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PAMP Patojen iliskili molekiiler kaliplar

PFC Prefrontal korteks
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SSRI Selektif serotonin reuptake inhibitorii
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TNFa Tlimor nekroz faktor alfa
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1. OZET

Ketaminin ~ Depresyon — Norobiyolojisindeki ~ Roliniin  Sicanlarda  Kronik
Ongoriilemeyen Stres Modelinde Arastirilmasi

Ogrencinin Adi: Canan YALCINKAYA

Damismani: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU

Anabilim Dah: Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali

Amac: Ketaminin, major depresif bozukluk tanili hastalarda, hizli ve giiglii bir
antidepresan etki meydana getirdiginin gosterilmesi etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasini onemli bir aragtirma hedefi haline getirmistir. Bu ¢alismada kronik
ongoriilemeyen hafif stres (KOHS) modeli olusturulan siganlarda akut ve kronik
ketamin uygulamasinin inflamatuvar mekanizmalar iizerine etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir.

Gerec ve yontem: Wistar Albino si¢anlar; Kontrol, KOHS, KOHS+akut ketamin (10
mg/kg) ve KOHS+kronik ketamin (10 mg/kg), olmak iizere gruplara ayrilmigstir
(n=10). KOHS modelinde cesitli stresdrler doniisiimlii olarak uygulanmis ve ketamin
tek doz veya 4. haftadan itibaren haftada 1 uygulanmistir. Antidepresan etkinlik,
siikroz tercih testi ve zorunlu ylizme testiyle (FST) degerlendirilmistir. Ardindan
siganlar ya dekapite edilerek, ya da perfiizyon fiksasyonu yapilarak beyin dokulari
alinmis ve immiinohistokimyasal ve molekiiler analizler yapilmstir.

Bulgular: Zorunlu yiizme testinde kronik ketamin uygulamasmin KOHS’in
meydana getirdigi immobilite azalmasini tersine ¢evirdigi, akut ve kronik ketaminin
streste artan NLRP1, Kaspaz-1, ASC, CD11b rolatif mRNA ekspresyonlarini ve Iba-
1 pozitif hiicre diizeyini anlamli olarak azalttigi gosterilmistir. Akut ketamin
uygulamast KOHS’in yiikselttigi 1L-6 ve IL-1B seviyeleri ile hipokampiisun CA1
bolgesindeki GFAP diizeylerini azaltmstir.

Sonuglar: Akut ketamin uygulamasmin kronik ongoériilemeyen hafif strese bagh
gelisen depresif-benzeri davranislari diizelterek antidepresan-benzeri etkiler meydana
getirdigi bulunmustur. Yaptigimiz calismada KOHS ile indiiklenen prefrontal
korteks NLRP1 inflamazom aktivasyonunu azalttig1, inflamatuvar sitokin yanitlarimni
ve mikroglia ve astrosit immiinoreaktivitelerini baskiladigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Depresyon, ketamin, KOHS, NMDA, néroinflamasyon



2. SUMMARY

Investigation Of Ketamine’s Role In Depression Neurobiology In Rats With Chronic
Unpredictable Mild Stress Model

Student: Canan YALCINKAYA §

Supervisor: Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU

Department: Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology

Aim: Clarification of ketamine’s mechanism of action has become an important
search target by shown to create a rapid and powerful antidepressant effect. In this
study, examining the effects of acute and chronic ketamine administration on
inflammatory routes was aimed to be studied in CUMS constituted rats.

Materials and methods: Male Wistar Albino rats were divided into Control,
CUMS, CUMS+acute ketamine (10 mg/kg) and CUMS+chronic ketamine (10
mg/kg) groups (n=10). In CUMS model, various stressors were applied alternatively
and ketamine was administered either once a week starting from 4" week or a single
dose. Antidepressant activity was assessed with sucrose preference test and FST.
Afterwards, rat’s brain tissues were removed with decapitation or perfusion fixation
and immunohistochemical and moleculer analysis were performed.

Results: In FST, it was found that chronic ketamine administration reversed CUMS-
related reduced immobility induced, acute and chronic ketamine administration
significantly decreased stress-induced elevated relative mRNA expressions of
NLRP1, Kaspaz-1, ASC, NF-kB, CD11b and Iba-1 positive cell count. Acute
ketamine administration reduced CUMS-induced elevation of IL-6 and IL-18 levels
and GFAP positive astrocyte levels in CA1 subregion of hippocampus.

Conclusion: It was found that acute ketamine administration produced
antidepressant-like behaviours with refining depressive-like behaviours induced by
CUMS. In our study, it was shown that ketamine decreased NLRP1 inflammasome
activation which was triggered by CUMS in prefrontal cortex and inhibited
inflammatory responses and microglia, astrocyte immunoreactivities.

Keywords: Depression, ketamine, CUMS, NMDA, neuroinflammatio



3. GIRIS ve AMAC

Major depresif bozukluk; depresif duygu durum, 6zsaygida azalma, anhedoni ve
bozulmus uyku diizeni, yeme, kognitif fonsiyonlar ile karakterize olan; yliksek
oranda mortaliteye sahip bir rahatsizliktir (Iwata ve ark., 2013). Depresyon,
populasyonun %17’sini etkilemekle birlikte hastalara ciddi oranda rahatsizlik
vermekte ve toplum i¢in de sosyal ve ekonomik bir sorun teskil etmektedir (Duman

ve Voleti, 2012).

Major depresif bozuklugun patofizyolojisinde; uzun yillardir noradrenalin ve
serotonin norotransmisyonundaki bozuklugun rol oynadigi diisiiniilmesine ragmen
depresyon patogenezinin aydinlatilmasinda tek basina monoamin hipotezinin yeterli
olmadig giiniimiizde bilinmektedir. (Iwata ve ark., 2013; Palazidou, 2012; Sanacora
ve ark., 2012). Bu anlamda sinaptik plastisite ve ndrogenezdeki azalmanin depresyon
patofizyolojisinde anahtar rol oynadigr bulunmustur (Browne ve Lucki, 2013).
Ayrica klinik ¢aligmalarda inflamasyonun depresyona neden olabilecegi ile ilgili
kanitlar mevcuttur (Iwata ve ark., 2013). Romatoid artrit ve diyabet gibi kronik
inflamatuar hastaliklarda yiiksek oranda depresyon komorbiditesi bulundugu
bilinmektedir (Iwata ve ark., 2013). Major depresyon hastalarinda IL-1p, IL-6, TNF-
a (Tiimor nekroz faktor alfa) gibi proinflamatuar sitokinlerin diizeylerinin arttig1 ve
sitokinlerin duygu durumu etkiledigi, disfori ve anksiyeteye neden oldugu
bildirilmistir (Iwata ve ark., 2013). Ayrica IL-1f blokajimin kronik strese maruziyet
sonucu meydana gelen depresif davranislart ve hiicresel cevaplari bloke etmekte
yeterli oldugu gosterilmistir (Iwata ve ark., 2013). Depresyon hastalarinda trisiklik
antidepresanlarin ve SSRI (Selektif serotonin reuptake inhibitorii)’larin, inflamatuar
sitokinlerin serum diizeylerini diizelttigi ve IL-10 gibi anti inflamatuar sitokinlerin

tiretimini arttirdigi bulunmustur (Iwata ve ark., 2013).



Depresyon tedavisinde standart yaklasim monoaminerjik ndrotransmitterler
lizerine etki gosteren terapotik ajanlarin kullanilmasi olup, baslica segici serotonin
gerialim inhibitorleri ve serotonin noradrenalin gerialim inhibitorlerinden
yararlanilmaktadir (Zarate ve ark.,, 2013 Klinikte ¢ok cesitli antidepresanlar
kullanilmasina karsin, hastalarin yalnizca tigte biri antidepresan tedavisine anlamli
yanit vermektedir (Li ve ark., 2011). Giiniimiizdeki ilaglarla tedavide terapotik
etkinin ortaya ¢ikisinda haftalar, aylar siiren bir gecikme s6z konusu olup, hizli etki
gosteren ve daha etkili yeni antidepresan ajanlarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir

(L1 ve ark., 2011).

Ketamin, klinikte anestezi ve agr tedavisinde kullanilan iyonotropik
glutamaterjik non-kompetitif N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptdr antagonistidir
(Yang ve ark., 2013). Tek doz sub-psikomimetik ketamin uygulamasimnin major
depresif bozukluk tanili hastalarda, hizli ve kaydadeger bir antidepresan etki
meydana getirdigi gosterilmistir (Kavalali ve Monteggia, 2015). Baslica depresyon
semptomlarinda ketamin uygulamasindan sonraki 2 saat i¢inde hafifleme oldugu
gosterilmis ve bu etkinin iki haftaya kadar siirdiigii bulunmustur (Kavalali ve
Monteggia, 2015). Ayrica tedaviye direngli depresyon hastalarinda da yararli oldugu
gosterilmistir (Browne ve Lucki, 2013). Bu sonuglar antidepresan tedavide
karsilasilan en Onemli sorunlara ¢6ziim vaadetmekle birlikte bu anlamda ketamin
lizerine yapilan arastirmalar kritik bir noktaya tagimistir. Her ne kadar ketaminin
klinikte kullaniminda potansiyel toksisite ve suistimal riski s6z konusu olsa da,
hayvan modelleri kullanilarak ketaminin antidepresan etki mekanizmalariin
aydinlatilmasi1 giivenli ve hizli ajanlarin gelistirilmesine olanak vermesi agisindan
onem tasimaktadir (Li ve ark., 2011). Biitiin bu bilgiler gz Oniline alindiginda
ketaminin hizli antidepresan etkisinde onerilen mekanizmalar yaninda, inflamatuar

mekanizmalarin da rol oynayip oynamadiginin bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Bu calismada kronik 6ngoriilemeyen hafif stres ile depresyon modeli olusturulan
sicanlarda ketamin uygulamasinin inflamatuvar yolaklar ve davranis parametreleri

lizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Major Depresif Bozukluk

Major depresif bozukluk, ¢okkiin duygulanim, enerji azligi ve ilginin ya da
aliman zevkin kaybi, konsantrasyon azligi, 6zgiiven azalmasi, su¢luluk duygulari,
karamsarlik, kendine zarar verme ya da Ozkiyim diisiinceleri, uyku diizeninde
bozulma, istah degisiklikleri ve libido azalmasi ile karakterize bir duygudurum

bozuklugudur (Karamustafalioglu ve ark., 2011).

Major depresif bozukluk kronik, tekrarlayabilen, yiiksek mortalite oranina sahip,
tibbi komorbiditelerin eslik ettigi ciddi bir hastaliktir (Gold ve ark., 2015). Major
depresif bozukluk en sik goriilen duygu durum bozukluklarinin bagindadir ve yagam
boyu prevalanst %8-12°dir (Andrade ve ark., 2003). Kalitimsal kokenli olup,
erkeklerin ortalama %8’ini, kadinlarin ise %15’ini etkiledigi bulunmustur (Gold ve
ark., 2015). Hastalarin %75’inde major depresif bozukluk niiks etmektedir ve
tekrarlayan duraksama ve alevlenme evreleri ile karakterizedir (Gold ve ark., 2015).
Hastaligin ilk epizodundan kurtulan hastalarin 9%50°si eger antidepresan tedavisine
devam etmezse, 6 ay icinde ikinci episodu yasamaktadir (Gold ve ark., 2015). Major
depresif bozukluk yasayan ve higbir tedavi almayan %15°lik kesimin ise intihar ettigi

bilinmektedir (Gold ve ark., 2015).

Hastalarin yalnizca 1/3’i regete edilen ilk antidepresana yanit vermekle birlikte,
bazi hastalar aylarca ya da yillarca siiren ¢oklu ila¢ denemelerine yanit vermektedir
(Gerhard ve ark., 2016). Depresyon tanili bireylerin ortalama 1/3’i iki ya da daha
fazla birinci sira antidepresan tedavisine yanit vermemektedir ve tedaviye direncli
depresyon olarak adlandirilmaktadir (Gerhard ve ark., 2016). Major depresyon tanili
hastalarin %23’ depresyon tedavisi altinda yasamlarini sonlandirmaktadir ve

tedavinin etkinliginde eksiklik gozlenmektedir (Gerhard ve ark., 2016).



Diinya Saglik Orgiitii tarafindan son zamanlarda yapilan bir arastirma, major
depresif bozuklugun 2020 yilinda ikinci disabilite nedeni olacagini goéstermistir

(Gerhard ve ark., 2016).

Depresyon sadece mental rahatsizlik vermemektedir; inflamasyon, koagiiasyon,
metabolizma, otonomik fonksiyon, ndroendokrin regiilasyon, uyku ve istahi regiile

eden biyolojik prosesleri de etkilemektedir (Gold ve ark., 2015).

4.2. Major Depresif Bozuklugun Noroanatomisi

Prefrontal korteks (PFC), frontal korteksin primer motor bdlgesi ve premotor
bolgesinin anteriorunde bulunmaktadir ve {i¢ ana boliime ayrilmis olup bunlar;
dorsolateral, paralimbik (prefrontal korteksin orbital ve medial boliimleri) ve anterior
singulat kortekstir (Palazidou, 2012). Ventromedial ve dorsolateral prefrontal korteks
birbirleri ile singulat girus ve hipokampiis araciligiyla iligski kurar (Palazidou, 2012).
Ventromedial prefrontal korteks, normal duygu gelisimi i¢in 6nemlidir ve otonomik
noroendokrin yanitlari, agri modiilasyonunu, agresyonu, seksiiel ve yeme
davraniglarin1 regiile eder (Palazidou, 2012). Orbital prefrontal korteks ise
davranigsal ve duygu yanitlar1 diizeltmede rol oynar (Palazidou, 2012). Dorsolateral
prefrontal korteks; kognitif kontrolde, kompleks gorevlerin ¢dziimlenmesinde,
calisma belleginde bilginin islenmesi ve siirdiiriilmesinde rol oynar (Palazidou,

2012).

Ogrenme ve hafizada énemli rol oynayan hipokampiisiin disfonksiyonunun
uygunsuz duygusal yanitlardan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Palazidou,
2012). Hipokampiis, kortikosteroid reseptorlerinden zengindir ve HPA aksina
(Hipotalamopitiiiter adrenal eksen) negatif feedback saglayan hipotalamusa
fizyolojik olarak pek cok aksonla baghdir (Palazidou, 2012). Yetigkinlerde neo-
norojenezin devam ettigi bolgelerden biridir, bu yilizden yiiksek noroplastisite
kapasitesi vardir (Palazidou, 2012). Yeni néron gelisimi, hipokampiisteki dentat

gyrusun subgraniilar yiizeyinde ve olfaktor bulbusta devam etmektedir (Palazidou,
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2012).

Beyin  goriintileme ve postmortem ¢alismalarda, duygu durumun
diizenlenmesinde ve depresyonda prefrontal korteks, hipokampiis, singulat korteks,
amigdala ve bazal ganglia gibi ¢esitli anahtar bolgelerin rol oynadig1 gosterilmistir

(Duman, 2014).

Manyetik rezonans ¢alismalari, saglikli deneklerle karsilastirildiklarinda
depresyon hastalarinda, anterior singulat korteks ve orbitofrontal kortekste biiyiik
miktarda hacim azalmasi; putamen ve kaudatta ise orta miktarda hacim azalmasi
oldugunu gostermistir (Palazidou, 2012; Duman, 2014b). Ayrica subgenual PFC de

hacim azalmasi gosterilmistir (Duman, 2014b).

Depresyonda, devamliligt en fazla olan bulgu, prefrontal korteks ve
hipokampiiste meydana gelen hacim azalmasidir (Duman, 2014). Hacim azalmasi,
hastalik siiresi, tedavi siiresi ve depresyonun siddetine bagli olarak meydana gelir ve
gecirilen depresif epizod sayisi ile ters orantilidir; antidepresan tedavi ile tersine

cevrilebilir (Gerhard ve ark., 2016; Duman, 2014; Duman, 2014b).

Hipokampal ve kortikal hacimlerdeki azalmanin altinda yatan hiicresel
degisiklikler incelenmistir (Duman, 2014b). Postmortem ¢alismalar prefrontal
korteks ve hipokampiiste hiicre sayisinda degisim olmadan noronal hiicre govde
boyutunda azalma, atrofi ve prefrontal korteksteki glialarda kiiclilme oldugunu
gostermistir; dolayisiyla noronal proseslerde rol oynayan sinaptik baglantilarin
azalmis olabilecegi diisiiniilmiistiir (Duman, 2014; Duman, 2014b). Son zamanlarda
hazirlanan bir rapor, depresif hastalarin prefrontal kortekslerindeki sinaps sayilarinda
da azalma oldugunu gostermistir (Duman, 2014). Son zamanlarda yapilan bagka bir
aragtirma ise, dorsal lateral prefrontal korteksteki sinaps sayisinda kaydadeger bir

diisiis oldugunu kanitlamistir (Duman, 2014b).

Prefrontal korteks sinaps sayisi ve davranis arasindaki direkt iliski, mTORCI1
(Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1) sinyal inhibitoriiniin
(REDD1) rodentlerde sinaps sayisini azalttigi ve caresizlik ve anhedonik davranisa

neden oldugunu gosteren bir raporla kanitlanmistir (Gerhard ve ark., 2016).
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Depresyon hastalarda yapilan postmortem calismalarda singulat korteks ve
dorsolateral prefrontal kortekste glia sayisinda azalma oldugu bulunmustur (Duman,

2014b).

Major depresyonda prefrontal korteks ve hipokampiiste aktivitede azalma
mevcutken, korku, anksiyete ve duygu durum kontrolunde rol oynayan amigdalanin
ise kontrolii azalmistir (Gerhard ve ark., 2016). Amigdala boyutlar1 ve aktivitesi
artmistir (Pittinger ve ark., 2008). MRI (manyetik rezonans goriintiileme)
calismalarindan hazirlanan bir meta analize gore, tedavi edilmemis depresyon

hastalarinda amigdala hacmi azalmaktadir (Palazidou, 2012).

PET (Pozitron emisyon tomografisi) ¢alismalari, duygusal siireclerden sorumlu
pekcok limbikal ve prefrontal kortikal bolgede bolgesel kan akimi ve glukoz
metabolizmas1 anormaliteleri oldugunu gostermistir (Palazidou, 2012). Ayrica
depresyonda ventromedial prefrontal korteks ve lateral orbital prefrontal kortekste
aktivite artisi, dorsolateral prefrontal kortekste ise aktivite azalmasi bulunmustur
(Palazidou, 2012). Depresyondaki dorsolateralprefrontal korteksteki aktivite
azalmasi psikomotor retardasyon ve anhedoni ile iliskilendirilmistir (Palazidou,

2012).

Depresyon tedavisine verilen yanitin, metabolik aktivitede meydana gelen
azalma ile iliskili oldugu bilinmektedir ve kronik antidepresan ila¢ tedavisinin pozitif
yanit olarak amigdala ve anterior singulat kortekste metabolik aktivitede azalma,
hipokampiiste ise hacim artis1 meydana getirdigi bulunmustur (Palazidou, 2012).
Ayrica kronik antidepresan tedavisinin, yetiskin sigcan hipokampiisiindeki nérojenezi
arttirdig1 gosterilmistir (Duman, 2014b). Postmortem caligmalarda, tedavi altindaki
depresyon hastalarinda 6liim zamaninda, hipokampiisteki hiicre olusumunun artmig
oldugu bulunmustur (Duman, 2014b). Preklinik ¢aligmalar ile, kronik antidepresan
uygulamasinin prefrontal korteksteki glia olusumunu arttirdigi  gosterilmistir
(Duman, 2014b). Antidepresan ajanlarin noronal ve glial hiicre sayilari {izerindeki
etkilerinin, etki mekanizmalarina katki sagliyor olabilecegi dusiiniilmektedir

(Duman, 2014b).



4.3. Major Depresif Bozukluk Norobiyolojisi

Depresyonun heterojenligi ve kompleksligi, rol oynayan tek bir abnormaliteyi
dahi tanimlamay1 zorlagtirmakla birlikte, depresyonun altinda yatan pek ¢ok neden

oldugunu akla getirmektedir (Duman, 2014b).

Birbirleriyle etkilesim halinde olup depresyonda rol oynadigi diisiiniilen ana
bulgular; azalmis monoamin (serotonin ve noradrenalin) transmisyonu, diismiis
BDNF (beyin kaynakli norotrofik faktdr) konsantrasyonu, artmig sitokin miktari,
HPA eksen disregiilasyonu, subkortikal ve kortikal fonksiyonel ve yapisal beyin
degisiklikleri ve duyarli/koruyucu gen varyasyonlaridir (Palazidou, 2012). HPA aks1

disregiilasyonu bu anormalitelerin biiyiik kismindan sorumludur (Palazidou, 2012).

Depresyonda, kortizol, kortikotropin saliverici hormon, proinflamatuar sitokin

konsantrasyon ve aktiviteleri yiiksektir (Palazidou, 2012).

4.3.1. Major depresif bozuklukta monoaminlerin rolii (Monoamin hipotezi)

Monoamin hipotezi; depresyon hastalarinda serotonin, noradrenalin ve dopamin
eksikligi oldugu ve antidepresan ilaglarin bu eksikligi normale cevirdigi anlayisi

tizerine kuruludur (Palazidou, 2012; Hillhouse ve ark., 2015).

Monoamin hipotezinin gelismesine neden olan iki 6nemli kanit mevcuttur
(Hillhouse ve ark., 2015). Bunlardan ilki; rezerpinin katekolamin ve serotonin
tizerindeki  etkisi, ikincisi ise antidepresan ilaglarin  farmakolojik  etki
mekanizmalaridir (Hillhouse ve ark., 2015). Rezerpinin bazi hastalarda depresyonu
hizlandirdig1r bulunmustur ve hayvanlarda depresif-benzeri etki meydana getirdigi
gosterilmigtir (Hillhouse ve ark., 2015). Rezerpin, vezikiiler monoamin transporterini
inhibe ederek beyin monoaminlerinde azalma meydana getirmektedir (Hillhouse ve
ark., 2015). ikinci kamit ise, monoamin oksidaz inhibitdrleri ve trisiklik
antidepresanlarin farmakolojik etki mekanizmasi ile iligkilidir (Hillhouse ve ark.,

2015). Antidepresan ilaglar primer olarak monoamin ndrotransmitterleri hedef alarak
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sinaptik bosluktaki miktarlarin1 arttirmay1 boylece postsinaptik reseptor aktivasyonu
meydana getirmesini amaglamaktadir (Hillhouse ve ark., 2015). Selektif serotonin
reuptake inhibitorleri de monoamin hipotezine destek saglamaktadir (Hillhouse ve

ark., 2015).

Son zamanlarda yapilan klinik ¢aligmalar, major depresif bozuklukta monoamin
hipotezinin gozden gegcirilmesi gerektigini; sadece serotonin, noradrenalin ve
dopamin azliginin major depresif bozuklukta rol oynamadigini gostermistir
(Hillhouse ve ark., 2015). Saglikli hastalarda meydana gelen monoamin azliginin
depresif semptomlara neden olmadigi ortaya konulmustur. (Hillhouse ve ark., 2015).
Bu ylizden monoamin eksikliginin daha ¢ok modiilatér bir rol oynayip diger
norobiyolojik sistemleri etkiledigi ya da stresér varliginda rol oynadig

distiniilmektedir (Hillhouse ve ark., 2015).

4.3.2. Major Depresif Bozuklukta Glutamaterjik Sistem

4.3.2.1. Glutamaterjik sistem

Glutamat, merkezi sinir sistemindeki major eksitator norotransmitterdir
(Miladinovic ve ark., 2015). Norojenez, sinaptogenez, programli hiicre olimi
(apoptozis) ve noronlarin hayatta kalmasini regiile ettiginden dolayi sinir sisteminde
cok onemli bir yere sahiptir (Szakacs ve ark., 2012). Merkezi sinir sistemindeki bu
kritik roliine ek olarak kemik, testis, pankreas, epifiz, hipofiz ve adrenal bezler gibi
periferal dokulardaki otokrin ve parakrin sinyal iletiminde rol oynar (Hinoi ve ark.,
2004). Glutamat ayrica santral sinir sistemine periferal aracili agr1 iletiminde de

gorev almaktadir (Jang ve ark., 2004).

Glutamat diizeyleri; ekstraseliller sividan fazla glutamat molekiillerinin
uzaklagstirilmasini saglayan ve cogunlukta sinapsi g¢evreyelen astrositler {izerinde
bulunan, sodyum bagimli glutamat transporterlart ile siki bir sekilde regiile edilir

(Danbolt, 2001; Vandenberg ve Ryan, 2013).
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Pek ¢ok patolojik durumda ekstraseliiler glutamat normal sinirlarin tizerindedir
ve iyonotropik glutamat reseptorleri yiiksek derecede aktiftir; bu da eksitotoksisiteye
ve ¢evreleyen postsinaptik noronlarda hiicre 6liimiine neden olur (Choi, 1994; Choi

ve ark., 1987).

Glutamat disregulasyonu sizofreni, epilepsi gibi c¢esitli  psikiyatrik,

norogelisimsel ve norddejeneratif hastaliklarda karakterize edilmistir (Javitt, 2004).

Glutamat reseptorleri noronal ve non-ndronal hiicrelerde lokalize olup, pek ¢ok
stireci regiile eder (Bliss ve Collingridge, 1993). Bunlardan iyonotropik glutamat
reseptorleri (1IGluR); N-metil-D-aspartat reseptorleri (NMDAR), a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazol propiyonik asit reseptorleri (AMPAR) ve kainat reseptorlerinden
meydana gelmektedir (Miladinovic ve ark., 2015). Iyonotropik glutamat reseptérleri
birka¢ protein altbiriminin birlesiminden meydana gelir ve cesitli reseptor
izoformlar1 olusturabilmek i¢in pek ¢ok farkli sekilde bir araya gelir (Miladinovic ve

ark., 2015).

AMPA ve kainat reseptorleri primer olarak sodyum akisini (influks) diizenlerken
NMDA reseptorleri yliksek kalsiyum iletkenligine sahiptir (Lewerenz ve Maher,
2015). NMDA reseptor aktivasyonu sinaptik plastisite ve dgrenmede Snemli rol

oynamaktadir (Miyomoto, 2006).

Uc NMDA reseptor ailesi bulunmustur; bunlar NR1, NR2A-D, NR3A-B’dur.
(Niciu ve ark., 2012). NR1 ekspresyonu beyinde sik rastlanir ve néron gelisimi igin
onemlidir (Niciu ve ark., 2012). NR2A siklikla, neokorteks ve hipokampiiste
bulunmakla birlikte NR2B primer olarak 6n beyinde bulunur (Niciu ve ark., 2012).
Bunlarin aksine NR2C ve NR2D ise serebellum ve diensefalon/alt beyin sapinda
mevcuttur  (Nakanishi, 1992). NR3A siklikla neokortekste bulunur ve
disregiilasyonunun sizofreni patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (Henson ve
ark., 2008). NR3B ise serebellum ve hipokampiiste bulunmaktadir (Niciu ve ark.,
2012).

NMDA reseptor yapisinda tanimlanan ve iyon kanal agilisini regiile ettigi

diistiniilen 6 baglanti bolgesi vardir; bunlar glutamat, glisin baglanma bdlgeleri,
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poliamin baglanma bélgesi, katyon (Mg2*, Zn*? ve H") baglanma bdlgeleridir (Niciu
ve ark., 2012). NMDA reseptorleri monovalan katyonlara ek olarak, Ca™ iyonunun
da hiicre membranindan gecisini saglar (Gorgiili ve Kirig, 2005). Bu reseptorler,
gelen iletinin integrasyonu ile motor fonksiyon ve aktivitenin koordinasyonu ve

programlamasinda yer alir (Gorgiilii ve Kirig, 2005).

AMPA reseptorlerinin dagilimi NMDA reseptorlerine benzemektedir ancak
NMDA reseptorleri serebrellumda graniiler hiicre tabakasinda yogun iken AMPA
reseptorleri molekiiler tabakada daha fazladir (Gorgiilii ve Kiris, 2005). AMPA
reseptorleri monovalan katyonlar (Na"K",H") i¢in daha se¢icidir ve hizli eksitator

sinaptik geciste rol oynar (Gorgiili ve Kiris, 2005).

Kainat reseptorleri ise hipokampusta, neokorteksin i¢ ve dis tabakalarinda
bulunur (Gorgiilii ve Kirig, 2005). Postsinaptik reseptor aktivasyonu ve gama-
aminobutirik asit (GABA) salinimi regiilasyonu yaparak eksitatér ndrotransmisyonda

rol oynar (Machado-Vieira ve ark., 2012).

Metabotropik glutamat reseptorleri ise (mGluRs) indirekt olarak postsinaptik
iyon kanallarin1 modiile eder ve G-protein ile kenetlidir (Miladinovic ve ark., 2015).
Sekiz tane metabotropik glutamat reseptorii izoformu mevcuttur (iGluR1-8) ve
bunlar c¢esitli ikincil haberci sistemleri ile sinyal iletimini gerceklestirir (Spooren ve

ark., 2010).

4.3.2.2. Glutamaterjik sistemde norotransmisyon

Noronal glutamat iiretimi icin iki yol mevcuttur; bunlardan ilki glutamatin enerji
kullanilarak glukoz ve aminoasit tiirevlerinden sentezidir (Niciu ve ark., 2012). Diger
yol ise; astrositlerden salinan glutaminin (Gln) presinaptik terminallere alinip,
mitokondriyal enzim glutaminaz tarafindan glutamat (Glu) metabolize edilmesidir

(Daikhin ve Yudkoff, 2000)

Glutamin presinaptik vezikiillere vezikiiler glutamat tasiyicis1 (vGLUT)

proteinleri araciligiyla alinir ve voltaj bagimli bir sekilde SNARE (Coziinebilir NSF
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bagl protein reseptorii) proteinleri ile vezikiiler etkilesim sonucunda sinaptik araliga

salinir (Niciu ve ark., 2012)

Giintimiizde 3 vGLUT tasiyicist bilinmektedir; vGLUT1 ve vGLUT2 primer
olarak glutamaterjik ndronlarda, vGLUT3 ise GABAerjik, kolinerjik monoerjik

noronlarda bulunabilmektedir (Fremeau ve ark., 2004).

Glutamaterjik sinaps; ylksek diizeyde eksitator amino asit transporterlari
(EAAT) bulunan astrosit hiicreleri ile gevrelenmistir ve bu EAAT’ler tarafindan

glutamat ekstraseliiler araliktan alinir (Niciu ve ark., 2012; Chaudhry ve ark., 1995).

Bes farkli EAAT (EAATI1-5) mevcuttur; EAAT1 ve EAAT2 primer olarak
astrositiktir (Zhou ve Danbolt, 2013). EAATI, neokorteks ve serebellumda
bulunmakta olup astrositlerle sinirlidir; EAAT2, 6n beyinde ¢ogunlukla astrosit ve
nadir olarak da noronlarin {izerinde bulunur (Niciu ve ark., 2012). Glutamat
transportunun %90’1 EAAT2 aracilifiyla diizenlenir (Lewerenz ve Maher, 2015).
EAAT3 noron spesifiktir ve GABAerjik presinaptik noron uclarinda yiiksek
miktarda bulunur (Niciu ve ark., 2012). EAAT4 ise sadece serebellar purkinje
noronlarinin dendritlerinde mevcuttur, EAATS ise retina-spesifiktir (Niciu ve ark.,
2012). Bu transporterlar, her glutamat molekiilii i¢in iki ya da ii¢ molekiil sodyum ve
protonun ko-transportunu gercgeklestirirken, potasyum iyonunun ise kontra-transportu
gerceklestirir  (Zerangue ve Kavanaugh, 1996). Dolayisiyla, bu iyonlarin
elektrokimyasal gradiyentlerinden yararlanarak, hiicre i¢inde glutamat toplanmasi

saglanir (Lewerenz ve Maher, 2015)

Astrositlerde glutamat glutamine glutamin sentetaz araciligiyla doniistiiriiliir ve
noronlar tarafindan tekrar alinabilmesi icin ekstraseliiler aktarimi gerceklestirilir

(Niciu ve ark., 2012).

Glialarda bulunan sistin/glutamat antiportu (xc-) ise non sinaptik ekstraseliiler
glutamat diizeylerini regiile eder. (Miladinovic ve ark.,2015). xc- sistemi
ekstraseliiler sistin ve intraseliiler glutamatin hiicresel plazma membranindan 1°e 1

oraninda degistokusunu diizenler (Bridges ve ark., 2012; Niciu ve ark., 2012) (Sekil
1).
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Presinaptik

Postsinaptik
néron

Sekil 1. Glutamat nérotransmisyonu (Niciu ve ark., 2012). Glutamin glutamata glutaminaz
araciligiyla donistiiriiliir. Glutamat vezikiiler glutamin transporter proteinleri araciligryla presinaptik
vezikullere alinir ve SNARE proteinleri ile vezikiiler etkilesimlere bagli olark voltaj bagimli bir
sekilde salinir. Sinaptik salinimi gergeklesen glutamat ekstraseliiler ortamdan EAAT ler aracilugiyla
alinir. Astrositlerde glutamat glutamine glutamin sentetaz tarafindan dondstiiriiliir ve néronlar
tarafindan tekrar almabilmesi i¢in ekstraseliiler araliga salinir. Ayrica sistin/glutamate antiportu olan
xc- sistemi de glutamat dongiisiinde katkida bulunur. Glutamat reseptorleri presinaptik ve postsinaptik
noronlar ile birlikte glial hiicrelerde de bulunabilir. Glu; Glutamat, Gln; Glutamin, xc-;
sistin/glutamate antiport sistemi, EAAT; Eksitatér amino asit transporterlari

Glutamat reseptorleri; iyonotropik (NMDA, AMPA, kainat) ve metobotropik
(mGIuR) reseptorler presinaptik postsinaptik noronlarin yaninda glial hiicrelerde de
bulunur (Niciu ve ark., 2012). Glutamatin etkisi; reseptor alttipi, lokalizasyonu
(sinaptik, perisinaptik, ekstrasinaptik) ve sinyal proteinler ile etkilesimine bagh
olarak degisir (Niciu ve ark., 2012). Glutamat reseptor stimiilasyonu, sadece hizli
iyonotropik etki degil sinaptik plastisitede de etkiler meydana getirir (Niciu ve ark.,

2012).
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4.3.2.3. Major depresif bozuklukta glutamaterjik sistemin rolii

Beyinde glutamaterjik sinyal degisiklikleri genellikle bolgeye spesifik olarak
gergeklesir (Miladinovic ve ark., 2015).

Major depresif bozuklukta serebrospinal sividaki glutamin miktarinda,
serum/plazmada ise glutamat diizeyinde artis gozlenmistir (Levine ve ark., 2000;

Mitani ve ark., 2006).

Major depresif bozukluk tanili hastalarda manyetik rezonans spektroskopisinde
prefrontal korteks ve anteriyor singulat kortekste glutamat diizeylerinde azalma
gbézlenmistir (Auer ve ark., 2000; Hasler ve ark., 2007). Ayrica depresyon
hastalarinda postmortem hipokampal 6rnekler lizerinde yapilan klinik incelemelerde
AMPA  (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol ~ propiyonik  asit)  reseptor
altiinitelerini kodlayan genlerin ekspresyonunda azalma oldugu bulunmustur (Duric

ve ark., 2013).

Depresyon hastalarinda prefrontal korteks, amigdala ve anteriyor singulat
kortekste glial hiicre dansitesi eksiklikleri ve noron boyutunda azalma rapor
edilmistir (Miladinovic ve ark., 2015). Glial hiicreler ekstraseliiler glutamat
konsantrasyonlarini regiile etmekte rol oynadigi icin glial hiicre eksiklikleri glutamat
akiimiilasyonuna ve onu takiben sinapslarda eksitotoksisiteye neden olabilmektedir

(Miladinovic ve ark., 2015).

4.3.3. Major depresif bozuklukta HPA aksi disregiilasyonu

Adrenal kortizol salinimi biiyiik 6lgiide limbik sistem-hipotalamus-hipofiz ve
adrenal ekseni tarafindan diizenlenir (Tirk¢apar, 2001). Hipotalamustaki
paraventrikiiler c¢ekirdekten kortikotropin salgilatict hormon (CRH) salgilanir
(Tiirkcapar, 2001). Hipotalamustan CRH salinimi, limbik ndrotransmitter aktivitesi
ve hipokampus tarafindan belirlenir. (Tirkcapar, 2001). CRH hipofizer portal

dolasim yoluyla 6n hipofize ulasir buradaki kortikotrop hiicrelere etki ederek
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adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve onunla birlikte B-endorfin ve B-lipotropin
salinimma yol acar (Tirkgapar, 2001). Sistemik dolasima katilan ACTH bdbrek
iistiindeki adrenal bez korteks hiicrelerinde bulunan reseptorlerine baglanarak
glukokortikoid; insanlarda kortizol, sicanlarda ise kortikosteron salgilanmasina yol
acar (Tiirkgapar, 2001; Pariante ve Lightman, 2008). Dolagima katilan kortizol ise
kan beyin bariyerini gecebilir ve hedef organlarda kendi reseptorlerini uyararak

etkisini gosterir (Tiirk¢apar, 2001).

Kortizol HPA eksenini; hipofizin ACTH iireten kortikotrop hiicreleri,
hipotalamus ve hipokampus diizeylerinde negatif feedback ile inhibe eder
(Tiirk¢apar, 2001). Glukokortikoidlerin ACTH salinimindan sorumlu olan 6n
hipofizdeki hiicreler iizerine inhibitor etkisi baslica; hizli ve yavas feedback olmak
tizere iki yolla gerceklesir (Tilirkcapar, 2001). Bunlardan ilki olan kortizoliin kandaki
artis ve diislis hizina duyarli hizli feedback diizenegi, hipokampiisteki glukokortikoid
reseptorleri araciligiyla islemekte gergeklesir ve kortizol artist ACTH saliniminin
azalmas1 ile sonuclanir (Tiirkcapar, 2001). ikinci inhibisyonun ise, kandaki
kortizoliin kararli durum konsantrasyonuna duyarli yavas feedback diizenegi ile
hipofizer ve adrenal reseptorler aracilifiyla isledigi diistiniilmektedir. (Tiirk¢apar,
2001). Kortizolun yanisira ACTH’in da benzer sekilde merkezi inhibitor etkisi
bulunmaktadir (Tiirk¢apar, 2001). CRH periferal sempatik ve adrenomeduller sistemi
aktive eder; hem noradrenalin hem de dopamin g¢evrimini (turn-over) biitiin beyin

bolgelerinde arttirir (Tiirkcapar, 2001).

Glukokortikodler ndronal sagkalim, norogenez, hipokampiis gibi kompleks
anatomik yapilarin boyutlarini, yeni anilarin kazanilmasini ve olaylarin duygusal
olarak degerlendirilmesini regiile eder (Pariante ve Lightman, 2008). Stres ve beyin
fonksiyonlar1 baglamindaki rolii géz Oniine alinirsa, HPA aksmin psikiyatrik
bozukluklarda, 6zellikle de major depresyonda anormal bulunmasi sasirtict degildir

(Pariante ve Lightman, 2008).

Major depresyonda, HPA ekseninde BOS (beyin omurilik sivisi)'da gdzlenebilen
CRH asir1 salinimi, hipofizde biiylime, depresif epizod siiresince kortizol saliniminda

Ozellikle aksamlar1 ve gece olmak {izere artis gézlenmistir (Tiirkcapar, 2001).

16



Inflamatuar sitokinler, muhtemelen artms IL-1B (interlokin 1p) diizeylerine
bagl olarak depresyonda artmis aktivitesi olan HPA aksinin potent aktivatorleridir
(Iwata ve ark. 2013). Yapilan bir meta analize gore depresyon hastalariin yaklasik
%73 linde deprese olmayan bireyler ile karsilastirildiginda artmig kortizol seviyeleri
vardir (Iwata ve ark. 2013). IL-1B hipotalamik kortikotropin saliverici hormon
salinimini, pitiiiter  adrenokortikotropik  hormon sekresyonunu ve adrenal
steroidogenezi arttirir (Iwata ve ark. 2013). Azalan glukokortikoid reseptor (GR)
ekspresyonu ve fonksiyonu ve negatif feedbackte azalma ise HPA aksinin IL-1f3
aktivasyonuna katki saglar (Iwata ve ark. 2013). GR disfonksiyonunun rolii
glukokortikoid direnci ile uyumludur bu da depresyon hastalarindaki IL-1 artis ile
iliskilidir (Iwata ve ark. 2013). Bu diren¢ HPA aksindaki inflamatuar sitokin
aktivasyonu neticesinde olusmus olabilir ve glukokortikoidler IL-1B olusum ve
salinmmint innhibe ettigi i¢in kafa karistiricidir (Iwata ve ark. 2013). Bu devamli
stirdiiriilen glukokortikoid diizeyleri hipokampilis ve medial prefrontal kortekste
piramidal néronlarda atrofiye neden olabilir bdylece depresif semptomlara katki
saglayabilir (Iwata ve ark. 2013). Bu etkiler yetiskin hipokampiisiindeki
eksitotoksisite, azalmis BDNF ekspresyonu ve/ve ya azalmis norogeneze bagl
olabilir (Iwata ve ark. 2013). Hipokampal fonksiyonda diisiis ve negatif feedback
ayni zamanda HPA aksinin asir1 aktivasyonuna katki saglayabilir (Iwata ve ark. 2013

(Sekil 2).
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Sekil 2. Hipotalamo-pitiiiter-adrenal-eksen (Iwata ve ark., 2013). Proinflamatuar sitokinler HPA
aksini aktive eder. Hipotalamik CRH da hipofizi stimule eder sonucunda hipofizden ACTH saliir ve
bu adrenal korteksin uyarilmasina neden olur. Salinan glukokortikoid hipotalamus ve hipofiz yoluyla
HPA aksma ve hipokampiise negatif feedback saglar. Glukokortikoidler; proinflamatuar sitokinleri
normal sartlarda da suprese eder fakat depresyon hastalarinda sitokin seviyeleri yiiksek kalmaktadir.
Yiiksek glukokortikoid diizeyleri varliginda HPA aksinin sitokin-aktivasyonu, HPA aks1 hemostatik
mekanizmalarinin bozulmasindan kaynaklanabilir. Bu inflamatuar sitokinlerin hipotalamus, hipofiz ve
adrenal korteks dahil HPA aksinin her basamagini aktive edebilmesidir. Bu durumda glukokortikoid
reseptor aracili negatif feedbackininin bozulabilir. Bu modelde, beyindeki inflamatuar sitokinler stres
ile direk olarak aktive edilir. Ayrica beyin proinflamatuar sitokinleri karsilikli olarak periferal
sitokinleri etkileyebilir, bu da HPA aksini aktive edebilir ve diger beyin bdlgelerini etkileyebilir.
Beyin ve periferde artmis proinflamatuar sitokinler glukokortikoidler tarafindan yapilan negatif
feedbacki bozar (Iwata ve ark., 2013). CRH: Kortikotropin salgilatict hormon; ACTH,;
Adrenokortikotropik hormon

4.3.4. Major depresif bozuklugun BDNF iizerindeki etkisi

Hipokampiis, yetiskin beyninde noronal biiyiime, hayatta kalma, olgunlasma ve
dallanmada ve sinaptik plastisitede major rol iistlenen BDNF agisindan zengindir

(Palazidou, 2012).
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Stres hipokampiiste BDNF sentezini suprese etmekle birlikte, antidepresan
ilaglar hipokampiiste ve prefrontal kortekste sentezini ve sinyalini arttirmaktadir

(Palazidou, 2012).

Depresyon hastalarinda serum BDNF konsantrasyonlar1 depresyonun siddeti ile
orantilt olarak disiiktiir (Palazidou, 2012). Postmortem yapilan bir calismada,
antidepresan tedavi alan ve almayan hastalar arasinda Oliim zamanlarindaki,
hipokampiis BDNF konsantrastrasyonlar1 arasinda belirgin fark bulunmustur

(Palazidou, 2012).

Sicanlarda kronik stres depresyon modelleri lizerine yapilan ¢aligmalar; 6zellikle
hipokampiisteki dentat gyrusda BDNF mRNA ve protein seviyelerinde azalma
oldugunu ve kronik antidepresan tedavisinin bu etkileri tersine g¢evirdigini

gostermistir (Gerhard ve ark., 2016).

Santral ve periferal BDNF uygulamasinin antidepresan benzeri etki gosterdigi
bulunmustur (Gerhard ve ark., 2016). Ayrica, hipokampiisteki BDNF over-
ekspresyonu, kronik strese bagl gelisen depresyon-benzeri davranislarin gelisimini
onlemektedir (Gerhard ve ark., 2016). Ergenlik doneminde BDNF knock-downu,

depresyon-benzeri davraniglara neden olmaktadir (Gerhard ve ark., 2016).

Strese duyarlilik ve direnglilik bakimindan bireysel farklar, BNDF ve genetik
polimorfizm ile, 6zellikle de kodon 66’daki Val/Met alel polimorfizmi ile iliskilidir
(Gerhard ve ark., 2016). Met aleli aktiviteye bagimli BDNF salinimini ve siirecini
bloke eder ve depresyon ve strese duyarlilikta artig ile iliskilidir (Gerhard ve ark.,

2016)

Ras-MAPK (Mitojen aktive edici protein kinaz) ve PI3K (Fosfatidil inositol-3
kinaz)-Akt (Serin treonin kinaz, protein kinaz B) gibi BDNF aracili sinyal yolaklari
depresyonda ve tedavi yanitinda rol oynamaktadir (Duman ve Voleti, 2012). Son
yillarda yapilan calismalar ERK (Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz) sinyalinin
kronik stres ile azaldi8i; antidepresan tedavisi ile tersine ¢evrildigini ve ERK sinyal
blokajinin depresif ve anksiyete davraniglarina neden oldugunu gostermistir (Duman

ve Voleti, 2012). Postmortem c¢alismalar; depresif ve intihar etmis hastalarda,
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hipokampiiste Raf, MEK (MAP/ERK kinaz) ve ERK seviyelerinin diisiik oldugunu
raporlamistir. Ayrica depresyon hastalarinin postmortem hipokampiislerinde, MEK-
ERK yolagi negatif regiilatorii olan MAP kinaz fosfataz 1 (MKP1) ekspresyonu
artmistir (Duman ve Voleti, 2012).

Rodent hipokampiisiinde de kronik stresin MKP1 ekspresyonunu arttirdigi ve

antidepresan tedavinin bunu geri ¢evirdigi bulunmustur (Duman ve Voleti, 2012).

Intihar etmis depresyon hastalarinin, prefrontal ve oksipital kortekslerinde Akt
azalmistir (Duman ve Voleti, 2012). Intihar eden hastalarin prefrontal korteks ve
hipokampiislerindeki Akt fosforilasyon ve katalitik aktivitesi de azalmistir, bunun da
Akt’mn yukar yolak negatif regiilatorii olan PTEN (fosfataz ve tensin homologu)
ekspresyonundaki artistan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Duman ve Voleti, 2012).
(Sekil 3).
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Sekil 3. BDNF-TrKB sinyal yolaklar1 (Duman ve Voleti, 2012). BDNF’in ekstraseliiler TrKB
bolgesine baglanmasi intraseliiler tirozin kinaz bolgesinin dimerizasyonuna ve aktivasyonuna neden
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olur. Bunun sonucunda tirozin rezidiileri otofosforilasyona ugrar ve adaptor proteinler ile etkilesimi
ve Ras-MAPK, PI3K/Akt ve PLC-y yolaklari gibi intraseliiler sinyal yolaklarinin aktivasyonu igin
bolge gorevi yapar. TrKB’nin tirozin 515 fosforilasyonu, Shc adaptdr proteinin baglanmasina ve
sonrasinda Grb2 ve SOS baglanmasina ve Ras-MAPK yolaginin aktivasyonuna neden olur. Shc-Grb2
ayrica GAB1 baglanmasina ve PI3K-Akt yolaginin aktivasyonuna neden olur. TrKB tirozin rezidii
816 nin fosforilasyonu PLCg baglanmast ile sonuglanir bu da IP3 olusumuna ve intraseliiler Ca™ ve
DAG regiilasyonuna neden olur. Sonucunda CAMK ve PKC aktive olur. Bu yolaklar sinaptik
plastisite, hayatta kalma, biiyiime, farklilasma gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyonu kontrol eder.
Caligmalar BDNF ve Ras-MAPK, PI3K-Akt yolagi komponentlerinin stres ve depresyonla azaldigi ve
antidepresan tedavi ile arttigmi gostermistir (Duman ve Voleti, 2012). IP3; inositol trifosfat,
PI3K;fosfatidil inositol-3 kinaz, TrKB; Tropomiyozin Reseptor Kinaz B, PLC-y;fosfolipaz C,
Akt;serin treonin kinaz, She; Src homology 2 domain i¢eren adaptor protein, Grb2; Biiylime faktorii
reseptor-baglayict protein 2, SOS; son of sevenless, GABI; Grb2-iligkili baglayici-1),
PLCg;Fosfolipaz Cg, DAG; Diagilgliserol, CAMK; Ca*? Kalmodulin-bagimli protein kinaz, PKC;
Protein Kinaz C.

4.3.5. Major depresif bozuklukta GSK3 sinyali

GSK3 (glikojen sentaz kinaz 3) beyinde yaygin bir bigimde eksprese olur ve iki
formu bulunur her ikisi de fosforilasyon ile inhibe olur (Duman ve Voleti, 2012).
Lityum direk olarak GSK3’iin katalitik aktivitesini inhibe eder; ayni zamanda bazi
terapotik dozlarda fosforilasyonunu arttirir (Duman ve Voleti, 2012). GSK3’i
fosforile edip inhibe eden birka¢ kinaz vardir ve bunlardan biri Akt’tir (Duman ve
Voleti, 2012). Lityum aracilt GSK3 fosforilasyonu Akt/b-arrestin/protein fosfaz 2A
(PP2A) kompleksinin bozulmasi araciligiyla gergeklesir (Duman ve Voleti, 2012).
GSK3 aymi zamanda SSRI antidepresanlarla 5-HTI1A reseptorleri aktivasyonu
aracilifiyla fosforile ve inhibe edilir (Duman ve Voleti, 2012). SSRI aracili GSK3
fosforilasyonu hizlica, saatler i¢inde ortaya ¢ikar. GSK3’iin primer hedeflerinden biri
beta-katenin’dir ve beta-katenin fosforile oldugunda protozomal degredasyon igin

hedef haline gelir (Duman ve Voleti, 2012).

GSK3 inhibisyonu degredasyonu azaltir ve seliiler lokalizasyona bagli olarak
gen transkripsiyon regiilasyonu ya da hiicre yapist destegi olarak beta-katenin
mevcudiyetini arttirir (Duman ve Voleti, 2012). Beta-kateninin transkripsiyonal
etkileri T-hiicre faktorii (TCF) ve Lef (lymphoid enhancer-binding protein)
arasindaki etkilesimler ile araciligiyla gerceklesir ve hiicre spesifik hedef gen
ekspresyonu ile sonuglanir (Duman ve Voleti, 2012). GSK3 ayni1 zamanda CREB

(cAMP response element-binding), hipokampal nérogenez ve nérokorumay regiile
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eder (Duman ve Voleti, 2012). GSK3 amiloid beta-peptidlerin iiretimini arttirir ve

monosit, mikroglia ve astrositlerdeki inflamatuar yanitlara katki saglar.

GSK3, depresyon, bipolar bozukluk, sizofrenide artmis insidansa sahip DISC1
geninin hedefidir (Duman ve Voleti, 2012). DISC1 fonksiyon kaybi ndronal
progenitorlerin proliferasyonunda azalmaya ve davramigsal bozukluklara neden
olabilmekte ve GSK3 inhibisyonu ile tersine g¢evrilebilmektedir (Duman ve Voleti,

2012).

Wnt (drosophila wingless) ve Fz (frizzled) reseptdr sinyal sistemi GSK3’iin
yukar1 yolak regiilatorleridir (Duman ve Voleti, 2012). Wnt sinyali, gelisme sirasinda
hiicre biiylime ve farklilasmasinda rol oynar (Duman ve Voleti, 2012). Pek ¢cok Wnt
izoformlar1 ve Fz reseptor alttipleri ve ilgili sinyal molekiilleri, yetiskin beyninde
ndronlarin hayatta kalma, fonsiyon ve plastisitede rol oynar (Duman ve Voleti,
2012). Wnt sekresyonu ve Fz reseptorlerine baglanmasi Dsh (scaffolding protein
disheveled) aktivasyonuna ve GSK3 inhibisyonuna neden olur (Duman ve Voleti,

2012).

Mikrodizilim g¢aligmalar1, rodent hipokampiisiinde antidepresanlarin, Wnt, Fz,
Dsh reseptdrleri ve altyolak transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini regiile ettigi
gostermistir (Duman ve Voleti, 2012). Kronik antidepresan tedavisinin hipokampiiste
Wnt2 ekspresyonunu arttirmaktadir (Duman ve Voleti, 2012). Rodentlerde Fz6
knock-down1 depresif ve anksiyete davranislarina neden olmaktadir (Duman ve

Voleti, 2012) (Sekil 4).
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Sekil 4. Wnt-Fz ve GSK3 sinyal yolaklar1 (Duman ve Voleti, 2012). Wnt Fz’ye baglanan LRP5 ko-
reseptoriidiir. Wnt aktivasyonu Dyl aktivasyonuna ve GSK3 inhibisyonuna neden olur. GSK3
aktivitesi fosforilasyon ile azalir bu da pek cok farkli kinaz 6zellikle de Akt araciligiyla olusur.
GSK3’iin hedeflerinden biri B-Ctnn’dir. Beta katenin nukleusa transloke olabilir, TCF/LEF etkilesimi
ile gen transkripsiyonunu arttirabilir ya da hiicre membraninda yapisal etkilere meydana getirebilir.
GSK3 aktivitesi lityum ve 6zellikle Akt olmak iizere birdizi sinyal yolag: ile inhibe edilir. Lityum
GSK3’ti Akt’1 defosforile ve inaktif formda tutan Akt/b-arrestin2/PP2A kompleksini bozarak bloke
eder. GSK3 ayrica antidepresan yanit meydana getiren pek ¢ok sinyal yolagi ile bloke edilir (Duman
ve Voleti, 2012). LRPS5; Diisiik dansite lipoprotein reseptdr iliskili protein 5; B-Ctnn; beta katenin

4.3.6. Major depresif bozuklukta immunolojik mekanizmalar

Depresyon patofizyolojisinde immunolojik mekanizmalarin da rol oynadigi
bilinmektedir (Palazidou, 2012). Proinflamatuar sitokinler; letarji, istah kaybi ve
yorgunluk gibi depresyon semptomlari ortaya ¢ikarmaktadir (Palazidou, 2012; Iwata
ve ark., 2013). Ayrica sitokinlerin duygu durumu etkileyerek, disfori ve anksiyeteye
neden oldugu bilinmektedir (Iwata ve ark., 2013).
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Ciddi depresyon olgulari, immiin aktivasyon ve artmis sitokin konsantrasyonlari
ile iligkilidir (Palazidou, 2012). Artmis proinflamatuar sitokin seviyelerinin, periferal
triptofan (serotonin prekiirsorii) eksikligi ile de iliskili oldugu bulunmustur

(Palazidou, 2012).

4.3.6.1. Sitokin hipotezi ve inflamazom

Tanimlanmis bes kalip tanima reseptorii vardir; bunlar; Toll-benzeri reseptorler
(TLR’ler), NOD (niikleotid baglama oligomerizasyon domaini)-benzeri reseptorler
(NLR’ler), RIG-1(retinoik asit induklenebilir gen-I)benzeri reseptorler (RLR’ler), C-
tipi lektinler (CTL’ler) ve AIM (absent-in-melanoma)-benzeri reseptorler
(ALR’ler)’dir (Kim ve ark., 2016). NLR, RLR, ALR reseptorleri intraseliiler kalip
tanima reseptorleri iken TLR ve CTL reseptorleri plazma membraninda bulunur

(Kim ve ark., 2016).

NLR proteinler, ortak olarak merkezinde NOD (NACHT: NAIP, CIITA, HET-
E, ve TP-2), N- terminal ucunda efektor bolge, C-terminal ucunda ise losinden
zengin tekrarlayan bolge icerirler. (Kim ve ark., 2016). NACHT bolgesi dNTPaz
aktivitesi ve oligomerizasyon ile iligkilidir (Kim ve ark., 2016). C- terminal LRR
bolgesi ise ligand baglama ve aktivator algilanmasinda rol oynar (Kim ve ark.,
2016). N terminal bolgesi ise diger proteinler ile etkileserek efektor fonksiyonlari
gerceklestirir (Kim ve ark., 2016). Tanimlanmis 4 farkli N-terminal bolge vardir ve
NLR’lerin 4 farkli alt grubunu olusturur (Kim ve ark., 2016). Bunlar asidik
transaktivasyon bolgesi (NLRA), bakuloviral inhibitor tekrar eden bolge (NLRB),
kaspaz aktivasyon ve baglanma bolgesi (CARD;NLRC) ve pirin bolgesidir (Kim ve
ark., 2016).

NLRA alt grubunun sadece tek bir iiyesi vardir bu da MHC-II transaktivator
(CIITA)’dir (Kim ve ark., 2016). Ayn1 sekilde NLRB alt grubunun da tek iiyesi
vardir; bu da NAIP’dir (Kim ve ark., 2016). NLRC ailesinin ise 6 iiyesi vardir
bunlar; NLRC1 (NODI), NLRC2 (NOD2), NLRC3, NLRC4, NLRCS, ve
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NLRX1’dir. NLRP ailesinin ise 14 iiyesi vardir, NLRP1-14 (Nod benzeri reseptor
protein-1-14) (Kim ve ark., 2016).

NLR’ler mikrobiyal patojenlerden (peptidoglikan, viral RNA vb) konakci
hiicrelerden (ATP, kolesterol kristalleri, iirik asit vb) ve cevresel kaynaklardan
(asbesti silika, UV radyasyonu vb.) ¢esitli ligandlar1 algilar (Kim ve ark., 2016). Pek
cok NLR, kalip tanima reseptorii gibi c¢alisarak yukaridaki ligandlar1 tanir ve
inflamatuar yanitlar1 aktive eder (Kim ve ark., 2016). Aktive NLR’lerin dort
fonksiyonu vardir bunlar; inflamazom olusumu, sinyal transdiiksiyonu,

transkripsiyon aktivasyonu ve otofajidir (Kim ve ark., 2016)

NODI1; sadece gram negatif bakterilerde bulunan bir peptidoglikan olan y-D-
glutamyl-meso-diaminopimelic acid (iIE-DAP)’i algilar (Kim ve ark., 2016). NOD2
ise gram pozitif ve gram negatif bakterilerde bulunan MDP’yi tanir (Kim ve ark.,
2016). Hem NOD1 hem NOD?2 ise; host-immun yaniti regiile etmede 6nemli bir rol
oynayan niikleer faktor kappa B (NF-«kB) sinyal yolagimi aktive eder (Kim ve ark.,
2016). Sitozolik peptidoglikan ligandlarimin  taninmasi, NODI/NOD2’nin
serin/treonin kinaz olan ve NF-kB’yi aktive eden RIP2 (reseptor etkilesim proteini 2)
ile etkilesmesine izin verir (Kim ve ark., 2016). Aktive olan NF-kB nukleusa hareket
eder ve proinflamatuar sitokinlerin transkripsiyonunu arttirir (Kim ve ark., 2016).
NOD1/NOD2’nin aksine NLRC3 ve NLRP2/4 TRAF6 [tiimor nekroz faktér (TNF)
reseptor iliskili faktor 6]’y1 modifiye ederek NF-kB yolaginin negatif regiilatorleri
olarak rol oynar (Kim ve ark., 2016). NRLP6 and NLRP12’nin de negatif
regiilatorler oldugu diisiiniilmektedir (Kim ve ark., 2016). NOD1/NOD2 NF-«B
yolaginin aktivasyonuna ek olarak MAPK yolagini da aktive eder ve bunun

sonucunda proinflamatuar sitokin sekresyonu gerceklesir (Kim ve ark., 2016).

Temel doku-uygunlugu bileseni (MHC) genleri ve bunlarin yardime1 molekiilleri
adaptif immun yanit i¢in ¢ok 6nemlidir (Kim ve ark., 2016). Son yillardaki
caligmalar NLRC5’in MHC smuf I geni ekspresyonunda elem bir rol iistlendigini
gostermistir (Kim ve ark., 2016). interferon-y tarafindan uyarilan NLRC5, MHC sinif

I geni transaktivatorii olarak rol oynar (Kim ve ark., 2016).
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Otofaji hiicrelerin yok etmek ya da turn over amaciyla kendi kendilerinin
sitoplazma parcalarini sindirdigi temel seliiler homeostatik bir mekanizmadir (Kim
ve ark., 2016). NOD1 ve NOD2’nin otofajiyi baslatabildigi bilinmektedir (Kim ve
ark., 2016). NLRP4 ise otofajik siireclerin negatif regiilatorii olarak bilinir (Kim ve
ark., 2016).

TLR’ler, immiin hiicrelerin hiicre yiizeyinde bulunur ve patojen-iliskili
molekiiler kaliplar1 tanir (Iwata ve ark., 2013). Sonucunda IL-1p, IL-6 ve TNFa gibi
proinflamatuar alarm sitokinler salinir (Iwata ve ark., 2013). TLR yanit1 olarak
olusan TNF-a, IL-6 indiiksiyonu gen transkripsiyonu aktivasyonu ile ortaya cikar
(Iwata ve ark., 2013). Pro-IL-1 islenmesi ve salinimi, NLRP3 (Nod-benzeri reseptor
protein 3) adli inflamazom olarak adlandirilan multiprotein kompleksi araciligiyla

meydana gelir (Iwata ve ark., 2013).

Inflamatuar sitokinlerin, depresyon hastalarinda diizeyleri artmis olmakla
birlikte bunlar HPA aksinin potent aktivatorleridir (Iwata ve ark., 2013). IL-1[;
hipotalamik kortikotropin saliverici hormon salinimini, pitiiiter adrenokortikotropik
hormon sekresyonunu ve adrenal steroidojenezi arttirir (Iwata ve ark., 2013). IL-1,
IL-6 ve TNFa gibi pro-inflamatuar sitokinlerin serum diizeylerinin depresyon

hastalarinda artmis oldugu gosterilmistir (Iwata ve ark., 2013)

Psikolojik stres, NLRP3 inflamazomunu aktive ederek, IL-1p salinimina neden
olur (Iwata ve ark., 2013). Artmus IL-1fB seviyeleri depresif semptomlarin
olugmasinda rol oynar (Iwata ve ark., 2013). Artmis glukoz, yag asitleri, kolesterol
kristalleri seviyeleri NLRP3 inflamazomunu aktive ederek sistemik hastalik
komorbiditesine neden olabilir (Iwata ve ark., 2013). Psikosomatik hastaliklarin da
NLRP3 inflamazomu araciligiyla sistemik hastalara neden olan psikolojik stresorler

sonucunda ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir (Iwata ve ark., 2013).

Inflamazomlar patojenik mikroorganizmalara ve patojenik olmayan ya da steril
stresore yanit olarak miyeloid hiicrelerden sekil alan sitozolik protein
kompleksleridir (Miller ve Raison 2016). Bugiine kadar 4 inflamazom kompleksi
karakterize edilmistir; bunlar NLRP1, NLRP3, NLRC4 ve AIM2’dir (Iwata ve ark.

2013).
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Inflamazom kaspaz-1’i aktive eder. (Kim ve ark., 2016). Kaspaz-1’in
aktivasyonu proinflamatuar sitokin IL-1B ve IL-18 yapim ve olgunlagmasi ve
inflamatuar hiicre 6liimii anlamina gelen piroptozis ile sonuclanmaktadir (Kim ve
ark., 2016; Dick ve ark., 2016). Piroptozis immun yanita katki saglar ve sonucunda
tehlike iligkili molekiiler kaliplar (DAMPs)’1n salim1 gergeklesir (Kim ve ark., 2016;
Dick ve ark., 2016).

Inflamazomlar 8 NLR iiyesi (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP7,
NLRP12, NLRC4 ve NAIP) ve AIM2 tarafindan aktive edilir (Kim ve ark., 2016).
Inflamazom olusumu patojen ya da steril aktivatérler ile tetiklenebilir (Kim ve ark.,
2016). Inflamazomun patojen aracili aktivatdrleri bakteri, virus, fungus ve
protozoalardan kaynaklanan cesitli PAMP (Patojen iliskili molekiiler kaliplar)’lardir
(Kim ve ark., 2016). Patojenlerin immun sistem tarafindan taninmasi kalip tanima
reseptorleri araciligtyla olur ve bunlardan patojen iligkili molekiiler kaliplar olarak
bilinen pek ¢ok patojen kaynakli molekiilii ve tehlike iliskili molekiiler kaliplar
olarak bilinenler ise konak¢1 kaynakli tehlike sinyallerini tanir (Dick ve ark., 2016).
Steril aktivatorler ise kendinden kaynakli DAMP’lar (ATP, kolesterol kristalleri,
monosodyum {iirat/kalsiyum pirofosfat dihidrat kristalleri, glukoz, amiloid beta,
hyaluronan) ve c¢evre kaynakli stimulanlar (aluminyum, asbest, silika, UV
radyasyonu ve cilt irritanlar1)’dir (Kim ve ark., 2016). Bu PAMP ve DAMP’lar sekiz
NLR reseptorii tarafindan algilaninca, NLR’ye pirin pirin alani etkilesimi ile CARD
iceren ASC (Apoptoz ile iligkili speck benzeri protein) baglanir (Kim ve ark., 2016).
Sonrasinda pro-kaspaz-1 CARD-CARD bolgesinden ASC’ye baglanarak
inflamazom yapisini tamamlar (Kim ve ark., 2016). NLRP1 prokaspaz-1 ile direk
etkilesime gecen CARD bolgesi icerdiginden, ASC olmadan da inflamazom
olusumunu saglayabilir (Kim ve ark., 2016). NLRC4 pirin bolgesi olmadigindan iki
farkl1 inflamazom tipi olusturabilir (Kim ve ark., 2016). ASC’nin NLRC4
inflamazomuna baglanmas1 IL-18 and IL-18 {iretimine neden olurken, ASC
baglanmadan olusan NLRC4 inflamazomu piroptozis ile sonuglanir (Kim ve ark.,

2016) (Sekil 5).
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Sekil 5. Depresyonda immiinolojik mekanizmalar (Miller ve Raison 2016). Psikososyal stres
durumunda; katekolaminler (noradrenalin gibi) aktive sempatik sinir sistem liflerinden salinarak
kemik iligi iiretimini stimiile eder ve miyeloid hiicre (6rnegin monosit) salmir. (Miller ve Raison
2016). Bu da perifere girerek, stresin baglattigi hasar-aracili-molekiiler-kalip, bakteri ve barsaktan
sizan mikrobial-aracili-molekiiler-kaliplar (MAMPs) bakteriyel iirtinler ile karsilasir (Miller ve Raison
2016). Bu DAMPs ve MAMPs sonrasinda NF-kB, NOD-, LRR- ve pirin-kismi-igeren protein 3
(NLRP3) inflamazomu gibi inflamatuar sinyal yolaklarmi aktive eder (Miller ve Raison 2016).
NLRP3 stimulasyonu kaspaz-1’i aktive eder ve bu da olgun interlokin-1 ve interlokin 18 {iretimine
neden olurken glukokortikoid reseptdriinii proteolitik yikarak glukokortikoid rezistansina katkida
bulunur (Miller ve Raison 2016).NF-kB’in aktivasyonu tiimor nekroz faktor ve IL-6 dahil diger
proinflamatuar sitokinlerin salinimmi stimiile eder, IL-1p and IL-18 ile birlikte humoral ve noéronal
yollar ile beyine ulasir (Miller ve Raison 2016). Psikososyal stres ayrica mikroglianin M1
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proinflamatuar fenotipine aktivasyonuna neden olarak, CCL2 salmimi ve sonucunda seliiler yol ile
aktive miyeloid hiicrelerin beyine ¢ekilmesini saglar (Miller ve Raison 2016). Beyinde bir defa, aktive
makrofajlar santral inflamatuar yanitlari siirdiiriilmesini saglar (Miller ve Raison 2016). NF-kB;
niikleer faktor-«B, TNF; Tiimor nekroz faktér, CCL2; CC kemokin ligand-2

NLRC4 ve NAIP, NAIP-NLRC4 inflamazomunu bakteriyel flagellin ve
bakteritel tip 3 sekresyon sistemini tanimasina bagli olarak olusturur bu nedenle
NLRC4 ve NAIP bakteriyel enfeksiyonlara duyarlilik ile iligkilidir (Kim ve ark.,
2016).

NLRP1 inflamazomu gram pozitif ve negatif bakterilerde bulunan peptidoglikan
olan MDP ve antraks letal toksini ile aktive edilir (Kim ve ark., 2016). NLRP3
inflamazomu aktivasyonu ise aluminyum, silika, ATP, iirik asit gibi ¢esitli PAMP’lar
ve DAMP’lar ile gerceklesir (Kim ve ark., 2016). NLRP7 ise bakteriyel lipopeptidi
tanir (Kim ve ark., 2016).

Laboratuar hayvanlarinda yapilan ¢aligsmalar kronik hafif stresin NOD-, LRR- ve
pirin alani igeren protein 3 (NLRP3) inflamazomunu aktive ettigini gostermektedir
(Miller ve Raison 2016). NLRP3 blokaji, farelerdeki depresif benzeri davranisi
ortadan kaldirirken, strese bagli meydana gelen periferal kanda ve beyindeki IL-13

artigini tersine ¢evirir (Miller ve Raison 2016).

NLRP3 inflamazom upregiilasyonu ve kaspaz aracili glukokortikoid
reseptOriiniin proteolitik yikimi, viicuttaki en potent antiinflamatuar hormon olan
glukokortikoidlerin etkisine rezistansa neden olabilir (Miller ve Raison 2016). Strese
bagli glukokortikoid rezistansi major depresif bozukluga sahip hastalar igin
karakterize edilmig bir biyolojik abnormalite olup artmis inflamasyon ile iligkilidir

(Miller ve Raison 2016).

NLRP3 inflamazomu ile kontrol eden inflamatuar sitokinlerin stres ve
depresyonda arttig1 ile ilgili kanitlar mevcuttur (Iwata ve ark. 2013). Pek cok
calismada IL-1pB, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin depresif hastalarda
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Iwata ve ark. 2013). Meta analiz calismalari

ozellikle en giiclii ve tutarli kanitin IL-6 ve TNF-a oldugunu gdstermistir (Iwata ve
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ark. 2013). Bagka bir calisma ise antidepresan tedavinin IL-1p serum diizeylerini

azalttig1 fakat TNF-a’yi azaltmadigini ortaya koymustur (Iwata ve ark. 2013).

Depresyon hastalarinin periferal kan mononiikleer hiicrelerindeki NLRP3 ve
kaspaz-1 ekspresyonundaki artis IL-1p ve IL-18’in kan konsantrasyonunda artisi ile
iligkilidir ve depresyon derecesi ile korelasyon gosterir (Miller ve Raison 2016).
Barsaktaki non-patojenik komensal bakteri ve PAMP’lar stres sirasinda periferal

dolasima sizabilir ve inflamazomlar1 aktive edebilir. (Miller ve Raison 2016).

Momeni ve arkadaslarinin yaptigi bir arastirma sonucunda depresif hastalarda
ASC mRNA seviyelerinin ise, kontrol grubu ile karsilastirildiginda artmis oldugunu
gostermistir (Dick ve ark., 2016).

4.3.7. Major depresif bozuklukta glial hiicrelerin rolii ve 6l¢ciim parametreleri

Merkezi sinir sisteminde yer alan ¢ glial hiicre ¢esidinden (astrosit,
oligodendrisit, mikroglia) astrosit ya da astroglialar sayica en fazla ve ¢ok yonlii is
yapabilen glial hiicrelerdir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Astrositlerin iki major
cesidi olan protoplazmik ve fibroz astrositler birbirlerinden morfoloji, biyokimya ve
merkezi sinir sistemindeki yerlesim ve gelisimine gore ayrilirlar. (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Protoplazmik astrositler gri maddede bulunur, yuvarlak
niikleuslar1 ve burdan ¢ikan pekcok kiigiik dallar1 vardir (Rajkowska ve Stockmeier,
2013). Fibroz astrositler ise protoplazmik astrositlerden farkli olarak beyaz maddede
bulunur, oval c¢ekirdekleri ve daha az daha uzun ve daha ince dallar1 vardir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Astrositler; glukoz metabolizmasi nérotransmitter
uptakei (0zellikle glutamat), sinaptik gelisim ve olgunlasma ve kan beyin bariyeri
gibi siire¢leri regiile ederek noronal mikro ¢evre i¢in 6nem arz eder (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Major depresif bozukluktaki hiicre patolojisinde 6zellikle glial

hiicrelerde ve astrositlerde azalma gézlenmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Cesitli hiicre sayimi calismalari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda major

depresif bozukluk tanisi almis bireylerin glial hiicre populasyonlarinda azalma
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oldugunu ortaya koymustur (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Bu azalma;
dorsolateral prefrontal korteks, orbitofrontal korteks, subgenual korteks, anterior
singulat korteks ve amigdalada gozlenmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).
Fakat Khundakar ve ark., yasli major depresif bozukluk yasayan bireylerde
orbitofrontal korteks ya da anterior singulat kortekste herhangi bir glial yogunluk
degisimi bulmamistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Ayrica major depresif
bozuklukta bireylerin dorsolateral prefrontal korteksindeki gri maddedeki glial hiicre
cekirdeginin boyutunda artig ol¢iilmiistiir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Fakat
baska bir calismada dorsolateral prefrontal kortekste glia boyutunda herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Astrositik hipertrofi,
lokal inflamasyonu ifade ettigi i¢in depresyonun ndroinflamasyon teorisine kanit

olarak kullanilmaktadir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Astrositik belirtegler; glial fibriler asidik protein (GFAP), konneksin 40,
konneksin 43 gibi gap junction proteinleri, su kanali aquaporin-4, kalsiyum baglayici
protein S100B, EAAT1 ve EAAT2 ve glutamin sentetaz’dir (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013).

GFAP, biiyiilk miktarda santral sinir sistemindeki olgun ve reaktif astrosit
hiicrelerinde ekprese olur (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). 8 izoformu tanimlanmis
olup bu izoformlarin fonksiyonlar1 tamamiyle anlagilamamistir (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). GFAP astrosit siireclerinde ve hiicre govdelerinde eksprese olup,
astrositlere mekanik giic ve sekli korumada yardimci oldugu disiiniilmektedir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Ayrica GFAP hiicre hareketi ve yapisi ile ilgili
siireglerde rol oynayip, astrosit-noron iletisiminde rol oynadigi diisiiniilmiistiir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). GFAP antikoru bir astrosit-spesifik protein
astrositleri diger glial hiicre ¢esitlerinden ayirmak i¢in immunohistokimyasal olarak
kullanilabilmektedir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Fakat GFAP antikorlari
olgun hayvan korteksindeki exprese olan astrositlerin yalnizca %15-20’sini
belirleyebilmektedir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Gri maddedeki GFAP

ekspresyonu niceligi depresyonda GFAP-immunreaktif (IR) astrosit dansitesi ya da
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GFAP-IR hiicre govdesini kapsayan bolge fraksiyonu adi verilen bolgeyi
degerlendirerek ol¢iiliir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Aym1  yaslardaki psikiyatri hastast olmayan kontrol bireyleri ile
karsilastirildiginda, depresyon hastast genc¢ hastalarin (<60 yas) dorsolateral
prefrontal kortekslerindeki gri maddedeki GFAP bolge fraksiyonu ve GFAP-IR
astrosit densitesinde belirgin bir azalma gosterilmistir (Rajkowska ve Stockmeier,
2013). Ayrica major depresif bozukluk tanili gen¢ ve yasl bireyler toplulugunda
orbitofrontal korteksteki gri maddedeki GFAP-IR bolgesi fraksiyonunda belirgin bir
diisiis gozlenmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Fakat ge¢ baslangich
depresyonu olan daha yash bireylerde dorsolateral prefrontal korteksteki gri
maddedeki hiicre dansitesinde ve GFAP-IR bdlge fraksiyonunda artis bulunmustur
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Bu nedenle kortikal gri maddedeki astrosit
patoloji kalib1 depresyon hastasi geng ve yasl bireylerde degiskenlik gostermektedir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Muller ve ark. yaptig1 bir calismada depresyonda hipokampiisteki CA1 ve CA2
bolgelerindeki GFAP-IR astrositlerinde ciddi bir azalma gosterilmistir (Rajkowska
ve Stockmeier, 2013). Ayrica steroid tedavisi alan hastalarda, astrositlerdeki
glukokortikoid reseptorlerine etki eden artmis glukokortikoid hormonlarinin
astrositlerdeki GFAP ekspresyonunun azalmasinda rol oynamis olabilecegini

diisiindiirmiistiir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

3 boyutlu kantitatif bir calisma, antidepresan tedavisi almamis depresyon
hastalarinin hipokampiisiiniin hilusunda GFAP-IR astrosit dansitesinde ciddi bir

azalma oldugunu gostermistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Major depresif bozuklukta, GFAP protein seviyesi dorsolateral prefrontal ve
orbitofrontal korteksteki gri maddede azalmis bulunmustur (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Ayrica depresyonda GFAP mRNA’nin anteriyor singulat
korteksteki beyaz maddede daha az eksprese oldugu bulunmustur (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Ozetle, depresyonda frontolimbik kortikal bdlgelerdeki, GFAP-
IR astrosit franksiyon bolge ve dansitelerinde, GFAP protein ve mRNA

seviyelerinde azalma meydana gelmesi major depresif bozuklukta disfonksiyonel
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astrosit varhigim1 ortaya koymaktadir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Ayrica
astrositlerin dansitesindeki azalma; norogoriintiileme caligmalarinda raporlanan
depresyon hastalarinin prefrontal kortekslerindeki hacimsel azalmayr kismen

aciklayabilir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Depresyonda locus coeruleus, limbik talamik nuclei, putamen ve internal
kapstilde glia-iliskili gen ekspresyonunda azalma gosterilmistir (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Chandley ve arkadaslari, depresyonda locys coeruleusta GFAP-
IR dansitesinde azalmay1 gézlemlemistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Ayrica
major depresyonda serebellum ve amigdalada da ciddi GFAP protein ekspresyonu ve
GFAP-IR astrosit dansite azalmas1 gosterilmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).
Pek ¢ok cesitli stres, GFAP-IR astrosit boyutunda azalmaya neden olmaktadir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Kronik hafif stres, sican medial prefrontal
korteksindeki GFAP mRNA seviyesini belirgin sekilde azaltmaktadir (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Kronik stres modelleri deney hayvanlarinda GFAP ile 6l¢iilen
kortikal ve hipokampal astrositleri belirgin sekilde azalttigi; kronik stresin GFAP-IR
astrositleri iizerindeki bu etkisinin kronik antidepresan tedavisi ile tersine

cevrilebildigi gosterilmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Astrositler beyinde noéroinflamatuar ve norodejeneratif silireglerde rol
oynamaktadir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Reaktif astrositler, mikroglia ve
oligodendrisit ile birlikte interlokinler ve tiimor nekroz faktor gibi gesitli inflamatuar
sitokinlerin kaynagi ve hedefi olabilmektedir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).
Periferal sitokinler major depresif bozukluk ve antidepresan tedaviye yanit
biyomarker1 islevi gorebilir ve beyine girisleri astrositler tarafindan sitokin
olusumunu indiikleyebilmektedir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Major depresif
bozuklukta C-reaktif protein (CRP), interlokin-1, interlokin-6 ve TNF-a, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda artmis olarak bulunur (Rajkowska ve Stockmeier,
2013). Prefrontal korteksteki IL-1,IL-6, TNF-a protein ve mRNA diizeyleri duygu
durum ve veya psikoaktif madde kullanim bozuklugu olan ergen intihar
kurbanlarinda belirgin sekilde artmig olarak bulunmustur. (Rajkowska ve

Stockmeier, 2013).
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SSRI alan hastalarda plazmadaki inflamatuar sitokin diizeyleri azalmistir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Astrositler ayn1 zamanda ndronal hasara yanit
verir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Hasara astrositik reaksiyon yanit olarak
GFAP ekspresyonu, boyutu ve sayisinda artis meydana gelir (Rajkowska ve
Stockmeier, 2013). Fakat, depresyondaki astrositik patoloji GFAP ekspresyonu ve
astrosit dansitedeki azalma ile karakterizedir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Bu
nedenle major depresif bozukluk, hiicre kaybindan ziyade bozulmus noroplastisite ve

seliiler direng ile iliskili olarak degerlendirilir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013).

Iyonize kalsiyum baglayan adaptdr protein-1 (Iba-1) ise mikroglial aktivite
Olctitiidiir (Calcia ve ark., 2016). Membran dalgalandirma ve fagositozda rol oynar
(Calcia ve ark., 2016). Strese maruz kalmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
strese maruz kalan hayvanlarda hipokampiisteki Iba-1 aktivitesinin artmis oldugu

gbzlenmistir (Calcia ve ark., 2016).

Kreisel ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptig1 bir arastirmada sicanlarda kronik
stres ile indiiklenen depresyon-benzeri durumda mikroglial aktivasyondaki
degisiklikleri incelemistir (Kreisel ve ark., 2014). Siganlarin kronik hafif strese
maruz kalmasimin siikroz tercihinde ve mikroglia sayilarinin dentat gyrusta belirgin
medial prefrontal kortekste ise daha az belirgin azalmaya neden oldugunu
gosterilmistir (Kreisel ve ark., 2014). Ayrica kronik hafif stres maruziyetinin
mikroglial belirteclerden CD11b ve Iba-1 mRNA ekpresyon seviyelerinde belirgin
bir azalma meydana getirdigi ortaya konmustur (Kreisel ve ark., 2014). 2 giin
boyunca ¢esitli Ongoriilemeyen stres uygulamasindan sonra siganlarin dentat
gyrusundaki Iba-1 mRNA seviyesinde %30 artis, 4 glin boyunca ¢esitli
Ongoriilemeyen stres uygulamasindan sonra ise yaklagik %50 artis gosterilmistir
(Kreisel ve ark., 2014). Cesitli Ongoriilemeyen stresin uzun donem (35 giin)
uygulanmasiin ise dentat gyrus Iba-1 mRNA seviyesini sicanlarda (%35) ve

farelerde ise (9%27) azalttigin1 bulmustur (Kreisel ve ark., 2014).

Wohleb ve arkadaslarinin 2011 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada ise, RSD
(tekrarlayan sosyal yenilgi)’nin Iba-1 pozitif hiicre sayisinda iki kattan fazla artis
meydana getirdigi gosterilmistir. (Wohleb ve ark., 2011). Farelerde 6 giin sosyal

34



defeatin, Iba-1-pozitif hiicrelerin amigdalada (1.6-2.4 kat) ve hipotalamustaki
paraventrikiiler nukleusta (1.5-2.8 kat) arttirdig1 gézlenmistir (Wohleb ve ark., 2011).

Bian ve ark., ise Kunming farelerine 40 giin boyunca cesitli dngoriilemeyen stres
uygulanmasindan sonra CA1 bdlgesinde Iba-1 boyama miktarinda 2 kat artis

Olemiistiir (Bian ve ark., 2012).

Diz-Chavez ve arkadaslarinin prenatal stres iizerine yaptigi bir arastirmada ise
prenatal strese maruz birakilmis disi yavrularin dentat gyruslarinda Iba-1 pozitif
hiicre sayisinda artis meydana gelirken, erkeklerde belirgin bir degisim
gbzlenmemistir. Bununla birlikte prenatal strese maruz birakilmis erkek farelerde
dentat gyruslarindaki Iba-1 sinyali belirgin derecede artmustir. Erkek fareleron CAl
bolgelerinde ise belirgin bir Iba-1 aktivitesi degisimi raporlanmamistir. (Diz-Chavez

ve ark., 2012,2013).

Tynan ve arkadaslar1 ise 14 giin kronik kisitlama stresinin Sprague-Dawley
sicanlarinda Iba-1 pozitif hiicre sayisinda yaklasik %29 artis yaptigini ortaya
koymustur. Fakat CA3 bdlgesinde Iba-1 sinyal dansitesindeki artigin ortalama %60
oldugunu gostermistir (Tynan ve ark., 2010).

Schiavone ve arkadaslari, 35 giin sosyal izolasyon uygulamasmin prefrontal
kortekste Iba-1 pozitif proteinde yaklasik %15 gilin artisina neden oldugunu

gostermistir (Schiavone ve ark., 2009).

4.3.8. Major depresif bozuklukta stresin rolii

4.3.8.1. Akut stres

Stres; major depresyona zemin hazirlamaktadir ve siddeti, siiresi ve dogal
gelisim agamalarimi etkilemektedir (Gold ve ark., 2015). 1970’lerdeki psikososyal
arastirmalar, stresli hayatin depresyonu tetikleyebileceginin Onemi {izerinede

durmustur (Palazidou, 2012).
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Stres ve depresyonun, limbik ve kortikal beyin bolgelerindeki ndronlarin
kaybina ve atrofiye neden olabildigi ve bunun da depresyon semptomlari ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Duman, 2014b). Rodentlerde yapilan preklinik stres ve
depresyon calismalarinda, c¢esitli seviyelerdeki stresin, hipokampiisteki CA3
piramidal ndronlarinda, layer II/IIl’te ve medial prefrontal kortekste V’de, apikal
dendrit uzunlugu ve sayisinda azalma meydana getirdigi bulunmustur (Duman,
2014b). Ayrica kronik strese maruziyet, prefrontal korteks ve hipokampiiste bulunan
sinaps baglantilarinin sayisin1 azaltmaktadir (Duman, 2014b). Sinaptik baglanti
kayiplari; fonksiyonel néronal baglant1 kopmalarina ve depresyonda meydana gelen

duygu durum kontroluniin bozulmasinda rol oynayabilir (Duman, 2014b).

Sinaps ve dendrit kayiplarina ek olarak, preklinik ¢alismalar stresin, yetiskin
rodent hipokampiisiindeki dentate gyrusda yeni ndron olusumunu azalttigini
gostermistir (Duman, 2014b). Her ne kadar antidepresanlarin depresyon hastalarinda,
hipokampiisteki néron olusumunu arttirdig1 bilinsede, depresyonun bazi beyin
bolgelerindeki azalmis ndéron olusumu ile baglantili olup olmadigi tam olarak

bilinmemektedir (Duman, 2014b).

4.3.8.2. Kronik stres

Kronik stresin santral sinir sisteminde, major depresyonda anormal fonksiyon
gbsteren beyin bolgelerinin néroplastisitesindeki etkileri dahil olmak iizere pek ¢ok

etkisi vardir (Pittinger ve ark., 2008).

Gegici hafif stres 6grenme ve hafizayi arttirabilir. Fakat kronik ve siddetli stresin
deney hayvanlarinda hipokampiise bagimli hafiza i¢in kesinlikle yikict oldugu

gosterilmistir (Pittinger ve ark., 2008).

Yeteri kadar siddetli stresin rodent hipokampiisiinde, uzun siireli potansiyalizasyonu
zayiflattigr bilinmektedir (Pittinger ve ark., 2008). Ayrica benzer sekildeki stres

siganlarda uzun donem depresyonu arttirabilmektedir (Pittinger ve ark., 2008). Bu iki
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etki de stres sirasinda NMDA reseptor blokaji ile onlenebilmektedir (Pittinger ve

ark., 2008).

Stirekli maruz kalinan stres, morfolojik olarak plastisiteye zarar vermektedir
(Pittinger ve ark., 2008). Uzun siireli stresin hipokampal fonksiyon ve ndroplastisite
kapasitesini negatif etkiledigi bulunmustur (Pittinger ve ark., 2008). Pek ¢ok farkli
akut ve kronik stres formunun rodent hipokampiisiinde norojenezi azalttig
gosterilmistir (Pittinger ve ark., 2008). Stres ndroplastisiteyi pek ¢ok yapisal diizeyde
degistirmektedir (Pittinger ve ark., 2008). Kronik stres dendritik dallanma sayisini
azaltabilir ve kortikal dendritlerin uzunlugunu ve kompleksligini azaltabilir,

norojenezi bozabilmektedir. (Pittinger ve ark., 2008).

Rodent modellerinde yapilan arastirmalardaki bulgulara gore ise depresyon gibi
kronik strese maruz kalinmasi sonucu, prefrontal korteks ve hipokampiiste glia ve

ndron kaybi ve atrofi meydana gelebilir (Duman, 2014).

Stres, sinaptik plastisite ve amigdala noron fonksiyonunu arttirmaktadir
(Pittinger ve ark., 2008). Kronik stres, amigdala bagimli 6grenmeyi, hipokampiis
bagimh dekleratif 6grenmenin iizerindeki etkilerinin aksine arttirmaktadir (Pittinger

ve ark., 2008).

Sicanlarda yapilan preklinik ¢alismalari, kronik stresin zorunlu ylizme testinde
ve slikroz tercih testinde gozlenebilen savunmasizlik/caresizlik ve anhedoni meydana
getirebilecegini gostermistir (Gerhard ve ark., 2016). Kronik stresin meydana
getirdigi davranis bozukluklari, medial prefrontal korteksteki spine sinaps fonksiyon
ve sayisindaki azalma ile iliskilidir (Gerhard ve ark., 2016). Kronik stres sonucu ayni
etkiler, hipokampiisteki CA3 piramidal hiicrelerde de gozlenmektedir (Gerhard ve
ark., 2016).

4.3.9. Major depresif bozuklukta genetigin rolii

1000 ¢ocuk tizerinde geng yetiskinlik donemlerine kadar yapilan bir ¢aligmada;

5-HTTLPR kisa alel tastyicilarin, ¢cocukluklarinda ya da yillar i¢inde stresli durumlar

37



ile karsilasirsa, ciddi depresyon gelisimine daha yatkin oldugu oldugu bulunmustur

(Palazidou, 2012).

4.3.10. Major depresif bozuklugun tedavisi

Depresyon tedavisi i¢in tanimlanan ilk ilaglar, monoaminerjik ajanlardir ve
hastalik bu anlamda serotonin, norepinefrin ve dopamin eksikligi olarak

tanimlanmustir (Gerhard ve ark., 2016).

Spesifik olarak klinik depresyon tedavisinde kulllanilan ilaglar; trisiklik
antidepresanlar, reuptake inhibitdrleri ve monoamin oksidaz inhibitdrleridir (Gerhard
ve ark.,, 2016). Non-selektif baglanma 0&zelliklerinin sonucu olarak, trisiklik
antidepresanlarin, bas donmesi, sedasyon, hafiza ve kognitif bozukluklar, agiz
kurulugu, artmis kan basinci gibi yan etkileri vardir (Gerhard ve ark., 2016). Yan etki
profilini gelistirmek adimna, ilag gelistirme c¢alismalari, daha selektif reuptake
inhibitorleri iizerinde yogunlasmis ve sonucunda basta fluoksetin olmak iizere ¢esitli
SSRI’lar piyasada yerini almistir (Gerhard ve ark., 2016). Bu ilaglar ise, beklenildigi
lizere daha kolay tolere edilmekle birlikte basagrisi,, kronik seksiiel disfonksiyon,
kilo alim1 gibi yan etkiler meydana getirmistir (Gerhard ve ark., 2016). Ayrica tedavi
kesildiginde; insomnia, basagrisi, bulanti ve irritabilite ile karakterize sendrom
ortaya ¢ikmaktadir (Gerhard ve ark., 2016). Giiniimiizde kullanilan antidepresanlar,
ozellikle SSRI’lar, uzun donemli tedavi gerektirmektedir ve limitli etkinlie sahiptir

(Duman, 2014b).

Depresyonun ilk episodunda etkili tedavi gerekliligi apagiktir (Palazidou, 2012).
Akut depresyon episodundan sonra relapsi onlemek i¢in remisyon sirasinda tedaviyi
birkac ay siirdiirmek gereklidir (Palazidou, 2012). Birden fazla depresyon episodu
yasayan kisiler i¢inse niiksii 6nlemek i¢in uzun siireli tedavi verilmelidir (Palazidou,
2012). Depresyon prognozu, gecirilen episod sayisinin yaninda, hastaligin tedavisi
yapilmadan gecirilen siire ile de iligkilidir (Palazidou, 2012). Bu siire ne kadar
uzunsa, tedaviye yanit o kadar zayif ve remisyon olasiligi ise o kadar diisiiktiir

(Palazidou, 2012). Malesef pek c¢ok hasta, diisiik uyum, tedaviyi erken sonlandirma,
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yetersiz tedavi gibi pek c¢ok faktér yiiziinden tam remisyona ulagsamamaktadir
(Palazidou, 2012). Uzun donem depresyon, sik rastlanir ve episodik depresyondan
daha ciddidir (Palazidou, 2012). Bu hastalar sosyal fobi ve benzodazepin
suistimalinden daha ¢ok ¢ekmektedir ve somatik ve psikolojik sagliklari bozulmustur

(Palazidou, 2012)

Major depresif bozukluk tedavisinde yeni ajan gelistirilmesinde pek ¢ok zorluk
s0z konusudur (Gerhard ve ark., 2016). Bunlardan biri, major depresif bozuklugun
pek cok alttipi ve nedeni olmasidir (Gerhard ve ark., 2016). Genetik yatkinlik ve
stres ve travma bagta olmak iizere ¢evresel faktorler depresyonda rol oynamaktadir
(Gerhard ve ark., 2016). Diger bir problem ise depresyonda ve tedavi yanitinda iyi
biyomarkerlar olmamasidir (Gerhard ve ark., 2016). Arastirmacilarin karsilastiklar:
bir bagka problem ise yeni ilag testi sirasindaki placebo etkidir (Gerhard ve ark.,
2016). Major depresif bozukluk hakkinda yapilan bir meta analiz, ¢alismalar
arasindaki plasebo yanitlarin hayli degisken oldugunu gostermistir (Gerhard ve ark.,

2016).

4.3.10.1.Yeni gelistirilen bir ajan olarak ketamin

Ketamin, klinikte anestezi ve agri tedavisinde kullanilan iyonotropik ve
glutamaterjik non-kompetitif N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptér antagonistidir
(Yang ve ark., 2013). Anestezi prosediirlerinde fensiklidin molekiiliine daha giivenli
bir alternatif olusturulmak amaciyla 1960’larda gelistirilmistir (Trujillo ve ark.,
2011). Diger anestezik ajanlarin kullanimi sirasinda siklikla ortaya ¢ikan respiratuar
ve kardiyovaskiiler depresyon komplikasyonlarina neden olmamasi ve iyi bir
anestezi saglamasi nedeniyle ketamin kullanima girdigi ilk zamanlarda oldukga
yaygin bir kabul gérmiistiir (Saragoglu, 2005). Isimlendirilmesi kimyasal yapisini
belirten “keton” ve “amin” kelimelerinin birlestirilmesiyle meydana gelmistir
(Radvansky ve ark., 2015). Molekiil formiilii C13H16CINO, [2-(2 klorofenil)-2-
(metilamino) siklohegzanon] (Rasmussen, 2016), molekiil kiitlesi 237.725 g/mol’diir;

klorofenil halkasinin siklohekzanon halkasina baglanmasi ile meydana gelir; toz ve
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sulandirilmis formlart mevcuttur (Radvansky ve ark., 2015). Ketamin molekiilii S(+)
ketamin ve R(-) ketamin olmak {izere iki enantiomer igerir; ticari olarak en sik
kullanilan formu ise bu iki enantiomerin rasemik karigimidir (Karacaer, 2015). S(+)
ketamin preparatinin NMDA reseptorlerine affinitesi R(-) ketaminden 4 kat fazladir

(Karacaer, 2015).

Ketamin hem suda hem de yagda ¢0Oziinebildigi i¢in intravendz (i.v.),
intramiiskiiler (i.m.), oral, rektal, subkutan (s.k.), epidural ve transnazal olarak
kullanilabilir (Karacaer, 2015). Ketamin, intramiiskiiler yoldan uygulandiginda hizla
absorbe olur ve biyoyararlanimi yaklasik %93 oranindadir (Clements ve ark., 1982).
Oral uygulandiginda ise yaklasik %20, sublingual ve rektal yoldan uygulandiginda
%30, nazal yoldan uygulandiginda ise %45 oranindadir (Yanagihara ve ark., 2003).
IV uygulamada maksimum plazma konsantrasyonuna 1-5 dakikada, oral uygulamada
ise 15-30 dakikada ulasir (Karacaer, 2015).

Ketamin, insanlarda karaciger sitokrom P450 enzim sistemi (CYP3A4)
tarafindan metabolize edilerek, norketamin ve dehidronorketamine doniistiiriiliir ve
idrarla atilir (Moore ve ark., 2001).

Sicanlarda yapilan bir ¢aligmada ketaminin tiim viicut dokularina dagildigi, en
yliksek oranda ise beyinde bulundugu gosterilmistir (Edwards ve Mather, 2001).

Ketamin NMDA reseptorlerinin fensiklidin baglanma boélgesine nonkompetitif
bir sekilde baglanarak allosterik mekanizmalar ile reseptdriin modifikasyonunu
gergeklestirerek reseptorii antagonize eder (Radvansky ve ark., 2015).

Her NMDA reseptorii tetraheteromerik yapida olup, iki GluN1 ve iki GluN2
protein altiinitesinden meydana gelir. (Miller ve ark., 2016). Ketamin fizyolojik
Mg+2 varliginda non kompetitif bir sekilde GluN2A ve GIuN2B igeren NMDA
reseptorlerini esit diizeyde bloke eder. (Kotermansky ve Johnson, 2009) (Sekil 6).
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Sekil 6: NMDA reseptorii yapisi (Longone ve ark., 2011). NMDA reseptor yapisinda tanimlanan ve
iyon kanal acilisini regiile ettigi diisiiniilen 6 baglanti bolgesi vardir; bunlar glutamat, glisin baglanma
bolgeleri, poliamin baglanma bdlgesi, fensiklidin baglanma boélgesi, katyon (Mg2+, Zn+2) baglanma
bolgeleridir. NMDA reseptorleri monovalan katyonlara ek olarak, Ca™, K*, Na" gecisini saglar.
PCP;Fensiklidin

Tek, diisik doz ketamin uygulamasinin major depresif bozukluk tanili
hastalarda, hizl1 ve kaydadeger bir antidepresan etki meydana getirdigi gosterilmistir
(Kavalali ve Monteggia, 2015). Baslica depresyon semptomlarinda 40 dakika
boyunca uygulanan 5mg/kg intravendz infiizyondan (Berman ve ark., 2000) sonraki
2 saat i¢inde azalma oldugu gosterilmis ve bir hastada bu etkinin iki haftaya kadar
stirdiigli bulunmustur (Kavalali ve Monteggia, 2015). Tedaviye diren¢li depresyon
hastalarinda da ketamin uygulamasinin depresif semptomlarda hafifleme meydana
getirdigi gosterilmistir (Browne ve Lucki, 2013). Ketamin antidepresan etkisini
diisiik dozlarda gostermekte olup, artan dozlarda psikomimetik etki meydana getirip
anestezi olusturur. (Miller ve ark., 2016). NMDA reseptorlerin antagonize olmasi
psikomimetik etkilere neden olabilmektedir ve tek doz ketaminin inflizyonunun
antidepresan etki siiresi birka¢ giin boyunca devam etmektedir (Sanacora ve ark.,

2012).

Berman ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptig1 arastirmada depresif hastalarda
subanestezik dozlarda (0,5 mg/kg, iv) ketamin infiizyonu kullanarak Hamilton

Depresyon Olgegi’ne gore depresif semptomlarda gerileme oldugunu saptanmustir
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(Karacaer, 2015). Calismaya 8 hasta dahil edilmis ve 0,5 mg/kg tek doz ketamin iv
infiizyonla 40 dk’da uygulanmistir (Karacaer, 2015). Hastalarin tiimiinde ilk 3 giinde
depresif belirtilerde azalma saptanmis, bir hastada antidepresan etkiler inflizyon

sonrast 2 haftaya kadar devam etmistir (Karacaer, 2015).

Zarate ve arkadaslarinin 2006 yilindaki calismasinda ise tek doz ketamin
inflizyonu ile caligmaya alinan 18 hastadan 12’sinde ilk giin depresif belirtilerde
diizelme belirlenmistir ve bu diizelme, 6 hastada bir hafta boyunca devam ederken, 2

hastada 2 hafta boyunca siirmiistiir (Karacaer, 2015).

Subanestezik dozda (2.5 mg/kg) ketaminin farelerde akut ve siirdiiriilebilir

antidepresan benzeri etki olusturdugu gosterilmistir (Maeng ve ark., 2008).

Yilmaz ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, tek doz ketamin uygulamasinin (160
mg/kg 1.p.) Wistar sicanlarda c¢aresizlik davranisini uygulamadan sonra en az bir

hafta boyunca diizelttigi bulunmustur (Yilmaz ve ark., 2002).

Tizabi ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmaya gore ise Wistar Kyoto sicanlarina
akut olarak uygulanan 0.5 mg/kg ve 5.0 mg/kg i.p. (intperitoneal) ketamin dozlarinin
ve kronik olarak 10 giin boyunca uygulanan giinlik 0.5-2.5 mg/kg ketamin
dozlarinin zorunlu yiizme testinde immobil kalma siiresini kisalttigr dolayisiyla

antidepresan-benzeri davranigsa neden oldugu bulunmustur (Tizabi ve ark., 2012).

Gigliucci ve arkadaglarinin, Sprague-Dawley sicanlar lizerinde yaptiklar1 bir
aragtirmada ise, 10-25 mg/kg tek doz intraperitoneal ketamin uygulamasinin
uygulamadan 1 ya da 24 saat sonra zorunlu yilizme testinde antidepresan benzeri etki

gosterdigi sonucunu ortaya koymustur (Gigliucci ve ark., 2013).

Duman ve arkadaglarinin 2011 yilinda Sprague Dawley siganlari iizerinde
ginlik i.p 10mg/kg dozda ketamin kullanilarak yaptiklar1 aragtirmada kronik
ongiirelemeyen stres indiiklemeli anhedoninin ve anksiyojenik davraniglarin ketamin
tarafindan hizli bir sekilde iyilestirildigi bulunmustur (Li ve ark., 2011). Ayrica bu
calismada mTOR sentez kaskadinin blokajinin  ketaminin davranigsal ve

biyokimyasal etkilerini ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2011).
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Zhou ve arkadaslarimin Sprague-Dawley sicanlarda yaptigi calismaya gore 21
giin boyunca, tekrarlayan dozlarda ketamin (10mg/kg i.p., haftada bir) ile sitalopram
(20 mg/kg p.o., her giin) kombinasyon tedavisinin tek basina uygulanan sitalopram
tedavisine gore daha hizli ve uzun siireli antidepresan-benzeri etki meydana getirdigi

gosterilmistir (Zhang ve ark., 2015).

Bu sonuglar antidepresan tedavide karsilagilan en Onemli sorunlardan
antidepresan etkinin baglama siiresinin gecikmesi ve de tedaviye direng
problemlerine ¢oziim vaadetmekle birlikte bu anlamda ketamin iizerine yapilan

aragtirmalar kritik bir 6neme sahiptir.

Her ne kadar ketaminin klinikte kullaniminda potansiyel toksisite ve suistimal
riski so6z konusu olsa da, hayvan modelleri kullanilarak ketaminin etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi giivenli ve hizli ajanlarin gelistirilmesine olanak

vermesi agisindan onem tagimaktadir (Li ve ark., 2011).

Ketaminin, tipik monoamin reuptake inhibitorlerinden tamamen farkli bir
mekanizma ile hizli antidepresan etki meydana getirdiginin kesfedilmistir (Duman ve
Voleti, 2012). Ketaminin bilinen hizli antidepresan etki mekanizmasi; prefrontal
korteksteki ekstraseliiler glutamat diizeyinde artis meydana getirmesi ve sonucunda
artan sinaptogeneze baglidir (Duman ve Voleti, 2012; Duman, 2014). Glutamat
diizeylerindeki artig, inhibitor GABA noronlardaki NMDA reseptorlerini bloke
etmesi sonucu glutamat transmisyonunundaki disinhibisyona neden olmasina
baglidir (Duman, 2014a). Glutamaterjik artts, BDNF saliniminin artmasina neden
olur (Duman, 2014a). Bu da Tropomiyozin reseptor K-kinaz B (TrkB) ve sirasiyla
fosfatidil inositol-3 kinaz (PIK3), Akt ve Ras-MAPK’in uyarilmasina ve mTOR
sinyal aktivasyonuna neden olur (Duman ve Voleti, 2012). Sonucunda yeni sinaps
olusumu i¢in gerekli sinaptik protein sentezi artar (Duman ve Voleti, 2012). (Sekil

7).
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Sekil 7. Ketaminin hizh antidepresan etkisi altinda yatan sinyal yolaklari (Duman ve
Voleti,2012).  Ketamin  hizlica  ekstraseliller glutamat  diizeylerini  yiikselterek  hizli
eksitasyon/depolarizasyona neden olur. Bu da voltaj bagimli Ca™ kanallarinin (VDCC) aktivasyonuna
ve aktivite bagimli BDNF salinimina neden olur. Sonucunda TrkB ve alt sinyal yolaklar1 (PI3K-Akt
and Ras-MAPK) stimule olur. Bu yolaklar mTOR sinyalini ve mTORCI’i stimule eder ve bu da S6
kinaz’1 (S6K, ribozomal S6 kinaz ailesi iiyesi) ve sinaptik protein ekspresyonlari, PSD95, AMPA
reseptor GluA1 altiinitesi dahil transkriptlerin lokal translasyonunu arttirir. GluAl igeren AMPA
reseptorleri membran igine gomiilii olup sinaptogeneze katki saglar. Ketsamin aracili mTOR sinyali
ve davranigsal yanitlar AMPA reseptorleri, PI3K-Akt ya da MEK-ERK inhibisyonu ile bloke edilir.
Ayrica ketaminin sinaptogenik ve davranigsal etkileri selektif mTOR inhibitori olan rapamisin ile ve
BDNF delesyonu olan farelerde bloke edilir. Ketamin ayrica GSK3 fosforilasyonunu bilinmeyen bir
mekanizma muhtemelen Akt ve/ve ya S6K ile arttirir (Duman ve Voleti,2012). mTORCI1; Rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1, PSD95; postsinaptik dansite-95, VDCC; Voltaj
bagimli kalsiyum kanallar1.

GSK3’lin ketaminin antidepresan etki gostermesi igin gerekli oldugu
bulunmustur (Duman ve Voleti, 2012). Ketamin, farelerde serebral korteks ve
hipokampiiste GSK3 fosforilasyonunu arttirmaktadir ve ketamin uygulamasi ile
gelisen davranigsal yanitlarin GSK3 fosforilasyonu mutant knock-in farelerde bloke
oldugu gosterilmistir (Duman ve Voleti, 2012). Ketamin tarafindan olusturulan
artmig GSK3 fosforilasyonu Akt stimulasyonu ile muhtemelen aktiviteye bagimli
BDNF salinimi araciliiyla gerceklesir (Duman ve Voleti, 2012). Monositlerdeki
GSK3, ketamin tarafindan stimule edilen mTOR yolag: tarafindan fosforile edilebilir
(Duman ve Voleti, 2012).
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Ketamin NMDA reseptorii disinda, monoaminerjik reseptorler, muskarinik
reseptorler, opioid reseptorleri ve voltaj bagimli kalsiyum kanallar ile etkilesir
(Hirota ve Lambert, 1996). Opioid reseptorlerinden mu, kappa reseptorlerine
baglanir. (Karacaer, 2015; Hirota ve Lambert, 1996). Ketaminin antinosiseptif
etkisinin inen monoaminerjik agr1 yolaklarindaki inhibitér etkiye bagli olarak
gerceklestigi diisiinilmektedir (Hirota ve Lambert, 1996). Ketaminin muskarinik
reseptorleri inhibe etmesi sonucu bronkodilatasyon ve midriyazis gibi periferal
etkiler goriilebilir (Durieux, 1995). Ketamin, voltaja duyarli kalsiyum kanallar ile
etkileserek hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun azalmasina neden olur (Hirota ve

Lambert, 1996).

Ketamin santral anestezik etkisini beyindeki NMDA reseptorleri ile etkileserek
gerceklestirir. (Radvansky ve ark., 2015). Calismalar ketaminin agr1 algilamasinda
sorumlu beyin bolgelerinden anterior singulat korteks, insular korteks ve talamusu

etkiledigi bulunmustur (Nagels ve ark. 2011; Rogers ve ark., 2004)

Depresyon tedavisinde her ne kadar klinikte ¢ok cesitli antidepresanlar
kullanilsa da, hastalarin yalnizca iicte biri antidepresan tedavisine anlamli yanit
vermektedir (Li ve ark., 2011). Gilinlimiizdeki ilaglarla tedavide terapotik etkinin
ortaya ¢ikisinda haftalar, aylar siiren bir gecikme s6z konusu olup, hizli etki gosteren
ve daha etkili yeni antidepresan ajanlarin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Li ve

ark., 2011).

Ketamin katekolamin geri alimini inhibe ettigi i¢in sempatomimetik aktiviteye
sahiptir; dolayisiyla kan basinci, kalp atim hizi, atim hacmi ve miyokard oksijen

titketimini hafif ve orta derecede arttirabilir (Green ve Li, 2000).

Ketaminin suistimal edilme potansiyeli ve kronik tedavi sonucu meydana gelen
norotoksisite ketaminle tedavideki ana sorunlardir (Chaki ve Fukumoto, 2015).
Ayrica yapilan bir calismada major depresyon tedavisinde ketamin alan hasta
grubunda alg1 bozukluklari, konflizyon, kan basincinda artis, 6fori, bag donmesi ve

libido artis1 gibi yan etkiler sik goriilmiistiir (Zarate ve ark., 2006)
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4.3.10.1.1. inflamasyon hipotezi perspektifinde ketamin bulgular

Diisiik dozlarda ketamin kullaniminin antiinflamatuar etki meydana getirdigi
gosterilmistir (Iwata ve ark., 2013). Ketamin, lokal iyilestirme mekanizmalarina
dokunmadan, antiproinflamatuar etkisi sayesinde sistemik inflamasyonun

siddetlenmesini 6nledigi bulunmustur (Loix ve ark., 2014).

Ketamin, sicanlarda endotoksin indiiklemeli soku TNF-a, IL-6 gibi plazma
sitokinlerinin salimimin1 inhibe ederek ve inflamasyonu azaltarak Onlemistir

(Taniguchi ve ark. 2001, 2004).

Ketaminin, TNF-a, IL-6, iNOS, NF-xB, ve aktivator protein (AP)-1 gibi LPS
indiiklemeli proinflamatuar sitokin ekspresyonunu IL-10 gibi antiinflamatuar

sitokinlerin ekspresyonunu etkilemeden azalttigi bulunmustur (Helmer ve ark.

2003a,b).

Klinik c¢alismalarda inflamasyonun depresyona neden olabilecegi ile ilgili
kanitlar mevcuttur (Iwata ve ark., 2013). Ketaminin antiinflamatuar etkisinin
antidepresan etkisi ile iliskili olup olmadigi bilinmemektedir (Hurley ve Tizabi,

2013).

Major depresyon hastalarinda IL-1PB, IL-6, TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinlerin diizeylerinin arttigi ve bozulmus olan HPA aksini aktive ettikleri
bulunmus ve sitokinlerin duygu durumu etkiledigi, disfori ve anksiyeteye neden
oldugu bildirilmistir (Iwata ve ark., 2013). Ayrica IL-1B blokajinin kronik strese
maruziyet sonucu meydana gelen depresif davranigsal ve hiicresel cevaplar1 bloke
etmekte yeterli oldugu gosterilmistir (Iwata ve ark., 2013). Depresyon hastalarinda
trisiklik antidepresanlarin ve SSRI’larin, inflamatuar sitokinlerin serum diizeylerini
diizelttigi ve IL-10 gibi anti inflamatuar sitokinlerin tiretimini arttirdigi bulunmustur

(Iwata ve ark., 2013).

Loix ve arkadaslari, ketaminin inflamatuar yanitlar1 inhibe ettigini ve

proinflamatuar sitokin iiretimini azalttigim1 ortaya koymustur. Bu durum bu
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parametrelerin  ketaminin hizli antidepresan etkisinde rol oynama ihtimalini

arttirmaktadir (Yang, 2011).

Ketaminin, fare makrofaj Raw264.7 hiicrelerindeki, LPS (lipopolisakkarit) ya da
lipoteikoik asit aracili tiimor nekroz faktor TNF-a, interlokin (IL)-1p ve IL-6
tiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Chang ve ark., 2005; Wu ve ark., 2008; Chang
ve ark., 2010)

Ayrica Chang ve arkadaslari, ketaminin (100 and 250 uM) si¢can mikroglial
hiicrelerinde nitrik oksit ve IL-1f iiretimini inhibe ettigini fakat TNF-o tiretimini

inhibe etmedigi sonucunu ortaya koymustur (Chang ve ark., 2009).

Ketaminin diisiik dozlarda LPS indiiklemeli IL-1B ve IL-6’y1, yiiksek dozlarda
ise TNF-a’y1 ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK1/2) fosforilasyonunu
inhibasyonuna bagli olarak bloke ettigi gosterilmistir (Chang ve ark. 2009).

Ward ve arkadaslari, ketaminin LPS enjekte edilen siganlarda serum IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-10, TNFa, ve interferon vy iiretimini azalttigi fakat travmatik beyin
hasarinin neden oldugu hasara minimum etkisi oldugunu gostermistir (Ward ve ark.,

2011).

Insan hiicrelerinde ketaminin, biitiin kanda LPS tarafindan in vitro indiiklenen

TNFa, IL-6, ve IL-8 iiretimini inhibe ettigi bulunmustur (Kawasaki ve ark., 1999).

Ketaminin ayni zamanda in vitro insan kaninda endotoksin-aracili TNFa, IL-6

ve IL-8 ekspresyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Taniguchi ve Yamamoto, 2005).

Welters ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptig1 bir arastirma, elektif koroner arter
bypass graafti sirasinda anestezik olarak devamli ketamin uygulamasinin cerrahi
sirasinda ve sonrasinda proinflamatuar sitokin (IL-6 ve IL-8)’in yanmitin1 azalttigini

gostermistir (Welters ve ark., 2011).

Tanaka ve arkadaglariin yaptig1 bir ¢alismada ise, ayni sekilde ketaminin glial
hiicrelerdeki LPS-aracili IL-1 upregiilasyonunu suprese ettigi gosterilmistir (Tanaka

ve ark., 2013).
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Shibakawa ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise ketaminin LPS uygulanmig
astrosit ve mikroglial hiicrelerin her ikisinde de TNF-a {iretimini azalttigin

gostermistir (Shibakawa ve ark., 2005).

Adams ve arkadaglarimin yaptig1 bir calismada ise, LPS uygulanan siganlarin
serum IL-1, IL-6, interferon gama (IFN-) ve TNF- seviyelerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda belirgin bir artis gézlenmistir. Ketamin alan siganlarda ise bu

dort sitokinin LPS’ye verdigi yanitta azalma gozlenmistir (Adams ve ark., 2008).

Zhu ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada; sicanlara elektrokonvulsif sok
uygulamasinin Iba-1, ekspresyonunu upregiile ettigi, IL-1 ve TNF- salinimin
tetikledigi; ketaminin ise bu ECS’ye bagli molekiiler degisiklikleri tersine ¢evirdigi
gosterilmistir (Zhu ve ark., 2015).

Wu ve arkadaglarinin siganlar {izerinde yaptig1 bir ¢alismada; astrositler ketamin
(10, 100, 1000uM dozlarinda) uygulamasindan 15 dakika sonra ya da herhangi bir
ilag uygulamasi yapilmadan LPS (1pg/ml) ile stimule edilmistir. Ketamin (100 ve
1000uM) dozlarmin LPS ile stimiile edilmis astrositlerden IL-1f8, IL-6 ve TNF-a
tiretimini inhibi ettigi gosterilmistir. Ketaminin 10 uM dozunun ise bu
proinflamatuar sitokinler lizerinde gozle goriiliir bir etkisi olmadigr gozlenmistir.
Ayrica GFAP yogunluk ekspresyonu incelenmis ve LPS stimulasyonundan sonra
astrositlerin boyutlarinda biiyiime ve GFAP ekspresyonunda ciddi bir artis
Ol¢iilmiistlir. Ketaminin ise bu artmig GFAP ekspresyonunu ve hiicre gévde hacmini
ciddi bir bigimde inhibe ettigi gosterilmistir. Caligmada astrositlerdeki TLR4
ekspresyonu da arastirilmis ve LPS stimiilasyonunun astrositlerdeki TLR-4
ekspresyonunu belirgin bir sekilde up-regiile ettigi gosterilmistir. Ketamin (100 ve
1000uM) dozlarinin TLR4 ekspresyonunu suprese ettigi, 10 uM dozundaki
ketaminin ise LPS’nin indiikledigi TLR4 ekspresyonunu azaltmadigi gosterilmistir.
Ayrica astrositlerdeki total ve fosforile NF-xB p-65 diizeyleri dl¢iilmiistiir. Deney
gruplar1 arasinda, astrositlerdeki total NF-kB p-65 ekspresyonunda ciddi bir
degisiklik gézlenmemistir. Fakat fosforile NF-kB p-65’nin LPS ile belirgin sekilde
upregiile oldugu bulunmustur. Ketamin (100 ve 1000uM) dozlarinin astrositlerdeki
LPS-indiiklemeli NF-kB p-65 fosforilasyonunu azalttigi, ketaminin 10uM dozunun
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ise fosforile NF-kB p-65 ekspresyonunu inhibe etmedigi gosterilmistir. Bu
calismanin sonucunda ise ketaminin LPS ile indiiklenmis astrosit aktivasyonu
tizerindeki inhibitér etkisinin ve inflamasyon yanitinin TLR4 ekspresyonunu
azaltmast sonucu NF-kB aktivasyonunu suprese ederek gerceklestirebilecegi

cikarimi yapilmistir (Wu ve ark., 2012).

Welters ve arkadaglarinin yaptig1 bir arastirmada ise, ketaminin 100 pM
dozunun U937 hiicrelerindeki NF-kB baglanmasini azalttigi ve bu etkinin 1 mM
dozunda daha belirgin hale geldigi bulunmustur. Ayrica kan 10 ng/mL LPS ile
stimiile edilmis ve ketaminin nétrofil lizerindeki CD11b ve CD16 ekspresyonu
tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Ketamin uygulamasi yapilmadiginda her iki reseptor
ekspresyonunda da LPS aracili belirgin bir artis gézlenmistir. Ketaminin LPS-aracili
CDI1b ve CDI16 reseptor ekspresyonunda meydana gelen artist azalttig
gosterilmistir (Welters ve ark., 2010).

Sakai ve arkadaslari, invitro insan glioma hiicrelerinde ve intakt fare beyin
hiicrelerinde ketaminin LPS’ye bagli NF-xB aktivasyonu {izerindeki etkisini
incelemistir. Calismanin sonucunda ketaminin LPS aracili NF-kB aktivasyonunu
konsantrasyona bagimli bir sekilde in vivo ve in vitro ortamda suprese ettigini

gostermistir (Sakai ve ark., 2000).

Zhou ve arkadaslarinin yaptigr bir ¢alismada ise, sicanlar gruplara ayrilip,
intraperitoneal salin, intraperitoneal LPS (10 mg/kg) enjeksiyonu ve intraperitoneal
LPS enjeksiyonu (10 mg/kg) ve intraperitoneal ketamin uygulamasi yapilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, LPS uygulamasinin polimorfoniikleer 16kosit
CDI11b ekspresyonunu arttirdigr ve ketamin gruplarinin polimorfontikleer 16kosit
CD11b ekspresyonunu azaltttigi bulunmustur ve ketaminin polimorfontikleer 16kosit
CDI11 ekspresyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi sonucuna varilmistir (Zhou ve

ark., 2007).

Brookes ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ise, ketamin anestezisinin
hemoraja yanit olarak olusan 16kosit adezyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Ketamin
bu etkisini CD11b 16kosit ekspresyonu lizerindeki inhibitor etkisine bagli olarak

olusturdugu ortaya konulmustur (Brookes ve ark., 2006).
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Unal ve arkadaglarinin siganlar iizerinde yaptig1 bir ¢calismada, subkronik streste
akut ketamin uygulamasinin NLRP3 inflamazomu {izerindeki etkileri arastirilmistir.
Kontrol grubu hayvanlar ile karsilastirildiginda, stres grubunun hipokampiisiinde
NLRP3, Kaspaz-1, ASC, NF-xB, IL-1p ve IL-18’in gen ekspresyonlarinin belirgin
sekilde arttigi bulunmustur. Benzer sekilde stresin prefrontal kortekste de NLRP3,
Kaspaz-1, ASC, NF-kB gen ekspresyonlarn yiikselttigi bulunmustur. Tek doz
ketamin uygulamasinin hipokampiiste bu parametreler iizerinde down-regiilasyon
yaptig1 belirlenmis fakat sadece IL-1B’de meydana gelen azalma stres grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Prefrontal kortekste ise
strestketamin grubu stres grubu ile karsilastirildiginda, Kaspaz-1, NF-xB ve IL-18
ekspresyonunda azalmaya egilim var iken sadece NLRP3 diizeyleri belirgin derecede
azalmis bulunmustur. Bu c¢alismanin sonucunda subkronik kisitlama stresinin
NLRP3 inflamazomunu aktive ettigi ve akut ketaminin genel olarak NLRP3
inflamazom yolagindaki parametreleri downregiille etme egiliminde oldugu

gosterilmistir (Unal ve ark., 2015).

Yang ve arkadaglarmin Wistar erkek sicanlarda yaptigi bir arastirmada,
endotoksinin ciddi akciger hasarina neden oldugu, bunun da TNF-a ve IL-6
ekspresyonu ve NF-«B aktivasyonu, miyeloperoksidaz aktivite ve 1slak/kuru agirlik
oran1 artis1 ile karakterize oldugu gosterilmistir. Ketaminin (5, 50 mg/kg)
endotoksine bagli NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Ketaminin sadece
50mg/kg dozunun endotoksin uygulamasi sonrast TNF-a and IL-6 {iretimini inhibe

ettigi ortaya konmustur (Yang ve ark., 2005).

Yu ve arkadaglarinin 2006 yilinda yayinladigi bir ¢aligmada Sprague Dawley
sicanlarinin barsaklarinda liposakkarite bagli olusan NF-kB aktivitesi ve TLR4
ekspresyon artisginin 0.5 mg/kg, 2.5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarindaki ketamin
tarafindan suprese edildigi gosterilmistir ve calismadan ketaminin LPS tarafindan
indiiklenen NF-«xB aktivite artisint TLR4 ekspresyonunu suprese ederek inhibe ettigi

sonucu ¢ikarilmistir (Yu ve ark., 2006).

Yu ve arkadaslarinin 2007de yayimlanan c¢alismasinda ise, ¢ekal ligasyon ve
ponksiyon (CLP) ile indiiklenen sigan barsagindaki polimicrobial sepsiste ketaminin
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inflamatuar sitokinler, NF- kB, TLR’ler tlizerindeki etkileri arastirilmistir. CLP’den
sonra NF-0, IL-6 konsantrasyonlari, NF-kB aktivitesi, TLR2 ve TLR4
ekspresyonlarinin arttig1 bulunmustur. 5 ve 10 mg/kg ketaminin CLP aracili IL-6
artisin1 suprese ettigi gosterilmistir. Ketamin 2.5, 5 ve 10 mg/kg’in ise intestinal
TNF-a seviyesi, NF-kB aktivitesini azalttigi ve TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarini
inhibe ettigi bulunmustur (Yu ve ark., 2007).

Sun ve arkadaslari, ketaminin barsaktaki endotoksinin indiikledigi
proinflamatuar sitokinler ve NF-kB aktivasyonu iizerindeki koruyucu etkilerini
arastirmis ve endotoksinin NF-«B aktivitesinin, TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu
arttirdigini, 0.5 mg/kg dozunda ketaminin barsakta endotoksine bagli TNF-a mRNA
ve protein artisini suprese ettigini ve NF-xkB aktivasyonunu inhibe ettigini
gostermistir. IL-6 inhibisyonu i¢in minimum ketamin dozu 5mg/kg bulunmustur

(Sun ve ark., 2004).

Yu ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptiklar1 bi ¢alismada ise, LPS stimiilasyonu ile
sican periferal kan mononiikleer hiicrelerinde artan TNF-a iiretimi ve NF-«xB
aktivasyonunu ketaminin doza baglimli sekilde inhibe ettigini ortaya koymustur

(Yun ve ark., 2002).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.Kimyasal Maddeler

Ketamin HCI (Ketalar) 10 mg/kg dozda enjeksiyonlarin hacmi 0,1 ml/100 ml
olacak sekilde ayarlandi. Tiim enjeksiyonlar i.p. olarak deney protokoliine uygun

bicimde her giin ayni satte yapildi.

5.2. Deney Hayvanlar

Calismamizda Wistar albino susu yetiskin erkek sicanlar (255-350 g)
kullanilmistir. Deney hayvanlari Kocaeli Universitesi Deney Hayvani Yetistirme
Unitesinden temin edilmistir. Siganlar, bir kafeste 5 adet olacak sekilde deneyden iki
hafta once kafeslere yerlestirilmistir. Biitiin deneyler sabah 9-12 saatleri arasinda,
standart laboratuar kosullar1 altinda; 22°C oda sicakligi, %65-70 nem ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii saglanarak gerceklestirilmistir. Siganlarin su ve yem
erisimi kisitlama olmaksizin saglanmistir. Tiim hayvan deneyleri etik kurallara
uygun olarak gergeklestirilmistir. Sadece aydmlik-karanlik dongiisii KOHS
uygulamas: sirasinda deney protokoliine uygun sekilde degistirilmistir ve hayvanlar
stikroz tercih testine alinmadan 23 saat Oncesi su ve yem erisimleri engellenmistir.
Calisma protokolii Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 14.07.2015 tarih ve 58.2015.mar say1 ile ve Kocaeli Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 12.11.2015 tarih ve KOU HAYDEK 11/7-
2015 karar no ile onaylanmistir (Ek-2, Ek-3).

Davranis deneyleri Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Birimi (DETAB)’da yapilmistir. Immiinohistokimyasal analizler ~Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda, molekiiler
analizler ise Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

Sinirbilim Anabilim Dali’nda yapilmistir.

52



5.3. Deney Gruplan

Deney hayvanlar1 4 gruba ayrilmistir:

1.

Kontrol grubu (n = 10): Deney sliresince herhangi bir stresdore maruz
birakilmamis ve 4., 5. ve 6. haftalarda haftada bir serum fizyolojik enjeksiyonu

yapilmis saglikli sicanlardan olusturulmustur.

KOHS grubu (n = 10): Deney siiresince kronik éngoriilemeyen stres modelinde
yer alan stresorlere maruz kalmistir. 4., 5. ve 6. haftalarda haftada bir serum

fizyolojik enjeksiyonu yapilmustir.

KOHS + akut ketamin grubu (n = 10): Deney siiresince kronik dngoriilemeyen
stres modelinde yer alan stresorlere maruz kalmistir. Tedavi olarak, kronik stres
uygulamasinin 6. haftasinin sonunda bir kez 10 mg/kg dozunda ketamin i.p.
enjeksiyonu yapilmistir. Kronik stres uygulamasinin son 3 haftasinda haftada bir

kez serum fizyolojik i.p. enjeksiyonu yapilmustir.

KOHS + kronik grubu (n = 10): Deney siiresince kronik dngériilemeyen stres
modelinde yer alan stresorlere maruz kalmistir. Tedavi olarak, kronik stres
uygulamasinin son 3 haftasinda haftada bir kez 10 mg/kg ketamin i.p.

enjeksiyonu yapilmistir.

5.4. Sicanlarda Depresyon Modelinin Olusturulmasi

5.4.1. KOHS modeli

Calismada depresyon modeli olusturmak amaciyla sicanlara Willner P.

tarafindan tanimlanan kronik Ongdriilemeyen hafif stres uygulamasi yapilmistir

(Willner ve ark., 1992). Asagidaki stresorler belirtilen siirelerde doniistimlii olarak

uygulanmustir.

» Kuyruktan asma (1 dakika boyunca)
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= Kafes egimlendirme (45°/24 saat)

= Kafes sallama (10 dakika)

* Gilindiiz/Gece siklusunun tersine ¢evrilmesi (24 saat)
» Soguk suda ylizdiirme (4 °C/ 5 dakika)

» Sicak suda yiizdiirme (45 °C/ 5 dakika)

= Talas 1slatma (Kafes icerisindeki talagin 1slanmasina yetecek kadar her kafes

i¢in ortalama 200 ml su kullanarak/24 saat)
= Kafesler arasi es degistirme (48 saat)

Belirtilen stresorler, kontrol grubu disindaki deney hayvanlarina 6 hafta siireyle
ve her bir stresor her hayvana toplamda 3-4 kez uygulanmis olup; her giin deney
hayvanlar1 s6z konusu stresdrlerin birine mutlaka maruz birakilmistir. Ayni1 hayvana
ayni stresOr Ustiiste iki giin uygulanmamak kosulu ile farkli giin ve saatlerde
uygulanmistir. Stresorlerin sirast devamli degistirilerek hayvanlarin gelecek olan
stresorii  ongorememesi saglanmistir. Kontrol grubu bu siire boyunca kafes
temizleme, su ve yem saglama gibi uygulamalar disinda herhangi bir strese maruz
birakilmamustir. 4. hafta kronik ketamin uygulanmaya baslanmistir. Ketamin bu siire
boyunca 7 gunde 1 kez uygulanmis olup; tedavi KOHS prosediiriiniin 6. haftasinin
sonuna kadar kronik olarak devam etmistir. Akut ketamin uygulamasi ise 6. haftanin

sonunda tek doz olarak yapilmstir.

5.5. Davrams Testleri

5.5.1. Siikroz tercih testi

Major  depresyonun  temel  belirtilerinden  anhedoni  davranisinin
degerlendirilmesi amaci ile siganlara siikroz tercih testi uygulanmistir. Bu test
prosediirii Sarkisova ve ark. tarafindan dizayn edilmistir (Sarkisova ve ark., 2010).

Her sigan, kendi kafesine es bir test kafesine teker teker, 5 giin boyunca 15’er dakika

54



stireyle yerlestirilmis ve 200 ml %20 siikroz soliisyonuna erisimi saglanmistir. Bu
adaptasyon siirecinin sonundaki 6. giin test giinii kabul edilmis ve siganlar tek tek
kafeslere yerlestirilmis ve 1 saat boyunca 200 ml %20 siikroz soliisyonu ve 200 ml
suya ayni anda erisebilmeleri saglanmistir. Bu siire sonunda hayvanlarin tiikettigi
stikroz sollisyonu ve su miktarlar1 dl¢lilmistiir. Deney hayvanlarin siikroz tercihi
[(siikroz cozeltisi tiiketimi [g]) / (total siv1 tiiketimi [g] x100)] olarak

hesaplanmastir.

5.5.2. Zorunlu yiizme testi

Deney prosediirii daha dnce Porsolt ve ark. tarafindan tanimlanmistir (Porsolt ve
ark., 1977). Zorunlu yiizme testi, alistirma ve test olmak {izere iki asamada
gergeklestirilmistir. Hayvanlar test giiniinden bir onceki giin teker teker, i¢i 30-31 cm
yuksekligine kadar su (25 £ 1 °C) ile doldurulmus 40 cm yiksekliginde 14 cm
capinda silindir fanuslar igerisine yavasca birakilmis ve 15 dk. boyunca
ylizdiiriilmiistiir. BOylece hayvanlarin ortama alismasi ve yiizmeyi Ogrenmesi
saglanmigtir. Test i¢in ise icerisinde ayni yiikseklik ve ayni sicaklikta su bulunan
alistirma giintinde kullanilan silindirlere hayvanlar teker teker yumusak bir sekilde
birakilmis ve 5 dakika boyunca hareketleri video kamera araciligiyla kaydedilmistir.
Hayvanlarin toplam immobilite (basini suyun disinda tutmaya yetecek kadar kiiciik
hareketler yapmak disinda hareketsiz kalma davranisi) siireleri kaydedilmistir. Her
bir hayvandan sonra fanuslarin icerisindeki su degistirilmis ve 5 dakika sonunda
fanustan alinan hayvanlar bir havlu yardimiyla kurutularak sicak bir ortama alinmais,
iyice kuruduklarindan emin olunduktan sonra ise kendi kafeslerine aktarilmistir.
Hayvanlarin depresyon-benzeri durumda olduklarinda ¢aresizlik olarak nitelenen
immobilite siirelerinde artma meydana gelecegi ve antidepresanlarin bu durumu

tersine ¢evirecegi Ongorilmiistiir.
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5.5.Gen ekspresyon analizleri

Cesitli inflamatuvar medyatorlerin  gen ekspresyon analizleri sicanlarin
prefrontal korteks beyin dokulari iizerinde real time PCR yoOntemi ile
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda; IL-1B, IL-6, NLRP1, NLRP3, kaspaz 1, ASC,
NF-kB, CD11b gen diizeyleri incelenmistir.

5.6.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin hazr ticari soliisyonlar kullanilmigtir. MRC® (Cat. no:
RN190) firmasmin RNAzol RT soliisyonu kullanilarak total RNA izolasyonu su
sekilde gerceklestirilmistir: Sican beyin dokular1 -80 derece derin dondurucudan
cikarilmis ve buz lizerine konulmustur. Her 6rnekten yaklagik 100 mg doku alinmig
ve 5 ml eppendorf tiipii igerisine konulmus; tizerine 1mL RNAzol RT soliisyonu
eklenerek Qiagen Tissue Ruptor cihazi yardimiyla dokular homojen hale
getirilmistir. Homojenizasyon lizati iizerine 400 ul su eklenmis ve karisim 15 saniye
boyunca c¢alkalandiktan sonra 15 dakika beklemeye alinmistir. Sonrasinda karigim
santrifiije konularak 12000 g de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij sonunda elde
edilen 1mL silipernatant alinmig ve baska bir eppendorf tiipe konulmustur.
Sitipernatant iizerine 5 ul 4-bromoanisole eklenmis ve 15 saniye boyunca
calkalanmis, sonrasinda ise 4 dakika bekletilmistir. Bekleme sonrasit karisim
santrifiije konulmus ve 12000 g de 10 dakika boyunca santrifiij yapilmstir. Santrifiij
sonunda elde edilen 750 ul siipernatant alinmis ve baska bir eppendorf tiipe
yerlestirilmistir. Stipernatant {izerine yine ayni oranda 750 ul isopropanol eklendikten
sonra 15 dakika beklemeye alinmistir. Bekleme sonrasinda santrifiije konularak
12000 g de 15 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda iistte kalan siipernatant
pipet ile atilmis ve ¢okeltinin lizerine 400 ul %75 etanol ¢ozeltisi konulmustur. Daha
sonra santrifiije yerlestirilmis ve 4000 g de 3 dakika boyunca santrifiij yapilmistir.
Bu islem bir defa daha tekrarlanmistir. Santrifiijden alindiktan sonra, alkol
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(slipernatant) pipet ile alinip atilmis ve ¢okelti tizerine 50 ul RNAse free su eklenmis
ve karisim oda 1sisinda 2-3 dakika vortekslenerek iyice ¢Oziinmesi saglanmustir.
RNA izolasyonu yapildiktan sonra biitiin orneklerin RNA konsantrasyonlari ve
safliklar1 Thermo Scientific Nanodrop® 2000 cihazi yardmmiyla dl¢iilmiistiir. 1ul
RNA 06rnegi alindiktan sonra cihaza konularak konsantrasyon miktar1 ve 260/280 ve
260/230 oranlarma bakilmis ve safliklar1 belirlenmistir. Olgiim yapildiktan sonra ise
RNA’lar; komplementer DNA sentezlerinin yapilacagi tarihe kadar saklanmak iizere

-80 derecede derin dondurucuya konulmustur.

5.6.2. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

RNA elde edildikten sonra bir diger basamak olan komplementer DNA (cDNA)
sentezine gecilmistir. cDNA sentezi icin hazir ticari kitlerden (Jena Bioscience®; Cat
no: PCR511) yararlanilmigtir. Tiim islemler buz iizerinde ve laminar akigh kabin
icinde yapilmistir. cDNA sentezinden once tiim RNA konsantrasyonlar1 100ng/ul
olacak sekilde esitlenmistir. cDNA reaksiyonu; drnek basina toplam reaksiyon hacmi
20 ul olacak sekilde asagida gosterilen cDNA sentez kiti bilesenleri ve miktarlar
tizerinden yapilmistir: RNAzsiz su (10 ul), Script RT tampon (4 ul), ANTP karisim (1
ul), Oligo dT Primer (0.5 ul), DTT (1 ul), RNAz inhibit6rii (1 ul), enzim (0.5 ul) ve
RNA fiiriin (2 ul). Tiipe konulan tiim reaktifler enzim ilavesinden dnce birka¢ kez
pipet ile karistirilmistir. Tiim reaktifler ve 6rnek tiipe konulmus ve sonrasinda tiipler
Bio-Rad® termal cycler cihazina yerlestirilerek cDNA sentez reaksiyonu asagida
belirtilen sicaklik ve siirelerde gerceklestirilmistir: 42 derecede 10 dakika, 50
derecede 60 dakika ve 70 derecede 10 dakika. Bu siirenin sonunda elde edilen

cDNA’lar analizlere kadar 20 derecede derin dondurucuya kaldirarak saklanmistir.

5.6.3. Real-time PCR reaksiyonu

cDNA elde edildikten sonra arastirilmas: hedeflenen genlerin ekspresyon

analizleri gercek-zamanli PCR yontemi ile yapilmistir. PCR islemi i¢in hazir ticari
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kitlerden (Jena Bioscience®; qPCR GreenMaster with UNG/lowROX kit; Cat no:
PCR306) vyararlanilmistir. Calismada kullanilan primerler DNA Technology®
(Katalog no: DN-10; Danimarka) firmasindan alinmistir. Tiim islemler buz tizerinde
ve laminar akislt kabin i¢inde yapilmistir. PCR; 6rnek basina toplam reaksiyon
hacmi 20 ul olacak sekilde asagidaki kit bilesenleri ve miktarlar1 tizerinden
yapilmistir: PCR grade su (6.8 ul), Real Time master karisim (10 ul), forward primer
(0.6 ul), Reverse Primer (0.6 ul) ve cDNA iiriin (2 ul). 96 kuyucuklu plate igine
yerlestirilmis standart ve Ornek karigimlari Agilent Stratagene 3005P cihazina
konulmus ve reaksiyon sicaklik ve siireleri s0yle gergeklestirilmistir: 50 derecede 2
dakika, 95 derecede 2 dakika, 95 derecede 15 saniye, 50 derecede 40 saniye ve 72
derecede 30 saniye (40 siklus). Cihaz lizerinde EVA green deteksiyon se¢ilmis ve 50

derece detection step olarak belirlenmistir.

5.6.4. PCR sonuclarin degerlendirilmesi

PCR sonrast elde edilen esik doniigiisii degerlerine (Ct; cycle threshold) 294t

metodu uygulanmis ve gen ekspresyon degerleri kontrol grubuna rolatif olarak

hesaplanmustir.

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

5.7. Immiinohistokimyasal Analizler

Davranis deneyleri tamamlanan siganlar iki es gruba ayrilmistir. Birinci gruba
perfiizyon fiksasyonu ve sonrasinda serebrum diseksiyonu yapilmistir. Cikarilan
serebrum fiksatif (%4 paraformaldehit) igerisinde 4°C’de saklanmustir. Ikinci grup
ise anestezi uygulanmadan direk dekapitasyon yapilarak sakrifiye edildikten sonra

hipokampiis ve prefrontal korteks diseksiyonu yapilmustir. ikinci gruptan alinan doku
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ornekleri sivi azotta dondurulmus, analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza

edilmistir.

5.7.1. Perfiizyon fiksasyonu

Perfizyon fiksasyonu yapilmasinin amaci hizli ve iiniform bir sekilde dokular
yasam-benzeri durumda tutmaktir. Kiiciik doku parcalari i¢in dokular direkt fiksatif
icine koymak yeterli olsa da biiyiik dokular icin fiksatif biitiin bolgelere esit oranda

ulasamayacagindan fiksasyon yeterli derede olmayacaktir.

Fiksatif olarak %4 paraformaldehit kullamlmstir. Islem otomatik perfiizyon
pompasi ile gerceklestirilmis, cihazin bir borusu serum fizyolojik soliisyonu igine
diger borusu ise fiksatif igine yerlestirilmis ve borularin tamamen iginde
bulunduklar1 soliisyon ile dolu olmalari saglanmis, i¢lerinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmistir. Perfiizyon pompasinin basincinin stabil ve 80mmHg
olmas1 saglanmistir. Deneye baslamadan dnce deney i¢in kullanilacak soliisyon ve

tibbi aletler deney masasina kullanima hazir halde bulundurulmustur.

Perfiizyon fiksasyonu yapilacak hayvan, ketamin/ksilazin enjeksiyonu ile
anestezi altina alinmis ve genel durumu kontrol edilerek (kuyruk kistirma, parmak
kistirma, ekstremite c¢ekme yaniti, kornea refleksi, Olciilerek anestezi derinligi
kontrol edilmis) hayvanin tamamen anestezi altinda oldugundan emin olunmustur.
Eger gerekli ise idame ketamin/ksilazin enjeksiyonu yapilmistir. Hayvan tamamen
uyutulduktan sonra deney masasindaki plaka {lizerine alinmistir. Hayvana diyafram
boyunca insizyon yapilmis ve gogiis kafesi kenarlardan kesilmis, sternum
uzaklagtinlmigtir. Kalp ¢evresindeki dokulardan kurtarilarak agiga c¢ikmasi
saglanmigtir. Kalbin sol ventrikiil posterioruna ile kiigiik bir insizyon yapilmistir ve
intraket buradan aorta yerlestirilmistir. Intrakete serum fizyolojik iceren perfiizyon
pompasi borusu yerlestirilmis, sag atrium kanatilmis ve perfiizyon pompasi
calistirilmigtir. Hayvanin agirliginin iki katt miktarda ml serum fizyolojik hayvanin

viicudundan gegirilmistir. Bdylece hayvanin viicudunda bulunan biitiin kanin akmasi
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saglanmistir. Daha sonra intrakete fiksatife bagli olan boru yerlestirilmis ve hayvanin
agirh@ kadar ml fiksatif gecirilmistir. Hayvanin viicut katihii net bir sekilde
gozlenmis ve sonrasinda giyotinle dekapitasyon gercgeklestirilmistir. Serebrum
disekte edilip fiksatif (%4 paraformaldehit) iceren tiiplere yerlestirilmistir. Tiipler

soguk ortamda (4°C) muhafaza edilmistir.

Fikse edilen beyin dokular1 dorsal hipokampus seviyesinden kesilerek
kiigiiltiilmiis ve doku takip cihazi (Leica TP1020) ile yiikselen alkol serilerinden
(%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edilmistir. Ksilende seffaflandirmanin
ardindan sivi parafin igerisinde 60°C’lik etiivde gece boyunca bekletilmistir.
Sonrasinda doku gémme cihazinda (Leica EG 1150 C) kasetlerle bloklama islemi
uygulanmistir.

Immiinhistokimyasal calisma i¢in doner mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5
mikron kalinliginda alman parafin kesitler deparafinizasyon i¢in ksilolde
bekletilmistir. Inen alkol serilerinden gecirilen kesitler %3 hidrojen peroksit
soliisyonu ile 10 dk. muamele edildikten sonra g¢esme suyu ve distile su ile
yikanmigstir. Antijen geri kazanimi i¢in mikrodalga firinda sodyum sitrat soliisyonu
uygulanmis ve fosfat tamponu ile yikama yapilmistir. Kesitlerin etrafi Pap pen ile
cizilerek bloklama soliisyonunda bekletilmistir. Kesitlerin iizerine anti-Iba-1antikoru
(Abcam, ab108539) eklenerek 37°C’de ve nemli ortamda 1 saat bekletilmistir.
Biyotinli sekonder antikorda 20 dk. tutulan kesitler horse radish peroksidaz (HRP)
streptavidinde 20 dk. bekletilmis ve 3,3’-diaminobenzidin (DAB) uygulanmistir. Zit
boyama i¢in Mayer’in hematoksileni kullanilmistir. Cesme suyunda yikandiktan
sonra kesitler yiikselen alkol serilerinden gecirilmis, kurutulmus ve entellan ile
kapatilmustir.

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

Her bir hayvan i¢in sayim yapilan 5 alanin ortalamasi alinmistir.
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5.8. Verilerin istatiksel Analizi

Verilerin istatiksel analizi GraphPad Prism 5® programi kullamlarak
gerceklestrilmistir. Gen ekspresyon verilerinin istatistiksel analizi tek yonli varyans
analizi (One way-ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test olarak Tukey ¢oklu

karsilagtirma testi kullanilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Davramis Deneylerinin Sonuclari

6.1.1. Viicut agirhg:

Viicut agirlig1 dlglimleri stres prosediiriine baglamadan 6nce (0. giin) ve deneyin
sonunda alinmigtir. Her grup kendi baslangic degeri ile karsilastirilmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmalar One-way ANOVA ile yapilmustir. Istatistiksel olarak anlaml

fark sadece KOHS grubunda goriilmiistiir (* p<0,05).

Tablo 1. Viicut agirhgi degisimi. Degerler ortalamanin + standart hata seklinde gosterilmistir.

Deney Gruplari 0.giin ol¢iimleri (g) 6. hafta ol¢iimleri (g)
Kontrol 310,5+ 10,4 339,3+10,5
KOHS 300,6 + 7,4 278,1 £7,5%
KOHS+ Akut Ketamin 255,8 +£5,7 287,3 £5,8
KOHS+ Kronik Ketamin 260,4+5,3 2842+ 5,7

6.1.2. Siikroz tercih testi

Calismada 6 hafta sure ile KOHS modeline tabi tutulan siganlarda depresyonun
en onemli gostergelerinden kabul edilen anhedoni-benzeri davranis kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,01).
Diger yandan ketamin akut (p<<0,01) ve araliklarla kronik (p<0,001) uygulandiginda
KOHS modelinde azalan sukroz tercihini istatistiksel olarak anlamli bir bicimde

arttirmistir (Sekil 8.)
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Sekil 8. Deney hayvanlarinin siikroz tiiketimi. Kronik 6ngoriilemeyen stres uygulanan hayvanlarda
kontrol grubuna gore siikroz tiiketiminde anlamli bir azalma gozlenmistir. Akut ve kronik ketamin
uygulamasinin ise meydana gelen bu azalmayi arttirdigi bulumustur. **p<0,01 kontrol grubuna gore;
p<0,01, p<0,001 KOHS grubuna gore istatistiksel anlaml farkliig1 gostermektedir. KOHS;
kronik dngoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.1.3. Zorunlu yiizme testi

Bu testtte immobilite siiresi KOHS grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artmustir (p<0,01). Ketamin akut uygulandiginda KOHS
modelinde artan immobilizasyon siiresini istatistiksel olarak anlamli bir bigimde
degistirmezken (p>0,05) araliklarla kronik uygulandiginda anlamli bir bigimde
kisaltmistir (p<<0,01) (Sekil 9.)

Zorunlu Yiizme Testi
2501

200

150

100

o
<

Immobilite siiresi(sn)

o

Kontrol KOHS KOHS+Akut Ket KOHS+Kronik Ket
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Sekil 9. Deney hayvanlarinin zorunlu yiizme testinde hareketsiz kalma siiresi. Stres grubu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hayvanlarin immobil kalma siiresi anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Kronik ketamin uygulamasinin ise stres grubu ile karsilastirildiginda immobile kalma
stiresinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirdigi gosterilmistir. Akut ketamin
uygulamasi sonucu ise herhangi bir anlamli degisiklik gdzlenmemistir. **p<0,01 kontrol grubuna
gore; Tp<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklihig1 gostermektedir.

6.2. PCR Analizleri Gen Ekspresyonu Bulgular:

6.2.1. NLRP1 ve NLRP3

PCR analizleri 6 hafta kronik Ongorillemeyen hafif stres prosediiriiniin
inflamazom olusturan protein NLRP1 (F= 5,825, p<0,05) mRNA seviyelerinde
anlaml bir artis meydana getirdigini gostermistir. Sicanlara tek doz (p<0,01) ya da
kronik intermitan ketamin (p<0,05) uygulamasi sonucu prefrontal korteksteki
KOHS-aracili NLRP1 mRNA diizeylerinde anlamli bir azalma meydana gelmistir
(Sekil 10).
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Sekil 10. NLRP1 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore; *p<0,05, * p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. NLRP1; nod-benzeri reseptdr proteini 1, KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres,
Ket; ketamin.
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PCR analizleri ile 6 hafta kronik Ongoriilemeyen hafif stres prosediiriiniin
inflamazom olusturan protein NLRP3 mRNA seviyelerinde anlamli bir degisiklik
meydana getirmedigi bulunmustur. Si¢anlara tek doz ya da kronik intermitan
ketamin uygulamas1 sonucu prefrontal korteksteki KOHS-aracii NLRP3 mRNA

diizeylerinde anlamli bir azalma meydana gelmemistir (Sekil 11).
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Sekil 11. NLRP3 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 294t metotu kullamlarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmstir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. NLRP3;
nod-benzeri reseptor proteini 3, KOHS; kronik éngériilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.2.2. Kaspaz-1

NLRP1 ve NLRP3’e ek olarak, birlikte inflamazom olusumuna katilan ve
boylece IL-1f aracili inflamatuar yanitlar1 baslatmada kritik rol oynayan diger iki

molekiiler komponent olan kaspaz-1 ve ASC 6Sl¢iilmiistiir.

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda KOHS uygulanmis
siganlarin prefrontal korteksinde kaspaz-1 rolatif mRNA diizeyleri (F= 7,790,
p<0,01) anlaml1 derecede artmis bulunmustur ve bu durum akut (p<0,01) ve kronik

ketamin (p<0,05) tedavileri ile tersine ¢evrilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Kaspaz-1 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanmlarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmgtir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanmn + standart hatasi seklinde gosterilmistir.
**p<(0,01 kontrol grubuna gore; *p<0,05, * p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig

gostermektedir. KOHS; kronik éngoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.2.3. ASC

Benzer sekilde, inflamazom olusumu i¢in adaptér protein olan ASC’nin rolatif
mRNA seviyeleri KOHS prosediiriimiiz ile indiiklenmis (F= 6,192, p<0,05) ve akut
(p<0,05) ve kronik ketamin (p<0,01) prefrontal korteksteki KOHS’e bagli ASC
mRNA seviyelerini azaltmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. ASC prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen ekspresyon
degerleri 299 metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmustir. Istatistiksel analiz
tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test olarak Tukey testi
kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna
gore; *p<0,05, # p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklihg1 gostermektedir. ASC;
apoptoz ile iliskili speck benzeri protein, KOHS; kronik 6ngériilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.2.4. Sitokin diizeyleri: NF-xB, IL-1p ve IL-6

Ayrica galismamizda; KOHS ve ketamin tedavilerine yamit olarak gelisebilecek,
inflamatuar kaskaddaki onemli bir transkripsiyonel faktér olan NF-xB mRNA
seviyelerindeki muhtemel degisiklikler arastirilmigtir. Akut (p<0,01) ve kronik
intermitant (p<0,05) ketamin tedavilerinin KOHS’iin indiikledigi NF-kB seviyelerini

azalttig (F= 8,728, p<0,01) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 14).
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Sekil 14. NF-kB prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmgtir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yéntemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir.
*%p<(0,01 kontrol grubuna gore; *p<0,05, * p<0,01 KOHS grubuna gére istatistiksel anlamli farklilig
gostermektedir. NF-kB; niikleer faktor kappa B, KOHS; kronik 6ngériilemeyen hafif stres, Ket;
ketamin.

Calismamizda 6 hafta boyunca KOHS maruziyetinin, depresyonda biiyiik oranda
rol oynayan iki major proinflamatuar sitokin olan IL-1B (F=4,482, p<0,01) ve IL-6
(F= 4,766, p<0,01), rolatif gen ekspresyonlarinda anlamli olarak artisa neden oldugu
bulunmustur. Sadece akut uygulanan ketamin, IL-1p (p<0,05) ve IL-6 (p<0,05)

mRNA seviyelerinde anlamli azalma meydana getirmistir (Sekil 15, 16).
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Sekil 15. IL-1p prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen ekspresyon
degerleri 299 metotu kullamlarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmustir. Istatistiksel analiz
tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test olarak Tukey testi
kullanmilmustir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. **p<0,01 kontrol grubuna
gore; *p<0,05 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklihg1 gostermektedir. IL-1p; interlokin 1
beta, KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.
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Sekil 16. IL-6 prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen ekspresyon
degerleri 299 metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmustir. istatistiksel analiz
tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test olarak Tukey testi
kullanilmustir. Veriler ortalamanin + standart hatasi seklinde gosterilmistir. **p<0,01 kontrol grubuna
gore; *p<0,05 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir. KOHS; kronik
ongoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

69



6.2.5. CD11b

Mikroglial aktivasyon indikatorii olan CD11b mRNA rolatif seviye degisimleri
sicanlarin prefrontal korteksinde arastirilmistir. KOHS’iin CD11b seviyelerini
indiikledigi (F= 4,528, p<0,05) ve akut ve kronik ketamin tedavisinin (p<0,05)
KOHS aracil1 degisiklikleri istatistiksel anlaml1 olarak tersine ¢evirdigi gosterilmistir

(Sekil 17).
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Sekil 17. CD11b prefrontal korteks mRNA diizeyleri. PCR analizlerinde elde edilen gen
ekspresyon degerleri 29t metotu kullanilarak kontrol grubuna rolatif olarak hesaplanmistir.
Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) yontemi ile yapilmis; post-hoc test
olarak Tukey testi kullanilmistir. Veriler ortalamanin + standart hatast seklinde gosterilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore; *p<0,05 KOHS grubuna gére istatistiksel anlamli farkliligi gostermektedir.
KOHS; kronik 6ngdriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

6.3.1. Iba-1

Hipokampal Iba-1 immunoreaktivitesi kontrol gruplari ile karsilastirildiginda

KOHS gruplarinda anlamli olarak artnig bulunmustur (p<0,01). Diger taraftan akut
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ve kronik intermitan ketamin tedavisinin KOHS tarafindan indiiklenen hipokampal

Iba (+) immunoreaktif hiicreleri azaltmistir (p<0,01) (Sekil 18).
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Sekil 18. Hipokampiiste Iba-1 pozitif mikroglia hiicre diizeyleri. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
stres grubunda Iba-1 pozitif mikroglia hiicrelerinin sayica arttig1 gozlendi. Akut ve kronik ketamin,
gruplarinda stres grubuyla kiyaslandiginda Iba-1 pozitif mikroglial hiicrelerin azaldigir goriildii.
**¥p<(0,01 kontrol grubuna gore; "p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig:
gostermektedir. KOHS; kronik éngoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.

6.3.2. GFAP

GFAP ekspresyonu hipokampal CA1, CA3 ve DG altbolgelerinde aragtirilmigtir
(Sekil 19, 20, 21). Calismamiz KOHS prosediiriiniin  biitiin hipokampal
altbolgelerdeki GFAP ekspresyonunda anlamli artis meydana getirdigini (p<0,01),
KOHS+Akut ketamin grubunun farkli altbdlgelerde farkli sonuglar olusturdugunu
gostermistir. Sadece hipokampiisiin CAl altbdlgesinde akut ketamin GFAP (+)
astrosit ekspresyonunda anlamli bir azalma meydana getirmistir (p<0,01). Fakat
kronik intermitan uygulamanin, calismamizda arastirdigimiz biitiin hipokampal
altbolgelerdeki GFAP ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklik olusturmadig:

gosterilmistir.
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Resim 1. Kontrol (a), stres (b), akut ketamin (c) ve kronik ketamin (d) gruplarinda hipokampusta Iba-
1 immiinreaktif mikroglia hiicreleri (ok). Bar: 20 [Jm. Orijinal biiyiitme: x400.
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Sekil 19. Hipokampiisun CA1 bélgesinde GFAP pozitif astrosit diizeyleri. Stres grubunda kontrol
grubuna gore GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin anlaml olarak sayica yiiksek oldugu gozlenmistir.
Akut ketamin stres grubuyla kiyaslandiginda GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayismin azaldigi
bulunmustur. Kronik ketamin uygulamasinin ise GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayisinda azalma
meydana getirme egiliminde oldugu fakat sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur.
**%p<0,01 kontrol grubuna gore; ~p<0,01 KOHS grubuna gore istatistiksel anlamli farklilig:
gostermektedir. KOHS; kronik dngériilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.
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GFAP pozitif astrosit hiicre sayisi

GFAP pozitif astrosit hiicre savisi
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Sekil 20. Hipokampusun CA3 bolgesinde GFAP pozitif astrosit diizeyleri. Stres grubunda kontrol
grubuna gore GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayica yiiksek oldugu gézlenmistir. Akut ve kronik
ketamin uygulamasinin GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin sayisinda anlamli bir degisiklik meydana
getirmedigi gézlenmistir. **p<0,01 kontrol grubuna gore statistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
KOHS; kronik 6ngdriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.
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Sekil 21. Hipokampusun dentat girus altbélgesinde GFAP pozitif astrosit diizeyleri. Stres
grubunda kontrol grubuna goére GFAP pozitif astrosit hiicrelerinin anlamli olarak sayica yiiksek
oldugu gozlenmistir. Akut ketamin ve kronik ketamin tedavisinin GFAP pozitif astrosit hiicre
sayisinda anlamli bir degisiklik meydana getirmedigi goriilmiistiir. **p<0,01 kontrol grubuna gore
statistiksel anlaml1 farklilig1 gostermektedir. KOHS; kronik 6ngoriilemeyen hafif stres, Ket; ketamin.
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7. TARTISMA ve SONUC

Ketaminin antidepresan etki mekanizmasi ile ilgili aragtirmalar ¢cogunlukla akut
uygulama ile yapilmis olup ketaminin kisa dénem etkileri iizerine odaklanilmistir.
Bununla birlikte ketaminin uzun dénem uygulanmasi sonucu inflamasyon hipotezi
cer¢evesinde meydana getirebilecegi olasi etkiler {lizerinde yeterince veri mevcut
degildir. Bu nedenle calismamizda, kronik ketamin uygulamasinin kronik
ongoriilemeyen hafif stres ile olusturan depresyon modelinde noéroinflamatuar
yolaklar {izerinde meydana getirecegi uzun donemli olasi etkileri gérebilmek ve akut
uygulama ile karsilastirabilmek adina deneyin, akut ve kronik olmak iizere iki ilag

grubundan olusmasi planlanmustir.

Kronik stres modelleri, diger hayvan modellerine oranla depresyonu taklit
etmede daha yiiksek etiyolojik benzerlik ve goriiniis gecerliligine sahip olarak kabul
edilmekte ve depresyon igin yapilan preklinik ¢alismalarda oldukca fazla tercih
edilmektedir. Bu modellerden biri olan kronik dngdriilemeyen hafif stres modelinde,
stres uygulamasi sonucunda hayvanlarin viicut agirliklarinda ve siikroz
tilketimlerinde diisme gozlenmektedir (Hill ve ark., 2012). Hayvanlarin siikroz
tercihlerindeki azalma, major depresif bozukta gozlenen anhedoni ile
iliskilendirilmektedir (Hill ve ark., 2012). Calismamizda; kontrol grubuna gore, stres
grubunun viicut agirliginda anlamli olarak azalma gozlenmis; akut ve kronik ketamin
uygulanan gruplarda ise vuciit agirliklarinda artis egilimi oldugu gosterilmistir.
Garcia ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligmada da benzer sekilde kronik ongoriilemeyen
stres uygulanan sicanlarda viicut agirliklarinda azalma gézlenmis, akut ve kronik
ketamin uygulamasinin ise hayvanlarin viicut agirliklarinda artis meydana getirdigi

ortaya konulmustur (Garcia ve ark., 2009).

Siikroz tercih testinde ise; stres grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
siikroz tiiketiminde azalma oldugu gozlenmistir. Bu baglamda kronik 6ngoriilemeyen
stres modelinin basarili bir sekilde uygulanarak hayvanlarda anhedoni meydana

geldigi diislintilebilir. Akut ketamin uygulamasinin bu azalmayi anlamli olarak
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arttirdig1  gosterilmistir. Benzer sekilde Li ve arkadaslar1 da akut ketamin
uygulamasinin stres grubuna gore siikroz tercihinde artis meydana getirdigini ortaya
koymustur (Li ve ark., 2011). Kronik ketamin uygulamasinin ise siikroz tiiketiminde
anlamli artis meydana getirdigi bulunmustur. Garcia ve arkadaslar1 da yaptiklar
calismada, kronik ketamin uygulamasinin, hayvanlarda kronik hafif stres sonucu
meydana gelen siikroz tiiketimindeki azalmay1 tersine ¢evirdigini ortaya koymustur

(Garcia ve ark., 2009).

Sicanlarda yapilan caligmalarda kronik stresin ayni zamanda zorunlu yilizme
testinde immobil kalma siirelerindeki artis ile gézlenebilen savunmasizlik/caresizlik
ve anhedoni meydana getirdigi gosterilmistir (Gerhard ve ark., 2016). Calismamizda
da zorunlu ylizme testinde elde edilen bulgular literatiir bilgisini desteklemis; kontrol
grubu ile karsilastirildiginda stres grubunun immobil kalma siirelerinde artig
bulunmustur. Akut ketamin uygulamasinin, hareketsiz kalma siirelerinde herhangi bir
anlaml degisiklik meydana getirmedigi gosterilmistir. Tizabi ve arkadaslarinin
yaptig1 arastirmaya gore Wistar Kyoto sigcanlarina akut ve kronik uygulanan ketamin
dozlarinin zorunlu yiizme testinde immobil kalma siiresini kisalttig1 dolayisiyla
antidepresan-benzeri davranisa neden oldugu ortaya konmustur (Tizabi ve ark.,
2012). Gigliucci ve arkadaslarinin, Sprague-Dawley sicanlar iizerinde yaptiklar1 bir
arastirmada ise, tek doz intraperitoneal ketamin uygulamasiin uygulamadan 1 ya da
24 saat sonra immobil kalma siiresinde azalma meydana getirerek zorunlu yiizme
testinde antidepresan benzeri etki gosterdigi sonucunu ortaya koymustur (Gigliucci
ve ark., 2013). Bu baglamda yukaridaki litertiirlerin referanslarina gore, akut ketamin
uygulamasindan beklenen immobil kalma siiresinde anlamli bir azalma ¢alismamizda
bulunmamistir. Bununla beraber calismamizda kronik ketamin uygulamasinin

immobil kalma siiresinde azalma meydana getirdigi gosterilmistir.

Insan noéronal NLRP1 inflamazomunun strese maruz kalan noron kiiltiirlerinde
Kaspaz-1 ve sonrasinda Kaspaz-6 aktivasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir
(Kaushal ve ark., 2015). Kaspaz-1 aktivasyonu sonucu IL-1p ile iligkili
noroinflamasyon, Kaspaz-6 aktivasyonu sonucu ise aksonal dejenerasyon meydana

gelmektedir (Kaushal ve ark., 2015). Calismamizda prefrontal korteksteki NLRP1
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mRNA ekspresyonuna bakilmis ve kronik Ongoriilemeyen stres uygulanan
hayvanlarda kontrol grubuna gére NLRP1 mRNA ekspresyonunda artis
bulunmustur. Akut ve kronik ketamin uygulamasinin ise NLRP1 mRNA

ekspresyonunda meydana gelen bu artis1 anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir.

NLRP3 inflamazomunun ise stres tarafindan aktive edilerek, kaspaz-1
aktivasyonu sonucu IL-1f salinimina neden oldugu bilinmektedir (Iwata ve ark.,
2013). Artmis IL-1PB seviyeleri de depresif semptomlarin olugmasinda rol
oynamaktadir (Iwata ve ark., 2013). Bu verilerle uyumlu olarak depresyon
hastalarmin periferal kan monontikleer hiicrelerindeki NLRP3 ile birlikte kaspaz-1
ekspresyonundaki artis bulunmustur ve bu artisin depresyon derecesi ile korelasyon
gosterdigi bilinmektedir. (Miller ve Raison 2016). Unal ve arkadaslarmin siganlar
tizerinde yaptig1 ¢alismada, subkronik streste prefrontal kortekste ve hipokampiiste
kaspaz-1 ve NLRP3 gen ekspresyonunun arttigi gosterilmis, strest+ akut ketamin
grubu stres grubu ile karsilagtirildiginda ise NLRP3 diizeylerinin belirgin derecede
azaldig1, kaspaz-1’in ise azalma egiliminde oldugu bulunmustur (Unal ve ark., 2015).
Bizim c¢aligmamizda ise prefrontal korteksteki NLRP3 mRNA seviyeleri
incelediginde, kontrol grubuna gore stres grubunun NLRP3 mRNA ekspresyonunu
inhibe etme egiliminde oldugu gézlenmis fakat anlamli bir sonu¢ bulunamamaistir.
Akut ve kronik ketamin uygulamasinin ise NLRP3 ekspresyonunda artis meydana
getirme egiliminde oldugu fakat sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
bulunmustur. Bu baglamda bizim buldugumuz sonuglar yukarida belirtilen daha
onceki c¢alismalarin sonuglart ile c¢elismektedir. Fakat calismamizda baktigimiz
prefrontal kosteksteki Kaspaz-1 mRNA ekspresyonu yukaridaki veriler ile benzerlik
gostermekte olup; stres grubunun Kaspaz-1 mRNA ekspresyonunda kontrol grubuna
gore artis gozlenmistir. Akut ve kronik ketamin uygulamasinin ise bu artis1 inhibe
ettigini gosterilmistir.

ASC molekiilii pro-kaspaz-1 ile etkileserek inflamazom yapisinda rol oynayan
bir molekiildiir. Momeni ve arkadaslarinin yaptigi aragtirma sonucunda depresyon
hastalarinda ASC mRNA seviyelerinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda artmis

oldugu gosterilmistir (Dick ve ark., 2016). Calismamizda buldugumuz sonug¢ da bu
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veriyle korelasyon gostermekte olup, prefrontal korteksteki ASC mRNA
ekspresyonunun kronik oOngoriilemeyen hafif streste kontrol grubuna gore arttigi
gosterilmistir. Akut ve kronik ketamin uygulamasinin ise bu artisi inhibe ettigi

bulunmustur.

Proinflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunun artmasini saglayan NF-xB’nin
depresyon patofizyolojisinde onemli rol oynadigi diistiniilmektedir (Kim ve ark.,
2016). Ketaminin astrositlerdeki LPS-indiiklemeli NF-kB p-65 fosforilasyonunu ve
U937 hiicrelerindeki NF-kB baglanmasini azalttigi bulunmustur (Wu ve ark., 2012;
Welters ve ark., 2010; Yu ve ark., 2006). Sakai ve arkadaglari, in vitro insan glioma
hiicrelerinde ve intakt fare beyin hiicrelerinde ketaminin LPS aracili NF-xB
aktivasyonunu konsantrasyona bagimli bir sekilde in vivo ve in vitro ortamda
suprese ettigini gostermislerdir (Sakai ve ark., 2000). Yu ve arkadaslarinin 2007°de
yayimlanan ¢alismasinda, c¢ekal ligasyon ve ponksiyon ile indiiklenen sican
barsagindaki polimikrobiyal sepsiste ketaminin NF-kB aktivitesini inhibe ettigi
bulunmustur (Yu ve ark., 2007). Sun ve arkadaslari, endotoksinin NF-«kB aktivitesini
arttirdigimi, 0.5 mg/kg dozunda ketaminin barsakta endotoksine bagli NF-kB
aktivasyonunu inhibe ettigini gostermistir (Sun ve ark., 2004). Calismamizda ise NF-
kB prefrontal korteks mRNA diizeyleri incelendiginde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kronik stres grubunun NF-«xB diizeyleri artmis bulunmustur. Akut
ve kronik ketamin uygulamasinin ise bu artig1 inhibe ettigi gosterilmistir. Bu

baglamda ¢aligmamizin sonucu yukaridaki verileri desteklemektedir.

Artmis IL-1B seviyelerinin depresif semptomlarin olugsmasinda rol oynadigi ve
antidepresan tedavinin IL-1f serum diizeylerini azalttig1 bilinmektedir (Iwata ve ark.,
2013). Tanaka ve arkadaslariin yaptigi bir c¢alismada ise, ketaminin glial
hiicrelerdeki LPS-aracili IL-1p upregiilasyonunu suprese ettigi gosterilmistir (Tanaka
ve ark., 2013). Chang ve arkadaslari, ketaminin (100 and 250 uM) sican mikroglial
hiicrelerinde nitrik oksit ve IL-1f iiretimini inhibe ettigi sonucunu ortaya koymustur
(Chang ve ark., 2009). Ketaminin diisiik dozlarda LPS indiiklemeli IL-18’y1 bloke
ettigi gosterilmistir (Chang ve ark. 2009; Ward ve ark., 2011). Calismamizda IL-1f3
prefrontal korteks mRNA diizeyleri incelenmiis ve stres grubunun IL-1 mRNA
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ekspresyonu kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Akut ketamin uygulamasinin
ise yukaridaki caligmalarla benzer sekilde bu artis1 azalttigi gosterilmistir.
Calismamizda kronik ketamin uygulamasinin, IL-1p mRNA diizeyini inhibe etme

egiliminde oldugu bulunmus, fakat anlamli bir sonu¢ gdzlenmemistir.

Major depresyon hastalarinda yukarida bahsedilen parametrelere ek olarak IL-6
diizeylerinin arttig1 ve duygu durumu etkileyerek disfori ve anksiyeteye neden
oldugu bildirilmistir (Iwata ve ark., 2013). Ketaminin ise, siganlarda endotoksin
indiiklemeli soku TNF-o, IL-6 gibi plazma sitokinlerinin salinimini inhibe ederek ve
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (Taniguchi ve ark. 2001, 2004). Ketaminin
ayrica IL-6 gibi LPS indiiklemeli proinflamatuar sitokin ekspresyonunu
antiinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu etkilemeden azalttigit bulunmustur
(Helmer ve ark. 2003a,b). Calismamizda ise prefrontal korteksteki IL-6 mRNA
ekspresyonu incelendiginde kontrol grubu ile karsilasirildiginda  kronik
ongoriilemeyen hafif stres uygulanmis hayvanlarin IL-6 diizeylerinde ylikselme
gbzlenmistir. Akut ketamin uygulamasinin ise bu artist azalttigi bulunmustur. Kronik
ketamin uygulamasi da IL-6 diizeyini inhibe etme egiliminde olsa da anlamli bir

sonug elde edilememistir.

Kronik hafif stres maruziyetinin mikroglial belirteclerden CD11b’nin mRNA
ekpresyon seviyelerinde belirgin bir artma meydana getirdigi ortaya konmustur
(Kreisel ve ark., 2014). Ketaminin LPS-aracili CD11b ekspresyonunda meydana
gelen artig1 azalttigir gosterilmistir (Welters ve ark., 2010). Ayrica ketaminin
polimorfoniikleer 16kosit CD11 ekspresyonunu belirgin sekilde inhibe ettigi
bulunmustur (Zhou ve ark., 2007). Bizim de ¢alismamizda CD11b prefrontal korteks
mRNA diizeylerini incelendiginde, kronik ongoriillemeyen stres grubunun kontrol
grubuna gore CD11b mRNA ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir. Akut ve

kronik ketamin uygulamasinin ise CD11b ekspresyonunu azalttigi bulunmustur.

Iba-1 molekiiliiniin de mikroglial aktivite 6l¢iitii oldugu bilinmektedir (Calcia ve
ark., 2016). Calcia ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmalarinda stres uygulanmayan
saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, strese maruz kalan hayvanlarda
hipokampiisteki Iba-1 aktivitesinin artmis oldugu gézlenmistir (Calcia ve ark., 2016).
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2 ve 4 giin boyunca cesitli 6ngoriilemeyen stres uygulamasindan sonra siganlarin
dentat gyrusundaki Iba-1 mRNA seviyesinde artig gosterilmistir (Kreisel ve ark.,
2014). Benzer sekilde dngoriilemeyen stresin uzun donem (35 giin) uygulanmasinin
dentat gyrus Iba-1 mRNA seviyesini si¢anlarda ve farelerde azalttigin1 bulmustur
(Kreisel ve ark., 2014). Bian ve ark., Kunming farelerine 40 giin boyunca ¢esitli
ongoriilemeyen stres uygulanmasindan sonra CA1l bolgesinde Iba-1 boyama
miktarinda 2 kat artis Olemiistir (Bian ve ark., 2012). Calismamizda ise
hipokampiisteki Iba-1 pozitif mikroglia hiicre diizeyleri incelenmis ve kontrol grubu
ile kiyaslandiginda stres grubunda Iba-1 pozitif mikroglia hiicrelerinin sayica arttig1
gozlenmistir. Akut ve kronik ketamine uygulamasinin ise, KOHS grubuyla
kiyaslandiginda Iba-1 pozitif mikroglial hiicrelerde azalma meydana getirdigi

gosterilmistir.

Astrositik belirtegclerden GFAP’1n astrosit hiicre govdelerinde eksprese oldugu
ve astrositlerde mekanik giiclin saglanmasinda yardimci oldugu diisiiniilmektedir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Ayrica GFAP’1n hiicre hareketi ve yapisi ile ilgili
siireglerde rol oynayip, astrosit-noron iletisiminde rol oynadigi diigiiniilmiistiir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Muller ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada depresyonda
hipokampiisteki CA1 bolgesinde GFAP-IR astrositlerinde ciddi bir azalma
gosterilmistir (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Kronik hafif stresin, sigan medial
prefrontal korteksindeki GFAP mRNA seviyesini belirgin sekilde azalttigi
bulunmustur (Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Kronik stres modellerinde deney
hayvanlarinda GFAP ile olglilen kortikal ve hipokampal astrositlerde belirgin
derecede azalma gozlenmis; kronik stresin GFAP-IR astrositleri {izerindeki bu
etkisinin kronik antidepresan tedavisi ile tersine cevrilebildigi gdsterilmistir
(Rajkowska ve Stockmeier, 2013). Wu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ketaminin
artmis GFAP ekspresyonunu ve hiicre gévde hacmini ciddi bir bigimde inhibe ettigi
gosterilmistir (Wu ve ark., 2012). Bu baglamda bizim buldugumuz sonuglar
yukaridaki verilerle celismektedir. Calismamizda hipokampiisteki CA1, CA3 ve
dentat girustaki GFAP seviyeleri 6l¢iilmiis ve KOHS grubunda hipokampusun CAl,
CA3 ve dentat girus bolgelerinde GFAP pozitif astrosit diizeyleri kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur. Akut ketaminin, CAl bolgesindeki bu
yuksekligi inhibe ettigi, CA3 ve dentat girus bolgelerindeki yliksekligi inhibe etme
egiliminde oldugu gosterilmis fakat CA3 ve dentat girus bolgelerindeki sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Kronik ketamin uygulamasinin ise
hipokampusun CA1 bolgesindeki GFAP pozitif astrosit diizeylerini inhibe etme
egiliminde oldugu gosterilmis fakat istatistiksel olarak anlamli  sonug
bulunamamistir. Kronik ketamin uygulamasindan sonra CA3 ve dentat girus

bolgelerinde ise herhangi bir anlaml degisiklik gozlenmemistir.

Genel olarak caligmamizdaki sonuglara bakildiginda, siikkroz tercih testi ve
zorunlu yiizme testi davranig deneylerinde kronik ketamin kronik ketamin her iki
testte de kronik ongdriilemeyen stres uygulamasinin etkilerini anlamli bir bigimde
tersine cevirirken akut ketamin uygulamasinin sadece siikroz tercih testinde anlamli
bir sonu¢ meydana getirdigi gozlenmistir. Bu baglamda siikroz tercih testinde
gozlenen sonuglar yukarida bahsedilen Li ve ark., ile Garcia ve ark., gosterdigi
sonuclar ile uyumlu bulunmustur (Li ve ark., 2011). Fakat zorunlu yiizme testinde
buldugumuz sonuglar literatiir sonuclar1 ile karsilastirildiginda kronik ketamin
acisindan uyumlu olmakla birlikte, akut ketamin uygulamasindan beklenen
immobilite siiresinde azalma meydana gelmemistir ve yukarida bahsedilen literatiir
bilgisiyle (Gigliucci ve ark., 2013; Tizabi ve ark., 2012) ¢eliskili bulunmustur. Bu
baglamda davranis deneyleri acisindan incelendiginde kronik ketamin uygulamasinin
akut ketamin uygulamasina gore antidepresan-benzeri etki meydana getirme

potansiyeli daha yliksek oldugu diisiiniilebilir.

Yaptigimiz immiinohistokimyasal ve molekiiler analizler neticesinde NLRP1,
Kaspaz 1, ASC, NF-xB, CD11b, Iba-1 parametreleri lizerinde kronik dngoriilemeyen
hafif stresin meydana getirdigi etkilerin hem akut ve hem kronik ketamin uygulamasi
tarafindan anlamli bir bigimde geri cevrildigi gosterilmistir. Fakat akut ketamin,
KOHS modelinin meydana getirdigi IL-1B ve IL-6 mRNA ekspresyonunu artigini
tersine ¢evirirken kronik ketamin uygulamasi bu parametrelerde anlamli bir sonug

vermemistir. Bu anlamda akut ve kronik ketamin uygulamasinin depresyonun
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noroinflamatuar hipotezi baglaminda etkinlik potansiyelinin karsilastirilabilmesi i¢in

daha fazla ¢calisma yapilmasi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda glutamaterjik NMDA reseptdr antagonisti
ketaminin akut ve kronik uygulamalarinin kronik strese bagli gelisen depresif-
benzeri davraniglart diizelterek antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi
gosterilmistir. Ayrica, calismamizda elde edilen molekiiler ve histolojik analiz
bulgularina gore ketamin ile olusan antidepresan-benzeri etkilerin kismen

noroinflamatuvar yanitlarin baskilanmasi ile iligkili olabilecegi ortaya konulmustur.

Son yillarda yapilan g¢aligmalar; depresyon ile artmis inflamatuvar yanitlar
arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle hizli antidepresan etkili ketaminin
antiinflamatuvar etki potansiyeli tasiyabilecegine iliskin literatiir bilgisi 151g¢1nda
calismamizda ketaminin depresyon ile iligkili inflamazom aktivasyonu ile iligkili
molekiiller komponentler ve ¢esitli inflamatuvar medyatorlerin gen ekspresyon
diizeyleri ve ayrica, astrosit aktivasyonu tizerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen
bulgularla ketaminin KOHS ile indiiklenen PFC NLRP1 inflamazom aktivasyonunu
azalttigl, inflamatuvar sitokin yanitlarint ve mikroglia immiinoreaktivitelerini

baskiladig1 ortaya konulmustur.

Bu calismada iyi valide edilmis bir depresyon modelinde siganlarda ketamin
uygulamasinin antidepresan-benzeri etkiler meydana getirdigi ve séz konusu
etkilerin noroinflamatuvar yanitlarin baskilanmasi ile kismen iligkili olabilecegi

gosterilmistir.
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Marmara Universitesi Siirekli Egitim Merkezi - 05.2015

Yaynlar

1.  Arncioglu F, Yal¢mkaya C, Utkan T, Sahin C. Chronic intermittent administration of ketamine inhibited
depressive symptoms in chronic unpredictable mild stress model in rats. Bull Clin Psychopharmacol
2016; 26 (Supp 1): p182. 8th International Congress on Psychopharmacology and 4th International
Symposium on Child and Adolescent Psychopharmacology 20-24 April 2016, Antalya, Turkey.

2. Arcioglu F, Yalginkaya C, Kandemir C, Sirvanci S, Ozkartal-Sahin C, Utkan T. Ketamine suppresses

microglial activation and induce antidepressant-like effect in rats. 25th European Congress of

Psychiatry - EPA 2017 taking place in Florence, Italy from 1-4 April 2017
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10. ETiK KURUL ONAY BELGESI

MARMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

PROJE ONAY FORMU

PROTOKCOL KODU

58.2015.mar

CALISMA: BILIMSEL

PROJE ADI

aragtirilmasi

Ketaminin depresyon ndrobiyolojisindeki-roli'mijn
Siganlada kronik éngoriilemeyen stres modelinde

Prof. Dr. Feyza ARICIOGLU- Canan YALCINKAYA

KARAR BiLGILER]

TARIH:

:‘?‘_56";.:"’;:‘: SORUMLU ARASTIRMACI
_ UNVANIS ADI o
ARASTIRMA MERKEZ] BERAMER
DESTEKLEYICI e i

14. 07. 2015

nls ve gern

Yukanda basvuru bilglieri verilen aragtirma bagvuru dosyasi ve liglli belgeler aragtirmanin gerckee, amag,
yaklagim ve yémemileri dikkate alinarak incel
kurulumuzea onaylanmasina oy birligi e karar verlimlstir, Onay sonrasinda yapilacak her Larl praje deflsTkiikler?
{katilmcilar, bashk vb.) veya protolcol degisikliklerinin Evlik Kurula biidirllerck proje onayinin yenilenmesi

rRerckmektedir.

irilmesinde sakinca bulunmadigt icin

 ETlK kURUL BILGILER]

Deney hayvanlare ile yapilacak olan kilimsel ara;?rma, last, saghk hizmeﬂé?@gulamalnrl ve ofitim-SEretm glbi
temel etkinliderde kullanilan yinlem ve materyaler lle ligili etik standarttan gozotmek, etlk ilkeler doffrultusunda ‘

CALISMA ESAS) gtrils bidhrmek, 2rastrma Brrarilorinl ncelemek ve sertifikas) olrmryantann deney hayvam kulfanryalanm
engellenelair. oo -
OYELER i
_ I I e - SR
Onayfanan
DOnvani/ Adif Soyadh iEmsnkic Kurumuyf Ek Oyelii Proje e Taplantiya Imza
Dal e Katlim
e e Wiskist | ~— '~ | _ |
M.0. Eczacink Fakilites| ve |
Praf Dr. Giksel SENER | Farmakolajt Hayvan Deneyler! Edhk Kurul Var |
| —— R L Bagkam Yok Evet  Hayw KL |
. ) MO, Tip Fakdltesl ve Hayvan | \
Prof.Dr. Inci ALICAN | Fizyolo]l Deneyleri Etik Kurut var v S e
N I _ (fOrQtlicl Sekrebery Yok | Bvel  Hayir |~ -
C
M.0. DIs HekimIy¥ Fakdltesl ve |y et
Prof.or. Ayzen YARAT | 8ok | Hayvan Bancyleri Btk korul Uyest |y | ever wayw | == |
Histaloft e
Prof.Dr. Serap M.C. Tip Fakitkes ve Hayvatt >
SIRVANCI Eml;r;v:k!ll Deneyler Etlk Kurul Oyest ::; T | S)'_xm,«_Q_
Prof.Dr. Rezzan l w.0. Tip Fakbltes! ve Haw;n Var ) Rl - .
GULHAN Farmakola]l Deneylerl ek Kurul Oyesl  lygke | Evel  Hayn S
- Tip Tarfhl v M. Tip Fakiltes! ve Hayvan  |yar i
DoeDr-Grkon SERT | ™ ek | DenevierEdkKurullyesl  lvok | cver Hou o
Vet Hek Dilek Veterimer ™.0. Tip Fakaltas! ve Hayvan var
GzBEYLE Hekdm Deneyler] Etik Kurul Jyesl Yok Evet  Hayir | .
. " sivil Toplum Kurulusu Uyes! ve I o
Bic. Arlif GLIMUS Blyolofl Kururmia iligkisi olmayan TC Var
e e . R | _ vatanday Qye Yok Evet  Hayir | -
. Emekdl Kurumla Tligkis! elmayan TC | |
Dilek KOKTURK - var
fAemur vata dye _ |Yok CEvet  Hayir | -
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T.C.

KOCAELI UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

-
—
“~EUA

e Etr0pman Unbeer iy Association
—

Ketaminin Depresyon Nérobiyolojisindeki Rolliniin Siganlarda
P;(:JSE:?: ARASTIRMANINADL | Leronikc Ongérillemeyen stres Modelinde Arastiriimasi
BASVURU SORUMLU ARASTIRMACI | Prof.Dr.Feyza ARICIOGLU MARMARA UNV.ECZACILIK FAK,
i Ayt UNVANI/ADI KURUMU | FARMAKOLOJi ANABILIM DALI
YARDIMCI Yiik.Lis.B3r.Canan YALGINKAYA, Vet.Hek.Ciineyt OZER
ARASTIRMACILAR
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA PROTOKOLO X
BELGE ve EKLERI
KARAR Yukanida basvuru bilgileri bulunan arastirma projesi Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
piLch ERt Kurulu Yonergesine dayanarak gerekce, amac, yaklasim ve ybntemler agisindan incelenmis olup,
arastirmanin yiriitdimesinin etik agidan uygun oldugu kararina varilmi:
KARAR NO: KOU HADYEK 11/7-2015 1
ETIK KURUL UYELERI
UNVANI/ADI SOYADI BiRIME TOPLANTIYA lwulu KATILMA
ETiK KURUL GOREVE KATILMA
Prof. Dr. Hiisnii EFENDI Kacaell Universitesi (KOU) X
Baskan Tip Fakiltes! LA Kauldi w
I; Hastalikiari AD || Katilmadi o
Dog. Dr. Mine SEHIRALTI KOU Tip Fakiites] Kauld: = gz J
Bagkan Vekili, Raportar Tip Tarihi ve Deontolofi AD [ ] ot /ﬂ(
Prof. Dr. Tijen UTKAN KOU Deney Hayvanlari Aragtirma |
Oye Birimi, é_- Katilds
Tip Fakiltes! Farmakolofi AD | Katilmadi —~
Dog.Dr. Ulkem CILASUN KOU Di§ Hekimligi Fakiltesi /
Oye Adiiz, Dis, Gene Hastalikian ve E Ksulds ]
Cerrahisi AD || Katilmads
Yrd. Dog. Dr. Fevzi UGKAN KOU Fen-Edeblyat Fakiltesi Kauld:
Oye Genel Biyoloji AD 1 oy
Prof. Dr, Zafer CANTURK KOU Tip Fakaitesi Katilds 4
Oye Genel Cerrahl AD %] Katilmad:
Prof. Dr. Giiner ULAK KOU Tip Fakdltesi | %] Kauldi
Uye Farmakoloji AD [ ] Katilmad:
Prof. Dr. Melda YARDIMOGLU YILMAZ KOU Tip Fakaltesi %] Katld:
g“ Histeleji ve Embriyoloji AD ] Katilmad &
Dog. Dr. Murat KASAP KOU Tip Fakilitesi | &] Kauld:
Uye Tibbi Biyelofi AD ] Katilmad:
Veteriner Hekim Ciineyt Ozer Kou @ Katildi
Uye Deney Hayvanlan Aragtirma Birimi |71 Katilmad:
Veteriner Hekim Akin Ziya UNAL Hayvan Haklan Dernegl Katildi
Oye Veterinerier Odasi ? ¥atilmad
»
Asiye ASLAN )
ve Emekil Odretmen LX) Kaulds N
Uye Katiimadi =

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

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