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OZET

Sen Z.D., Elektrokonvulzif Nobetlerin Farelerde Noroinflamatuvar Yanit
iizerindeki Olas1 Etkisi ve Bu Etkinin Dogurdugu Sonuclarin Incelenmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Norolojik Bilimler
Programn Doktara Tezi, Ankara, 2017. Epilepsi ve iskemi gibi birgok patolojik
stirecle iligkili oldugu ortaya konmus olan noéroinflamatuvar yanitin, homeostazdaki
kaymalar tarafindan tetiklendigi ve ndrogenez gibi birgok fizyolojik surecte roli
oldugu gosterilmistir. Noroinflamatuvar yanitin merkezi sinir sisteminde hiicreler arasi
iletisimin 6nemli bir pargasi olabilecegi goriisii giderek yayginlagsmaktadir. Kortikal
yayilan depresyonun olusturdugu masif depolarizasyona benzerligi nedeniyle
elektrokonvulzif tedavinin (EKT) etki mekanizmasinda noroinflamatuvar yanitin rol
oynayabilecegi diisiiniilmistiir. Simdiye kadar az sayidaki calismada EKT'min
mikroglialarin etkinligini artirdigi bildirilmistir. Bildigimiz kadari ile EKT ile
tetiklenen noron ve diger glia hiicreleri kaynakli ndroinflamatuvar yanit iizerine
calisma yayinlanmamistir. Calismamizda kemirgenlerde bir EKT modeli olan
elektrokonvulzif ndbet (EKN) sonrasinda beyinde noéroinflamatuvar yanitin
incelenmesi hedeflenmistir. Tek EKN’nin proinflamatuvar bir molekiil olan
HMGBI1'in diizeyi ve beyindeki dagilimi iizerindeki etkileri, EKN sonrasi birinci
saatten altinci saate kadar 4 noktada degerlendirilmistir. Immiinohistokimyasal
boyama ile EKN'den sonra HMGBI (+) hiicre oraniin frontal korteksin mediyalinde
ve hipokampusta yalancit uygulamaya gore daha diisiik oldugu ve beyin omurilik
stvisinda HMGB1 miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Western blotlama ile prefrontal
korteks ve hipokampusta toplam HMGB1 protein diizeyinin degismedigi goriilmiistiir.
Bunun yanisira tek EKN'den sonra BDNF diizeyinin birinci saatten itibaren
hipokampusta ve altinci saatte prefrontal kotekste arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular
tek EKN'den sonra hipokampus ve prefrontal kortekste HMGB1’in hiicre digina
tasinmasi ile tetiklenen inflamatuvar surecin bu bélgelerde BDNF protein diizeyinde
artisa neden olmus olabilecegini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Elektrokonvulzif Nobet, HMGB1, Noroinflamatuvar yanit,
BDNF
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ABSTRACT

Sen Z.D., Effect of Electroconvulive Seizures on Neuroinflammatory Response
and Exploration of Consequences of This Effect. Hacettepe University Institute
of Health Sciences Program of Neuroscience Doctor of Philosophy Thesis,
Ankara, 2017. Neuroinflammation has been shown to be involved in pathological
conditions like cortical spreading depression, seizures and ischemia. Its involvement
in physiological processes like neurogenesis, learning and memory has also been
reported. Recent research also points out a role for neuroinflammation in intercellular
signaling in the central nervous system, which is triggered by homeostatic imbalance.
Based on these findings, we hypothesized that neuroinflammation may have a central
role in understanding mechanisms of action of electroconvulsive therapy (ECT), one
of the oldest and most effective treatments in psychiatry. Limited data points to a
microglial activation after ECT, but to our knowledge, the neuroinflammatory
response originating from neurons and other glial cells after ECT has not been
examined before. In our study, we aimed to focus on neuroinflammatory response after
a single electroconvulsive seizure (ECS), which is a rodent model of ECT. We
examined expression and secretion of HMGB1, which is known to have a
proinflammatory role outside the cell, at four time points after a single ECS (1, 2, 4
and 6 hours). We detected a lower ratio of HMGBL1 (+) cell compared to sham group
in the hippocampus and medial regions of frontal cortex by immunohistochemical
staining and increased amount of HMGBL1 level in cerebrospinal fluid. There were no
differences in HMGB protein expression in hippocampus and prefrontal cortex
between sham operated animals and ECS group as detected by Western blotting.
Moreover, brain derived neurotropic factor (BDNF) level was increased in
hippocampus and prefrontal cortex 1 hour and 6 hours after ECT, respectively. These
findings may suggest a relationship between the HMGBL1 release and BDNF increase
but this hypothesis remains to be tested.

Key words: Electroconvulsive Seizure, HMGB1, Neuorinflammatory response,
BDNF
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1. GIRIS

En yaygin psikiyatrik bozukluklardan biri olan major depresyon, belirgin yeti
yitimine neden olabilen ve siklig1 giderek artan bir psikiyatrik rahatsizliktir [1].
Depresyon tedavisinde son yarim yiiz yilda yeni bulunan tedavi yontemleri sayesinde
onemli degisiklikler gerceklesmistir. Ancak azimsanmayacak sayida hasta
farmakoterapiye cevap vermemektedir. 2006 yilinda yapilan bir meta-analize gore bu
oran %40’tir [2]. Direngli hastalarin %60"'1ndan fazlasinda elektrokonvulzif tedavinin
(EKT) etkin oldugu gosterilmistir [3]. Bir¢cok calismada EKT, belirgin sekilde
farmakoterapiden etkili bulunmustur; bu nedenle EKT’nin etkinligi kanitlanmis en
gliclii antidepresan tedavi oldugu diisliniilmektedir [4]. Ayrica farmakoterapilerin
aksine EKT ile tedavi etkinliginin daha erken basladigini gosteren ¢aligmalar hizli
etkili antidepresanlarin giindemde oldugu bu giinlerde dikkatleri tekrar EKT nin etki
mekanizmalari ile ilgili ¢aligmalara ¢cekmistir [5].

EKT beynin elektriksel uyarimiyla jeneralize nobetler olusturulmas: esasina
dayanan en eski biyolojik tedavi yodntemlerinden birisidir. 1938 yilindan beri
psikiyatrik hastaliklarda kullanilmasina ragmen etki mekanizmasi heniz
anlasilamamistir [6]. Serebral metabolizmada akut degisikliklere yol a¢tigi, ndbet
esigini yiikselttigi bilinmektedir ve insanda ve hayvanda yapilan bir¢cok c¢aligma
noroplastik degisikliklere neden oldugunu gdstermistir. Bu alanda karsilasilan en
biliyiik giicliik, yayilan nobetin beyinde cok sayida sistemi etkilemesi ve EKT
sonucunda tespit edilen akut veya kronik degisikliklerin hangilerinin antidepresan
etkinlige yol agtiginin saptanamamasidir.

Depresyon patogenizinde ve antidepresan tedavilerin etki mekanizmalarinda
inflamatuvar siireclerin rolii olduguna isaret eden kanitlar tibbin diger bir ¢ok alaninda
oldugu gibi depresyon arastirmalarinda dikkatleri bu siireclere ¢cekmistir [7]. EKT nin
periferde ve kemirgenlerde bir EKT modeli olan elektrokonvulzif nébetin (EKN)
beyin dokusunda tetikledigi inflamatuvar yanitin arastirildig1 az sayida arastirma, tek
EKT ve EKN'den sonra inflamatuvar etkinlikte artis oldugunu gdstermistir [8, 9].
Ancak giin gectikce hiicreler arasi iletisimde de rolii belirginlesen ve dokudaki cesitli

degisiklikler sonucu tetiklenen néroinflamatuvar yanitin EKN ile



iligkisi lizerine yapilmis bir calisma bilindigi kadariyla bulunmamaktadir. EKN'ye
yanit olarak hiicre diizeyinde hizlica ortaya ¢ikan bu tiir degisikliklerin anlasilmasi
EKT'nin etki ve yan etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi agisindan
Oonem tasiyabilir.

Panneksin 1 (Panx1) kanallar1 gesitli durumlarda (iskemi, epilepsi, membran
depolarizasyonu, ektraselliiler K iyonu artis1 ve ATP) agilarak, fizyolojik kosullarda
gecisine izin verilmeyen 1000 kD altindaki iyon ve sinyal molekiillerinin sitoplazma
ve hiicre dis1 ortam arasinda taginmasina izin vermektedir [10]. Panx1 agilmasinin
hiicre igi ¢esitli inflamatuvar yolaklart uyardigi ve sonucunda High Mobility Group
Box 1 (HMGB1), intorlokin-1beta (IL-1b) gibi inflamatuvar yolak elemanlarinin
noronlardan hiicre disina saliverildigine dair kanitlar ortaya konmustur [11].
Nobetlerin ve EKN’nin hiicre disi ATP miktarint arttirdigi bilinmektedir [12]. Bu
bilgilerden yola ¢ikarak, calismamizin baginda tek EKN'den sonra hiicre disinda artan
ATP ve potasyum konsantrasyonu sonucu Panx1’in agilarak noronlardan IL-1b ve
HMGBI gibi sitokinlerin salindigini ve kontrollii ve kisa siireli bir uyarim sonucu
dogan bu sitokin cevabinin norotrofik faktdrlerin miktarinda artisa yol agacagini 6ne
strduk.

Calismamizda tek EKN’nin HMGBI1 diizeyi ve dagilimi tizerindeki etkileri
EKN sonras1 birinci saatten altinci saate kadar toplam 4 noktada degerlendirilmis,
birinci saatte beyin omurilik sivisinda (BOS) HMGBI1 diizeyinin arttig1 gosterilmis ve
EKN sonrast birinci saatte medial prefrontal kortekste ve hipokampuste HMGBI1
pozitif hiicre sayisinin azaldigr saptanmistir. HMGB1 miktarinin EKN'den sonra
hipokampiiste ve prefrontal kortekste degismedigi goriilmiistir. Bu bulgular bize
HMGBI'in EKN'den sonra hiicre disina salindigint diisiindiirmiistiir. Ayrica tek
EKN'den sonra beyin kokenli nérotrofik faktor (BDNF) dizeyinin birinci saatten
itibaren hipokampusta ve altinci saatte prefrontal kotekste arttig1 tespit edilmistir. Bu
bulgular tek EKN sonras1 prefrontal kortekste HMGB1’in hiicre disina taginmasi ile
tetiklenen stirecin prefrontal kortekste BDNF protein diizeyinde artisa neden olmus

olabilecegini akla getirebilir.



EKN'nin Panx1 kanallar1 {izerindeki etkisini saptamak amaci ile Panxl
iizerinden hiicre igine girdigi diisiiniilen Propidyum Iyodiiriin (PI) ventrikiil ici
enjeksiyonu sonrasi hiicrelerin PI tutulumu degerlendirilmis, segici olmayan bir Panx
blokoru olan karbeneksolonun (KARB) enjeksiyonu ile Pl tutulumundaki
degisikliklerin saptanmasi hedeflenmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda
intraserebroventrikiiler (i.s.v.) enjeksiyonun yarattigi mekanik travmanin neden
oldugu etkinin EKN’ye bagli olas1 sinyali maskeliyor olabilecegi sonucuna
varilmustir.

Tek EKN'den sonra kisa bir siire iginde HMGB1'in hiicre i¢inde azaldigi ve
BOS'ta arttigina dair bulgularimiz, tek EKN'den sonra inflamatuvar yanitin
tetiklendigine isaret etmektedir. HMGBI1'in salinimina neden olan siiregler ile
hipokampus ve prefrontal korteksteki BDNF artis1 arasindaki ilisknin anlasilmasi igin

ileri deneyler yapilmalidir.



2. GENEL BILGILER

21 Elektrokonvulzif Tedavi

211 Elektrokonvulzif Tedavi ile ilgili Genel Bilgiler

1938 yilinda Ugo Cerletti ve Lucia Bini tarafindan ilk defa kullanilmaya
baslandig1 giinden beri elektrokonvulzif tedavinin (EKT) depresyon, mani ve sizofreni
tedavilerinde etkili oldugu gosterilmistir [13]. EKT’nin gelistigi bu donemlerde
instlin ile veya pentilentetrazol enjeksiyonu ile nobetler tetiklenerek psikotik
bozukluklar tedavi edilmeye calisilmaktaydi. Uygulamasi daha kolay ve giivenilir
olan EKT ndbet tetiklemede kullanilan diger yontemlerin yerini almistir. 1950’11
yillardan sonra psikotrop ilaglarin kullanilmaya baglanmasi ile daha az tercih edilmeye
baslanmigsa da, 1980’li yillardan sonra kardiyopulmoner ve elektroensefalografik
monitorizasyondaki gelismeler, daha giivenli anestetik ajanlarin gelistirilmesi ile
kullanimi tekrar yayginlagsmstir.

Psikozu tedavi etmek igin gelistirilmis olan EKT nin sizofreni tedavisinde yeri
antipsikotik tedavideki gelismelerden sonra geri planda kalmistir. Giiniimiizde EKT
daha ziyade duygudurum bozukluklarinda uygulanmaktadir; bu hasta grubunda
diizelme oranlarinin %80 civarinda oldugu gosterilmistir [14] Bir¢ok ¢alismada EKT
belirgin sekilde hem etkinlik hem de hiz bakimindan farmakoterapiden iistiin
bulunmustur [6, 15]. EKT, gebelik veya yaslilik gibi farmakoterapi ile iliskili risklerin
yiiksek oldugu durumlarda major depresyon tedavisinde dnemli bir secenektir [6]. Bu
hastaliklar disinda EKT’nin sizoafektif bozukluk, katatonik durumlar, Parkinson
hastalig1, noéroleptik malign sendrom, status epileptikus, obsesif kompulsif bozukluk
tedavisinde etkili oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [13].

EKT’de ciddi morbidite ve mortalite nadir olmakla birlikte kalp-damar
bozukluklari, olusmamis, uzamis, gecikmis ya da yetersiz nobet, bellek sorunlari, kas
agrilari, mani, konfiizyon, ndbet i¢i ya da ndbet sonrasi deliryum en sik rastlanan yan

etkiler olarak sayilabilir [13]. Simdiye kadar beyinde bu yan etkilere neden



olabilecek bir hasar gosterilememistir. Manyetik rezonans goriintiilleme ile yapilan
calismalar EKT sonrasinda hipokampus hacminde bir azalma olmadigini
gOstermistir [ 16]. Beyin hasarina isaret ettigi kabul edilen S-100 beta proteini de EKT
sonrast beyin omurilik sivisinda normal diizeylerde saptanmistir [17]. Laboratuvar
caligmalarinda da EKN sonrasinda noron veya glia hasarina isaret eden bir bulguya
rastlanmamustir [18].

Modifiye EKT uygulamalarinda hastanin genel anestezisi saglandiktan sonra
EKT uygulamasina gecilmektedir. Akim kesildikten sonra genellikle dnce tonik, daha
sonra frekansi yavas yavas azalan klonik kasilmalar baglar. NObet aktivitesi
elektroensefalografi ve elektromyografi ile izlenir. Gliniimiizde kullanilan modern
EKT cihazlar1 kare dalga (square wave) ve ¢ok kisa vurum dalga (ultra brief pulse,
0,25-1,0 ms) teknik donanimina sahip olup, 25-1024 milicoulomb araliginda uyaran
enerjisi verebilmektedirler. Sabit akimlhidirlar, ancak yiiksek diren¢ durumunda
istenen elektrik yiikiinii uygulayabilmek icin voltaji onceden belirlenen giivenli

maksimum limite kadar yiikseltebilmektedirler [19].

212. Elektrokonvulzif Tedavinin Etki Mekanizmalari

70 yildan uzun bir siiredir kullanilmasina karsin EKT’nin etkisini nasil
gosterdigi tizerinde bir fikir birligine varilamamistir. Yayginlasan nobetin beyinde
birbirinden farkli ¢ok sayida sistemi etkilemesi, bu etkilerin hangilerinin antidepresan
etkiyle hangilerinin uygulamaya bagli yan etkilerle ilgili oldugunun saptanmasini
zorlagtirmaktadir. EKT’nin antidepresan, antipsikotik, antikatatonik, antimanik,
antikonviilzan etkileri vardir; yeni ndron olusumunu arttirir, noéroendokrin
degisikliklere yol acar, ndrotransmitter diizeyinde etki gosterir. EKT nin tek bir etki
mekanizmasina ulasmaya calismaktansa birden ¢ok etki mekanizmasini bulmay1
hedeflemenin daha uygun olacagi disiliniilmektedir [20]. Antidepresan etkisi ile
antipsikotik etkisinin altinda yatan mekanizmalar arasinda muhtemelen farkliliklar
olacaktir. Tedavi etkinliginin goriilebilmesi ic¢in birden fazla mekanizmanin
koordinasyonu da gerekiyor olabilir. Hastalarla yapilan goriintiilleme ¢aligmalar1 ve

kanda bakilan belirteclerin yanisira kemirgenlerde bir EKT modeli olan EKN



diizeneginin kullanilmasi ile de EKTnin etki mekanizmalari ile ilgili bilgilerimiz
genislemistir.

Literatiirde EKT’ nin etki mekanizmasini agiklamay1 amaclayan dort ana goriis
vardir: Monoamin ndrotransmitter hipotezi, néroendokrin hipotezi, antikonvilzan
hipotezi ve norotrofin hipotezi [21]. Geleneksel monomamin ndrotransmitter teorisine
gore EKT de diger antidepresanlar gibi sinaptik aralikta norotransmitter diizeyini
arttirarak veya reseptor duyarlihi@ini degistirerek etki gosterir. EKT nin dopaminerjik,
serotonerjik ve adrenerjik sinir iletimini arttirdigr bilinmektedir [22], GABA ve
glutamat iletimini de arttirdigin1 gosteren ¢aligsmalar mevcuttur [23, 24].

Noroendokrin hipoteze gore EKT hipotalamik ve hipofizer hormonlarin
salinmasini tetikler ve salinimi artan tiroid stimule edici hormon, adrenokortikotropik
hormon ve prolaktin gibi hormonlar antidepresan etkiye neden olur. Melankolik
depresyonu olan hastalarda saptanan hipotalamo-pitliter-adrenal aksindaki
bozuklugun, EKT ile normale donmesi bu hipotezi desteklemektedir [25].

Tekrarlayan EKT’ler sonrasi ndbet esiginin gittikce yiikselmesi ve ndbet
stiresinin ~ gittikce kisalmasi, EKT’nin antikonviilzan etkinligi oldugunu
diistindiirmiistiir [21]. EKT’nin beyinde GABA diizeylerini ve GABAerjik islevleri
arttirdigi, GABA antagonistlerinin konviilzan etkilerini azalttig1, eksitatuvar
norotransmiterlerin salintmini azalttig1 bilinmektedir [26]. EKT sirasinda ortaya ¢ikan
epileptik nobetin bir sonucu olarak beyindeki degisiklikleri dengelemeye yonelik
homeostatik yanitlar araciligiyla, ndbet esiginin yiikseldigi diisiiniilmektedir. Major
depresyonda EKT uygulamasinda nobet esiginde yiikselmenin iyi klinik yanitla,
tersine nobet esiginin artmamasinin ise EKT’ye kotli yanitla iligkili olduguna dair
yayinlar bulunmaktadir [26].

Tek EKT uygulamasindan sonra hastalarin kiigiik bir azinliginda antidepresan
yanit saptansa da, kalict bir antidepresan yanit hem insan hem de hayvan
caligmalarinda ancak tekrarlayan EKT’ler sonrasi gdsterilebilmistir [21, 27].
Antidepresan ilaglardakine benzer bu durum EKT sonrasi tetiklenen gen ifadesindeki

degisiklikleri ve ndroplastik etkileri glindeme getirmektedir. Dyrvig ve arkadaslari



farelerde tek EKN sonrasi1 1-48. saatler aras1 bircok noktada Bdnf, Npy, c-fos, Psd95
ve benzeri genlerin ifadesine bakmislar ve calisilan birgok genin ifadesinin ilk
saatlerde arttigin1 ancak 24. saatten sonra ifadelerinin yalanci uygulama diizeylerine
dondiigiinii tespit etmislerdir [28]. Ifadesi ilk saatte artan c-fos ve Egrl gibi en erken
uyarilan genlerin (immediate early genes) transkripsiyon faktorii gibi isleyerek
noroplastiklik ve norogenezde rol alan diger genlerin ifadesini diizenledigi
diistiniilmektedir [28]. Beyin kokenli néronal biiytime faktorii (Bdnf) mRNA ifadesi
de erken uyarilan genler gibi hipokampusta 1. saatte artmakta, 6. saatten sonra
diismeye baglamakta ve 24. saatte yalanci uygulama diizeyine donmektedir [29].
Tekrarlayan EKN’ler sonrasi ise hipokampusta artan bdnf ifadesinin 48 saatten sonra
diismeye basladig1 gosterilmistir [29]. Bu bulgularla uyumlu olarak fare ve siganlarda
bdnf ifadesinin EKN sonrasi hipokampusta arttigini bildiren bircok ¢alisma
yayimlanmistir [30-32]. Tekrarlayan EKN'ler sonras1 hipokampus ve frontal kortekste
BDNF proteini diizeylerinde de artis saptanmuistir [31, 33].

BDNF, depresyon ve antidepresan yanit ile iligkisi en ¢ok ¢aligilmis biiylime
faktorudir. Bdnf ve reseptori TrkB'nin ifadesinin hipokampusta ve prefrontal
kortekste (PFK) hem farmokolojik antidepresanlarla hem de EKT ile arttig
gosterilmistir [30, 34]. Kemirgenlerde c¢esitli stres paradigmalari sonucu bdnf
ifadesinin azaldig1 gosterilirken major depresyon hastalarinin serumlarinda ve 6lim-
ard1 hipokampuslarinda BDNF diizeylerine dair karsit sonuglar yayimlanmistir [35].
Oyle ki depresyonda BDNF hipotezinin heniiz ¢ok yiizeysel oldugu, BDNF aracilt
sinyallerin strese ve antidepresanlara néroplastik cevapta yer aldigi ancak bu etkilerin
bolgeye 6zgii oldugu, farkli antidepresanlarla BDNF yanitlarinin topografisinin fakli
oldugu ve biitiin bu degisikliklerin diger gii¢lii genetik ve cevresel etkenlerin etkisi
altinda gergeklestigi diisiiniilmektedir [36]. Tailaz ve arkadaslari tekrarlayan EKN’ler
sonrasinda bdnf ifadesinin hipokampusta arttigin1 ancak ventral tegmental alanda
azaldigint bulmus; antidepresan cevabin sanildigi gibi hipokampusta bdnf
indiiksiyonunun artmasi ile degil, ventral tegmental alanda bdnf geninin susturulmasi
ile dnlendigini gostererek BDNF'nin bolgesel dagiliminin énemini ortaya koymustur

[37]. EKN ve ¢esitli farmakoterapiler sonrasinda sigan



beyninin ¢esitli bolgelerinde BDNF diizeylerini arastiran bir ¢alismada, tek EKN
sonrasi kontrollere gore sadece amigdalada %25 BDNF artis1 oldugu bulunmustur
[33]. Bu calismada tek EKN sonrasi hipokampusta BDNF artisinin saptanmamis
olmasi, EKN'den sonra 24. saatte sakrifiye edilen hayvanlarda BDNF'nin birgok
caligmada tespit edilmis daha erken saatlerdeki artigtan sonra tekrar eski diizeylerine
inmis olabilecegi lehinde yorumlanmistir. Ayni ¢alismada 10 giin boyunca uygulanan
EKN’ler sonrasinda hipokampus, frontal korteks, amigdala ve beyin sapinda
%40-100 artis saptanmis; dezipramin (10 mg/kg), fluoksetin (10 mg/kg) ve fenelzin
(10mg/kg) ile 21 giin enjeksiyon sonrasinda BDNF’nin sadece frontal kortekste
%10-30 arttif1 gosterilmistir [33]. Bu calismada oldugu gibi kronik antidepresan
tedavisi ile hipokampusun biitiiniinde BDNF proteini artis1 gosterememis baska
caligmalar da mevcuttur; bunun nedeni hipokampusun tiim bdlgelerinin isleme
alinarak yeterli uzaysal ¢ozlinilirliigiin saglanamamasi olabilir [31]. Fluoksetin ile 21
giinliik tedavi sonrast BDNF immunoreaktivitesinin CA2 ve CA3 bolgelerinde arttig1
ancak dentat girusta artmadig1 gosterilmistir [ 38]. Nordgren ve arkadaslar1 yaptiklari
caligmada tekrarlayan EKN’ler sonrasinda bdnf ifadesinin dentat girusta, CA1, CA3
ve CA4’tekine gore belirgin derecede daha giiclii uyarildigini ortaya koymuslardir
[39]. Ozetle hayvan galigmalari farmakolojk antidepresanlarla prefrontal kortekste ve
hipokampusun genelinde olmasa bile belirli bolgelerinde BDNF ifadesi ve miktarinin
arttigin1 gostermektedir. EKN sonrasinda hipokampus ve PFK disindaki beyin
bolgelerinde de goriilen artmis BDNF protein diizeyi, EKT nin tedaviye direncli
depresyonlardaki etkinliginin altinda yatan mekanizmalardan biri olabilir [31].
Literatiirde insanlarda EKT sonrasinda kanda BDNF diizeyinin arttigini1 [40-
42] ve degismedigini saptayan calismalar mevcuttur [43, 44]. Lin ve arkadaslar
tedaviye direngli 55 depresyon hastast ile yaptiklari ¢aligmada EKT sonrasi kan BDNF
diizeyinde degisiklik ya da bazal BDNF diizeyi ile tedaviye yanit arasinda iligki
saptamamiglardir [45]. Literatiirdeki bu c¢eliskili bulgular, BDNF diizeylerinin

plazmada ya da serumda bakilmasi, kanlarin EKT sonrasi kaginci giinde toplandigi,



EKT’nin yaninda kullanilan ilaglar, 6rneklemin yas ortalamasi, hastalarin ektanilari
ile iligkili olabilir.

Newton ve arkadaslar1 birgok biiylime faktorii ve EKN arasindaki iligkiyi
aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, tekrarlayan EKN’lerden sonra siganlarda BDNF’ye ek
olarak vaskuler endotelyal biylme faktori (VEGF), sinir biylme faktori (NGF),
neuritin, vaskiler biyime faktori (VGF) ve fibroblast blylime faktorii 2 (FGF 2)
ifadelerinin de arttigin1 gostermistir [46]. Segi-Nishida ve arkadaglarinin sicanlarla
yaptiklar1 c¢alismada dentat girusun supragraniiler bolgesinde EKN’nin VEGF
araciligi ile yeni néron olusumunu sagladigi ortaya konmustur [47]. EKT'nin sadece
mitotik aktiviteleri yliksek, erken noron progenitorlerinin (ENP) c¢ogalmasini
tetikledigi gosterilmis olan fluoksetinden farkli olarak hem ENP’leri hem de ¢ogalma
hizlar1 daha yavas olan latent ndral progenitorlerin ¢ogalmasini tetikledigi, bu etkinin
hem tek hem de tekrarlayan uygulamalar sonrasinda hizlica ortaya c¢iktigi
gosterilmistir. EKN’nin latent ndral progenitorleri de uyarabildigini gosteren bu
bulgular EKN’nin neden kimyasal antidepresanlara gére nérogenezi daha hizli ve daha
fazla tetikledigini agiklayabilir [48]. Ito ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada
tekrarlayan EKN’nin norogenezi 10 kat, tek EKN’nin ise 1.3 kat tetikledigini
gostermislerdir [49]. EKN’nin yeni néron olusumu disinda hipokampusta endotel
hiicreleri ve glia hiicrelerinde de artisa neden oldugu bildirilmistir [50, 51]. Jansson ve
arkadaslar1 sicanlarda glial progenitor hiicrelerin hipokampusun yani sira prefrontal
korteks, amigdala, hipotalamus, piriform korteks ve entorhinal kortekste de arttigini
bulmustur.

EKN’nin sinaptik plastiklik iizerinde de etkileri oldugu gosterilmistir. EKN
hipokampusta sinaptik proteinlerde, sinaps sayisinda artisa neden olmaktadir [52, 53].
Tekrarlayan EKN hipokampus graniil hiicrelerinin aksonlarinin (mossy fibers)
tomurcuklanmasini (Sprouting) arttirmakta ve bu etki uygulamadan sonra altinci aya
kadar gorulebilmektedir [54, 55]. Olgun hiicrelerdeki sinaps yogunlugunu
arttirmasinin yan1 sira EKN’nin yeni olusan hiicrelerdeki dendritik dikenlerin
olgunlagmasin1 destekleyerek [56], bu hiicrelerin dentat devre i¢inde daha giiglii

sinaptik baglantilar kurmasina katkida bulundugu diistiniilmektedir [57].  Nordgren
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ve arkadaslar1 EKN’nin sinaptik yapilarin stabilizasyonunu saglayan anahtar
molekiillerin ifadesini gecici olarak azaltirken ndrotrofik faktdrlerde artisa neden
oldugu, boylece sinaptik plastikligin arttigi kisa bir zaman penceresi sagladigini,
hemen ardindan sinaptik agin yeni ve bir miktar degismis sekilde tekrar stabilize
oldugunu 6ne siirmektedir [39]. EKN’nin hem etki hem de yan etkilerinin sinapslarin

bu sekilde yeniden diizenlemesi ile iligkili olabileceginin iizerinde durulmaktadir.

213. EKT ve inflamatuvar Yamt

Depresyon patogenizinde ve antidepresan tedavilerin etki mekanizmalarinda
bagisiklik sisteminin rolii olduguna isaret eden kanitlar tibbin diger bir ¢ok alaninda
oldugu gibi depresyon arastirmalarinda dikkatleri inflamatuvar siireclere ¢ekmistir
[58]. Bu kanitlara 6rnek vermek gerekirse depresyon ile iliskili oldugu 6ne siiriilen
bagisiklik sistemi genlerindeki polimorfizmler [59], depresyon hastalarinda biiyiik
capli epidemiyolojik ¢alismalar ve meta-analizlerde ortaya konan C-reaktif protein
[60], interlokin-6 (IL-6) [56], IL-14 ve timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) [61], IL-1
[62] gibi proinflamatuvar aracilarin kan diizeylerindeki artis ve depresyon hastalarinin
PFK’larinin 6liimardi incelemelerinde tespit edilen ¢esitli inflamatuvar sitokinlerin
ifadelerindeki artistan bahsedilebilir [63]. Bunlarin yani1 sira hepatit C enfeksiyonunun
tedavisinde kullanilan interferon-alfa (INF-a) kullanimi sirasinda oldugu gibi,
proinflamatuvar sitokinlerin kullanildig1 tedaviler esnasinda hastalarin 6nemli bir
kisminda depresyonun tetiklenmesi [64] ve kronik inflamasyonla iliskili oldugu
bilinen diyabetus mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar ve otoimmiin hastaliklarda
depresyon es tanisinin sikligi da arastirmacilart bagisiklik sistemi elemanlari ve
inflamatuvar yanit lizerinde ¢alismaya davet etmistir [58]. Depresyon hastalarindaki
proinflamatuvar durumun hastaligin etiyolojisinde, patogenezinde ve gidisinde etkili
oldugu diisilincesi bir¢ok aragtirmaya temel olmustur, 6yle ki PubMed'de inflamasyon
ve depresyon anahtar kelimeleri ile yapilan arama sonucunda 2016 yilinda bu konuda
604 calismanin basildigr Ogrenilmistir. Ancak Ozellikle psikiyatri literatiiriinde
inflamasyon terimine atfedilen siiregler ne yazik ki agik degildir. Bagisiklik yaniti,

inflamasyon, inflamatuvar yanit gibi  terimler
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degismeli olarak kullanilabilmekte ve bu yanitlarin merkezi ya da periferik sinir
sisteminde ortaya ¢ikigi arasinda bir ayirim yapilmamaktadir. Tarafimizca bu tutum
hiicreler aras1 iletisimde oynadigi1 6nemli rol gittik¢e belirginlesen inflamatuvar yanit
ve geleneksel olarak doku hasart ile iliskilendirilmis inflamasyon arasindaki farkin
atlanmasina neden olmaktadir. Ote yandan bahsi gecen siireclerin inflamasyon olarak
adlandirip adlandirilamayacagi tartismalidir, keza inflamasyon patolojik bir
tanimlamadir ve 6rnegin akut donemde dokuya 6dem, vazodilatasyon, hiicre gogu,
proinflamatuvar sitokinlerin etkinligindeki artis gibi isaretler lizerinden tanimlamasi
yapilir [65]. Baz1 yazarlar néroinflamatuvar siireclerin hepsini bir baslik altina alip
siddetine ve siiresine gore derecelendirmeyi 6nermektedir. Ornegin travmatik beyin
hasar1 siddetli gegici bir inflamasyon ile iligkilendirilmisken, nérodejeneratif
hastaliklar siddetli kronik inflamasyon ile iligskilendirilmistir [66]. Depresyonun
diisiikk-orta siddette inflamasyon ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir, oyle ki
ndrodejeneratif hastaliklarda veya travmatik beyin hasarinda oldugu gibi kan beyin
bariyeri gegirgenliginde artis, adaptif bagisiklik hiicrelerinin beyin dokusuna belirgin
infiltrasyonu veya hucre 6limi gorilmez. Aym yazarlar néroinflamasyonun olumlu
yonleri baslig altinda bagisiklik sistemi ve beyin arasindaki karsilikli etkilesimden
dogan diisiik siddetli gegici inflamasyonu, fizyolojik gelisim, 6grenme ve hafizada rol
aldig1 gosterilmis noroinflamatuvar sinyal yolagini ve doku hasarina yanit olarak
ortaya c¢ikan gegici ve orta siddette inflamasyonu birlikte siralandirmiglardir.
Literatiirde bagisiklik sistemi hiicrelerini ve aracilarini igeren her siireg¢ inflamasyon
olarak anilabilmektedir. Ancak birbirinden siddet, siire ve sonug agilarindan bu kadar
farkli olan stireglerin ayn1 siirecin farkli noktalarini degil de benzer hiicre ve aracilari
kullanan farkli mekanizmalar1 yansitiyor olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir.
Nitekim bagisiklik sisteminin hiicre ve aracilarinin farkli sartlar altinda farkl
davrandiklar1 artik iyi bilinmektedir [67]. Siki diizenlenmis, kisa siireli, bircok
fizyolojik surecte roli olan ve i¢ ve dis uyaranlarin homeostazda yarattigi kaymalara
bagl tetiklenen inflamatuvar yanitin, kronik ve siddetli inflamatuvar siire¢lerden
farkinin niceliksel degil niteliksel olabilecegi unutulmamalidir [68]. Bagisiklik

elemanlar1 birbirleriyle ve gevreleri ile oldukga karmasik etkilesimlere girerler, bu
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nedenle gecici ve iyi kontrol edilen noroinflamatuvar yanit ile benzer sinyal
yolaklarinin rol aldigi ancak patolojik sonuglarin goézlendigi inflamasyonu bir
siireklilik iginde diisiinmek dogru olmayabilir. Oyle ki SSS'deki inflamatuvar yaniti
ifade eden ndroinflamatuvar yanit fizyolojik siireglerin bir pargasi olabilecegi gibi
ortamdaki olumsuz kosullar ile birlikte patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina giden
yolu baslatabilir ve giiglendirebilir [69]. Bu nedenle ilerleyen paragraflarda ¢alisma
bulgularina yaklasirken inflamatuvar siirecler arasindaki farklarin miimkiin oldugunca
gbzetilmesi hedeflenmistir.

EKT alaninda simdiye kadar yapilan ¢alismalar EKT sonrasi sitokinlerin kan
diizeyleri ve periferik dogal bagisiklik hiicreleri etkileri lizerine yogunlagmigtir. Az
sayidaki calismada kemirgenlerde EKN'nin mikroglialarin etkinligi tizerindeki etkisi
incelenmistir. Ancak bilindigi kadari ile simdiye kadar bizim ¢alismamizda oldugu
gibi tek EKN'den sonra beyin dokusunda hiicre diizeyinde hiicreler arasi iletisimde
onemli rolii oldugu gosterilmeye baslanan noroinflamatuvar yanit incelenmemistir.
Asagida once depresyon hastalarinda tek ve tekrarlayan EKT'lerin periferik kandaki
etkileri, daha sonra ise tek ve tekrarlayan EKN'lerin kemirgenlerde makrofajlar ve
mikroglia etkinligi izerindeki etkisine deginilecektir.

Antidepresanlarin bagisiklik sistemini diizenleyici etkileri oldugu, bagisiklik
sistemini diizenleyen faktorlerin de antidepresan etkileri oldugu gosterilmis [70, 71];
yapilan meta-analizler antidepresan tedavi sonrasinda periferik proinflamatuvar
sitokin diizeylerinin diistliglinii ortaya koymustur [72, 73]. Depresyon hastalarinda tek
EKT'den sonra plazma IL-1b ve IL-6 diizeylerinin 3 saate kadar arttig1, 24 saat iginde
bazal seviyeye dondiigii gosterilmistir [ 74]. Hestad ve arkadaslarinin (2003) yaptiklari
calismada tedavi oOncesi saglikli kontrollere gore yiiksek olan plazma TNF- a
diizeylerinin ilk EKT'den sonra arttigin1 ve tekrarlayan EKT’ler sonrasinda sagliklt
kontroller diizeyine geriledigi bildirilmistir. Bir bagka calismada 12. EKT seansindan
24 saat sonra proinflamatuvar sitokinler olan IL-5 ve eotaxin-3 ifadesinde azalma
saptanmustir [75].

Major depresyon hastalarinda nétrofil sayilarmin saglikli kontrollerdekine

gore daha yiiksek oldugu, dogal katil (DK) hiicrelerinin etkinliginin azaldigi ve T
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hiicrelerinin mitojen ile daha az ¢ogaldiklar1 bildirilmistir [76]. EKT'nin dogal
hiicresel bagisiklik iizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalarin sonucunda tek EKT'den
sonra DK hiicrelerinin etkinliginin dakikalar i¢inde arttigi gosterilmistir [77, 78].
Lipopolisakkarid (LPS) uyarimi sonrasi monositler tarafindan tiretilen IL-6 diizeyinde
tek EKT’den sonra artis oldugu; 16kosit, monosit, graniilosit ve DK hiicrelerinin
sayisinda yarim saat i¢inde bazal seviyelere donen bir artis tespit edildigi bildirilmistir
[9]. Aym ¢alismada benzer tablonun 5. EKT ve 11. EKT'den sonra da tespit edilmesi
bazi yazarlara tekralayan EKT'lerin tek tek EKT'lerin etkilerinin Uzerine ek bir etkisi
olmayabilecegini diisiindiirmiistiir [79].

Hayvan caligmalarinda ise tekrarlayan EKN'lerin peritoneal makrofajlarin
metabolik aktivitesini ve ¢ogalma hizin arttirdigr gosterilmistir [80]. SSS'de ise
tekrarlayan EKN'lerden sonra SSS infiltrasyonu olmaksizin hipokampal damarlara
makrofaj akisinin arttig1 bulunmustur [81]. EKN'nin beyin parankimindeki bagisiklik
sistemi elemanlarinin etkileri lizerine yapilmigs az sayida c¢aligmalar, tekrarlayan
EKN'lerden sonra mikroglialarin sayisi ve etkinliginde bir artis oldugunu [82, 83] ve
bu degisikliklerin tekrarlayan EKN'lerden sonra hipokampusta 4 haftaya kadar kalici
olabilecegini gostermistir [84]

Calismalar tek EKT ve EKN'den sonra periferik kanda ve mikroglialarda
inflamatuvar etkinligin arttigim gostermektedir [8, 74, 84]. Ilk bakista etkili bir
antidepresan olan EKT'nin inflamasyonu ¢agristiran etkilerinin olmasina anlam
vermek zor olsa da yukarida degindigimiz inflamasyon ve inflamatuvar yanit
arasindaki fark bu durumu kavramamiza olanak verebilir. Van Buel ve arkadaglart her
EKT'den sonra gecici bir inflamatuvar etkinlik oldugunu ancak bazi ¢aligmalarda
tekrarlayan EKT'lerden sonra goriilen bagisiklik parametrelerindeki diisiisiin EKT'nin
degil depresyonun iyilesmesi ile iliskili olan baska bir siireci yansitiyor olabilecegini
one siirmiislerdir [79]. Oyle ki antidepresan etkinligi yetersiz oldugu bilinen tek bir
EKT'den sonra olusan inflamatuvar etkinlik tekrarlayan EKT'ler sonucunda belki
antidepresan yanita katkida bulunuyor olsa da heniiz o asamada (o diizey ve siirede)
depresan veya antidepresan etki ile iliskili olmayabilir. Cogunlukla periferik kandan

elde edilen bu sonuglar yorumlanirken kagirilmamasi gereken baska
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bir nokta periferik inflamatuvar yanitin SSS'deki inflamatuvar yanit1 etkiledigi veya
tetikledigini gosteren kanitlar olsa da bu etkinin niceligi ve niteliginin bilinmiyor
oldugudur [85]. Elbette tek EKT ve EKN ile tetiklenen inflamatuvar yanitin bize
celiskili gelmesinin en 6nemli nedeni uzun siredir IL-1b, IL-6 gibi sitokinlerin sadece
patolojik etkileri {izerinde durulmasi, hiicreler arasi iletisimde etkin rol aldig1 son
yillarda ortaya ¢ikan molekiillerin zihnimizde kabaca patolojik ve fizyolojik olarak
ikiye ayrilmasidir. Sitokinlerin ve hatta diger bir ¢ok hiicreler arasi aracinin farkli
sartlar altindaki cesitli davraniglar1 giin gectikge 15181na ¢ikmaktadir. Bu durum
asagida depresyon literatiiriinde en sik g¢alisilmis sitokinlerden biri olan IL1-b'nin
patolojik ve fizyolojik stre¢lerdeki rolleri tizerinden tartisilacaktir.

Depresyon hastalarinin kanlarinda IL-1 dizeylerinin kontrollere gore daha
yiiksek oldugu ve antidepresan tedaviler ile kontrollerin diizeyine indigi bir¢ok klinik
caligmada gosterilmistir [61, 72]. Kemirgenlerde yapilan ¢aligsmalar IL-1b’nin stresle
tetiklenen davranislarin ortaya c¢ikmasinda anahtar bir aract olduguna isaret
etmektedir. Kemirgenlerde stres sonrasi IL-1b diizeylerinin hipokampusta arttigi [86,
87], IL-1b reseptoriiniin farmakolojik blokaji veya “null mutasyonunun” stresin anti-
norojenik ve depresyon benzeri etkilerini 6nledigi gosterilmistir [88]. IL-1b’nin
ventrikiil i¢ine enjeksiyonunun hipokampusta hiicrelerin cogalmasin baskiladig: [89],
bdnf ifadesini azalttig1 [90], hipokampal uzun siireli potansiyelizasyonu baskiladigi
[91], 6grenme tlizerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir [92]. Koo ve arkadaslari
[93] bir ¢alismalarinda IL-1b’nin bu etkilerinin NF-kB sinyal yolaginin etkinlesmesi
iizerinden gergeklestigini 6ne siirmiistiir.

IL-1b ifadesi “Toll Like Receptor 4’ (TLR 4)'iin etkinlesmesi (activation) ile
artmakta, Uretilen pro-IL-1b aktif formu olan IL-1b’ye kaspaz-1 araciligi ile
doniismektedir. IL-1b’nin olusum siireci ve salinimi inflamazom adi verilen
multiprotein kompleksleri araciligi ile olmaktadir [94] (Sekil 2.1). Inflamazom
kompleksleri genelde ii¢ temel par¢adan olusur: hiicre i¢i bir kalip tanima reseptorii
(PRR) olan “Nod-like receptor” (NLR), kaspaz-1’in onciilii prokaspaz-1 ve adaptor
protein “Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD” (ASC)’den

olusmaktadir [95]. NLR'nin degisken amino terminali farkli NLR alttiplerini belirler.
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Bu grubun i¢inde en ¢ok ¢alisilan ve birbirinden farkli tehlike sinyalleri ile aktive olan
NLRP3'tiir. NLRP inflamazomlar1 disinda AIM2 ve IFI16 adlarinda PHYIN igeren
inflamazomlar da tanimlanmistir. NLRP3 igeren inflamazomun etkinlesmesi kaspaz-
I'in etkinleserek IL-1b ve IL-18’i olgunlastirmasi ile sonuglanir [95]. TLR4 disinda
ATP, hiicre i¢ci K+ konsantrasyonunda diisiis, P2X7 reseptdor uyarimi ile de
inflamazomun etkinlesebilecegi gosterilmistir [96]. Inflamazomun P2X7 reseptdrii
iizerinden ve yiiksek hiicre dis1 K+ konsantrasyonu nedeni ile etkinlesmesinin, hiicre
membranindaki segiciligi diislik ve biiyiik gozenekli Panx1 kanallar1 ile iligkili oldugu
bildirilmistir [96, 97]. Iwata ve arkadaslar1 inflamazomun, psikolojik ve fiziksel
stresorlerin depresyon etiyolojisine katkilarinda merkezi bir 6nemi oldugunu,
psikolojik bir uyarmin inflamatuvar bir cevaba doniismesine aracilik ettigini 6ne
surmiiglerdir [98]. Bu hipotezle uyumlu olarak Wu ve arkadaglar1 LPS ile ile depresyon
davranis tetikledikleri ¢alismalarinda HMGBI1, IL-1b ve NLRP3 ifadesinde belirgin
artis oldugunu gostermislerdir [99]. Baska bir ¢calismada kronik strese maruz birakilan
farelerde HMGBI1 miktarindaki artisa ikincil ~NF-kB tiizerinden NLRP3’iin
hazirlandigr (priming), bu sekilde stresten sonra uygulanan LPS ile bagisiklik
cevabinin daha giiglii tetiklendigi bildirilmistir [100]. Iwata ve arkadaslarinin 2015
yilinda farelerde yaptiklar1 c¢aligmada akut immobilizasyon stresi sonucunda
hipokampusta hiicre disinda artan glutamat diizeyinin glialardan ATP salinimina neden
oldugu, ATP'nin P2X7 reseptorii araciligi ile IL-1b, TNF-a ve etkinlesmis NLRP3
diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir [101]. Ayn1 ¢alismada kronik stres
uygulamasi sonrasinda P2X7 reseptoriiniin blokaj1 ile antidepresan benzeri davranis
gortldiigli, norogenezde goriilen baskilanmanin azaldigr bildirilmistir [101].
Kemirgenlerde yapilan g¢alismalar beyin parankimindeki noroinflamatuvar yanita
odaklanirken, depresyon hastalarinda yapilan ¢alismalar genellikle periferik kanda
ortaya cikan inflamatuvar yaniti1 ele alir. Bu iki kompartmanin gecisliligi iizerine
caligmalar siirmektedir. Buna ragmen major depresyon hastalarindan elde edilen
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde tespit edilen NLRP3’lin etkinliginin ve

yiikselmis serum IL-1b ile 1L-18 duzeylerinin
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amitriptilin tedavisi alan grupta goriilmemis olmasi inflamazomun depresyon
etiyolojisi ve tedavisinde oynadigi iddia edilen merkezi rolii destekler [102].

IL-1b’nin yukarida bahsedilen nérogenez ve plastiklik {izerindeki olumsuz
etkilerine karsilik bazi caligmalar hafiza ve 6grenmede IL-1b'nin fizyolojik stirecin bir
parcast olduguna isaret etmektedir [88, 103]. Goshen ve arkadaslar1 ventrikiil igine
diisiik dozda enjekte edilen IL-1’in hipokampusa bagimli hafizay1 gelistirdigi, IL-1
sinyal yolaginin blokajinin hafizay1 bozdugunu ancak yiiksek dozda enjekte edilen IL-
I’in hafiza iizerinde negatif etkileri oldugunu gostermislerdir [103]. Benzer bir ikili
rol Nf-kB’nin etkinlesmesi ve nérogenez iliskisini konu alan aragtirma sonuglarinda
da karsimiza ¢ikmaktadir. Bir¢ok hiicrede hiicre 6liimii ve hayatta kalimini diizenleyen
Nf-kB’nin inflamasyondaki rolii ¢ift taraflidir. Noronal Nf-kB yolagi néronlarin
hayatta kalimin1 saglar, sinaptogenez ve plastiklige katkida bulunur, 6grenme ve
hafizada rolii vardir [104-107]. Fizyolojik sartlarda Nf-kB yolaginin orta siddette
etkinlesmesi noral kok hiicrelerin ndral progenitor hiicrelere farklilasmasini destekler,
ancak kalic1 ve tekrarlayan siddetli etkinlesme yash hastalarda ve kronik stres
durumunda goriildiigii gibi ndrogenezi azaltmaktadir [108]. Ozetle, proinflamatuvar
sitokinlerin ndrogenez Uzerindeki etkilerinin konsantrasyona, hangi hucrelerin
etkinlestigine (astrosit ve mikroglia) ve norojenik nis icindeki salinmis diger
faktorlerin varligina bagli oldugu diistintilmektedir

Norogenez ve sinaptogenez, cesitli biiylime faktorlerinin ve ndrotrofik
faktorleri barindiran, damar ag1 ile ¢evrelenmis ve glia hiicrelerinin destekledigi,
stirekli degisim halinde olan bir kimyasal ve elektriksel mikrogevrede
gerceklesmektedir [109]. Hem bagisiklik sistemi hiicreleri hem de ndron ve glia
hiicreleri tarafindan birbirinden farkli bir ¢ok endojen ve ekzojen uyarana cevap olarak
salinabilen bagisiklik sistemi aracilari, bu karmasik mikrogevre i¢inde hiicreler arasi
iletisime ve dolayisiyla hem patolojik hem de fizyolojik siireclerin diizenlenmesine
katkida bulunuyor olabilir.

Yukarida 6zetlendigi tizere EKT ve EKN'nin periferik bagisiklik elemanlar1 ve
aracilar iizerine etkileri incelenmis, beyin parankiminde mikroglialar1 etkinlestigi

gosterilmistir [8, 74, 84]. Tek EKT'nin inflamatuvar bir yamti tetikledigine dair
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periferik kanda isaretler tespit edilmis olsa da beyin parankiminde tek EKT ile
noroinflamatuvar yanit arasindaki iligki bilindigi kadar ile heniiz incelenmemistir.
Tek EKN'den sonra noroinflamatuvar yanitin hiicresel diizeyde incelenmesi,
ndrogenez ve sinaptogenez tizerinde karmasik etkileri oldugu gosterilmis inflamatuvar
molekiillerin, EKT’ nin etki mekanizmalarindaki olasi rollerini agiga ¢ikarma yoluna

katk1 saglayacag diistiniilmiistiir.
2.2. “High Mobility Group Box 1” (HMGB1)
2.2.1. HMGBL1 ile ilgili Genel Bilgiler

“High mobility group” (HMG) proteinleri 40 yi1ldan uzun bir siire 6nce
cekirdekte kesfedildiginde elektroporetik poliakrilamid jellerdeki yiiksek mobiliteleri
nedeni ile bu ismi almiglardir [110]. HMG proteinlerinin HMGA, HMGB ve HMGN
olarak adlandirilan Ug ailesi vardir. Hepsi deoksiribonikleik aside (DNA)
baglanabilmekte ve DNA’nin seklini degistirebilmektedir. “High mobility group
box” (HMGB) ailesinin aralarinda %80 amino asit benzerligi olan ii¢ liyesi de
(HMGB1, HMGB2 ve HMGB3) DNA’nin minér oluklarina HMG kutulari araciligi
ile baglanmaktadir. En yaygin bulunan HMGB ailesi tiyesi HMGB1 bu yolla DNA’y1
cesitli transkripsiyon faktorlerinin kromatine temas etmesini saglayacak bir sekle
sokar ve transkripsiyona olanak tanir. Ayrica HMGB1’in DNA’nin hem tamiri hem
de niikleozomlara paketlenmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir [111]. HMGB1’in
cekirdek icindeki bu gorevleri yasamin devami igin gereklidir. Oyle ki HMGBI geni
silinmis fareler, transkripsiyonda olusan bozukluklar sonucu yetersiz glukokortikoid
reseptdr islevine bagl hipoglisemi nedeni ile dogumdan hemen sonra 6lmektedir
[112].

DNA’ya gevsek ve geri doniisiimlii baglanan HMGBI hiicre icinde oldukga
hareketli bir molekiildiir, niikleer porlar aracilig1 ile niikleus ve sitozol arasinda gidip
gelir. Travma, enfeksiyon, stres gibi durumlarda hiicre disina aktif veya pasif olarak
salinabilmekte; cesitli reseptorlere baglanarak proinflamatuvar sitokinlerin sentezini

uyarmaktadir. Bu 6zelligi ile HMGBI1, alarminler olarak da bilinen, hiicre hasarina
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Sekil 2.1. inflamazomun etkinlesmesi ve IL-1b salimm. IL-1b ifadesi TLR 4
etkinlesmesi ile artmakta, tretilen pro-lIL-1b aktif formu olan IL-1b’ya kaspaz-1
araciligl ile doniismektedir. IL-1b’nin olusum siireci ve salinimi inflamazom adi
verilen multiprotein kompleksleri araciligi ile olmaktadir. TLR4 disinda ATP, hiicre
ici K+ konsantrasyonunda diisiis, P2X7 reseptdr uyarimi ile de inflamazomun
etkinlesebilecegi gosterilmistir. inflamazomun P2X7 reseptorii iizerinden ve yiiksek
hiicre disi K+ konsantrasyonu nedeni ile etkinlesmesinin, hiicre membranindaki
seciligi diisiik ve bliylik gozenekli Panneksin 1 kanallar1 ile iligskili oldugu
bildirilmistir (Sekil Scarpioni ve arkadaslarindan (2016) Tiirk¢eye uyarlanmustir.)
[113].

isaret eden ve dogal bagisiklik sistemini uyaran hasar aracili molekiiler patern
(DAMP) molekiillerinin prototipidir ve bazi yazarlarca dogal bagisikligin ana
diizenleyicisi olarak goriilmektedir [114]. Son yillarda dogal bagisiklik hiicreleri
disinda endotel hiicreleri, trombosit, hepatosit, enterosit, pitusit, mikroglia, astrosit ve
noronlardan da proinflamatuvar uyaranlara cevaben salindig1 ve salinan HMGB1’in
proinflamatuvar cevabi indiikledigi gosterilmistir [100, 115-117]. HMGBI1 aracilig
ile beyin dokusunda artan proinflamatuvar yanitin ndbet, iskemi ve travma sonrast

ortaya ¢ikan ndroinflamasyon ile iliskisi bircok caligmada ortaya
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konmus; bu patolojilerde HMGBI yeni bir tedavi hedefi haline gelmistir [115, 118,
119].

HMGB1 evrim suresince ylksek oranda korunmus olup tim memeliler
arasinda %99 benzerlik gostermektedir. 13q12 gen lokusunda bulunan hmgbl geni,
215 amino asit igeren 30kD’luk bir protein kodlar ve neredeyse tiim Okaryotik
hiicrelerde ifade edilir; ancak ¢ekirdekteki ifadesi biiyliime ve yas ile degisir [120].
Yapisal olarak DNA baglayan iki bolge (A kutusu ve B kutusu) ve asidik karboksi
terminalinden olusur. DNA’ya bagli degilken, HMGBI’in uzun asidik kuyrugu, A-
kutusu ve B-kutusu yapilarina baglanarak bu yapilarin protein etkilesimlerinden
korunmasini saglar [121]. HMGBI1 A-kutusu ve B-kutusu yapilarinin yardimiyla
DNA’nin mindér oluguna baglanir ve helikal yapinin biikiilmesini tetikler. Boylece
streoid hormon reseptorleri, NF-kB, p53 ve RAGI rekombinazin transkripsiyonel
aktivitelerini dizenler [120]. Yapi-islev analizi ¢alismalari HMGB1’in sitokin
aktivitesinin B kutusu tarafindan gergeklestirildigini, A kutusunun ise HMGBI aracili
proinflamatuvar sitokinlerin makrofajlardan sekresyonunu azaltan spesifik bir
antagonist olarak gorev yaptigini gostermistir [121].

HMGBI ilk olarak kromatine bagl bir ¢ekirdek proteini olarak kesfedilmis,
daha sonra hiicre dis1 bir sinyal molekiilii oldugu bulunmus, son dénemde ise otofaji,
virlisleri tanima ve immunometabolizmada rolii oldugu ortaya konmustur [111].
Birbirinden farkli bu etkilerinin altinda HMGB1’in yer aldig1 hiicre kompartmani,
farkli reseptorleri ve redoks izoformlarmin yattigi diisiiniilmektedir [111]. HMGBLI,
ikisi disiilfid bag1 olusturabilen ii¢ sistein rezidiisii (C23, C45 ve C106) igermektedir.
Cevredeki oksidasyon durumuna hassas bu ii¢ izoform, “disiilfid HMGB1”, “tam
indirgenmis tiyol HMGB1” ve “okside HMGBI1” olarak adlandirilmistir [122].
Cekirdekte daha ziyade tiyol izoformu bulunur ve nekrotik dokuda en ¢ok tiyol formu
salimir. Kemokin “CXCL12” ile bir kompleks olusturarak nekroza giden bolgeye
inflamatuvar hiicreleri c¢ektigi gosterilmistir [123]. Disiilfid formu ise TLR 4
lizerinden inflamatuvar aracilarin ve sitokinlerin iiretimini uyararak proinflamatuvar
sitokinlere benzer hareket eder [124]. Akut veya kronik inflamasyon sirasinda hiicre

disinda ve serumda biriken HMGBI1 ¢ogunlukla disiilfid formundadir [111]. Okside
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HMGBI1I’in heniiz bir islevi gosterilememis olup, HMGB1’in diger izoformlarinin
oksidasyon ile etkisiz hale getirilmesinin bir geri bildirim mekanizmasi olabilecegi
iizerinde durulmaktadir [111]. Indirgenme ve yiikseltgenmeye bu kadar hassas
olmasinin HMGB1’in bulundugu mikrogevrenin degisen kosullarima gore farkli
islevleri yerine getirebilmesine olanak tanidigi diisiiniilmektedir [ 125].

Bir¢ok hiicrede HMGB1 yogun olarak ¢ekirdek i¢inde bulunur, kalip tanima
reseptorlerinin (PRR) etkinlesmesinden dakikalar sonra ise sitoplazmada birikmeye
baglar. HMGB1 nukleer porlardan sirekli, aktif olarak girip ¢ikmaktadir.
Sitoplazmada HMGB1’in birikme hiz1 niikleer lokalizasyon sekanslarinda yer alan
lizin rezidiilerinin asetilasyon durumuna baghdir. Histon asetiltransferazlarin
lizinlerin asetillenmesinde rolii oldugu gosterilmistir [126]. HMGB1’in ¢ekirdekten
sitoplazmaya ve takiben sitoplazmadan hiicre disina gegisini kontrol eden iki kritik
diizenleyici basamak vardir. JAK-STAT molekiilleri asetilasyon hizini diizenleyerek
cekirdekten sitoplazmaya gecisi diizenlerken [127], NLRP3 inflamazomun ve kaspaz-
1I’in etkinlesmesi HMGB1’in sitoplazmadan hiicre disina salinmasini diizenler [128].
HMGB1 sitoplazmada sekretuvar vezikullerde birikir ve endoplazmik
retikulum/golgi yolag1 disinda bir mekanizma ile aktif olarak hiicre dis1 ortama salinir
[129]. Aktif saliniminin disinda HMGBI1 hiicre disina nekrotik hlicrelerden pasif
olarak da salinabilmekte ve proinflamatuvar cevabi uyarabilmektedir [129].
Apoptoza gitmekte olan hiicrelerden HMGBI1 salinimi gerceklesmemektedir, bunun
nedeninin HMGB1’in enzimatik olarak kesilmis DNA parcalarina veya apoptotik
cekirdekteki hipoasetile proteinlere sikica baglanmasi oldugu diisiiniillmektedir [130].

Hiicre disina salindiktan sonra HMGB1’in PRR’ler (TLR 2 ve TLR4) ve
“receptor for advanced glycation end products” (RAGE) iizerinden hareket ettigi
diisiiniilmektedir [131]. RAGE etkinlesmesi hem hiicre gé¢ii ve cogalmasini saglayan
yolagi hem de proinflamatuvar sitokin sentezini uyaran yolagi baslatabilir. Bu
yolaklardan biri hiicre motilitesi ve norit uzamasini (outgrowth) diizenleyen guanozin
trifosfataz CD42 ve RAC etkinlesmesine neden olurken, bir digeri NF- kB’yi

etkinlestiren ¢esitli “mitogen activated protein kinases” (MAPK)’lerin



21

fosforilasyonuna neden olur [132]. TLR2 ve TLR4’lin etkinlesmesi de MyD88
araciligi ile benzer MAPK’lar1 fosforile ederek NF-kB’nin ¢ekirdege girmesi ile
sonuglanir [132]. Son yillarda HMGBI1'in MAPK (zerinden inflamatuvar
sitokinlerin ifadesini arttirmasinin yani sira ndronal kok hiicre ve endoteliyal
progenitor hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigir gosterilmistir [133, 134]. HMGB1’in
aktivitesinin reseptore beraber baglandigi molekiillere (IL-1, endotoksin,

trombomodulin) bagli olarak arttig1 veya azaldigi bilinmektedir [111]. (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. Hiicre disindaki HMGBI1'in etkisi. RAGE reseptori
uzerinden CDC 42 ve Rac etkinlesmesine neden olarak nérit gelisiminin
diizenlenmesinde rol alir. TLR2 ve TLR4 reseptorleri tizerinden Myd88-
MAPKinaz yolagin1 etkinlestirerek Nf- k B' nin ¢ekirdege
tranlokasyonunu saglar (Sekil tiirkgeye uyarlanmastir, [ 128]).
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2.2.2. HMGBY1’in Merkezi Sinir Sistemindeki RolU

Son on yilda HMGBI1’in merkezi sinir sistemindeki rolii iizerine birgok
caligma yapilmistir. Kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda HMGB1’in noronal go¢ ve
norit gelisimini diizenledigi [135]; norit biiylimesini ve ndronlarin hayatta kalimini
arttirdigr bildirilmistir [136]. Farelerde i.s.v. HMGB1 uygulamasinin TNF-a ve IL-1
iiretimini artirip, afazi, ates gibi durumlar tetikledigi gosterilmistir [137].

Santral sinir sitemi patolojilerinden HMGBI ile en sik iliskilendirilen hastalik
inmedir. Inme gegiren hastalarda HMGB1’in plazma diizeyinin kontrollere gore 10
kat yiiksek oldugu saptanmistir [138]. Kemirgenlerde bir inme modeli olan serebral
damar okliizyonundan sonra, 1 saat iginde néronlan ¢ekirdeklerindeki HMGB1’in
sitoplazmaya gectigi ve noronlarin hizla HMGB1 den fakir hale geldigi goriilmiistiir
[139]. Hiicre kiiltiiriinde iskemi sonrasi, HMGB1’in astrosit ve mikroglialari
etkinlestirerek, bu hiicrelerde inflamasyonla iliskili reaktif degisikliklerin ortaya
¢ikmasma neden oldugu bildirilmistir [115]. Rekombinan HMGBI1’in i.S.v.
enjeksiyonu ile enfarkt hacmi artarken, HMGB1 e kars1 poliklonal veya monoklonal
antikorlar kullanilarak veya HMGBI1’e kars1 riboniikleik asit (RNA) interferansi
olusturularak ndroproteksiyon saglanabilmektedir [115, 140]. Epileptik ndbetler ile
tetiklenen noroinflamasyonda HMGB1’in rolii oldugu ve yeni bir tedavi hedefi
olabilecegi tizerinde durulmaktadir [141]. Nobet aktivitesi sirasinda hem astrositlerde
hem de mikroglialarda HMGB1’in sitoplazmaya gectigi; ¢evredeki néronlarda ve
aktive olmus astrositlerde TLR4 ifadesinin arttig1 goriilmiistiir [118]. Benzer patern
temporal lob epilepsisi olan hastalardan alinan epileptik dokuda da gosterilmistir
[118]. HMGB1’in prokonviilzan bir uyar1 sonrasinda ilk olarak, hizlica var olan,
noronal kaynaklardan salindigi, daha sonra glia hiicrelerinde HMGBI1 sentezinin
zaman i¢inde artmasi ile ikinci bir HMGB1 dalgasinin olustugu ve bu ikinci dalganin
IL1-b ile birlikte inflamasyonun devamini saglayarak nobetlerin tekrar etmesine neden
oldugu diislintilmektedir [142].

Gegen yillarda laboratuvarimizda yapilan bir ¢aligma ile migren ve HMGBI1
iligkisi ortaya konmustur [11]. Bir aurali migren modeli olan kortikal yayilan

depresyon (KYD) sonrasi agilan Panx1 kanallarinin noronlarda kaspaz-1
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aktivasyonuna neden oldugu ve bunun sonucunda néronlardan hiicre disina HMGB1
ve IL-1b gibi sinyal molekiillerinin salinarak trigeminal sinirlerin uyarildigi, bu yolla
migren agrisinin tetiklendigi gosterilmistir [11].

Norolojik olgularin disinda psikiyatrik patolojilerin de son yillarda HMGB1
ile iligkileri arastirilmaktadir. HMGB1’in otizm [143] ve anoreksia nervoza [144] ile
iligkisini arastiran ¢aligmalar yayimlanmis olsa da, literatiirde en ¢ok alkol kotiye
kullanimi ile iliskisi lizerinde durulmaktadir. Farelerde ve insanlarda etanol ile
inflamatuvar yanitin indiiklendigi [145]; farelerde bu durumun etanol tiiketimini
arttirdig1 [146] ve bagisiklik sistemi ile iliskili baz1 genleri silinmis transjenik farelerin
daha az etanol tlikettigi bilinmektedir [146]. Etanol ile tetiklenen bagisiklik cevabina
HMGB1’in aracilik ettigi iizerinde durulmaktadir. Etanole uzun siireli maruz
kalmanin HMGB1’in asetilasyonunu uyararak ndronlardan salimimini  arttirdig
gosterilmistir [147]. Zhou ve Crew aym1 zamanda etanoliin astrosit ve ndronlarda
NLRP3 ifadesini ve IL-1b diizeyini arttirdigini ortaya koymus [148]; etanoliin hiicre
kiiltiirlinde noronlardan aktif HMGBI1 salinimina neden olarak TLR4 iizerinden
NLRP3 ve IL-1b etkinlesmesine neden oldugunu gostermistir [145].

2015 yillinda yayimlanan bir ¢alismada ise HMGB1’in stresin bagisiklik
sistemini etkinlestirmesine aracilik ettigi ortaya konmustur [100]. Sicanlarda
tekrarlayan kuyruk sokunun hemen sonrasinda veya 24 saat sonra hipokampusta
HMGBI protein diizeyinin arttig1 ve mikroglialardan HMGB1’in disiilfid formunun
aktif olarak saliniminda artig oldugu; hem disiilfid HMGB1’in hem de stresin NLRP3
ifadesini arttirdig1 gosterilmistir.

HMGBI1’in patolojik durumlarin yanisira, fizyolojik etkileri de
tanimlanmigtir. HMGB1’in endotel aktivasyonunu [149], nérit biiylimesini ve
noronlarin hayatta kalimini arttirdigi bildirilmistir [136]. HMGB1’in diyabetik
farelerin iskemik arka bacaklarinda kollateral kan akimmi VEGF bagiml bir
mekanizma ile arttirdigi ve iskeminin indiikledigi anjiogenez i¢in kritik bir 6nemi
oldugu gosterilmistir [150]. Kalpte iskemik alana HMGB1 enjekte edildiginde RAGE
izerinden doku yenilenmesini destekledigi ve kardiyak performansta anlamli bir

iyilesme sagladigi ortaya konmustur [151]. HMGB1’in kok hiicre ve  progenitor
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hiicre takviyesi ile doku rejenerasyonu ve yeniden yapilanmasinda da rol oynadigi
kabul edilmektedir [152]. Intraserebral kanamadan 14 giin sonra BDNF diizeyinde ve
BrdU (+) hiicre sayisinda goriilen artis, HMGBI artis1 engellendiginde veya RAGE
reseptorleri susturuldugunda goriilmemekte ve norolojik iyilesme daha yavas
olmaktadir [153]. HMGBI1'in bu ikili davranisinin hiicre disindaki konsantrasyonuna,
baglandig1 reseptorlere ve o reseptorlere birlikte baglandigi sitokin, fosfolipidlere, tek
iplikli niikleik asitler gibi doku hasarinda hiicre disinda konsantrasyonlar1 artan
molekiillere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir [117]. Oyle ki endotelyal progenitor
hiicre kiiltiirinde HMGB1'in diisiik konsantrasyonlarinin ¢ogalma yoniinde etki
yaptig1 gosterilmigken [154], yiiksek doz HMGBI1'in doku hasarina yol actigi
bilinmektedir [155]. Hayakawa ve arkadaslari iskeminin erken doneminde
inflamasyona bagli hiicre hasarim1 arttiran HMGB1'in ge¢ donemde dokunun
yenilenmesinde rol aldigini 6ne stirmektedir [117]. Yukarida da bahsedildigi gibi son
donemde yapilan ¢alismalar HMGB1'in hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisini RAGE
uzerinden VEGF ve BDNF gibi trofik faktorleri arttirarak gergeklestirdigine isaret
etmektedir [153, 154]. Gozden kagirilmamasi gereken bir nokta ge¢ donemde pozitif
etkilerinden bahsedilen HMGBI1'in kaynaginin reaktif astrositler oldugudur.
Literatiirde baz1 kaynaklar hasar veya uyaridan gilinler sonra astrositlerden HMGB1
salindigina isaret etmektedir [139], ancak erken donemde astorsitlerde HMGBI1
indiiksiyonu oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir [134, 156]. HMGB1 noéronlardan
KYD, iskemi veya epileptik ndbet durumlardan ilk birka¢ saat i¢inde salinmaktadir.
Noronlardan erken donemde salinan HMGBI inflamasyon ve doku hasari ile
iligkilendirilmis, ancak ge¢c donemdeki HMGBI1 aktivitesine ndronlarin katkis1 heniiz
gosterilmemistir [11, 118, 157]. HMGB1'in hiicresel kaynagi, ikili etkiye neden olan
faktorlerden biri olabilir; ancak mikrogevrenin karmasik dogasi diisiiniildiigiinde daha
ziyade HMGB/1'in etkisi ile iligkili faktorlerden biri oldugunu varsaymak daha uygun

olacaktir.
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2.3. Panneksin Kanallar
2.3.1. Panneksin Kanallar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Panneksinler oluklu baglant1 proteinleri olan konneksin ve inneksinlerle
membran yerlesimi acisindan belirgin benzerlik gosteren integral membran
proteinleridir. Ilk defa 2000 yilinda Panchina ve arkadaslar1 tarafindan memeli
genomunda tespit edilen Panneksin kanal proteinleri ailesinin Panneksin 1 (Panx1,
426 amino asit, 48.2 kDa), Panneksin 2 (Panx2 667 amino asit, 73.5 kDa) ve
Panneksin 3 (Panx 3, 392 amino asit, 44.9 kDa) olarak adlandirilmis ii¢ tiyesi vardir
[158]. Panneksinler, omurgasizlarda bulunan oluklu baglanti proteinleri inneksinler
ile olan dizi homolojileri (%25-33 benzerlik) sayesinde kesfedilmis ve omurgalilarin
oluklu baglant1 proteinleri olan konneksinler ile benzer gorevlerde rol aldiklari ileri
striilmistiir [ 158]. Panneksinler ile konneksinler arasinda herhangi bir dizi homolojisi
bulunmadigi halde, panneksinler benzer membran topolojisi gdstermektedir. Dort adet
alfa-heliks transmembran bolge, iki adet hiicre disi ve bir adet hiicre i¢i ilmek yapisi
bulundururlar; amino (N) ve karboksil (C) terminalleri hiicre membraninin sitoplazma
yiizeyinde bulunmaktadir [158]. Ilk &ne siiriilenin aksine, panneksinlerin konneksinler
gibi oluklu baglanti olusturmadiklari, hiicre ylizeyinde hiicre dis1 ve i¢i arasinda
molekiil gecisine aracilik eden tek bir kanal olusturduklari diistiniilmektedir [10].

Literatiirde en ¢ok tistiinde durulmus panneksin ailesi tiyesi Panx1’dir. Panx1
geni 11q14.3 lokusunda yer alir, 5 ekzon ve 4 introndan olusur ve en az iki alternatif
eklenmis mesajc1t RNA'st (mMRNA) vardir [159]. Panneksin geninin ¢esitli Uiriinlerin
ifade edilmesine olanak taniyan bu yapisi nedeniyle, literatiirde Panx1 i¢in bildirilmis
cesitli islevler, farkli hiicresel yerlesimler ve hatta farkli molekiiler agirliklar vardir.
Panx1’in memelilerde pannekzon denilen 6 tane alt iiniteden olusan oligomerler
olusturarak hiicre yiizeyinde tek basina islev goren, genis gozenekli ve seciligi diisiik
tek bir kanal olusturdugu gosterilmistir [160]. Bu kanalin ATP’ye, ikincil mesajcilara,
iyonlara, amino asitlere ve Propidyum Iyodiir (PI), Yo-Pro gibi boyalara gecirgen

oldugu diisiiniilmektedir [160]. 2004 yilinda Panx1’in ATP’ye
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gecirgen bir kanal oldugu gosterildiginden beri noéronlarda, astrositlerde, tat
tomurcuklarinda, T-hticrelerinde, eritrositlerde, hava yolu epitel hiicrelerinde, endotel
hiicrelerinde, iskelet ve diiz kas hiicrelerinde ve hipofizer hiicrelerde Panx1’in ATP
salimimint saglayan ana kanallardan biri oldugu bildirilmistir [161]. Merkezi sinir
sisteminde Panx1 serebellumda, serebral kortekste, olfaktor bulbusta, "inferior
olive"de, substantia nigrada, talamusta, amigdalada, prefrontal korteksin 5.
katmaninda ve hipokampusta ifade edilmekte, embriyonik ve gen¢ dokuda yiiksek
olan ifadesi erigkin dokusunda azalmaktadir [162]. Hiicre diizeyinde Panx1
mikroglialarda, astrositlerde, piramidal hicrelerde, Purkinje hicrelerinde,
dopaminerjik noronlarda, kolinerjik motor néronlarda ve ara nodronlarda tespit
edilmistir [163-166]. Panx1 genellikle sinaptik araligin postsinaptik kisminda
“postsinaptik dansite proteini 95 (PSD 95) ve glutamat reseptorleri ile birlikte
bulunmakla beraber [163], ozellikle talamustaki noronlarin hiicre govdelerinde de
bulunabildigi gosterilmistir [167]. Panx1’in postsinaptik yerlesiminin islevi tam
olarak anlasilamasa da LTP ve sinaptik plastiklikte rolii olabilecegi one siirlilmiistiir
[168].

Panneksinlerin ATP ve diger biiylik molekiillerin gecisine izin verdigi
diisiiniildiglinde, membran boyunca elektrokimyasal gradiyentin korunabilmesi i¢in
bu kanallarin agilip kapanmasinin siki1 bir denetim altinda olmas1 gereklidir. Panx1
islevinin denetimi kanalin plazma membranindaki aktivitesi tlizerinden olabilecegi
gibi, kanalin membran trafigini olusturan bir¢ok basamak iizerinden de olabilir. Diger
integral membran proteinleri gibi Panx1 de endoplazmik retikulumda (ER)
sentezlenir, N-glikolizasyon sonrasi golgiye gider, orada islenerek klasik ER-golgi
salinim yolag1 olan COPII bagimli Sarl aracili sekretuvar yolak ile hiicre membranina
tasinir. [169]. Panx1’in plazma membranina taginmasi glikolizasyonu inhibe eden
ilaglarla belirgin derecede bozulmaktadir [ 160]. Panx1 membranda saatler veya giinler
stiresince kalabilir, daha sonra yikim i¢in lizozomlara alinir [160].

Panx1 voltaja duyarlidir ve negatif membran potansiyelinde kanalin agik

olma ihtimalleri ¢ok disiiktiir [170]. Pozitif voltajlarda karakteristik, iletkenligi
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yiksek kanal ortaya ¢ikar, ancak uyarilabilir hiicreler disinda membran
potansiyelinin 0 mV’un istiinde olmasi nadirdir. Panx1 aktivasyonuna neden oldugu
diistintilen dort mekanizma vardir: Mekanik uyari, hiicre dis1 potasyum konsantras-
yonunda artig, C terminalinin kaspaz-3 veya kaspaz-7 tarafindan proteolitik kesilmesi,
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda artis. C terminalinin kaspazlar tarafindan
kesilmesi kanalin siirekli agik kalmasina neden olmaktadir ve bu durum apoptozla
iliskilendirilmistir [171]. Konneksinlerden farkli olarak panneksinler hiicre dist
kalsiyum konsantrasyonuna duyarli degildir, ancak hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunun mM dizeyine yikselmesi normal istirahat potansiyelinde bile
kanalin a¢ilmasina neden olmaktadir [168, 172, 173]. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu arttiran bir ¢ok fizyolojik siirecin Panx1 aktivitesini etkiledigi
bilinmektedir [162]. G protein kenetli reseptorler olan purinerjik P2Y reseptorlerinin
etkinlesmesi, fosfolipaz C bagimli inozitol 1,4,5,-trifosfat (IP3) Gretimi ile internal
depolardan kalsiyum salinnmina neden olarak ATP uyarimi sonrast Panxl
etkinlesmesine neden olur [172, 174]. Bir diger purinerjik reseptor sinifi olan P2X
reseptorleri kanal proteinleridir ve etkinlestiklerinde hiicre i¢ine kalsiyum girisini
arttirir. Bunun disinda P2X reseptorleri ve Panx1 arasinda dogrudan bir iliski oldugu,
boylece kalsiyum konsantrasyonundaki lokal artiglarin Panx1 tarafindan tespit
edilebildigi; ATP uyarimi sonrast ilki P2X reseptorlerinden, ikincisi Panxl
kanallarindan olmak {izere bifazik akim olustugu 6ne stiriilmektedir [175, 176]. Panx1
aktivitesi negatif membran potansiyeli disinda, negatif geribildirim yolunu olusturan
hiicre dis1 yliksek ATP konsantrasyonu [177], karbondioksit aracili sitoplazmik
asidifikasyon [172], taklit edici peptitler [178] ve karbeneksolon (KARB), probenesid,
fluefenamik asit gibi farmakolojik kanal engelleyiciler [179] tarafindan da
durdurulabilmektedir.

Panx1 aracili ATP salimminin purinerjik reseptorlerle birlikte kalsiyum
dalgalarinin yayilmasinda rolii oldugu [172]; salinan ATP ve UTP nin apoptotik hiicre
temizlenmesinde “beni bul” sinyali gorevi gordiigii [171], vaskiiler tonu diizenledigi
[180], akcigerde mukosiliyer temizlikte [181] ve bagisiklik cevabinda [175] rolii

oldugu gosterilmistir. Ayrica timdr olusumu [182], iskemik hiicre 6limi
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[183], epileptik nobet [184] patofizyolojisinde de etkileri oldugu ortaya konmustur.
Simdiye kadar {iiretilen dort farkli Panx1 knock-out farelerin hepsi fertildir ve
fenotiplerinde belirgin farkliliklart yoktur [162]. Panx1’lerin iddia edilen hayati
gorevleri ile ortlismiiyor gibi goriinse de bu durumun Panx1’in yoklugunda gelisen
telafi edici mekanizmalarin devreye girmesi ile iligkili olabilecegi ya da bazi knock-
out stratejilerinin Panx1’i tamamen ortadan kaldirmiyor olabilecegi

diistiniilmektedir.
2.3.2. Panx1’in Merkezi Sinir Sistemindeki Roll

Panx1’in merkezi sinir sisteminde belirli bir patoloji ile iliskisi ilk defa beyin
dilimlerinde ortaya konmustur. Roger Thompson ve arkadaslar1 bir iskemi modeli
olan oksijen/glukoz deprivasyonu sonrasi, hipokampal néronlarda gorilen anoksik
depolarizasyonun panneksin kanali aktivitesi ile iligkili oldugunu bildirmisler [183];
daha sonra panneksin kanal blokorleri, sSiRNA, knock-out fare kullanilarak yapilan
deneylerde noronal hasarin daha az oldugu ortaya konularak bu bulgu teyit edilmistir
[185-188]. NMDA reseptorlerinin, Panx1 gegirgenligini Src ailesi kinaz aracilig ile
diizenleyerek, anoksik depolarizasyonda rolii olabilecegi diistiniilmektedir [189].
Panx1’in NMDAR aracili agiliginin piramidal néronlarin epileptiform aktivitelerini
de arttirdig1 gosterilmistir [183]; Panx1’i silinmis fareler ile yapilan ¢alismalar, in
vivo epileptik nobetlerin siddetine Panx1’in katki sagladigini dogrulamaktadir [184].
Panx1 aktivitesi ile iligkilendirilen bir baska patoloji de KYD’dir. Aurali migren
agrisinin nedeni olarak kabul géren KYD dalgasinin néronal Panx1 kanallarinin
gecici olarak agilmasina neden oldugu gosterilmistir [11]. Bu ¢alismada ayrica KYD
ile agilan Panx 1 kanallarinin néronlarda kaspaz-1’in etkinlesmesine neden oldugu
ve bunu takiben noronlardan hiicre disina HMGB1 ve IL-1b gibi bagisiklik sistemi
aracilarmin salindig1 gosterilmistir. Bu yolla trigeminal sinirlerin uyarilarak migren
agrisini tetikledigi one siiriilmistiir. Panx1’in farmakolojik (karbeneksolon,
probenesid), protein taklidi (:°Panx) ve genetik (Panx1-siRNA) ajanlar kullanilarak
inhibisyonunun ise KYD ile tetiklenen migren agrisin1  azalttigi

ve migren tedavisinde bir tedavi hedefi olabilecegi gosterilmistir.
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Panneksin kanallar1 ve inflamatuvar yanit arasindaki iligki ilk defa Pelegrin ve
Suprenant tarafindan 2006 yilinda gosterilmistir. LPS ile uyarilan makrofajlarda
kaspaz-1’in etkinlesmesinde Panx1 kanallarinin ve P2X7 reseptorlerinin rolii oldugu
ortaya konulmustur [175]. Daha sonra Silverman ve arkadaslart néron ve astrosit
kiiltiiriinde Panx1’in hiicre dis1 yiiksek potasyum konsantrasyonu ile agildigini, bunu
takiben noéronal inflamazom yanitinin tetiklendigini gostermis; Panx1’in P2X7,
kaspaz-1 ve inflamazom kompleksi proteinleri ile birlikte bulundugunu tespit
etmisglerdir [96]. Bu bulgulardan hareketle hiicre disi potasyum konsantrasyonunun
artmasina neden olacak nobet ve iskemi gibi durumlarda, agilan Panx1’den hiicre
disina ¢ikan ATP’nin  P2X7 reseptorlerini etkinlestirmesi sonucu kaspaz-1’in
etkinleserek aktif IL-1b salinimina neden oldugu 6ne siiriilmektedir [10].

Panx1’in patolojik durumlar disinda fizyolojik durumlarda da rol aldigi
diistiniilmektedir. Panneksin kanallarinin doku yenilenmesinde ve yara iyilesmesinde
rol oynadigi; progenitdr hiicre gocii, hiicre cogalmasi ve farklilasmasina katki
sagladig1 bilinmektedir [190]. Panx1’in sinaptik plastiklikte rolii oldugu ve 6grenme
icin Panx1 aktivitesinin gerekli oldugu 6ne siiriilmektedir [168]. Panx1’in yoklugunda
uyarilabilirligin arttig1 goriilmiis, gliclii ve siirekli LTP yanitlar1 elde edilmistir.
Anksiyete benzeri davraniglarin arttigl; uzaysal 6grenmenin ve nesne tanimanin
bozuldugu gosterilmistir. Prochnow ve arkadaglari bu durumu agiklamak igin,
Panx1’in presinaptik Al reseptorleri iizerinden geri bildirim vererek glutamat
salinimini inhibe ettigini ve yoklugunda ortaya ¢ikan asir1 uyarim sonucu LTP’nin
doyma noktasina geldigini 6ne siirmiislerdir. Diger bir calismada eriskin farelerde
Panx1 kanallar1 engellendiginde veya Panx1’in yoklugunda hipokampal beyin
dilimlerinde uzun siireli depresyondan uzun siireli potansiyel artisina bir kayma
oldugu ortaya konmus ve Panx1’in eksitatuvar sinaptik plastiklik esigini diizenledigi
One sirilmistir [191]. Yazarlar Vroman ve arkadaslarimin son ddénemde
yayimladiklar1 bir ¢alismadan hareketle Panx1 kanallarindan salinan ATP’nin, ekto-
ATPazlar tarafindan inozin, fosfat ve proton iyonlarina yikilarak sinaptik araligi asidik
hale getirdigini, pH’daki bu degisimin sinaptik terminaldeki voltaj bagimli kalsiyum

kanallarin1 inhibe etmesi sonucu glutamat saliniminin azaldigini, ayrica
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diisiik pH’nin NMDA reseptorlerinin agilmasini zorlastirdigini bu nedenlerle Panx1’in
yoklugunda ortaya ¢ikan alkalizasyonun sinaptik kuvveti arttiracagini One
stirmiislerdir [192].

Panneksin kanallar1 hiicrenin mikrogevresindeki degisiklikleri algilamasini
saglayarak, cevresel streslere proaktif cevaplar vermesine olanak tanimaktadir [190].
Bir¢ok dokuda ifade edilen panneksin kanallarinin ¢ok ¢esitli islevleri, onlar1 kanser,
bagisiklik sistemi hastaliklar1 gibi bir ¢cok rahatsizlik i¢in potansiyel tedavi hedefi
yapmaktadir. Yara iyilesmesinde ve doku yenilenmesinde hiicre gogiinii, cogalmasini
ve farklilagsmasini desteklemek amaci ile hedeflenebilecegi one siiriilmektedir [190].
Ancak hiicre dlimune sebep veren proinflamatuvar molekiillerin salinim: ve doku
yenilenmesi arasindaki ince denge tlizerinde literatiir heniiz yeterli bilgi yoktur.

Nobetlerin ve EKT’nin hiicre dist ATP miktarini arttirdigi bilinmektedir [12].
Yukaridaki bilgiler 1s1ginda EKN ile hiicre disinda artan ATP ve potasyum
konsantrasyonu sonucu Panx1’in agilarak inflamazomun etkinlestigi, bu yolla
noronlardan IL-1b ve HMGBI gibi sitokinlerin salindig1 ve kontrollii ve kisa siireli bir
uyarim sonucu dogan bu sitokin cevabinin norotrofik faktorlerin sentezini, hiicre
cogalmasin1 ve sinaptogenezi saglayacak mekanizmalar1 baglattig1 hipotezinin one

stiriilebilecegi diisintilmiistiir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi, Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisii,
Beyin Arastirmalar1 Laboratuvarinda yapilmistir ve deneysel islemler Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan 15.11.2013 tarihinde
52338575-130 sayil1 belge ile onaylanmustir.

Deneyler i¢in optimizasyon amaci ile 24 adet Sprague Dawley (250-300 Q)
erkek sigan ve 51 adet Swiss albino (25-35 g) erkek fare ve deneyler icin 75 adet

Swiss albino erkek fare kullanilmigtir. Fareler 18-21°C oda sicakliginda, 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik ortamda, serbest yiyecek ve suyun saglandigi kafeslerde
muhafaza edilmistir. Serebral ventrikiillere kaniil yerlestirilen deneylerde fareler 2-3.5
litre/dk izofloran anestezisi ile uyutulmuslar; deney siiresince 2 litre/dk oksijen destegi
ile kendi solunumlarina birakilarak izlenmis; rektal sicaklik takip edilerek

homeotermik battaniye kontrol iinitesi (Harvard Apparatus Limited, ingiltere) ile
viicut 18181 37.0£0.1°C arasinda tutulmustur. Deney siiresince noninvazif olarak alt

ekstremiteden nabiz ve doku oksijen satiirasyonu (V3304 Digital Table-Top Pulse
Oximeter, SurgiVet, Amerika Birlesik Devletleri) takipleri yapilmistir.

3.2. Elektrokonvulzif Nobet (EKN) Uygulamasi

Elektrik uyarisin1 vermek i¢in PowerLab (8/30, ADInstruments) veri kazanim
ve analiz sistemi tarafindan kontrol edilen bir uyarici (World Precision Instruments,
Stimulus Isolator, Model A385) kullanilmistir. Fareler uyar1 6ncesinde 2 dakika
boyunca oksijen tankinda 2 litre/dk oksijen almistir. Uyarty1 takibeden ilk 5 dakikada
ilave oksijenasyonun devami saglanmistir. Uyaridan 6nce kornealara iki tarafli uyari
veren elektrotlar serum fizyolojik ile 1slatilmustir. Intraserebroventrikiiler (i.s.v.) kaniil
takilan fareler enselerinden tutularak tespit edilmis ve gozlerinin uygulayicinin
elektrotlar ile tam temas etmesi saglandiktan sonra uyari verilmistir. Kornealara
yerlestirilen elektrotlardan ilk etapta 40 miliamper siddetinde, 60 adet, 1.6 saniye

aralikli, 15 milisaniyelik uyar1 verilmis, eger nobetin etkin gegmedigi diisliniiliirse



32

uyarinin frekanst ve akimin siddeti arttirilarak en fazla iki uyar1 daha verilmistir.
Uyarinin sonunda farelerin tonik klonik nobet gegirmesi beklenmis, arka
ekstremiteleri 5 saniyeden uzun siire tonik ekstansiyonda kalmis farelerin ndbetleri

etkin kabul edilmistir.
3.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Propidyum Iyodiir (PI, 668.4 kDa, maksimum eksitasyon: 535, maksimum
emisyon: 617) niikleik asitlere baglandiginda gii¢lii emisyon veren floresan bir
molekiildiir. Bu 6zelligi ile DNA i¢in floresan bir isaretleyici olan PI'nin hiicre
membranindan gecememesi, onun nekrotik, apoptotik ve normal hiicrelerin ayriminda
kullanilmasini saglamaktadir. [193]. Bunun yani sira PI’nin canli hiicrelere panneksin
ve konneksin kanallar1 gibi genis gozenekli segiciligi diisiik kanallardan da girdigi
bilinmektedir; P1 bu kanallarin aktivitesinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir [11,
181]. Bizim ¢alismamizda da Panx1 kanallarinin EKN’den sonra agilip agilmadigini
degerlendirmek amaci ile kullanilmistir.

Karbeneksolon (KARB, Sigma, ABD) segici olmayan bir panneksin kanal
blokoriidiir. Kan beyin bariyerini gegmez. Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada

1.s.v. enjeksiyonunun ndronlara PI girisini baskiladig1 saptanmistir [11].
3.4. Serebral Ventrikil icine Enjeksiyonlar

341 Sicanlarda Yapilan Ventrikil i¢i Enjeksiyonlar

Sprague Dawley sicanlar (n=3) izofloran indiiksiyonu sonrast 30 mg/kg
thiyopental anestezisi ile uyutulmus, anestezi derinlikleri kuyruk sikistirilmasina
verdikleri yanitla degerlendirilmistir. Derin anestezide oldugu teyit edilen si¢anlar
stereotaksi cercevesine (Digital Lab Standard Stereotaxic Frame, Stoelting, Amerika
Birlesik Devletleri) yerlestirilmistir. Stereomikroskop (Zeiss, SV6) altinda bregma ve
sag parietal, frontal kemikler goriilecek sekilde cilt kesisi yapilmis ve parietal kemik
Uzerinde isv enjeksiyona olanak taniyacak bir pencere yiiksek hizli matkap ve forseps

yardimi ile a¢ilmigtir. Bregmanin +1.1 mediolateral (ML), -0.92
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anteroposterior (AP), -3.5 dorsoventraline (DV) 26 G Hamilton ignesi ile i.s.v. Pl (1.5
ul,1mg/ml distile su) enjeksiyonu yapilmistir. ilerleyen deneylerde isv enjeksiyonun
yarattig1 travmanin PI tutulumu tlizerine gézlemlemis oldugumuz etkilerini azaltmak
icin, sicanlara (n=6) 3 mm'lik bir kaniil (Polietilen tiip, PE 20) 26 G Hamilton ignesi
yardimu ile i.s.v. olarak yerlestirilmistir (ML: +1.1 AP: - 0.92, DV: -3.5).

342. Farelerde Yapilan Ventrikil i¢i Enjeksiyonlar

Fareler (n=4) intraperitoneal (i.p.) ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg)
anestezisi ile uyutulmus, anestezi derinlikleri kuyruk sikistirilmasina verdikleri yanitla
degerlendirilmistir. Derin anestezide oldugu teyit edilen fareler stereotaksi
cergevesine yerlestirilmistir. Stereomikroskop altinda bregma ve sag parietal, frontal
kemikler goriilecek sekilde cilt kesisi yapilmis, serebral ventrikul igine kanil
yerlestirmek iizere yaklasik 0.25 mm capinda bir alanda yiiksek hizli matkap ve
forseps yardimi ile pencere olusturulmus ve uzunlugu 2.2 cm olan bir kaniil (Polietilen
tiip, PE 20) 2 mm'si kranium i¢inde olacak sekilde 26 G Hamilton ignesi yardimu ile
yerlestirilmistir (ML: +0.8, AP: -0.1 ve DV: -3.1).

Anestezi altindaki farelerde ndbetlerin etkinligi degerlendirilemedigi igin
farelerde stereotaksi cercevesine ihtiyagc duymayan bir ventrikil ici enjeksiyon
diizenegi olusturulmustur. Yumusak ve esnek bir yapiya sahip olmalar1 nedeni ile, PE
tiipten yapilan kaniiller ile dogru koordinatlara i.s.v. enjeksiyon yapmak icin fareleri
stereotaksi ¢ergevesine yerlestirmek gerektiginden bu sorunu agsmak i¢in 24 G intraket
igneleri 1.2 cm uzunlugunda kesilerek metal kaniiller elde edilmistir. Bu kaniiller 26
gauge bir Hamilton ignesi ile izofloran anestezisi altindaki farelerin (EKN n=7,
yalancit uygulama n=7) lateral ventrikiiliine yerlestirilmistir. Kaniiliin yerinden
oynamamasi i¢in kaniil dental akrilik kullanilarak kraniuma sabitlenmistir. Fareler
uyanikken i.S.v. enjeksiyon yapabilmek i¢in 30 cm uzunlugundaki PE 10 tiipiin bir
ucuna 22 G igne ucu, diger ucuna sisteme hava girmemesine 6zen gosterilerek bir
Hamilton ignesi takilmistir. Fare ensesinden tutularak sabitlenmis, igne kanle

yerlestirildikten sonra ikinci bir arastirmaci istenilen miktar1 yavascga
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enjekte etmis, enjeksiyon sonrast bir dakika boyunca kanulin icinden

cikartilmamastir.
3.5. Sisterna Magnadan Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) Toplanmasi

EKT (n=4) ve yalanci uygulamalardan (n=4) bir saat sonra ketamin (100mg/

kg) ve ksilazin (10mg/kg) anestezisi altinda uyutulan fareler stereotaksi ¢ecevesine

kafas1 viicudu ile 135°C ag1 yapacak sekilde yerlestirilmis, farenin boynuna yapilan

kesi sonrasinda subkiitan doku ve kaslar ayirilmistir. Sisterna magnanin tizerindeki

dura tabakasi tespit edilerek dorsal spinal arterin lateralinden ucu inceltilmis kapiller

bir cam tiip yardimi ile sisterna magnaya girilmistir. Basing farki nedeni ile tiipe dolan

BOS, 3 ml igneye bagli PE tiip yardimi ile ependorflara alinarak -80 °C 'de

saklanmigtir. Toplanan BOS o6rnegi berrak olmadiginda kan ile kontaminasyonu
diisiiniilerek o ornekler ¢aligmaya dahil edilmemistir. Western blotlama dncesinde
yalanct uygulama ve EKN gruplar1 kendi iclerinde toplanarak havuz olusturulmus ve
3 ul 6rnek tampon ve 1.2 ul merkaptoetanol ile karistiritlmig, 90°C'de 10 dakika
boyunca 1sitilmistir. Ornekler %4-12 SDS-PAGE jellere yiiklenmis, 100 voltta 2 saat
yirtttlerek proteinlerin ayrilmalari saglanmistir. Ornekler yari-kuru transfer sistemi

ile PVDF membranlara aktarilmistir (120 mA, 3 saat).
3.6. Immunohistokimyasal Boyama

EKN sonrasinda HMGBI1’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya ve oradan da hiicre
disina yer degistirdigi hipotezini test etmek igin iki grup fareye (n=3/grup) EKN veya
yalanct uygulama yapilmis, fareler bir saat sonra yiiksek doz i.p. kloral hidrat
enjeksiyonu altinda %0.9'luk serum fizyolojik icinde %0.4 heparin ve %4
parafolmadehit ile perfiize edilmis, ¢ikarilan beyinler 24 saat boyunca %4’liikk
paraformaldehit ve ardindan 48 saat boyunca %30’luk siikrozda bekletilmistir.
Beyinlerden kriyomikrotomda (Leica CM 1100) 20 um’lik koronal kesitler alinmistir.
Kesitler 6nce fosfat tamponlu salinle (PBS, pH=7.4), oda sicakliginda tiger defa 5
dakika yikanmis, ardindan PBS ile %10 sulandirilmis normal ke¢i serumunda oda

sicakliginda 30 dakika bloke edilmistir. Ardindan kesitler tavsan
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poliklonal HMGBI1 (1:100, Abcam, Ingiltere) primer antikoru ile bir gece +4°C’de
muamele edilmistir. Ertesi giin ticer defa 5 dakika boyunca PBS’le yikanan kesitler,
keci anti-tavsan Cy2 antikoru (1:200, Jackson Immunoresearch, ABD) ile oda
sicakliginda, 90 dakika inkiibe edilerek sekonder isaretleme yapilmistir. Son 3x5 PBS
yikamasi ardindan floresan bir ¢ekirdek isaretleyicisi olan Hoechst-33258 ile
kapatilmistir. Bregmaya gore +1.70 ile -1.94 arasindaki kesitlerden beser kesit
floresan mikroskop (Nikon Eclipse E600) altinda degerlendirilmis, HMGBI1 ve
Hoechst boyamalar1 i¢in uygun filtreler (Hoechst icin eksitasyon 330-380 nm,
emisyon 420 nm: Cy2 antikoru i¢in eksitasyon 489 nm, emisyon 506 nm) kullanilarak
prelimbik, infralimbik, anterior singulat, retrosplenial korteksler ve hipokampustan
her kesitte beser goriintii alinmasi1 hedeflenmistir. Alinan goriintilerde Hoechst ve
HMGBI pozitif hiicreler NIS Elements 3.2 (Nikon, Japonya) programi yardimi ile
saytlmistir. HMGBI1 pozitif hiicre yogunlugu milimetrekare cinsinden hesaplanmis,

EKN ve yalanci uygulama gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir.
3.7. Western Blotlama

Tek EKN sonrasi prefrontal korteks ve hipokampusta HMGB1 ve BDNF
diizeylerinin zamana bagli degisiminin incelenmesi amaci ile yalanci uygulama (n=6)
ve EKN (n=22) gerg¢eklestirilmistir. Hayvanlar EKN sonrasi 1., 2., 4. ve 6. saatlerde,
yalanci uygulama sonrasi 2.saatte sakrifiye edilmis ve beyinleri hizlica ¢ikartilmigtir.
PFK ve hipokampuslar1 hizla ayrilmis, izopentanda hizla dondurularak western
blotlamada kullanilmak iizere -80°C’de saklanmustir.

Hipokampus ve PFK drnekleri %2 Proteaz inhibitér (Sigma, Almanya)
kokteyli i¢ceren RIPA tamponu eklendikten sonra sonikatdr ile homojenize edilmistir.
Sonikasyon islemi esnasinda 6rneklerin 1sinmasini ve bu yolla meydana gelebilecek
protein kaybini Onlemek amaciyla tiim islem buz i¢inde ve kisa dongiilerle
tamamlanmistir. Elde edilen homojenatlar 15 dakika boyunca 14000 rpm ve +4°C'de
santrifiij edilmis ve siipernatanlar1 ayrilarak protein miktar tayininde kullanilmistir.

Elde edilen 6rneklerde bulunan total protein miktarlart BCA Protein assay (Pierce-
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Thermoscientifc, ABD) kullanilarak spektrofotometrik 6lgiim  yontemiyle
belirlenmistir.

Western blotlamada SDS-PAGE jel sistemi kullanilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda yapilan yiiklemelerden elde edilen sonuglarin 1s1¢inda BDNF
proteininin artis ve azalig profillerinin ¢ikarilmasinda yiiklenmesi en uygun total
protein miktarinin 50 ug/ul oldugu tespit edilmistir. Homojenatlar 10-12  kuyucuklu
% 4-12 Bis-Tris SDS jellere (Novex, Invitrogen, ABD) yiiklenmistir. Ornekler jele
yiiklendikten sonra 100V’ta 2-2,5 saat ylriitiilerek molekiiler agirliklarina gore
ayrilmalar1 saglanmig; proteinlerin PVDF membrana transferi yari-kuru (semi dry)
transfer sistemiyle (80 mA/membran, 4 saat) gerceklestirilmistir.

Membranlar blokaj dncesi ti¢ defa 10’ar dakika siiresince Tris Buffer Salin-
Tween 20 (TBS-T Tween 20 % 0,2 Sigma) i¢inde 70 rpm’de sallanarak yikanmig
ardindan membranlarin blokaji %5’lik siit tozu (TBS-T iginde) ile 1 saat 70 rpm’de
sallanarak gergeklestirilmistir. Primer antikor (anti-BDNF, 1/1000, Abcam, ingiltere;
anti HMGBI1, 1/1000, Abcam, Ingiltere) blokaj soliisyonu icerisinde gece boyu

+4°C’de 70 rpm’de sallanarak inkiibe edilmis, ertesi giin sekonder antikorda (anti-
rabbit 1gG-HRP, 1:5000, Cell Signalling, ABD) oda sicakliginda 1,5 saat

bekletilmistir. Yiikleme kontrolleri Anti-B-aktin antikoru kullanilmis, membranlar

blokaj sonrasinda Anti-f-aktin (1:7500, Sigma, Almanya) antikoru ile +4°C’de 1,5

saat 70 rpm’de sallanarak inkiibe edilmistir. Yikamalardan sonra (3x10 dk TBST-T)
30 dakika oda sicakliginda sekonder antikor (anti-mouse, IlgG-HRP, Cell Signalling,
1:7500) soliisyonu ile 70 rpm’de sallanarak muamele edilmistir.

Membranlar diger antikorlarla yeniden isaretlenmeden (reprobing) oOnce
soyma tamponu (medium stripping bufffer) (15 g glycine, 1 g SDS, 10 mL Tween 20;
1000 mL, pH:2.2) ile inkiibe edilmis (2x5dakika) , sonrasinda iki defa 10’ar dakika
PBS ile ve iki defa 5’er dakika TBS-T ile yikanmigtir. Membranlar Kodak 4000 MM
Goriintiileme Istasyonunda goriintiilenmistir. Protein bantlar1 kemiliiminesan (Super
Signal West-Femto; Pierce, ABD) kullanilarak goriiniir hale getirilmistir. Image J
(NIH, ABD) ile protein bantlarinin optik dansiteleri 6lii¢iilmiis, HMGB1 ve BDNF

bantlar1 B-aktin ile normalize edilmistir. Anti-BDNF antikoru ile muamale edilmis
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membranlarin analizinde 49kDa'ya denk gelen bantlar 6l¢lilmiistiir. Eger tistteki ve

alttaki bant birbirlerinden ayirt edilemiyorsa iki bant birlikte 6l¢iilmiistiir.
3.8. Davrams Deneyleri
381 Kuyruktan Asma Testi (KAT)

Kuyrugundan asilan fare baslangicta bu durumdan kurtulmaya ¢aligir, fakat
birka¢ dakika sonra hareketsiz hale gelir. Kuyruktan asma testi ile hayvanin havada
hareketsiz kalma siresi Olgllerek davranigsal umutsuzlugun degerlendirilmesi
amaglanmaktadir [194, 195]. Bu test uygulama kolaylig1 nedeni ile ilag gelistirme
caligmalarinda sik¢a kullanilmaktadir.

Tek EKN sonrasi antidepresan benzeri davranisin gosterilebilmesi i¢in 9 adet
fareye EKN, 9 adet fareye yalanci uygulama yapildiktan bir giin sonra kuyruktan asma
testi gerceklestirilmistir. Literatiirde oldugu gibi fareler teker teker bir bant ile
kuyruklarindan 6 dakika boyunca asili birakilmis, test boyunca hareketsiz kaldiklar

stire kronometre kullanilarak hesaplanmistir [196].
3.8.2 Sukroz Tercihi Testi (STT)

Sukroz tercih testi ile anhedoni ile iliskili olabilecek davranisin
degerlendirildigi iddia edilmektedir. Her farenin kafesinde biri %1 siikroz soliisyonu
digeri musluk suyu iceren iki suluk bulunur. Sag-sol tercihinin ortadan
kaldirilabilmesi i¢in iki giin yapilan bu testte, ikinci giin suluklarin yerleri birbirleriyle
degistirilir. Stikroz tiikketimlerinin toplam sivi tiiketimlerine orani hesaplanarak
farelerin sukroz soliisyonunu ne kadar tercih ettigi saptanir ve anhedoni benzeri
durumlarda siikroz soliisyonunun daha az tercih edildigi 6ne siiriiliir [197, 198].

Calismamizda 10 adet fare her birinde iki adet suluk olan ayr1 kafeslere
yerlestirilmistir. Ilk giin biitiin suluklarda %1 siikroz soliisyonu bulunmaktadur. Ikinci
giin ayn1 kafesteki suluklardan birinde musluk suyu, digerinde siikroz soliisyonu yer

almaktadir. Ugiincii giin bu suluklarm yerleri birbirleriyle degistirilmistir. Dordinci
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giin farelere EKN uygulanmistir. Besinci ve 6. giin sirayla suluklar kafesin iki
tarafindan da yerlestirilmistir. Besinci ve 6. giinlerdeki siikroz tiiketimi ile 2. ve 3.

giinlerdeki siikroz tiikketimi bibiriyle karsilastirilmistir (Sekil 4.5).

3.9. Istatistiksel Yontemler

Sonuglar mediyan ve + standart hata olarak verilmistir. HMGBI1 (+) hiicre
sayist ve kuyruktan asma testi dlglimleri i¢in gruplar Mann-Whitney U testi ile
karsilastirilmistir.  Western  blotlama  ol¢iimleri  Kruskal-Wallis  testi ile
degerlendirilmis, istatistiksel anlamlilik varsa Mann-Whitney U testi yapilmistir.
Siikroz tercih testi sonuglart Wilcoxon testi ile degerlendirilmistir. p <0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
3.10. Yontemsel Optimizasyon Deneyleri
3101 EKN Optimizasyonu

Baglangicta sicanlarda iiretan (n=10) anestezisi altinda farkli parametreler
kullanilarak transkorneal elektrik uyarisi verilmistir. Elektroensefalografik nobetin
frontal kemik tizerine yerlestirilen pelet elektrotlarla takip edilmesi planlanmis ancak
nobet aktivitesi gézlenememistir. Insanlarda EKT esnasinda kullanilan bir anestetik
olan tiyopental (n=7) izofloran indiiksiyonu sonrasi i.p. enjekte edilmis ancak
jeneralize tonik klonik nobet goriilmemis, sadece 6n ekstremitelerde klonik kasilmalar
izlenmistir. Literatlirde anestezi altinda EKN tetiklenebildigini bildiren ¢aligsma sayisi
yok denecek kadar azdir. Bu durum ve bulgularimiz nedeniyle elektrik uyarisinin
siganlar uyanik durumda iken verilmesine karar verilmistir.

Izofloran anestezisi altinda sterotaksi gergevesine yerlestirilmis siganlara (n=7)
1.5.v. Pl enjeksiyonu yapilmistir. Anesteziden uyanan sicanlar enselerinden tutularak
hareketleri kisitlanmis ve transkorneal elektrik uyaris1 verilmistir. Siganlarin {i¢iinde
tonik-klonik nobet goriiliirken, diger ti¢ sicanda sadece tonik, bir sicanda sadece
klonik nobet goriilmiistiir. Sigcanlarin jeneralize tonik klonik nobet gegirmemesi

siganlarin elektrik uyaris1 Oncesi etkin kisitlanamadigi ve sicanlara
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yeterli elektrik uyarisinin  verilemedigini diislindiirmiistiir. Transkorneal uyari
esnasinda sicanlar tespit etmekteki zorluk nedeni ile deney protokolii tekrar gézden
gecirilmis; farelerin kisitlanmasinin gérece daha kolay olmasi ve farelerde i.s.v. PI
enjeksiyonunun laboratuvarimizda oturtulmus bir yontem olmasi nedeni ile ¢alismaya
fare kullanilarak devam edilmesine karar verilmistir..

Swiss Albino farelere (n=7, erkek) izofloran anestezisi altinda Hamilton ignesi
ile PI enjeksiyonu yapilmis ve fare anesteziden ¢ikar ¢cikmaz (n=2) veya 15 dakika
(n=5) sonra transkorneal elektrik uyarisi verilmistir. Anestezinin hemen ardindan
uyarmin verildigi iki farede sadece klonik nobet goriilmiis, anesteziden 15 dakika
sonra uyaranin verildigi hayvanlarin sadece %40’ninin (n=2) tonik klonik nodbet
gecirdiginin  goriilmesi iizerine, jeneralize tonik-Klonik nobet olusturmadaki
problemin bir sebebi olarak, izofloran anestezisinin nobet iizerindeki olas1 baskilayici
etkisinin elektrik uyarisini verdigimiz anda devam ediyor olabilecegi diistiniilmiistiir.
Bu ihtimali test etmek icin iki fareye anesteziden 20 ve 30 dakika sonra uyar1 verilmis
ve jeneralize tonik klonik ndbet izlenmistir. Ancak daha once laboratuvarimizda
yapilmis ¢alismalar néronal PI tutulumunun enjeksiyon sonrasi 5. dakikadan itibaren
azaldigimni gostermistir. Biitliin bu bulgular 1g181nda i.S.v. enjeksiyonun fareler uyanik
durumda iken yapilarak uyar1 6ncesi farelerin anestetik maddeye maruz kalmasinin

engellenmesine karar verilmistir.

3102 Ventrikiil ici Enjeksiyonlarm Optimizasyonu
a) I.s.v. Enjeksiyonlar

EKN sonrasi1 beyinde PI tutulumunun incelenmesi amaci ile Sprague Dawley
siganlara (n=3, erkek) i.s.v. PI enjeksiyonu yapilmis ve 5 dakika sonra transkorneal
yolla elektrik uyaris1 verilmistir. Enjeksiyonu basarili olan siganlarin (n=2) ikisinin
beyninde yaygin PI tutulumu goriilmiistiir. Ancak bu bulgunun enjeksiyonun yarattigi
travma ile iligkili olabilecegi diisliniilmiis, bu etkiyi azaltabilmek igin siganlara
enjeksiyonlarin bir glin O6nce yerlestirilen kaniiller araciligi ile yapilmasina karar

verilmistir.
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b) Kaniil Aracihigi ile Gergeklestirilen Enjeksiyonlar

Bir giin dnce ventrikiillerine kantil yerlestirilmis siganlar (n=6, erkek) i.s.v. Pl
enjeksiyonu sonrast anesteziden uyandirilmis ve transkorneal elektrik uyarist
verilmistir. Siganlarin sadece yarisinda (n=3) jeneralize tonik klonik ndbet
tetiklenebilmis ve sadece iicte birinde (n=2) PI enjeksiyonunun basarili oldugu
goriilmistiir. “EKN Optimizasyonu” basligi altinda belirtildigi gibi siganlari elektrik
uyarisi esnasinda tespit etmenin giigliigii bizi deneylere fare kullanarak devam etmeye
yoneltmistir.

Bir oOnceki giin i.s.v. kanill yerlestirilen farelerde, fareler uyanikken
gerceklestirilen deneylerde once distile su (ds, 2ul) veya se¢ici olmayan bir Panx1
blokorii olan KARB (2ul ds /400ng) enjekte edilmis, 10 dakika sonra gergeklestirilen
PI enjeksiyonu sonrasi ikinci dakikada elektrik uyarisi verilmis veya yalanci uygulama
(Y.U) yapilmistir. EKN (n=7,erkek), KARB (n= 7) ve yalanci uygulama (n=4, erkek)
gruplar arasinda beyin kesitleri incelendiginde PI pozitif hiicre yogunlugu agisindan
bir fark gézlenmemistir. Bunun yan1 sira 18 hayvana yapilan PI enjeksiyonlarindan
7’sinin  basarisiz olmast kaniiliin her zaman lateral ventrikiile yerlesmiyor
olabilecegini akla getirmistir. Bu nedenle bir grup fare (n=3) kaniil yerlestirildikten
hemen sonra i.s.v. boya enjeksiyonu sonrasi sakrifiye edilmis ve kaniillerin hepsinin
yerinde oldugu maksroskopik olarak teyit edilmistir.

Yalanci uygulama ve EKN arasinda Pl tutulumu agisindan fark
gozlenememesinin farelere takilan kaniil ve enjeksiyon sisteminin enjeksiyon
esnasindaki olas1 hareketi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hareketi engellemek
icin iki grup fareye (EKN=3, yalanci uygulama=2) izofloran altinda PI enjeksiyonu
yapilmis ve anesteziden uyandiktan 15 dakika sonra uyari verilmistir. Sonuclar
incelendiginde yalancit uygulama grubundaki PI tutulumunun saglikli bir analizi
miimkiin kilmayacak ol¢iide yliksek oldugu diisiiniilmiistiir. Bu durumun olas1 bagka
bir nedeni olarak kaniil ¢evresindeki hasar 6ne siiriilmistiir. Kaniil takildiktan bir giin
sonra hasarin hala devam edebilecegi diisiiniilerek, EKN’nin kaniil takildiktan 3-4

giin sonra tetiklenmesi denenmistir (EKN n=2, yalanci
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uygulama n=2). Gruplar aras1 farkin kismen belirginlestigi diisiiniilerek deneylerin
kantl takildiktan 3-4 giin sonra gergeklestirilmesine karar verilmistir.

Uygulama esnasinda kaniil iizerindeki olast mekanik etkileri en aza
indirgemek amaci1 ile kaniiliin kraniyuma sabitlenmesini hedefleyen asagidaki
optimizasyon deneyleri yapilmistir:

1. Kanulle kranium arasina siinger yerlestirme,

2. Kaniil ¢evresini japon yapistiricisi sonrasi dental akrilik ile gevreleme,

3. Dental akriligi cilt altina yerlestirme,

4. Dental akriligin daha sik1 yapismasi i¢in kranium iizerinde engebeli alanlar
yaratma

Sonugta kanuliin 6nce japon yapistirct ile sabitlenip, ¢evresinin dental akrilik
ile kaplanmasi ve dental akriligin cilt altina yerlestirilmesine karar verilmistir.

Ancak yapilan EKN (n=7), KARB (n=7) ve yalanci uygulama (n=7) deneyleri
sonucunda li¢ grup arasinda PI tutulumu agisindan anlamli bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Yalanct uygulama beyinlerinde gortlen EKN benzeri PI tutulumu bize
EKN, kaniil yerlestirme ve isv enjeksiyonun PI tutulumu tizerindeki etkilerinin bu
diizenek altinda ayirt edilemeyecegini diisiindiirmiis ve ¢aligmada i.s.v. Pl enjeksiyonu

gerektiren basamaklara son verilmistir.
3103 Hiicre ici HMGB1’in Tespitinin Optimizasyonu

Tek EKN sonrasi HMGBI’in c¢ekirdekten sitoplazmaya yer degistirip
degistirmedigini tespit edebilmek ic¢in kaniil takilmig swiss albino erkek bir grup
fareye EKN’den 10 dakika once i.s.v. distile su enjeksiyonu (n=2), bir diger grup
fareye isv KARB enjeksiyonu (n=3) yapilmis ve bir saat sonra sakrifiye edilmistir. 3
fareye ise distile su enjeksiyonundan 10 dakika sonra yalanci uygulama yapilmais,
fareler bir saat sonra sakrifiye edilmistir. Incelenen EKN kesitlerinde yaygin olarak
HMGBI pozitif hiicre yogunlugunun azaldigi ancak KARB ve yalanci uygulama
gruplarinda da HMGB1’in ¢ekirdekten sitoplazmaya ve hiicre disina yer degistirdigi

gorilmiistiir.
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I.s.v. kaniil kullamldiginda yalanc1 uygulama beyinlerinde EKN grubu ile
benzer sekilde HMGB1’in ¢ekirdekten sitoplazmaya ve hiicre disina yer degistirmesi
ve Western Blotlamada da yalanci uygulama ile EKN arasinda HMGB duzeyleri
arasinda fark goriilmemesi i.s.v. enjeksiyon sirasinda yaratilan olast mekanik travmay1
disiindiirmiistiir. Bu nedenle kaniil takilmayan iki fare ve hi¢ bir uygulama
yapilmamis bir farede HMGBI pozitif hiicreler karsilastirilmis, hi¢ bir uygulama
yapilmamis hayvanda HMGBI1 c¢ekirdekte goriiliirken, EKN yapilan hayvanlarda
HMGBI1 yogunlugunun c¢ekirdekte belirgin azaldigi goriilmistiir. Bu nedenle

deneylere farelere i.s.v. enjeksiyon yapilmadan devam edilmesine karar verilmistir.
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1.3 mm

Sekil 3.1. Mediyal kortekste HMGB1 immiinopozitifliginin degerlendirildigi
bolgeler. Cgl: Singulat 1, IL: Infralimbik, PrL: Prelimbik. Morawska ve
arkadaslarinin makalesinden uyarlanmistir [199].



A) Basarih PI Enjeksiyonu 10x

B) PI (+) Hicreler Korteks 40x C) PI (+) Hucreler Dentat Girus 40x

Sekil 3.1. I.s.v. PI enjeksiyonundan sonra kortekste goriilen PI
immiinopozitif hiicreler. A. Ls.v. enjeksiyonun yapildig blgeden alinan
bu fotografta PI'nin her iki ventrikiil ependimal hiicrelerinde tutuldugu, her
iki hemisferin korteksinde PI pozitif hiicrelerin bulundugu goriilmektedir.
Olcek=400um. B. Kortekste PI (+) hiicreler, 40x biiylitme. C. Dentat girusta
PI (+) hiicreler, 40x. Olgek=100um.

44
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4. BULGULAR
4.1. Tek EKN HMGB1 Salinnmimi Tetikler

Tek EKN (n=3) sonrasinda farelerde korteksin medial bolgelerinde
(prelimbik, infralimbik, anterior singulat, retrosplenial korteksler) ve hipokampusta,
yalancit uygulamaya (n=3) gore gozle goriiniir sekilde HMGBI1 pozitif hiicre
yogunlugunun azaldig1 gézlenmistir. (Sekil 4.1A-B ve 4.2A-B). lgili bolgelerden
40x biiyiimede alinan fotograflarla yapilan sayimda hipokampusta HMGBI1 pozitif
hilicre sayis1 yiizdesinin EKN grubunda istatiksel olarak anlamli bir bigimde daha az
oldugu saptanmistir (Y.U.medyan= 48,68 Ve EKNmedyan= 40,57; Mann-Whitney U= 0,
p=0.05 iki kuyruklu) (Sekil 4.2C). Korteksin mediyal alanlarinda HMGB1 pozitif
hiicre yiizdesinin yalanci uygulama grubunda daha fazla oldugu gosterilmis, ancak
aradaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (Y.U.medyan= 58,99 ve EKNmedyan=

48,22; Mann-Whitney U= 1, p=0,12 iki kuyruklu) (Sekil 4.2 D).
4.2. Tek EKN sonrasinda BOS'ta HMGBI seviyesi yiikselmistir

Tek EKN'den bir saat sonra sisterna magnadan toplanan BOS 6rneklerinin

jelde yiiriitiilmesi sonucunda yalanci uygulama grubunda BOS'ta HMGB1 miktarinin
daha diisiik oldugu saptanmistir (ODv.u.=10,07, OD exn=14,52; Sekil 4.3E).

4.3. Tek EKN uygulanmasindan itibaren ilk alt1 saatlik zaman diliminde
fare hipokampusunda ve prefrontal korteksinde HMGB1 miktarinda artis

olmamistir

Tek EKN'den 1 (n=4), 2 (n=6), 4 (n=6) ve 6 saat (n=6) sonra sakrifiye edilen
hayvanlar ile yalanci uygulama (n=6) sonrasi sakrifiye edilen hayvanlarin prefrontal
korteks (x?=4,91, p=0,29) ve hipokampuslarinda (x?=4,56, p=0,33) HMGBL. protein
diizeyleri agisindan fark saptanmamustir (Sekil 4.3 A-D).
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4.4. Tek EKN uygulanmasindan itibaren ilk alt1 saatlik zaman diliminde
fare hipokampusunda ve prefrontal korteksinde BDNF miktarinda artis

olmustur.

Tek EKN'den 1 (n=4), 2 (n=6), 4 (n=6) ve 6 saat (n=6) sonra sakrifiye edilen
hayvanlar ile yalanci uygulama (n=6) sonrasi sakrifiye edilen hayvanlarin prefrontal
kortekslerinde (x2=7,60, p=0,01) BDNF protein diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamustir ancak 6. saat grubu ile yalanci uygulama grubu arasindaki
fark anlamli olma egilimindedir (EKNmedyan= 166,17 ve Y.U.medyan= 94,19; Mann-
Whitney U= 2 p=0,08 iki kuyruklu). Hipokampus orneklerinde iki grup arasinda
belirgin fark goriilmiistiir (x2=13,86, p<0,01). BDNF miktarlar1 yalanc1 uygulama
sonrasina gore 1. saatte (EKNmedyan= 68,45 ve Y.U.medyan= 97,67; Mann- Whitney U=
3, p=0,05 iki kuyruklu), 2. saatte (EKNmedyan= 116,12; Mann-Whitney U= 4, p=0,02
iki kuyruklu), 4. saatte (EKNmedyan= 158,32; Mann-Whitney U= 1, p=0,01 iki
kuyruklu) ve 6. saatte (EKNmedyan= 143,74; Mann-Whitney U= 0, p<0,01 iki kuyruklu)

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artig gostermistir (Sekil 4.4).

4.5. Tek EKN sonrasi1 Antidepresan Benzeri Davranis Goriilmemistir.

Tek EKN ve yalanci uygulamadan bir giin sonra kuyruktan asma testinde
gruplar arasi ortalama hareketsiz kalma siiresi arasinda fark saptanmamistir
(Shamr=208,00 ve EKNort =236,50; Mann-Whitney U=27,5, p=0,41) (Sekil 4.5 A).

EKN oncesi ve sonrasi ortalama siikroz terchi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamigtir (EKNonee=0,65 ve EKNsonra=0,81; Z=-1,35 , p=0,17)
(Sekil 4.5 C).
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A) Anterior Mediyal Korteks 20x

Y.U.

EKN

HMGB1 Hoechst
B) Dentat Girus 20x

Y.U.

EKN

Sekil 4.1. EKN'den sonra HMGBI1 immiinopozitifliginin
korekste ve hipkampusta Y.U. grubuna gore azalmas.
Anterior Mediyal kortekste (A) ve Dentat Girusta EKN
kesitlerinde HMGBI1 immiinopozitifliginin azalmis oldugu
gortinmektedir. (B). Olgek=100 um.



A) HMGB1 Hoehcst
Y.U. -
B)
EKN -
C) D)
Korteks Mediyal Hipokampus
s #

HMGB1 (+)/
Hoechst((+)
TN
vo5
| |
| |
| |
! . 1
|
4|—|
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1!
1!
1 |

HMGB1 (+)/
Hoechst (+)

B YU.(n=3) M EKN (n=3) Y.U (n=3) EKN (n=3)
| |

Sekil 4.2. Korteksin mediyal bolgelerinde ve hipokampusta HMGB1
immiinopozitifliginin Y.U. ve EKN gruplarindaki yogunlugu. Anteriyor
mediyal korteks 20x biyltme (A). Anteriyor mediyal korteks 40x biyltme
(B). Korteksin mediyalinde HMGBI1 (+) hiicre orani yiizde olarak
(Y.U.medyan= 48,68 ve EKNmedyan= 40,57; Mann-Whitney U= 1, p=0.12) (C),
Hipokampusta Y.U. grubunda anlamli olarak HMGB1 (+) hiicre oran1 daha
yiiksek tespit edilmistir (Y.U.medyan= 58,99 ve EKNmedyan= 48,22; Mann-
Whitney U= 0, p=0.05 iki kuyruklu) (D). Olgek=40um.
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A) PFK'da Diizeltilmis HMGB1/Aktin B)
Yuzde Olarak

200
150 Y.U. 2sa 2sa 4sa 4sa 6sa
100

50

YU. 1lsa 2sa 4sa 6.sa
|
EKN
C) Hipokampusta Diizeltilmis HMGB1/Aktin D)
Yuzde Olarak
Y.U.Y.U. Y.U. 2sa 2sa 4sa 4sa 6sa 6sa
200 HMGBL .;w
150
100 AKLN
50
0

YU. 1lsa 2sa 4.sa 6.sa

EKN

E) BOS'ta HMGB1 Diizeyi

Y.U. (N=4). EKN (N=4)

Sekil 4.3. Western blotlama ile PFK ve hipokampusta HMGB1 miktarinin
Olgtlmesi. Y.U.'dan (n=6) sonra ve EKN'den sonra 1 (n=4), 2 (n=6), 4 (n=6) ve
6. saatlerde (n=6) sakrifiye edilen hayvanlarin prefrontal korteks (p=0,29) ve
hipokampuslarinda (p=0,33) HMGBI1 miktar1 acisindan birbirinden farklilik
gostermedigi saptanmistir (A-D). B ve D'de (ist siralarda HMGBI antikoru ile, alt
siralarda aktin antikoru ile isaretlenmis ornek bantlar gériinmektedir. BOS'ta
HMGBI diizeyi yalanci uygulamaya gore EKN sonrasinda artis gostermektedir
(OD Y.U.=10.07, OD EKN=14.52) (E).



A) PFK'da Diizeltilmis BDNF/Aktin
Yilzde Olarak

200
150 )
100
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0
YU. 1sa 2sa 4sa 6.sa
EKN |

C)HipokampustaDiizeltilmis BDNF/Aktin
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*%*
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150
100
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0
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Y.U. Y.U. 2sa 2sa 4sa 6sa 6sa

D)

YU. Y.U.Y.UY.U. 4sa 4sa 6sa 6sa 2sa

BDNF

Aktin

Sekil 4.4. Western Blotlama ile BDNF miktarinin PFK ve hipokampustaa
Olctlmesi. Y.U. (n=6) ve EKN'den sonra 6. saatte sakrifiye edilen hayvanlarin
(n=6) prefrontal korteks (p=0,08) ve hipokampus 6rneklerinde iki grup arasinda
BDNF miktar1 agisindan belirgin fark goriilmiistiir (p<0,01). Hipokampusta
BDNF miktarlar1 yalanci uygulama sonrasimna gore 1. saatte (n=4, p=0.05), 2.
saatte (n=6, p=0,02), 4. saatte (n=6, p=0,01) ve 6. saatte (p<0,01) istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artis gostermistir (C). B ve D'de iist siralarda BDNF
antikoru ile, alt siralarda aktin antikoru ile isaretlenmis Ornek bantlar

gortlmektedir.
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A) Kuyruktan Asma Testinde Hareketsiz Kalma Sireleri

250
200
150
100

50

(sn)

Hareketsiz kalma

B Y.U. (n=9) B EKN (n=8)

B) Sukroz Tercih Deney Akisi

SS SM MS SM MS

lgin 2 3 EKN 4 5 6

C) %1 Sukroz Cozeltisini Tercih Etme Oranlari

0,75
0,5

%21 Sukroz /
Toplam Sivi

0,25

0
B EKN’den o6nce Il EKN’'den sonra

Sekil 4.5. EKN veya Y.U. sonrasinda KAT ve STT'de gruplar arasinda
hareketsiz kalma siireleri ve siikroz tiiketim siireleri acisidan farklar. (A).
STT'de ilk gun bitin suluklarda %21 sukroz soliisyonu (SS), 2. gun kafesteki
suluklardan birinde musluk suyu (M), digerinde siikroz ¢ozeltisi (S) yer almis; 3.gln
sag ve soldaki suluklarin yerleri birbirleriyle degistirilmistir (SM/MS). 4.glin EKN
uygulanmis; 5. ve 6. giin sirayla siikroz ¢ozeltisi kafeslerin sag ve soluna (SM/MS)
yerlestirilmistir. 5. ve 6. giinlerdeki ortalama siikroz tiikketimi ile 2. ve 3. giinlerdeki
ortalama siikroz tiiketimi birbiriyle karsilastirilmis (B), EKN 6ncesi ve sonrasinda
fark goriilmemistir (p<0,17) (C).
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5. TARTISMA

Depresyon hastalarinda tek bir EKT uygulamasindan sonra periferik kanda
inflamatuvar yanitin gegici bir stire ile tetiklendigi, kemirgenlerde tek EKN'den sonra
mikroglialarin etkinlestigi gosterilmistir [8, 74, 84]. Bu bulgularla uyumlu olarak
bizim ¢alismamizda tek EKN sonrasinda hiicre disinda proinflamatuvar bir sitokin gibi
davrandig1 bilinen HMGB1'in korteks ve hipokampusta hiicre digina ¢iktigi ve buna
paralel olarak BOS'ta HMGBI1 diizeyinin yiikseldigi gosterilmistir. HMGBI1 travma,
enfeksiyon, stres gibi durumlarda aktif veya pasif olarak hiicre disina salinabilmekte;
TLR ve RAGE reseptorlerine baglanarak proinflamatuvar sitokinlerin sentezini
uyarmaktadir. HMGBI1 aracilig1 ile beyin dokusunda artan proinflamatuvar yanitin
KYD, epileptik ndbet, iskemi ve travma sonrasi ortaya ¢ikan noroinflamasyon ile
iliskisi birgok ¢alismada ortaya konulmustur [11, 115, 118, 119]. Calismamizda tek
EKN'den bir saat sonra HMGBI1 (+) hiicre sayisinin yalanci uygulama ile
karsilagtirildiginda korteksin mediyal alanlarinda (prelimbik, infralimbik, anterior
singulat, retrosplenial korteksler) belirgin olarak daha diisiik olma egiliminde oldugu,
hipokampusta ise istatistiksel olarak anlamli bir bicimde daha az oldugu saptanmustir.
EKN'den bir saat sonra BOS'ta bakilan HMGB1 diizeyinin EKN grubunda daha
yiiksek olmasi, korteks ve hipokampustaki HMGB1 (+) hiicre sayisindaki azalmanin
HMGBI'in hiicre digina salinmasina ikincil oldugunu destekler. Yalanci uygulama ve
EKN'den 1, 2, 4 ve 6 saat sonra sakrifiye edilen farelerin prefrontal korteks ve
hipokampuslarinda HMGB1 miktari agisindan fark olmamasi BOS'ta tespit edilen
yukselmenin yeni HMGB1 sentezine (indiiksiyon) degil uyarilmis hiicrelerden
mevcut  HMGBI1'in  salinmasmna  bagli  oldugunu  distindiirmektedir.
Laboratuvarimizda yapilan baska bir calismada KYD sonrasi 30. dakikada HMGB1
(+) hiicre sayisinin azaldig1 saptanmis, ancak bu ¢alismadan farkli olarak belirgin
miktarda HMGBL'in ¢ekirdekten sitoplazmaya yer degistirdigi sitoplazmik boyanma
gosteren hiicreler tespit edilmistir [11]. Calismamizda sitoplazmik HMGBI1 (+)
hicrelerin tespit edilememesinin nedeni KYD'den yarim saat sonra hayvanlar
sakrifiye eden Karatas ve arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak calismamizda

farelerin EKN'den bir saat sonra sakrifiye
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edilmesi olabilir. Birinci saate gelindiginde, EKN'den hemen sonra cekirdekten
sitoplazmaya yer degistirmis HMGBI artik hiicre digina salinmis olabilir. Ayrica ayn1
caligmada tek KYD'den 5 dakika ve 30 dakika sonra kortekste HMGB1 (+) hiicrelerin
bir ndron isaretleyicisi olan NeuN ile boyanmis hiicrelere oranlar1 % 88 ve % 52
olarak bildirilmistir. Ancak c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar HMGBI (+)
hiicrelerin noéronal ve noronal olmayan biitiin niikleuslar: isaretleyen Hoechst ile
boyanmis hiicrelere oranlaridir (EKN'den bir saat sonra % 38,74, yalanci
uygulamadan sonra % 49,09); bu durum iki sonucun Kkarsilastirilmasini
zorlagtirmaktadir. Diger calismada HMGBI1 diizeyi BOS'ta KYD'den bir saat sonra
yalanci uygulamaya gore 10 kat artig gdstermisken, bizim ¢aligmamizda EKN'den
sonra 1.5 kat artis saptanmustir [11]. Bu sonu¢ KYD'nin EKN'ye gore
noroinflamatuar cevabi daha giiclii uyariyor olabilecegine isaret edebilir. Ancak bizim
calisgmamizda BOS'un dura delinerek sisterna magnadan toplandigi, diger calismada
ise BOS'un i.s.v. kaniilden toplandigi unutulmamalidir. Duranin delinmesi yalanci
uygulamada bile dural mast hiicrelerinden HMGB1 saliverilmesine yol agmis olabilir.

Karatas ve arkadaglarinin c¢alismasinda ndéronlarda HMGB1'in ¢ekirdegi
panneksin kanallarinin ac¢ilmasindan sonra terk ettigi tespit edilmistir. Bu bilgi bize
EKN'nin  HMGBL1 uzerindeki etkisinde panneksin kanallarinin rol oynuyor
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Panneksin kanallarinin a¢ilmasi ile inflamazomun
etkinlestigi, bu sayede prokaspaz-1'in kaspaz-1'e doniistiigi ve HMGBI1'in hiicre
disina salindig1 bilinmektedir [10, 11]. Tek EKN'nin panneksin kanallar1 iizerindeki
etkisinin incelenmesi amaci ile panneksin kanallarinin acildiginin bir isaretleyicisi
olarak kullanilan PI EKN 6ncesinde i.s.v. olarak farelere verilmistir. Optimizasyon
deneyleri boliimiinde ayrintili olarak anlatildig: iizere hem EKN'den hem de yalanci
uygulamadan sonra 6zellikle medial alanlarda PI (+) hiicreler goriilmiistiir. Mekanik
uyaranlar ile panneksin kanallarinin agildig1 bilinmektedir [200]. Bu nedenle yalanci
uygulamadaki sinyal artiginin, Karatag ve arkadaslarimin anestezi altindaki
deneylerinin aksine hareketli hayvanda islem sirasinda kaniiliin beyin i¢indeki olasi

hareketinden kaynaklanan mekanik travma ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.



54

Kaniiliin kraniyuma sabitlenmesi amaci ile ¢esitli yontemler denenmis, enjeksiyon
sirasindaki travma asgari diizeye indirilmeye calisilmistir. Ancak yalanci
uygulamada PI tutulumu devam etmis, bu nedenle PI-panneksin deneyleri
durdurulmustur. PI tutulumunun yalanci uygulamada da tespiti yOntemimizin
optimizasyona ragmen panneksin kanallarini agtigi ve etkisinin EKN'nin etkisini
maskeleyebilecek diizeyde oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayn1 yontemi (kaniil araciligt
ile i.s.v. enjeksiyon) kullanarak HMGBL1'in cekirdek ve hicre disina
translokasyonunu degerlendirmeyi amagladigimiz deneyler sonucunda da panneksin
deneylerine benzer sekilde HMGBI'in hem yalanci uygulama hem de EKN
gruplarinda hiicre disina c¢iktigr gorilmiistir. HMGB1'in de mekanik stres ile
etkinlestigi diisiiniildiigiinde bu sonuc sasirtict degildir [201]. Ls.v. enjeksiyon
yapilmayan farelerde EKN'den sonra HMGBI1’in hiicre disina salindigini
gosterdigimiz deneyler bu savi desteklemektedir. 1.s.v. enjeksiyonlardaki problemler
bizi i.p. uygulanabilecek bir panneksin 1 inhibitorii arayisina itmis ve yeni ortaya ¢ikan
ve heniiz ticari olarak temin edilemeyen i.p. uygulanabilen Panx etkisini engelleyen
bir peptid ile yeni deneyler planlanmaigtir.

Tek ve tekrarlayan EKN sonrasinda 6zellikle hipokampusta, daha az siklikla
da prefrontal kortekste BDNF miktarinda ve ifadesinde artig oldugu bildirilmistir [29,
33]. Bizim ¢aligmamizda da BDNF miktar1 hipokampusta EKN'den sonra 1. saatten
itibaren artig gOstermistir. Prefrontal kortekste ise istatistiksel olarak anlamli artig
EKN'den sonra 6. saatte goriilmiistiir. Altar ve arkadaslar1 tek EKN'den 15 saat sonra
sakrifiye ettikleri farelerin beyinlerinde BDNF miktarinin hipokampusta ve prefrontal
kortekste artis gostermedigini, en az 4 giin ard arda uygulanan EKN'den sonra bu
bolgelerde artis tespit edildigini bildirmislerdir [31]. Benzer bir sonu¢ Balu ve
arkadaslarinin tek EKN'den 24 saat sonra BDNF miktarina baktiklar1 ¢alismalarinda
da bulunmustur [33]. Oysa Dyrvig ve arkadaslar1 tek EKN'den 1 saat sonra
hipokampusta arttigini tespit ettikleri BDNF mRNA ifadesinin 4. saatten sonra
azaldigim1 ve 16. saatte eski haline dondiigiinii gostermislerdir [28]. Bu sonugla
uyumlu bir seklide Nibuya ve arkadaglar1 tek EKN'den 18 saat sonra hipokampusta
BDNF ifadesindeki artisin kayboldugunu bildirmislerdir [30]. Bu bulgular  tek
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EKN'den sonra hipokampusta BDNF mRNA ifadesinin hizlica arttigini ve 6-8 saatten
sonra eski diizeylerine diistiiglinli diistindiirmektedir. Prefrontal kortekste tekrarlayan
EKN'lerden sonra BDNF ifadesi ve protein miktarinda artis bir ¢ok calismada
gosterilse de [31, 202], tek EKN'den sonra frontal kortekste BDNF ifadesinde artis
yalnizca Nibuya ve arkadaslar1 tarafindan ve BDNF miktarinda diisiik miktarda artis
Sartorius ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir [30]. Baz1 ¢alismalarda frontal
kortekste tek EKN'den sonra BDNF'de degisiklik saptanmamasinin nedeni,
hipokampus i¢in bahsedilen zamanlama problemi disinda prefrontal kortekste
hipokampusa kiyasla daha diisiik beklenen BDNF ifade ve protein miktar1 artisinin
caligmalar arasindaki yontemsel farkliliklar nedeni ile gosterilememesi olabilir [203].
Ornegin sabit voltaj ile verilen uyarilarin tetikledigi nébetler daha kisa oldugu veya
uyarmin korneal ya da kulak elektrotlar: ile verilmesinin elektirik akiminin gegtigi
bolgeleri etkiledigi diisiinllmektedir [203, 204]. Ayrica protein tayini i¢i kullanilan
ELISA ve Western blotlama yontemlerinin de hasasiyetleri farklidir. Nibuya ve
arkadaslar1 hipokampusta BDNF ifadesindeki artisin 30 kat, prefrontal kortekste ise 2
kat oldugunu bildirmistir [30]; bu durumda yontemsel farkliliklarin etkisinin
prefrontal kortekste agiga c¢iktigi distiniilebilir. Kainik asit kullanilarak nobet
tetiklenen bagka bir calismada da BDNF protein diizeyindeki artis prefrontal korteks,
amigdala ve striatuma gore hipokampusta daha erken ve daha yiiksek tespit edilmistir
[205].

Yukarida da bahsedildigi gibi calismamizda, literatiirde EKN ve BDNF
iliskisini arastiran bir¢ok calismada oldugu gibi EKN'nin 6ncelikle ve daha belirgin
olarak hipokampus ve prefrontal kortekste BDNF miktarinda artisa neden oldugu
gosterilmistir [29, 33]. Kemirgenlerde bu ve insandaki karsiliklarinin depresyon ile
iligkili oldugu diisiiniilmektedir [206]. Calismamizda EKN'den sonra daha erken bir
zamanda HMGB1'in de bu bolgelerde hiicre disina tasinmast HMGB1'in salinima ile
BDNF miktarindaki artig arasinda bir iliski olabilecegini akla getirmektedir.
Hayakawa ve arkadaslar1 iskemide erken donemde salinan HMGB1'i ge¢ donemde
artan BDNF miktar ile iliskilendirmislerdir [117]. Bizim ¢alismamizin bulgulariyla
boyle bir iliski kurmak miimkiin degildir ancak BDNF miktarindaki artisin HMGB1
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ile iliskisini arastirmak i¢cin shRNA ile HMGBI1 ifadesinin susturulacagi yeni
deneyler planlanmustir.

BDNF'nin antidepresan tedavi cevabi ile iliskili oldugu birgok calismada
ortaya konmustur [36, 207]. Bu nedenle hipokampus ve prefrontal kortekste tespit
edilen BDNF artis1 ile antidepresan benzeri tedavi yanitinin birlikte
degerlendirilmesinin yararli olabilecegi disiiniilmistiir. Literatirde EKN'nin
antidepresan etkinligini incelemek i¢in en sik zorlu yiizme testi (ZYT)
kullanilmaktadir. Tekrarlayan EKN'lerin strese maruz birakilmis veya birakilmamis
kemirgenlerde zorlu yiizme testinde hareketsiz kalma siiresini kisalttig1 gosterilmistir
[208-210]. Ancak tek EKN ile benzer bir sonug¢ alinamamustir [211]. ZYT ile ortak
olarak davranigsal umutsuzlugu degerlendirdigi diisiiniilen kuyruktan asma testinin
(KAT) birkag ¢alisma disinda EKN literatiiriinde sik kullanilmadigi goriilmistiir.
Tekrarlayan EKN'lerden bir glin sonra uygulanan test sonucunda EKN grubunda
hareketsiz kalma siiresinin yalanci uygulama grubuna gore belirgin olarak daha kisa
oldugu tespit edilmistir [212]. Tek EKN sonras1 KAT inceleyen bir ¢aligma tarafimizca
bilinmemektedir. Bu nedenle EKN ve yalanci uygulamadan 24 saat sonra KAT
uygulanmis, ancak gruplar arasinda hareketsiz kalma siireleri acisindan anlamli bir
fark goriilmemistir. Depresyon benzeri davranislar1 ve antidepresan tedavi yanitini
degerlendirmek ¢in kemirgenlerde kullanilan bir diger test siikroz tercih testidir (STT).
Anhedoni benzeri davranist degerlendirdigi diisliniilen STT strese maruz kalmis
rodentlerde tekrarlayan EKN'lerden sonra kullanilmig ve EKN'nin stresin etkilerini
geri ¢evirdigi goriilmiistiir [37, 213, 214]. Van Buel ve arkadaglar1 stres uygulanmamis
farelerle yaptiklart deneylerde STT'de tek ve tekrarlayan EKN'lerin etkisini
gosterememislerdir [215]. Literatiirde tek EKN'den sonra STT uygulanmis baska bir
caligsma tarafimizca bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda tek EKN'den dnce
ve sonra farelerin %1 siikroz ¢6zeltisini tercih etme oranlari hesaplanmis ancak tek
EKN'nin siikroz tercihi {izerinde bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde STT'de
olas1 hatalar1 6nlemek i¢in Onerildigi lizere farelerin yenilige karsi tepkilerini ortadan
kaldirmak igin test giliniinden 6nce fareler siikroza alistirilmig, kafesin sag-solunu

tercih etme ihtimallerine kars1 siikkroz — cOzeltisi
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kafesin her iki tarafina da sirayla yerlestirilmistir. Elde edilen bulgu tek EKN'nin STT
iizerinde etkisi olmadigini diislindiirse de, STT'nin literatiirde ¢ogunlukla kronik
stresten sonra kullanildig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ancak KAT sonuglarinda da
EKN'nin yalanc1 uygulamadan tistiin bir etkisi gériilmemesi tek EKN'nin antidepresan
benzeri davraniglar1 saglamada yeterli olmayabileceginin altin1 ¢izmektedir. Bazi
caligmalar aksini gosterse de tek EKT'nin klinik olarak antidepresan etki i¢in yeterli
olmadig1 caligmalarda daha sik tekrar edilen bir bulgudur [21, 27].

Panneksin ya da P2X7 kanallarmin agilmasi, kaspaz-1'in etkinlesmesi,
HMGB1'in hiicre disina salinmasi ile devam eden inflamatuvar yolak simdiye kadar
genellikle epilepsi, iskemi ve migren gibi patolojik durumlarla iliskilendirilmistir [11,
118, 139]. Stresin IlI-1b, HMGB1 ve NLRP3 ifadesini arttirdigi [100], depresyon
modellerinde ve depresyonda proinflamatuvar molekillerin rodent beyninde ve insan
serumunda artig gosterdigi bilinmektedir [216]. Bu bilgiler nedeni ile inflamatuvar
cevap son yillara kadar doku hasarina dogru dokuyu gotiiren bir olgu olarak goriilmiis,
proinflamatuvar sitokinler hem biyolojik isaretleyici hem de yeni tedavi arayislarinin
hedefi olmuslardir. Oysa son yillarda yapilan ¢alismalar IL-1b gibi proinflamatuvar
sitokinlerin ve bagisiklik hiicrelerinin nérogenez, néron gocii, gelisim, 6grenme ve
bellek gibi bir¢ok fizyolojik siiregte de rol oynadigini gostermektedir [106-108].
Proinflamatuvar  sitokinlerin  etkilerinin  konsantrasyona, hangi hucrelerin
etkinlestigine (astrosit ve mikroglia gibi) ve ortamda var olan salinmis diger
faktorlerin varligina bagl oldugu diisiiniilmektedir [217]. Ornegin hiicre disina salian
HMGBTI’in RAGE reseptoriinii etkinlestirmesi hem hiicre gog¢ii ve cogalmasini
saglayan yolagi hem de proinflamatuvar sitokin sentezini uyaran yolag: baslatabilir.
Bu yolaklardan biri hiicre motilitesi ve ndrit uzamasimi (outgrowth) dizenleyen
guanozin trifosfataz CD42 ve RAC etkinlesmesine neden olurken, bir digeri NF-kB’yi
etkinlestiren ¢esitli MAPK’larin fosforilasyonuna neden olur [132]. Ancak son
yillarda yapilan ¢alismalar MAPK etkinliginin de noron ve endotelyal progenitdr
hiicre ¢cogalmasinda rolii oldugunu gostermektedir [133, 153]. Reaktif astrositlerden

salinan HMGB1'in beyaz cevher hasari, iskemi ve intraserebral
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kanamadan iki hafta sonra RAGE iizerinden MAPK'y1 etkinlestirdigi, BDNF
diizeyinde artisa yola acarak ndrogeneze ve endotelyal progenitor hiicre ¢ogalmasina
katkida bulundugu iddia edilmektedir [117, 133, 153] (Sekil 5.1). RAGE etkinliginin
benzer ikincil mesajci aracilarla farkli cevaplar olusturmasinain agiklamalarindan biri
RAGE etkinliginin siddeti ve siiresindeki farkliliklardir. Oyle ki diisiik RAGE
etkinliginin ve diisik HMGB1 konsantrasyonunun sirasiyla hiicrelerin hayatta
kalimini ve ¢ogalmasini destekleyen etkileri oldugu gosterilmistir [133, 136]. RAGE
etkinliginin dogrultusunun belirlenmesinde reaktif oksijen tiirlerini dengeleyecek
glutatyon gibi antioksidan molekiillerin 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir [218].
HMGBI'in hiicre disindaki ikili rolii de mikrogevrenin genel durumu ile
aciklanmaktadir. Nitekim HMGBI1'in birbirinden farkli rolleri olan redox
izoformlarimin degisen kosullara hizla cevap verdigi bilinmektedir [111]. Bununla
beraber HMGBI1'in etkisinin baglandigi reseptorlere ve o reseptorlere birlikte
baglandig1 sitokin, fosfolipid gibi molekiillere gore degistigi hatta saf rekombinan
HMGB1'in proinflamatuvar etkisi olmadigi 6ne siiriilmektedir [219]. Caligsmalardan
elde edilen bu bulgular, status epileptikustaki gibi dokunun kaynaklarini tiiketecek
kadar uzun uyarilar sonucunda, serebrovaskiiler olaylardaki gibi vaskiiler destegin
aksamasi ile doku homeostazinin ciddi derecede bozuldugu durumlarda veya giinler
stiren kronik stres durumunda neden HMGBI1 ve diger proinflamatuvar molekiillerin
homeostatik dengenin ibresini doku hasar1 yoniinde kaydirabildigini agiklayabilir.
Dokunun tiukenen vaskiler ve antioksidan kaynaklart inflamatuvar yanitin
durdurulmas1 i¢in yeterli olmayabilir. Ozellikle insanda epileptik dokuda ve
kemirgenlerde nobet modelleri ile EKN'den sonra goriilen degisikliklerdeki ortaklik
carpicidir. Insanda epileptik dokuda ve farede kainik asit ile indiiklenmis ndbetlerden
sonra HMGBI diizeylerinin arttig1 ve doku hasarinda rolii oldugu gosterilmistir [118,
156] Ayrica kemirgenlerdeki bircok nobet modelinin BDNF dizeyini ve ifadesini
arttirdigi [220] ve BDNF'nin nobetlerin olusumunda ve nobet sonras1 doku hasarinda
rolii oldugu gosterilmistir [221]. Bu konuda literatiirdeki caligsmalar yaygin olmasa da
ifade edilen transkriptlerin farkli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin EKN'den

sonra ekzon 1, 2 ve 4 mRNA ifadesi daha yiiksek tespit edilmisken [222], kainik asit
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sonrasinda ekzon 1, 2, 3 ve 4 mRNA ifadesi artmistir [223]. Literatiirdeki biitiin bu
bulgularin sonucunda aslinda fizyolojik sartlarda da hiicreler arasi iletisimde gorevli
ve norogenez, 6grenme gibi siireglere aracilik eden proinflamatuvar molekiillerin,
doku hasarina neden olabilecek bazi kosullar birlestiginde, 6rnegin eksitasyon esigi
diismiis bir dokuda vaskiiler veya anti-oksidan kaynaklar yetersiz kaldiginda, ¢esitli
hiicrelerden hizlica ve yliksek miktarda salindigi anlasilmaktadir. Bu durumdaki,
hasarl1 veya yetersiz kalmis dokunun ise proinflamatuvar sitokinlerin hatta nérotrofik
faktorlerin  etkinligini smirlandiramakta giicliikk c¢ektigi ve boylece artan
konsantrasyonlarda, daha uzun siire hiicre dis1 ortamda bulunan bu molekiiller ile
etkinlestirdikleri ve c¢agirdiklari hiicrelerin, ayr1 ayri ve birbirlerini tetikleyerek
gittikge biiyliyen bir inflamatuvar yanita ve nihayetinde doku hasarina neden
olabilecegi One siiriilebilir. Sitokinlerin bagisiklik sistemi hiicrelerinden BDNF
salimimina [224], BDNF'nin de tekrar sitokin salinimina neden oldugunu bildiren
caligmalar [225] tek yonlii dogrusal aciklamalarin bu sistemi anlamakta yetersiz
kalacagina isaret eder. Nitekim inflamasyon ve depresyon arasindaki iliski temel
alinarak desenlenen caligmalarda anti-inflamatuvar ilaglarin antidepresan etkiyi
giiclendirmek bir yana zayiflattigi hem insanda hem de kemirgenlerde gosterilmistir
[226, 227].

Bu calismada tespit edilen HMGB1 salinnmi1 ve BDNF diizeyindeki artis,
EKN'nin tedavi edici etkisi ile iligkili olabilecegi kadar, EKT'nin bilinen yan etkileri
olan amnezi ve bas agrisi ile de iligkili olabilir. Erken donemde gordiigiimiiz bu
inflamatuvar cevabr her iki dogrultuya da uzanan yolaklar1 etkinlestirebilmesi
muhtemeldir, bu nedenle bu inflamatuvar yanit ayni anda hem etki hem de yan etki ile
iliskili olabilir. Karatas ve arkadaglarinin c¢alismasinda HMGB1 salininminin basg
agrisia benzer davranisa neden oldugu gosterilmistir [11]. Bu bilgi EKN'nin bu yolak
tizerinden bas agrisina yol agabilecegini diisiindiirse de, KYD'den sonra tespit edilen
HMGBI1 etkinliginin EKN'ye gore daha siddetli oldugu ve bas agrisi benzeri
davranigin tekrarlayan KYD'lerden sonra ortaya c¢iktigi gbz 06niunde
bulunduruldugunda EKN'nin bas agrisin1 sadece bu yolak iizerinden tetiklemiyor

olabilecegi akla gelir. Bu calismanin devaminda HMGBI1'in bas agrist  benzeri
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Sekil 5.1. HMGB'in iskemiden sonra oynadig: ikili rol. Iskemiden
sonra hiicre diginda hizla HMGBI artar, saatler iginde sitokinlerin
ifadesi artar, beyine notrofil ve makrofaj infiltrasyonu olur. Bitiin
bunlar HMGB1 dizeyinin daha da yikselmesine neden olur ve
HMGB1 ortamdaki DNA, lipid ve IL-1b gibi molekullerle
kompleksler olusturur. Bagisiklik cevabi buydr. Haftalar iginde reaktif
astrositler HMGBI1 salinimi ile BDNF diizeylerinde artisa, nérogenez
ve endotelyal hiicre progenitorlerinde ¢ogalmaya neden olur
(Hayakawa ve arkadaslarinin 2010 yilindaki makalesinden
uyarlanmistir.) [133].

davranis lizerindeki etkisi ShRNA'lar araciligi ile HMGB1'in susturulmasi ve farelerde
mimik 6l¢egi kullanilarak bas agris1 benzeri davranisin degerlendirilmesi ile agikliga
kavusturulabilir. EKT'nin bir diger sik goriilen yan etkisi olan amnezinin de
inflamatuvar yanitla iligkili oldugunu diisiinen yazarlar vardir [228, 229]. Bu iliskiye
ornek olarak COX-2 inhibitori olan celecoxibin ve indometazinin EKN'lerden sonra
gorulen retrograd amneziyi onleyici etkileri verilebilir [230, 231]. Ayrica Zhu ve
arkadaslar1 kronik strese maruz kalmis siganlar ile yaptiklari ¢alismada, tekrarlayan

EKN'lerden sonra hipokampusta artan 11-1b ve TNF-a miktar
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ve hafiza bozuklugunun ketamin ile kontrol diizeyine indigini gostermislerdir [232].
Bu sonuglar HMGB1 ve amnezi arasindaki iliskinin incelenmesinin degerli
olabilecegini diisiindiiriir. ilerleyen donemde, HMGB!1'in susturulmasmin EKN'den
sonra retrograd amnezinin degerlendirildigi pasif kaginma veya Morris'in su tanki
testlerinde yarattig1 etki incelenebilir.

Ozetle, bu ¢alisma tek EKN'den sonra hipokampus, medial prefrontal korteks,
anterior singulat ve retrosplenial kortekslerde HMGB1'in hiicre disina salindigini
ortaya koymaktadir. Epilepsi, iskemi ve KYD gibi patolojik durumlarda bildirilen
HMGB1'in hiicre digina ¢ikisinin, antidepresan etkinligi olan EKN tarafindan
tetikleniyor olmasi ilk bakista mantikli gériinmese de; EKN ile tetiklenen inflamatuvar
yanitin antidepresan etki ve yan etkinin altinda yatan sireclerin baslangici oldugu 6ne
stirilebilir. EKN'den sonra tespit edilen HMGB1 saliniminin artan BDNF diizeyleri

ile ilskisi igin HMGB1'in susturuldugu yeni deneyler planlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tek EKN hipokampus ve korteksin mediyalinde HMGB1 salinimini
tetiklemistir.

Tek EKN sonrasinda BOS'ta HMGBI seviyesi yiikselmistir.

Tek EKN uygulanmasindan itibaren ilk alt1 saatlik zaman diliminde fare
hipokampusunda ve prefrontal korteksinde BDNF miktarinda artig olmustur

Tek EKN sonrasi kuyruktan asma testi ve siikroz tercih testleri ile antidepresan
benzeri davranig goriilmemistir.

Tek EKN'den sonra HMGB1'in salindigr hiicre tipleri tespit edilmelidir.

Tek EKN'den sonra hipokampusta ve PFK'da hiicre disina ¢ikan HMGBI ile
hipokampus ve PFK'da tespit edilen BDNF protein ifadesindeki artis arasindaki
iliskinin arastirilmasi icin HMGB1 ifadesinin susturuldugu yontemlerle deneyler
tekrarlanmalidir.

Tek EKN'den sonra Panx1 aktivitesinin arastirilmasi amaci ile Panx1 etkinligini

baskilayacak i.p. yolla uygulanabilen ajanlar kullanilmalidir.
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