebilecegini
gostermektedir (Miller ve ark., 2009; Miller ve Raison, 2016). IL-1B, TNF-a, ve CRP
gibi inflamatuvar medyatorleri kodlayan genlerde meydana gelen polimorfizmler ile
de depresyonun gelismesi ve tedavi yanit1 arasinda iligki olabilecegi rapor edilmistir

(Bufalino ve ark., 2013).

Deney hayvanlar1 {izerinde yapilan calismalarin sonuglart da klinik verileri
destekler niteliktedir. IL-13 ve TNF-o gibi proinflamatuvar sitokinlerin veya
bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) gibi sitokin yanitini artiran uygulamalarin insandaki
hastalik semptomlarina benzer davraniglara yol agtigi gosterilmis ve bu fenomen;
‘hastalik davranisi (sickness behavior)’ olarak adlandirilmistir (Dantzer ve ark., 2008;
Schiepers ve ark., 2005). Bu belirtiler; yorgunluk, bitkinlik, istah ve uyku bozukluklar
gibi somatik belirtiler basta olmak tlizere disfori, anksiyete, anhedoni gibi duygudurum
degisiklikleri ile karakterize olup; bu yoniiyle depresif belirtiler ile biiyiik Olciide
benzerlik gosterdigi kabul edilmektedir (Dantzer ve ark., 2008; Iwata ve ark., 2013).

Inflamasyonun bu sekilde ekzojen yolla uygulanan maddeler yaninda psikolojik stres
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uygulamasi ile de olusturulabilmesi; depresyon ve inflamasyon arasindaki iki yonlii

iliskinin 6nemini vurgulamaktadir (Kaufmann ve ark., 2017; Raison ve ark., 2006).

Antiinflamatuvar etkili ¢esitli terapdtik yaklagimlar ile klinikte antidepresan etki
elde edilmesi, diger taraftan tedavide kullanilan bazi antidepresan ilaglarin da
inflamasyon yanitlarin1 baskilamasina iliskin bulgular; depresyonda inflamasyon
hipotezinin 6nemini daha da ileriye tasimistir. TNF-o antagonisti, etanersept tedavisi
alan psoriazis hastalar1 lizerinde yapilan biiyiik capl ¢ift-kor plasebo kontrollii bir
calismada hastalarda plaseboya kiyasla depresif belirtilerin 6nemli 6lgiide geriledigi
ve bu etkinin hastaligin kontrol altina alinmasindan bagimsiz oldugu gosterilmistir
(Tyring ve ark., 2006). Bir baska calismada fluoksetin tedavisine yanit vermeyen
depresyon hastalarinda ek olarak uygulanan non-selektif siklooksijenaz inhibitori
asetil salisilik asitin remisyon diizeyini artirdig1 gosterilmistir (Mendlewicz ve ark.,
2006). Benzer sekilde bir diger ¢aligmada inflamatuvar hastaligi olmayan depresif
olgularda antidepresan tedaviye ek olarak baslanan siklooksijenaz-2 inhibitdri,
selekoksib’in semptomlarda diizelmeye yol agtig1 rapor edilmistir (Muller ve ark.,
2006). Sitokin antagonistleri ve bazi antiinflamatuvar ilaglarin deney hayvanlarinda
depresyon-benzeri davraniglart geri ¢evirdiginin gosterilmesi, klinikte raporlanan bu
etkileri deneysel ¢alismalarla da desteklemistir (Dantzer ve ark., 2008; Miller ve ark.,
2009).

Depresyon ve inflamasyon arasindaki iliskiye dikkat ceken s6z konusu
bulgulardan hareketle 6zellikle son yillarda hastaligin nérobiyolojisinde inflamatuvar
mekanizmalarin olasi rollerinin aydinlatilmasina yonelik yapilan ¢alismalar giderek
hiz kazanmistir. Bu dogrultuda giincel mevcut bilgiler; néroinflamasyonun depresyona
eslik eden cesitli mekanizmalarla etkilesen 6nemli bir patofizyolojik siire¢ ve bu
yoniiyle depresyon gelisiminde kritik ©Onem tasiyan bir faktdér oldugunu
diisiindiirmektedir (Miller ve ark., 2009; Miller ve Raison, 2016; Raison ve ark., 2006;
Reus ve ark., 2015; Sahin ve ark., 2016Db).

Noroimmiinolojik acgidan ele alindiginda beynin periferik dolagimdaki immiin
hiicrelerden ve inflamatuvar yanitlardan etkilenmeyen izole bir organ oldugu

diisiincesi bugiin dislanmis durumdadir (Schiepers ve ark., 2005). Gegtigimiz yillar
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icinde yapilan c¢aligmalarla immiin sistem ve merkezi sinir sistemi (MSS) arasinda
ndronal, ndroendokrin ve immiin mekanizmalar araciligiyla gerceklesen iki yonli bir

iletisim bulundugu gosterilmistir (Kronfol ve Remick, 2000).

Organizmada lenfosit, makrofaj gibi immiin sistem hiicreleri tarafindan algilanan
sinyaller ile diizenlenen immiin yanitlar; bu hiicreler tarafindan iiretilen bir grup
mesajct molekiil olan sitokinler ile saglanmaktadir (Schiepers ve ark., 2005).
Sitokinler; her biri birbirinden farkli biyolojik etkiler gosterebilen genis ve heterojen
bir inflamatuvar medyator ailesi olup; temel olarak iki kategoride incelenebilmektedir.
Bunlardan ilki; inflamatuvar yanitlari direkt veya indirekt yollarla uyaran
proinflamatuvar sitokin ailesidir. IL-1, IL-6, TNF-a ve IFN-y gibi sitokinler bu grupta
yer almaktadir. Ikinci grup ise inflamatuvar yamitlar1 immiin hiicre aktivasyonu
ve/veya sitokin yanitlarini baskilamak yoluyla azaltan antiinflamatuvar sitokinlerden
olugmaktadir. IL-4, IL-10 ve IL-13 bu gruptaki sitokinlere 6rnek olarak verilebilir.
Diger taraftan pro- veya antiinflamatuvar etkinlik gosterebilen IL-8 gibi sitokinler de
bulunmaktadir (Schiepers ve ark., 2005). Periferde iiretilen sitokin diizeyleri akut veya
kronik inflamasyon, doku hasari, enfeksiyon gibi organizmada immiin sistem
aktivasyonuna yol acan bir patolojik durum varliginda yiikselir. Gegmis tarihli
gorlsler gorece hidrofilik ve biiylik molekiil (~15-25 kD) ozellikteki sitokinlerin
normal fizyolojik sartlar altinda kan-beyin bariyerini (KBB’yi) gegemedigi ve MSS’ye
ulasamadigin1 savunmaktaydi (Miller ve Raison, 2016; Quan ve Banks, 2007).

Giliniimiizde sitokinlerin MSS’ye c¢esitli yollarla gecebildigi ve beyinde
noroinflamasyon tablosuna yola acarak; depresyonla iliskili bircok patofizyolojik
stireci etkileyebilecekleri gosterilmistir (Miller ve ark., 2009; Miller ve Raison, 2016;
Raison ve ark., 2006; Reus ve ark., 2015). Noroinflamasyonun nérotrofik faktor
diizeylerinin azalmasi, bozulmus HPA eksen aktivitesi, degisen ndrotransmitter
metabolizmasi1 (monoamin eksikligi gibi), glutamat eksitotoksisitesi, nitrozatif ve
oksidatif hasar gibi depresyonda goriilen temel bazi patofizyolojik mekanizmalar

tizerindeki etkileri kismen aydinlatilmistir (Sekil 6).

26



: Sinaptik
SERT Serotonin p

— — geri alum } — serotonin
ekspresyonu g
yararlanmm \ . Norotransmitter
M‘O'ma[f““ —» Metabolizmasi
L. Kiniirenin Santral Hipotezi Bozukluklar
Stres — ]])0 enzimt T_. yolagi —» serotonin ‘ /
aktivasyonu aktivasyonuf yararlanimi
. HPA
-S‘eml‘]atlk ‘ G.R ) ? — ekseni Kortizol T
sinir sistemi direnci disfonksiyonu
aktivasyonu L Depresyon
NMDA . .
| reseptor _p| Sinaptik | | Glutamaterjik
degisimleri gl“tamatT eksitotoksisiteT Néronal hiicre
Sitokinler hasan 4
Nérotrofik T ;
| faktérler | Hipokampal
(BDNF) . apoptoz 4
Antioksidan
koruma \\
Oksidatif ve T Otoimmiin
. / nitrozatif stres | ———» reaksivonlar T
L Inflamasyon *

Sekil 6. Sitokinler ve depresyon norobiyolojisindeki rolleri. Beyin kaynakli norotrofik faktor; BDNF, glukokortikoid reseptorii; GR,

hipotalamo-pitiiiter-adrenal (aks); HPA, indolamin dioksijenaz; IDO, N-metil-D-aspartat; NMDA, serotonin tasiyicisi; SERT (Jeon ve Kim,
2016).
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4.2.1. Sitokin sinyallerinin iletimi

Inflamatuvar sinyalleri tasiyan periferik dolasimdaki sitokinlerin beyne temel
olarak 4 farkli mekanizmayla gecebildigi gosterilmistir (Miller ve ark., 2009; Quan ve
Banks, 2007; Schiepers ve ark., 2005). Bunlardan ilki; sitokinlerin KBB’nin olmadig:
sirkiimventrikiiler organlar veya zayif olarak bulundugu bélgelerden pasif difiizyon
yoluyla beyin parankimasma gegebildiklerinin gosterilmesidir (Watkins ve ark.,
1995). Benzer sekilde; travma, norodejeneratif hastaliklar veya multipl skleroz gibi
KBB yapisinin bozuldugu ¢esitli MSS patolojileri varliginda immiin hiicreler,
sitokinler ve diger inflamatuvar medyatorlerin biiyilkk oranda pasif diflizyona
ugrayarak beyindeki miktarlarinin 6nemli Olclide arttigi bilinmektedir (Merrill ve
Murphy, 1997). Diger taraftan TNF-o gibi sitokinlerin de KBB ge¢irgenligini
artirabildigi gosterilmistir (Chandler ve ark., 1997; Schiepers ve ark., 2005).

Ikinci olarak; sitokinler kendilerine 6zgii doyurulabilir transport sistemleri ile aktif
transport yoluyla da beyne gegebilmektedirler. Ornegin IL-10, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a
gibi sitokinler i¢in bu transport sistemleri tanimlanmistir (Banks ve ark., 1995).
Sitokinlerin tastyict aracili aktif transport ve KBB’nin olmadigi bolgelerden pasif
difiizyonla beyne gecisleri disinda serebrovaskiiler endotel hiicreleri veya perivaskiiler
makrofaj hiicrelerinde bulunan sitokin reseptorlerine baglandiklar1 gosterilmistir
(Maier ve Watkins, 1998; Merrill ve Murphy, 1997; Schiepers ve ark., 2005; Watkins
ve ark., 1995). Sitokin reseptorlerinin aktivasyonu ile MSS’de, NO, prostaglandinler
ve proinflamatuvar sitokinler gibi inflamatuvar medyatorlerin  salinimi

tetiklenmektedir (Quan ve Banks, 2007).

Bahsi gecen bu {igiincii mekanizma sitokinlerin MSS’deki indirekt etkileri ile
iliskilendirilmektedir. Bir diger indirekt mekanizma ise inflamatuvar sinyallerin vagus
afferent sinir lifleri araciligryla MSS’ye iletimidir (Miller ve ark., 2009; Quan ve
Banks, 2007; Watkins ve ark., 1995). Periferde immiin yapilar1 inerve eden vagus
araciligiyla olusan bu periferik inflamasyon sinyali hipotalamus ve beyin sapina

(nucleus tractus solitarii vb.) iletilmektedir (Miller ve ark., 2009).
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Inflamatuvar sinyallerin MSS’ye iletim yollar: ile iliskili bahsi gecen 4 farkli
mekanizma; 6zellikle son donemde yayimlanan raporlarda ‘humoral’ ve ‘ndronal’
iletim olmak ftizere iki baslik altinda toplanmaktadir (Miller ve Raison, 2016). Bu
yaklasima gore sitokinlerin KBB’nin olmadigi bdlgelerden pasif difiizyon veya
tagiyict aracili aktif transport ile beyne gecisi humoral olarak tanimlanirken; afferent
vagus sinirinin uyarilmasi ile gergeklesen iletim ndronal olarak tanimlanmustir.
Bunlara ek olarak periferdeki inflamatuvar sinyallerin MSS’ye tasinmasina yalnizca
sitokinlerin degil ayni zamanda immiin hiicrelerin de katildigi gdsterilmis ve bu
mekanizma ‘hiicresel’ iletim olarak adlandirilmistir (D'Mello ve ark., 2009; Miller ve
Raison, 2016). Buna gore periferde aktive olmus monosit gibi immiin hiicrelerin beyin

parankimasina go¢ edebildigi de gdsterilmistir (D'Mello ve ark., 2009).

IFN-a tedavisi alan hepatit C hastalarinin beyin omurilik sivisinda (BOS) IFN-a
diizeyleri yaninda IL-6, kemokin ve monosit kemoatraktan protein-1 diizeylerinin de
yiiksek bulunmasiyla deneysel olarak gdsterilen bu mekanizmalar klinik olarak da
desteklenmistir (Raison ve ark., 2009). Boylece periferde meydana gelen inflamatuvar
sinyallerin  sitokinler ve immiin hiicreler araciligiyla beyne iletilerek
noroinflamasyonu tetikleyebilecegi gosterilmistir. Diger taraftan psikolojik stresin
sempatik sistem aktivasyonu araciligiyla MSS inflamasyonunu direkt olarak da aktive
ettigi bilinmektedir (Miller ve ark., 2009). Bunun sonucunda depresyonda goriilen
artmis HPA eksen aktivitesi, de§isen norotransmitter metabolizmast (monoamin
eksikligi gibi) glutamat eksitotoksisitesi, norotrofik faktor diizeylerinin azalmasi gibi

patofizyolojik mekanizmalar tetiklenmektedir (Sekil 6).

4.2.2. Sitokinler ve norotransmitter metabolizmasi

Beyne iletilen inflamatuvar sitokin sinyallerinin; depresyonda duygudurumun
diizenlenmesiyle iligkili serotonin, noradrenalin, dopamin gibi monoaminler ve temel
eksitator norotransmitter olan glutamatin metabolizma, sentez, salinim ve geri

almimlarmi farkl diizeylerde etkileyebildigi gosterilmistir (Miller, 2009).

Bu kapsamda; sitokin tiretimini arttiran uygulamalarin monoamin ndrotransmitter

metabolizmasini etkiledigi ve ayrica bu goriisli destekler nitelikte serotonin ve/veya
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noradrenalin reuptake inhibitdrleri gibi monoamin diizeylerini artiran antidepresan
ilaglarin inflamatuvar depresyon tablosunu geri ¢evirebildigine iliskin giincel veriler

s0z konusudur (Miller ve ark., 2009; Yirmiya ve ark., 2001).

Sitokinlerin serotoninin 6ncii maddesi olan triptofani kiniirenine metabolize eden
indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) enzimini, niikleer faktor kappa-B (NF-kB), p38
mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) gibi hiicre i¢i inflamatuvar sinyal
yolaklar iizerinden aktive ettigi bilinmektedir (Fujigaki ve ark., 2006). Sitokinlerin
triptofan metabolizmasin1i bu sekilde IDO enzimi {izerinden Kkiniirenin yolagina
kaydirmasi; bir diger metabolizma ayagi olan triptofandan triptofan hidroksilaz ile
serotonin olugumunun ve dolayisiyla serotonin biyoyararlanimimin azalmasia yol

agmaktadir (Sekil 7) (Maes ve ark., 2011).
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Sekil 7. Proinflamatuvar sitokinlerin serotonin biyoyararlanimi {izerine etkileri.
Serotonin biyoyararlanimi  sitokinler tarafindan iki temel mekanizma ile
azaltilmaktadir. Bunlardan ilki IDO enzimi aktivasyonu aracili serotonin sentezinin
azalmasi ile iliskilidir. Digeri ise serotonin tastyicist ekspresyonunun MAPK sinyal
yolag1 tizerinden artirilmasi ve sinaptik aralikta serotonin diizeylerinin azaltilmasidir.
5-hidroksitriptamin; 5-HT, indolamin 2,3-dioksijenaz; IDO, mitojen ile aktive olan
protein kinaz; MAPK, triptofan; TRP (Miller, 2009).

Destekler nitelikte; IFN-a tedavisi alan bireylerde depresyon gelisimi kandaki
triptofan diizeylerinin diisiik ve kintirenin diizeylerinin yiliksek olmasi ile yakin iligkili
bulunmustur (Capuron ve ark., 2003). Bir baska calismada deney hayvanlarina
digsaridan kiniirenin uygulamasinin depresyon-benzeri davranislara neden oldugu
gosterilirken; IDO enziminin inhibisyonu ile deney hayvanlarinda LPS ile olusturulan

depresyon-benzeri davranislarin diizeldigi rapor edilmistir (O'Connor ve ark., 2009).

Triptofandan IDO enzimi aracilifiyla olusan kiniirenin bir sonraki basamakta

farkli enzim sistemleri uzerinden kinurenik asit ve norotoksik Ozellikteki 3-
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hidroksikiniirenin ve kuinolinik asit metabolitlerine doniismektedir (Stone, 2001)
(Sekil 8). MSS’de kiniirenik asit astrositlerde; kuinolinik asit ise aktive olmus
mikroglia hiicrelerinde iiretilmektedir (Schwarcz ve Pellicciari, 2002). Kiniirenik
asidin temel etkisi glutamat salinnminin azaltilmasidir. Bu noktada; glutamatin
dopaminerjik noronlar iizerindeki eksitator etkisinin azalmasi ve iligkili olarak
kiniirenik asidin dopamin salinimini dolayli yoldan azalttig1 disiiniilmektedir (Borland
ve Michael, 2004; Miller ve ark., 2009; Schwarcz ve Pellicciari, 2002). Nitekim;
kiniirenik asidin intrastriatal uygulanmasi sonucu si¢an striatumunda ekstraseliiler

dopamin diizeylerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 gdsterilmistir (Wu ve ark., 2007).

Potansiyel
noroprotektif

Potansiyel
norotoksik

Sekil 8. Triptofan metabolizmasi ve kiniirenin yolagi. Indolamin 2,3-dioksijenaz;
IDO, Kkiniirenin aminotransferaz; KAT, kiniirenin 3-monooksijenaz; KMO,
kiniireninaz; KNU, triptofan 2,3-dioksijenaz; TDO, triptofan hidroksilaz; TPH;
(Zunszain ve ark., 2013).

Diger taraftan norotoksik bir bilesik olan kuinolinik asit NMDA reseptoriiniin
giiclii bir aktivatorii olup; gerek ekstrasinaptik bolge gerekse sinaptik aralikta
glutamaterjik transmisyonunu giiclii bir sekilde artirmaktadir. Kuinolinik asit ayrica
astrositlerden glutamat salinimini uyarirken, glutamatin astrositlere alinimini bloke
etmektedir (Muller ve Schwarz, 2007; Schwarcz ve Pellicciari, 2002). Dolayisiyla
inflamasyon varliginda kiniirenin yolagmin aktivasyonuna bagli olarak artan
kuinolinik asit diizeyleri depresyona eslik ettigi bilinen glutamat eksitotokisisitesi ve
noronal hasar gibi siireclerle yakindan iligkilidir (Miller ve Raison, 2016) (Sekil 9).

Ornegin bir calismada IFN-o tedavisinin beyin glutamat diizeylerini yiikselttigi ve
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bunun hastalarda gozlenen depresif belirtiler ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir
(Haroon ve ark., 2014). Depresyon hastalar1 {izerinde yapilan bir bagka ¢alismada ise
serum CRP diizeyleri yliksek hastalar diisitk CRP’li hastalarla kiyaslandiginda bazal
gangliyonda glutamat diizeylerinin 6nemli dlgiide yiiksek seyrettigi rapor edilmistir.
Dahas1 serum CRP ve glutamat diizeyi yiiksek bulunan hastalarda depresif belirtilerin

de gorece daha siddetli seyrettigi gosterilmistir (Haroon ve ark., 2016).

inflamatuvar
yamtlar

Sekil 9. Kiniirenin yolagimin norotoksik ve eksitotoksik etkileri. 5-hidroksitrpitamin;
5-HT, beyin-kaynakli noérotrofik faktor; BDNF, glutamat, GLU, indolamin 2,3-
dioksijenaz; IDO, kuinolinik asit; KUIN, reaktif nitrojen radikalleri; RNS, reaktif
oksijen radikalleri; ROS, triptofan; TRP (Miller ve ark., 2009).

NMDA reseptorleri aracili glutamaterjik norotransmisyonun artmasi; BDNF gibi
norotrofik faktdr diizeylerinin azalmasi sonucunu da beraberinde getirmektedir
(Hardingham ve ark., 2002). Antidepresan etkinin ortaya ¢ikmasinda ndrogenezi
desteklemesi bakimindan kritik 6neme sahip olan BDNF diizeylerinin stres ile artan
IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinler ve iligkili inflamatuvar yolaklarin

aktivasyonuyla azaldig1 gosterilmistir (Goshen ve ark., 2008; Koo ve ark., 2010).

Sitokinler monoamin yapidaki ndrotransmitter diizeylerini, sentez reaksiyonunda

gorev alan tetrahidrobiopterin (BH4) kofaktoriiniin tiiketimine bagli olarak da
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azaltabilmektedir (Miller ve ark., 2009; Miller ve Raison, 2016). MSS’ye ulasan
sitokinler; mikroglia hiicrelerini aktive ederek NO basta olmak iizere ¢esitli reaktif
oksijen ve nitrojen tiirevlerinin salinmalarina neden olmaktadir. NO sentezinin
gerceklesebilmesi icin  BHs4 maddesinin  kofaktdr olarak reaksiyona katilmasi
gereklidir. Dolayisiyla sitokin aracilt NO iiretimi; MSS’de BH4’nin biiyiik oranda
tilkketilmesine yol agmaktadir (Neurauter ve ark., 2008). Bu durumun; monoamin
yapidaki ndrotransmitterlerin sentezinde de kofaktdr olarak gorev alan BHgs
biyoyararlanimi ve norotransmitter sentezinin azalmasi sonuglarini beraberinde
getirdigi diistiniilmektedir (Miller ve ark., 2009; Miller ve Raison, 2016). Depresyonda

bu sekilde etkilendigi diisiiniilen nérotransmitterlerden biri de dopamindir (Sekil 10).

INO — IBH, —— ativitesi —_ sontezi

Proinflamatuvar DA
Sitokinler Eksikligi
y 4

Sekil 10. Proinflamatuvar sitokinlerin dopamin biyoyararlanimi {izerine etkileri.
Proinflamatuvar sitokinler dopamin biyoyarlanimim1 BHs4 kofaktdr diizeylerinin
azaltilmasi, tasiyici ekspresyonunun arttirilmast ve IDO yolagimin aktivasyonu
araciliiyla sentez, geri alinim ve salinim mekanizmalar lizerinden azaltabilmektedir.
Tetrahidrobiopterin; BH4, dopamin; DA, indolamin 2,3-dioksijenaz; IDO, glutamat;
GLU, mitojen ile aktive olan protein kinaz; MAPK, nitrik oksit; NO, tirozin
hidroksilaz; TH (Miller, 2009).

Dopamin sentezinde hiz kisitlayici basamak olan L-tirozinden tirozin hidroksilaz
enzimi ile L-3,4-dihroksifenilalanin (L-DOPA) olusumu BHs’e bagimli olarak
gerceklesmektedir. Deney hayvanlarina periferik yoldan IFN-o uygulamasinin
MSS’de BHs ve dopamin diizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Kitagami ve ark., 2003). Bir baska calismada; IFN-a tedavisi alan hastalarda BH4
aktivitesinin bir gostergesi olan plazma fenilanin/tirozin oranin BOS dopamin
diizeyleri ve depresyon belirtileri ile korelasyon gdsterdigi rapor edilmistir (Felger ve

ark., 2013).
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Sitokinlerin sinaptik araliktaki monoamin nérotransmitter diizeylerini geri alim
mekanizmasi lizerinden de azalttigi disiinilmektedir (Miller, 2009). Membran
tizerinde bulunan serotonin, dopamin ve noradrenaline 6zgii geri alim pompalarinin
sitokinler ve inflamatuvar sinyallerin varliginda aktive oldugu gosterilmistir (Zhu ve
ark., 2006). S6z konusu etkide apoptozis, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi ya da
inflamatuvar medyatorlerin gen ekspresyonlarinin diizenlenmesi gibi etkilerden
sorumlu MAPK, ekstraseliiler sinyal ile regiile olan kinazlar 1,2 gibi sinyal
yolaklarinin aktivasyonunun rol oynadigi diisiiniilmektedir (Miller ve ark., 2009;
Moron ve ark., 2003; Zhu ve ark., 2010). Ornegin IL-1 ve TNF-a’nin si¢an beyninde
p38 MAPK vyolaginin aktivasyonuna yol agarak sinaptozomlara serotonin geri
alimimint artirdig1 gosterilmistir (Zhu ve ark., 2006). Bir bagka calismada erken
dénemde maternal ihmale maruz kalan maymunlarda mononiikleer hiicrelerde p38
MAPK aktivasyonu tespit edilmis ve bu aktivasyona serotonin metaboliti 5-
hidroksiindolasetik asidin BOS diizeylerinde azalmanin eslik ettigi gosterilmistir

(Sanchez ve ark., 2007).

4.2.3. Sitokinler ve noroendokrin fonksiyonlar

Depresyon gelisiminde dnemli rol oynadigi diisiiniilen mekanizmalardan biri de
noroendokrin sistemde artmis HPA ekseni aktivitesidir (Pariante, 2009). Biiyiik
kapsamli meta analiz calismalar1 saglikli bireylere oranla depresyon hastalarinin
yaklasik %50’sinde kortizol diizeylerinin yiiksek seyrettigini gdstermistir. Bu oran
siddetli depresyon olgularinda yaklasik %80 diizeylerine ulasmaktadir (Horowitz ve
Zunszain, 2015). Bunun yaninda depresyon hastalarinda HPA ekseni aktivitesinin
negatif geribildirim ile diizenlenmesinde sinyal iletiminden sorumlu glukokortikoid
reseptdr (GR) fonksiyonlarmin bozuldugu ve bunun depresyona eslik eden
glukortikoid direncini beraberinde getirdigi gosterilmistir (Pariante ve Miller, 2001).
Yapilan galismalarla kronik stres veya depresyonda artan proinflamatuvar sitokinlerin

cesitli mekanizmalarla HPA eksenini aktive ettigi gosterilmistir (Sekil 11).

Sitokinler hipotalamus ve hipofizden sirasiyla kortikotropin salgilatici hormon

(CRH) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgisin1 ve adrenal bezden kortizol
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iretimini arttirmaktadir. Diger taraftan sitokinlerin GR ekspresyonu ve fonksiyonlarini
azaltarak HPA eksen aktivitesinin negatif geribildirimini bozdugu gosterilmistir.
Sitokinlerin GR fonksiyonlar1 iizerindeki olumsuz etkilerinin; NF-kB, p38 MAPK,
sinyal transdiiktorii ve transkripsiyon 5 faktor aktivatori (STATS) gibi hiicre igi
inflamatuvar sinyal yolaklarinin aktive edilmesiyle iliskili oldugu kabul edilmektedir

(Pace ve Miller, 2009).

Stres

/ Proinflamatuvar /
et sitokinler
(IL-1B, IL-6,TNF-0)
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Sekil 11. Stres, proinflamatuvar sitokinler ve HPA ekseni aktivasyonu (lwata ve ark.,
2013).

Sitokinlerin bahsi gecen sinyal yolaklarini aktive etmesi sonucu; sitoplazmadan
niikleus i¢ine GR translokasyonunun bozulmasi, protein-protein etkilesimleri ile GR-
DNA baglanmasinin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalar1 bozarak glukokortikoid
direnci olusturdugu diistiniilmektedir (Horowitz ve Zunszain, 2015; Miller ve ark.,
2009; Pace ve Miller, 2009) (Sekil 12). Sitokinler ayrica GR’nin aktif formu olan
GR(a) ekspresyon diizeyini azaltip inaktif reseptdr formu olan GR(p) ekspresyonunu
artirmaktadir (Raison ve ark., 2006). Organizmada glukokortikoid direnci meydana
gelmesi durumunda ise, immiin sistem hiicrelerinde bulunan GR’lerinin aktivasyonu

sonucu olugsmasi beklenen immiinosiipresan etkiler engellenmektedir. Dolayisiyla
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dolasimdaki yiiksek kortizol diizeylerine karsin intraseliiler glukokortikoid sinyal
iletimi 6nemli 6l¢iide azalmis olarak gozlenir. Bu da organizmada glukokortikoidlerin
immiin yanitlar tizerindeki kontroliiniin azalmasina ve sitokinler aracili olusan
inflamatuvar yanmitlarin daha da siddetlenmesine yol agmaktadir (Horowitz ve

Zunszain, 2015).
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Sekil 12. Sitokinler ve GR fonksiyonlari. Glukokortikoid reseptdr; GR (Pace ve
Miller, 2009).

Sonug olarak HPA ekseninin sitokinler tarafindan aktive edilmesi sonucu
glukokortikoid diizeylerinde artma, ndrotransmitter metabolizmasinda bozulma,
eksitotoksisite, piramidal noronlarinda atrofi, nérogenez/ndrotrofik faktorlerde azalma
gibi depresyona eslik eden patolojik siiregler etkilenmektedir (Horowitz ve Zunszain,

2015; lwata ve ark., 2013; Miller ve ark., 2009).

4.2.4. Sitokinler ve noronal plastisite

MSS’ye ulagan IL-1B, IL-6, TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin noronal
plastisite ve norogenez iizerinde iki yonlii etki olusturduklar1 sdylenebilir (Borsini ve
ark., 2015). Sitokinler; normal fizyolojik kosullarda noronlara trofik destegin
saglanmas1 ve dolayisiyla norogenezin desteklenmesinde gorev alirken; uzun siiren
veya artmis inflamasyon varli§inda buna zit yonlii etkiler olusturabilmektedirler. Bu

kapsamda depresyonda goriilen norotrofik faktor diizeylerinin azalmasi, oksidatif stres
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ve apoptozun tetiklenmesi, glutamaterjik aktivasyonun artmasi, glial ve noronal
hiicreler arasindaki iliskinin bozulmas1 gibi patofizyolojik degisimlerde sitokinlerin

onemli roller iistlendigi diistiniilmektedir (Miller ve ark., 2009).

Gerek immiin satagma gerekse akut/kronik strese yanit olarak periferde artan
sitokinler aracili immiin aktivasyonun davranis ve bilissel fonksiyonlarla iliskili beyin
bolgelerinde norotrofik destegi ve ndrogenezi azalttigr gosterilmistir (Koo ve Duman,
2008). Ornegin; deney hayvanlarinda periferik yoldan LPS uygulamasi ile olusan
kognitif bozukluklara hipokampiiste IL-1 ve TNF-o diizeylerinde azalma ve BDNF
ve tirozin kinaz B reseptorii diizeylerinde artisin eslik ettigi gosterilmistir (Wu ve ark.,
2007). IL-1 reseptor antagonisti uygulanmasi veya reseptor knock-out yaklagimlar ile
IL-1 yanitlarinin azaltildigir calismalarda strese bagli ortaya ¢ikan ndrogenez ve
davranig bozukluklarinin geri gevrildigi gosterilmistir (Barrientos ve ark., 2003; Ben
Menachem-Zidon ve ark., 2008). Ayrica sitokinler aracili artan ekstrasinaptik
glutamaterjik NMDA reseptor aktivasyonunun da BDNF gibi norotrofik faktor
desteginin azalmasina yol a¢tig1 bilinmektedir (Miller ve ark., 2009).

4.2.5. Sitokinler, mikroglia aktivasyonu ve noéroinflamasyon

Depresyona eslik eden noroinflamasyon ve buna baglh gelisen patofizyolojik
stireclerde mikroglia aktivasyonu kritik roller iistlenmektedir. MSS hiicrelerinin
yaklasik %10-15’1 mikroglia hiicrelerinden olusmaktadir (Kaufmann ve ark., 2017).
Miyeloid kokenli mikroglia hiicreleri, fonksiyon ve yapisal benzerlikleri bakimindan
beynin makrofaj hiicreleri olarak kabul edilmektedir (Kato ve Kanba, 2013). Normal
sartlar altinda inaktif halde bulunan mikroglia hiicreleri; néronlara trofik destegin
saglanmasi, sinaptogenez gibi fizyolojik siireclere katkida bulunarak MSS
homeostazinin siirdiiriilmesinde gorev almaktadirlar. Ancak MSS hasari, stres veya
beyne ulasan sitokin sinyalleri gibi tehlike uyaranlar1 varliginda istirahat halindeki
mikroglia hiicreleri M1 veya M2 aktif fenotiplerine dontliserek MSS’de dogal ve
adaptif immiin yanitlarin olusturulmasindan sorumludur (Kato ve Kanba, 2013;
Nakagawa ve Chiba, 2014). M1 mikroglia hiicreleri fagositik aktivite gdsterebilen,
proinflamatuvar sitokinler, kemokinler, NO ve reaktif oksijen radikalleri gibi gesitli

inflamatuvar medyatorlerin tiretimi ve salinimindan sorumlu bir mikroglia fenotipi
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olarak inflamatuvar yanitlarin siddetlenmesiyle iliskilidir. M2 mikroglia hiicreleri ise
salgiladiklar1 antiinflamatuvar sitokinler aracilifiyla M1 mikroglia hiicrelerinin
aktivasyonunu baskilanmasi, dolayisiyla inflamasyon yanitlariin azaltilmasinda rol

oynamaktadir (Nakagawa ve Chiba, 2014).

MSS’yi tehdit eden bir tehlike uyaran1 varliginda mikroglia aktivasyonu aracili
geligsen inflamatuvar yanitlarin; bahsi gegen zit etkili fenotipler araciligiyla adeta bir
i¢ denetim mekanizmasinin kontrolii altinda tutuldugu soylenebilir. Ancak kronik
stres, kontrol edilemeyen doku hasar1 veya inflamasyon gibi patolojik durumlar; s6z
konusu dengenin M1 mikroglia polarizasyonu yoniinde bozulmasina, dolayisiyla
MSS’de noéroinflamasyonun siddetlenmesine yol agmaktadir (Haapakoski ve ark.,
2016; Kaufmann ve ark., 2017). Nitekim, kronik stres veya depresyon tablosunda
mikroglia aktivasyonunun M1 polarizasyonu yéniinde artti1 bilinmektedir. KOHS,
prenatal stres, kisitlama stresi, sosyal yenilgi ve LPS ile olusturulan ¢esitli depresyon
modellerinde, hipokampiis, prefrontal korteks, nukleus akumbens, amigdala gibi farkli
beyin bolgelerinde artmis mikroglia aktivasyonu rapor edilmistir. Diger yandan
depresyona bagli intihar olgularinin postmortem beyin dokularinda da reaktif

mikroglia fenotipleri izlenmistir (Kaufmann ve ark., 2017).

Stres ve/veya MSS’ye ulasan inflamatuvar sinyaller mikroglia aktivasyonuna
neden olarak; reaktif mikroglia hiicrelerinden TNF-o, IL-6 ve IL-1p gibi
proinflamatuvar sitokinler basta olmak {izere, depresyon gelisiminde rolii oldugu
bilinen c¢esitli ndrotoksik bilesikler, reaktif radikaller ve ayrica glutamat saliniminin
eksitotoksik diizeylere artmasina yol agmaktadir. Diger taraftan mikroglia aktivasyonu
sonucu artan proinflamatuvar sitokinler; IDO enziminin aktivitesini artirarak
triptofandan kiniirenin ve norotoksik etkili NMDA reseptor agonisti kuinolinik asit
metabolitinin iiretimine neden olmakta; bu yolla glutamaterjik transmisyon indirekt
olarak daha da artmaktadir. Kuinolinik asit astrosit ve noronlar arasindaki glutamat
dongiisiinii bozmaktadir. Bu durum; glutamat eksitotoksisitesi, iligkili reaktif oksijen
ve nitrojen tiirevlerinin artmasi ve ayrica astrositlerde proinflamatuvar sitokinlerin

tiretimine neden olmaktadir (Kaufmann ve ark., 2017; Sahin ve ark., 2016b).
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4.3. Depresyon ve Inflamazom

Depresyon ve inflamasyon arasindaki iliskiden hareketle 6zellikle son yillarda
yapilan ¢alismalar dikkatleri sitokin yanitlarin1 baglatan bazi 6zellesmis inflamatuvar
sinyal yolaklar1 iizerinde toplamistir. Bu kapsamda MSS’de o6zellikle mikroglia
hiicrelerinde bulunan ve dogal immiin yanitlarin baglatilmasinda gorevli, kalip tanima
reseptdr ailesinin bir {iyesi olan NLRP3 inflamazomunun depresyon-sitokin hipotezine
yeni bir 151k tutabilecegi diistiniilmektedir (Iwata ve ark., 2013; Miller ve Raison, 2016;
Sahin ve Aricioglu, 2013).

NLRP3; makrofaj, mikroglia gibi immiin sistem hiicrelerine ulasan tehlike
sinyallerini tantyan bir sitozolik reseptor proteini olup; IL-1B ile IL-18
proinflamatuvar sitokin yanitlarinin baslatilmasinda gorev almaktadir. Reseptor aktive
oldugunda hiicre i¢inde multiprotein kompleks bir yapiya doniiserek ‘inflamazom’
adini alir. Bu kompleks yapi; kaspaz-1 aktivasyonuna yol acarak pro-1L-1f ve pro-IL-
18 oncii sitokinlerinden aktif IL-1p ve IL-18 {iretimi ve salinimina neden olmaktadir
(Fleshner ve ark., 2017; Iwata ve ark., 2013; Kaufmann ve ark., 2017; Miller ve
Raison, 2016). Giniimiizde smirl sayidaki ¢aligma ile NLRP3 inflamazom yolagi
depresyonla iliskisi yonilinden ele alinmaya baslanmis durumdadir (Fleshner ve ark.,
2017; Kaufmann ve ark., 2017). Her ne kadar caligmalarda depresyonla iliskisi
yoniinden NLRP3 inflamazomu {izerinde duruluyor olsa da; MSS’de inflamazom
yapist olusturdugu bilinen tek reseptor proteininin mikroglial NLRP3 olmadigi,
noronal veya astroglial yerlesimli farkli inflamazom tiplerinin de bulundugu
bilinmektedir (de Rivero Vaccari ve ark., 2014). Dolayisiyla bu inflamazomlarin
yapisi, fonksiyonlart ve noéroinflamasyon siireclerindeki olast  rollerinin
irdelenebilmesi i¢in dogal immiin sistem kalip tanima reseptorlerinin ve bu

reseptorlerin immiin sistem iceresindeki rollerinin anlasilmasi gerekmektedir.

4.3.1. Dogal immiin sistem kalip tamima reseptorleri

Organizmaya ulagan ¢esitli tehlike sinyallerinin dogal immiin sistem tarafindan

taninmas1 c¢esitli reseptor aileleri aracilifiyla gerceklesmektedir. Dogal immiin
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yanitlarin baglatilmasinda gorev alan s6z konusu reseptorler; kalip tanima reseptorleri
(‘pattern recognition receptors’) olarak adlandirilmaktadir (Kigerl ve ark., 2014).
Adaptif immiin sistem yanitlarinin olusmasinda spesifik protein veya antijenleri
tanimlayarak fonksiyon gosteren reseptdrlerin aksine; dogal immiin sistemde kalip
tanima reseptorleri patojen veya hasarlanma ile iligkili genel tehlike kaliplarini algilar
(Kigerl ve ark., 2014). Kalip tanima reseptorleri; bakteriyel peptidoglikan, LPS,
muramil dipeptid veya bakteriyel RNA gibi patojen kaynakli veya doku hasari,
hiicresel stres ve hastalik durumunda olusan endojen kaynakli genel molekiiler
kaliplar1 algilayabilmektedir (Haapakoski ve ark., 2016; Iwata ve ark., 2013; Kigerl ve
ark., 2014). Kalip tanima reseptorleri; her biri farkli bir reseptor ailesini tanimlayan 5
alt gruba ayrilmaktadir: (i) Toll-benzeri reseptorler (Toll-like receptors; TLR), (ii)
NOD-benzeri reseptorler (NOD-like receptors; NLR), (iii) C-tipi lektin reseptorleri
(CLR), (iv) Retinoik asit-indiiklenebilir gen (RIG)-benzeri reseptorler (RIG-like
receptors; RLR), (v) Absent in melanoma-2 (AIM-2) benzeri reseptorler (AIM-2 like
receptors; ALR) (Kaufmann ve ark., 2017; Kigerl ve ark., 2014) (Sekil 13).

Kalip tanima reseptorlerinin bazilari1 hiicre membraninda yerlesim gostererek
ekstraseliiler ortama ulasan sinyallerin taninmasinda fonksiyon gosterirken (Orn.
TLR’ler); baz1 iiyeler ise intraseliiler diizeyde yerlesim gostermekte ve hiicre i¢ine
ulasan tehlike uyaranlari varliginda aktive olmaktadirlar (6rn. NLR’ler). Kalip tanima
reseptOrlerinin aktivasyonu ile patojen/hasarlanma ile iligkili tehlikenin ortadan
kaldirilmas1 veya doku biitiinliigiiniin yeniden saglanmasi amaciyla proinflamatuvar
medyatorlerin iretimi ve salimimlart gergeklesir. Kalip tanima reseptdrlerinin
aktivasyonu organizmay1 tehlike uyaranina karsi ilk asamada koruyan bir savunma
mekanizmasi olmasina karsin bu reseptorlerin kronik aktivasyonu inflamatuvar
hastaliklar ve iligkili patofizyolojik siire¢lerin baslatilmasiyla iligkilidir (Kigerl ve ark.,
2014).
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Sekil 13. Dogal immiin sistem kalip tanima reseptor aileleri.

TLR’ler ilk kez Drosophila’larda tanimlanan Toll reseptoriiniin insandaki
homologudur. Drosophila’larda Toll reseptoriiniin gelisimsel siiregte ve antifungal
immiinitede rol oynadigi bilinmektedir (Lemaitre ve ark., 1996; Taguchi ve ark.,
1996). insanda TLR’lerin kesfi ve dogal immiin sistemdeki rolleri ilk kez 1990l
yillarda gosterilmistir (Medzhitov ve ark., 1997). Bugiine kadar farelerde 13, insanda
10 farkli TLR tipi tanimlanmistir (Kigerl ve ark., 2014). TLR’lerin hiicrelerde
intraseliiler endozomal kompartmanlarda (TLR-3, TLR-7, TLR-8, TLR-9) veya
transmembranal yerlesim gosterdigi bilinmektedir (TLR-4 ve diger TLR {iyeleri).
Transmembranal yerlesim gosteren TLR’lerin tanimlanan ilk ligand1 bakteri kaynakli
LPS olup; 6zellikle TLR-4 aktivasyonu ile iligkilidir. TLR’lerin aktivasyonu ile
NF-kB’nin niikleer translokasyonu gercekleserek TNF-o, IL-6, pro-IL-1B gibi
inflamatuvar medyatdrlerin iiretimi gerceklesir. TLR’ler hiicre sitozoliinde yerlesim
gosteren bir diger kalip tanima reseptor ailesi olan NLR’ler ile koordineli bir sekilde

caligarak aktif IL-1p ve IL-18 iiretiminde rol oynamaktadir (Kigerl ve ark., 2014).

CLR’ler genel olarak mikrobiyal karbonhidrat yapilari gibi patojen ile iliskili
molekiiler yapilar1 algilarlar. Ayrica tiimoér hiicrelerinde glikozillenmis protein
tirtinlerini de tanidiklar1 gosterilmistir. Bunlara ek olarak CLR’ler 6len hiicrelerin

fagositoz ile ortadan kaldirilmasinda da rol oynamaktadir (Kigerl ve ark., 2014).
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RLR’ler RNA viriislerini tantyan sitozolik reseptorlerdir (Kato ve ark., 2011).
Aktivasyonlar1 sonucu tip 1 IFN’lerin (IFN-a ve IFN-B) iiretimi gerceklesmektedir
(Szabo ve ark., 2012). RLR’ler viral RNA’ya baglanan karboksi terminal, kaspaz
toplanma yapist (caspase recruitment domain; CARD) ve helikaz yapilarindan
meydana gelir (Kato ve ark., 2011). Viral enfeksiyonlar disinda endojen reaktif oksijen
tiirevlerinin de RLR’ler tarafindan algilandigi bilinmektedir (Kigerl ve ark., 2014).
Yakin tarihte spinal hasar ile gelisen astrosit aktivasyonu ile iligkili inflamatuvar

yanitlarda rol oynadigi da gosterilmistir (de Rivero Vaccari ve ark., 2012b).

ALR’ler hiicre sitoplazmasinda yerlesim gosteren ve DNA viriislerini tantyan
kalip tanima reseptorlerindendir (Rathinam ve ark., 2010). DNA virisleri disinda,
MSS hasart ile iligkili hiicre 6liimii sonucu ortaya ¢ikan hiicresel DNA’y1 da tanidigi
bilinmektedir. NLR’ler gibi pirin yapis1 tasiyan ALR aktive oldugunda inflamazom
formasyonu kazanmakta; bu yapiya AIM-2 inflamzomu adi verilmektedir. MSS
noronlarinda yerlesim gosteren AIM-2 inflamazomunun piropitozisin tetiklenmesinde

rol oynadig1 gosterilmistir (Kigerl ve ark., 2014).

4.3.2. NLR ailesi ve inflamazomlar

NLR ailesi; dogal immiin sistemde ¢esitli patojen ve tehlike uyaranlar ile aktive
olabilen; bu yoniiyle gerek patojenle iligkili gerekse steril inflamasyon yanitlarinin
baglatilmasinda gorev alan 6nemli bir kalip tanima reseptor ailesidir (D1 Virgilio,
2013). Hiicre sitozoliinde yerlesim gosteren NLR’ler 3 temel yapidan meydana
gelmektedir. Karboksi terminalinde 16sinden zengin tekrar yapist (LRR; leucin rich
repeat domain), merkezde niikleotid baglayan oligomerizasyon yapis1 (NACHT;
nucleotide-binding oligomerization domain) ve amino terminalinde NLR alt tipine
gore degiskenlik gosterebilen protein-protein etkilesim kismi tagirlar (Di Virgilio,
2013). Amino terminalindeki yapi; pirin yapisi, CARD veya baculovirus ile inhibe
olan apoptozis protein tekrar kismi (baculovirus inhibition of apoptosis protein repeat;
BIR) olmak tlizere NLR alt tipleri arasinda farkliliklar gosterebilmektedir (D1 Virgilio,
2013). Bu dogrultuda; NLR ailesinin; NLRA, NLRB, NLRC, NLRX ve NLRP olmak
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tizere, her biri farkli 5 alt tipi tanimlanmistir (Sekil 14). Glinlimiize kadar farelerde 34,

insanda 22 NLR tipi gosterilmistir (Lamkanfi ve Dixit, 2012; Ting ve ark., 2008).

NOD-benzeri Reseptor Aileleri

NLRA __NACHT _ _CRRS cITA
NLRB [BIR BIR _NACHT__LRRs | NAPs

NLRC NOD1, NLRC4
CARD CARD _ NACHT . LR ot
? R R NLRX1, NLRC3, NLRC5

NLRP S PYD L NACHT  _LRRs_LNs CARD II'®
M!Ji& NLRP2-9, NLRP11-14
o PYD o _NACHT NLRP10

Sekil 14. NLR ailesi. Baculovirus ile inhibe olan apoptozis protein tekrar kismi; BIR,
kaspaz toplanma yapisi; CARD, ‘function to find’ domain; FIIND, 16sinden zengin
tekrar yapisi; LRR, niikleotid baglayan oligomerizasyon yapisi; NACHT, NOD-
benzeri reseptdr; NLR, protein-protein etkilesim gdsteren pirin yapisi; PYD (Kigerl ve
ark., 2014).

Bahsi gegen 5 iiye arasinda NLRP’ler diger adiyla pirin yapis1 tastyan NLR’ler,
inflamazom yapis1 olusturabilen ve bu yoniiyle fonksiyonlari en iyi aydinlatilmis ve
en genis NLR ailesi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. inflamazom yapisi meydana
getirdigi bilinen NLRP tiiyeleri; NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6 ve NLRP7’dir (Di
Virgilio, 2013). Bunlarin yaninda NLRC4’lin de inflamazom yapis1 olusturdugu
bilinmektedir.

Normal kosullarda hiicrede inaktif durumda bulunan NLRP’lerin molekiiler
yapist; C terminalinde LRR, merkezde NACHT ve N terminalinde protein-protein
etkilesimden sorumlu pirin yapisi olmak tizere 3 farkli kisimdan meydana gelmektedir
(D1 Virgilio, 2013). Bir tehlike uyaran1 varliginda NLRP’lerin aktive olmasi sonucu
yaptya ASC ve pro-kaspaz-1’in baglanmasiyla multiprotein kompleks bir yap1 (~700
kDa) kazanirlar (Sekil 15) (Di Virgilio, 2013; Kigerl ve ark., 2014). Inflamazom olarak
adlandirilan bu oligomerik yapidaki multiprotein kompleks; kaspaz-1 aktivasyonuna

yol agarak pro-inflamatuvar sitokinler olan IL-1pB ve IL-18 iiretiminin ve saliniminin
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baslatilmasindan sorumludur. Inflamazom aracili kaspaz-1 aktivasyonu ile ayrica
piropitozis programli hiicre Oliimiinii aktive eden siireci baslatabilmektedir (Di

Virgilio, 2013; Kigerl ve ark., 2014; Martinon ve ark., 2002).

LRR — NACHT — pyD = NLR
@ARD» (PYD» ASC
p20/p10 - Pro-kaspaz-1

Sekil 15. NLRP multiprotein kompleksi (NLRP inflamazomu). CARD yapisi tasiyan
apoptozis speck-benzeri protein; ASC, kaspaz toplanma yapisi; CARD, 16sinden
zengin tekrar yapisi; LRR, niikleotid baglayan oligomerizasyon yapisi; NACHT,
NOD-benzeri reseptor; NLR, protein-protein etkilesim gosteren pirin yapist; PYD.

4.3.3. MSS inflamazomlari

Inflamazomlarin organizmada dogal immiin sistem yanitlar1 {izerindeki rolleri
kismen aydinlatilmasina karsin; bunlardan ancak birka¢inin MSS igerisinde varlig
tanimlanabilmistir (Kaufmann ve ark., 2017). Giinlimiize kadar en iyi tanimlanmis
MSS inflamazomlari; NLRP1, NLRP2, NLRP3 ve AIM2 inflamazomlaridir (Abulafia
ve ark., 2009; Adamczak ve ark., 2014; de Rivero Vaccari ve ark., 2008; Halle ve ark.,
2008; Minkiewicz ve ark., 2013).

4.3.3.1. NLRP1 inflamazomu

MSS igerisinde varlig1 kesfedilen ilk inflamazom tipi NLRP1 inflamazomu olup;
noronlarda bulundugu gosterilmistir (Abulafia ve ark., 2009; de Rivero Vaccari ve

ark., 2008). NLRP1’in yapis1 LRR, NACHT ve pirin kisimlarina ek olarak CARD ve
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FIIND tagimaktadir (Sekil 14) (Di Virgilio, 2013). NLRP1 inflamazomu; organizmada
immiin sistem hiicresi olsun ya da olmasin ¢ok sayida hiicrede eksprese olabilmekte
ve bu hiicrelerde kaspaz-1 ve kaspaz-5 aracili IL-1p ve IL-18 tiretimi ve salimiminda
baslatici diizeyde rol almaktadir (Davis ve ark., 2011). NLRP1 inflamazomu yapisinda
CARD adaptorii tasidigr i¢in diger NLRP iiyelerinden farkli olarak ASC proteinine
gerek olmaksizin pro-kaspaz-1/5’e direkt baglanabilir (Ratsimandresy ve ark., 2013).
Diger NLRP tiirevlerinde oldugu gibi igerdigi LRR kism1 normal kosullarda yapiyi
otoinhibisyon ile inaktif durumda tutarken, hasarlanma veya patojen ile iliskili tehlike
sinyalleri varliginda ise bu sinyallerin taninmasinda fonksiyon gdstermektedir. Diger
taraftan NACHT yapilari ATP-bagimli oligomerizasyona yani inflamazom
formasyonuna imkan verir (Kigerl ve ark., 2014). Spinal hasar, travmatik beyin hasari
ve inme tablosunda NLRP1 aktivasyonu ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Freeman

ve Ting, 2016).

4.3.3.2. NLRP2 inflamazomu

Organizmada yaygin dagilim gosteren NLRP2 inflamazomunun; yakin tarihte
MSS astrosit hiicrelerinde de eksprese oldugunun gosterilmesi iizerine NLRP2
inflamazomunun astrositler aracili gelisen noéroinflamasyon yanitlarinda rol
oynayabilecegi diisliniilmiistiir (Minkiewicz ve ark., 2013). ATP ile uyarilan astrosit
hiicrelerinde NLRP2 inflamazomunun aktive oldugu, buna kaspaz-1 ve IL-1B
tiretimindeki artisin eslik ettigi gosterilmigtir. NLRP2’nin molekiiler organizasyonu
NLRP3’e benzerlik gostermektedir. Yapiya ASC ve pro-kaspaz-1’in baglanmasi
sonucu inflamazom aktivasyonu meydana gelmektedir (Kersse ve ark., 2011; Kigerl
ve ark., 2014) (Sekil 16).

4.3.3.3. NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomu; neredeyse her tiir tehlike sinyalini tanima 6zelligine sahip
olmasiyla 6ne ¢ikan ve giliniimiize kadar en fazla arastirilan NLRP inflamazomudur
(Schroder ve Tschopp, 2010). MSS’de en fazla mikroglia hiicrelerinde eksprese
oldugu bilinmektedir (Halle ve ark., 2008; Shi ve ark., 2013).

45



NLRP3’iin molekiiler organizasyonu; LRR, NACHT ve pirin ii¢lii yapisindan
meydana gelmektedir (Sekil 16). Diger NLRP tiirevlerinde oldugu gibi LRR yapisi
normal kosullar altinda NACHT yapis1 iizerine katlanmis halde bulunarak
otoinhibisyondan sorumlu iken uyaranin LRR’ye ulagmasi ile NACHT yapisindan

ayrilarak reseptoriin aktive oldugu diigiiniilmektedir (Davis ve ark., 2011).

NLRP2-7
inflamazomu

NLRP2-7
[
Tehlike sinyali
Aktivasyon ASC
Pro-kaspaz-1

aktivasyonu
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NLRP1 \f
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- — Cim iL-18
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Sekil 16. NLRP, ASC ve pro-kaspaz-1’in molekiiler organizasyonlari ve inflamazom
formasyonu. CARD yapis1 tastyan apoptoz ile iliskili speck benzeri protein; ASC,
kaspaz toplanma yapisi; CARD, ‘function to find’ yapisi; FIIND, 16sinden zengin
tekrar yapisi; LRR, niikleotid baglayan oligomerizasyon yapisi; NACHT, NOD-
benzeri reseptor; NLR, protein-protein etkilesim gosteren pirin yapist; PYD (Guarda
ve So, 2010).

NLRP3; yapisinda CARD tasimadigr i¢in inflamazom formasyonu sirasinda
yapiya pro-kaspaz-1’in baglanabilmesi ancak adaptér ASC proteini varliginda
miimkiindiir. ASC igerigindeki pirin yapisityla NLRP3’iin pirin bolgesine ve CARD
yapisiyla da pro-kaspaz-1’in CARD yapisina baglanarak iki yap1 arasinda bir koprii
olusturmaktadir. NLRP3, ASC ve pro-kaspaz-1 baglanmasindan meydana gelen
inflamazom aktivasyonu ile kaspaz-1’in olusumu ger¢eklesmektedir. Kaspaz-1 ise
biyolojik olarak inert olan pro-IL-1B ve pro-IL-18den aktif IL-1B ve IL-18’in
doniistimiinii gerceklestirir (Schroder ve Tschopp, 2010).
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4.3.3.4. AIM2 inflamazomu

AIM2 inflamazomu; sitozolik AIM2 reseptoriiniin bakteriyel, viral ve gift-
katmanli DNA molekiillerini tanimast ile aktive olan NLRP inflamazomlarindan farkli
bir inflamazom tipidir (Freeman ve Ting, 2016; Kigerl ve ark., 2014). MSS’de
noronlarda eksprese oldugu bilinmektedir (Adamczak ve ark., 2014). Travmatik beyin
hasarinda 6lmekte olan hiicrelerden salinan DNA ile aktive oldugu ve bu aktivasyonu
kaspaz-1 ve IL-1B tretimindeki artisin izledigi gosterilmistir. Kortikal néronlarda
olusan AIM2 inflamazomu pro-kaspaz-1 ve ASC molekiillerinin yapiya katilmasiyla
gerceklesir. AIM2 inflamazomunun kortikal noronlarda ayrica programli hiicre 6liimii

piropitozisi baglattig1 bilinmektedir (Freeman ve Ting, 2016; Kigerl ve ark., 2014).

4.3.4. Inflamazom aktivasyonu

Inflamazom aktivasyonu ile gelisen immiin yanitlar; yukarida da deginildigi gibi
kalip tanima reseptdrlerinin organizmadaki tehlike uyaranlarini algilamasi ile
baslamaktadir. Inflamazom aktivasyonuna yol agan tehlike uyaranlari; patojenler ile
iliskili molekiiler kaliplar (PAMP; pathogen-associated molecular pattern) ve
tehlike/hasarlanma ile iliskili molekiiler kaliplar (DAMP; damage/danger-associated
molecular pattern) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 17) (Davis ve ark., 2011; de
Rivero Vaccari ve ark., 2014; Fleshner ve ark., 2017). Bakteriyel, viral, fungal veya
protozoal enfeksiyonlara bagli olarak olusan muramil dipeptid, bakteriyel flagellin,
bakteriyel LPS, letal toksin, bakteriyel RNA, DNA, viral RNA, B-glukan, zimosan ve
hemozoin inflamazom aktivasyonuna yol actigi bilinen tipik PAMP’lar arasinda
sayilabilir (Sekil 17) (Davis ve ark., 2011). Steril inflamazom aktivatorleri olarak da
bilinen DAMP’lar ise hiicre hasari, nekroz gibi durumlarda 6lmekte olan veya hasara
ugramis hiicrelerden saliman endojen molekiiller olabilecegi gibi, digaridan
organizmaya alinan ve steril inflamasyonu indiikleyen ekzojen molekiiller de
olabilmektedir. Endojen DAMP’lar arasinda; ATP, iirik asit kristalleri, kolesterol
kristalleri, HMGB1, B-amiloid, hiyaluronan, ve glukoz sayilabilir. En iyi bilinen
ekzojen DAMP’lar ise; UV radyasyonu, asbest, silika ve aliiminyum stilfattir (Sekil
17) (Davis ve ark., 2011).
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Sekil 17. Inflamazom aktivatorleri. Tehlike/hasarlanma ile iliskili molekiiler kaliplar;
DAMP, patojen ile iliskili molekiiler kaliplar; PAMP, NOD-benzeri reseptor; NLR,
apoptoz ile iliskili speck-benzeri protein; ASC (Davis ve ark., 2011).

Inflamazomun MSS disindaki yapilarda cesitli DAMP ve PAMP’larla aktive
oldugu bilinirken, bu aktivasyonun MSS igerisinde nasil olduguna iliskin bilgilerimiz
giiniimiizde halen olduk¢a siirlidir (de Rivero Vaccari ve ark., 2014). MSS’de en
potent inflamazom aktivatoriiniin noronal hasar ve strese bagli olarak artan
ekstraseliiler ATP oldugu gosterilmistir (Freeman ve Ting, 2016; Kaufmann ve ark.,
2017). Ornegin; immobilizasyon stresine maruz birakilan siganlarda hipokampal ATP
diizeylerinde artis meydana gelmis; bunu NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve IL-1
tiretimindeki artis izlemistir (Iwata ve ark., 2016b). Yakin tarihli bir baska ¢alismada
insan astrosit hiicrelerine ekzojen ATP uygulmasi sonucu NLRP2 inflamazomunun
aktive oldugu da gosterilmistir (Minkiewicz ve ark., 2013). Yiiksek ekstraseliiler K*
iyonunun da panneksin-1 kanalinin agilmasina bagli olarak ndron ve astrositlerde
inflamazom aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Beyinde biriken amiloid-f3
plaklarinin mikroglial NLRP3 inflamazom aktivatorii oldugu farkli caligmalarca
raporlanmis ve bu bulgulardan yola ¢ikilarak NLRP3 inflamazomu Alzheimer
hastalig1 i¢in olast bir terapotik hedef konumuna taginmistir (Halle ve ark., 2008;

Heneka ve ark., 2013). MSS’deki bir diger steril inflamazom aktivatorii ise doymus
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serbest yag asiti palmitattir. Palmitatin astrositlerde eksprese olan NLRC4
inflamazomu aktivasyonuna yol agtig1 bilinmektedir (Liu ve Chan, 2012). Bunlarin
disinda reaktif oksijen radikalleri de MSS’de 6nemli inflamazom aktivatdrleri arasinda
yer almaktadir (Lane ve ark., 2013). Noronal AIM2 inflamazomunun ise dlen veya
hasarlanmis hiicrelerden salinan DNA ile aktive oldugu bilinmektedir (Adamczak ve

ark., 2014).

Hiicreye ulasan tehlike sinyalleri varliginda NLRP inflamazomunun aktive
edilebilmesi; iki asamali sinyal iletimi ile saglanmaktadir. ilk olarak PAMP/DAMP
ligandlarmin (6rn. LPS) hiicre ylizeyinde bulunan TLR’ler (6zellikle TLR-4)
tarafindan algilanmasi gerekmektedir (Iwata ve ark., 2013; Kaufmann ve ark., 2017).
TLR-4 aktivasyonunun gerceklestigi bu ilk asama uyarilma/ateslenme fazi olarak
adlandirilmaktadir (Choi ve Ryter, 2014). Bunun sonucunda NF-kB transkripsiyon
faktorii aktive edilerek, NLRP, pro-IL-1B ve pro-IL-18 0nciil sitokinlerinin
transkripsiyonlar1 gerceklesmektedir. ikinci asamada; inaktif durumdaki NLRP aktive
olarak oligomerize olur, ASC ve pro-kaspaz-1 ile baglanarak inflamazom formasyonu
meydana gelir. Bu siire¢ icin hiicre sitozoliine ikinci bir sinyalin ulagmasi
gerekmektedir. Bahsi gegen ikinci sinyal; ekstraseliiler ATP’nin hiicre membraninda
yerlesim gosteren pirinerjik 2X7 (P2X7) reseptorlerini aktive etmesi ile
baslatilmaktadir. Bunun sonucunda hiicreden K* iyonu ¢ikisi meydana gelmekte ve
diisiik intraseliiler K* diizeyleri NLRP aktivasyonuna neden olmaktadir (Choi ve
Ryter, 2014; Schroder ve Tschopp, 2010). Inflamazom aktivasyonunun gergeklestigi
bu ikinci asamada proteolitik 6zellik gosteren kaspaz-1 aktive olur ve pro-IL-1B ve
pro-1L-18’den aktif ve olgun formlar1 olan IL-1p ve IL-18 meydana gelir (Sekil 18).

Inflamazom aktivasyonunun meydana gelmesinde P2X7 reseptorleri yaninda
P2X4 reseptorleri ve panneksin-1 kanal aktivasyonunun da kritik rol oynadig
diistiniilmektedir (Sekil 19) (de Rivero Vaccari ve ark., 2012a; Silverman ve ark.,
2009). MSS hasari, stres ve travma durumlarinda O6lmekte olan hiicrelerden
ekstraseliiler ortama salinan ATP; P2X7 reseptorlerinden dnce ATP’ye duyarliligi
daha fazla olan P2X4 reseptorlerini uyarmaktadir (North ve Surprenant, 2000). P2X4

reseptorlerinin aktive olmasi sonucu hiicreden K* iyonu ¢ikisi gerceklesmekte ve
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yiksek ekstraseliiler K* diizeyleri ise panneksin-1 kanalinin agilmasmna yol

agmaktadir.
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Sekil 18. NLRP inflamazomunun iki agamali aktivasyon mekanizmasi. Apoptoz
iligkili speck-benzeri protein, ASC, interlokin; IL, mitokondriyel reaktif oksijen
tirevleri; mtROS, niikleer faktor kappa B; NF-kB, NOD-benzeri reseptor proteini;
NLRP, purinerjik 2X7 reseptorii; P2X7R, toll-benzeri reseptor-4; TLR4 (Choi ve
Ryter, 2014).

ATP saliveren kanal olarak islev goren panneksin-1 kanalinin aktivasyonu
ekstraseliiler ortamdaki ATP diizeylerinin daha da yiikselmesine katkida
bulunmaktadir. P2X4 reseptorleri ve panneksin-1 kanal aktivasyonu aracili daha da
artig gosteren ekstraseliiler ATP diizeyleri ile P2X7 reseptorleri uyarilmakta ve bunun
sonucunda hiicreden K* ¢ikis1 daha da artmaktadir. Bu sekilde devam eden panneksin-
1 kanali- P2X7 reseptor aktivasyonu dongiisii ile ‘ATP ile indiiklenen ATP salinim1’
seklinde bir pozitif geribildirim olustugu ve bu dongiiniin intraseliiler K* diizeylerinin
daha da diismesine neden oldugu kabul edilmektedir (Bodin ve Burnstock, 1996; de
Rivero Vaccari ve ark., 2014). Diisik intraseliiler K™ diizeylerinin inflamazom
aktivasyonuna ne sekilde yol actig1 ise bilinmemektedir (Sekil 19) (Kigerl ve ark.,
2014). Bahsi gecen mekanizmalarin yaninda hiicresel stres durumlarinda artan
mitokondri kaynakli reaktif oksijen tiirevlerinin ve ayrica fagosite edilen kristal ya da

partikiil yapida cesitli DAMP’larin (silika {rik asit kristalleri gibi) lizozomal
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yirtilmaya neden olarak inflamazom aktivasyonuna yol ag¢tig1 bilinmektedir (Sekil 18)

(Kaufmann ve ark., 2017; Schroder ve Tschopp, 2010; Zhou ve ark., 2010).
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Sekil 19. P2X4/7 reseptorleri ve panneksin-1 kanalinin inflamazom aktivasyonundaki
rolleri. Adenozin trifosfat; ATP, interlokin; IL, purinerjik 2X4/7 reseptorii; P2X4/7R,
panneksin-1 kanali; P-1 (de Rivero Vaccari ve ark., 2014).

4.3.5. Inflamazom patolojileri

NLRP inflamazomlarinin ekzojen veya endojen, patojen olsun ya da olmasin ¢ok
cesitli tehlike sinyalleri tarafindan aktive edilebilmeleri; aktivasyonlarinin rol oynadig:
patolojilerdeki gesitliligi de beraberinde getirmektedir. Bu kapsamda; basta otoimmiin
ve otoinflamatuvar hastaliklar olmak iizere, obezite, tip 2 diyabet, ateroskleroz gibi
metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklar, gut, artrit gibi kristal ile indiiklenen
hastaliklar, ¢evresel iritan maruziyeti ve ¢esitli patojen enfeksiyonlari inflamazom
aktivasyonunun iligkili oldugu temel patolojiler arasindadir (Kersse ve ark., 2011;

Ratsimandresy ve ark., 2013).

[k kesfedilen inflamazom aktivatorlerinin LPS, peptidoglikan, bakteriyel DNA,
bakteriyel ve viral RNA gibi PAMP’lar olmasindan hareketle organizmada patojenlere
kars1 gelistirilen konake¢1 savunmasinda inflamazom aktivasyonunun 6nemi giindeme

gelmistir. NLRP3 geni silinen farelerde Streptococcus pneumonia, Vibrio vulnificus,
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Candidia albicans, influenza A virlisii enfeksiyonlarma yatkinligin arttig

gosterilmistir (Kersse ve ark., 2011).

Kronik inflamasyonla seyreden, intestinal sistemde epitel bariyerin bozulmasi ve
yararli bakterilere karsi gelistirilen immiin yanitlar ile karakterize inflamatuvar
bagirsak hastaliginda, NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun koruyucu rolleri
bilinmektedir (Bauer ve ark., 2010; Kersse ve ark., 2011). Epitel biitiinliigliniin
deneysel olarak bozuldugu kolit modellerinde NLRP3, NLRP6, NLRC4, ASC ve pro-
kaspaz-1’in koruyucu rolleri gosterilmistir (Bauer ve ark., 2010). Bir baska ¢alismada
inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin gelismesinde rol oynayan bagirsak mikrobiyota
kompozisyonundaki degisimlerin NLRP6 inflamazomu aktivasyonunun kontrolii

altinda tutuldugu bildirilmistir (Kersse ve ark., 2011).

Patojenler ile indiiklenen inflamatuvar yanitlardaki koruyucu rollerinin aksine,
steril inflamasyonun eslik etti§i otoimmiin ve inflamatuvar komponentli ¢esitli
hastaliklarda inflamazom aktivasyonu patogenez siireglerine katilan bir hastalik
faktorii olarak karsimiza cikmaktadir. NLRP3 geninde meydana gelen birtakim
mutasyonlarla otoinflamatuvar hastaliklarin iligkilendirilmesi; bugiin ‘Kriyopin
(NLRP3) iliskili Periyodik Sendrom’ olarak adlandirilan herediter otoinflamatuvar
hastalik gurubunun tanimlanmasina sebebiyet vermistir (Guarda ve So, 2010; Kubota
ve Koike, 2010). Periyodik olarak tekrarlayan ates, irtiker, eklem agris1 ve
inflamasyon ile karakterize hastalik grubunun basta gelen ornekleri arasinda ailesel
soguk otoinflamatuar sendromu, Muckle—Wells sendromu ve kronik infantil nérolojik
kiitanoz artikiiler sendromu bulunmaktadir (Yu ve Leslie, 2011). Bu hastaliklar
tastyan bireylerde IL-1f diizeylerinin tipik olarak yiiksek seyretmesi, otoinflamatuvar
yanitlar1 domine eden bir patogenez faktorii olabilecegini diistindiirmiistiir. Nitekim
giiniimiizde NLRP3 iligkili periyodik sendromun tedavisinde IL-1f antagonistleri ile

onemli basarilar saglanmaktadir (Kubota ve Koike, 2010; Yu ve Leslie, 2011).

NLRP3 inflamazomunun aktivasyonundan sorumlu DAMP ligandlar1 g6z oniinde
bulunduruldugunda iliskili oldugu bazi temel patolojiler de &ngoriilebilir. Urat
kristalleri ile olusan akut gut ve artrit, kolesterol kristalleri ile olusan ateroskleroz,

asbest ile olusan asbestoz ve silikanin neden oldugu pulmoner fibrozis NLRP3
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inflamazom aktivasyonunun rol oynadigi hastaliklara 6rnek olarak gosterilebilir
(Cassel ve ark., 2008; Dostert ve ark., 2008; Duewell ve ark., 2010; Martinon ve ark.,
2006; Yazdi ve ark., 2010). Diger taraftan obezite, tip 2 diyabet gibi metabolik
hastaliklara eslik eden yiliksek glukoz diizeyleri, yliksek yagl diyete bagli artan
palmitat gibi doymus yag asitlerinin ve adacik amiloid polipeptid depozitlerinin
NLRP3 inflamazomunun potent aktivatorleri oldugunun gosterilmesi NLRP3
inflamazomunun roliine dikkat ¢cekmistir (Choi ve Ryter, 2014; Masters ve ark., 2010;
Wen ve ark., 2011). Bu bilgilerden hareketle NLRP3 inflamazom inhibisyonunun
diyabet tedavisinde potansiyel bir hedef olabilecegi diisiiniilmiistiir. Destekleyen bir
bulgu olarak diyabet tedavisinde kullanilan gliburid, glibenklamid gibi bazi
antidiyabetik ilaglarinin NLRP3 inflamazomunu inhibe ettiginin gosterilmesi de

dikkat ¢ekicidir (Choi ve Ryter, 2014; Iwata ve ark., 2013).

Inflamazomun MSS patolojilerindeki rolii ise yakin tarihte aydinlatiimaya
baslamistir. Giiniimiizde bu alanda elde edilen bulgular halen kisitliligin1 korumasina
karsin, basta Alzheimer hastalig1 olmak {izere, travmatik beyin hasari, multipl skleroz
gibi norodejenerasyonun eslik ettigi patolojilerde farkli inflamazom yapilarinin rol

oynadigi ¢esitli calismalarca gosterilmistir (Freeman ve Ting, 2016).

Alzheimer hastalig1 beyinde amiloid-f} plaklar1 ve norofibriler yumak birikimi ile
karakterize progresif ve ndrodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalar Alzheimer
hastaliginda mikroglia aktivasyonunun arttigin1 ve IL-1B aracili néroinflamasyon
yanitlariin tetiklendigini ortaya koymustur (Blum-Degen ve ark., 1995; Vehmas ve
ark., 2003). In vitro hiicre kiiltiirii c¢alismalarinda amiloid plaklarin mikroglia
hiicrelerinde NLRP3 inflamazomunu aktive ederek IL-1B salinimina yol agtigi,
farelerde genetik Alzheimer modelinde NLRP3 gen delesyonunun amiloid plak
olusumunu azalttig1 ve buna bagli olarak hastalik semptomlarmnin diizelebildiginin
gosterilmesi, Alzheimer hastaliginin patogenezinde NLRP3 inflamazomunun roliine
dikkat ¢ekmistir (Halle ve ark., 2008; Heneka ve ark., 2013). Ancak Alzheimer’da
NLRP3’iin hastalikla ilgili tek NLR tipi olmadig1 diigiiniilmektedir (Freeman ve Ting,
2016). Ornegin, genetik Alzheimer modeli olusturulan farelerde NLRP1 gen

ekspresyonunun yiiksek oldugu ve gende meydana gelen bazi mutasyonlarin hastaligin
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etiyolojisine katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir (Pontillo ve ark., 2012; Tan ve
ark., 2014). Bir baska ¢alismada sporadik Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin
dokularinda NLRC4 ve ASC ekspresyonlariin yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayni
calismada izole edilen astrosit hiicrelerinin doymus yag asidi palmitat ile uyarilmasi
sonucu meydana gelen NLRC4 inflamazom aktivasyonunun IL-1f salinimimnini ve
primer ndronlarda amiloid iiretimini artirdig1 gosterilmistir (Liu ve Chan, 2014). Bu
bulgular 1s181nda astrosit NLRC4 inflamazom aktivasyonunun Alzheimer hastalig

patogenezinde rolii olabilecegi one siirtilmiistiir.

Travmatik beyin hasarinda erken donemde meydana gelen néron kayb1 ve nekrotik
hiicre 6liimiinii takip eden donemde hasarli bolgede mikroglia ve astrosit hiicrelerin
toplandig1; boylece oksidatif stres, mitokondriyel disfonksiyon ve artmis
proinflamatuvar  sitokinler gibi néroinflamasyon  siireglerinin  tetiklendigi
bilinmektedir (Freeman ve Ting, 2016). Ozellikle bu fazda ATP, DNA ve reaktif
oksijen tiirevleri gibi inflamazom aktivasyonuna neden olan DAMP’lar ortama
saliverilmektedir (Freeman ve Ting, 2016). Travmatik beyin hasarinda noronal
NLRP1 ve AIM2 basta olmak iizere, mikroglial NLRP3 inflamazomlarinin patolojik
stireglerde rol oynayabilecegi rapor edilmistir (Adamczak ve ark., 2012; Freeman ve
Ting, 2016; Liu ve ark., 2013). Bunlarin disinda nérodejenerasyon ve noroinflamasyon
siireclerinin eslik ettigi multipl skleroz, serebral iskemi ve Parkinson gibi hastaliklar

inflamazom aktivasyonuyla iliskilendirilmistir (Freeman ve Ting, 2016).

Son yillarda strese maruziyet ve depresyon gelismesinde MSS inflamazomlarinin
Ozellikle NLRP3’{in roliine iligskin ¢alismalar yayimlanmaya baslamistir (Kaufmann

ve ark., 2017).

4.3.5.1. Stres ve depresyonda inflamazom aktivasyonu

Son donemde az sayidaki ¢alisma ile depresyonda NLRP3 inflamazom yolag: ele
alinmaya baslanmis durumdadir. Stres ve depresyonun inflamazom aktivasyonuyla
olan potansiyel iligkisine ilk kez 2013 yilinda Iwata ve arkadaslarinin gézden gecirme
makalesinde dikkat ¢ekilmistir (Iwata ve ark., 2013). 2014 yilindan itibaren ise konu

ile ilgili deneysel calismalar rapor edilmeye baslamistir (Alcocer-Gomez ve ark.,
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2014; Alcocer-Gomez ve ark., 2016; Baune, 2015; Iwata ve ark., 2013; Li ve ark.,
2016; Lu ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a; Xue ve ark., 2015;
Zhang ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014).

Fareler lizerinde yapilan bir calismada bakteriyel LPS ile olusturulan akut
inflamatuvar depresyon modelinde meydana gelen depresif-benzeri davraniglar ile
NLRP3 inflamazomu aktivasyonu iligkilendirilmistir (Zhang ve ark., 2014). Akut LPS
uygulamasi sonrasi depresyon gelistigi kabul edilen farelerin beyin NLRP3, ASC,
kaspaz-1 ve IL-1B gen ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore arttigi rapor edilmistir
(Zhang ve ark., 2014). Ayrica LPS uygulamasinin IL-1f protein ekspresyonunu da
artirdigi gosterilmistir. Calismada Onceden geri doniisiimsiiz kaspaz-1 inhibitorii
uygulamasinin farelerde depresif-benzeri davraniglar1 azalttig1 gosterilmistir (Zhang

ve ark., 2014).

Ayni ekibin bir bagka ¢alismasinda LPS ve yiizme stresinin birlikte uygulanarak
olusturuldugu kronik tiikenmislik sendromu modelinde diensefalonda NLRP3
inflamazomu aktivasyonu ile serum IL-1p ve IL-6 seviyelerinin arttigi gosterilmistir.
NLRP3 geni silinmesi durumunda ise davranigsal diizeyde iyilesme ve diensefalonda
kaspaz-1 ve IL-1p diizeylerinin azaldig1 saptanmistir (Zhang ve ark., 2016). Destekler
nitelikte; 30 glin kronik kisitlama stresi uygulanan transgenik farelerde depresyon
benzeri davranigin temel kriterleri kabul edilen zorunlu ylizme, siikroz tercih, sosyal
etkilesim ve besin tiiketimi degerlendirildiginde depresyonun olugmadigi
gosterilmemistir. Ayrica normal farelerde hipokampiis ve prefrontal kortekste arttig
gosterilen NLRP3 ve IL-1B diizeyleri ile mikroglia aktivasyonunun transgenik
farelerde degismedigi de gosterilmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2016). Sonrasinda
yapilan bir bagka ¢alisgmada NLRP3 genin silinmesiyle depresyonun olusmadigr ve
spontan anksiyeteyle ilgili davraniglarin azaldigi rapor edilerek Alcocer-Gomez ve
arkadaglarinin bulgulari desteklenmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2016; lwata ve ark.,
2016a).

Iwata ve arkadaglarimin 2016 yilinda siganlar iizerinde gergeklestirdikleri
caligmalarinda stresin beyinde ekstraseliiler ATP salinimini arttirarak P2X7 reseptor

stimiilasyonu araciligiyla inflamazom aktivasyonuna yol actig1 gosterilmistir (Iwata
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ve ark., 2016b). Calismada sicanlara 1 saat siireyle akut immobilizasyon stresi
uygulanmis ve mikrodiyaliz yontemi ile izlenen hipokampal ATP, glutamat, IL-1B ve
TNF-a diizeylerinin strese bagli olarak arttifi gosterilmistir. Hipokampal NLRP3
diizeyleri de incelenmis; stres uygulanan siganlarda total NLRP3 diizeylerinin
degismedigi ancak anti-ASC antikoru ile isaretlenen NLRP3 diizeylerinin strese bagl
olarak arttig1 rapor edilmis ve ‘aktif NLRP3’ kavramini giindeme getirmistir (Iwata ve
ark., 2016). ATP’nin P2X7 reseptorlerinin endojen ligand1 ve aktivatorii oldugu
bilgisinden hareketle P2X7 reseptor antagonisti (A-804598) kullanilmasi durumunda;
stres ile artan sitokin salinimimin ve NLRP3 aktivitesinin baskilanabildigi ve buna
bagl olarak stres ile olusan anhedoni ve anksiyete davraniglarimi diizeltilebildigi
gosterilmistir. Yukarida 6zetlenen bulgular stresin dogal immiin sistem yanitlarini
biiylik olasilikla ATP/P2X7 reseptorii/NLRP3 inflamazom kaskadi araciligiyla
tetikleyebildigini ve iliskili patolojilerde terapdtik onemine dikkat ¢ekmislerdir (Iwata
ve ark., 2016b).

NLRP3 aktivasyonu; farelerde Ogrenilmis caresizlik modeli kullanilarak da
arastirilmig, hipokampal dokularda inflamazom aktivasyonu siirecine kemokinler,
sitokinler gibi ¢esitli inflamatuvar medyatorlerin ve glikojen sentaz kinaz (GSK)-3f3
aktivitesinde artisin eslik ettigi gosterilmistir (Cheng ve ark., 2016). TLR4 geni
silinmesi ve GSK-3B inhibitérii kullanilmas1 durumlarinda ise stres ile olusan NLRP3
inflamazomu aktivasyonunun ve sitokin artisinin gergeklesmedigi gosterilmistir.
Dolayisiyla stresin neden oldugu néroinflamasyon tablosunda GSK-33 ve TLR4 sinyal
yolaklarinin rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir (Cheng ve ark., 2016).

Bir diger calismada prenatal stres modeli kullanilmis; yetiskinlik déneminde
depresif-benzeri davraniglar gelistigi ve buna prefrontal korteks NLRP3 inflamazom
aktivasyonu ile inflamatuvar medyatdr artiginin eslik ettigi gosterilmistir (Slusarczyk
ve ark., 2016). Ayni ¢aligmada endojen bir kemokin olan fraktalkin (CX3CL1)
uygulanmasinin prenatal strese maruz birakilan yetigkin sicanlarda NLRP3
inflamazom aktivasyonunu ve noroinflamatuvar yanitlar1 azaltarak anti-inflamatuvar
etki meydana getirdigi ve depresif davraniglart diizelttigi gosterilmistir (Slusarczyk ve

ark., 2016).
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NLRP3 inflamazom aktivasyonunun in vivo ve in vitro diizeyde incelendigi bir
bagka calismada glinimiizde depresyon tedavisinde yaygin olarak kulanilan
fluoksetinin etkileri incelenmistir (Du ve ark., 2016). Bakteriyel LPS ve ATP ile
yapilan in vitro ¢alismalarda fluoksetinin etkileri makrofaj ve mikroglia hiicrelerinde
arastirilmis NLRP3 inflamazom aktivasyonu, reaktif oksijen tiirevleri, protein kinaz
yolagi ve IL-1B salinimi1 azalttig1 gosterilmistir. Fluoksetinin etkilerinin in vivo olarak
degerlendirildigi ¢alismalarda 5 veya 6 hafta siireyle kronik hafif stres uygulanmis ve
ortak sonu¢ olarak NLRP3 inflamazom aktivasyonunun ve inflamatuvar sitokin
yanitlarinin fluoksetin tedavisi ile baskilandig rapor edilmistir (Deng ve ark., 2015a;
2015b; Du ve ark., 2016; Xue ve ark., 2015). Fluoksetinin gerek santral gerekse
periferik NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve eslik eden inflamatuvar yanitlari
diizenleyebildiginin gosterilmesi; fluoksetinin klinik 6nemine dikkat ¢ekmistir (Du ve

ark., 2016).

2014 yilinda Pan ve arkadaslar1 NLRP3 inflamazom aktivasyonunu KOHS ile
olusturulan deneysel depresyon modelinde incelemistir (Pan ve ark., 2014). Sicanlar
kronik stres prosediiriine 12 hafta siireyle maruz birakilmig, bu siirenin sonunda
inflamazom bilesenleri ve iligkili bazi ndroinflamatuvar medyatorler prefrontal
kortekste incelenmistir. Elde edilen bulgular kronik strese maruz birakilan ve
depresyon gelisen siganlarin prefrontal kortekslerinde NLRP3 inflamazom
aktivasyonu meydana geldigini gdstermistir. inflamazom aktivasyonu; NLRP3, ASC,
kaspaz-1 inflamazom bilesenleri ve aktivasyona bagli salman IL-1f ve NF-xB
diizeyleri ile degerlendirilmistir. Stres uygulanan sicanlarda NLRP3, kaspaz-1 ve NF-
kB protein ekspresyonlarinin arttigi;; ASC diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik
meydana gelmedigi gosterilmistir. NLRP3 inflamazom aktivasyonu ile salinan IL-
1B’nin prefrontal korteks protein diizeyleri de stres uygulanan siganlarda anlamh
Olciide yiikselmis ancak BOS ve serum seviyelerinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. Ilgili ¢alismada protein ekspresyonlarma ek olarak NLRP3 ve IL-
1B’nin gen ekspresyon diizeyleri de incelenmis ve stres grubunda anlamli artis rapor
edilmistir. Ayrica ¢aligmada stres ile olusan NLRP3 inflamazomu aktivasyonuna
mikroglial aktivasyonunun da eslik ettigi gosterilmistir. S6zii edilen calismada

depresyon tedavisinde kullanilan antidepresan ilaglardan SSRI fluoksetinin 6 haftalik
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kronik uygulmasinin prefrontal kortekste artmis NLRP3 aktivasyonunu ve IL-1§
seviyesini anlamli 06l¢iide azalttigi, mikroglia aktivasyonunu engelleyebildigi

gosterilmistir (Pan ve ark., 2014).

Ayn1 model kullanilarak NLRP3 inflamazom aktivasyonunun farelerde de
olustugu gosterilmistir (Lu ve ark., 2014). 7 hafta siireyle kronik strese maruz birakilan
ve depresyon gelisen farelerin hipokampal NLRP3, kaspaz-1 ve IL-1B protein
diizeylerinin arttig1 gosterilmis ve bu tablo inflamazom aktivasyonu seklinde
degerlendirilmistir (Lu ve ark., 2014). Ayrica IL-1p diizeyleri serumda da incelenmis
ve stresin IL-1B diizeylerini arttig1 gosterilmistir. ilgili calismada IL-1p disinda
TNF-a, IL-6 pro-inflamatuvar sitokinleri ile anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-10’un
hipokampal gen ekspresyonlarindaki degisim de incelenmistir. Stres ile IL-13, TNF-a
ve |L-6"nin hipokampal gen seviyelerinin yiikseldigi gosterilirken IL-10 diizeylerinin
azaldigi rapor edilmistir. Calismada ayrica mikroglia aktivasyonunun gostergelerinden
biri olan CD11b immiinoreaktivitesi incelenmis ve stres gruplarinda mikroglia
aktivasyonuna isaret eden immiinoreaktivite bulgularima rastlanmistir. Tedavi
gruplarina uygulanan ve antidepresan etkileri gdsterilen ATP’ye duyarli potasyum
kanal agic1, iptakalim ve fluoksetin’in stres ile artan hipokampal NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu azalttiklari, sitokin yanitlarmmi geri cevirdikleri ve mikroglia aracili
noroinflamasyonu azaltarak hipokampal ndrogenezise katkida bulunduklar
gosterilmistir (Lu ve ark., 2014). Bir baska calismada KOHS modelinde hipokampal
NLRP3, kaspaz-1, ASC ve IL-1B proteini ile serum IL-1B ve Kkortikosteron
diizeylerinin KOHS prosediirii ile arttig1, kronik kaspaz-1 inhibitérii kullanilmasi
durumunda ise gerek davranis gerekse anilan molekiiler degisikliklerin

diizenlenebilecegi rapor edilmistir (Zhang ve ark., 2015).

KOHS depresyon modelinde NLRP3 inflamazomunun ele alindig1 ¢alismalarin
onemli bir boliimiinde tedavi hedefi olarak cesitli bitkisel yaklagimlarin etkilerinin
incelendigi goriilmektedir (Deng ve ark., 2015a; 2015b; Li ve ark., 2016; Liu ve ark.,
2015; Xue ve ark., 2015). Sozii edilen ¢alismalarda temel olarak antioksidan ve/veya
antiinflamatuvar etkilerinden yola ¢ikilarak kullanilan ¢esitli flavanoid, biflavanoid ve

monoterpen bilesiklerinin NLRP3 inflamazomu aktivasyonunu baskiladig1 rapor
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edilmistir (Deng ve ark., 2015a; 2015b; Li ve ark., 2016; Liu ve ark., 2015; Xue ve
ark., 2015).

2016 yilinda ekibimiz tarafindan sicanlar iizerinde gergeklestirilen bir ¢calismada
7 giin siireyle giinde sub-kronik kisitlama stresi olusturulmus ve bu modelde NLRP3
inflamazom aktivasyonu iki ayr1 beyin bolgesinde, hipokampiis ve prefrontal kortekste
incelenmistir (Sahin ve ark., 2016a). NLRP3 inflamazom aktivasyonunun
degerlendirilmesinde NLRP3, ASC, kaspaz-1 ve NF-kB inflamazom bilesenleri
kullanilmis ve buna ek olarak c¢esitli pro-ve antiinflamatuvar sitokin diizeylerinin
degisimleri incelenmistir. Calismamizda strese maruz birakilan siganlarin hipokampiis
ve prefrontal korteks beyin bolgelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonu meydana
geldigi ve IL-1B, IL-18 basta olmak iizere arastirilan diger pro-inflamatuvar
sitokinlerin (TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-17) diizeylerindeki artisin eslik ettigi
gosterilmistir. Bunun yaninda IL-4 ve IL-10 antiinflamatuvar sitokinlerin diizeyleri
stres varliginda azalmistir. Elde edilen bulgularla stresin gerek MSS gerekse periferik
dolasimda inflamatuvar yanitlar tetikledigi ve NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol

actig1 gosterilmistir (Sahin ve ark., 2016a).

Stres veya LPS uygulamasi ile olusturulan depresyon modellerinin yani sira
ozellikle son donemde overektomiye bagli ostrojen eksikligi ile goriilen depresyon-
benzeri davranislar ve kronik glukortikoid uygulamasi gibi farkli deneysel modellerde
de inflamazom aktivasyonunun iliskilendirildigi goriilmektedir (Hu ve ark., 2016;

Wang ve ark., 2016; Xu ve ark., 2016).

Sozii edilen deneysel ¢aligmalarin yanm sira, 2014 yilinda yaymmlanan bir klinik
calisma ile NLRP3 inflamazom aktivasyonu major depresyon hastalarinda da rapor
edilmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2014). Hastalardan izole edilen periferal kan
mononiikleer hiicrelerinde NLRP3 ve kaspaz-1 ekspresyonlarinin ve eslik eden IL-13
ve IL-18 serum diizeylerinin saglikli bireylere gore yiiksek oldugu bulunmustur. Ayn
calismada en az 10 ay boyunca amitriptilin tedavisi alan hastalarda NLRP3
aktivasyonunun ve iligkili sitokin yanitlarinin azaldig1 gdsterilmistir (Alcocer-Gomez
ve ark., 2014). Depresyon hastalarinda gergeklestirilen bir baska klinik calismada

NLRP ailesi gibi inflamazom formasyonu olusturan AIM2 diizeyleri incelenmis
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depresif hastalarda AIM2 diizeyleri anlamli degisim gdostermezken; ASC diizeylerinin
arttigir gosterilmistir (Momeni ve ark., 2016). Anilan bulgularla depresyonda AIM2
inflamazom aktivasyonunun olasi rolii dislanmis olmasina karsin, ASC diizeylerindeki
artisin inflamazom formasyonu olusturan diger NLR iiyelerinin (NLRP1, NLRP3,
NLRC4) 6nemine dikkat ¢ekilmistir (Momeni ve ark., 2016).

Yukarida da sozii edilen stres, depresyon ve inflamazom aktivasyonunun

iliskilendirildigi literatiir ¢alismalar1 kronolojik siralama ile Tablo 2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gésterildigi stres ve depresyon ¢alismalari. Kronik &ngériillemeyen hafif stres; KOHS.
(Kronolojik sira ile yer verilmistir.).

Arasiii Arastirilan
Model/Hastahk Denek Doku tipi inflamazom < fokin Etkili molekiil Yoéntem Kaynak
bileseni
PCR Western blot ELISA
Kaspaz-1 inhibitdrii
Bakteriyel LPS Fare Total beyin Kaspaz-1 IL-1P davraniglar Kaspaz-1 - (Zhang ve ark.,
uygulamast (akut) ASC iizerindeki etkisi . OC 2014)
o IL-1B
yoniinden
calisilmustir.
NLRP3 IL-1p
. NLRP3, NLRP3  Kaspaz-1 ) Pan ve ark.,
KOHS (12 hafta) Sican  PFC Kaspaz-1, AsC IL-1B Fluoksetin (6 hafta) 1.1 ASC (serum, (2014)
NF-kB NF-«B BOS)
IL-1B
IL-1B Fluoksetin, IL-1B NLRP3
.. . . NLRP3 TNF-a Potasyum kanal TNF-a Kaspaz-1 IL-1P (Lu ve ark.,
KOHS (7 hata) Fare  Hipokamplis .71 IL-6 acicist (iptakalim)  1L-6 IL-1B (serum)  2014)
IL-10 (4 hafta) IL-10
. Periferal kan Lo NLRP3 IL-1B (Alcocer-
ll\nll ajto;’ depresyon Insan mononiikleer Ela_sRZS-l :t:ig g:‘g;'gggn) Kaspaz-1 NLRP3 IL-18 Gomez ve ark.,
astatan hiicreleri P y IL-1B (serum)  2014)
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

Arastirilan

Model/Hastalik Denek Doku tipi inflamazom Al;?fggilrl]an Etkili molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot  ELISA
NLRP3
. . . ! i VX-765 (kaspaz-1 i NLRP3 i (Zhang ve ark.,
KOHS (4 hafta) Fare Hipokampiis Kgsc[:)az 1, IL-1B inhibitori) (4 hafta) IL-1B, ASC 2015)!
NLRP3 IL-1B IL-1B NLRP3
KOHS (6 hafta)  Fare Hipokampiis Kaspaz-l  IL-6 :mﬂ;’;tm Ghatw 'L Kaspaz-1 - ggigg)"e i
ASC TNF- a TNF-a  ASC
NLRP3 IL-1p IL-1p NLRP3
. Prefrontal Kaspaz-1 i Geraniol, i Kaspaz-1 IL-1P (Deng ve ark.,
KOHS (6 hafta)  Fare korteks NF-xB !I'LNIG;- Fluoksetin (3 hafta) _II_LN?:_ NF-xB 2015b)
ASC ¢ *  AsC
NLRP3 IL-1B _ NLRP3 IL-1B
KOHS (6 hafta)  Fare Hipokampiis Kaspaz-1  IL-6 'Ell';gi;‘;?ﬁ]”& —_— Kaspaz-1 IL-6 %;g)"e 2
TNF-a TNF- a
NLRP3 L1p icariin IL-1p E'gsigf_l
- .. . . Kaspaz-1 i (flavonoid ekstrati), TNF- a IL-1P (Liu ve ark.,
KOHS (35 giim)  Sican Hipokamplis g TNF-a Fluoksetin CD11b ﬁﬁiB TNF-o  2015)
NF-xB (5 hafta) iINOS iNOS
. NLRP3" Prefrontal (Alcocer-
Kronik kisitlama ot ) Ty . NLRP3  NLRP3 :
stresi (30 giin) NLRP3 korteks ve NLRP3 IL-1P Minosiklin (30 giin) IL-1p IL-1p Gomez ve ark.,

Fare hipokampiis 2016)

!Kaspaz-1 protein diizeyleri; kolorimetrik kaspaz-1 aktivite assay kiti kullanilarak degerlendirilmistir. IL-1B serum diizeylerine florasan
manyetik bead-based immunoassay ile bakilmistir.
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

rastiniey Arastirillan
Model/Hastahk Denek Doku tipi inflamazom i tsokin Etkili molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot  ELISA
IL-1PB A-804598
Akut Kisitlama . N TNF- o (P2X7 i (Iwata ve ark.,
stresi (1saat) ~ owan  Hipokampiis — NLRP3 (mikrodiyaliz) ~ reseptor NLRP3 2016b)?
antagonisti)
NLRP3,
NLRP3 IL-1B, IL-18, ASC
Sub-kronik Prefrontal IL-6, TNF- a, . Kaspaz-1, .
kisitlama stresi  Sican korteks ﬁi’sc 1 IL-2, IL-17, gﬂ:‘tas'” ) NF-KB, - IL-18 Sli‘h '20"1%&)
(7 giin) Hipokampiis NF_iB IFN-y (akis ve. IL-1, .
sitometrisi) IL-18, IL-6,
TNF- a
Hipokampiis, NLRP3 . NLRP3 i
KOHS (8 hafta) Fare makrofaj Kaspaz-1 IL-1B (Fiuhoalé;s:; n Kaspaz-1 zls_erluﬁm) gg%;e ark.,
hiicreleri IL-1B
NLRP3 ) Apigenin NLRP3 : .
KOHS (6 hafta)  Sigan Eg&:{;ﬁgtal Kaspaz-1 :::ig (biflavanoid) - Kaspaz-1 :tig gf)ll\g)e G
ASC (3 hafta) ASC
Depresyon insan I?;LT;%LT:Q AIM2 ) ) AIM2 ) i (Momeni ve
hastalar: . . ASC ASC ark., 2016)3
hiicreleri

?Calismada total NLRP3 protein diizeyinin stres grubunda kontrole gore anlamli olgiide degismedigi, ancak anti-ASC ile ko-
immiinpresipitasyon yapildiginda ‘aktif NLRP3’ olarak yorumlanan NLRP3 diizeylerinin stres ile arttigi gosterilmistir.3Hastalarda AIM2
diizeyleri degismemistir.
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

prrastridy Arastirilan Etkili
Model/Hastallkk  Denek Doku tipi inflamazom sitokin molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot  ELISA
N Wild-type NLRP3 NLRP3
Ogre‘.“ll.‘lr(“s TLR4-/- Hipokampiis  Kaspaz-1 \'/'g'slifokin el TLR4 Kaspaz-1 IL-1p ;ﬁ?eg%i’g)
garesizil fare NF-«B P NF-«B g
LPS ve yiizme NLRP3 NLRP3 Ela';)zg_ 1
stresi ile Fare; Kaspaz-1 IL-1B ProlL-1p Prokaspaz-1 (Zhang ve
indiiklenen Wild type Diensefalon  Prokaspaz-1  ProlL-1pB - IL-1p - ark., 2016)
titkenmislik NLRP3-/- ProlL-1p o
sendromu
IL-1B . IL-1B IL-1B
Prefrontal  NLRP3 TNF-o (Fg'(‘éac"i'{‘ TNF-o NLRP3 TNF-o (Slusarczyk ve
Prenatal stres Sigan korteks Kaspaz-1 IL-6 kemokin) ' IL-6 Kaspaz-1 IL-6 ark 201g)
Hipokampiis ASC IL-18 (tek doz) IL-18 ASC IL-18 v
CCL2 CCL2 CCL2

NLRP3

Kaspaz-1
Overektomi ile NLRP3 ASC
indiiklenen Kaspaz-1 NLRP3 (P2X7
depresyon- Fare Hipokampiis ASC :tig ; IL-1B TLR-4) :Hg %‘1‘6‘;9 1
benzeri (P2X7 IL-18 prolL-1p
davranislar TLR-4) prolL-18

IL-1B

IL-18

64



Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

grashnigy Arastirillan
Model/Hastahk Denek Doku tipi inflamazom i tsokin Etkili molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot ~ ELISA
Overektomi ile NLRP3 E;;Zj_l
indiiklenen . . Kaspaz-1 IL-1P . NLRP3 IL-1B (Wang ve ark.,
depresyon-benzeri Fare Hipokampils ASC IL-18 Egzersiz ﬁf)?l L-1p IL-18 2016)
davramslar Pro/IL-18
Mangiferin
NLRP3 IL-1p (Mangifera IL-1p NLRP3 (Cao ve ark
KOHS (6 hafta) Fare Hipokampiis ASC IL-18 indica) IL-18 ASC - 2017) !
Kaspaz-1 TNF-o Fluoksetin TNF-o Kaspaz-1
(3 hafta)

Bakteriyel LPS Prefrontal NLRP3 IL-1P Balik yag! IL-1B NLRP3 (Dang ve ark.,
uygulamasi Sigan korteks POXTR IL-6 (3 hafta) IL-6 POXTR - 2017)
(2 hafta) Hipokampiis TNF-a

Hipokampiis NLRP3 Banxia-houpu NLRP3

Hipotalamus Kaspaz-1 IL-1p (Geleneksel Cin Kaspaz-1 IL-1B (Jia ve ark
KOHS (12 hafta)  Sican Prefrontal Asg t1bbr), - ASC (seum)  Soipy

korteks Fluoksetin IL-1B

Karaciger (6 hafta)
Erken donem

h NLRP3 NLRP3*

bakteriyel LPS Prefrontal Kaspaz-1 Kaspaz-1 (Lei ve ark.,
uygulamasi Sigan korteks ASC - - - ASC - 2017)"
(Postnatal Hipokampiis
2. hafta)

4NLRP3 inflamazomu immiinohistokimyasal yontemle de incelenmistir.
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

grashnigy Arastirillan
Model/Hastahk Denek Doku tipi inflamazom i tsokin Etkili molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot  ELISA
NLRP3 IL-1P Ferrulik asit IL-1B NLRP3 IL-1p .
KOHS (12 haf Fare Prefrontal Kaspaz-1 IL-6 Fluoksetin IL-6 Kaspaz-1 (serum ve (Liu ve ark.,
afta B i § B
( ) korteks NF-xB TNF-a (4 hafta) TNF-a NFxcB prefrontal ~ 2017)
korteks)
NLRP37
Fare NLRP3 NLRP3 IL-1B
.. Hipokampiis NF-xB IL-1B (serumve  (Suve ark.,
+ - -
KOHS (4 hafta) I\ILRPS NF-xB hipokamp ~ 2017)
Fare ..
iis)
P2X7 reseptor
antagonistleri
BBG ve
NLRP3 A438079 ool
.. . . Kaspaz-1 IL-1P (yalnizca i i (Yue ve ark.,
KOHS (3 hafta) Sican Hipokampiis ASC depresif ASC 2017)°
IL-1B
davraniglar
tizerindeki etkisi
yoniinden
calisilmistir.)

SCalismada NLRP3 protein diizeyinin stres grubunda kontrole gore anlamli dlgiide degismedigi gosterilmistir. Ancak anti-ASC ile ko-
immiinpresipitasyon yapildiginda ‘aktif NLRP3’ olarak yorumlanan NLRP3 diizeylerinin stres ile arttig1 gosterilmistir.
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Tablo 2. NLRP3 inflamazomu aktivasyonunun gosterildigi stres ve depresyon ¢alismalari (devam).

Arastirilan

Model/Hastahk Denek Doku tipi inflamazom Ars?fgli:i'rl]an Etkili molekiil Yontem Kaynak
bileseni
PCR Western blot  ELISA
IL-1B
NLRP3 IL-1B IL-18
Bakteriyel LPS . N Kaspaz-1 IL-18 Kaspazl NLRP3 TNF- a (zhu ve ark.,
Fare Hipokampiis inhibitorii (Ac- - Kaspaz-1
uygulamasi ASC TNF- a IL-10 2017)
IL-10 YVAD-CMK); ASC
- (serum ve
hipokampiis)
Fluoksetin,
paroksetin,
ATP uygulanan . IL-1p U:;ﬁ;;:ﬁ;?n NLRP3 IL-1p (Alcocer-
II—::’-I hiicre In vitro - NLRP3 IL-18 desvenlafaksin, - IL-1P IL-18 Srokmgéll%
att agomelatin, .
amitriptilin,
imipramin
Fluoksetin,
paroksetin,
. mirtazapin
Periferal kan - (Alcocer-
Majér depresyon ;.\ mononiikleer NLRP3 IL-15 venlafaksin, NLRP3 - IL-1p Gomez ve
hastalari .. . IL-18 desvenlafaksin, IL-18
hiicreleri . ark., 2017)
agomelatin,
amitriptilin,
imipramin
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4.4. Depresyon ve Nitriderjik Sistem

MSS’de yaygin fonksiyonlar {stlenen atipik yapida norotransmitter ve
néromodiilator olan NO; L-arjininden NOS enzimi araciliiyla sentezlenmektedir.
NOS enziminin doku veya hiicre tipine gore ekspresyonlar1 farklilik gésteren ve temel
olarak buna gore smiflandirilan {i¢ izoformu bulunmaktadir (Montezuma ve ark.,
2012). Bunlar; nNOS, iNOS ve eNOS izoenzimleri olup; {i¢ izoenzimin de MSS’de
eksprese oldugu bilinmektedir. nNOS ve eNOS izoenzimleri beyinde yapisal olarak
bulunmakta ve aktiviteleri kalsiyum/kalmoduline bagimli olarak diizenlenmektedir
(Dhir ve Kulkarni, 2011). Beyinde en fazla ve yaygin eksprese olan nNOS izoenzimi
glutamaterjik NMDA reseptor kanalinin agilmasi ve kalsiyumun hiicre i¢ine girmesi
ile aktive edilmektedir (Chen ve ark., 2015). Yapisal izoenzimlerden farkli olarak
iNOS enziminin aktivasyonu kalsiyum/kalmodulin bagimsiz olarak diizenlenmekte ve
bazal fizyolojik kosullar altinda az eksprese oldugu bilinmektedir. Temel olarak
makrofaj ve glial hiicrelerde bulunan iNOS enziminin ekspresyonu; immiin satagma
veya inflamatuvar uyaranlar varliginda de novo sentez yoluyla diizenlenmektedir (Dhir

ve Kulkarni, 2011).

Nitriderjik sistemin depresyon patofizyolojisinde rol oynayan Onemli
mekanizmalardan biri oldugu kabul edilmektedir (Kudlow ve ark., 2016) (Sekil 20).
Bu sistemde L-arjinin/NOS/NO sinyal yolaginda meydana gelen asir1 aktivasyonun;
nitrozatif ve oksidatif stres yanitlarin1 baglatarak, kronik stres ve depresyon tablosunda
gorillen noéronal hasar ve nodroinflamasyon siireglerine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (Chen ve ark., 2015; Dhir ve Kulkarni, 2011; Kudlow ve ark., 2016).
Kronik stres maruziyetinin artmis reaktif oksijen ve NO radikalleri ile iliskili
bulundugu, bunun antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi bir oksidatif ve
nitrozatif stres tablosuna yol agtig1 gosterilmistir (Gawali ve ark., 2017). Bununla
iligkili olarak ¢esitli stres modelleri ve depresyonda NOS ekspresyon degisimleri rapor

edilmistir (Madrigal ve ark., 2001; Peng ve ark., 2012; Zlatkovic ve Filipovic, 2013).
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Sekil 20. Stres ve depresyonda nitriderjik sistemin rolii. MSS’de NO iiretiminden
temel sorumlu enzim nNOS izoenzimidir (1). NO diizeyi arttiginda, cesitli proteinlerin
ve glutatyonun tiyol gruplarina (protein-SH) kovalent olarak baglanir (2,3) ve bu
baglanma sonucu S-nitrozoproteinleri ve S-nitrozoglutatyon olusumlar1 meydana gelir
(4). NO’nun diger taraftan siiperoksit radikali (O2) ile hizli reaksiyona girmesiyle
norotoksik 6zellikteki peroksinitrit (ONOQO) radikali meydana gelir. Peroksinitrit ise
proteinlerin tirozin rezidiileri (Tyr) ile etkileserek 3-nitrotirozin tiirevlerinin
olugmasindan sorumludur (5). Bu nitrozillenme ve nitrotirozinlenme reaksiyonlari
NO’nun norotoksik ve beraberinde gelisen norodejeneratif etkileri ile yakindan
iligkilidir. NO ve peroksinitrit diizeylerinin artmasi; hiicrenin elektron transport
zincirinin ve enerji kullaniminin bozulmasina yol agar (6). Gerek post-sinaptik nNOS
gerekse glial hiicrelerde iNOS araciligityla olusan NO pre-sinaptik ndrona difiize
olarak bir norotransmitter/ndromodiilator iglevi goriir ve pre-sinaptik nérondan
glutamat salinimini artirir (7). Glutamat diizeylerinin yiikselmesi post-sinaptik NMDA
reseptorlerinin aktivasyonuna ve hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun artmasina neden
olur. Bu da kalmodulin varliginda NO iiretimini daha da artirir (8). Stresle artan
inflamatuvar sitokinlerin ve HPA ekseni hiperaktivitesinin NO diizeylerini artirdig:
bilinmektedir (9,10). NO’nun artmas1 ise hipokampal glukortikoid reseptdrlerinde
downregiilasyona neden olarak HPA eksen aktivitesi ve inflamasyon yanitlarinin daha
da siddetlenmesine yol agmaktadir. Bu iliskinin depresyonun gelismesinde énemli rol
oynadig diisiiniilmektedir (11). Nitrik oksit; NO, nitrik oksit sentetaz; NOS, ndronal
NOS; nNOS, indiiklenebilir NOS; iNOS, glukokortikoid reseptor; GR, kortikosteroid;
Kort, mineralokortikoid reseptor; MR, kortikotropin saliverici hormon; CRH,
glutamat; Glu, NMDA reseptorii; NMDAR (Chen ve ark., 2015).
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Yapilan deneysel ¢alismalarda segici veya segici olmayan ¢esitli NOS enzimi
inhibitorlerinin  antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi gosterilmistir
(Wegener ve Volke, 2010). Bu kapsamda segici olmayan NOS inhibitorii N®-nitro-L-
arjinin metil esteri (L-NAME), se¢ici nNOS inhibitorlerinden 7-nitroindazol ve
aminoguanidin basta olmak tiizere ¢esitli iNOS inhibitorlerinin akut veya kronik
antidepresan etki potansiyellerine dikkat ¢ekilmistir (Chen ve ark., 2015; Dhir ve
Kulkarni, 2011; Wegener ve Volke, 2010). Ayrica giiniimiizde kullanilan mevcut
antidepresan ilaglardan SSRI grubundan paroksetin basta olmak iizere bazi iiyelerin
NOS inhibisyonu meydana getirdigi gosterilmis ve buradan hareketle NO sinyal yolagi
modiilasyonunun antidepresan etki mekanizmasinda rol oynayabilecegi fikri
giiclenmistir (Chen ve ark., 2015; Finkel ve ark., 1996; Wegener ve Volke, 2010).
NOS inhibitorlerinin klasik antidepresan ilaglarla ortaya ¢ikan nérotransmitter ve
reseptor diizeyindeki etkilere benzer norobiyolojik degisimler meydana getirdigi de
farkli galismalarca ifade edilmektedir. Ornegin hipokampiis bélgesinde sinaptik
araliktaki serotonin ve dopamin diizeylerinin NOS inhibitorleri ile yiikseldigi, diger
taraftan L-arjinin uygulamasi ile ilgili norotransmitter seviyelerinin azaldigi
gosterilmistir. Bunlarin yaninda NOS inhibitorlerinin serotonerjik antidepresan ilaglar
ile elde edilen farmakolojik yaniti giiclendirebilecegine iliskin c¢alismalar so6z

konusudur (Dhir ve Kulkarni, 2011).

Depresyonda glutamat ve ndrotoksik bilesikler aracili artmis NMDA reseptor
trafigi goz oniinde bulunduruldugunda, nitriderjik sistemin depresyon patogenezindeki
onemine dikkat ¢eken bir diger yaklasim da basta NMDA reseptor antagonisti ketamin
ile elde edilen antidepresan etkilerdir. Yakin tarihte gerceklestirilen bir ¢alismada
ketaminin antidepresan etkilerinde NO sinyal yolagi modiilasyonunun kismen rol
oynadig1 gosterilmis ve bu kapsamda nitriderjik sistemin depresyon patogenezindeki

onemine bir kez daha dikkat ¢ekilmistir (Liebenberg ve ark., 2015).

Nitriderjik sistem ve depresyon arasindaki s6z konusu iliskiden yola ¢ikilarak;
ozellikle son donemde depresyonda inflamasyon yanitlarinin diizenlenmesinde NO
sinyal yolagi modiilasyonunun potansiyel degeri giindeme gelmistir (Kudlow ve ark.,
2016; Tomaz ve ark., 2014).
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4.5. Agmatin

Agmatin (4-aminobiitilguanidin), L-arjinin aminoasidinin arjinin dekarboksilaz
(ADK) enzimi araciligiyla dekarboksillenmesi ile olusan poliamin yapida bir maddedir
(Ramani ve ark., 2014). Ilk kez 1910 yilinda Alman arastirmaci Albrecht Kossel
tarafindan ringa balig1 spermindeki kesfinden sonra izleyen yillarda agmatinin bakteri,
bitki ve omurgasizlar olmak {izere dogada yaygin bulunan bir biyolojik amin oldugu
gosterilmistir (Tabor ve Tabor, 1984). Kesfinden yarim asr1 askin bir siire sonrasina
kadar agmatin ve sentezinden sorumlu ADK enziminin memelilerde de eksprese
edildigi bilinmemekteydi. 1994 yilinda Li ve arkadaslarinin imidazolin reseptdrlerine
endojen ligand arayiglari ¢ergevesinde gergeklestirdikleri ¢alismalari; memelilerde
endojen agmatinin kesfine sebebiyet vermistir (Li ve ark., 1994). ilgili ¢alismada s1gir
beyninden izole edilen bir molekiiliin imidazolin ve a-2 adrenerjik reseptorlerine
baglandigr gosterilmis; ‘klonidinin yerini alan madde (clonidine-displacing
substance)’ olarak adlandirilan bu molekiiliin kiitle spektroskopisi ile dekarboksile
arjinin; agmatin oldugu ilk kez gosterilmistir (Li ve ark., 1994). Aymi c¢alismada
agmatin yaninda sentezinden sorumlu ADK enziminin de memeli beyninde eksprese
edildigi ilk kez gosterilmistir. 90’11 yillarin basindaki bu kesiften sonra agmatinin
gerek reseptor gerekse enzim diizeyinde cesitli fizyolojik etkileri aydinlatilmis ve
beyinde ndrotransmitter/ndromodiilator olabilecegi fikri ortaya atilmistir (Reis ve
Regunathan, 1999; Reis ve Regunathan, 2000). Giiniimiize kadar olan 20 yili askin
stirecte agmatinin aralarinda depresyon gibi duygudurum bozuklarinin da bulundugu
cesitli psikiyatrik hastaliklarda ve MSS ile iliskili cesitli patolojilerde potansiyel
terapotik degeri olabilecegine yonelik ¢alismalar giderek hiz kazanmistir (Piletz ve
ark., 2013).

4.5.1. Ekzojen kaynaklar:

Memelilerde endojen agmatinin ancak bir kisminin enzimatik yolla de novo
sentezi ile elde edildiginden bahsedilebilir (Molderings ve ark., 2003b; Raasch ve ark.,
2001). Nitekim, fizyolojik agmatin diizeyleri biiyiik oranda bagirsak mikrobiyotasi ve

agmatin igeren besinlerin diyet yoluyla viicuda alinmasiyla gastrointestinal yolla
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bagirsaklardan absorpsiyon sonucu saglanmaktadir (Galgano ve ark., 2012; Haenisch
ve ark., 2008; Molderings ve ark., 2003b).

Gastrointestinal liimendeki yiiksek agmatin igeriginin ii¢ temel kaynagi oldugu
bilinmektedir. Bunlardan birincisi; fizyolojik bagirsak mikroflorasidir. Fizyolojik
bagirsak mikroflorasinda bulunan Bacteroides vulgatus, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus acidophilus, Veillonella dispar ve E. coli Nissle gibi yararli bakterilerin
yapilarinda yiliksek oranda agmatin bulundurduklar1 ve ortama agmatin salgiladiklar
gosterilmistir (Haenisch ve ark., 2008). Bacteroides ailesinin diger bazi iiyelerinin
(Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron) ve bagirsakta yerlesim gosteren
bir diger yararli bakteri tiirii olan Bifidobacterium bifidum’un da bahsi gecen ilk bakteri
ailelerine kiyasla daha az diizeyde ancak yine de 6nemli miktarlarda agmatin icerdigi
rapor edilmistir (Haenisch ve ark., 2008). Yararli bakterilerin diginda yiiksek oranda
agmatin igeren ve salgilayan patojen bakterilerden biri de Helicobacter pylori’'dir
(Molderings ve ark., 2003b). Gastrointestinal liimendeki agmatin igerigi ikinci olarak;
agmatin iceren besinlerin diyet yoluyla viicuda alinmasit ve sindirim kanalina
ulagmalar1 sonucu saglanmaktadir. Bazi besinlerin agmatin igerikleri Tablo 3’te

gosterilmistir (Galgano ve ark., 2012; Molderings ve ark., 2003b) (Tablo 3).

Agmatin balik ve deniz iirlinleri basta olmak tlizere, en fazla et iiriinleri ile mayali
gida ve igeceklerde bulunmaktadir. Agmatinin 6zellikle mikrobiyal aktivite ile iliskili
fermentasyon siireglerinin eslik ettigi islenmis et {iriinlerinde ve fermente besinlerde
(bira, sarap, sake gibi) yiiksek oranda bulundugu bilinmektedir (Galgano ve ark.,
2012). Besin ve bagirsak mikrobiyotasi disinda gastrointestinal liimendeki bir diger
agmatin kaynagi ise deskuamoz gastrointestinal epitel hiicreleri olup; luminal agmatin
diizeyi tizerindeki etkisinin gorece az oldugu diistiniilmektedir (Benamouzig ve ark.,
1997).
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Tablo 3. Agmatin i¢eren bazi besin kaynaklar1 (Molderings ve ark., 2003Db).

Besin Agmatin icerigi Besin Agmatin icerigi
Bahk Et
Taze balik <20 mg/kg Domuz eti <1,5 mg/kg
Tuzlanmus ringa baligi 217 mg/kg Sigir eti <2,5 mg/kg
Dikenli ¢iitre balig 112 mg/kg Tavuk eti <7 mg/kg
Islenmis et {iriinleri
Konserve anguez 62 mg/kg (sosis, jambon) <10 mg/kg
Konserve sardunya 80 mg/kg AlKkollii icecekler
Kabuklu deniz ve balik
iiriinleri Bira <15 mg/l
Tuzlanmis kalamar 650 mg/kg Sake 114 mg/l
Deniz kabugu 2-224 mg/kg Kirmiz1 sarap* *-22 mg/l
Alaska komiir balig
havyari 73 mg/kg Beyaz sarap® *-6,5 mg/l
Nisastali Besinler Likor *
Piring * Alkolsiiz icecekler
Misir * Cay *
Bugday unu 0,5-82 mg/kg Kavrulmus kahve *-1,2 mg/kg
Patates * Hazir kahve 0,4-5,3 mg/kg
Siit ve yumurta iiriinleri Sebzeler
Tavuk yumurtast * Ispanak <1 mg/kg
Inek siitii <0,2 mg/kg Soya fasiilyesi *
Yogurt <0,4 mg/kg Havug *
Peynir * Mantar *
Eski peynir <30 mg/kg Patlican *

* Miktar1 tayin edilemeyen diizeyleri ifade etmektedir. * Galgano ve ark. (2012)’den alinmustir
(Galgano ve ark., 2012).

4.5.2. Biyosentezi ve metabolizmasi

Organizmada endojen agmatin sentezi esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’den
ADK enzimi aracilifiyla gerceklesmektedir. Arjinin ayrica NOS enzimi ile NO ve
sitriilin; arjinaz enzimi ile ornitin ve poliaminlerin sentezlerinde de 6ncii madde olarak
fonksiyon gostererek, bahsi gecen 3 06zgiil metabolik yolakta ilgili maddelerin
sentezlerinde temel basamakta yer almaktadir (Satriano, 2003; Satriano, 2004)

(Sekil 21).
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Sekil 21. L-arjinin metabolizmasi. L-arjininden koken alan 3 farkli metabolik yolak
ile agmatin, NO ve poliamin sentezleri gergeklesmektedir. Arjinin dekarboksilaz;
ADK, nitrik oksit; NO, nitrik oksit sentetaz; NOS, ornitin dekarboksilaz; ODK.

Arjininden koken alan ve poliamin sentez yolagini katalize eden enzim arjinaz
enzimidir. Bu yolagin ilk basamaginda arjinin arjinaz enzimi ile ornitine; olusan
ornitin de ornitin dekarboksilaz (ODK) enzimi ile alifatik poliaminlerin Onciilii
putreskine doniismektedir. Bu doniisim poliamin sentezinde birinci basamak
reaksiyonudur. Putreskin olusumunu spermidin ve spermin olmak {izere diger iki
poliamin sentezi izler. Boylelikle putreskinden spermidin sentaz ile spermidin;
spermidinden de spermin sentaz ile spermin poliaminleri meydana gelir. Poliamin
sentezinin bahsi gegen her iki basamagi da S-adenozil-S-metil-homosisteamin’in
aminopropil donorii olarak reaksiyona katilmasiyla gergeklesir. Poliaminler fizyolojik
pH’da hidrofilik 6zellik gosteren polikatyonik molekiiller olup viicutta yaygin olarak
bulunurlar. Polikatyonik yapilar1 geregi hiicrede DNA, RNA ve fosfolipitler gibi
polianyonik molekiillerle etkileserek organizmada yaygin biyolojik fonksiyonlar
gosterirler (Ramani ve ark., 2014). Poliaminler DNA stabilizasyonu ve
konformasyonu, hiicre i¢i sinyal iletimi, gen transkripsiyonu, ¢esitli iyon kanallarinin
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, sindirim sistemi fonksiyonlari, bagisiklik, yara

iyilesmesi, hiicre proliferasyonu gibi ¢ok genis yelpazede fizyolojik fonksiyonlara
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sahiptir (Ramani ve ark., 2014). Poliaminler oksidasyon ve/veya asetilasyon
reaksiyonlarina ugrayarak katabolize edilirler. Putreskin diamin oksidaz (DAO)
enzimi araciliiyla oksidasyona ugrayarak gama-amino-butirik asit (GABA)’e
doniistir. Spermidin ve spermin; spermidin/spermin asetil transferaz (SSAT) enzimi
ile N-asetilasyona ugrayarak sirasiyla N-asetilspermidin ve N-asetilspermin’e; N-
asetil formlar1 da poliamin oksidaz enzimi ile oksidasyona ugrayarak yeniden
putreskine ¢evrilir. Spermidinden farkli olarak spermin asetilasyon reaksiyonuna
maruz kalmaksizin direkt oksidasyona da ugrayabilmektedir. SSAT enzimi poliamin
katabolizmasinda ve dolayisiyla hiicre poliamin homeostazinin saglanmasinda kritik

oneme sahiptir (Ramani ve ark., 2014).

Arjininden sentezlenen bir diger poliamin yapidaki madde olan agmatin diger
poliaminlerden farkli bir sentez yolagi iizerinden; ADK enzimi araciligiyla sentezlenir
(Grillo ve Colombatto, 2004). Agmatin; diger poliaminlerin sentez ve metabolizmasini
kontrol etmesi agisindan poliamin homeostazinin diizenlenmesinde fonksiyonel bir
oneme sahiptir (Sekil 22) (Piletz ve ark., 2013). Poliaminler tizerinde agmatin aracili
gerceklesen soz konusu diizenleme kismen agmatinin metabolizmasi ile iligkilidir.
Agmatin metabolizmasinda agmatinaz ve DAO olmak {izere 2 farkli enzim rol
oynamaktadir. Agmatinaz enzimi temel olarak beyinde; DAO enzimi ise periferik
yapilarda agmatinin yikilmasindan sorumludur (Gilad ve ark., 1996; Lortie ve ark.,
1996). Agmatin beyinde agmatinaz enzimi ile poliaminlerin ve ayrica ndrotransmitter
GABA’nin 6ncii maddesi olan putreskine doniisiir (Gilad ve ark., 1996; Molderings
ve Haenisch, 2012). Dolayisiyla beyinde agmatin metabolizmasi kismen poliamin
sentezine aracilik etmektedir. Diger taraftan karaciger, bobrek gibi periferik yapilarda
agmatin DAO enzimi ile oksidasyona ugrayarak guanidinobiitiralaldehit’e dontisiir.
Aldehit dehidrojenaz enzimi araciligiyla guanidinobiitiralaldehit’ten son iiriin olan
guanidinobiitirik asit seklinde bobreklerden itrah edilir (Sekil 22) (Lortie ve ark.,
1996).

Agmatinin poliamin sistemi iizerindeki diizenleyici rolii yalnizca agmatinaz

tizerinden putreskine doniisiimii; dolayisiyla poliamin sentezine katkida bulunmasi ile
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sinirli degildir. Aksine agmatin biiylik oranda poliamin yanitlarinin azaltilmasi ve

kontrol edilmesi ile iliskili rol tistlenmektedir.

Ure dongiisii
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Sekil 22. Agmatin metabolizmasi, poliaminler ve NO. Arjinin dekarboksilaz; ADK,
aldehit dehidrojenaz; AlIdDH, diamin oksidaz; DAO, nitrik oksit; NO, nitrik oksit
sentetaz; NOS, ornitin dekarboksilaz; ODK, spermidin/spermin asetil transferaz;
SSAT, poliamin oksidaz; PAO.

Agmatin; poliamin sentezinin ilk basamaginda gorev alan ODK enzimine
baglanan ve enzimi inaktive eden 6zel bir protein olan antienzimi aktive ederek
poliamin sentezini ilk basamakta, enzim aktivitesi {izerinden azaltir (Sekil 22)
(Satriano, 2004). Ikinci olarak agmatin poliaminlerin N-asetilasyona maruz kalarak
yikimindan sorumlu olan SSAT enzimini indiikleyerek poliamin metabolizmasim
hizlandirir (Sekil 22) (Ramani ve ark., 2014). Diger taraftan kendisi de bir poliamin
olan agmatin diger poliaminler ile poliamin transport sistemleri i¢in yarigarak hiicre
ici poliamin diizeyinin, dolayisiyla poliamin yanitlarinin azaltilmasinda rol

oynamaktadir (Satriano, 2004).

Arjininden koken alan diger sentez yolagi olan NOS aracili NO ve sitriilin
olusumu da agmatinin kontrolii altindadir (Sekil 22). Agmatin NO olusumunu 2 temel

mekanizma ile azaltmaktadir: i) nNOS ve iNOS enziminin agmatin tarafindan direkt
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inhibisyonu (Demady ve ark., 2001; Regunathan ve Piletz, 2003). ii) agmatinden DAO
enzimi ile olusan metaboliti agmatin aldehit’in NOS aktivitesini agmatinden daha
potent bir bigimde inhibe etmesi (Satriano ve ark., 2001). DAO aracili gergeklesen
NOS inhibisyonu periferik yapilarda gozlenen bir mekanizma olup beyinde NO
sentezinin agmatin aracili azaltilmasina eslik ettigi diisiiniilmemektedir (beyinde
agmatin  metabolizmas1  temel olarak agmatinaz enzimi araciligr ile
gerceklesmektedir.). nNOS ve iNOS fizerindeki inhibitor etkisinin aksine; agmatinin
eNOS aktivitesini indiikledigi bilinmektedir (Mun ve ark., 2010).

Agmatinin arjininden koken alan diger iki metabolizma yolagi olan NO ve
poliamin sentezini yukarida agiklanan mekanizmalar araciligiyla kontrol etmesi;
organizmada poliamin stres yamitinin diizenlenmesindeki kritik roliinii giindeme
getirmistir (Gilad ve ark., 2001; Satriano, 2004). Poliamin stres yaniti; organizmada
inflamasyon, travmatik stres ya da hasar gibi herhangi bir stres uyaranina karsi
hiicresel diizeyde gelistirilen adaptif ve koruyucu bir yanit olup; erken evrede, saniye
veya dakikalar i¢inde meydana gelen NO sentezinin artmast ve bunu izleyen dakika
veya saatler igerisinde gegici poliamin sentezinin artmasi ile karakterizedir (Gilad ve
ark., 2001; Piletz ve ark., 2013; Satriano, 2004). Ancak asirt NO/poliamin olusumu
organizmada uygun olmayan arjinin kullanimi, nitrézatif stres ve hiicre 6liimlerine yol
acarak maladaptif bir yanita doniisebilmektedir. Bu yoniiyle organizmada poliamin
stres yanitinin siki bir bigimde kontrol edilmesi ve diizenlenmesi biiylik 6nem

tasimaktadir. Bu da temel olarak agmatin ile saglanmaktadir (Satriano, 2004).

4.5.3. Kinetik profili

Ozellikle 2000’li yillarin baslarinda yapilan in vitro ve in vivo radyoaktif
isaretleme caligmalari; agmatinin biyolojik membranlardan gecis, absorbsiyon ve
dagilim gibi kinetik profiline biiyiik dl¢tide 151k tutmustur (Molderings ve ark., 2001,
Molderings ve ark., 2003b; Molderings ve ark., 2002).

Fizyolojik pH’da katyon yiikli bir molekiil olan agmatinin biyolojik
membranlardan gecisi agmatine 6zgii tagiyici sistemler araciligiyla saglanabilmektedir
(Molderings ve ark., 2001; Molderings ve ark., 2003a; 2003b). Agmatin oral yoldan
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alindiginda gastrointestinal sistemde mide ve bagirsaklardan tasiyici aracili absorbe
edilerek viicuda yaygin olarak dagilmaktadir (Molderings ve ark., 2003b). Agmatinin
KBB’yi gecebildigi ve enterohepatik siklusa girdigi gosterilmistir (Molderings ve ark.,
2003; Piletz ve ark., 2003). Oral yoldan radyokarbon (**C) ile isaretlenmis agmatin
verilen sicanlarda organ ve dokulardaki radyoaktivite diizeyleri incelenmig; agmatinin
en yliksek oranda (%67+7) karacigerde toplandigi, idrarda yogun ve kanda ise diisiik
radyoaktiviteye rastlandigi gosterilmistir (Molderings ve ark., 2002). Kandaki diisiik
agmatin radyoaktivitesinin dokularda yerlesim gosteren agmatin transport sistemleri
ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Plazma agmatin konsantrasyonunun gorece diigiik
ve tespit edilebilen degerin alti (<0,1 ng/ml) ile 5,8 ng/ml arasinda degiskenlik
gosterdigi rapor edilmistir (medyan deger: 0,33ng/ml). Agmatin biiyiik oranda
glomeriiler filtrasyon yoluyla kan dolagimindan arindirilarak bobrekler yoluyla itrah

edilmektedir (Molderings ve ark., 2002).

Agmatinin viicuttaki yazgisi biiyiik oranda bulundugu doku veya organa baglidir.
Bobrek ve karacigerde agmatin metabolizmas: temel olarak DAO enzimi ile
guanidinobiitiraldehit’e doniisiimii seklinde gerceklesmektedir. Hepatosit hiicrelerinde
agmatinin metabolizmasimnin incelendigi bir ¢alismada %50’sinin DAO enzimi aracili
guanidinobiitiraldehit’e doniistiiriildiigii; %30’unun degismeden kaldigi; %10’ unun
putreskin, spermidin poliaminlerine cevrildigi; %1’inin GABA’ya dontstiirildigi
gosterilmistir (Cabella ve ark., 2001). DAO enzim inhibisyonunun plazma agmatin
diizeyini iki kata kadar artirdigi bilinmektedir. Dolayisiyla periferik yapilarda
agmatinin metabolizmasindan genel olarak DAO enzimi sorumludur. Diger taraftan
beyinde agmatin agmatinaz enzimi ile metabolize edilmektedir (Haenisch ve ark.,
2008; Molderings ve ark., 2003).

4.5.4. Viicuttaki dagilim

Agmatin organizmada beyin, periferik organlar ve plazmada yaygin dagilim
gostermektedir. Yetiskin erkek Sprague Dawley siganlarda agmatinin viicuttaki

dagilimi incelenmis; en yiiksek konsantrasyonda midede olmak iizere sirasiyla aort,
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ince ve kalin barsak, dalak, akciger, adrenal bez, bobrek, kalp, karaciger, iskelet kast,

beyin, testis ve plazmadaki varligi gosterilmistir (Tablo 4) (Raasch ve ark., 1995).

Tablo 4. Agmatinin doku dagilimi. Doku konsantrasyonlari ng/g 1slak doku iizerinden
ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir (Raasch ve ark., 1995).

Doku Agmatin
(ng/g doku)
Mide 71,00+10,33
Aorta 57,41+12,74
Ince barsak 55,3549,39
Kalin barsak 27,86+6,73
Dalak 17,38+3,17
Akciger 10,23+2,82
Vas deferens 9,454+2,08
Adrenal bez 6,97+3,29
Bobrek 6,45+1,40
Kalp 6,03+0,79
Karaciger 5,63+0,87
Iskelet kasi 5,30+0,72
Beyin 2,40+0,60
Testis 2,04+0,22
Plazma 0,45+0.05

Raasch ve arkadaslarinin yaptiklari ayni ¢alismada agmatinin doku dagilimi ayrica
erkek Long Evans si¢anlarinda da incelenmistir. Her iki susta da agmatin yaygin doku
dagilimi gdstermesine karsin dagilim oranlar1 bazi farkliliklar géstermistir. Sprague
Dawley sicanlarda agmatin en fazla midede bulunurken Long Evans siganlarda en

yiiksek konsantrasyon adrenal bezde gozlenmis ve bunu mide izlemistir (Raasch ve
ark., 1995).

2003 yilinda Piletz ve arkadaslan tarafindan fare ve primatlar lizerinde yapilan
caligmada periferik yoldan uygulanan agmatinin KBB’yi gectigi ilk kez gosterilmistir
(Piletz ve ark., 2003). Ilgili calismada agmatin farelere 10, 50 ve 300 mg/kg dozlarinda

intraperitoneal (i.p.) yolla uygulanmig; beyin dokusunda agmatin diizeyleri
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enjeksiyondan 1 ve 3 saat sonra Ol¢ililmiistiir. Agmatin uygulamasindan 3 saat sonra
farelerin beyin agmatin seviyeleri konsantrasyona bagli bir bi¢imde ylikselmistir.
Primatlarda ise agmatin 30 mg/kg dozunda i.v. olarak uygulanmis; plazma ve BOS
igeriginde agmatin konsantrasyonlar1 zamana bagli olarak ol¢lilmiistiir. Enjeksiyondan
15 dakika sonra hem plazma hem de BOS agmatin konsantrasyonlarinin maksimum
diizeye ulastigi gosterilmistir. 43 ve 70. dakikalarda plazma ve BOS agmatin
konsantrasyonu azalmaya baslamis; 196. dakikada ise bazal diizeyine geri donmiistiir.
15. dakikada maksimuma ulasan agmatin konsantrasyonu plazmada 70,2 uM; BOS’da

ise 11,3 uM olarak hesaplanmistir (Piletz ve ark., 2003).

Ayni calismada i.v. arjinin (150 mg/kg) uygulamasindan 43 dakika sonra
BOS’taki agmatin diizeylerini kanda dolasan agmatine kiyasla 22 kat fazla
yiikseltmesi; arjininin BOS taki agmatin prekiirsorii olarak islev gorebilecegi seklinde
yorumlanmistir. Arjinin uygulamasmin 70. ve 196. dakikalarinda sirasiyla BOS ve
plazma agmatin konsantrasyonu bazal diizeylerine geri donmiistiir. Maksimum plazma
agmatin konsantrasyonuna 70. dakikada erisilmis ve 18,2 ng/ml (0,14 uM) olarak
rapor edilmistir. Diger taraftan maksimum BOS agmatin konsantrasyonu 43. dakikada
286 ng/ml (2,2 uM) olarak hesaplanmistir. Arastirmacilar ayrica maymunlarda
intraserebroventrikiiler (i.c.v.) agmatin uygulamasinin (300 pg/kg) plazma ve
intrasisternal agmatin diizeyleri iizerine etkilerini de incelemislerdir. Uygulama
sonras1 196. dakikada intrasisternal BOS’taki agmatin konsantrasyonu maksimum
diizeyine ulagsmis (48,230 ng/ml; 371 uM) ve 24 saat boyunca yliksek seyretmistir.
Plazma agmatin konsantrasyonu ise uygulamanin 60. dakikas1 bazal degerlerin 3 kat1
kadar ytikselerek maksimum diizeye erismis ( 65 ng/mL; 0,5 pM) ve 24 saat boyunca
ayni diizeyde kalmistir. Boylece dolagimdaki agmatinin MSS’ye ge¢gmesinin yaninda
MSS’de bulunan agmatinin de periferik dolasima transfer olabildigi gosterilmistir

(Piletz ve ark., 2003).

Piletz ve arkadaslarinin bahsi gecen caligmalar1 ekzojen agmatinin g¢esitli
calismalarca onerilen MSS etkilerine temel dayanak teskil etmesi acisindan onem
tagimaktadir. S6z konusu ¢aligma ile periferik yoldan uygulanan agmatinin MSS’ye

gectigi ve dolayisiyla MSS’de direkt etkiler olusturabilecegi hipotezi dogrulanmustir.
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Yapilan in vitro ¢aligmalarda agmatinin biyolojik etki olusturan konsantrasyonlarinin
uM aralikta oldugu gosterilmistir. Ornegin agmatin uM konsantrasyonlarda nNOS’u
inhibe edebilmektedir (Demady ve ark., 2001). Piletz ve arkadaslar1 da yaptiklari
caligmalarda periferik yoldan agmatin uygulanmasi ile beyin ve BOS’da agmatinin
uM diizeylere erisildigini ortaya koymuslardir. Ilgili ¢alismada ayrica agmatinin
MSS’den periferik kan dolagimina gectiginin de gosterilmesi dikkat ¢ekicidir. Nitekim
depresyon hastalarinda beyindeki agmatin diizeylerinin plazma diizeylerine yansidig,
tedavi Oncesi ve sonrasi degerlendirmelerle gosterilmistir. Buna gore plazma agmatin
diizeylerinin depresyonla yiikseldigi ve tedaviye yanit alindiktan sonra normal

diizeylerine dondiigii raporlanmistir (Halaris ve ark., 1999).

Agmatinin MSS igerisindeki dagilimi bundan yaklasik 20 yil kadar 6nce yapilan
immiinositokimyasal analizler ile ortaya konmustur (Otake ve ark., 1998; Regunathan
ve ark., 1995; Reis ve ark., 1998). Secliiler ve subseliiler diizeyde incelendigine
agmatinin beyinde genel olarak yaygin bigimde noéronal sitoplazma igerisinde
bulundugu gosterilmistir (Reis et al., 1998; Otake et al., 1998). Noronlar gibi
astrositlerde de ADK enziminin eksprese edilmesine karsin astrositlerde daha diisiik
agmatin immiinoreaktivitesine rastlanmis; bunun da agmatinin astrosit hiicresinde

depolanmamasiyla iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Reis ve Regunathan, 2000).

Agmatinin beyinde seliiler ve subseliiler lokalizasyonu elektron mikroskopisi ile
incelenmis ve temel olarak hipokampal piramidal hiicrelerde bulundugu gosterilmistir
(Reis ve ark., 1998). Piramidal hiicrelerde agmatin-benzeri immiinoreaktivite hiicre
sitoplazmasinda perikarya, dendritler, akson ve akson terminallerinde gozlenmistir.
Perikaryada agmatin immiinoreaktivitesi mitokondri ve tiibiiler vezikiilleri andiran
yogun kiimeler halinde gozlenirken; akson ve akson terminallerinde kiigiik sinaptik
vezikiiller seklinde goriilmiistiir. Agmatinin kii¢iik aksonal vezikiiller igerisinde
bulundugunun gosterilmesi ile agmatinin nérondan saliverilen bir madde olabilecegi

distintilmustir (Reis ve ark., 1998).

Beyinde agmatinerjik néronlarin yaygin olarak bulundugu ve bolgesel dagilim
gosterdikleri rapor edilmistir (Li ve ark., 1994) (Tablo 5). Beyinde agmatinin en fazla
serebral korteks, hipotalamus 'un spesifik bolgeleri, talamus orta hatti, amigdala ve alt
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beyin sap1 bolgelerinden viseral nukleus’da lokalize oldugunu ortaya koymuslardir
(Otake et al., 1998). Serebral korteks’de agmatin en yogun olarak V ve VI.
laminalar’da ve daha az oranda Ill. lamina, retrosplenial, singulat, birincil
somatosensor ve isitme kortekslerinde lokalize olmaktadir. Alt beyin sapinda agmatin
ekspresyonuna ozellikle viseral nukleus, nukleus traktus solitarus, laterodorsal
nukleus, locus coeruleus ve nukleus raphe dorsalis bolgelerinde rastlanmaktadir.
Ortabeyinde ventral tegmental alanlar ve periakuaduktal gri maddede yogun agmatin
immiinoreaktivitesi gdzlenmistir. Onbeyinde preoptik bdlge, amigdala, septum, stria
terminalis, talamus’un orta hatt1 ve hipotalamus sub-kortikal néronlarda agmatinin

yogun olarak bulundugu gosterilmistir (Otake et al., 1998).

Tablo 5. Agmatinin beyin bolgelerindeki dagilimi. Doku konsantrasyonlari ng/g doku
tizerinden ortalamanin + standart hatas1 seklinde gosterilmistir (Li ve ark., 1994).

Agmatin
Bevin Béloeleri
eyin Bolgeleri (ng/g doku)
Pons/Medulla 627+84
Frontal
433+110
korteks
Midbrain 497490
Hipotalamus 481+107
Hipokampiis 348+15
Serebellum 188+45

Agmatinin beyin bolgelerindeki dagilimi g6z 6niinde bulunduruldugunda agmatin
aracilt gerceklesen transmisyonun gerek santral gerekse sistemik bazi fizyolojik
yanitlarin olusmasinda rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ornegin nukleus traktus
solitarus gibi alt beyin sap1 bolgelerinde yogun olarak bulunan agmatinerjik néronlar
ve bu ndronlarin yapmis olduklar1 projeksiyonlar agmatinin viseral sistemdeki olas1
norotransmitter fonksiyonlar1 seklinde yorumlanirken; serebral korteks’den rafe
nukleus, locus coeruleus, subtalamik ve limbik bdlgelere projeksiyon yapan
agmatinerjik  noronlarin  davranis  norobiyolojisinde  rol  oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Nitekim agmatin strese karsi gelistirilen adaptif yanatlar,

duygudurumun diizenlenmesi, agri, otonom ve ndroendokrin yanitlarla iligkili
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subkortikal beyin bolgelerinde de yaygin lokalizasyon gostermektedir (Otake et al.,
1998).

4.5.5. Temel etki mekanizmasi
4.5.5.1. Reseptor etkilesimleri

Agmatinin imidazolin reseptorlerinin endojen bir ligand1 olarak reseptorlerin tiim
alt tiplerine (I, 12 ve 13) ve az-adrenerjik reseptorlere baglandigi bilinmektedir (Piletz
ve ark., 1995; Pinthong ve ark., 1995; Regunathan ve Reis, 1996). Agmatinin ayrica
glutamaterjik NMDA reseptorleri, nikotinik asetilkolin reseptorleri ve 5-HT3
reseptorleri gibi katyon kanali reseptorlerini bloke ettigi gosterilmistir (Loring, 1990;
Molderings ve ark., 1996; Reis ve ark., 1998).

Imidazolin reseptdrlerinin kesfi 1980°1i yillarin sonlarina dayanmaktadir. Santral
etkili antihipertansif bir ilag olan klonidinin az-adrenerjik reseptorler disinda bu
reseptorlere de baglandiginin  gosterilmesi ve klonidinin imidazolin yapisi
tagimasindan hareketle bu reseptorlere imidazolin reseptorleri adi verilmistir
(Ernsberger ve ark., 1987). Klonidinden sonra baska imidazolin tiirevlerinin
(moksonidin vb.) ve imidazolin yapist tagimayan diger bazi molekiillerin de
(guanabenz, rilmenidin vb.) reseptore farkli afinitelerle baglandigi gosterilmistir
(Farsang ve Kapocsi, 1999). Imidazolin yapis1 tasimayan molekiillerin imidazolin
reseptorlerine baglanabilmesi, imidazolin reseptorlerine baglanan hemen hemen tiim
ilaclarin ayn1 zamanda oaz-adrenerjik reseptorlere de baglanmasi ve imidazolin
reseptOrlerine 0zgii endojen bir ligand varlifinin bilinmemesi; o donemlerde
imidazolin reseptorlerine iliskin agiklanamayan hususlar olarak gosterilmistir
(Regunathan ve ark.,, 1996). 1994 wyilinda Li ve arkadaslarinin imidazolin
reseptOrlerine endojen ligand arayislar1 dogrultusunda agmatinin imidazolin ve .-
adrenerjik reseptorlerine baglandigr ilk kez gdsterilmis ve bu yoniiyle agmatinin;
klonidinin yerini alan endojen bir molekiil olabilecegi 6ne siiriilmistiir (Li ve ark.,
1994). Ancak izleyen yillarda yapilan ¢aligmalar agmatinin klonidinle olusan santral
ve periferik etkileri taklit etmedigi gosterilmistir (Sun ve ark., 1995). Agmatin op-

adrenerjik reseptorlere baglanmasina karsin; s6z konusu baglanmanin pre- veya post-
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sinaptik diizeyde herhangi bir agonist veya antagonistik etki meydana getirmedigi

gosterilmistir (Pinthong ve ark., 1995).

Agmatinin sigan hipokampal piramidal hiicre kiiltiiriinde glutamaterjik NMDA
reseptorlerini voltaj ve konsantrasyona bagl olarak bloke ettigi gosterilmistir (Yang
ve Reis, 1999). Ilgili calismada agmatinin NMDA reseptorlerini glutamaterjik AMPA
(alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit) ve kainat reseptorlerini
etkilemeksizin segici olarak non-kompetitif bir sekilde bloke etttigi rapor edilmistir.
Hipokampal glutamaterjik piramidal néronlarin yapilarinda agmatini de igerdiklerinin
gosterilmesi; agmatinin pre-sinaptik néronda glutamat ile birlikte depolanip saliverilen
ve NMDA reseptorler {izerinden glutamatin etkisini frenleyen bir ko-transmitter
molekiil olabilecegini giindeme getirmistir (Reis ve Regunathan, 2000; Reis ve ark.,
1998). Agmatin ayrica ligand kapili katyon kanallarindan nikotinik reseptorleri ve 5-
HT3 reseptorlerini bloke ettigi bilinmektedir (Loring, 1990; Molderings ve ark., 1996;
Yang ve Reis, 1999). Agmatinin baglandigi ¢esitli reseptorler ve ilgili reseptorlere ait
afinite bilgileri Tablo 6’da gosterilmistir (Molderings ve Haenisch, 2012) (Tablo 6).

4.5.5.2. NOS inhibisyonu

Agmatinin nNOS ve iNOS’u L-arjinin substrat1 ile enzim iizerinden yarigarak
inhibe ettigi gosterilmistir (Abe ve ark., 2000; Auguet ve ark., 1995; Demady ve ark.,
2001; Feng ve ark., 2002; Galea ve ark., 1996; Li ve ark., 1999; Regunathan ve Piletz,
2003; Satriano ve ark., 2001). Agmatin aracili NOS inhibisyonu ilk kez 1995 yilinda
Auguet ve arkadaslari tarafindan raporlanmistir (Auguet ve ark., 1995). Bu ¢alismada
agmatinin izole sigan aortu ve makrofaj hiicrelerinde iNOS ve eNOS enzim aktivitesi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Agmatinin eNOS aktivitesini degistirmedigi ancak
iNOS aktivitesini konsantrasyona bagimli bir sekilde azalttigi gosterilmistir (Auguet
ve ark., 1995). Auget ve arkadaslarinin ¢aligmasindan 1 y1l sonra Galea ve arkadaslari
beyin, endotel ve makrofaj hiicrelerinde agmatinin ti¢ farkli NOS izoformu (nNOS,
eNOS ve iNOS) iizerine etkisini incelemislerdir (Galea ve ark., 1996).
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Tablo 6. Agmatinin gesitli reseptor ve baglanma boélgelerindeki Ki/ICso degerleri . (Ki:
inhibisyon sabiti ICso: inhibitér konsantrasyon %50) (Molderings ve Haenisch, 2012).

Reseptor Arastirilan doku/hiicre tipi  Ki/lCso degeri
az-adrenerjik reseptor Sican serebral korteksi Ki 4 uM
az-adrenerjik reseptor Sican serebral korteksi Ki 7,9+£0,09 uM
az-adrenerjik reseptor Sigan serebral korteksi Ki 12,1£2,5 uM
az-adrenerjik reseptor Si1g1r adrenal korteksi Ki 11-20 pM
ap-adrenerjik reseptor Si1g1r adrenal korteksi Ki 17,0+£7,5 uM
aa-adrenerjik reseptor Insan rekombinant reseptorii Ki 474£2,6 uM
age-adrenerjik reseptor Insan rekombinant reseptorii Ki 164.4+£21,4 uM
apc-adrenerjik reseptor Insan rekombinant reseptorii Ki26,3+4,0 uM
I1-imidazolin baglanma bolgesi Sig1ir ventrolateral medullasi Ki 0,7 uM

I1-imidazolin baglanma bolgesi
l1-imidazolin baglanma bdlgesi
l1-imidazolin baglanma bdlgesi
I>-imidazolin baglanma bdlgesi
I>-imidazolin baglanma bdlgesi
I,-imidazolin baglanma bdlgesi
I,-imidazolin baglanma bdlgesi
I,-imidazolin baglanma bdlgesi
I,-imidazolin baglanma bdlgesi
I,-imidazolin baglanma bdlgesi
I>-imidazolin baglanma bdlgesi
I>-imidazolin baglanma bdlgesi
I>-imidazolin baglanma bdlgesi
NMDA reseptorii, poliamin
baglanma bolgesi

NMDA reseptori, MK-801
baglanma bolgesi

NMDA reseptorii

NMDA reseptorii

5-HT3 reseptorii

5-HT3 reseptorii

Nikotinik reseptor
62-baglanma bolgesi
62-baglanma bolgesi

Sigir adrenal medulla hiicreleri
Insan platalet plazma membran
Sigan mide membranlari
Sigan aorta diiz kas hiicreleri
Sican total beyin membranlari
Sican mide membranlari
Sig1r adrenal kromaffin hiicreleri
Si1g1r endotelyal hiicreleri
Insan platelet i¢ membranlari
Insan atriyal uzantilari
Tavuk beyin membranlari
Kurbaga beyin membranlari
Tavsan beyin membranlari

Sican serebral korteksi

Sican serebral korteksi
Sigan serebral membranlari
Sican hipokampal néronlari

Fare N1E-115 hiicreleri

Fare N1E-115 hiicreleri

Tavuk retinasi
Sican mide membranlari
Fare N1E-115 hiicreleri

K;0,127+£0,033 uM
Ki 0,033+£0,019 uM
Ki 0,098 uM

Ki 0,24+0,025 pM
Ki 417119 uM
Ki266 uM

K 6,00 uM

K 0,24+0,025 uM
Ki 74,40£14,2 uM
Ki>100 uM

Ki 0,63 uM

Ki 7,5+2,6 uM

Ki 856+4 uM

Ki 14,8 uM

Ki219 uM

Ki 50 pM
Ki~200 uM
1Csp 708 pM
Ki>1000 uM
1Cs0 >1000 uM
Ki 668 uM
1Cs50 >1000 uM

Hiicresel NOS

aktivitesinin

L-sitrulin ve nitrit

olusumu {izerinden

degerlendirildigi ¢aligmada agmatinin konsantrasyon bagimli olarak 3 NOS

izoformunu da inhibe ettigi rapor edilmistir. Agmatin uygulanan en yliksek

konsantrasyonda iNOS ve nNOS enzim aktivitesinin tamamini inhibe ederken; eNOS

enzim aktivitesini ancak %60 oraninda inhibe edebildigi gosterilmistir. Ki degerleri;

iNOS i¢in 218+23 puM; nNOS icin 664+107 uM iken; eNOS i¢in 7,5+0,4 mM olarak

bulunmustur. Ayni ¢alismada ornitin, putreskin, spermidin ve spermin poliaminlerinin

de NOS aktivitesi iizerine etkileri incelenmis; ancak agmatin disinda diger

poliaminlerin NOS aktivitesi iizerine etkili olmadig1 rapor edilmistir. S6z konusu
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bulgularla agmatinin memelilerde endeojen bir NOS inhibitorii olarak NO diizeylerini

modiile edebilecegi fikri ortaya atilmistir (Galea ve ark., 1996).

Izleyen yillarda yapilan calismalarin sonuglar1 Galea ve arkadaslarmin eNOS
aktivitesi bulgularin1 desteklememistir (Morrissey ve Klahr, 1997; Mun ve ark., 2010).
1997 yilinda Morrissey ve Klahr sigirdan izole edilen pulmoner arter endotel
hiicrelerinde agmatinin nitrit olusumunu bazal diizeylere gore yaklasik 3 kat artirdigini
ve bu etkinin biiylik olasilikla eNOS aktivasyonu araciligiyla ortaya ¢iktigini rapor
etmislerdir (Morrissey ve Klahr, 1997). Benzer sekilde insan umblikal veninden izole
edilmis endotel hiicrelerinde agmatinin NO sentezini artirdig1 gosterilmistir (Joshi ve
ark., 2007). Daha yakin tarihte yapilan in vitro ve in vivo iskemik beyin hasari
modellerinde agmatinin eNOS aktivitesini arttirdigi gosterilmis ve s6z konusu etkinin
agmatinin noroprotektif etkilerinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Feng ve ark.,
2002; Mun ve ark., 2010; Yang ve ark., 2007). Agmatinin mikroglial NO tiretimini
azalttig1; astroglia ve makrofaj hiicrelerinde iNOS enzimini inhibe ettigi gosterilmis
ve bunun agmatinin antiinflamatuvar ve noroprotektif etkilerine dayanak teskil
edebilecegi diistiniilmiistir (Abe ve ark., 2000; Regunathan ve Piletz, 2003).
Dolayistyla edinilen bulgularla agmatinin endojen iNOS ve nNOS inhibitori oldugu;
eNOS aktivitesini ise indiikleyebildigi iizerinde yogunlasilmigtir. Agmatinin NOS
inhibitori etkileri ile néronal hasar, néropatik agri, konviilsiiyon, morfin yoksunlugu
ve toleransi gibi bazi MSS patolojileri iliskilendirilmistir (Demehri ve ark., 2003; Feng
ve ark., 2002; Li ve ark., 1999; Onal ve ark., 2003).

4.5.6. Biyolojik etkileri

Agmatinin viicutta ¢ogu MSS’de olmak iizere, periferde kardiovaskiiler,
gastrointestinal ve endokrin sistemleri de kapsayan bircok etkisi aydinlatilmistir.
Santral etkili antihipertansif bir ila¢ olan klonidinin etkilerinde o2-adrenerjik
reseptorler yaninda imidazolin reseptorlerinin  de rol oynayabileceginin
gosterilmesiyle; imidazolin reseptor ligandi olan agmatinin kardiyovaskiiler sistemde
cesitli etkiler meydana getirebilecegi diisiincesi giindeme gelmistir (Molderings ve

Haenisch, 2012). Siganlara i.v. yoldan verildiginde agmatinin kan basincini refleks
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tagikardiye yol agmaksizin disiirdiigli ve kalp atim hizim1 yavaslattigi cesitli
caligmalarca gosterilmistir (Gao ve ark., 1995; Raasch ve ark., 2002; Sun ve ark.,
1995). Ancak s6z konusu hipotansif etkinin gorece hafif oldugu ve ancak yiiksek
agmatin dozlarinda ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Raasch ve ark., 2002). In vitro
caligmalarda agmatinin endotel intakt veya hasarlanmis izole sigcan damar dokularinda
vaskiiler tonus ilizerinde herhangi bir etki olusturmadigi gosterilmistir (Gonzalez ve
ark., 1996; Pinthong ve ark., 1995; Raasch ve ark., 2002). Ancak on kasilma
uygulanmis izole damarlarda agmatinin damar kontraksiyonunu gegici olarak inhibe

ettigi gosterilmistir (Gonzalez ve ark., 1996; Haulica ve ark., 1999).

Agmatinin viicutta en yliksek konsantrasyonlarda midede bulunmasi; gastrik
fonksiyonlar tizerindeki olasi etkisini giindeme getirmistir (Molderings ve Haenisch,
2012; Piletz ve ark., 2013). Daha erken donemde yapilan g¢aligmalarda sistemik
agmatin uygulamasinin, diger bazi imidazolin ve guainidin tiirevlerinde gorildigi
gibi gastrik asit sekresyonunu arttirdig1 ve gastrik iilser veya hasar gibi siireclerde rolii
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Glavin ve ark., 1995; Molderings ve ark., 1999a; 1999b;
Utkan ve ark., 2000). Agmatin ve imidazolin tiirevlerinin enterokromaffin hiicrelerden
histamin saliverilmesini uyararak gastrik asit sekresyonunu arttirdiklar1 gosterilmistir
(Molderings ve ark., 1999b). Bir bagska calismada agmatinin si¢anlarda etanol
uygulamasi ile olusan gastrik mukoza hasarimi arttirdigi rapor edilmistir (Utkan ve
ark., 2000). Tlgili calismada agmatinin etkisinin imidazolin ve oz-adrenerjik reseptdr
antagonisti olan idazoksan varliginda tamamen; oz-adrenerjik reseptor antagonisti
yohimbin varliginda ise kismen 6nlendigi gosterilmistir. Gastrik patojen Helicobacter
pylori’nin yiiksek miktarlarda agmatin irettigi ve bulundugu ortama salgiladigi
gosterilmis ve Helicobacter pylori (+) iilser hastalarinin gastrik sivilarinda agmatin
seviyesinin; Helicobacter pylori (-) hastalarina kiyasla daha yiiksek miktarda
bulundugu tespit edilmistir (Molderings ve ark., 1999a). S6zii edilen bulgularin aksine
yakin tarihte yapilan bir calismada agmatinin gastrik iskemi modelinde vaskiiler
permeabiliteyi ve inflamatuvar yanitlar1 azaltarak gastroprotektif etki meydana
getirdigi rapor edilmistir (Al Masri ve El Eter, 2012). S6z konusu karsit bulgularin
literatiirde kullanilan model ve agmatin dozlar1 arasindaki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi tartisilmis; agmatinin gastrik iilserasyon ya da hasar durumlarinda
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bir patojenik etken olmasindan ziyade koruyucu bir rol iistlenebilecegi one
stirilmiistiir (Al Masri ve El Eter, 2012). Agmatinin bobreklerde glomeriiler filtrasyon
hizin1 artirdigi ve renal vazodilatasyon yaptigi gosterilmistir (Schwartz ve ark., 1997).
Agmatinin renal protektif etkilerinin biiyiikk oranda eNOS aktivitesini artirmasi ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Molderings ve Haenisch, 2012; Piletz ve ark., 2013;
Schwartz ve ark., 1997).

Agmatin hiicre proliferasyonunu hiicre tipi ve proliferasyon asamasina bagh
olarak farkl1 sekillerde etkileyebildigi gdsterilmistir (Piletz ve ark., 2013). Intraseliiler
agmatin homeostazinda meydana gelen bozulmalar ile 16semi ve solid tiimdrlerde
goriilen malignan hiicre proliferasyonu arasinda yakin bir iliski oldugu gosterilmistir
(Haenisch ve ark., 2008; Molderings ve Haenisch, 2012; Molderings ve ark., 2004;
Wolf ve ark., 2007). insan kolon kanser dokularinda agmatin ve ADK ekspresyonunun
normal dokulara kiyasla az oldugunun gosterilmesi (Molderings ve ark., 2004); insan
16semi hiicrelerinde diisiik agmatinaz ve DAO aktivitelerine rastlanmasi (Haenisch ve
ark., 2011); insan ve sigandan izole edilmis ¢esitli hiicre tiimor hatlarinda ekzojen
agmatin uygulamasinin hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi gibi elde edilen bulgular;
agmatinin antiproliferatif potansiyeline isaret etmektedir (Haenisch ve ark., 2011,
Molderings ve ark., 2004; Wang ve ark., 2005). Her ne kadar agmatinin antiproliferatif
etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis da olsa; poliamin metabolizmasi
tizerindeki modiilator fonksiyonlarinin s6z konusu etkilerde 6nemli rol oynadigi

diistiniilmektedir (Piletz ve ark., 2013).

Agmatin sekretagog oOzellikleri ile endokrin sistemde g¢esitli diizenleyici
fonksiyonlara sahiptir. Agmatinin pankreas adacik hiicrelerinden insiilin
salgilanmasin1 stimiile ettigi ve izole adiposit hiicrelerde insiilin-benzeri etkiler
meydana getirdigi bilinmektedir (Sener ve ark., 1989; Weitzel ve ark., 1980). Agmatin
aracili gergeklesen hafif hipoglisemik etkilerin yalnizca diyabet degil; ayn1 zamanda
noropatiler, Alzheimer hastaligi ve depresyon gibi glikoz disregiilasyonunun eslik
ettigi patolojik tablolarda dikkate deger diizeyde bir fayda saglayabilecegi ifade
edilmektedir (Piletz ve ark., 2013). Agmatinin ayrica ileri glikasyon son iiriinlerinin

olusumunu azaltmasi, diyabetik noropatilerde noropatik agriyr azaltmasi ve sinir
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rejenerasyonunu artirmasi, bobreklerde glomeriiler filtrasyon hizini artirmasi gibi
etkileriyle diyabetik komplikasyonlarda da faydali olabilecegi one siiriilmektedir
(Courteix ve ark., 2007; Lortie ve ark., 1996; Piletz ve ark., 2013). Bu kapsamda
agmatinin diyabette veya glikoz disregiilasyonunun eslik ettigi kompleks tablolarda
potansiyel bir adjuvan tedavi segenegi olabilecegi giindeme gelmistir (Piletz ve ark.,
2013).

4.5.6.1. Sinir sistemindeki etkileri

20. yiizyilin baglari; Dale, Loewi, Eccles gibi dnemli arastirmacilarin yapmis
olduklart ¢i1gir agici nitelikteki calismalar ile néronal iletimde rol oynayan kimyasal
mekanizmalarinin aydinlatilmasina taniklik etmistir (Burnstock, 2009). S6z konusu
calismalar norotransmitterlerin kesfine aracilik ederek bugiinkii norotransmitter
taniminin temel kriterlerini dogurmustur. Bu kriterlere gore bir maddenin
norotransmitter olarak tanimlanabilmesi i¢in: (a) presinaptik néronda sentezlenip,
depolanmasi; (b) Ca*? bagimli depolarizasyon sonucu presinaptik ugtan sinaptik
araliga saliverilmesi; (c) aktivitesinin enzimatik degredasyon ve/veya se¢ici geri alim
sistemleri ile presinaptik uca geri alinim yoluyla sonlanmasi; (d) sinaptik araliga
saliverildikten sonra post-sinaptik membranda kendine 6zgii reseptorlere baglanarak
biyolojik etki olusturmasi; (€) maddenin saliverildikten sonra olusturdugu etkilerin,
ekzojen olarak lokal yoldan uygulanmasi ile de elde edilmesi; (f) endojen aktiviteyi
potansiyalize veya bloke eden ajanlarin ekzojen uygulama ile olusan aktivite izerinde

de ayn1 etkiyi gostermesi gerekmektedir (Burnstock, 2009).

Agmatinin bahsi gecen kriterlerin hemen hemen tamamini saglamasi bakimindan
giiniimiizde yeni bir norotransmitter/ndromodiilator molekiil olabilecegi 06ne
stiriilmektedir (Reis ve Regunathan, 2000). Agmatinin beyindeki konsantrasyonu
bilinen klasik norotransmitterler ile karsilastirilabilir 6l¢lide benzerlik gostermektedir
(Reis ve Regunathan, 2000; Uzbay, 2012). Agmatin MSS sinir sisteminde ADK
enzimi ile sentezlenir ve presinaptik ugta sinaptik vezikiiller icerisinde depolanir. Ca*?
bagimli depolarizasyon sonucu presinaptik ugtan parsiyel ekzositoz ile sinaptik araliga

saliverilir (Reis ve Regunathan, 1998). Kendine 6zgii agmatinaz enzimi ile yikima
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ugrayarak ve presinaptik uca geri alinarak sinaptik araliktan uzaklastirilir (Sastre ve
ark., 1996; Sastre ve ark., 1997). Bahsi gecen Ozellikleri ile agmatinin;
norotransmitter/néromodiilator ~ kriterlerinin  ¢ogunu  karsilayan aday  bir
norotransmitter madde olabilecegi Onerilmektedir. Ancak; agmatinin nérotransmitter
kriterlerinin tamamini karsilayabilmesi i¢in kendine 6zgii (agmatinerjik) post-sinaptik
reseptOrlerinin tanimlanmas:t ve beyinde olasi agmatinerjik noronal yolaklarin

fonksiyonel varliginin aydinlatilmasi gerekmektedir (Piletz ve ark., 2013).

Agmatinin gerek biyosentezinden sorumlu ADK gerekse inaktivasyonundan
sorumlu agmatinaz enziminin beyinde noronlarda varligi gosterilmistir (lyo ve ark.,
2006; Otake ve ark., 1998) (Bernstein ve ark., 2011; Piletz ve ark., 2013). Ayrica
agmatin ve ADK enziminin astrositlerde de bulundugu gosterilmistir (Li ve ark., 1995;
Regunathan ve ark., 1995; Reis ve Regunathan, 2000; Sastre ve ark., 1997).

Agmatinin beyinde bazi norotransmitter ve/veya nérohormonlar ile kolokalize
oldugu gosterilmistir (Gorbatyuk ve ark., 2001; Reis ve ark., 1998; Seo ve ark., 2011).
Bu sebeple agmatin giiniimiizde ko-transmitter olarak da tanimlanabilmektedir (Piletz
ve ark., 2013). Ozellikle hipokampiis beyin bolgesinde agmatinin glutamaterjik
piramidal noronlarda glutamat ile kolokalize oldugu gosterilmis; bundan hareketle
glutamatin ko-transmitteri olarak fonksiyon gosterebilecegi ileri stirilmiistiir (Piletz
ve ark., 2013; Reis ve ark., 1998; Seo ve ark., 2011). Diger taraftan hipotalamusta
vazopresin ve oksitosin saliveren noronlarda agmatin kolokalizasyonu tespit edilmis
ve agmatinin s0z konusu ndrohormonlar iizerinde modiilator etki gosterebilecegi

bildirilmistir (Gorbatyuk ve ark., 2001).

Sinaptik araliga saliverilen agmatin; pre-/post-sinaptik membranda yerlesim
gosteren bazi reseptorler ile etkileserek MSS’de ¢esitli biyolojik etkiler meydana
getirmektedir. Agmatinin; pre/post-sinaptik membranda yerlesim gdsteren imidazolin
reseptorlerine ve ap-adrenerjik reseptorlerin tiim alt tipleri ve yiiksek afinite ile
baglandigi (Regunathan ve Reis, 1996); basta NMDA reseptorleri olmak tizere
nikotinik reseptorler, 5-HT3 reseptorleri gibi ligand kapili katyon kanallarin1 bloke
ettigi (Loring, 1990; Molderings ve ark., 1996; Yang ve Reis, 1999) ; nNOS ve iNOS’u
inhibe ettigi bilinmektedir (Auguet ve ark., 1995; Galea ve ark., 1996) (Sekil 23).
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Sekil 23. Agmatinerjik sinaps. Agmatin presinaptik ucta ADK enzimi ile sentezlenir
ve sinaptik vezikiiller igerisinde depolanir. Ca*? bagimli depolarizasyon sonucu
presinaptik ugtan parsiyel ekzositoz ile sinaptik araliga saliverilir Pre-/postsinaptik
membranda yerlesim gosteren imidazolin ve az-adrenerjik reseptorlere yiiksek afinite
ile baglanir. NMDA reseptorleri, nikotinik reseptorler, 5-HT3 reseptorleri gibi ligand
kapil1 katyon kanallarini bloke eder. nNOS ve iINOS’u inhibe eder. Kendine 6zgii
agmatinaz enzimi ile yikima ugrayarak ve presinaptik uca geri alinarak sinaptik
araliktan uzaklastirilir. Agmatin; AGM, arjinin dekarboksilaz; ADK, agmatinaz;
AGMaz, az-adrenerjik reseptor; a-2-AR, imidazolin reseptorii; I-R, 5-HT3 reseptorii;
5-HT3-R, NMDA reseptorii; NMDA-R, nikotinik reseptor; Ni-R, nitrik oksit; NO,
nitrik oksit sentetaz; NOS; noronal NOS; nNOS, indiiklenebilir NOS; iNOS.

Gilinlimiize kadar olan dénemde agmatinin MSS etkileri; ndronal hasar, epilepsi,
akut ve noropatik agri, bagimlilik, norodejenerasyon, bilissel islev bozukluklari,
sizofreni anksiyete, stres ve depresyon gibi psikiyatrik bozukluklarda arastirilmis ve
s0z konusu patolojilerde potansiyel terapotik degeri glindemi gelmistir (Piletz ve ark.,
2013; Uzbay, 2012). Agmatinin ndronal hasarin eslik ettigi travmatik beyin hasari,

iskemi, inme ve norotoksisite tablolarinda noroprotektif etkiler meydana getirdigi;
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noropatik agriy1 da iceren ¢esitli agr1 modellerinde kayda deger antinosiseptif etki
olusturdugu, morfin yoksunluk sendromunun tiim belirtilerini baskiladig1 ve morfine

tolerans gelisimini Onledigi, morfinin analjezik etkisini gii¢lendirdigi, sizofrenin

semptomlarin1  baskilayabilecegi, 6grenme-bellek  fonksiyon bozukluklarini
diizeltebilecegi, antikonviilsan, antistres, anksiyolitik ve antidepresan etki

potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Aricioglu-Kartal ve Uzbay, 1997; Aricioglu
ve Altunbas, 2003; Aricioglu ve ark., 2003a; 2003b; 2003c; Aricioglu ve ark., 2004a;
2004b; Demehri ve ark., 2003; Fairbanks ve ark., 2000; Feng ve ark., 2005; Feng ve
ark., 2002; Gilad ve Gilad, 2000; Kolesnikov ve ark., 1996; Neis ve ark., 2017; Palsson
ve ark., 2008; Rushaidhi ve ark., 2012; Santos ve ark., 2005; Su ve ark., 2004; Utkan
ve ark., 2012; Wang ve ark., 2006) (Sekil 24).
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Sekil 24. Agmatin ve sinir sistemi etkileri (Neis ve ark., 2017).
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4.6. Agmatin ve Depresyon

Yapilan caligmalar endojen agmatin diizeylerindeki degisimler ile stres ve
depresyon tablosu arasinda bir iligski olabilecegine isaret etmektedir. Halaris ve
Piletz’in depresyon hastalar lizerinde gergeklestirdikleri ¢alismalarinda trombosit I:-
imidazolin reseptdr baglanma bolgesinin ve imidazolin reseptor ligandi olan agmatinin
plazma diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Halaris ve Piletz, 2001; Halaris ve ark.,
1999). Hastalarda yiiksek bulunan endojen agmatin diizeylerinin ve trombosit Iy
ekspresyonunun antidepresan bupropiyon tedavisi sonrasi normalize oldugu rapor
edilmistir (Halaris ve Piletz, 2001; Halaris ve ark., 1999). S&z konusu bulgularla
agmatin ve imidazolin reseptorlerinin duygudurum modiilasyonununda fizyolojik
rolleri olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Halaris ve Piletz, 2001; Halaris ve ark., 1999).
Depresyon tanili hastalarin post-mortem hipokampal beyin bdlgelerinde agmatinin
yikilmasindan sorumlu agmatinaz enzimi diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla

anlamli derecede yiiksek eksprese oldugu gosterilmistir (Bernstein ve ark., 2012).

Aricioglu ve arkadaglarinin calismalarinda strese maruz birakilan siganlarda
endojen agmatin diizeylerinin arttigi gosterilmistir (Aricioglu ve ark., 2003c). 4 saat
boyunca sogukta (4°C) kisitlama stresi uygulanan sicanlarin, plazma ve beyin
kortekslerinde endojen agmatin diizeyi stres uygulanmayan kontrol grubuna gore
anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Stres varligindaki ytliksek agmatin diizeylerinin
strese karg1 gelistirilen ve olasilikla noroprotektif etkilerle iligkili adaptif bir
mekanizma olabilecegi One strilmistir (Aricioglu ve ark., 2003c). Bir bagka
calismada i1se 21 giin boyunca gilinde 6 saat siireyle kronik kisitlama stresine maruz
birakilan sicanlarin 3. hafta sonunda beyin agmatin diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli 6lgtide diistik bulunmustur (Zhu ve ark., 2008). Aricioglu ve arkadaslarinin
caligmasinda kisitlama stresi tek seansta akut olarak uygulanmisken Zhu ve
arkadaslarinin  ¢alismasinda kisitlama stresi kronik olarak 3 hafta siireyle
uygulanmistir. Bu baglamda; akut stres varliginda artan agmatin diizeylerinin
olasilikla noroprotektif oOzellikli fizyolojik bir antistres yanitt olarak adaptif
fonksiyonlarda rol oynayabilecegi oOne siiriilmiistiir. Diger taraftan stresin

kroniklegsmesi durumunda ise s6z konusu yanitin yetersiz kalarak agmatin
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diizeylerinde diisiise yol agabilecegi ve dolayisiyla diisiik agmatin diizeylerinin strese
bagl bir patolojik sonug olabilecegi degerlendirmeleri giindeme gelmistir (Aricioglu
ve ark., 2003c; Zhu ve ark., 2008). Nitekim Zhu ve arkadaslarinin ¢alismasinda kronik
streste azalan beyin agmatin diizeylerine prefrontal korteks ve hipokampiiste dendritik
dejenerasyonlarin eslik ettigi ve ayrica kronik agmatin uygulamasinin (50 mg/kg; i.p.)
kronik strese maruz birakilan si¢anlarda s6z konusu morfolojik patolojileri diizelterek

noroprotektif etki meydana getirdigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2008).

IIk kez 2002 yilinda Zomkowski ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklari
caligmalarinda ekzojen agmatinin hem santral hem de sistemik uygulamasinin
antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi gosterilmistir (Zomkowski ve ark.,
2002). Antidepresan-benzeri etkiler; zorunlu yiizme ve kuyruktan asma testleri olmak
tizere iki farkli akut depresyon tarama testi ile degerlendirilmistir. Agmatin farelere
i.p. (0,01, 0,1, 1, 10 ve 50 mg/kg) ve i.c.v. yoldan (1, 10, 100 nmol) akut uygulanmis
ve her iki testte de doza bagimli olarak immobilite siirelerini azalttig1 gosterilmistir
(Zomkowski ve ark., 2002). ilgili ¢alismada agmatinin zorunlu yiizme testinde
olusturdugu antidepresan-benzeri etkilerinde kismen NOS inhibisyonu, NMDA
reseptor blokaji ve ap-adrenerjik reseptor aktivasyon mekanizmalarinin rol
oynayabilecegi One siiriilmiistiir. Bu kapsamda farkli gruplara her biri tek basina ve
agmatin ile kombine edilmek iizere L-arjinin (NO donérii), yohimbin (az-adrenerjik
reseptdr antagonisti), prazosin (oi-adrenerjik reseptdr antagonisti) ve MK-801
(NMDA reseptor blokoril) uygulanmis ve zorunlu yiizme testinde immobilite siireleri
tizerine etkileri incelenmistir. L-arjinin, yohimbin ve prazosin tek baslarina immobilite
sliresini etkilemezken; agmatin ile kombine edildiklerinde L-arjinin ve yohimbinin
agmatinin etkisini geri ¢evirdigi; prazosinin ise agmatinin etkisini degistirmedigi
gozlenmistir. Buna gore agmatinin antidepresan etkilerinde kismen NOS inihibisyonu
kismen de az-adrenerjik reseptor aktivasyonunun rol oynayabilecegi one siiriilmiis; o.-
adrenerjik reseptorlerin ise agmatinin terapotik potansiyelinde rolii olmadigi
gosterilmistir. Diger taraftan NMDA reseptor blokaji yapan MK-801 ve agmatinin tek
baslarina  uygulamalar1  antidepresan  benzeri  etki ile  sonuglanirken;
kombinasyonlarinin etkide bir sinerjizma yaratmadigi gosterilmistir. Buna karsin her

iki madde de imipramin ile ayr1 ayri kombine edildiginde etkide anlamli bir artis
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meydana gelmistir. S6z konusu bulgular; NMDA reseptor kanalina baglanma igin
agmatin ve MK-801’in birbirleriyle yarigabilecegi ve dolayisiyla MK-801 gibi
agmatinin de antidepresan etkilerinin kismen de olsa NMDA blokajindan ileri

gelebilecegi seklinde yorumlanmistir (Zomkowski ve ark., 2002).

Zomkowski ve arkadaglarinin ¢alismalarindan yaklasik bir y1l sonra Aricioglu ve
Altunbas; agmatinin antidepresan-benzeri etkisini siganlar tizerinde de gostermislerdir
(Aricioglu ve Altunbas, 2003). Arastirmacilar agmatinin antidepresan-benzeri
etkilerini zorunlu ylizme testinde doza bagiml bir sekilde incelemislerdir. Agmatin
siganlara i.p. yoldan 10, 20, 40, 80 ve 100 mg/kg dozlarinda testten 30 dk dnce bir kez
uygulanmis; ve uygulanan tiim dozlarda immobilite siiresini azalttigi ancak etkinin
doza bagiml olmadig1 gosterilmistir. Diger taraftan agmatinin immobilite siiresi
lizerine etkisi uygulandig1 tiim dozlarda imipramin (30 mg/kg) ile kiyaslanabilir
diizeyde bulunmustur (Aricioglu ve Altunbas, 2003). Ilgili calismada ayrica akut
agmatin uygulamasinin anksiyete-benzeri davranislar iizerine etkisi yiikseltilmis arti
labirenti testi ile degerlendirilmistir. Anksiyete-benzeri davranisin temel gostergesi
olan acik kolda gecirilen siirenin yalnizca 40 mg/kg agmatin grubunda arttig1 ve
dolayistyla agmatinin 40 mg/kg dozunda anksiyolitik etkisi olabilecegi rapor edilmigtir

(Aricioglu ve Altunbas, 2003).

Li ve arkadaslarinin sican ve fareler iizerinde gergeklestirdikleri caligmalarinda
per oral (p.o.) ve subkiitan (s.c) yoldan farkli dozlarda uygulanan agmatinin kuyruktan
asma ve zorunlu ylizme testlerinde U seklinde antidepresan-benzeri etki meydana
getirdigi gosterilmistir (Li ve ark., 2003). Farelerde agmatin p.o. yoldan 10, 20, 40, 80
ve 160 mg/kg dozlarinda 3 giin boyunca uygulanmis ve 3. giin son uygulamadan 1 saat
sonra fareler kuyruktan asma testine alinmistir. Agmatin 40 ve 80 mg/kg dozunda
uygulandiginda immobilite siiresini azaltirken 10, 20 ve 160 mg/kg dozlarinda etkisiz
bulunmustur. Zorunlu yiizme testinde de benzer sekilde 10 ve 20 mg/kg dozlarda etki
olusmazken 40 ve 80 mg/kg dozlarinda immobilite siirelerinin azaldig1 gosterilmistir.
Agmatin farelere s.c. yoldan 5, 10, 20, 40 mg/kg dozlarinda uygulandiginda yalnizca
20 mg/kg dozunda etkili bulunmustur. Sicanlarda ise agmatin p.o. yoldan 2,5, 5, 10 ve

20 mg/kg dozlarinda testten 1 saat once 1 kez uygulanmis ve yalmizca 10 mg/kg
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dozunda etkili bulunmustur. Agmatin siganlara s.c. yoldan 1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/kg
dozlarinda uygulandiginda 1,25; 2,5 ve 5 mg/kg dozlarinda doza bagh bir etki
meydana getirmistir (Li ve ark., 2003).

Agmatinin antidepresan benzeri etkilerinde serotonerjik sistemin kismen rolii
olabilecegi ilk kez 2004 yillinda Zomkowski ve arkadaslarmin fareler iizerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda Onerilmistir (Dias Elpo Zomkowski ve ark., 2004).
Antidepresan etkili ¢esitli NMDA reseptor antagonistleri ve NOS inhibitorlerinin
serotonerjik norotransmisyonu arttirmalarina iligkin literatiir bilgisi dogrultusunda
aragtirmacilar agmatinin; bir NOS inhibitorii ve NMDA reseptor antagonisti olarak,
antidepresan  etkilerinde serotonerjik  asirimin  olasi  roliinii  arastirmayi
hedeflemislerdir. Ilgili caligmada agmatinin (10 mg/kg; i.p.) zorunlu yiizme testinde
immobiliteyi azaltici etkisi serotonin sentez inhibitorii paraklorofenilalanin ve segici
olmayan serotonin reseptdr antagonisti metizerjid varliginda geri ¢evrilmistir. Cesitli
5-HT1a18 Ve 5-HT2 reseptor antagonistleri ile kombine edilmesi durumunda agmatinin
antidepresan etkisi ortadan kalkmistir. Diger taraftan agmatin subefektif dozda 5-
HT1ans Ve 5-HT1areseptor antagonistleri veya 5-HT1a Ve 5-HT2a reseptor agonistleri
ile beraber uygulandiginda antidepresan etkide sinerjizma meydana geldigi
gosterilmistir. Agmatin ayrica subefektif dozda fluoksetinin antidepresan etkisini
potansiyalize etmistir. S0z konusu bulgular ile agmatinin zorunlu yiizme testinde
olusturdugu antidepresan-benzeri etkilerinin kismen 5-HTia1s Ve 5-HT2 reseptor
etkilesimleri ile iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir (Dias Elpo Zomkowski ve ark.,
2004).

Diger taraftan bir baska ¢alismada Zomkowski ve arkadagslarinin aksine agmatinin
farelerde zorunlu ylizme testindeki antidepresan-benzeri etkilerinin serotonin aracili
olmadigi one siiriilmiistiir (Krass ve ark., 2008). Agmatin uygulamasindan 6nce
farelere 3 gilin boyunca paraklorofenilalanin uygulanmis frontal kortekste serotonin ve
metaboliti 5-hidroksiindol asetik asit konsantrasyonlarinin azaldigi gosterilmistir.
Agmatinin zorunlu yiizme testinde 10 ve 30 mg/kg dozlarinda immobilite iizerine
etkisinin olmadig1 etkili bulunan 50 mg/kg dozunda ise paraklorofenilalanin 6n

uygulamasi ile etkinin degismedigi gosterilmistir (Krass ve ark., 2008). Ayni
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caligmasinda agmatinin (10, 30 ve 50 mg/kg) aydinlik-karanlik kompartman testinde
aydinlik boliimde gegirilen siireyi degistirmedigi; dolayisiyla anksiyolitik etki

potansiyeli olmadig1 gosterilmistir (Krass ve ark., 2008).

Bir bagka calismada ise agmatinin antidepresan etkileri ile opioiderjik sistem ve
ozellikle p ve 6 opioid reseptor aktivasyonu arasindaki olasi iliskiye dikkat ¢ekilmistir.
Agmatinin zorunlu yiizme testindeki antidepresan-benzeri etkilerinin p ve ¢ opioid
reseptor antagonistleri varliginda geri c¢evrildigi ancak « reseptor antagonisti

varliginda etkinin degismedigi rapor edilmistir (Zomkowski ve ark., 2005).

Fareler iizerinde yapilan bir bagka calismada ise agmatinin antidepresan etkisinin
K™ kanal aktivasyonu ile iliskisi arastirtlmistir (Budni ve ark., 2007). Cesitli K* kanal
blokorlerinin antidepresan benzeri etkiler meydana getirdigi; NO dondrlerinin K*
kanal aktivasyonuna yol acarak kanal blokorlerinin olusturdugu antidepresan etkiyi
geri ¢evirdigi bilgilerinden hareketle farkli tipteki K™ kanal blokorleri ile agmatin sub-
efektif dozlarda (0,001 mg/kg; i.p.) kombine edilerek kullanilmistir. Zorunlu yiizme
testinde immobilite siiresi tizerine sinerjistik etki olusturdugu ve K* kanal agicilari
varliginda agmatinin (10 mg/kg) antidepresan etkisini geri ¢evirdigi gosterilmistir. S6z
konusu bulgular ile agmatinin antidepresan etkilerinin kismen noronal eksitabilitenin
azaltilmasi ile iligkili olarak K kanal inihibisyonu aracilifiyla olusabilecegi One

stirilmiistiir (Budni ve ark., 2007).

Bir bagka calismada ise agmatinin antidepresan etkisi imidazolin reseptor
aktivasyonu ile iliskilendirilmistir (Zeidan ve ark., 2007). Fareler {izerinde
gerceklestirilen ¢alismada agmatinin 10 mg/kg (i.p.) dozunda immobiliteyi azaltici
etkisi, efaroksan (imidazolin li/a> adrenerjik reseptor antagonisti), idazoksan
(imidazolin l2/02 adrenerjik reseptor antagonisti) ve antazolin (imidazolin I2 reseptor
ligand1) ile birlikte uygulandiginda tamamen engellenmistir. Diger taraftan agmatin
subefektif dozlarda Kklonidin (imidazolin li/a2 adrenerjik reseptér agonisti),
moksonidin (imidazolin li/a2 adrenerjik reseptdr agonisti), antazolin ve MK-801
(NMDA reseptor blokorii) ile beraber uygulandiginda antidepresan etkide sinerjizma
meydana gelmistir. Agmatin ve klonidin kombinasyonu ile meydana gelen sinerjistik

etki yohimbin (o2 adrenerjik reseptér antagonisti) uygulamasi ile ortadan kalkmastir.
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S6z konusu bulgularla agmatinin antidepresan-benzeri etkisinde imidazolin
reseptorleri (I1 ve I2) ve ayrica az-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonunun kismen rol

oynayabilecegi gosterilmistir (Zeidan ve ark., 2007).

Agmatinin antidepresan etkilerinde imidazolin reseptorlerinin rolii olabilecegi
fikri bagka calismalarla da desteklenmistir. Agmatin ve ¢esitli imidazolin reseptor
agonistlerinin  fluoksetin, paroksetin ve bupropiyon ile subefektif dozlarda
kombinasyonlarmin farelerde zorunlu yilizme testinde sinerjistik etki olusturdugu
gosterilmistir (Kotagale ve ark., 2013b; Taksande ve ark., 2009). Diger taraftan
SSRI’ler ve bupropiyon imidazolin I1 ve I, reseptdr antagonistleri (efaroksan ve
idazoksan) ile kombine edildiginde antidepresan etkilerin kayboldugu goriilmiistiir
(Kotagale ve ark., 2013b; Taksande ve ark., 2009). Bunlara ek olarak beyindeki
agmatin diizeylerinin SSRI uygulanan farelerde tedavi almayan gruba kiyasla
artiginin gosterilmesiyle; SSRI ilaclarin antidepresan etkilerinde kismen de olsa
endojen imidazolin reseptor ligandi olan agmatinin modiilatdr rolii olabilecegi

onerilmistir (Taksande ve ark., 2009).

Agmatinin ayrica in vitro ve in vivo diizeyde hipokampal nérogenezi destekledigi
gosterilmistir (Li ve ark., 2006). Depresyonda 6nemli patofizyolojik mekanizmalardan
biri olan ndrogenezisin bozulmasindan hareketle agmatinin s6z konusu etkilerinin
antidepresan etki mekanizmasinda rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (Bernstein ve
ark., 2012). Agmatinin antidepresan etkisi ile iliskilendirilen bir diger mekanizma ise
noropeptid Y (NPY) tizerinedir (Kotagale ve ark., 2013a). Agmatinin hipotalamus
NPY immiinoreaktivitesini artirdidi; subefektif dozlarda NPY ve NPY Y1 reseptor
agonisti ile kombinasyonlarinin sicanlarda zorunlu yilizme testinde antidepresan-
benzeri etkiyi giiglendirdigi; NPY Y1 reseptor antagonisti varliginda ise agmatinin

antidepresan etkisinin ortadan kalktig1 gosterilmistir (Kotagale ve ark., 2013a).

Birkag y1l 6ncesine kadar agmatinin antidepresan-benzeri etkileri zorunlu ylizme,
kuyruktan asma gibi deneysel akut tarama testleri ile kisitl kalmistir. 2013 yilinda
Taksande ve arkadaglarinin fareler {iizerinde yaptiklar1 calismada agmatinin
antidepresan-benzeri etkileri ilk kez iyi valide edilmis bir depresyon modeli olan
KOHS modelinde ele alinmistir (Taksande ve ark., 2013). KOHS modeli farelere 28
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giin boyunca; agmatin (2,5, 5 ve 10 mg/kg) tedavisi ise stres prosediiriiniin son 2
haftas1  boyunca  uygulanmistir.  Depresyon-benzeri  davraniglarin  temel
gostergelerinden biri olan anhedoni-benzeri davranislar siikroz tercih testi; ¢aresizlik-
benzeri davranislar ise zorunlu ylizme testi ile degerlendirilmistir. Kronik strese maruz
birakilan farelerde gelisen depresyon-benzeri davranislarin kronik agmatin (5 ve 10
mg/kg) tedavisi ile diizeldigi rapor edilmistir (Taksande ve ark., 2013). Bir baska
calismada agmatinin (10 mg/kg; p.o.) farelerde akut kisitlama stresi ile indiiklenen
depresyon-benzeri davranislari zorunlu yiizme testinde geri ¢evirdigi gosterilmistir
(Freitas ve ark., 2014). llgili calismada akut agmatin uygulamasmnin stresin
hipokampiiste olusturdugu oksidatif hasar yanitlarini geri ¢evirebildigi gosterilmistir.
Buradan hareketle agmatinin depresyon sirasinda gelisen reaktif oksijen radikallerine
bagli mekanizmalar {izerinde de modiilator etkisi olabilecegi diistintilmiistiir (Freitas

ve ark., 2014).

Son yillarda agmatinin antidepresan etkisinin mekanizmasint aydinlatilmaya
yonelik yapilan ¢alismalarin sayisi giderek artmaktadir. Bu kapsamda agmatinin bir
NMDA reseptor blokdrii olmasindan hareketle, ketaminin hizli antidepresan etkisi ile
iligkilendirilen mTOR (mammalian target of rapamycin) aracili hiicre i¢i sinyal
yolaklari, sinaptogenez ve norotrofik faktorler iizerindeki etkisi ele alinmaya
baslanmistir (Meylan ve ark., 2016; Neis ve ark., 2016a; 2016b). Neis ve arkadaslar
farelerde akut agmatin uygulamas: ile elde edilen antidepresan-benzeri etkilerin
kismen AMPA reseptor aktivasyonu ve mTOR sinyal yolag: ile iligkili olabilecegini
one siirmislerdir (Neis ve ark., 2016b). Yapilan ¢alismada agmatin uygulamasi ile
farelerin prefrontal korteksinde BDNF ve sinaptik protein diizeylerinin yiikseldigi
gosterilmistir. Kuyruktan asma testinde agmatinin immobilite siiresini kisalttigy;
mTOR inhibitérii rapamisin, BDNF antikoru, tirozin kinaz B ve AMPA reseptor
antagonistleri ve fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K) inhibitorii varliginda bu etkinin geri
cevrildigi gosterilmistir. Dolayisiyla agmatinin antidepresan etkilerinde mTOR sinyal
yolagi, AMPA reseptor aktivasyonu, BDNF ve sinaptik protein diizeylerindeki artigin
rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Neis ve ark., 2016b). S6z konusu bulgulardan
hareketle arastirmacilarin bir baska ¢alismalarinda agmatin bu kez KOHS modelinde

akut olarak uygulanmis ve olast hizli antidepresan etki potansiyeli ketamin ve
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fluoksetin ile karsilastirilarak incelenmistir (Neis ve ark., 2016a). Elde edilen
bulgulara gore akut fluoksetin uygulamasi ile kuyruktan asma testinde immobilite
siireleri  kisalmazken; agmatinin tek doz uygulamasi farelerde ketamin ile
karsilastirilabilir 6lglide antidepresan-benzeri etki meydana getirmistir (Neis ve ark.,
2016a). Giliniimiize kadar olan donemde agmatinin antidepresan-benzeri etkisinin

incelendigi caligmalar Tablo 7°de 6zetlenmistir (Tablo 7).

Deneysel calismalarin yani sira yakin tarihte major depresyon tanili 3 hasta
tizerinde gerceklestirilen pilot bir klinik calismada 4 hafta siiresince uygulanan
agmatin (2-3 mg/giin) tedavisinin hastalarda antidepresan etki meydana getirdigi ve
uygulanan dozda fiziksel veya davranig diizeyinde herhangi bir istenmeyen etki
olusturmadig gosterilmistir (Shopsin, 2013). ilgili ¢alismada agmatin ayrica artan
dozlarda paraklorofenilalanin ile kombine edilmis ancak agmatinin antidepresan etkisi
paraklorofenilalanin uygulamasindan etkilenmemistir. Bu kapsamda agmatinin
antidepresan etkilerinin serotonerjik mekanizmalardan bagimsiz bir sekilde meydana

geldigine iligkin goriisler klinik veriler ile de desteklenmistir (Shopsin, 2013).

4.6.1. Agmatin, depresyon ve inflamasyon iliskisi

Agmatinin antiinflamatuvar etkilerine c¢esitli ¢aligmalarda dikkat cekilmistir.
Agmatinin astroglia ve makrofaj hiicrelerinde LPS inkiibasyonu ile indiiklenen iNOS
ekspresyonunu doza bagimli bir sekilde azalttigi bilinmektedir (Regunathan ve Piletz,
2003). Akut akciger hasari, pulmoner fibrozis, karaciger yetmezligi gibi
inflamasyonun eslik ettigi cesitli modellerde agmatinin TNF-a, IL-1B gibi pro-
inflamatuvar sitokin yanitlarini, NF-kB aktivasyonunu ve NO diizeylerini azaltarak
inflamasyonu baskiladigi gosterilmistir (EI-Agamy ve ark., 2014a; 2014b; Li ve ark.,
2014).

Bunun yaninda travmatik beyin hasari, inme, norodejeneratif hastaliklar,
noropatik agr1 gibi ndroinflamasyon bilesenli ¢esitli MSS patolojilerinde néroprotektif

etkilerinin oldugu bilinmektedir (Piletz ve ark., 2013; Uzbay, 2012).
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Tablo 7. Agmatinin antidepresan-benzeri etkilerinin gosterildigi ¢alismalar.
(Kronolojik sira ile yer verilmistir.)
Depresif Kullanilan Agmatinin
Depresyon Modeli davranislarin Denek Uygulama Agmatin Dozu Kaynak
degerlendirilmesi Yolu
) . c _ (Zomkowski ve
Zorunlu ytiizme Fare i.p. 0,01-50 mg/kg ark., 2002)
i . i (Zomkowski ve
Kuyruktan asma Fare i.p. 0,01-50 mg/kg ark., 2002)
) . - (Zomkowvski ve
Zorunlu ylizme Fare i.c.v 1, 10, 100 nmol ark., 2002)
) Zorunlu viizm Sican i 10, 20, 40, 80, 100 (Aricioglu ve
oruniu yuzme ¢ P mag/kg Altunbas, 2003)
- Zorunlu ylizme Sigan p.o. 10 mg/kg (Li ve ark., 2003)
. 1,25,25ve5 .
- Zorunlu ylizme Sigan S.C. mg/kg (Li ve ark., 2003)
- Zorunlu ylizme Fare p.o. 40 ve 80 mg/kg (Li ve ark., 2003)
- Zorunlu yiizme Fare s.C. 20 mg/kg (Li ve ark., 2003)
- Kuyruktan asma Fare p.o. 40 ve 80 mg/kg (Li ve ark., 2003)
(Dias Elpo
- Zorunlu ylizme Fare i.p. 10 mg/kg Zomkowski ve
ark., 2004)
_ . - (Budni ve ark.,
Zorunlu ytizme Fare i.p. 10 mg/kg 2007)
) . . (Zeidan ve ark.,
Zorunlu yiizme Fare i.p. 10 mg/kg 2007)
) . . (Krass ve ark.,
Zorunlu ylizme Fare i.p. 50 mg/kg 2008)
i . . (Taksande ve ark.,
Zorunlu ylizme Fare i.p. 20 mg/kg 2009)
_ . - (Kotagale ve ark.,
Zorunlu ytiizme Sican i.c.v. 20, 40 pg/sican 2013a)
Zorunlu ylizme,
KOHS (28 giin) siikroz tercih, Fare i.p. 5 ﬂg‘g/r'fga()m gﬁgaﬂde ve ark.,
splash testi gun boyu
TNF-a (i.c.v.) 0,001, 0,01,0,1, 1 (Neis ve ark.,
Ty Kuyruktan asma Fare p.o. ma/kg 2014)
Akut kisitlama . (Freitas ve ark.,
stresi Zorunlu yiizme Fare p.o. 10 mg/kg 2014)
Bakteriyel LPS " . (Taksande ve ark.,
s Zorunlu ytizme Sican i.c.v. 10, 20 pg/sican 2015)
Bakteriyel LPS Zorunlu yiizme, Fare i 20, 40 mg/kg (7 (Gawali ve ark.,
uygulamasi kuyruktan asma P- giin boyunca) 2016)
Sistemik
kortikosteron Kuyruktan asma, . (Freitas ve ark.,
uygulamasi (21 splash testi e p-0. ozt (2] aE) 2016a)
giin)

~~ .. Kuyruktan asma, . (Neis ve ark.,
KOHS (14 giin) splash testi Fare i.p. 0,1 mg/kg (tek doz) 2016a)

- .. Siikroz tercih, . 20, 40 mg/kg (28 (Gawali ve ark.,
L0 ) zorunlu yiizme, e Lp- giin boyunca) 2017)
Kortikosteron .

Kuyruktan asma 0,1 mg/kg (21 gin (Olescowicz ve
FZngUglgnm)aSI testi, splash testi Fare p-0- boyunca) ark., 2017)
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Anilan caligmaladaki bulgulardan hareketle agmatinin antidepresan etkisinin
inflamasyon hipotezi kapsaminda arastirilmasi ve terapdtik potansiyeline katkilari ele
alinmaya baslamistir (Freitas ve ark., 2016a; Gawali ve ark., 2016; Neis ve ark., 2014;
Sahin ve ark., 2016a; Taksande ve ark., 2015). Eldeki kisitli bulgular ile agmatinin
antiinflamatuvar etki potansiyeli tasiyan bir antidepresan molekiil olabilecegi ve bu
yoniiyle inflamatuvar depresyon tablosunda yeni bir tedavi yaklagimi olabilecegi fikri

giderek giiglenmektedir.

Taksande ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda KOHS ile
olusturulan plazma kortikosteron diizeylerindeki artigin kronik agmatin uygulamasi ile
azaldig1 ve depresyon-benzeri davranislarin diizeldigi gosterilmistir (Taksande ve ark.,
2013). Nitekim depresyon ile HPA ekseni hiperaktivitesi ve yiiksek plazma
glukokortikoid diizeyleri arasinda bir iliski oldugu bilinmektedir. Depresyonda artan
HPA aktivitesi; inflamatuvar yanitlarin tetiklenmesi, degisen norotransmitter
metabolizmasi, azalan norotrofik faktorler ve ndrotoksisite gibi depresyonda
birbirleriyle etkileserek tetiklenebilen patofizyolojik mekanizmalarin 6nemli bir
pargasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kapsamda agmatin ile elde edilen s6z konusu
bulgular; agmatinin depresyonda olasilikla HPA eksenini baskilayarak basta
inflamatuvar yanitlar olmak tizere bahsi gecen cesitli patolojik siiregler iizerindeki
olasi terapdtik potansiyelini glindeme getirmistir (Taksande ve ark., 2013). Taksande
ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar1 bir baska ¢alismalarinda bu kez agmatinin
sicanlarda bakteriyel LPS ile olusturulan depresyon ve anksiyete davranislarina eslik
eden anoreksiya, hipertermi tablosunu diizelttigini ve LPS ile indiiklenen serum IL-6
ve TNF-a diizeylerini de normalize ettigini rapor etmislerdir (Taksande ve ark., 2015).
S6z konusu bulgulardan hareketle arastirmacilar agmatinin beyinde pro-inflamatuvar
yanitlar1 azaltmak ve/veya antiinflamatuvar yolaklar1 aktive ederek inflamasyonun
eslik ettigi cesitli patolojilerde etkili olabilecegini one siirmiislerdir (Taksande ve ark.,
2015).

Taksande ve arkadaglarinin bulgular1 2016 yilinda bu kez fareler {izerinde yapilan
bir baska calisma ile desteklenmistir (Gawali ve ark., 2016). ilgili calismada 7 giin

stireyle uygulanan agmatinin farelerde LPS ile olusturulan depresyon-benzeri
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davraniglart 6nledigi, beyinde artmis IL-1p ve TNF-a diizeylerini diisiirerek
ndroinflamasyonu azalttigi, BDNF seviyesini yiikselttigi ve oksidatif/nitrozatif stres

yanitin1 diizelttigi gosterilmistir (Gawali ve ark., 2016).

Bu hipotezi destekleyen bir bagka c¢alisma farelerde TNF-o uygulamasiyla
yapilmis ve akut agmatin uygulamasinin kuyruktan asma testinde immobilite siiresini
kisaltarak depresyon-benzeri tabloyu geri ¢evirdigi gosterilmistir (Neis ve ark., 2014).
Ayni calismada agmatin fluoksetin, imipramin, bupropiyon, NMDA reseptor blokorii
MK-801 ve nNOS inhibitdrii 7-nitroindazol ile sub-efektif dozlarda kombine
edildiginde sinerjistik etki olustugu rapor edilmistir. Bu kapsamda; agmatinin
olasilikla antiinflamatuvar potansiyeli ve iliskili antidepresan etkilerinin, NMDA
reseptdr blokaji, NOS inhibisiyonu ve monoaminerjik norotransmisyonun

modiilasyonu ile baglantili olabilecegi 6ne stirilmiistiir (Neis ve ark., 2014).

Bakteriyel LPS ve TNF-o uygulamasi ile olusturulan depresyon modellerinin
disinda agmatinin kortikosteron uygulamasina bagli olusan modelde etkili oldugu
yakin tarihte gosterilmistir (Freitas ve ark., 2016a). Bu ¢alismada agmatin farelere
kortikosteron ile birlikte 21 giin boyunca uygulandiginda; antidepresan etki ve
beraberinde noroplastisiteyi destekledigi, mikroglia ve astrosit morfolojisini de
diizenleyebildigi gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada agmatinin etkileri hiicresel
antioksidan koruma sisteminde rol oynayan 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan
eritroid kaynakli niikleer faktor 2 (Nrf2) ile iliskilendirilmistir. Nrf2 geni silinmis
farelerde agmatinin etkilerinin s6z konusu olusmadigi ve dolayisiyla agmatinin
antidepresan etkilerinde Nrf2 aktivasyonunun rol oynayabilecegi de ileri siirtilmiistiir

(Freitas ve ark., 2016a).

Bahsi gegcen calismalar 1s18inda ekibimiz tarafindan gergeklestirilen yakin
tarihteki bir ¢aligma ile strese maruz birakilan siganlarda akut agmatin uygulamasinin
NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve sitokin yanitlari izerine etkisi incelenmistir (Sekil
25) (Sahin ve ark., 2016a). Calismada si¢anlara 7 giin siireyle giinde 4 saat olmak {izere
sub-kronik kisitlama stresi uygulanmis ve agmatin son giin, tek doz (40 mg/kg; i.p.)

olarak verilmistir. Elde ettigimiz verilere gore akut agmatin uygulamasi siganlarda
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stres ile indiikklenen NLRP3 inflamazom aktivasyonunu ve ayrica proinflamatuvar

sitokinler aracili gelisen inflamatuvar yanitlar baskilamigtir (Sahin ve ark., 2016a).

Agm veya SF; i.p.

|

30 dk. sonra

— ——-
[ | L /
Kisitlama Stresi 7. giin
0-6. glinler l
4 saat/giin

Sakrifikasyon

AN
g

Stres  Stres+Agm @

* NLRP3 inflamazomu:
» NLRP3
¥» Kaspaz-1
» ASC
» NF-xB
+  Pro-inflamatuvar sitokinler: +  Pro-inflamatuvar sitokinler:
» IL-1B, IL-18, TNF-o, IL-6, » 1L-1p, IL-18, TNF-a, 1L-6,
1L-2, TL-17, TFN-y v IL-2, IL-17, IFN-y
+  Anti-inflamatuvar sitokinler: 4. Anti-inflamatuvar sitokinler:
» IL-4, IL-10 # IL-4, IL-10

Sekil 25. Stres modelinde NLRP3 aktivasyonu ve agmatinin etkisi. Yukarida Sahin ve
arkadaslarinin ¢alismalar1 sematize edilmistir. Immobilizasyon kafesleri kullanilarak
7 giin siireyle giinde 4 saat uygulanan kisitlama stresi sekilde gosterilmistir. Agmatin
(40 mg/kg) veya SF (0,1 ml/100g) son stres seansindan 30 dk once tek doz seklinde
uygulanmistir. Son giin kisitlama stresinin bitiminden hemen sonra siganlar sakrifiye
edilmis; hipokampiis ve prefrontal korteks beyin dokular1 ve taze kandan serum
ornekleri alinmistir. Stres uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda; sub-
kronik kisitlama stresi uygulanan siganlarda prefrontal korteks ve hipokampal NLRP3
inflamazomu aktivasyonu meydana gelirken; serum ve beyinde pro-inflamatuvar
sitokin seviyeleri ylikselmis; anti-inflamatuvar sitokinlerin seviyesi ise azalmigtir. Tek
doz agmatin uygulamasi; stres ile indiiklenen NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
azaltmis ve sitokin yanitlarini normalize etmistir. Agmatin; agmatin, serum fizyolojik;
SF. (Sahin ve ark., 2016a).
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4.7. Deneysel Depresyon Modelleri
4.7.1. Deneysel depresyon modellerinde gecerlilik kavram

Depresyon; klinik semptomlar1 hastadan hastaya biiyiik degiskenlik gdsterebilen
kompleks patofizyolojiye sahip heterojen bir hastaliktir. Birgok psikiyatrik hastalikta
oldugu gibi depresyonun patofizyolojisi giiniimiizde hala net olarak aydinlatilabilmis
degildir. Toplumda yaygin olarak goriilen ve cogu olguda yeterli diizeyde tedavi
basarisinin saglanamadigi depresyonun daha iyi anlagilmasi ve yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilebilmesi igin hayvan modelleri ile yapilan deneysel ¢alismalar
gerek hastalik norobiyolojisi gerekse davranis diizeyinde incelemelere olanak tanimasi
bakimindan kritik bir Oneme sahiptir. Ancak depresyon gibi duygudurum ve
entelektiiel fonksiyonlar1 da igeren, tiirlimiize 6zgii davranis ve diisiince sisteminin
etkilendigi psikiyatrik hastaliklarin hayvanlarda tam anlamziyla olusturulmasi siiphesiz
ki mimkiin degildir. Buna karsin klinikte goriilen hastaliga 6zgii bazi semptomlar
(endofenotipler) veya patofizyolojik degisimlerin deney hayvanlarinda da
olusturulmas1 miimkiindiir. Nitekim deneysel hayvan modelleri ile depresyon gibi
cesitli psikiyatrik hastaliklarin belli yonleri, belli seviyelerde ve belli kisitliliklarda
hayvanlarda taklit edilebilmektedir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016;
Deussing, 2006; Duman, 2010).

Deneysel depresyon modellerinin gecerliliklerinin belirlenmesi ve klinige
uyarlanabilirliklerinin anlagilmasi; yapilan caligmalarin kalitesi ve One siiriilen
bulgularin literatiirdeki yeri bakimindan biiyiilk Onem tasimaktadir. Deney
hayvanlarinda olusturulan depresyon modellerinde gegerlilik kavrami ilk kez 1969
yilinda McKinney and Bunny tarafindan ortaya atilmistir (McKinney ve Bunney,
1969). 1984 yilinda Paul Willner deneysel depresyon modellerinin gegerliligi ile
iligkili olarak en az 3 kriterin dnemine dikkat ¢ekmistir (Willner, 1984). Bunlar: (1)
Goriintis gecerliligi (face validity), (2) Yapisal gecerlilik (construct validity) ve (3)
Ongoriisel gegerlilik (predictive validity) kriterleridir. Yillar icinde bahsi gegen
kriterlere yenilerinin eklenmesiyle birlikte Willner’in kriterleri depresyon
modellerinin gegerliligi ve klinige uyarlanabilirliginin belirlenmesinde halen temel
kilavuz niteligini korumaktadir (Czeh ve ark., 2016). Bu kriterler; (1) hayvandaki
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davranig fenotipi ile klinik semptomlarin benzer olmasi (goriiniis gecerliligi), (2)
hastaligin  gelisiminde rol oynadigi bilinen etiyolojik faktorlerin hayvanlarda
tetiklenmesi ve iliskili hastalik noérobiyolojisine benzer siireglerin hayvanda da
gelismesi (yapisal gecerlilik), (3) klinikte kullanilan tedavide etkili ilaglarin model
olusturulan hayvanda da etkili olmasi, diger taraftan o hastaliga etkisiz oldugu bilinen
molekiillerin modelde de etkisiz olmasi (6ngoriisel gecerlilik) gerekliligini 6ne

stirmektedir (Czeh ve ark., 2016; Willner, 1984).

Her ne kadar deneysel depresyon modelleri ile bahsi gegen 3 kriterin tam
anlamryla karsilanmas1 miimkiin degilse de; giiniimiizde hastalig1 belli yonleriyle taklit
edebilen, antidepresan yanitin 6ngdriilebildigi ve uygun bir bicimde test edilebildigi
cesitli depresyon modelleri ve akut tarama testleri mevcuttur (Abelaira ve ark., 2013;
Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006; Duman, 2010; Willner, 1984). Bu kapsamda
irdelendiginde 6zellikle ¢evresel stres etkeni ile deney hayvanlarinda olusturulan
kronik stres modellerinin; goriiniis, yapisal ve dngoriisel gegerlilik kriterlerini biiyiik
oranda saglayan iyi valide edilmis depresyon modelleri oldugu kabul edilmektedir

(Czeh ve ark., 2016).

4.7.2. Antidepresan aktivite tarama testleri

Akut (antidepresan aktivite) tarama testleri yeni gelistirilen antidepresan ilaglarin
etkinliklerinin degerlendirilmesinde uzun yillardir kullanilan testlerdir. Akut tarama
testlerinin 1yi valide edilmis depresyon modellerinden ayr1 tutulmalar1 gerekmektedir
(Czeh ve ark., 2016). Nitekim deneysel depresyon calismalarinda model ve test
kavramlar1 arasinda belirgin bir ayrim oldugu unutulmamalidir (Abelaira ve ark.,
2013; Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006). Model; genel ifade ile insanda goriilen bir
patolojinin deney hayvanlarinda gecerli bir sekilde taklit edilebilmesi iken, test ise
belli bir zaman noktasindaki fizyolojik veya davramigsal Ol¢limleri kapsamaktadir
(Abelaira ve ark., 2013). Giiniimiizde depresyon-benzeri davranislar ve antidepresan-
benzeri etkinin degerlendirilmesinde zorunlu yiizme ve kuyruktan asma testleri olmak
tizere iki temel akut tarama testi kullanilmaktadir (Deussing, 2006). S6z konusu
testlerin ongoriisel gecerlilik kriterlerini bir dlgiide saglamalarina karsin, yapisal ve

goriiniis gegerliliklerinin bulunmadig1 s6ylenebilir (Abelaira ve ark., 2013).
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4.7.2.1. Zorunlu yiizme testi

Zorunlu ylizme testi en yaygin kullanilan akut tarama testlerinin basinda
gelmektedir. Porsolt testi olarak da anilan zorunlu yiizme testi ilk kez 1977 yilinda
Porsolt tarafindan gelistirilmis ve bazi1 modifikasyonlarla giiniimiizde antidepresan
aktivitenin degerlendirilmesinde hala siklikla tercih edilmektedir (Porsolt ve ark.,
1977). Zorunlu ylizme testi ilk gelistirildigi donemde antidepresan etkili molekiillerin
farelerde test edilmesine olanak taniyan bir depresyon modeli olarak sunulmustur.
Giliniimiizde ise fare ve sicanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Test, fare veya
sicanin belirli ylikseklikte su ile doldurulmus bir silindir fanus i¢inde ylizdiiriillmesi
esasina dayanir. Silindir yapidaki diizenek ve uygun su yiiksekligi saglanarak hayvanin
kagma veya tutunmasina imkan verilmemekte; boylece kacinilmaz bir stres ortami
yaratilmaktadir. Tipik olarak; sigan veya fare yiizme seansinin baslarinda aktif yiizme
hareketleri ile karakterize kagma davranisi sergilemekte, bunu kagma davranisinin
sergilenmedigi, hareketsiz kalma (immobilite) periyotlar1 izlemektedir. immobilite
davranisi; deney hayvaninin basini suyun istiinde tutmaya yetecek kadar kiigiik
hareketler yapmak disinda hareketsiz kalma durumu; diger bir ifade ile siganin aktif
yiizme davranisint sergilemedigi anlar seklinde tanimlanmaktadir. Zorunlu yiizme
testinde klinikte kullanilan ¢esitli antidepresan ilaglarin (MAO inhibitorleri, TSA’lar,
SSRi’ler vb.) akut uygulama sonrasi hareketsiz kalma siirelerini kisalttig1 gdsterilmis
ve immobilite siireleri caresizlik-benzeri davranis ile iliskilendirilerek antidepresan
etkinin gostergesi olarak kabul edilmistir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016;
Deussing, 2006; Duman, 2010).

Zorunlu yiizme testinin protokolii sigan ve fareler arasinda farklilik gostermektedir
(Abelaira ve ark., 2013). Siganlar testten 24 saat once alistirma seansina alinmaktadir.
Alistirma  kapsaminda siganlarin 15 dakika boyunca ylizdiiriilmeleri saglanir.
Alistirma periyodunun immobilite davranisinin test seansinda daha iyi gézlenmesine
olanak tanidig1 rapor edilmistir. 24 saat sonra sicanlar ayni kosullarda teste alinarak 5
dakika boyunca yiizmeleri saglanarak immobil kalma siireleri kaydedilir. Farelerde
gerceklestirilen zorunlu yiizme testinde alistirma periyodu yoktur ve test siiresi 6

dakika olarak belirlenmistir. Bu 6 dakikalik test siiresinin ilk 2 dakikas1 aligtirma
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periyodu olarak islev gérmekte, immobilite siireleri seansin son 4 dakikasinda

kaydedilmektedir (Abelaira ve ark., 2013).

Zorunlu yiizme testi tekrarlanabilirligi yiiksek, hizli ve gorece kolay bir test olusu

nedeniyle tercih gormektedir (Abelaira ve ark., 2013; Deussing, 2006).

4.7.2.2. Kuyruktan asma testi

Kuyruktan asma testi; icerik ve degerlendirilen parametre yoniinden zorunlu
ylizme testine benzeyen ancak yalnizca fareler lizerinde uygulanabilen bir akut tarama
testidir (Yan ve ark., 2010). Zorunlu yiizme testi gibi kuyruktan asma testi de farelerde
akut antidepresan aktivitenin incelenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Kuyruktan asma testinde farelerin kagmalart miimkiin olmayan bir diizenekte
kuyruklarindan asilmalar1 saglanarak, hareketleri kaydedilir. Zorunlu yiizme testinde
oldugu gibi degerlendirilen davranis parametresi immobilite siiresi olup depresyon-
benzeri davranis olarak degerlendirilmektedir (Sekil 26). Cesitli antidepresan ilaglarin
kuyruktan asma testinde gozlenen hareketsiz kalma siirelerini kisaltarak kagma
davranigin1 tetikledigi gosterilmistir. 6 dakikalik test siiresi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kuyruktan asma testi de zorunlu ylizme testi gibi uygulamasi kolay,
hizl1 ve yaygin kullanim goren bir yontemdir. Bilgisayar destekli otomatik olgiime
imkan vermesi bir diger 6ne cikan Ozelligidir. Diger taraftan yalnizca farelerde
uygulanabilir olmasi ise bir dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Abelaira ve ark.,
2013; Deussing, 2006; Duman, 2010).

Akut antidepresan etkinin degerlendirildigi zorunlu yiizme ve kuyruktan asma
testlerinin, klinikte kullanilan antidepresan ilaglarin kronik kullanimi sonucu meydana
gelen ve yavas baslayan etkilerini yansitmamasi bu testlerin dnemli bir dezavantaji
olarak kabul edilmektedir. Bu bakimdan zayif goriiniis gecerliligine sahip olduklar

kabul edilmektedir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016; Yan ve ark., 2010).

Gilinlimiizde gegerli kabul edilen deneysel depresyon modellerinin gelistirilmesi
ile birlikte zorunlu ylizme ve kuyruktan asma testlerinin uygulama alanlar1 akut

antidepresan etki tarama fonksiyonlarinin ilerisine taginmuistir.
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Mobilite immobilite immobilite Mobilite

Sekil 26. Zorunlu yiizme (A) ve kuyruktan asma (B) testleri. Aktif kagma davranist
mobilite ile ifade edilirken; kagma ¢abasinin gozlenmedigi hareketsiz kalma davranisi
immobilite ile ifade edilmistir. Her iki testte de immobilite siireleri garesizlik-benzeri
davranis olarak degerlendirilmektedir (Abelaira ve ark., 2013).

Bu testler gilinlimiizde 0Ozellikle stres etkenli iyi valide edilmis depresyon
modellerinde modele ek olarak uygulanmaktadir. Bu kapsamda model ile olusturulan
depresyon-benzeri  davraniglarin  tespiti  ve ayrica tedavi etkinliklerinin

degerlendirilmesinde giivenle ve yaygin kullanilmaktadir (Abelaira ve ark., 2013).

4.7.3. Stresle olusturulan depresyon modelleri

Strese maruziyetin; depresyon gelismesinde rol oynayan énemli bir gevresel risk
faktorii oldugu bilinmektedir (Duman, 2010). Bu noktadan hareketle deneysel
depresyon modellerinin biiyiik ¢ogunlugunu; ¢esitli stres etkenlerinin kullanilmasiyla
olusturulan akut veya kronik stres modelleri olusturmaktadir (Deussing, 2006). Bu
modeller ile klinik depresyon tablosu ile uyumlu birtakim davranigsal ve
patofizyolojik degisimler deney hayvanlarinda da yaratilabilmekte ve bu degisimler
antidepresan tedavi ile geri dondiirtilebilmektedir. Bu kapsamda deneysel depresyon
calismalarinda birbirlerine gore birtakim farkliliklar gosteren cesitli stres modelleri
kullanilmaktadir (Deussing, 2006). Bunlar arasinda; 6grenilmis caresizlik, sosyal
stres, maternal yoksunluk ve KOHS modelleri en yaygim kullanilan stres modellerine
ornek olarak verilebilir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006;
Duman, 2010; Yan ve ark., 2010). Stres modellerinin genel olarak iyi etiyolojik,
goriinlis ve yapisal gecerlilik profiline sahip oldugu kabul edilmektedir. Kronik

antidepresan ilag tedavisine yanitin degerlendigi 6ngoriisel gegerlilik kriterinin ise bazi
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stres modellerinde basariyla saglanmasina karsin (6rn. kronik hafif stres) diger bazi
modellerde (6rn. 6grenilmis garesizlik) yeterli diizeyde olmadigi bilinmektedir (Czeh

ve ark., 2016).

4.7.3.1. Ogrenilmis caresizlik modeli

Major depresyonun onemli ve yaygin goriilen belirtilerinden biri de ¢aresizlik
hissidir. Bundan hareketle depresyonun ele alindig1 klinik ve preklinik ¢aligmalarda
caresizlik hissi veya davranisi siklikla arastirma konusu olmustur (Pryce ve ark.,
2011). Ogrenilmis garesizlik modeli; deneysel depresyon literatiiriine bu anlamda ilk
kazandirilan ve iyi valide edilmis modellerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Seligman ve ark., 1968). Ogrenilmis caresizlik modelinde deney hayvani, kontrol
edilemeyen, ongodriilemeyen ve kagcmanin miimkiin olmadig1 kapali bir diizende
tekrarli olarak elektrik ayak soku stresine maruz birakilmaktadir. Daha sonra ayni
deney hayvani, bu kez kagmanin miimkiin ve kolay oldugu agik bir sistemde ayni
elektrik sokuna maruz birakildiginda kagma davranisini yeterli dlglide veya hig
sergilemedigi goriilmektedir. Bu sekilde deney hayvaninda caresizlik tablosunun
olusturuldugu kabul edilmekte ve bu tablo 0&grenilmis caresizlik olarak
nitelendirilmektedir (Abelaira ve ark., 2013; Deussing, 2006; Krishnan ve Nestler,
2011).

Ogrenilmis ¢aresizlik modeli olusturulan hayvanlarda; motor aktivitede degisim,
agirlik kaybi, uyku diizeninde degisim, libido azalmasi, motivasyon kaybi ve bilissel
bozukluklar gibi klinik depresyon tablosuna benzer belirtilerin meydana geldigi
bilinmektedir. Bu yoniiyle modelin 1y1 goriinlis gegerliligine sahip oldugu kabul
edilmektedir. Diger taraftan model ile beyinde azalmis noradrenalin ve serotonin
diizeyleri, HPA ekseni aktivitesinde artis ve hipokampal bolgede sinaps kaybr gibi
depresyon ile iliskili bazi patofizyolojik degisimlerin tetiklendigi gosterilmistir
(Krishnan ve Nestler, 2011). Ogrenilmis caresizlik modeli uygulanan deney
hayvanlarinda meydana gelen depresyon-benzeri tablonun uzun siirmemesi,
belirtilerin birka¢ giin i¢inde ortadan kalkmasi model ile ilgili 6ne ¢ikan

dezavantajlardan biridir. Klinikte antidepresan ilaglar ile kronik kullanimda goriilen
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etkinin aksine; modelde olusan depresyon-benzeri tablo kisa siireli antidepresan ilag
kullanimt ile geri dondiiriilebilmektedir. Bu yoniiyle modelin 6ngoriisel gegerlilik
kriterini belli bir diizeyde sagladign kabul edilebilir. Ogrenilmis caresizlik
protokoliiniin farkli laboratuvarlarda farkl sekilde uygulanabilmesi model ile ilgili bir
diger dezavantaji olarak gosterilebilir (Abelaira ve ark., 2013; Deussing, 2006;
Krishnan ve Nestler, 2011; Yan ve ark., 2010).

4.7.3.2. Erken yasam stres modelleri

Yasamin erken doneminde maruz kalinan birtakim travmatik veya olumsuz
deneyimlerin yetiskinlik doneminde depresyon gibi stresle iliskili patolojilere
yatkinligi artirdigi, bu yoniliyle erken yasam stres maruziyetinin depresyon
gelismesinde rol oynayan 6nemli risk faktorlerinden biri oldugu kabul edilmektedir
(Heim ve Nemeroff, 2001). Ebeveyn kaybi, suistimal, fiziksel veya duygusal ihmal
gibi olumsuz deneyimlerin ve pre-/postnatal donemde karsilasilan diger ¢evresel stres
maruziyetinin yetigkin donem duygudurum bozukluklarinin etiyolojisini belirleyen
onemli faktorler oldugu yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda gosterilmistir (Czeh ve
ark., 2016; Heim ve Binder, 2012).

Erken postnatal donem; sinir sisteminin yiiksek plastisite gostererek hizla gelistigi
donemdir. Bu donemde maruz kalinan c¢evresel etmenler; yetiskin donemde
davraniglar etkileyebilen, mevcut kapasiteyi sekillendirmesi bakimindan biiyiik 6nem
tasimaktadir (Abelaira ve ark., 2013). Deneysel erken yagsam stres modelleri arasinda
pre-/postnatal stres ve maternal yoksunluk modelleri bulunmaktadir. Bahsi gecen
modeller ile yasamin erken doneminde stres maruziyeti, yetiskinlik doneminde
depresyon tablosunu yansitan davranigsal ve norobiyolojik fenotipler meydana
getirmekte ve bu degisimler antidepresan tedaviler ile geri dondiiriilebilmektedir

(Deussing, 2006).

Maternal yoksunluk modeli en sik kullanilan erken yasam stres modellerinin
basinda gelmektedir. Bu model; anne ile yenidogan arasindaki iliskinin zarar gordigii
thmal veya ebeveyn kaybini yansitan, gelisimsel siirecte etkili erken donem stresinin
taklit edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu modelde yavrularin postnatal donemin ilk
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iki haftasinda her giin belli siirelerde anneden ayrilmasi saglanmaktadir. Maternal
yoksunluk olusturulan yavrularin yetiskin donemlerinde anksiyete ve depresyon-
benzeri davraniglar sergiledigi gosterilmis; bu belirtilere HPA ekseni hiperaktivitesi
ve norotrofik destekte azalmanin eslik ettigi rapor edilmistir. Diger taraftan
antidepresan tedavilerle model ile olusturulan depresyon-benzeri davraniglar geri
cevrilmekte ve norogenezis indiikklenmektedir (Reus ve ark., 2011; Ruedi-Bettschen
ve ark., 2006). Maternal yoksunluk modeliyle ilgili 6ne ¢ikan problemlerden biri farkli
protokollerin ayn1 baslik altinda incelenmesi ve dolayisiyla model ile ilgili kimi zaman

birbiriyle ¢elisen farkl: etkilerin rapor edilmesidir (Czeh ve ark., 2016).

4.7.3.3. Sosyal yenilgi stres modelleri

Sosyal etkilesimle iliskili stres faktorlerinin depresyon gelismesinde rol oynayan
onemli ¢evresel etkenlerden biri oldugu kabul edilmektedir (Bjorkqvist, 2001). Sosyal
yonden yenilgiye ugrayan bireylerde kendini yalniz hissetme, anksiyete, sosyal
sakinma, Ozsayginin azalmasi gibi c¢esitli depresyon belirtilerinin eslik ettigi
bilinmektedir (Huhman, 2006). Buradan hareketle deney hayvanlarinda olusturulan
sosyal yenilgi modelleri; depresyonun bazi endofenotiplerinin arastirilmasina olanak
tanimast bakimindan dikkatleri {izerine toplamistir (Huhman, 2006). Bu kapsamda
kullanilan sosyal yenilgi modelleri ikili veya grup seklinde gerceklestirilen sosyal
etkilesim diizeyinde olusturulabilmektedir. Sosyal yenilgi stres modeli temel olarak
yerlesik-igsgalci paradigmasina dayanmaktadir. Model kapsaminda erkek sigan/fareler
kullanilmaktadir. Agresif ve dominant deney hayvani isgalci olarak tanimlanmakta ve
ayni tiirden bir baska hayvanin (yerlesik) bulundugu ortama alinarak yerlesik hayvan
ile fiziksel veya fiziksel olmayan tekrarli bir etkilesime maruz birakilmaktadir
(Blanchard ve ark., 2001). Bu etkilesim ile sosyal yenilgi olusturulan yerlesik
hayvanda basta anhedoni ve sosyal sakinma olmak iizere, seksiiel aktivitede azalma,
anksiyete, azalmig motor aktivite ve kesifci davranis, uyku fizyolojisi veya sirkadyen
ritimde degisiklikler, agirlik kaybi gibi depresyon tablosunu yansitan degisimler
meydana gelmektedir (Blanchard ve ark., 2001; Duman, 2010; Rygula ve ark., 2005).
Model ile meydana gelen anhedoni ve sosyal sakinma davranisinin uzun siire devam

etmesi ve yalnizca kronik antidepresan tedavi ile diizelmesi modelin 6ne c¢ikan
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ozellikleri olarak belirtilmektedir. Davranislara ek olarak model ile meydana gelen ve
klinik depresyonu yansitan morfolojik, ndroendokrin, ndrotrofik ve nérotransmitter
sistemler {izerindeki degisimler de kronik antidepresan kullanimi ile geri

dondiiriilebilmektedir (Blanchard ve ark., 2001; Duman, 2010).

4.7.3.4. KOHS modeli

KOHS modeli en iyi gegerlilik profiline sahip deneysel depresyon modellerinden
biri olarak kabul edilmektedir (Czeh ve ark., 2016). Model ile depresyonun en temel
gostergelerinden biri olan anhedoninin deney hayvanlarinda olusturulmasi miimkiin
olmaktadir (Willner, 2005). Model; deney hayvanlarinin gesitli ¢evresel stres
etmenlerine dngoriilemeyen bir diizende kronik olarak maruz birakilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu kapsamda deney hayvanlarina; giindiiz/gece dongiisiiniin ters
cevrilmesi, es degisimi, sosyal izolasyon, a¢ birakma, soguk ve sicak suda yiizdiirme,
kafes sallama, kafes egimlendirme, talas 1slatma, kisitlama, ve kuyruktan kistirma gibi
hafif etkili stresorler model siiresince kronik olarak uygulanmaktadir. Bu siire zarfinda
deney hayvanlar1 her giin s6z konusu stresorlerin bir veya ikisine, ayni stresor ardisik
giinlerde uygulanmayacak sekilde ve stresorler arasinda belirli bir siralama
izlenmeksizin maruz birakilmakta, boylece deney hayvaninin stresorleri ongormesinin
ve strese karsi adaptasyonun Oniine gecilmektedir. Model siiresi literatiirde en az iki
hafta olmak iizere 4, 6 hafta veya kimi ¢aligsmalarda aylarla ifade edilen farkli stirelerde
bildirilmektedir (Czeh ve ark., 2016; Willner, 2005; Willner, 1997). Model ile
meydana gelen davranigsal, nérokimyasal, ndroimmiin ve ndroendokrin bozukluklarin
klinik depresyonu yansitan diizeyde uzun siirmesi modelin 6nemli avantajlarindan biri
olarak kabul edilmektedir (Wiborg, 2013; Willner, 2005; Willner, 1997). Ayrica
model ile deney hayvanlarinda olusan anhedoni-benzeri davranislarin yalnizca kronik
antidepresan tedavi ile diizelmesi modelin gegerlilik profilini 6ne ¢ikaran bir diger

onemli 6zelligidir (Czeh ve ark., 2016).

Tarihsel boyutta incelendiginde modele iliskin konsept ilk kez 80’li yillarin
baslarinda Katz ve arkadaslar1 tarafindan ortaya atilmis; daha sonra Willner’in izleyen

calismalariyla KOHS adi altinda gelistirilmistir (Katz ve ark., 1981a; 1981b; Willner,
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1984; Willner ve ark., 1992). Katz ve arkadaslarmin gelistirdikleri modelde deney
hayvanlarma 3 hafta siireyle agir stresorler uygulanmis ve strese maruz kalan
hayvanlarda bazal kortikosteron diizeylerinin ylikseldigi ve anhedoninin gdstergesi
olarak siikroz tercihinin azaldig1 gosterilmistir (Katz, 1982; Katz ve Hersh, 1981a).
Katz ve arkadaslarinin ¢alismalarindan hareketle Willner ve arkadaslar1 daha hafif
stresorlerin daha uzun siire uygulandigi bir modifikasyon gelistirmislerdir (Willner ve
ark., 1987). Willner’in KOHS adi altinda tanimladig1 bu yeni dizaynin insanlarin
karsilastig1 gilinlilk yasam stresini Katz modeline gore daha iyi karsiladigi kabul

edilmistir (Czeh ve ark., 2016; Willner ve ark., 1992; Willner ve ark., 1987).

KOHS modelinde depresyon-benzeri davranislar yoniinden degerlendirilen temel
parametre hedonik aktivitedir. Bu baglamda anhedoni-benzeri davranislar siikroz
tercih veya siikroz tiiketim testleri ile tespit edilebilmektedir (Willner, 2005). Bahsi
gecen testlerde belli oranda hazirlanan siikroz ¢ozeltileri deney hayvanlarina
sunulmakta ve deney hayvanlarinin tiikettikleri siikroz ¢ozeltisi miktarlar1 suya karsi
(tercih) veya tek basina (tliketim) degerlendirilebilmektedir. Bu noktada anhedoni-
benzeri davranislarin degerlendirilmesinde kullanilan siikroz tiiketiminin hayvanlarin
stvi ve gida tiiketimi yonelimlerinden etkilenebilecegine iliskin elestiriler glindeme
gelmistir. Ancak yapilan ¢alismalarla KOHS modelinin deney hayvanlarinda sivi
tikketim davranisini etkilemedigi gosterilmis ve bundan hareketle siikroz tiiketiminde
meydana gelen azalmanin siikroza 6zgii bir tercih oldugu dogrulanmistir (Czeh ve ark.,
2016; Willner ve ark., 1992). Diger taraftan siikroz yerine kalori igermeyen sakkarin
¢ozeltisi kullanildigi durumda hayvanlarin tercihinin etkilenmedigi gosterilmis ve
dolayisiyla siikroz kalori igeriginin siikroz tercihinde bir yanlilik olusturmadigi kabul
edilmistir (Ayensu ve ark., 1995). Ek olarak model ile azalan siikroz tercihinin deney
hayvanlarinin aglik/tokluk durumundan etkilenmedigi de gosterilmistir (Ayensu ve
ark., 1995; Willner, 1997; Willner ve ark., 1992). S6z konusu bulgulardan hareketle
model ile azalan siikroz tercihi/tiikketiminin fizyolojik degil mental bir fenomen olarak
hedonik aktivitedeki azalmanin bir belirteci olabilecegi kabul edilmektedir (Wiborg,
2013). KOHS modelinde anhedoni-benzeri davramislar disinda seksiiel aktivite,
agresyon ve kesif¢i davraniglarda azalma gibi depresyon tablosunu yansitan diger bazi

davranigsal degisimler de rapor edilmistir (Yan ve ark., 2010).
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KOHS modelinde yapisal gecerliligin  gdstergesi olarak  depresyon
norobiyolojisinde rol oynayan temel patofizyolojik degisimlerin deney hayvanlarinda
da tetiklendigi bilinmektedir. Bunlar arasinda; norotrofik faktor diizeylerinin azalmasi,
HPA eksen aktivitesinin artmasi, antioksidan homeostazin bozulmasi, proinflamatuvar
sitokinler aracili inflamatuvar yanitlarin artmasi ve ndrotransmitter metabolizmasinda
meydana gelen degisimler o6rnek olarak gosterilebilir (Abelaira ve ark., 2013). Diger
depresyon modelleri arasinda KOHS modelinin etiyolojik, goriiniis, ongoriisel ve
yapisal gegerlilik kriterlerini en iyi 6l¢iide sagladigi kabul edilmektedir (Czeh ve ark.,
2016; Yan ve ark., 2010). Bu yoéniiyle olasilikla en yaygin kullanilan deneysel
depresyon modeli olarak karsimiza cikmaktadir. Bu 6nemli avantajimnin yaninda
modelin bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlardan ilki; model kapsaminda
gerceklestirilen deneylerin pratik uygulamalarinin zor olusu ile ilgilidir. Uygulamalar
yogun is yiikii basta olmak {iizere, genis alan ve uygun laboratuvar ortami
gerektirmekte ve soz konusu kosullarin gorece uzun olan model siiresi boyunca
kesintiye ugramamasi gerekmektedir. Bu yonilyle KOHS modelinin farkl
laboratuvarlarda ayni sartlar altinda uygulanmasi ¢ogu zaman giic olmakta; bu da
model ile iliskin bilimsel verilerin tekrar edilebilirligini zorlastirmaktadir (Abelaira ve
ark., 2013; Willner, 2005; Willner, 1997; Yan ve ark., 2010).

4.7.4. Diger modeller

Deneysel depresyon calismalarinda gorece iyi gegerlilik profiline sahip ve yaygin
olarak kullanilan ¢esitli stres modellerinin yaninda giiniimiizde daha az kullanilan
farmakolojik, genetik, cerrahi lezyon veya inflamasyon ile indiiklenen c¢esitli

depresyon modelleri de bulunmaktadir (Yan ve ark., 2010).

Deney hayvanlarinda depresyonun modellenmesinde gelistirilen ilk yaklagimlar
depresyonda monoamin hipotezini temel alan farmakolojik uygulamalar
kapsamaktadir. Bu uygulamalar; cesitli farmakolojik manipiilasyonlar araciligiyla
deney hayvanlarinda monoaminerjik asirimda diizensizlik veya monoamin eksikligi
olusturulmasi esasina dayanmaktadir (Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006; Yan ve

ark., 2010). Farmakolojik modellerin en tipik Ornegi rezerpin uygulamasi ile
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olusturulan depresyon modelidir (Willner, 1984). Antihipertansif ve antipsikotik
etkileri bilinen rezerpin; monoamin yapidaki ndrotransmitterleri secici olmayan bir
sekilde tiiketmesinden yola ¢ikilarak ge¢mis tarihli ¢alismalarda deney hayvanlarinda
depresyon modeli olusturmak i¢in kullanilmis; lokomotor aktivite ve viicut
sicakliginda azalma, pitozis gibi etkileri rapor edilmistir (Czeh ve ark., 2016;
Deussing, 2006; Willner, 1984). Rezerpin modeli ile olusturulan lokomotor aktivitede
azalma ve pitozis klinikte kullanilan ve monoamin hipotezini hedef alan bazi
antidepresanlar ilaglar ile geri ¢evrilebilir olmasina karsin; temel depresyon
belirtilerinin deney hayvanlarinda rezerpin uygulamasi ile olusmamasi modele iligskin
en biyiik elestirilerden biridir (Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006; Willner, 1984).
Farmakolojik modellere bir diger 6rnek ise psikostimiilan yoksunlugu ile olusturulan
modellerdir (Barr ve Markou, 2005). Bu model; insanlarda amfetamin, kokain gibi
psikostimiilan maddelerin kronik kullanim sonucu maddenin yoksunluguna baglh
olarak goriilen davranigsal ve fizyolojik degisikliklerin depresyonun bazi semptomlari
ile biiyiik Olglide paralellik gostermesi esasina dayanmaktadir (Deussing, 2006).
Benzer sekilde; deney hayvanlarina kronik olarak uygulanan amfetamin veya kokain
gibi psikostimiilan maddelerin yoksunlugunda hayvanlarda 6diil yanitlarinin
bozuldugu, &diil esik seviyelerinin yiikseldigi ve akut tarama testlerinde hareketsiz
kalma siirelerinin uzadigi gosterilmistir. Modele bagli olusan bu davranissal
degisimler antidepresan uygulamasi ile geri dondiiriilebilmektedir (Barr ve Markou,
2005; Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006). Rezerpin ve psikostimiilan yoksunlugu ile
olusturulan farmakolojik modellerde depresyon-benzeri davraniglar goriilmesi
nedeniyle psikostimiilan yoksunlugu modelinin rezerpin modelinden iistiin oldugu
kabul edilmektedir (Deussing, 2006). Bahsi gegen farmakolojik modellerin kisitli
gegcerlilik profiline sahip olmalari, depresyon norobiyolojisindeki gilincel goriisleri
yansitmamast nedeniyle giiniimiizde bu modellerin yerini iyi valide edilmis stres

etkenli depresyon modelleri almistir (Yan ve ark., 2010).

Bilateral olfaktor bulbektomi; ilk kez Leonard tarafindan 1984 yilinda gelistirilen
bir cerrahi depresyon modelidir (Leonard, 1984). Olfaktor bulbektomi; meydana
getirdigi fizyolojik, nérokimyasal ve davranigsal degisiklikler bakimindan klinik

depresyon tablosunu iyi yansittifi diisliniilen, iyi valide edilmis ve yaygin kabul
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gormiis bir depresyon modelidir (Kelly ve ark., 1997; Song ve Leonard, 2005). Cerrahi
olarak olfaktor bulbus’larin alinmasiyla olusturulan model ile olusan tipik davranissal
degisimler arasinda motor aktivitede artig, kesifci ve sosyal davranislarda bozulma,
o0grenme-bellek kayiplari ve anhedoni sayilabilir (Hendriksen ve ark., 2015). Bu
baglamda goriilen davranigsal degisimlerin olfaktdr bulb’larin korteks, amigdala,
hipokampiis gibi ¢esitli mezokortikal ve subkortikal beyin bolgeleri ile olan yogun
sinirsel baglantilar ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Model ile bu bolgelerdeki
iletisimin kesilmesi s6z konusu beyin yapilarinda depresyon tablosunda goriilen
norobiyolojik ve biyokimyasal bozukluklara yol agmaktadir (Rinwa ve Kumar, 2014;
Song ve Leonard, 2005). Olfaktor bulbektomi modelinde gelisen depresyon-benzeri
davraniglara mevcut antidepresan ilaglarin akut uygulamalariyla yanit alinamazken,
ancak kronik uygulama sonrasi davranis diizeyinde iyilestirici etkilerin goriilmesi;
hastaligin klinik yoniinii 6nemli 6l¢iide taklit eden bir model olarak kabul gérmesini
beraberinde getirmistir. Bunun yaninda olfaktor bulbektomi sonucu limbik beyin
bolgelerinde meydana gelen progresif, dejeneratif siirecler ve locus coeruleus, dorsal
rafe cekirdekleri gibi yapilarda goriilen noradrenerjik ve serotonerjik sistem
disfonksiyonlar1 gibi patolojik degisikliklerin hastaligin klinik patogonezini dnemli
o6l¢iide yansittigi diisiniilmektedir (Pudell ve ark., 2014; Rinwa ve Kumar, 2014; Song
ve Leonard, 2005).

Ozellikle son yillarda genetik alandaki ilerlemeler dogrultusunda genetik
depresyon modelleri giindeme gelmistir. Genetik yapilar1 degistirilen mutant fareler
ile yapilan galismalarla gesitli genlerin depresyonla iliskisi arastirilabilmektedir (Yan
ve ark., 2010). Bu kapsamda &zellikle depresyon ndrobiyolojisine iligkin norotrofik
faktorler, HPA eksen aktivitesi veya monoamin teorilerini hedef alan genetik
calismalar 6n planda yer almaktadir (6rn. 5-HT1a reseptér knockout, noradrenalin
transporter knockout, CRH reseptor-1 knockout, BDNF-knockout fare modeleri, gibi)
(Barkus, 2013; Heisler ve ark., 1998; Muller ve ark., 2003; Xu ve ark., 2000). Bu
alanda gelistirilen mutant farelerin ancak az bir kismi1 genetik depresyon modeli veya
stres maruziyeti ile gelisen depresif sendroma yatkinlik modeli olarak kabul
edilebilmektedir (Yan ve ark., 2010). Genetik modellerin gegerlilik kriterlerini iyi
Olglide saglamadigi kabul edilmektedir. Bu modeller ile genellikle tek bir proteini
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(reseptor, tastyici gibi) kodlayan gen iizerinden gergeklestirilen manipiilasyonlar;
karmagik depresyon patofizyolojisinin yeterli Olciide yansitilmasini miimkiin
kilmamaktadir (Czeh ve ark., 2016). Genetik modellerin zayif goriiniis ve ongoriisel
gecerliligine sahip olduklari; etiyolojik ve yapisal gegerliliklerinin ise kisitli dlgiide
var oldugu kabul edilmektedir. Genetik modellere iligskin bir diger sorun; modelin
genellikle fareler ile kisithh kalisi, diger taraftan farelerin davraniglarinin
degerlendirilmesinde kullanilan testlerin biiyiilk ¢ogunlugunun ise sicanlara yonelik

olusu ile ilgilidir (Czeh ve ark., 2016).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kimyasal Maddeler

Calismada imipramin HCI (Sigma-Aldrich®; 17379), agmatin siilfat (Sigma-
Aldrich®; A7127), aminoguanidin HCI (Sigma-Aldrich®; 396494), 3-Br-7-NI (Alfa
Aesar®; 163840), dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck®; 116743) ve siikroz (Glentham®;
GC4473) kullanildi. imipramin HCI, agmatin siilfat ve aminoguanidin HCI %0,9
serum fizyolojik igerisinde ve 3-Br-7-NI ise %50 (h/h) oraninda DMSO i¢erem serum
fizyolojik ¢oziiciisii gerisinde ¢ozdiiriildii. Tiim maddeler uygulama 6ncesi taze olarak
hazirlandi. Siikkroz ise yalnizca silikroz tercih testinde kullanilmak iizere testin
yapilacag giinlerde hazirlandi. Molekiiler incelemelerde NLRP1 (Cell Signaling®,
4990S), NLRP3 (Biorbyt®, orb101128), kaspaz-1 (Santa cruz®, sc-56036), ASC
(Biorbyt®, orb136866), B-aktin (Santa Cruz Biotechnology®, sc-1616-R) ve IL-1p
(Abbkine®, ABP52932), immiinohistokimyasal incemelerde ise GFAP (Millipore®,
MAB3402) antikorlar1 kullanildi. Calismada kullanilan gen primerlerleri ise DNA
Technology® (DN-10) firmasindan temin edildi.

5.2. Deney Hayvanlar1 ve Ortam Kosullar

Calismada deney hayvani olarak eriskin erkek (290-315 gram) Sprague Dawley
sicanlar kullanildi ve Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Siganlar depresyon modeli kapsaminda yapilan
uygulamalar disinda caligma siiresince standart laboratuvar kosullarinda; 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik dongiisiinde, sabit sicaklik (22+2°C) ve nem (% 65-70 bagil
nem) saglanan, 6zel havalandirmali ortamda barindirildi. Standart pleksiglas
kafeslerde (27x40x18 cm) ve her kafeste 4-5 sican olacak sekilde gruplandirildi.
Model geregi 24 saat a¢ birakma periyotlart disinda su ve yem kisitlamasi yapilmadi.
Tim davranis deneyleri giiniin aydinlik periyodunda gerceklestirildi. Calismanin
model olusturma ve davranis deneyleri Giilhane Askeri Tip Akademisi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, molekiiler analizler Istanbul Universitesi Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Sinirbilim Anabilim Dali Laboratuvari’nda,

immiinohistokimyasal analizler ise Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
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Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiildi. Tiim hayvan deneyleri etik
kurallar ve esaslarina uygun olarak gergeklestirildi. Bu ¢alisma Marmara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayr ile yiiriitildii (Protokol Kodu:
55.2015.mar).

5.3. Deney Gruplari

Calismada kullanilan si¢anlar randomize olarak 6 gruba ayrildi. Tedavi
uygulamalar1 6 haftalik KOHS modelinin son 3 haftas1 (21 giin) boyunca yapildi. Buna

gore;

Kontrol Grubu (n=12): Herhangi bir ¢evresel stres etkenine maruz birakilmayan ve
diger gruplara paralel olarak ayni zaman dilimlerinde, 3 hafta stireyle 0,1 ml/100 g
olacak sekilde serum fizyolojik (n=6) veya ¢oziicii (n=6) (i.p) uygulanan si¢anlari

ifade etmektedir.

KOHS Grubu (n=11): KOHS depresyon modeli olusturulan ve tedavi gruplarina
paralel olarak ayni zaman dilimlerinde 3 hafta siireyle 0,1 ml/100 g olacak sekilde

serum fizyolojik (n=6 ) veya ¢oziicii (n=5) (i.p) uygulanan sicanlar1 ifade etmektedir.

KOHS+IMi Grubu (n=12): KOHS depresyon modeli olusturulan ve diger gruplara
paralel olarak 3 hafta siireyle 10 mg/kg/giin dozunda imipramin HCI (i.p) uygulanan

siganlar1 ifade etmektedir.

KOHS+AGM Grubu (n=12): KOHS depresyon modeli olusturulan ve diger gruplara
paralel olarak 3 hafta siireyle 40 mg/kg/giin dozunda agmatin siilfat (i.p) uygulanan

siganlar1 ifade etmektedir.

KOHS+iNOSi Grubu (n=12): KOHS depresyon modeli olusturulan ve diger gruplara
paralel olarak 3 hafta siireyle 50 mg/kg/giin dozunda iNOS inhibitorii aminoguanidin
HCI (i.p) uygulanan si¢anlar1 ifade etmektedir.

KOHS+nNOSi Grubu (n=11): KOHS depresyon modeli olusturulan ve diger
gruplara paralel olarak 3 hafta siireyle 20 mg/kg/giin dozunda nNOS inhibitorii

3-Br-7-NI (i.p) uygulanan si¢anlar1 ifade etmektedir.
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5.4. KOHS Modeli

Calismamizda KOHS depresyon modeli kullanildi. Ik kez 1980°li yillarin
sonlarinda Willner ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan KOHS modeli; deneysel
hayvan modellerinin gegerlilik ve giivenilirliginin belirlenmesinde kabul géren 3 temel
kriteri (goriiniis, yapisal ve ongoriisel gegerlilik) saglayan, bu yoniiyle giiniimiizde
cesitli modifikasyonlarla yaygin olarak kullanilan bir depresyon modelidir (Czeh ve
ark., 2016; Willner ve ark., 1992; Willner ve ark., 1987). Bu ¢alismada model 6 hafta
siireyle uygulandi ve siganlar asagida belirtilen hafif stresérlere 6ngoriillemeyen bir
diizende (ayni stresor ardisik olmayacak bi¢cimde ve her defasinda giiniin farkli bir
zaman diliminde), her giin bir veya ikisine maruz birakildi. Kontrol grubu ise bu siire
boyunca stres gruplarindan farkli bir odada, standart laboratuvar kosullar1 korunarak
barindirildi ve arastirmaci ile karsilagma, elle tutulma, tartim, kafes temizligi, su/yem
saglama ve enjeksiyonlar disinda herhangi bir ¢evresel stres etmenine maruz

birakilmadi. Uygulanan stresorler;

1) Kuyruk kistirma (1 dakika)

2) Kafes sallama (10 dakika)

3) Soguk suda yiizdiirme (13£1°C/ 5 dakika)

4) Talas 1slatma (Yaklasik 200 ml su ile her kafeste bulunan talasin 24 saat siire ile
1slak kalmast)

5) Kafes egimlendirme (45 derece/24 saat)

6) Sicak suda yiizdiirme (40+1°C/ 5 dakika)

7) Giindiiz/gece dongiisiiniin ters ¢evrilmesi (24 saat)

8) Yiyecek erisiminin engellenmesi (24 saat)

9) Kafesler arasi es degisimi (48 saat)

Siganlarin uygulanan stresorleri ongdérmemesi, dolayisiyla olasi bir adaptasyonun

Onlenmesi amaciyla bazi hususlara dikkat edildi. Buna gore;

1) Ayni si¢ana ayni stresor ardisik giinlerde uygulanmadi.
2) Stresor siralamasi birbirini tekrar etmeyecek sekilde planlandi.
3) Stresorler farkli giin ve saatlerde uygulanacak sekilde planlandi. Bu kapsamda

uygulanan 6 haftalik stresor takvimi Tablo 8’de gosterildi.
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Tablo 8. Haftalik KOHS prosediirii takvimi

6 haftahik stresér takvimi

1. Kafes sallama  Soguk suda  Talagislatma  Talas islatma
(10 dk) yiizdiirme (24 52at) w—mp  Ditis

(5 dk) Kafesler arasi es degisimi
(48 saat)
Kuyruk
kistirma
(1dk)

Sicak suda Giindiiz/ ey, Bitis Kuyruk
Kafesler arasi yiizdiirme gece kistirma
ey degisimi (5 dk) dongiistinin (1dk)
bitiy ters
cevrilmesi
Agbirakma  Ag birakma (24 saat) Kafes sallama
(24 saat) ==®  bitis (10 dk)
STT*-

Soguk suda Kales = Kales
egimlendirme  egimlendirme
(5 dk) (24 saat) bitis

Kuyruk
kistirma

(1dk)

5 Kafesler arasi

es degisimi Kuyruk Kafes Soguk suda  Giindiiz/gece Bitis
bitis Kistirma sallama  yiizdirme  dongiisinin ">
(1 dk) (10 dk) (5 dk) ters
Ag birakma  Ag birakma ¢evrilmesi
(24 saat) =p  Bitis (24 saat) Kafesler arasi
-STT*- es degisimi
Soguk suda  Kafes sallama (48 saat)
yiizdiirme (10 dk)
(5 dk)

Kafes Ag¢birakma  Ag birakma
egimlendirme (24 saal) —mp Biliy
bitig -STT*-

Giindiiz/gece

dongistiniin
(21 GeVILIMES] mmp
(24 saat)

Bitis

* STT; siikroz tercih testi
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Model kapsaminda uygulanan s6z konusu stresdrlerin bazilarina iliskin deney

goriintiilerine Resim 1°de yer verildi.

Resim 1. KOHS modelinde uygulanan bazi stresdrler. A; kafes egimlendirme (~45
derece, 24 saat), B; kuyruk kistirma (1 dakika), C; soguk/sicak suda yiizdiirme
(13£1/40+1°C 5 dakika), D; talas 1slatma (~200 ml su/kafes, 24 saat)

5.5. Davrams Testleri
5.5.1. Siikroz tercih testi

KOHS modelinde; depresyonun énemli klinik belirtilerinden biri olarak kabul
edilen anhedoninin deney hayvanlarinda degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir.
KOHS modelinde anhedoninin tespiti igin siikroz tercih testi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Willner, 2005; Willner, 1997). Test temel olarak sigan, fare gibi
kemirgenlerin normal sartlarda suya karsi seker (siikkroz) iceren ¢ozeltiyi tercih
etmeleri esasina dayanmaktadir. Siikroza olan tercihin azalmasi hedonik aktivitede
azalma veya anhedoninin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Wiborg, 2013).
Stikroz tercih testi ¢alismamizda depresyon modeli olusturulmadan 6nce ve model
sirasinda iki haftalik araliklarla toplam 4 kez (0., 2., 4., 6. haftalar) uygulandi.
Literatiirde yaygmn kullanilan bu tekrarli test tasarimi ile anhedoninin stres
uygulamasinin hangi doneminde gelistigi ve tedaviye ne zaman baglanabilecegine

karar verebilmek miimkiin olmaktadir (Wiborg, 2013). Bu yoniiyle gerek depresyon
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modelinin olustugunun gosterilmesi gerekse antidepresan etki potansiyelinin zamana
bagli irdelenmesine olanak tanimasi agisindan c¢aligmamizda da siikroz tercih testi

tekrarli uygulandi.

Bu dogrultuda, depresyon modeli olusturulmadan 6nce baslangi¢ (bazal) siikroz
tercih diizeylerinin tespit edilmesi i¢in tiim siganlar teste alindi. Testten dnce siganlarin
%1 (a/h) siikroz iceren musluk suyuna aligmalar1 saglandi. Bu alistirma kapsaminda
siganlarin barinma kafeslerine 72 saat boyunca ¢ift su sisesi igerisinde %1’lik siikroz
¢oOzeltisi (200 ml) yerlestirildi ve bu siirecte musluk suyu ve yem erisimleri engellendi.
72 saat sonunda siikroz ¢ozeltileri kafeslerden alinarak; siganlar 24 saat siire ile normal
beslenme kosullarina geri dondiiriildii. Ertesi giin yem erigimleri engellenerek 24 saat
ag birakilan siganlar bu siirenin sonunda siikroz tercih testine alindi. Siganlarin siikroz
¢ozeltisine alistirilmasi i¢in yapilan bu uygulama bazal testten dnce olmak iizere deney
stiresince yalnizca 1 kez yapildi (Sekil 27). Testte akitmayan bilyeli suluklar kullanildi.
Suluklarin kafese yerlestirme ve alma islemleri akitmayi engelleyecek bicimde

dikkatle yiiriitiildii.

A. Ahstirma (72 saat); 0. hafta

% 1(a/h) &
siikroz ¢ozeltisi _,, '&?Q
Su ve yem erisimi
(24 saat)
B. Test (1 saat); 0., 2., 4., 6. haftalar Ag birakma
(24 saat)
% 1(a/h)
siikroz ¢ozeltisi =

Sekil 27. Siikroz tercih testinin yapilisi. A; alistirma, B; test seanslarim
gostermektedir. Sicanlar, 0. hafta gerceklestirilen bazal testten Once 72 saat siireyle
siikroz c¢ozeltisine alistirildi (A). Bu amacla su/yem erisimleri engellenen sicanlara 72
saat boyunca %1 (a/h) siikroz ¢ozeltisi sunuldu. Alistirma periyodundan sonra siganlar
24 saat siireyle normal beslenme diizenlerine geri dondiiriildii ve bunu takip eden 24
saatlik aglik sonrasi teste alindi.
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Bu testte her bir sigan tek tek kafeslere alind1 ve her kafese biri %1 siikroz ¢ozeltisi
digeri ise musluk suyu igeren 200 ml’lik 2 adet sise (suluk) sunuldu (Resim 2).
Suluklar; kafeslere sol ve sag hizalardan olmak tizere standart bir bigcimde yerlestirildi.
Sicanlarda suluklarin konumlarina karsi gelisebilecek olasi bir tercih yanliligini
onlemek amaciyla su ve siikroz ¢ozeltisinin konumlart her test seansinda degistirildi.
Suluklarin kafeslere yerlestirilmesinden hemen sonra 1 saatlik test siiresi baglatilarak
test odas1 terkedildi. Test Odncesi ve sonrasi suluklarin tartimlar1 kaydedilerek her bir

si¢an i¢in % siikroz tercihi asagidaki formiile gére hesaplandi:

. . Tiiketilen siikroz ¢ozeltisi
% Stikroz tercihi= &) 00

Tiiketilen toplam s1vi miktar1 (g)

Test sonunda sicanlar Onceki kafes diizenlerine geri dondiiriildii ve yem/su

erisimleri yeniden saglandi.

Resim 2. Siikroz tercih testi diizenegi. Siganlarin tek tek yerlestirildikleri test kafesleri
ve her kafese sag ve sol hizalardan sunulan ikiser adet bilyeli suluk goriilmektedir (A).
Suluklarin birinde 200 ml su, digerinde ise ayni hacimde %]1’lik siikroz ¢ozeltisi
bulunmaktadir. Testten 6nce su ve siikroz igeren suluklara numara ve isim verildi (B)
(Ornegin; W ile isimlendirilen suluk suyu; S ile isimlendirilen suluk ise siikroz
¢ozeltisini ifade etmektedir).

Bu alanda yapilan ¢aligmalarda da 6nerildigi lizere; siganlarin bazal siikroz tercihi
verilerine gore deney gruplar1 yeniden diizenlendi ve buna gore siikroz tercihi %60’1n
altinda olan siganlar deney dis1 birakildi (Deng ve ark., 2015a; 2015b; Pan ve ark.,
2014; Taksande ve ark., 2013). Bunun amac1; KOHS prosediiriine baslamadan énce

tiim gruplarin siikroz tercihlerinin birbirinden anlamh 6l¢iide farkli olmadig1 ve her
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grupta bulunan sicanlarin % stikroz tercihi degerinin kabul edilebilir saglikli diizeyde
(>%55-60) oldugundan emin olunmasidir. S6z konusu dizayn KOHS modelini
kullanan bir¢ok ¢alismada yaygin olarak kullanilmaktadir (Wiborg, 2013).

5.5.2. Zorunlu yiizme testi

Zorunlu yilizme testi yaygin olarak kullanilan bir antidepresan aktivite tarama testi
olup, ilk kez 1977 yilinda Porsolt tarafindan gelistirilmistir (Porsolt ve ark., 1977).
Test, fare veya sicanlarin belirli yiikseklikte su ile doldurulmus bir silindir fanus i¢inde
belirli siirede yiizdiiriilmesi esasina dayanir. Zorunlu yiizme testi siganlarda 24 saat ara
ile gerceklestirilen alistirma ve test kisimlarindan olusmaktadir. Testte degerlendirilen
temel parametre hareketsiz kalma (immobilite) siireleridir. Immobilite; siganin basini
suyun iistiinde tutmaya yetecek kadar kiiclik hareketler yapmak disinda hareketsiz
kalma durumu; diger bir ifade ile siganin aktif ylizme davranisini sergilemedigi anlar
seklinde degerlendirilmektedir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016; Deussing,
2006; Duman, 2010). Bu siirenin uzamasi depresyonun 6nemli belirtilerinden biri olan
caresizlik davranisi ile iliskilendirilirken; antidepresan etkinligin bu siireyi kisalttig

bilinmektedir (Deussing, 2006).

Calismamizda alistirma giinii siganlar sabit ve nétral 1sida (25+1°C) su ile
doldurulmus 40 cm yiiksekliginde 14 cm ¢apinda silindir fanuslar igerisine yavasca
birakilarak 15 dakika siiresince yiizmeleri saglandi. Su yiiksekligi sicanlarin kagma
veya kuyruktan destek almalarina imkan verilmeyecek sekilde ayarlandi (yaklasik 30
cm). Alistirmadan 24 saat sonra gergeklestirilen test seansinda si¢anlar ayni kosullar
altinda bu kez 5 dakika boyunca yiizdiiriilerek siganlarin hareketleri bu esnada video
kaydma alindi ve immobilite siireleri degerlendirildi (Resim 3). Testin sonunda
fanustan alinan siganlar bir havlu yardimiyla kurulanarak sicak bir ortama alindi ve bir

sonraki hayvan i¢in fanuslarin igerisindeki su degistirildi.
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Resim 3. Zorunlu yiizme testi diizenegi.

Zorunlu ylizme testinden sonra siganlar sakrifiye edilerek ¢aligmanin hayvan
deneyleri boliimii sonlandirildi. Bu kapsamda ¢aligma siiresince deney hayvanlar

tizerinde gergeklestirilen prosediirler Sekil 28’de gosterildi.

Siikroz tercih testi Siikroz tercih testi Siikroz tercih testi Siikroz tercih testi
l l l l llorunhl yiizme testi
Ad on -} ' | 1 | | sakrifikasyon
o | [ | | [ [
0. 1. 2. 3. 4. 6. haftalar

[ Tedavi uygulamalar1 (son 3 hafta) ] Deney Gruplar:
Kontrol

KOHS
KOHS+iMI
KOHS+AGM
KOHS+iNOSi
KOHS+nNOSi

Viicut agirhg: takibi Her
hafta

LAl ol o

Sekil 28. Calismanin tasarimi. KOHS modeli 6 hafta boyunca uygulandi. Anhedoni;
siikroz tercih testi ile degerlendirildi. Test; model olusturulmadan 6nce (0. hafta) ve
modelin 2., 4. ve 6. haftalarinda olmak lizere 2 haftada bir tekrarlandi. Tedaviler; stres
maruziyetinin 2. haftasinda silikroz tercih testinde anhedoni gelistiginin tespit
edilmesinden sonra 3. hafta baslatildi ve 3 hafta boyunca siirdiiriildii. Siganlarin viicut
agirhigr her hafta kaydedildi. 6. haftanin sonunda, son tedavi dozundan 24 saat sonra
siganlar zorunlu yilizme testine alindi ve ardinda sakrifiye edildi. Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, Agmatin; AGM, iNOS inhibitérii;
iNOSi, nNOS inhibitorii; nNOS;.
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5.6. Molekiiler Analizler
5.6.1. Dekapitasyon ve fiksasyon

Davranis deneyleri tamamlanan siganlar randomize olarak iki gruba ayrildi. Buna
gore molekiiler analizlerde kullanilacak olan siganlar dekapite edilip beyin dokular
cikarildi. Ardindan makroskopik diseksiyonla prefrontal korteks ve hipokampiis
bolgeleri ayrilip hemen sivi azotta dondurularak analizlerin yapildig: tarihe kadar -80
°C’de saklandi. Ikinci grup ise immiinohistokimyasal incelemeler igin

ketamin/ksilazin anestezisi altinda paraformaldehit ile perfiizyon fiksasyona alindi.

Immiinohistokimyasal analizler igin siganlar ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin HCI
(10 mg/kg) anestezisi altinda paraformaldehit perfiizyon fiksasyonuna alindu.
Perfiizyon fiksasyonu; 0,1 M fosfat tamponu (pH: 7,3) icinde taze olarak hazirlanmis
%4’liik paraformaldehit cozeltisi ile otomatik perfiizyon pompasi kullanilarak
gerceklestirildi. Bunun i¢in sternumun hemen altindan deri penset ile kavranak, bir
makas yardimiyla deriye dik ag¢ili bir kesi atildi. Kiint diseksiyonla kesi tiim gogiis
kafesi boyunca genisletildi. Ardindan dik agiyla yapilan ikinci bir kesi ile i¢ organ
kavitelerine girildi ve kesi kostalar boyunca genisletildi. Diyafram ayrilarak kalp
ekspoze edildi ve penset yardimiyla tutulan sol ventrikiile kesi atilarak (bakan goze
gore apex'in hafif sag1) enjektor yardimiyla sol ventrikiilden aortaya girildi. Vena cava
inferiora kesi atilip perfiizyon pompast calistirildi ve paraformaldehit ¢dzetisinin
dolasimi saglandi. Bir sigan i¢in perfiizyon siiresi yaklagik 6 dakika olarak kaydedildi.
Perfiizyon islemi sonrasinda tiim beyin cikarilarak paraformaldehit ¢ozeltisi igerisine

alind1 ve gece boyunca 4°C’de ayni fiksatifte postfiksasyona birakildi (Resim 4).

5.6.2. Gen ekspresyon analizleri
5.6.2.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin hazir ticari soliisyonlar kullamldi (MRC® RNAzol RT,
RN190). Sican prefrontal korteks ve hipokampiis beyin dokular1 -80°C’den buz
tizerine alindi. Her 6rnekten yaklagik 100 mg doku 6rnegi alinarak 5 ml eppendorf

tiipli igerisine konuldu ve iizerine Iml RNAzol RT soliisyonu eklendi.
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Resim 4. Paraformaldehit perfiizyon fiksasyonu

Ardindan dokular homojenize edildi (Qiagen Tissue Ruptor®). Homojenizasyon
lizat1 tizerine 400 pl su eklendi, karisim 15 saniye boyunca calkalandi ve 15 dakika
bekletildi. Daha sonra 12 000 g’de 15 dakika santrifiije edilerek 1ml siipernatant
ayrildi. Uzerine 5 pl 4-bromoanizol eklenerek 15 saniye calkalanip, 4 dakika
bekletildi. Ardindan 12 000 g’de 10 dakika santrifiije edilerek 750 pl hacminde
siipernatant ayrildi. Uzerine ayn1 oranda izopropanol eklenip 15 dakika bekletildi. 12
000 g’de 15 dakika santrifiije edilip siipernatanti ayrilan ¢okelti tizerine 400 pl %75
etanol eklendi. 4000 g’de 3 dakika santrifiije edildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.
Santrifiij sonunda siipernatant atilarak ¢okelti iizerine 50 ul RNAse free su eklendi ve

karisim oda 1sisinda 2-3 dakika vortekslendi.

Izolasyon islemi tamamlandiktan sonra tiim 6rneklerde RNA konsantrasyonlar ve
safliklar1 6lgiildii (Thermo Scientific Nanodrop 2000®). 1ul RNA 6rnegi alinarak
konsantrasyon miktar1 ve saflik oranlar1 (260/280 ve 260/230) belirlendi. RNA
ornekleri; komplementer DNA (cDNA) sentezinde kullanilmak iizere analizlerin

gerceklestirildigi tarihe kadar -80°C’de sakland.
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5.6.2.2. cDNA sentezi

RNA eldesinden sonra bir diger basamak olan cDNA sentezine gegildi. CDNA
sentezi i¢in hazir ticari kitler kullanild1 (Jena Bioscience®, PCR511) . Tiim islemler
buz iizerinde ve laminar akim kabini i¢inde gergeklestirildi. cDNA sentezi oncesi tiim
RNA konsantrasyonlart 100 ng/pl olacak sekilde esitlendi. cDNA reaksiyonu; drnek
basina toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde; RNAse free su (10 ul), Script
RT buffer (4 ul), ANTP mix (1 pl), Oligo dT Primer (0,5 ul), DTT (1 ul), RNAse
inhibitori (1 pl), enzim (0,5 pl) ve RNA iiriin (2 pul) cDNA sentez kiti bilesenleri ile
gerceklestirildi. Enzim eklemeden once; tilipteki tiim reaktifler birka¢ kez pipet ile
karistirild1 ve tiipler Bio-Rad® termal cycler cihazina alindi. cDNA sentez reaksiyonu;
42°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika ve 70°C’de 10 dakika dongiisiinde
gerceklestirildi. Bu siire sonunda elde edilen cDNA o6rnekleri analiz edilinceye kadar

-20°C’de saklanda.

5.6.2.3. Real-time PCR

cDNA eldesinden sonra arastirilmasi hedeflenen genlerin ekspresyon analizleri
ger¢ek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time polimerase chain reaction;
rt-PCR) yontemi ile gergeklestirildi. PCR islemi i¢in hazir ticari kitler kullanildi (Jena
Bioscience®, qPCR GreenMaster with UNG/lowROX kit, PCR306). Calismada
kullanilan primerler Tablo 9°da gosterilmis olup; tiim primerler DNA Technology®
(DN-10) firmasindan temin edildi. Tiim islemler buz {izerinde ve laminar akim kabini
icinde gergeklestirildi. PCR; 6rnek basina toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde
PCR grade su (6,8 ul), Real Time Master Mix (10 pl), Forward Primer (0,6 pl),
Reverse Primer (0,6 pl) ve cDNA iiriin (2 pl) kit bilesenleri tizerinden gergeklestiridi.
96 kuyucuklu plaka i¢ine konulan standart ve 6rnek karisimlart Agilent Stratagene
3005P® cihazina konularak reaksiyon gerceklestirildi. PCR sonrasi elde edilen esik
doniigiisii degerlerine (Ct; cycle threshold) 299 metodu uygulandi:

2-ddCt:2-[(Ctgrup-Ctgrup housekeeping)-(Ctkontrol-Ctkontrol housekeeping )]
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Tablo 9. Calismada kullanilan primer dizileri.

Primer Baz Dizisi (Forward) Baz Dizisi (Reverse)

NLRP1 GTTGCAAGTCCCTTCAGCTC CATCTCTGTTTCCGAGCACA
NLRP3 CCATGAGCTCCCTTAAGCTG TTGCACAGGATCTTGCAGAC
Kaspaz-1 GCTTGAAAGACAAGCCCAAG CCTTTCAGTGGTTGGCATCT
ASC GCAATGTGCTGACTGAAGGA TGTTCCAGGTCTGTCACCAA
IL-1p AGGCTTCCTTGTGCAAGTGT TGAGTGACACTGCCTTCCTG
IL-18 ATATCGACCGAACAGCCAAC ATCCCCATTTTCATCCTTCC
IL-6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG ACAGTGCATCATCGCTGTTC
iINOS CACCTTGGAGTTCACCCAGT ACCACTCGTACTTGGGATGC
eNOS GCAAGACCTCCTGAGGACAG TAGGCAAGCGCTTTACCACT
nNOS GACAACGTTCCTGTGGTCCT GAAGAGCTGGTCCTTTGTGC
B-aktin GCCCCCGGTTTCTATAAATTG GTCGAACAGGAGGAGCAGAGA

5.6.3. Western blot protein ekspresyon analizleri

Prefrontal korteks doku ornekleri -80°C’den alinarak; 50 mM Tris-HCI, % 1
Ipegal 630, 150 mM NaCl, % 0,5 sodyum deoksikolat, % 0,1 sodyum dodesil siilfat
(SDS), PMSF, aprotinin, leupeptin, ve TritonX iceren tamponda homojenize edildi
(Tissue Ruptor-Qiagen Sample and Assay Technologies®). Ardindan % 10’luk doku
homojenatlar1 hazirlandi. Homojenatlar 30 dakika buzda inkiibasyona birakildiktan
sonra +4°C’de 500 g’de 5 dakika santrifiije edildi ve supernatantlar ayrildi. Ardindan
+4°C’de 5000 g’de 10 dakika santrifiije edilerek siipernatant ayrildi ve 6rnekler ayni
tamponla resuspende edilerek 10 saniye siiresince sonikasyon islemine tabi tutuldu.
Stipernatant igeren homojenatlar 13-14 000 g’de 10 dakika santrifiije edilerek
stipernatanlar alindi. Siipernatant fraksiyonlarinda bisikonik asit yontemi ile protein
tayini yapildi (Smith ve ark., 1985). SDS-poliakrilamid jeller hazirlandi ve
sulandirildiktan  sonra  Laemli

slipernatantlar tamponu ile

100 voltta (30 mA)

karistirilarak
50 pg protein/kuyucuk olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi.
yaklasik 1,5 saat elektroforez yapildiktan sonra jeller ¢ikarilarak Poliviniliden florid
(PVDF) membrana (Millipore®) proteinler transfer edildi. PVDF membran, % 3 yagsiz
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stit tozu ve % 0,05 Tween 20 igeren fosfat tamponlu tuz ¢ozelitisi ile 1 saat bloke
edildi. Membranlar anti-NLRP1 (1:200) (Cell Signaling®, 4990S), anti-NLRP3
(1:200) (Biorbyt®, orb101128), anti-kaspaz-1 (1:50) (Santa cruz®, sc-56036), anti-IL-
1B (1:1000) ve anti-ASC (1:400) antikorlariyla tim gece +4°C’de inkiibe edildi.
Membranlar fosfat tamponlu tuz ¢ozelitisi ile yikandiktan sonra ‘goat anti-rabbit’
sekonder antikoru horse radish peroksidaz (HRP)-konjuge 19G (Santa Cruz
Biotechnology®, sc-2004) ile 1 saat inkiibe edildi (1:2000). Inkiibasyon sonunda
membranlar 3x10 dakika fosfat tamponlu tuz ¢o6zelitisi ile yikandi. Daha sonra
kemiliiminesans kiti (Thermo Scientific®, ECL Western blotting substrate) ile 151ma

yaptirildi (Resim 5).

Olusan bantlar goriintiilenerek bilgisayar sistemine aktarildiktan sonra miktar
tayini Licor® bilgisayar programu ile yapildi. Internal standart olarak p-aktin kullanilds.
Membranlar %2,5 SDS igeren 25 mM Glisin tamponu (pH: 2,5) ile 60°C’de 30 dakika
inkiibe edilerek soyuldu. Anti-B-aktin rabbit poliklonal antikoru (Santa Cruz
Biotechnology®, sc-1616-R) ile isaretlendi. Her bir 6rnegin B-aktin miktar1 tayin

edilerek tiim 6rnekler B-aktin ile standardize edildi.

Resim 5. Western blot deneyleri.
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5.7. Immiinohistokimyasal Analizler

Fikse edilen beyinler dorsal hipokampiis seviyesinden kesilerek kiiciiltiildii ve
doku takip cihazi (Leica TP 1020®) ile yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gegirilerek dehidrate edildi. Ksilende seffaflandirmanin ardindan gece boyunca
stv1 parafin igerisinde 60°C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra doku gomme cihazinda
(Leica EG 1150 C®) kasetlerle bloklama islemi uygulandi. Daha sonra déner mikrotom
(Leica RM 2125 RT®) ile 5 mikron kalmhginda almman parafin kesitler;
deparafinizasyon i¢in ksilolde bekletildi. inen alkol serilerinden gegirilen kesitler %3
hidrojen peroksit soliisyonu ile 10 dakika muamele edildikten sonra ¢esme suyu ve
distile su ile yikandi. Antijen geri kazanimi i¢in mikrodalga firinda sodyum sitrat
sollisyonu uygulandi ve fosfat tamponu ile yikama yapildi. Kesitlerin etrafi Pap pen

ile cizilerek bloklama soliisyonunda bekletildi (Resim 6).

Hipokampal kesitlerde  ndroinflamasyonun temel gostergelerinden  glial
aktivasyonunun degerlendirilmesi amaciyla glial fibriller asidik protein (GFAP)
immiinoreaktivitesi incelendi. Bunun igin kesitlerin iizerine anti-GFAP (Millipore®,
MAB3402) antikoru uygulanarak 37°C’de etiivde nemli ortam saglanarak 1 saat
bekletildi. Biyotinli sekonder antikorda 20 dakika tutulan kesitler HRP streptavidinde
(Invitrogen®, Histostain Plus Broad Spectrum, 859043) 20 dakika bekletildi. Ardindan
3,3’-diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen®, DAB Plus Substrate Kit, 002020)
uygulandi. Zit boyama i¢in Mayer hematoksileni kullanildi. Cesme suyunda
yikandiktan sonra kesitler yiikselen alkol serilerinden gecirilerek kurutuldu ve entellan
ile kapatildi. Mikroskopik inceleme ve fotograflama igin Olympus® DP72 CCD
kamera sistemi eklentili Olympus® BX51 11tk mikroskobu kullanildi. Hipokampiis
bolgesinde x 400 biiyiitmede toplam 5 alanda GFAP immiinreaktif hiicreler sayildi ve

5 alanin ortalamasi alindi.
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Resim 6. Mikrotom cihazinda kesit alinmas1 ve antikor uygulamasi

5.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

Verilerin istatiksel analizi GraphPad Prism 5% bilgisayar programi kullanilarak
yapildi. Zamana bagli incelenen siikroz tercih testi ve viicut agirligi verilerinin
istatistiksel analizinde iki faktorlii varyans analizi yontemi kullanildi, post-hoc
Bonferroni testi uygulandi. Diger bulgularin analizinde ise tek yonlii varyans analiz
yontemi ve post-hoc Tukey testi kullanildi. Tiim veriler ortalama+standart hata
seklinde gosterildi. P degerinin <0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Viicut Agirhig1 Bulgular

Sicanlarin agirliklar1 deney siiresince haftada bir kaydedildi (Tablo 10). Model
olusturulmadan 6nce gruplar arasinda bazal viicut agirliklar1 bakimindan bir anlamhi
bir farklilik olmadigi saptandi. Gruplarin 6 hafta sonunda kaydedilen agirliklar1 kendi
bazal degerleri ile karsilastirildiginda; Kontrol (p<0,001), KOHS (p<0,01) ve
KOHS+AGM (p<0,05) gruplarinda ortalama agirliklarin zamana bagli olarak anlamli
diizeyde arttigi goriildii. KOHS+MI ve KOHS+iNOSi gruplarinda ise zamana bagl
bir artma egilimi goriilmesine karsin, bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmad.
Diger taraftan KOHS+nNOSi grubunun viicut agirhginda zamana bagli azalma egilimi
goriiliirken, bu azalma kendi bazal degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik bulunmadi. Gruplar aras1 karsilastirmalarda ise KOHS+nNOSi
grubunun ortalama agirlik bulgulart 4. (p<0,05) ve 6. (p<0,01) haftalarda kontrol
grubuna gore; 4. (p<0,05), 5. (p<0,05) ve 6. (p<0,001) haftalarda ise KOHS grubuna
gore anlaml Sl¢iide az bulundu.

Tablo 10. Deney gruplart agirlik bulgulart (g). Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans ile yapildi, Post-hoc
Bonferroni testi uygulandi (n=9-10/grup). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 bazal
degerler ile, 'p<0,05, *"p<0,01 kontrol grubu ile, *p<0,05, *#p<0,001 KOHS grubu ile

anlamli farkhiligi gostermektedir. Kronik &ngorillemeyen hafif stres; KOHS
imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOSi; iNOS inhibitdrii, nNOS inhibitdrii; nNOSi.

Hafta Kontrol KOHS KOHS+iMI KOHS+AGM KOHS+iNOSi KOHS+nNOSi
Bazal 300,5£11  3152+9 312,0£9 292,949 314,8+12 292,0+11

1 3143+12  3142+10  316,8+10 305,0£10 322,0£12 301,0£10

2 327,712 310,010  320,5+10 294,349 312,0£13 296,0+11

3 323,8+10  323,5:10 333,049 309,9+10 324,9+13 303,0+10

4. 334,0£12 315,810  316,4+9 297,0£9 322,3+12 279,0+£10%%

5 310,712 326,010 314,38 304,110 326,0+12 288,6+97

6 334,6£16%** 336,4+10%* 320,0£9 309,4+11% 331,7+13 283,0+9"###
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6.2. Davranis Bulgulan

Calismamizda KOHS modeli ve uygulanan tedavilerin antidepresan etki

potansiyeli siikroz tercih ve zorunlu yilizme testleri ile degerlendirildi.

6.2.1. Siikroz tercih testi

Bazal testte elde edilen % siikroz tercihi bulgularina gore her grupta hedonik
aktivite bakimindan saglikli bir 6rneklem diizeyine erisilecek sekilde (ortalama %
siikroz tercihi > 60) deney gruplar1 olusturuldu. Buna gore; bazal siikroz tercih degeri
%60’1n altinda kalan siganlar dogal anhedonik kabul edilerek ¢alisma dis1 birakildi.
Olusturulan deney gruplar arasinda ortalama bazal % siikroz tercihi degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 29).

N
o
S

©
2

%o siikroz tercih
B [«2]
R

N
?

Kontrol KOHS KOHS+HIMI KOHSTAGM KOHS+NOSi KOHS+nNOSi

Sekil 29. Deney gruplarinin bazal siikroz tercih degerleri. Veriler ortalama + standart
hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi ile yapildi
(n=8-10/grup). Kronik éngoriilemeyen hafif stres; KOHS, agmatin; AGM, imipramin;
IMI, iNOS inhibitérii, iNOSi; nNOS inhibitérii; nNOSI.

6 haftalik KOHS prosediirii siiresince zamana kars1 incelenen siikroz tercih testi
verilerinin istatistiksel analizlerinde iki yonlii varyans analizi yontemi kullanildi.
Siikroz tercih testi verileri grup i¢i zamana bagli degisimler ve gruplararasi
karsilagtirmalarin ayr olarak incelenmesine olanak tanimasi agisindan ayri grafikler

olarak gosterildi.

Kontrol grubunun siikroz tercihinde deney siiresince zamana bagli anlamli bir

degisim meydana gelmedigi goriildii (Sekil 30A). KOHS grubunda ise siikroz tercihi;
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stres uygulamasinin 2. haftasindan itibaren grubun bazal degerlerine gore anlamli
Olciide azald1 (p<0,01) ve bu azalma 4. ve 6. haftalarda daha da artarak devam etti
(p<0,001) (Sekil 30B). Kontrol ve KOHS gruplarinda serum fizyolojik veya ¢oziicii
uygulamalarinin siikroz tercihinde anlamli bir farklilik olusturmadig1 gorildii (Sekil
30).
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Sekil 30. Kontrol (A) ve KOHS (B) gruplarinin siikroz tercihleri. Veriler ortalama +
standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans analizi ile
yapildi. Post-hoc Bonferroni testi uygulandi (n=9-10/grup). **p<0,01, ***p<0,001,;
bazal degeri ile anlamli farkliligi gostermektedir. Kesikli ¢izgi tedavi baslangicini
gostermektedir. Kronik dngoriilemeyen hafif stres; KOHS.

KOHS grubunda oldugu gibi tedavi éncesi KOHS+IMI grubunda da 2. hafta
stikroz tercihleri grubun bazal degerlerine gore anlamh diizeyde azalirken (p<0,001);
strese bagli olarak olusan bu azalmanin 3 haftalik imipramin tedavisi sonunda (6.hafta)

anlaml 6l¢iide arttig1 goriildii (p<0,05) (Sekil 31).

Benzer sekildle KOHS+AGM grubunda da kronik strese bagli olarak 2. hafta
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalan siikroz tercihinin (p<0,001); agmatin
uygulamasi ile 4. haftada arttig1 ve 6. haftada grubun bazal bulgularina yakin
degerlerine ulagtig1 gosterildi (p<<0,001) (Sekil 32).
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Sekil 31. Imipramin grubunun siikroz tercihi. Veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans analizi ile yapildi. Post-hoc
Bonferroni testi uyguland1 (n=8/grup). ***p<0,001; bazal degerler ile, *p<0,05; 2.
hafta degerleri ile anlaml farklilig1 gostermektedir. Kesikli ¢izgi tedavi baglangicini
gdstermektedir. Kronik éngoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI.
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Sekil 32. Agmatin grubunun siikroz tercihi. Veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans analizi ile yapildi. Post-hoc
Bonferroni testi uygulandi (n=8/grup). **p<0,01, ***p<0,001; bazal degerler ile,
#1<0,001; 2. hafta degerleri ile anlaml farklilig1 gdstermektedir. Kesikli ¢izgi tedavi
baslangicin1 gdstermektedir. Kronik ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, agmatin;
AGM.
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iNOS inhibitérii aminoguanidin tedavisi alan KOHS+iNOSi grubunda 2.haftadan
itibaren stres ile azalan siikroz tercihi (p<0,001) tedavi ile 4. haftada (p<0,05) artis
gosterirken 6. haftada stres uygulanmasi 6ncesindeki degerlere ulasti (p<0,001) (Sekil
33). nNOS inhibitorii 3-Br-7-NI tedavisi alan KOHS+nNOSi grubunda stres
uygulamasinin 2. haftasinda azalan siikroz tercihinde (p<0,01) tedaviye bagl bir artig
egilimi goriilmesine karsin s6z konusu degisim istatistiksel diizeyde anlamli

bulunmadi (Sekil 34).
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Sekil 33. Aminoguanidin grubunun siikroz tercihi. Veriler ortalama + standart hata
seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans analizi ile yapildi. Post-hoc
Bonferroni testi uygulandi (n=8/grup). ***p<0,001; bazal degerler ile, #p<0,05,
#15<0,001; 2. hafta degerleri ile anlamli farklilig1 gdstermektedir. Kesikli ¢izgi tedavi
baslangicin1  gdstermektedir. Kronik &ngoriillemeyen hafif stres; KOHS, iNOS
inhibitort (aminoguanidin); iNOSI.

Yukarida grup i¢i zamana bagli degisimleri sunulan gruplar karsilastirildiginda, 6
haftalik stres uygulamasi sonunda KOHS’e maruz birakilan siganlarin % siikroz tercihi
kontrol grubuna gore anlaml diizeyde azalmis bulundu (p<0,05). Imipramin tedavisi
alan grupta siikroz tercihi KOHS grubuna gore artmis olmasina karsin sz konusu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger yandan agmatin (p<0,05), iNOS
inhibitorii aminoguanidin (p<0,001) ve nNOS inhibitorii 3-Br-7-NI (p<0,05) tedavisi
alan sicanlarin siikroz tercihleri, tedavi almayan KOHS grubuna gére anlaml diizeyde

yiiksek bulundu. (Sekil 35).
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Sekil 34. 3-Br-7-NI grubunun siikroz tercihi. Veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktdrlii varyans analizi ile yapildi. Post-hoc
Bonferroni testi uygulandi (n=8/grup). *p<0,05, **p<0,01; bazal degerler ile anlaml
farkliligr gostermektedir. Kesikli ¢izgi tedavi baslangicini gostermektedir. Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, nNOS inhibitorii (3-Br-7-NI); nNOSi.
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Sekil 35. KOHS ve uygulanan tedavilerin siikroz tercihi iizerine etkileri. Veriler
ortalama =+ standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz iki faktorlii varyans
analizi ile yapildi. Post-hoc Bonferroni testi uygulandi (n=8-10/grup). *p<0,05;

Kontrol grubuna gére, *p<0,05, *#p<0,001; KOHS grubuna gére anlamli farklilig:
gostermektedir.
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6.2.2. Zorunlu yiizme testi

Sicanlarin immobil kalma siirelerinin degerlendirildigi zorunlu yiizme testinde
KOHS grubunda kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde artis oldugu (p<0,01);
imipramin (p<0,01), agmatin (p<0,01), iNOS inhibitorii aminoguanidin (p<0,01) ve
nNOS inhibitorii 3-Br-7-NI (p<0,05) tedavisi alan sicanlarda ise bu siirenin tedavi
almayan KOHS grubuna gére anlamli derecede kisaldig1 goriildii (Sekil 36).
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Sekil 36. KOHS ve uygulanan tedavilerin immobilite siireleri {izerine etkileri. Veriler
ortalama + standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile
yapildi, Post-hoc Tukey testi uygulandi (n=8-10/grup). **p<0,01; Kontrol grubuna
gore, *p<0,05, #p<0,01; KOHS grubuna gore anlamli farklilig1 gdstermektedir. Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibitérii;
iINOSIi, nNOS inhibitorii; nNOSI.

6.3. Molekiiler Analiz Bulgular

6.3.1. Real-time PCR analizleri

Calismamizda KOHS depresyon modelinde farkli tedavi yaklasimlarinin NLRP
inflamazom komponentleri (NLRP1, NLRP3, kaspaz-1 ve ASC), proinflamatuvar
sitokinler (IL-1B, IL-18 ve IL-6) ve NOS izoformlariin (iNOS, nNOS ve eNOS) gen
ekspresyon diizeylerine etkileri PCR yéntemi ile incelendi. Incelemeler; prefrontal

korteks ve hipokampiis olmak iizere iki ayr1 beyin bolgesinde yapildi.
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6.3.1.1. Prefrontal korteks gen ekspresyonlari

KOHS grubunda kontrol grubuna gére NLRP1 mRNA diizeylerinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde arttig1 bulundu (p<0,001) (Sekil 37A). NLRP1 gen diizeyleri
KOHS+IMI grubunda kontrol grubuna gére anlamli bir artis gdstermesine karsin
(p<0,05) bu artis KOHS grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. KOHS ile artan NLRP1 diizeylerinin KOHS+iNOSi (p<0,05) ve
KOHS+nNOSi (p<0,001) gruplarinda anlamli derecede azaldizt KOHS+AGM
grubunda ise azalma egilimi goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunmadi (Sekil 37A).

KOHS grubu ne kontrol grubu ne de tedavi gruplari ile karsilastirildiginda NLRP3
mRNA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir degisim goriildi (Sekil
37B). Yalnizca KOHS+iNOSi grubunda NLRP3 mRNA diizeyleri kontrol grubuna
anlamli 6l¢tide azalmis bulundu (p<0,01) (Sekil 37B).

Kaspaz-1 gen diizeyleri KOHS grubunda kontrol grubuna gore anlaml diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,001) ve imipramin tedavisi ile anlamli bir degisim goriilmedi
(Sekil 37C). Stres ile kaspaz-1 gen diizeylerinde goriilen bu artis; agmatin (p<0,01),
iINOS (p<0,01) ve nNOS inhibitorii (p<0,001) ile tedavi edilen gruplarda istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azald1 (Sekil 37C).

ASC gen diizeylerinde kronik stres ile artma egilimi goriilmesine karsin; bu
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 37D). KOHS grubu ile
karsilagtirildiginda ASC diizeylerinin imipramin tedavisi alan grupta anlamli degisim
gostermedigi; iNOS ve nNOS inhibitérii uygulanan gruplarda ise tedavi almayan
KOHS grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi goriildii (p<0,05). Agmatin tedavisi
alan grupta ASC diizeyleri azalma egilimi gostermesine ragmen; s6z konusu degisim

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 37D).
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Sekil 37. NLRP inflamazom bilesenlerinin prefrontal korteks mRNA diizeyleri.
Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii
varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi (n=6-7/grup). ***p<0,001; Kontrol
grubuna gére, #p<0,05, #p<0,01, *#p<0,001; KOHS grubuna gore anlamli farklilig
gostermektedir. Kronik dngériillemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin;
AGM, iNOS inhibitérii; iNOSi, nNOS inhibitorii; nNOS;.

Prefrontal kortekste IL-1p gen diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
KOHS grubunda anlaml derecede arttigi goriildii (p<0,01) (Sekil 38A). Stres ile artan
IL-1B diizeyleri imipramin tedavisi ile azalma egilimi gdstermesine karsin, degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken; agmatin (p<0,05), iNOS (p<0,05) ve nNOS
inhibitorii (p<0,01) tedavileri ile anlamli 6lgiide azald1 (Sekil 38A).

IL-18 diizeylerindeki degisim ne KOHS grubu kontrol grubu karsilastirildiginda
ne de tedavi gruplarma gére (KOHS+nNOSi grubu haric) istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Sekil 38B). Bir diger proinflamatuvar sitokin olan IL-6 diizeyleri KOHS

grubunda kontrolle karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil 38C).
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Bu artis KOHS+IMI grubunda KOHS grubu ile karsilastirildiginda degismezken
KOHS+AGM (p<0,05), KOHS+iNOSi (p<0,01) ve KOHS+nNOSi (p<0,05)
gruplarinda anlamli derecede azaldi (Sekil 38C).
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Sekil 38. Proinflamatuvar sitokinlerinin prefrontal korteks mRNA diizeyleri. IL-1§
(A), IL-18 (B) ve IL-6 (C) gosterilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde
gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi
uyguland1 (n=6-7/grup). *p<0,05, **p<0,01; Kontrol grubuna gore, *p<0,05, #p<0,01;
KOHS grubuna gore anlaml farkliligi gdstermektedir. Kronik éngoriilemeyen hafif
stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibitérii; iNOSi, nNOS
inhibitorii; nNOSi.

Prefrontal korteks dokularinda ayrica NOS enziminin 3 izoformu olan iNOS,
nNOS ve eNOS diizeyleri degerlendirildi. KOHS modeli kontrol grubuna gére iNOS
diizeylerinde anlamli bir artisa neden oldu (p<0,05). Imipramin tedavisinin ise bu artis1
azaltmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistiremedigi goriildii.
Ancak agmatin (p<0.05), iNOS (p<0,01) ve nNOS inhibitorii (p<0,01) kullanildiginda

KOHS grubunda gériilen artisin istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig1 bulundu
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(Sekil 39A). Kronik stres ile nNOS diizeylerinde anlamli bir degisim goriilmezken
nNOS inhibitori ile tedavi edilen grupta anlamli bir azalma (p<0,05) ve agmatin
grubunda gerek kontrol (p<0,001) ve gerekse KOHS grubuna gére (p<0,01) biiyiik
oranda artis oldugu goriildii (Sekil 39B). KOHS grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda eNOS diizeylerinde anlamli bir artig oldugu (p<0,05) ve bu artisin
imipramin tedavisi ile degismedigi goriildi. Kronik stres ile artan eNOS diizeyleri
iINOS inhibitérii uygulanmasi ile anlamlhi diizeyde azalirken (p<0,01), agmatin
grubunda gerek kontrol (p<0,001) ve gerekse KOHS grubu (p<0,05) ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. nNOS
inhibitérii uygulandiginda ise KOHS grubunda goriilen artista azalma egilimi

goriilmesine ragmen degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 39C).
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Sekil 39. NOS izoenzimlerinin prefrontal korteks mRNA diizeyleri. iNOS (A), nNOS
(B) ve eNOS (C) gosterilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uyguland:
(n=6-7/grup). *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001; Kontrol grubuna gore, *p<0,05,
#p<0,01; KOHS grubuna gére anlaml farkliligi gdstermektedir.
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6.3.1.2. Hipokampiis gen ekspresyonlari

KOHS grubunda hipokampiis NLRP1 (p<0,05) ve NLRP3 (p<0,05) mRNA
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Sekil 40). Kronik
stres ile artan NLRP1 gen diizeylerinin KOHS+IMI (p<0,001), KOHS+AGM
(p<0,05), KOHS+NOS:i (p<0,001) ve KOHS+nNOSi (p<0,001) gruplarinda anlamli
diizeyde azaldig1 goriildi (Sekil 40A). Hipokampiiste stres ile artan NLRP3 mRNA
diizeylerinin imipramin (p<0,001), agmatin (p<0,001), iNOS (p<0,05) ve nNOS
inhibitori (p<0,05) tedavileri ile anlaml1 derece azaldigi tespit edildi (Sekil 40B).
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Sekil 40. NLRP inflamazom bilesenlerinin hipokampiis mRNA diizeyleri. Veriler
ortalama =+ standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile
yapildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi (n=6-7/grup). *p<0,05; Kontrol grubuna gore,
#p<0,05, #p<0,01, #p<0,001; KOHS grubuna gére anlamli farklilig: gdstermektedir.
Kronik dngoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS
inhibitdrii; iNOSi, nNOS inhibitdrii; nNOSI.
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Kaspaz-1 gen diizeyleri KOHS grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0,05) (Sekil 40C). Stres ile artan kaspaz-1 diizeyleri KOHS+IMI
(p<0,01), KOHS+iNOSi (p<0,05) ve KOHS+ nNOSi (p<0,001) gruplarinda anlaml
diizeyde azalirken, KOHS+AGM grubundaki azalma egilimi istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil 40C).

Hipokampiiste kronik strese bagli olarak ASC gen diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde arttig1, iNOS inhibitorii hari¢ (p<0,05) uygulanan tedavilerin bu
artis izerine etkili olmadiklar1 goriildi (Sekil 40D).

Kronik stres uygulamasi proinflamatuvar sitokinler olan IL-18 (p<0,001), IL-18
(p<0,01) ve IL-6 (p<0,001) gen diizeylerini kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
yiikseltti (Sekil 41). Stres ile arttig1 goriilen IL-1p diizeylerinin imipramin (p<0,001),
agmatin (p<0,001), iNOS (p<0,001) ve nNOS inhibitérii (p<0,001) tedavileri ile
anlamli diizeyde azaldigi saptand1 (Sekil 41A). IL-18 diizeyleri ise KOHS+IMI
(p<0,05) ve KOHS+nNOSi (p<0,01) gruplarinda anlaml diizeyde azalirken;
KOHS+AGM ve KOHS+NOSi gruplarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmad: (Sekil 41B). Stres ile artan IL-6 diizeyleri; KOHS+IMI (p<0,001),
KOHS+AGM (p<0,05), KOHS+iNOSi (p<0,001) ve KOHS+nNOSi (p<0,001) tedavi
gruplarinda anlamli derecede azald1 (Sekil 41C).

KOHS modelinde hipokampal iNOS diizeylerinde anlamli bir artis goriildii
(p<0,001) (Sekil 42A). Imipramin (p<0.01), iNOS inhibitorii (p<0,01) ve nNOS
inhibitdrii (p<0,01) ile bu artig anlaml1 diizeyde baskilanabilirken; agmatin grubundaki

azalma egilimi istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmadi (Sekil 42A).

Kronik stres uygulamasi ile bu modelde nNOS ekspresyonunda bir artis egilimi
goriilmesine ragmen, bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 42B).
Stresle olusan bu artma egiliminin kronik imipramin ve agmatin tedavisi ile kismen,
INOS ve nNOS inhibitorleri kullanildiginda ise anlamli derecede baskilanabildigi
goriildii (p<0,05) (Sekil 42B).
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Sekil 41. Proinflamatuvar sitokinlerinin hipokampiis mRNA diizeyleri. IL-1p (A), IL-
18 (B) ve IL-6 (C) gosterilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uyguland:
(n=6-7/grup). **p<0,01, ***p<0,001; Kontrol grubuna goére, *p<0,05, *p<0,01,
#15<0,001; KOHS grubuna gore anlamli farklihigi gostermektedir Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibitérii;
iNOSi, nNOS inhibitorii; nNOSI.

Kronik stresin eNOS ekspresyonunu anlamli diizeyde artirdig1 goriildii (p<0,05)
(Sekil 42C). iNOS (p<0,01) ve nNOS inhibitdrleri (p<0,05) bu artis1 anlamh diizeyde
baskilarken, imipramin ve agmatin ile goriilen baskilanma egiliminin istatistiksel

anlamlilik diizeyine ulagmadig1 goriildii (Sekil 42C).
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Sekil 42. NOS izoenzimlerinin hipokampiis mRNA diizeyleri. iNOS (A), nNOS (B)
ve eNOS (C) gosterilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi.
[statistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi, Post-hoc Tukey testi uyguland:
(n=6-7/grup). *p<0,05, ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, *p<0,05, #p<0,01; KOHS
grubuna gore anlamli farklilign gostermektedir. Kronik ongoriilemeyen hafif stres;
KOHS, imipramin; IMi, agmatin; AGM, iNOS inhibitdrii; iNOSi, nNOS inhibitorii;
nNOSi.

6.3.2.Western blot analizleri

Calismamizda NLRP inflamazom komponentleri (NLRP1, NLRP3, kaspaz-1 ve
ASC) ve aktivasyonu sonucu liretilen proinflamatuvar sitokin IL-1B’nin protein

ekspresyon diizeyleri western blot yontemi ile beynin prefrontal korteks bdlgesinde

yapildi.
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Kronik stres maruziyetinin NLRP1 (p<0,05) ve NLRP3 (p<0,05) protein
ekspresyonlarinda anlamli diizeyde bir artisa neden oldugu saptandi (Sekil 43) (Resim

7).

Stres ile artan NLRPI1 protein diizeylerinin KOHS+NOSi (p<0,05) ve
KOHS+nNOSi (p<0,05) gruplarinda anlaml1 diizeyde baskilandigi; KOHS+IMI ve
KOHS+AGM gruplarinda goriilen azalma egiliminin ise istatistiksel anlamlilik
diizeyine ulasmadig1 goriildii (Sekil 43A). NLRP3 diizeylerinin KOHS grubunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli diizeyde arttig1, sadece agmatin tedavisi

uygulanan grupta bu artisin anlamli diizeyde baskilandig: tespit edildi (p<0,05) (Sekil
43B).
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Sekil 43. NLRP1 (A) ve NLRP3 (B) prefrontal korteks protein ekspresyon diizeyleri.
Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii
varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi. *p<0,05; Kontrol grubuna gore,
#p<0,05; KOHS grubuna gore anlamh farklihg gostermektedir. Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibit&rii;
iNOSi, nNOS inhibitorii; nNOSI.
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Resim 7. NLRP1 ve NLRP3 western blot protein band1 goriintiileri.

Kaspaz-1 protein ekspresyonu KOHS grubunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (p<0,001) (Sekil 44) (Resim 8). Stres ile artan kaspaz-1
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diizeyleri KOHS+IMI (p<0,001), KOHS+AGM (p<0,05), KOHS+iNOSi (p<0,01) ve
KOHS+nNOSi (p<0,01) gruplarinda anlamli derecede az olarak saptand1 (Sekil 44A).
Benzer sekilde kaspaz-1’in dnciil formu olan pro-kaspaz-1 ekspresyonu da KOHS
grubunda kontrol grubuna gore bir artis egilimi gostermesine karsin, bu degisim
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. KOHS grubu ile karsilastirildiginda; imipramin
(p<0,01), iNOS (p<0,05) ve nNOS inhibitorii (p<0,01) uygulanan gruplarda pro-
kaspaz-1 diizeylerinin anlaml diizeyde azaldig1 goriiliirken; agmatin uygulanan grupta

goriilen azalma egilimi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 44B).
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Sekil 44. Kaspaz-1 prefrontal korteks protein ekspresyon diizeyleri. Kaspaz-1 (A) ve
pro-kaspaz-1 (B) gosterilmistir. Veriler ortalama =+ standart hata seklinde gosterildi
[statistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001; Kontrol grubuna gore, #p<0,05, ##p<0,01,
#5<0,001; KOHS grubuna goére anlamlh farklihgi gostermektedir. Kronik
ongoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibitdrii;
iINOSIi, nNOS inhibitorii; nNOSI.
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Pro-Kaspaz-1 - - ‘ - - - 45-50 kDa
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Resim 8. Kaspaz-1 western blot protein band1 goriintiileri.
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ASC protein diizeylerinin stres ve uygulanan tedaviler ile sirasiyla artma ve

azalma egilimi gdostermesine karsin degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(Sekil 45) (Resim 9).
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Sekil 45. ASC prefrontal korteks protein ekspresyon diizeyleri. Veriler ortalama +
standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi.
Kronik ongdriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS
inhibitdrii; iINOSi, nNOS inhibitdrii; nNOSI.
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Resim 9. ASC western blot protein band1 goriintiileri.

IL-1B (p<0,05) ve pro-IL-1B (p<0,01) protein ekspresyonlariin kronik stres ile
anlaml diizeyde arttig1 saptandi (Sekil 46) (Resim 10). Stres ile artan IL-1P
ekspresyonu imipramin (p<0,05), agmatin (p<0,05), iNOS (p<0,05), ve nNOS
inhibitorii (p<0,05) tedavileri ile anlaml diizeyde azald1 (Sekil 46A). Benzer sekilde;
IL-1B’nin 6nciil formu olan pro-IL-1B ’nin stres ile artan diizeylerinin KOHS+IMI,
KOHS+AGM, KOHS+iNOSi ve KOHS+nNOSi gruplarinda anlamli 8lgiide azaldig
goriildii (p<0,01) (Sekil 46B).

152



A IL-1B B Pro-IL-1B

2.51

* 51 *k

2.0
c =
£ S

o Y4

—;<P 15 S .
<@ # g
a
< 1.04 T -
- :I 24
- e

0.5 o 14 idid #H

0.0+ = - T 0+ - -
Kontrol KOHS IMI AGM iNOSi nNOSi Kontrol KOHS IMI AGM  iNOSi  nNOSi
+KOHS +KOHS

Sekil 46. IL-1p prefrontal korteks protein ekspresyon diizeyleri. IL-1p (A) ve pro-IL-
1B (B) gosterilmistir. Veriler ortalama + standart hata seklinde gosterildi. Istatistiksel
analiz tek yoOnlii varyans ile yapildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi. *p<0,05,
*%p<(,01; Kontrol grubuna gore, *p<0,05, #p<0,01; KOHS grubuna gére anlaml
farklilig1 gostermektedir. Kronik éngoriilemeyen hafif stres; KOHS, imipramin; IMI,
agmatin; AGM, iNOS inhibitorii; iNOSi, nNOS inhibitdrii; nNOS;.
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Resim 10. IL-1p western blot protein bandi goriintiileri.

6.4. immiinohistokimyasal Analizler

Calismamizda hipokampiis beyin bolgesinde glial aktivasyon gostergesi olarak
GFAP immiinoreaktivitesi degerlendirildi (Sekil 47) (Resim 11). Elde edilen bulgulara
gdre; GFAP (+) hiicre sayisimin KOHS grubunda kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0,001) (Sekil 47). Bu artisin; imipramin (p<0,001),
agmatin (p<0,01), iNOS (p<0,001) ve nNOS inhibitorii (p<0,001) tedavisi uygulanan
gruplarda anlamli1 diizeyde azaldig1 goriildii (Sekil 47) (Resim 11).
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Sekil 47. Hipokampal GFAP immiinopozitif hiicre sayisi. Veriler ortalama + standart
hata seklinde gosterildi. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans ile yapildi. Post-hoc
Tukey testi uygulandi. ***p<0,001; Kontrol grubuna gére, #p<0,01, **p<0,01; KOHS
grubuna gore anlaml farklihigr gostermektedir. Kronik dngodriilemeyen hafif stres;
KOHS, imipramin; IMi, agmatin; AGM, iNOS inhibitorii; iNOSi, nNOS inhibitorii;
nNOSi.
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Resim 11. GFAP immiinoboyamalari. Bar: 20 pm. Orjinal biyiitme: x400.
Hipokampiis bolgesinde x 400 biiylitmede toplam 5 alanda GFAP immiinreaktif
hiicreler sayildi. Sayim yapilan 5 alanin ortalamasi alindi. Kronik 6ngoriilemeyen hafif
stres; KOHS, imipramin; IMI, agmatin; AGM, iNOS inhibitorii; iNOSi, nNOS
inhibitdrii; nNOSi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda sicanlarda olusturulan KOHS depresyon modelinde agmatin ve
NOS inhibitérii tedavi uygulamalarinin depresyon-benzeri davranmiglar, NLRP
inflamazom yolag1 ve iligkili ndroinflamasyon yanitlar1 tizerindeki etkileri incelendi.
Elde edilen bulgulara gore; 6 haftalik KOHS prosediiriiniin sicanlarda siikroz tercih ve
zorunlu yiizme testleri ile degerlendirilen depresyon-benzeri davraniglara yol agtig
gosterildi. Diger taraftan KOHS modelinin son 3 haftasinda farkli gruplara uygulanan
kronik imipramin, agmatin, iNOS inhibitdrii (aminoguanidin) ve nNOS inhibitorii (3-
Br-7-NI) tedavilerinin siganlarda depresyonun neden oldugu davranis degisikliklerini
geri cevirdigi tespit edildi. Calismamizda 6 haftalik KOHS prosediirii sicanlarin
prefrontal korteks ve hipokampiis beyin bolgelerinde inflamazom aktivasyonuna isaret
eden ekspresyon degisimleri (NLRP1, NLRP3, kaspaz-1, ASC, IL-1p ve IL-18) ve
artmig iINOS ve eNOS diizeyleri ile iligkili bulundu. Caligmamizda; imipramin,
agmatin, iNOS ve nNOS inhibitérii ile yapilan tedavilerin KOHS ile olusan
inflamazom aktivasyonunu bolge ve degerlendirilen parametre bazinda farkl
diizeylerde baskiladig1 goriildii. Elde edilen bulgular genel olarak degerlendiginde
calismamizda kronik stres maruziyeti ile gelisen depresyon-benzeri davranmiglara
NLRP1 ve NLRP3 inflamazom aktivasyonunun eslik edebilecegi, agmatin ve NOS
inhibitdrlerinin antidepresan etki potansiyellerinde ise inflamazom yolag: iizerindeki

modiilator etkilerinin kismen rolii olabilecegi gosterildi.

Major depresyon, diinya popiilasyonunda yaygin olarak goriilen, klinik
semptomlar1 hastadan hastaya biiyiik degiskenlik gosterebilen kompleks bir
psikiyatrik hastaliktir (Kessler, 2012). Giiniimiizde depresyonun tedavisinde
kullani1lan mevcut antidepresan ilaglarla ne yazik ki tedavide istenilen diizeyde basari
saglanabilmis degildir. Mevcut tedavi yaklasimlariyla hastalik semptomlarinin
giderilmesinde ge¢mise kiyasla onemli gelismeler elde edilmesine karsin, giiniimiizde
¢ogu olguda s6z konusu tedavilere ragmen yanit alinamamaktadir (Skolnick, 2002).
Bahsi gecen sorunlardan hareketle gerek depresyon norobiyolojisinin daha iyi
anlagilabilmesi gerekse etkili yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in hayvan

modelleri ile yapilan deneysel ¢alismalar hastalik nérobiyolojisi ve davranis diizeyinde
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incelemelere olanak tanimasi bakimindan kritik bir 6nem tagimaktadir (Czeh ve ark.,
2016). Nitekim; deneysel depresyon modelleri ile klinikte goriilen depresyona 6zgii
baz1 semptomlar veya patofizyolojik degisimlerin belli yonleri, belli seviyelerde ve
belli kisitliliklarda hayvanlarda olusturulabilmektedir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve
ark., 2016; Deussing, 2006; Duman, 2010).

Strese maruziyetin; depresyon gelismesinde rol oynayan énemli bir ¢evresel risk
faktorii oldugu bilinmektedir (Duman, 2010). Bu noktadan hareketle deneysel
depresyon modellerinin biiyiik boliimiinii, ¢evresel stres etkenlerinin kullanilmasiyla
olusturulan akut veya kronik stres modelleri olusturmaktadir (Deussing, 2006).
Calismamizda kullanilan KOHS modeli en iyi gegerlilik ve giivenilirlik profiline sahip
deneysel depresyon modellerinden biri olarak kabul edilmektedir (Czeh ve ark., 2016).
Model ile deney hayvanlari cesitli cevresel stresorlere ongoriilemeyen bir diizende
kronik olarak maruz birakilmaktadir (Willner, 1997). Bu dizaynin insanlarin
karsilastig1 giinlilk yasam stresini diger modellere gore daha iyi karsiladigi kabul
edilmektedir (Czeh ve ark., 2016). Literatiirde siklikla 4 ila 12 hafta arasinda degisen
araliklarla uygulandig goriilen KOHS modeli bu galismada 6 hafta siireyle uygulandi
(Deng ve ark., 2015a; 2015b; Liu ve ark., 2015; Lu ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014;
Zhang ve ark., 2015).

KOHS modelinde klinik agidan hastaligin énemli belirtilerinden biri olarak kabul
edilen anhedoninin deney hayvanlarinda olusturulmasi miimkiin olmakta; bu yoniiyle
modelin iyi goriiniis gegerlilik profiline sahip oldugu kabul edilmektedir (Czeh ve ark.,
2016). KOHS modelinde anhedoni-benzeri davranislarin tespiti icin siikroz tercih testi
yaygin olarak kullanilmaktadir (Willner, 2005; Willner, 1997). Literatiirde zamana
kars1 incelenen tekrarli test tasarimi ile yaygin kullanilan siikroz tercih testi;
calismamizda da KOHS modeli olusturulmadan dnce ve model sirasinda iki haftalik
aralarla uygulandi (Wiborg, 2013). Bu tasarim ile siganlarda anhedoninin stres
uygulamasiin hangi doneminde gelistigi tespit edilebilmekte ve dolayisiyla tedavi
uygulamalarina anhedoni gelistikten sonra baglanmasi miimkiin olmaktadir (Wiborg,
2013). Bu ¢ergevede ele alindiginda ¢calismamizda bazal siikroz tercihleri tespit edilen

sicanlar KOHS modelinin 2. haftasi tamamlandiginda ikinci kez teste almarak;
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uygulanan stresin sicanlarda anhedoniye yol acip agmadiinin tespit edilmesi
amaglandi. Buna gore ¢alismamizda KOHS modelinin 2. haftasinda sicanlarda
anhedoni gelistigi gosterildi. S6z konusu bulgudan hareketle ‘anhedonik’ olarak kabul
edilen siganlara, KOHS modelinin son yarisinda (4-6. haftalar) 21 giin siireyle kronik

tedavi uygulamalar1 yapildi.

KOHS modelinin depresyon ndrobiyolojisinde rol oynayan temel patofizyolojik
degisimlerden, aralarinda artmis proinflamatuvar sitokinler ve inflamasyon
gostergeleri olmak Tlizere norotrofik faktér diizeylerinin azalmasi, HPA eksen
aktivitesinin artmasi, antioksidan homeostazin bozulmasi ve norotransmitter
metabolizmas: degisikleri gibi mekanizmalari tetikledigi bilinmekte, bu yoniiyle iyi
yapisal gegerlilik profiline sahip oldugu kabul edilmektedir (Czeh ve ark., 2016; Yan
ve ark., 2010). Calismanizda da 6 hafta siireyle uygulanan KOHS modeli artmis
proinflamatuvar sitokin diizeyleri ile iligkili bulundu. KOHS modeli ile deney
hayvanlarinda olusan anhedoninin kronik antidepresan tedavi ile diizelmesi; modelin
ongoriisel gecerlilik profilini diger modellerin 6niline ¢ikaran bir faktdr olarak
degerlendirilmektedir (Czeh ve ark., 2016). Calismamizda da pozitif kontrol grubuna
kronik uygulanan TSA imipramin (10 mg/kg) tedavisinin si¢canlarda anhedoniyi geri
cevirdigi gosterildi. Calismamizda etkili bulunan imipramin dozu (10 mg/kg) gecmis
tarihli calismalarda KOHS modelinde antidepresan etkisi raporlanan doz araligindan
(10-20 mg/kg) yola cikilarak segildi ve antidepresan-benzeri etki yoniinden bu
calismada elde edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu goriildi (Biala ve ark.,
2017; Mao ve ark., 2014; Ossowska ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2015).

Calismamizda KOHS modeli ile gelisen depresyon-benzeri davranislarin
degerlendirilmesinde siikroz tercih testi yaninda zorunlu yiizme testi kullanildi.
Zorunlu yilizme testi en yaygin kullanilan akut tarama testlerinin baginda gelmektedir
(Deussing, 2006). Porsolt testi olarak da anilan zorunlu yiizme testi bazi
modifikasyonlarla giinlimiizde antidepresan aktivitenin degerlendirilmesinde siklikla
tercih edilmektedir (Porsolt ve ark., 1977). Test gilinlimiizde gerek depresyonun
gelistiginin gerekse tedavinin etkinliginin degerlendirilmesinde modele ek olarak

uygulanmaktadir (Abelaira ve ark., 2013; Czeh ve ark., 2016; Deussing, 2006; Duman,
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2010). Calismamiza da bu gergevede dahil edilen zorunlu yiizme testinde elde edilen
bulgular dogrultusunda; kronik strese 6 hafta slireyle maruz birakilan siganlarda
literatiir ile uyumlu olarak ¢aresizlik-benzeri davranislarin gelistigi, diger taraftan
pozitif kontrol grubunda imipramin uygulamasinin ise antidepresan-benzeri etki

meydana getirdigi gosterildi (Alcocer-Gomez ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2015).

Calismamizda KOHS modeli siiresince haftalik viicut agirligi takibi yapildi. Konu
ile ilgili literatiir incelendiginde KOHS modelinin deney hayvanlarinda viicut agirlig1
azalmasi ile iliskili bulundugu goriilmektedir (Wiborg, 2013). Bu alanda yapilan
calismalarin aksine ¢alismamizda 6 haftalik KOHS prosediiriiniin siganlarin viicut
agirhiginda azalma meydana getirmedigi goriildii. Bu ¢alismada KOHS literatiirii ile
uyumlu bulunmayan viicut agirligi bulgularma iliskin irdelemenin giinlimiizden
yaklagik 20 yil once Willner ve arkadaslarinin gézden ge¢irme caligmasinda
deginildigi goriilmektedir (Willner ve ark., 1996). Deney hayvanlarinda KOHS modeli
ile olusan viicut agirlig1 kaybi ve hedonik aktivitedeki azalma arasindaki olasi iligkinin
irdelendigi ¢alismada o tarihteki mevcut literatiir incelenmistir. Bu incelemeye gore;
model ile deney hayvanlarinda her zaman agirlhik kaybinin olusmayabilecegi
gosterilmis ve dolayisiyla viicut agirligi kaybinin hedonik aktivitedeki azalmanin bir
yan gostergesi olarak goriilemeyecegi ifade edilmistir (Willner ve ark., 1996). Bahsi
gecen irdeleme ile ¢alismamizda genelin aksine gosterilen bulgulara bir agiklama

getirilebilir.

Agmatin viicutta yaygin olarak bulunan ve beyinde ndrotransmitter,
noromodiilator islevleri olabilecegi diisiiniilen amin yapisinda endojen bir maddedir
(Reis ve Regunathan, 2000). Endojen agmatin viicutta aminoasit L-arjinin’den ADK
enzimi tarafindan sentezlenir ve kompleks bir farmakolojik etki profiline sahip oldugu
diigiiniilmektedir (Molderings ve Haenisch, 2012). Agmatin NO sinyal yolagimin
endojen modiilatorii olarak kabul edilmektedir. iNOS ve nNOS enzimlerini yarigsmali
olarak inhibe ettigi, eNOS’u ise stimiile ettigi gosterilmistir (Auguet ve ark., 1995;
Galea ve ark., 1996; Mun ve ark., 2010). Agmatinin imidazolin reseptorlerinin endojen
ligand1 olarak tiim alt tiplerine ve az-adrenerjik reseptorlere baglandigi, glutamaterjik

NMDA reseptorleri, nikotinik asetilkolin reseptdrleri ve 5-HT3s reseptorleri gibi katyon
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kanali reseptorleri bloke edebildigi bilinmektedir (Piletz ve ark., 2013). Gegtigimiz
tarihli ¢aligmalarda ekzojen agmatin uygulamasinin MSS patolojilerinde yararli
etkilerinin oldugunun gosterilmesi, endojen agmatinin bu patolojilerde olasi modiilatér
rollinii diislindiirmiistiir. Bu baglamda agmatinin etkileri duygudurum bozukluklari,
epilepsi, morfin bagimliligi, sinir hasari, néropatik agr1 ve biligsel bozukluklar gibi
alanlarda calisilmis ve s6z konusu patolojilerde olumlu etkileri rapor edilmistir
(Freitas ve ark., 2016b; Neis ve ark., 2017). Agmatinin yukarida bahsi gecen farkli
etkileri yaninda 6zellikle stres, anksiyete ve depresyon {lizerine etkileri deneysel
caligmalarla arastirillmig ve etkinligi iyi raporlanmig durumdadir (Freitas ve ark.,
2016Db).

Calismamizda agmatinin potansiyel bir antidepresan tedavi hedefi olabilecegi
diisiincesiyle depresyonda inflamasyon hipotezi agisindan giincel ndrobiyolojik
mekanizmalar goz Oniine alinarak etki mekanizmasini irdelemek amaglandi. Buna
gbre agmatinin (40 mg/kg) KOHS ile olusan depresyon-benzeri davranislar siikroz
tercih ve zorunlu ylizme testlerinde geri ¢evirdigi gosterildi. Agmatinin antidepresan-
benzeri etkilerinin incelendigi ge¢mis tarihli calismalar incelendiginde; zorunlu yiizme
testinde bu ¢alismada da kullanilan 40 mg/kg dozunda etkili bulundugu goriillmektedir
(Aricioglu ve Altunbas, 2003; Li ve ark., 2003; Zomkowski ve ark., 2002). Birkag y1l
oncesine kadar deneysel caligmalarla gosterilen agmatinin antidepresan-benzeri
etkileri zorunlu yiizme, kuyruktan asma gibi akut tarama testleri ¢ergevesinde kisith
kalmistir. 2013 yilinda Taksande ve arkadaglarimin fareler {izerinde yaptiklar
calismalarinda agmatinin antidepresan-benzeri etkileri ilk kez KOHS modelinde ele
almmistir (Taksande ve ark., 2013). KOHS modeli; farelere 28 giin, agmatin tedavisi
ise 15 giin siireyle uygulanmstir. Ilgili galismada kronik agmatin (5 ve 10 mg/kg)
uygulamasinin farelerde KOHS ile meydana gelen depresyon-benzeri davranislari
slikroz tercih ve zorunlu yilizme testlerinde geri ¢evirdigi rapor edilmistir (Taksande
ve ark., 2013). KOHS modelinin kullanildig1 giincel tarihli bir baska ¢alismada model
olusumunu da kapsayacak sekilde agmatin (40 mg/kg) uygulamasinin farelerde
depresyon-benzeri davranislart engelleyebildigi siikroz tercih ve zorunlu yiizme
testleriyle raporlanmistir. Dolayisiyla szl edilen ¢alismada temel olarak agmatinin
olusmus olan depresyon {iizerindeki etkinligi degil depresyon gelisimine etkisi
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incelenmistir (Gawali ve ark., 2017). Bu gercevede, KOHS modelinde agmatinin
antidepresan-benzeri etkilerinin incelendigi c¢aligmalarla bulgularimizin uyumlu

oldugu goriilmektedir.

Calismamizda endojen NOS inhibit6rii agmatinin antidepresan etki potansiyeli iKi
farklt NOS inhibitorii (iNOS inhibitdrii aminoguanidin ve nNOS inhibitorii 3-Br-7-NI)
ile karsilagtirmali olarak incelendi. Calismamizda kullanilan iNOS ve nNOS
inhibitorlerinin siikroz tercih ve zorunlu yiizme testlerinde antidepresan-benzeri etki
meydana getirdigi goriildii. Yapilan 6nceki ¢alismalarda segici veya segici olmayan
cesitli NOS inhibitorlerinin deney hayvanlarinda antidepresan-benzeri etkiler
meydana getirdigi gosterilmistir (Wegener ve Volke, 2010). Antidepresan etki
potansiyellerine dikkat cekilen bu inhibitérler arasinda calismamizda kullanilan
aminoguanidin ve 3-Br-7-NI de bulunmaktadir (Gilhotra ve Dhingra, 2009;
Montezuma ve ark., 2012; Tomaz ve ark., 2014; Wegener ve Volke, 2010; Yazir ve
ark., 2012). Bu noktada diger segici NOS inhibitorlerinde oldugu gibi ¢alismamizda
da kullanilan iNOS (aminoguanidin) ve nNOS (3-Br-7-NI) inhibitorleri segici
inhibitorler olarak anilmalarina karsin, kastedilenin esasinda gorece secicilik oldugu,
dolayisiyla goriilen etkilerin tek bir NOS izoformuna atfedilemeyebilecegi géz ontinde

bulundurulmalidir.

Calismamizda kullanilan iINOS inhibitorii aminoguanidinin bu modelde kronik
olarak uygulandigi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanamamistir. Dolayisiyla
calismamizda kullanilan aminoguanidin dozu (50 mg/kg) literatiirde akut antidepresan
etkilerinin gosterildigi sistemik doz aralig1 (50-100 mg/kg) g6z oniinde bulundurularak
secildi (Gadek-Michalska ve ark., 2005; Gilhotra ve Dhingra, 2009; Harvey ve ark.,
2005; Montezuma ve ark., 2012). Aminoguanidinin sistemik yolla ve akut (50 mg/Kkg;
i.p.) olarak uygulanmasi ile akut kisitlama stresine bagli gelisen anksiyete-benzeri
davraniglar1 6nlediginin gosterilmesi bu ¢ergevede 6rnek olarak gosterilebilir (Gilhotra
ve Dhingra, 2009). Calismamizda oldugu gibi KOHS modelinin kullanildig: tek bir
caligmada intrahipokampal aminoguanidin uygulamasmin depresyon-benzeri
davraniglarin  gelismesini Onledigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2008). KOHS

modelinin 3 hafta siireyle, aminoguanidinin ise intrahipokampal yolla ve stres
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prosediiriine es zamanli olarak uygulandigi sozii edilen calismanin bu modelde
aminoguanidinin etkilerine iliskin tek kaynak oldugu goriilmektedir (Wang ve ark.,
2008). Peng ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda ise aminoguanidinden daha segici bir
iNOS inhibitorii oldugu bilinen 1400 W maddesi 4 haftaik KOHS modelinde
antidepresan etkileri yoniinden incelenmis ve 3 hafta siireyle sistemik 1400 W
uygulamasinin KOHS ile olusan depresyon-benzeri davranislari geri cevirdigi
gosterilmistir (Peng ve ark., 2012) Diger taraftan aminoguanidinin bu modelde
sistemik yolla ve kronik olarak uygulandigi ve modele bagli depresyon-benzeri
davranislarin incelendigi bir calismanin literatiirde bulunmadig: goriilmektedir. i1k kez
caligmamizda sistemik yolla ve kronik olarak uygulanan aminoguanidin tedavisinin

KOHS ile olusan depresyon-benzeri davraniglar: geri gevirdigi gosterildi.

Aminoguanidin ve ¢esitli iNOS inhibitorlerinde oldugu gibi 7-nitroindazol gibi
gorece secgici nNOS inhibitorlerinin de antidepresan potansiyellerine ge¢miste dikkat
¢ekilmistir (Joca ve Guimaraes, 2006; Mutlu ve ark., 2009; Wegener ve Volke, 2010;
Yildiz ve ark., 2000; Zhou ve ark., 2007). 7-nitroindazoliin KOHS modelindeki etkileri
farkli calismalarda incelenmesine karsin calismamizda kullanilan ve daha segici
oldugu kabul edilen bromlanmig formu (3-Br-7-NI) ile ilgili olduk¢a sinirli bilgi
bulunmaktadir. 3-Br-7-NI'min antidepresan etkileri; Yazir ve arkadaslarinin
calismalarinda, 5 haftalik KOHS modelinde incelenmis ve ¢alismamizda da kullanilan
20 mg/kg (i.p.) dozunda siikroz tercih ve zorunlu yiizme testlerinde etkili bulunmustur
(Yazir ve ark., 2012). Sézii edilen calismada 3-Br-7-NI'nin KOHS prosediiriine es
zamanl olarak uygulanmasindan hareketle, depresyon-benzeri davranislarin 3-Br-7-
NI tedavisiyle onlenebilecegi sonucuna varilirken, bu davraniglarin tedavi ile geri
cevrilip ¢evrilemeyecegi sorusu yanitlanamamustir. Calismamizda ise stres maruziyeti
ile anhedoninin gelistiginin saptanmasindan sonra baslanan ve 3 hafta siireyle
uygulanan 3-Br-7-NI tedavisinin KOHS ile olusan depresyon-benzeri davranislar1 geri

cevirdigi ilk kez gosterildi.

Ozellikle son yillarda dikkat cekilen depresyon ve inflamasyon iligkisinden
hareketle galismamizda KOHS depresyon modeli ve uygulanan tedavilerin etkileri

inflamatuvar mekanizmalar ger¢cevesinde irdelendi. Depresyon prevalansinin birgok
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otoimmiin ve/veya kronik inflamatuvar hastalik varliginda normal popiilasyona
kiyasla arttifi, ¢esitli proinflamatuvar sitokinlerin tedavi/uygulamalarinin
insan/hayvanlarda depresyon benzeri tablo meydana getirdigi, diger taraftan bazi
antiinflamatuvar yaklasimlarin antidepresan etkiler olusturdugu cesitli ¢alismalarda
gosterilmistir (Faridhosseini ve ark., 2014; Haroon ve ark., 2014; lwata ve ark., 2013;
Koo ve Duman, 2008; Raison ve ark., 2006; Sahin ve ark., 2016b; Tyring ve ark.,
2006). Bu kapsamda inflamatuvar sitokinlerden oOzellikle IL-1B diizeylerindeki
degisliklerin 6zellikle depresyon ve stresle iligkili patolojilerde onemli bir faktor
olabilecegi diistiniilmektedir (Iwata ve ark., 2013; Kaufmann ve ark., 2017; Koo ve
Duman, 2008). Buradan hareketle son donemde beyinde IL-1f aracili steril
inflamasyon yanitlarin1 baslatan bazi 6zellesmis intraseliiler sinyal yolaklari tizerinde
durulmaktadir (Iwata ve ark., 2013; Kaufmann ve ark., 2017). Bu kapsamda dogal
immiin sistem kalip tanima reseptdr ailesinin bir iiyesi olan NLRP inflamazomunun
depresyon-noroinflamasyon  iliskisine  yeni  bir boyut kazandirabilecegi
distiniilmektedir (Iwata ve ark., 2013). Normal kosullarda hiicre sitozoliinde inaktif
yapida bulunan NLRP; stres veya hasarlanma gibi tehlike uyaranlar1 varliginda
aktivasyona ugrayarak yapiya adaptor proteini ASC ve pro-kaspaz-1’in baglanmasi
gerceklesir. Bu  aktif multiprotein  kompleks yapt inflamazom olarak
adlandirilmaktadir (Schroder ve Tschopp, 2010). Inflamazom formasyonu ile kaspaz-
1 aktivasyonu ve kaspaz-1 aracili pro-l1L-13 ve pro-IL-18 onciil formlarindan olgun
IL-1P ve IL-18 iiretimi ger¢eklesmektedir (Guarda ve So, 2010). Bu alanda son birkag
yilda yapilan ¢alismalar beyinde 6zellikle mikroglia hiicrelerinde yerlesim gosteren
NLRP3 inflamazomu {izerine odaklanmistir (Miller ve Raison, 2016). Diger taraftan
daha fazla noéronlarda eksprese oldugu bilinen NLRP1 inflamazomu ve depresyon
norobiyolojisindeki olasi rolii hakkinda literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir (Kigerl
ve ark., 2014). Bu noktadan hareketle ¢alismamizda MSS’de inflamazom formasyonu
olusturarak steril inflamasyon yanitlarinin baglatilmasinda fonksiyon gosteren NLRP3
ve NLRP1 proteinleri ile ASC ve kaspaz-1 inflamazom bilesenlerinin gen ve protein

ekspresyon diizeyleri arastirildi.

Calismamizda depresyon modeli ve uygulanan tedavilerin inflamazom sinyal

yolag1 ve inflamatuvar yanitlar iizerindeki etkileri prefrontal korteks ve hipokampiis
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bolgelerinde incelendi. Bolge se¢imi; depresyon ve kullanilan modelde en fazla
etkilendigi bilinen beyin bolgeleri géz 6nlinde bulundurularak olusturuldu (Deng ve
ark., 2015a; 2015b; Liu ve ark., 2015; Otte ve ark., 2016; Palazidou, 2012; Pan ve ark.,
2014). Genel cergevede degerlendirildiginde bu ¢alismada KOHS modelinin her iki
beyin bolgesinde de inflamazom bilesenleri (NLRP1, NLRP3, kaspaz-1, ASC) ve eslik
eden IL-1p diizeylerinde artisa yol agtig1 goriildii.

2014 yilindan bu yana yapilan deneysel ve kiiciik ¢apli klinik ¢aligmalarda
depresyonda NLRP3 inflamazom aktivasyonu rapor edilmektedir (Alcocer-Gomez ve
ark., 2014; Alcocer-Gomez ve ark., 2016; Baune, 2015; lwata ve ark., 2013; Li ve ark.,
2016; Lu ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a; Xue ve ark., 2015;
Zhang ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014). Literatlirde deneysel caligmalarda dikkat
cekilen NLRP3 inflamazom aktivasyonu; KOHS, bakteriyel LPS uygulamasi,
akut/sub-kronik/kronik kisitlama stresi modelleri, 6grenilmis ¢aresizlik gibi deneysel
depresyon modellerinde gosterilmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2016; Iwata ve ark.,
2016a; Pan ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a; Zhang ve ark., 2016). Son yillarda s6z
konusu modellere overoktemi ile indiiklenen depresyon-benzeri davranislar, prenatal
stres gibi modellerin de eklendigi goriilmektedir (Slusarczyk ve ark., 2016; Wang ve
ark., 2016). Deneysel ¢alismalarin yaninda Alcocer-Gomez ve arkadaslarinin major
depresyon hastalarinda gerceklestirdikleri kii¢iik capli klinik ¢alismalarinda NLRP3
inflamazom aktivasyonu ilk kez hasta bireylerde rapor edilmistir (Alcocer-Gomez ve
ark., 2014). gili literatiir incelendiginde NLRP3 inflamazom aktivasyonunun genel
olarak ¢calismamizda da oldugu gibi NLRP3, ASC, kaspaz-1 bilesenleri ve beraberinde
IL-1B ekspresyonu ile degerlendirildigi goriilmektedir (Kaufmann ve ark., 2017).
Ekspresyon analizleri yoniinden irdelendiginde; calismalarin biiyiik ¢cogunlugunda
NLRP3 inflamazom aktivasyonu protein ekspresyon degisimleri ile tayin edilmistir.
Ornegin; Deng ve arkadaslarmin fareler iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda 6 haftalik
KOHS prosediirii prefrontal korteks NLRP3, kaspaz-1, ASC protein diizeylerinde artis
meydana getirirken, buna paralel olarak IL-1p diizeyleri de yiliksek bulunmustur (Deng
ve ark., 2015b). Benzer sekilde Liu ve arkadaslarmin ¢alismasinda KOHS modeli
olusturulan sicanlarda hipokampiis NLRP3, kaspaz-1 ve ASC protein diizeylerinin
arttig1 ve bu artisa yiiksek IL-1p seviyelerinin eslik ettigi rapor edilmistir (Liu ve ark.,
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2015). Benzer bulgular KOHS modeli ile siganlar iizerinde gergeklestirilen bir baska
caligmada prefrontal korteks bdlgesinde de gosterilmistir (Pan ve ark., 2014). Bahsi
gecen calismalarda gosterilen ve artmis IL-1B diizeyleri ile sonuglanan ekspresyon
degisimleri NLRP3 inflamazom aktivasyonunun gostergesi olarak kabul edilmistir.
Literatiir ile uyumlu olarak; calismamizda da 6 haftaik KOHS prosediiriiniin
prefrontal korteks NLRP3, kaspaz-1, ASC ve IL-1p protein diizeylerinde artisa yol
actig1 gosterilerek, kronik stresin NLRP3 inflamazom aktivasyonuna neden oldugu

sonucuna varildi.

Calismamizda protein ekspresyon diizeylerine ek olarak inflamazom bilesenleri
ve proinflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon diizeylerindeki degisimler de
arastirildi. Gen ekspresyon incelemeleri hipokampiis ve prefrontal korteks olmak
tizere iki beyin bdlgesinde yapildi. Kronik stres maruziyetinin inflamazom bilesenleri
ve sitokin diizeyleri lizerine etkisi; arastirilan iki beyin bolgesinde genel olarak artis
ile sonuglanan uyumlu bir degisim grafigi izlemesine karsin; NLRP3 gen diizeylerinin
stres ile bolge bazinda farkli sekilde etkilendigi goriildii. Calismamizda KOHS
prosediirii ile prefrontal korteks NLRP3 gen diizeylerinde artis meydana gelmezken,
hipokampiis diizeyleri anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu.

Depresyonda NLRP3 inflamazom aktivasyonunun incelendigi literatiir
calismalarinin gérece az bir boliimiinde NLRP3 diizeylerinin gen ekspresyon analizleri
ile degerlendirildigi goriilmektedir (Alcocer-Gomez ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014;
Sahin ve ark., 2016a; Xu ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2016).
Sozii edilen caligmalarin ise sadece birkaginda prefrontal korteks beyin bdlgesi
incelenmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2016; Pan ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a).
Ornegin Alcocer-Gomez ve arkadaslarinin calismalarinda 30 giin siireyle kronik
kisitlama stres modeli kullanilan farelerde prefrontal korteks NLRP3 gen diizeylerinin
arttig1 rapor edilmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2016). Benzer sekilde ekibimiz
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada 7 giin siireyle olusturulan si¢an sub-kronik
stres modelinde prefrontal korteks NLRP3 gen diizeylerinin arttifi gosterilmistir
(Sahin ve ark., 2016a). Bu calismalarda kullanilan modellerin ¢alismamiz ile

gosterdigi farkliliklar dikkate alindiginda; prefrontal korteks NLRP3 gen diizeylerinde
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rapor edilen artisin, kullanilan model ile iligkili olabilecegi gz Oniinde
bulundurulmalidir. Calismamizda oldugu gibi KOHS modeli iizerinde gergeklestirilen
tek bir ¢alismada prefrontal korteks NLRP3 gen diizeyleri incelenmis ve artis rapor
edilmistir (Pan ve ark., 2014). Bu ve oOnceki g¢alismanin NLRP3 gen diizeyi
bulgularindaki farkliliklar; kullanilan KOHS modelinin énceki ¢alismada 12 hafta,
bizim g¢alismamizda ise 6 hafta olmasi ve kullanilan stresorlerdeki farkliliklar ile
aciklanabilir. Dolayisiyla mevcut durumda prefrontal korteks ve NLRP3 gen
diizeylerine iliskin bulgularda farkliliginin hangi faktorlere bagl oldugu ancak bu
modelde yapilan ¢alismalarin sayica artmasi ve detaylandirilmasiyla miimkiin

olabilecektir.

Giliniimiizde kronik stres ile NLRP1 inflamazom aktivasyonu arasindaki olas1
iliskinin incelendigi bir calisma heniiz bulunmamaktadr. ik kez bu ¢alisma ile KOHS
depresyon modelinde NLRP3 yaninda NLRPI1 aktivasyonu incelendi ve NLRP1
ekspresyon diizeylerinin arttigi gosterildi. MSS’de temel olarak ndronal yerlesim
gosterdigi bilinen NLRP1 inflamazomu aktivasyonuna, nérodejenerasyonun eslik
ettigi travmatik beyin hasari, Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi patolojilerde
dikkat ¢ekilmistir (Freeman ve Ting, 2016). Yakmn tarihte yapilan bir ¢alismada
farelerde kronik glukokortikoid uygulamasina bagli gelisen norodejenerasyon
tablosunda NLRP1 inflamazom aktivasyonunun rol oynayabilecegi One stiriilmiistiir
(Hu ve ark., 2016). Bahsi gecen calismada NLRP1 inflamazom aktivasyonu
caligmamizda oldugu gibi NLRP1, kaspaz-1, ASC ve ayrica ¢alismamizdan farkl
olarak kaspaz-5 inflamazom bilesenleri ile degerlendirilmistir. Aragtirmacilarin bu ve
izleyen calismalarinda Alzheimer hastaligi cercevesinde ele alinan kronik glukortikoid
uygulamasinin; deney hayvanlarinda depresyon modeli olusturulmasinda da
kullanildig1 bilinmektedir (Freitas ve ark., 2016a; Olescowicz ve ark., 2017; Zhang ve
ark., 2017; Zhang ve ark., 2017). Bu noktadan hareketle kronik glukokortikoid
uygulamasi ile rapor edilen NLRP1 inflamazom aktivasyonuna iliskin bulgular;
depresyon alanindaki ¢alismalara projeksiyonu bakimindan dikkat cekicidir.
Caligmamiz ile NLRP1 inflamazomu ilk kez bir depresyon modelinde ele alinarak
kronik stres maruziyeti ile olusan depresyon-benzeri davraniglara NLRP1 inflamazom

aktivasyonunun da eslik edebilecegi fikri ilk kez giindeme getirilmektedir.
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Proinflamatuvar sitokinlerden IL-1p ve IL-18 iiretimi ve salinimi inflamazom
aktivasyonuna bagimli olarak gergeklesmektedir (Kigerl ve ark., 2014). Calismamizda
inflamazom aktivasyonunun degerlendirilmesinde NLRP inflamazom bilesenlerinin
yaninda sozii edilen iki sitokinin diizeylerinde meydan gelen degisimler de incelendi.
Bunlara ek olarak iiretimi inflamazom aktivasyonundan bagimsiz olarak gerceklesen
ve ndroinflamasyon siire¢lerine katkis1 bakimindan énemli bir proinflamatuvar sitokin
oldugu kabul edilen IL-6 diizeyleri de degerlendirmeye alindi. Buna gore; 6 haftalik
kronik stres maruziyetinin siganlarda inflamazom bilesenlerine ek olarak hipokampiis
ve prefrontal kortekste IL-1B ve IL-6 mRNA diizeylerinde artisa neden oldugu, 1L-18
diizeylerinin ise yalnizca hipokampiiste arttig1r goriildii. Stres ile artan IL-1 mRNA

diizeylerinin, protein diizeylerine de yansidigi tespit edildi.

IL-1pB beyinde mikroglia, astrosit, noron ve endotel hiicrelerinde iiretilebilen giiglii
bir proinflamatuvar sitokin olup; strese karsi gelistirilen inflamatuvar yanitlarda ilk
basamakta yer alarak, depresyona eslik eden noroinflamasyon stireglerinde énemli rol
oynadigi diisiiniilmektedir (Kaufmann ve ark., 2017). Deneysel ¢alismalarda IL-1f3
uygulamasinin veya endojen diizeylerindeki artisin deney hayvanlarinda depresyon-
benzeri davranislarla iliskili bulundugu, diger taraftan IL-1 reseptdr antagonistlerinin
stres ile olusan davranis degisikliklerini 6nledigi gosterilmistir (Goshen ve ark., 2008;
Iwata ve ark., 2013; Koo ve Duman, 2008). Bu bulgular1 destekler nitelikte klinik
caligmalarda da depresyon hastalarinin serum ve BOS’larinda IL-1p diizeylerinin
artt1ig1 rapor edilmistir (Kaufmann ve ark., 2017). IL-1B nin iiretimi inaktif prekiirsorii
olan pro-IL-1p iizerinden gergeklesir. Pro-1L-1p’nin biyolojik olarak aktif ve olgun
formu IL-1p’ya doniisimii kaspaz-1 aktivasyonuna bagimlidir. Pro-kaspaz-1
proenziminden kaspaz-1 olusumu ise NLRP inflamazom aktivasyonu varliginda
miimkiindir (lwata ve ark., 2013). Dolayisiyla NLRP inflamazom aktivasyonu
degerlendirmesinin yapilabilmesi i¢in eglik eden IL-1f {iretimi ve saliniminin
bulunmasi gerekmektedir. Calismamizda stres ile artan NLRP inflamazom
bilesenlerine IL-1 diizeylerindeki artigin da eslik ettiginin goriilmesi lizerine kronik

stres ile inflamazom aktivasyonunun meydana geldigi sonucuna varilmistir.
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IL-1p’da oldugu gibi; IL-18 proinflamatuvar sitokininin inaktif pro-IL-18den
tiretimi  inflamazom aktivasyonuna bagimli olarak kaspaz-1 {izerinden
gerceklesmektedir (Davis ve ark., 2011). IL-18’in de MSS’de noron, mikroglia ve
astrositlerde bulundugu; HPA eksen aktivitesi ve noroinflamasyon siireclerinde aktif
rol istlenerek davranis ve duygudurumu etkileyebilecegi gosterilmistir (Alboni ve
ark., 2010; Conti ve ark., 1999; Kaufmann ve ark., 2017). Calismamizda gen
ekspresyonu yoniinden degerlendirilen IL-18 diizeylerinin stres maruziyeti ile
hipokampiis bolgesinde arttig1 goriildii. Depresyonda inflamazom aktivasyonunun ele
alindigr literatiir gozden gegirildiginde, c¢alismalarin neredeyse tamaminda
inflamazom bilesenlerine ek olarak IL-1B ekspresyonunun incelendigi goriilmesine
karsin; IL-18 diizeylerindeki degisimin az sayida calisma ile ele alindig1 goriilmektedir
(Alcocer-Gomez ve ark., 2017; Cao ve ark., 2017; Li ve ark., 2016; Wang ve ark.,
2016; Xu ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2017). Cao ve arkadaslarinin ¢alismasinda
calismamizda da oldugu gibi 6 hafta siireyle uygulanan KOHS modelinde hipokampal
IL-18 mRNA diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Cao ve ark., 2017). Hipokampal IL-
18 diizeylerinin incelendigi ve artisin rapor edildigi diger calismalarda overektomi
veya LPS uygulamasi ile olusturulan depresyon modellerinin kullanildig
goriilmektedir (Wang ve ark., 2016; Xu ve ark., 2016; Zhu ve ark., 2017). Dolayisiyla
calismamizda hipokampal IL-18 diizeylerine yonelik elde edilen bulgularin literatiir
ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Diger taraftan depresyonda inflamazom
bilesenlerine ek olarak IL-18 diizeylerinin prefrontal kortekste incelendigi tek bir
calisma bulunmaktadir. Ekibimiz tarafindan gerceklestirilen ¢alismada stresle olusan
inflamazom aktivasyonuna prefrontal kortekste IL-18 diizeylerinde artisin eslik ettigi
gosterilmistir (Sahin ve ark., 2016a). Bu ¢alismada ise prefrontal kortekste 1L-18
diizeylerinin 6nemli 6l¢iide degismemesi, uygulanan stres protokollerinin siire ve
icerik bakimindan 6nceki c¢alismadan farkli olmasiyla aciklanabilir. Bu bilgiler
1s181inda; kronik stres ve depresyonda prefrontal kortekste IL-18 diizeylerinin

incelenmesine ihtiya¢ duyuldugu anlasilmaktadir.

Calismamizda TSA ilaglar grubundan imipramin tedavisinin KOHS ile olusan
NLRP inflamazom aktivasyonunu ve iligkili proinflamatuvar sitokin yanitlarini bolge

ve degerlendirilen parametre bazinda farkli diizeylerde baskiladigi gdsterildi.
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Imipramin; KOHS ile artan prefrontal korteks NLRP1, kaspaz-1 ve IL-1B protein
ekspresyon diizeylerini baskilarken, NLRP3 ekspresyonu iizerine diger tedavi gruplari
kadar etkili bulunmadi. Gen diizeyleri iizerindeki etkisi incelendiginde imipramin
tedavisinin; inflamazom bilesenleri ve proinflamatuvar sitokin diizeylerini prefrontal
korteks bolgesine kiyasla hipokampiiste daha giiglii diizeyde baskiladigi gosterildi.
Imipramin gibi klinikte siklikla kullanilan bir diger antidepresan fluoksetinin deneysel
caligmalarda NLRP3 inflamazomu aktivasyonunu hipokampiis ve prefrontal korteks
bolgelerinde baskiladigi rapor edilmistir (Deng ve ark., 2015a; 2015b; Liu ve ark.,
2015; Lu ve ark., 2014; Pan ve ark., 2014; Xue ve ark., 2015). Diger taraftan
imipraminin inflamazom aktivasyonu iizerine etkisinin incelendigi deneysel bir
calismaya rastlanmamistir. Bir calismada imipramin gibi TSA ila¢ grubundan
amitriptilin ile tedavi edilen depresyon hastalarinda NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun azaldigi gosterilmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2014). Ayni ekibin
2017 tarihli izleyen klinik calismalarinda ise bu kez tedavide siklikla kullanilan
antidepresan ilaglarin NLRP3 inflamazom aktivasyonu iizerine etkileri karsilastirmali
olarak incelenmistir (Alcocer-Gomez ve ark., 2017). S6z konusu ¢alismada aralarinda
imipraminin de bulundugu SSRI, SNRI, NARI ve atipik antidepresan ilag iiyelerinin
inflamazom aktivasyonunu farkli diizeylerde baskilayabildigi rapor edilmistir
(Alcocer-Gomez ve ark., 2017). Bu kapsamda calismamizda imipramin ile iligkili

bulgularin bu alandaki literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

[k kez bu galismada agmatin ve NOS inhibitérlerinin antidepresan etkileri ile
NLRP inflamazom yolag: iliskisi incelenmistir. Onceki calismalarda agmatinin
inflamasyonun eslik ettigi akut akciger hasari, pulmoner fibrozis, karaciger yetmezligi
gibi patolojilerde antiinflamatuvar etkileri rapor edilmistir (EI-Agamy ve ark., 2014a;
2014b; Li ve ark., 2014). Bunun yani sira in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
agmatinin LPS ile uyarilan glia ve makrofaj hiicrelerinde inflamatuvar medyator
salinimini azalttig: gosterilmistir (Regunathan ve Piletz, 2003). Ozellikle son yillarda
Ise agmatinin antidepresan etki potansiyelinde inflamatuvar yanitlarin baskilanmasinin
rolii olabilecegine iliskin giderek giliglenen goriisler s6z konusudur (Neis ve ark.,
2014; Sahin ve ark., 2016a; Taksande ve ark., 2015). Bu kapsamda gergeklestirilen az

sayidaki calisma ile agmatinin etkileri bakteriyel LPS veya proinflamatuvar sitokin
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uygulamasi ile olusturulan inflamatuvar depresyon ve stres etkenli depresyon
modellerinde ele alinmistir. Yapilan ¢alismalarda agmatinin LPS uygulamasi ile artan
proinflamatuvar sitokin yanitin1 azalttigi, sitokin uygulamasi ile gelisen depresyon-
benzeri davraniglart geri ¢evirebildigi, kronik stres maruziyeti ile artan kortikosteron
diizeylerini baskiladigi ve kortikosteron uygulamasi ile olusan depresyon-benzeri
davraniglar1 diizelttigi de gosterilmistir (Freitas ve ark., 2016a; Gawali ve ark., 2016;
Neis ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2016a; Taksande ve ark., 2015; Taksande ve ark.,
2013). Bu bilgiler 1s18inda ilk kez ekibimiz tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
agmatinin NLRP3 inflamazomu ve iligkili proinflamatuvar sitokin yanitlar izerindeki
etkisi incelenmistir (Sahin ve ark., 2016a). Ilgili ¢alismada sicanlara 7 giin siireyle
giinde 4 saat olmak iizere sub-kronik kisitlama stresi uygulanmis ve agmatin (40
mg/kg; i.p.) son stres seansindan 30 dakika 6nce uygulanmistir. Akut agmatinin stres
ile artan NLRP3 inflamazom bilesenlerinin gen ekspresyon diizeylerini azalttigi ve
ayrica proinflamatuvar sitokinler araciligiyla gelisen inflamatuvar yanitlari
baskilayabildigi gosterilmistir (Sahin ve ark., 2016a). Sozii edilen g¢alisma bir
depresyon modeli olmayip agmatinin akut etkileri degerlendirilmis ve agmatinin
inflamazom aktivasyonunu baskilayabilecegine iliskin bulgulardan hareketle bu
calisma tasarlanmistir. Dolayisiyla bu calismada iyi valide edilmis, gecerliligi ve
giivenirliligi kanitlanmis ve bu yoniiyle son yillarda en ¢ok tercih edilen KOHS

modelinde agmatinin kronik uygulanmasi ile olusan etkileri incelenmistir.

Bu calismada agmatin tedavisi ile prefrontal kortekste KOHS ile meydana gelen
artmis inflamazom aktivasyonunun ve IL-1B protein diizeylerinin baskilandig
saptandi. Agmatinin ¢alismamizda stres ile artan NLRP3 protein diizeyleri iizerindeki
etkisinin NLRP1 ekspresyonu tizerindeki etkisine gore daha giiclii olmasi ve bu etkinin
yalnizca agmatin tedavisi ile olugmasi dikkate deger bulundu. Gen diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde agmatin tedavisi ile NLRP inflamazom bilesenleri ve
proinflamatuvar sitokin diizeylerinin her iki beyin bolgesinde de farkli oranlarda
baskilandig1 goriildii. Buradan hareketle agmatinin antidepresan etki potansiyelinde
kismen NLRP3 ve NLRP1 inflamazom aktivasyonunun baskilanmasinin rolii

olabilecegi sonucuna varildi.
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Bu ¢alismada NO sinyal yolagi modiilasyonunun stres-inflamazom-inflamasyon
mekanizmalar1 iizerinden depresyon ndrobiyolojisindeki yeri, antidepresan etki
potansiyeli tagiyan endojen NOS inhibitorii agmatin, iNOS inhibitorii aminoguanidin
ve nNOS inhibitorii 3-Br-7-NI kullanilarak karsilastirmali olarak incelendi. Buna gore
aminoguanidin ve 3-Br-7-NI tedavilerinin NLRP inflamazom aktivasyonunu ve
sitokin yanitlarin1 degerlendirilen bdlge ve parametre bazinda farkli diizeylerde
baskiladigi ilk kez gosterildi. L-arjinin/NOS/NO yolaginin stresle iligkili patolojilerin
norobiyolojisinde 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (Chen ve ark., 2015; Dhir ve
Kulkarni, 2011; Kudlow ve ark.,, 2016). Atipik yapida bir nérotransmitter/
néromodiilator olan NO; normal sartlarda MSS’de ndrotransmisyonun diizenlenmesi,
noroproteksiyonun saglanmasi, kognisyon gibi o6nemli fizyolojik siireglerin
stirdiiriilmesinde kritik fonksiyonlar iistlenmektedir (Dhir ve Kulkarni, 2011). Ancak
L-arjinin/NOS/NO yolaginda meydana gelen asir1 aktivasyon sonucu olusan artmis
NO diizeyleri nitrozatif ve oksidatif stres yanitlari ile karakterize ndroinflamasyon ve
norotoksisite mekanizmalarina katkida bulunan bir patolojik faktér konumuna
gelmektedir (Chen ve ark., 2015; Dhir ve Kulkarni, 2011; Kudlow ve ark., 2016).
Secici veya segici olmayan c¢esitli NOS enzimi inhibitorlerinin antidepresan ve
anksiyolitik benzeri etkiler meydana getirdigi, diger taraftan paroksetin gibi klinikte
yaygin kullanilan bazi antidepresan ilaglarin NOS inhibisyonu etkilerinin gosterilmest;
depresyonda nitriderjik sistem modiilasyonunun potansiyel terapdtik onemine isaret

etmektedir (Wegener ve Volke, 2010).

NO sinyal yolagi modiilasyonun depresyon veya kronik stres patolojilerinde
inflamazom aktivasyonu ve steril inflamasyon yanitlar1 tizerindeki etkisinin
irdelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kaufmann ve arkadaslarinin 2017 tarihli
gbzden gegirme calismalarinda da bu hususa dikkat ¢ekilmis; depresyonla iligkisi
bakimindan NO sinyal yolaginin inflamazom kompleksi {izerindeki olasi rollerinin
arastirilmasi 6nemli bir gelecek hedefi olarak belirlenmistir (Kaufmann ve ark., 2017).
Calismamizda kullanilan NOS inhibitorlerinin kronik stres ile artan inflamazom
aktivasyonunu ve sitokin yanitlarin1 baskiladiklar1 goriildii. Protein ekspresyon
degisimleri incelendiginde NOS inhibitorlerinin prefrontal korteks NLRP1 diizeylerini

agmatin tedavisine gore daha giiclii, NLRP3 ekspresyonunu ise daha zayif diizeyde
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baskiladiklar1 goriildii. Kaspaz-1 ve IL-1 ekspresyonlarinin ise tiim tedavilerle benzer
sekilde giiclii bir bigimde azaldigi saptandi. S6z konusu bulgulardan hareketle
calismamizda kullanilan NOS inhibitorleri 6zellikle NLRP1 inflamazomunun
baskilanmasi ile iliskili bulunarak proinflamatuvar IL-1f yanitlarini azalttig1 sonucuna
varildi. Bakteriyel LPS uygulamasi ile olusturulan inflamatuvar depresyon modelinde
NO sinyal yolagi modiilatorlerinin IL-1p diizeyleri iizerine etkisi incelenmis ve
aminoguanidin, L-NAME ve sildenafilin LPS ile artan IL-1p diizeylerini azalttig1 ve

buna davranistaki diizelmelerin eslik ettigi gosterilmistir (Tomaz ve ark., 2014).

Calismamizda gen ekspresyon bulgularinin protein diizeylerine biiyiik oranda
paralellik gosterdigi goriildii. Buna gore prefrontal kortekste NLRP1 gen diizeylerinin
NOS inhibitdrleri ile baskilandig ve en gii¢lii etkinin nNOS inhibitérii ile olustugu
saptandi. MSS’de noronal yerlesim gosteren NLRP1 inflamazomunun NOS
inhibitdrleri ve 6zellikle nNOS inhibitorii (3-Br-7-NI) ile agmatinden daha giicli bir
sekilde baskilanmasi dikkate deger bulundu. Hipokampiiste ise kronik stres ile artan
NLRP3 diizeyleri en fazla agmatin ve daha az olmakla birlikte her iki NOS inhibitorii
ile baskilandig1 goriildii. Giliniimiize kadar NLRP inflamazom yolaginin
depresyondaki roliinii aragtiran ¢alismalarin NLRP3 {izerine odaklandig
goriilmektedir.  Calismamizda ~ nNOS  inhibisyonun  diger  tedavilerle
karsilastirildiginda daha ¢ok noéronlarda eksprese edilen NLRP1 diizeyleri iizerinde
daha etkili bulunmasi NLRP1 inflamazomunun da beklenmedik bir bigimde

depresyonda 6nemli rolii olabilecegi goriigiinii giindeme getirdi.

Calismamizda inflamazom sinyal yolagi ve proinflamatuvar sitokin yanitlari
yaninda NOS izoenzimlerinin gen ekspresyon diizeyleri de incelendi. 6 hafta siireyle
uygulanan KOHS prosediiriiniin prefrontal korteks ve hipokampiiste iNOS ve eNOS
diizeylerinde artisa neden oldugu goriildii. Stresin iNOS diizeylerini artirabildigi
onceki calismalarda gosterilmis giincel bir calismada aynmi bulguya ek olarak
hipokampal NLRP3 inflamazom aktivasyonuna oksidatif-nitrozatif  stres
parametreleri, inflamatuvar sitokinlerdeki artigin da eslik ettigi gosterilmistir (Liu ve

ark., 2015; Olivenza ve ark., 2000; Peng ve ark., 2012; Zlatkovic ve Filipovic, 2013).
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Caligmamizda da benzer sekilde iNOS diizeylerinin stres varliginda arttig1 ve bu artigin

NOS inhibitorleri basta olmak {izere tiim tedaviler ile baskilandig1 goriildii.

Calismamizda kronik stres maruziyeti ile nNOS diizeylerinde artma egilimi
olmakla beraber anlamli bir degisiklik saptanmadi. Giiniimiizde kisitli sayida ¢calisma
ile depresyon veya kronik stres tablosunda nNOS diizeylerinin incelendigi
goriilmektedir (Oliveira ve ark., 2008; Zhou ve ark., 2007). Bu ¢alisma ile gosterilen
bulgularm aksine Zhou ve arkadaslarinin ¢alismasinda KOHS modeli olusturulan
farelerde hipokampiis nNOS diizeylerinin yiikseldigi, buna karsin iNOS ve eNOS
diizeylerinin degismedigi saptanmistir. Postmortem depresyon caligmalarinda ise
farkli bulgular s6z konusudur. Bir ¢alismada depresyon ve bipolar hastalarinda artmis
hipokampal nNOS aktivitesi rapor edilirken, bir baska ¢alismada ise locus coeruleus
nNOS aktivitesi depresif bireylerde anlamli dlgiide diisitk bulunmustur (Karolewicz
ve ark., 2004; Oliveira ve ark., 2008). Bu alandaki kisitli literatiir bilgisi g6z oniinde
bulunduruldugunda; kronik stres ve depresyon tablosunda nNOS diizeylerinin beyin

bolgesi bazinda incelendigi ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu anlasilmaktadir.

KOHS modelinin 6 hafta uygulandigi bu ¢alismada iNOS diizeylerine paralel
olarak eNOS diizeylerinde de artis goriildii. Insan beyninde eNOS enziminin endotel
hiicreleri disinda astroglia hiicreleri ve ndéronlarda da eksprese oldugu gosterilmistir
(Liith ve ark., 2001). Baz1 caligmalarda glial eNOS ekspresyonundaki anormal
degisimler ile Alzheimer hastaliginin iliskilendirildigi goriilmektedir (de la Monte ve
Bloch, 1997, Liith ve ark., 2001). Benzer sekilde ¢alismamizda da kronik strese bagli
gelisen GFAP immiinopozitif astroglial aktivasyon bulgulart eNOS diizeylerindeki
artis ile birlikte degerlendirilebilir. Ancak depresyon veya stres patolojilerinde eNOS
diizeylerinin ne yonde etkilendigi ve bu degisimin dnemine iliskin literatiirde olduk¢a
kisith bilgi bulundugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Yoshino ve arkadaslarinin 2017
yil1 tarihli caligmalarinda aralarinda paroksetinin de bulundugu klinikte kullanilan bazi
antidepresan ilaclarin akut veya sub-kronik uygulamalarinin sican beyninde eNOS gen
diizeyleri iizerine etkisi arastirilmistir (Yoshino ve ark., 2017). Ilgili calismada
kullanilan antidepresan ilaglarin akut uygulanmasi durumunda eNOS diizeylerinin

arttigi, sub-kronik uygulama ile ise eNOS diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir
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(Yoshino ve ark., 2017). Bir baska ¢alismada ise kronik stres modeli olusturulan
sicanlarin  hipokampiis beyin boélgelerinde eNOS protein ekspresyonlari
degerlendirilmis ve kronik stres ile eNOS diizeylerinin azaldigi, diger taraftan
antidepresan venlafaksinin kronik uygulamasi ile eNOS diizeylerinin arttig1
gosterilmistir (Huang ve ark.,, 2014). Calismamizda kronik uygulanan NOS
inhibitorleri stres ile artan eNOS diizeylerini azaltirken, agmatinin eNOS diizeyleri
tizerinde etkileri arastirilan beyin bdlgeleri bazinda farkli bulundu. Buna gore;
agmatinin prefrontal korteks eNOS diizeylerini artirirken, hipokampiis diizeylerini
azalttig1 saptandi. Gegmis tarihli ¢alismalarda agmatininin ti¢ NOS izoenzimini de
inhibe ettigi kabul edilirken; izleyen yillarda yapilan ¢alismalarda agmatinin eNOS
enzimini indiiklebildigine iliskin bulgular 6ne siriilmiistir (Galea ve ark., 1996;
Morrissey ve Klahr, 1997; Mun ve ark., 2010). Calismamizda agmatinin stres ile artan
eNOS diizeyleri tizerindeki etkisine iliskin bolge bazinda edinilen karsit bulgularin

protein ekspresyon analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir

Astrositler noronlara enerji ve metabolik destegin saglanmasi, sinaptik biiylime ve
sinyal iletimi, ndronlara norotransmitter sunulmasi ve geri alinmasi, KBB yapisina
katilmalar1 ve kan akiminin diizenlenmesi gibi MSS’de noroprotektif siireglere katki
saglamaktadir (Kim ve ark., 2017). Hasar veya inflamasyon gibi patofizyolojik bir
durum varliginda ise astrositler reaktif tiplerine doniiserek MSS’yi tehlikelere karsi
savunmada diger glia hiicreleriyle (mikroglia, oligodendrosit vb.) birlikte aktif rol
oynamaktadirlar. Reaktif astrositlerin tanimlanmasinda kullanilan en yaygin yontem
ise hiicre iskelet proteini olan GFAP ekspresyonunun degerlendirilmesidir (Brenner,
2014). Noropsikiyatrik hastaliklarla iligkisi yoniinden; astrogliozis ve astrositopati
olmak tizere iki farkli reaktif astrosit tablosunun 6nemine dikkat ¢ekilmektedir (Pekny
ve ark., 2016). Astrogliozis; temel olarak GFAP ekspresyonunda artis ve hipertrofi ile
karakterize reaktif astrosit olarak tanimlanirken; astrositopatide = GFAP
ekspresyonunun azaldigi atrofiye bir astrosit tablosu goriilmektedir. Travma, inme,
beyin hasar1 ve ndrodejeneratif hastaliklarda GFAP ekspresyonunda artis ile
karakterize astrogliozis tablosu rapor edilmektedir (Hol ve Pekny, 2015). Diger
taraftan Ozellikle stres ve depresyonda astrositopatiye isaret eden azalmis GFAP

ekspresyonunun eslik ettigine dikkat cekilmis; gerek postmortem depresyon
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calismalarinda gerekse kronik stres modellerinde GFAP diizeylerinde azalma rapor
edilmistir (Banasr ve ark., 2010; Kim ve ark., 2017; Liu ve ark., 2011; Rajkowska ve
Miguel-Hidalgo, 2007; Rajkowska ve Stockmeier, 2013; Yang ve ark., 2014; Ye ve
ark., 2011). Bu konudaki yaygin ve tutarli raporlara karsin; azalmis GFAP
diizeylerinin depresyonda goriilen duygudurum bozukluklarina katkisi giiniimiizde
halen tam olarak bilinmemektedir. Literatiiriin aksine ¢alismamizda kronik stres
maruziyeti ile hipokampal GFAP immiinopozitif hiicre sayisinda artis meydana geldigi
ve bu artisin tedaviler ile azaldigi saptandi. Calismamizda GFAP diizeylerinin
astrogliozis ve norojenerasyon tablosunu animsatan bir sekilde artmasi,
olusturdugumuz model ile gelisen olas1 néronal hasar siireglerini ve ndronal yerlesimli
NLRP1 inflamazomunun bu siireglerdeki olas1 roliinii akla getirse de bu varsayimin
smnanmas1 gerekmektedir. Diger taraftan stres ve GFAP ekspresyonu bakimindan
literatiire ters diisen bulgularimizin tekrar edilebilirliginin  ve dolayisiyla

giivenilirliginin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Calismamizda birtakim kisitliliklar da mevcuttur. Bunlardan ilki; periferdeki
inflamasyon yanitlarinin incelemelere dahil edilememis olmasidir. Dolayistyla kronik
stres maruziyetinin  periferdeki sitokin yanitlarmi  ne yonde etkiledigi
gosterilememistir. Periferdeki inflamatuvar sinyallerinin sitokinler araciligiyla beyne
iletilebildigi, diger taraftan MSS’de olusan noroinflamasyon yanitlarinin periferik
yapilari etkileyebildigi bilinmektedir. Bu noktadan hareketle bu ¢calismada 6ne siiriilen
inflamasyon bulgularinin MSS ile smirli olup olmadigr veya periferdeki sitokin
yanitlarina ne Olclide yansidigma iliskin sorular cevaplanamamistir. MSS’de
inflamazom formasyonu meydana getiren diger reseptor proteinleri (NLRP2, AIM2,
NLRC4 gibi) calismamiza dahil edilememis ve dolayisiyla elde edilen bulgular
NLRP1 ve NLRP3 inflamazomlar1 ile sinirl olarak irdelenebilmistir. NLRP1 gibi s6zii
edilen inflamazomlarin da depresyondaki olasi rolleri hakkinda literatiirde bir bilgi
bulunmadig1 goriilmekte; dolayisiyla bu konuda yapilacak arastirmalar depresyonda
inflamazom aktivasyon mekanizmalarina kazandirabilecegi boyut bakimindan énem
arz etmektedir. Bir diger husus ise calismamizda astroglia yaninda mikroglia
aktivasyonunun degerlendirilememis olmasidir. Mikroglial aktivasyonun Iba-1 ve

CD11b belirtecleri ile immiinohistokimyasal yontemle incelenmesi planlanmasina
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karsin, antikor temini ve yontemin oturtulmasinda karsilasilan giicliikler nedeniyle

biit¢e ve zaman problemi asilamamustir.

Calismamizda stresin NLRP3 diizeyleri iizerindeki etkisinin gen ve protein
degisimleri bakimindan ters korelasyon gosterdigi tespit edildi. KOHS grubunda
NLRP3 mRNA diizeyi azalma egilimi gdstermesine karsin; protein diizeyi yiiksek
bulundu. Bu gibi mRNA (diisiik) ve protein (yiiksek) ters korelasyon gosteren verilere
iliskin literatiirde bazi agiklamalar getirildigi goriilmektedir (Greenbaum ve ark.,
2003). Bunlar; olasilikla analiz yapildigi zaman araliginda mRNA’nin protein
translasyonuna harcanmasi, proteinin in vivo yarilanma Omriiniin uzamasi, post-
transkripsiyonel veya post-translasyonel mekanizmalarin olas1 rolii (miRNA vb.) veya
yontemden kaynaklanan bazi1 hatalarla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Greenbaum ve ark., 2003). Diger taraftan arastirilan herhangi bir proteinin
ekspresyonu ve fonksiyonlari arasinda nedensel bir iliskinin kurulabilmesi igin mRNA
diizeyindeki incelemelerin tek basina yeterli olmadigi, mRNA analizlerinin daha
ziyade protein ekspresyon verilerinin desteklenmesinde kullanilmasi onerilmektedir.
Bu calismada da karsilasildig: tizere ters korelasyon goriilen durumlarda mRNA ve
protein bulgularinin bagimsiz birer bilgi kaynagi olarak ele alinmasi ve nedensel
iligkinin protein bulgular1 iizerinden kurulmasi seklinde Onermeler mevcuttur
(Greenbaum ve ark., 2003). Bu bilgiler 1s1iginda bu g¢alismada NLRP3 protein

ekspresyon verileri 6ncelikli dikkate alinarak aktivasyon irdelemesi yapildi.

Sonug olarak ilk kez bu ¢alisma ile;

(1) Kronik stres maruziyeti ile gelisen depresyon tablosu ve eslik eden
noroinflamasyon yanitlarinin olugmasinda NLRP3 yaninda NLRPI inflamazom

aktivasyonunun da rolii olabilecegi,

(i) Agmatinin antidepresan etki potansiyelinin inflamazom aktivasyon
mekanizmalart ve 0Ozellikle NLRP3 inflamazomunun baskilanmasiyla iliskili

olabilecegi,

(111) iINOS ve nNOS inhibitorlerinin sistemik ve kronik olarak uygulanmasinin

kronik stres maruziyeti ile gelisen depresyon tablosunu geri cevirebildigi ve bu
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yonilyle literatiirde One siirlilen antidepresan potansiyellerinin bu c¢alisma ile

detaylandirildig,

(iv) iNOS ve nNOS inhibitorlerinin antidepresan etki potansiyelinin inflamazom
aktivasyon mekanizmalar1 ve 06zellikle NLRP1 inflamazomunun baskilanmasiyla
iligkili olabilecegi,

(v) NO sinyal yolagi modiilasyonunun depresyonda inflamazom aktivasyonu ile

iliskili goériindiigii ve bu agidan terapotik degeri olabilecegi sonuglarina ulagildi.

Bu sonuclardan hareketle; ¢alismamizda agmatin ve NOS inhibitorleri tizerinden
ele alinan nitriderjik sistem ve inflamazom yolag iligkisinin depresyonda yeni tedavi
ve mekanizma yaklagimlarina projeksiyon saglayabilmesi iimit edilmekte ve bu

yoniiyle calismanin literatiire katkida bulundugu diistiniilmektedir.
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antidepressant-like effect of agmatine as a novel endogenous neuromodulator. Journal
of Psychopharmacology 2017; 31(Suppl 8): A61. British Association of
Psychopharmacology (BAP) Summer Meeting 23-26 Temmuz 2017,

Harrogate/Ingiltere.
Odiil tipi: Poster 6diilii

Odiilii veren kurulus: Ingiliz Psikofarmakoloji Birligi (British Association of
Psychopharmacology; BAP) tarafindan 23-26 Temmuz 2017 tarihleri arasinda



Harrogate, Ingiltere’de diizenlenen toplantida (BAP 2017 Summer Meeting)

verilmistir.
2. Best Poster Award-2017 (Tez Kaynakh Bildiri Odiilii)

Sahin Ozkartal C, Aricioglu F, Tuzun E, Keles R, Kandemir C, Sirvanci S, Kucukali

Cl. (2017). Agmatine produces antidepressant effect via modulation of
neuroinflammation in chronic unpredictable mild stress model of rats: Implication in
inflammatory  perspective  of  depression.  Psychiatry and  Clinical
Psychopharmacology, 2017; 27(suppl 1): p60. 9" International Congress on
Psychopharmacology and 5" International Symposium on Child and Adolescent

Psychopharmacology 26-30 Nisan 2017, Antalya/Tiirkiye.
Odiil tipi: Poster Birincilik odiilii

Odiilii veren kurulus: Tiirk Psikofarmakoloji Birligi (Turkish Association of
Psychopharmacology, TAP) tarafindan 26-30 Nisan 2017 tarihleri arasinda
Antalya’da diizenlenen 9. Uluslararasi1 Psikofarmakoloji Kongresi, 5. Uluslararasi

Cocuk ve Ergen Sempozyumu (9" International Congress on Psychopharmacology

and 5™ International Symposium on Child and Adolescent Psychopharmacology)

kapsaminda verilmistir.
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MARNMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

PROJE ONAY FORMU

PROTOKOL KODU

55,2015 . mar

CALISMA: BILIMSEL

PROJE ADI

élc;anlarda Olusturulan  Depresyon  Modelinde  Nod
Benzeri  Reseptor  Proteini 3 inflamazomu  Aracih

inflamatuvar Yolaklar ve Nitriderjik Sistem Arasindaki

BASVURU
BILGILERI

SORUMLU ARASTIRMAC!
UNVANI/ ADI

Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU

ARASTIRMA MERKEZI

| DEHAMER

_ DESTEKLEYiCi

TARIH:

KARAR BILGILERI

Yukanda basvuru bilgileri verilen arastirma basvury dosyast ve ilgili belgeler arastirmanin gerekee, amae,
yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve gergeklestiniimesinde sakinca bulunmadif icin
kurulumuzea onaylanmasina oy birligl ile karar verilmislir, Onay sonrasinda yapilacal her tirlt proje degisiklikien
(katilimaitar, bashk vb.) veya protekel degisikliklerinin Evik Kurula bildirilerek proje anayinin yenilenmeasi
gerelmaektedir,

ETIK KURUL BiL GILER

CALISMA ESASI

Deney hayvanlan ile yaplacak clan bilimsel aragtirma, test, saglik hizmetler uygulamalan ve egitim-Gretin gibi
temel etkinliklerde kullanilan yontem ve materyaller ile ilgili etik standartlan gozetmek, etik ilkeler dofirultusunda
gorilg bildirmek, aragtirma énerilerin incelemek ve sertifikas olmayanlarm deney hayvani kullanmalarim

engellemoektir,
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Unvani/ Adi/ Soyadi Kurumu/ Ek Uyeligi Proje ile i ¥ Imza
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M.1. Eczacilik Fakiiltesi ve
Prof.Dr. Golksel SENER | Farmakeloji Hayvan Deneyleri Etik Kurul Var
| Baskani Yak | Evet  Hayir B
.U Tip Fakiltesi ve Hayvan (657 e
Prof.Dr. inci ALICAN Flzyoloji Deneylerl Etik Kurul Var (. L7 —
- (Yuriticu Sekreter) Yok Evet  Hayir ,-uﬂt £ ’__ 8
. M.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi ve y
Prof.Dr. Aysen YARAT | Biyokimya ? : g_ : Ve Var £
Hayvan Deneyleri Etik Kurul Uyesi |yqp Evat  Hayir f
Prof.Dr. Serap F:I::i{zalr;)ljcl:ji M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan \Gart M
‘ - sneyleri Etik Kurul Oyesi : i
SIRVANCIM ABD Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok B Evet___ljl_a__\_(__!_r__‘ AN _____i
Prof.Dr. Rezzan M.U. Tip Fakiiltesi ve Ha
" ‘za Farmakoloji Vi 1 u. el Ij_'aW?n Var
GULHAN Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evel  Hayir
. e | Tip Tarihi ve M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan
Dog.Dr. Glrkan SERT EH P e bl Var
Etik Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evat  Hayir
Vet Hek. Dilek Vetsriner .U, Tip Fakiiltesi ve Hayvan VG |
_ (_)EQEYLI' ] Hekim Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayir ’ '
Sivil Teplum Kurulusu Uyesi ve ‘
Bio. Arif GUMUS Biyoloji Kurumla iligkisi olmayan TC Var |
- vatandasi tye Yok Evet  Hayir | - _i
) o Emekli Kurumla iliskisi olmayan TC i
Dilek KOKTURK vatandagl Oye Var t
MERE, 2 Yok [Evet Hayr | |
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