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OZET

Amag¢: Bu calismanin amaci farelerde ellagik asitin (EA) antidepresan-benzeri
aktivitesini arastirmaktir. EA’nin bu etkisinde altta yatan mekanizmayi ortaya ¢ikarmak

i¢cin beyin kaynakli norotrofik faktoriin (BKINF) olasi rolii arastirilmak istenmistir.

Yontem: Caligmada 25-30 gr agirliginda, erkek balb/c fareler kullanildi. Hayvanlar 5
gruba ayrildi; tasiyict (0,1 ml/giin), sertralin (Smg/kg), EA (1, 2,5, 5 mg/kg) ve 14 giin
boyunca ilaglar intraperitonel olarak enjekte edildi. Lokomotor aktiviteleri agik alan testi
ile dlgiildii. Kuyruk asma testi ve zorlu ylizme testi depresyon modeli olarak kullanildu.
Davranig testlerinden sonra fareler servikal dislokasyonla sakrifiye edilip western blot

analizleri yapildi.

Bulgular: EA’nin ii¢ dozu ve sertralin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hayvanlarin
spontan lokomotor aktivitelerinde anlamli degisiklige yol agmamustir. Kuyruk asma
testinde EA’nin {i¢ dozu kontrol grubuyla karsilastirildiginda hareketsiz kalma siiresinde
istatistiksel olarak anlamli azalmalar goriildii. Zorlu yiizme testinde EA 1 ve 5 mg/kg
dozlarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda hareketsiz kalma siiresinde anlamli bir
degisiklige neden olmadig ancak 2,5 mg/kg dozda belirgin bir azalmaya neden oldugu
goriildii. Ayrica EA tedavisinin farelerin hipokampal BKNF diizeylerinde artisa neden
oldugu saptandi.

Sonuc¢: Bu ¢alismada EA’nin lokomotor aktiviteyi degistirmeden farelerde antidepresan-
benzeri etkiler olusturdugu goriilmiistiir. Bununla birlikte EA’nin antidepresan-benzeri

etkisinde BKNF’deki artigin rol oynayabilecegi diislintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ellagik asit, BKNF, depresyon



ABSTRACT

Objective: The aim of present study was to evaluate the antidepressant-like activity of
ellagic acid (EA) in mice. For understanding underlying mechanisms, the possible role
of brain derived neurotrophic factor (BDNF) in EA’s antidepressant-like effect was also

investigated.

Method: Male balb/c mice weighing 25-30 gr were used for the study. Animals were
divided into 5 groups (n:10): vehicle (0,Iml/day), sertraline (5 mg/kg), EA (1-2,5-5
mg/kg) and drugs were daily injected by intraperitoneal route during 14 days.
Locomotor activity was measured by open field test. Tail Suspension Test (TST) and
Forced Swim Test (FST) were conducted to mice as depression models. After
behavioural tests each mice was sacrified by cervical dislocation to obtain samples for

western blot analysis.

Results: All three doses of EA and sertraline did not significantly affect the spontaneous
locomotor activity of mice compared to vehicle group. EA in three different doses
produced statistically significant decrease in immobility time as compared to vehicle
group in TST. EA at 1 and 5 mg/kg doses did not produce any significant effect in
immobility time as compared to vehicle group in FST. But EA produced significantly
reduced immobility time at 2,5 mg/kg dose. EA treatment increased hippocampal BDNF

levels in mice compared to vehicle group.

Conclusion: The present study demonstrates that EA is able to produce antidepressant-
like effect in mice which is not due to an increase in the locomotor activity. Moreover
the antidepressant-like effects of EA seems to be mediated by increased BDNF levels in

mice hippocampus.

Key Words: Ellagic acid, BDNF, depression
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1. GIRiS

Depresyon bilindigi lizere oldukga sik goriilen bir ruhsal rahatsizliktir. Toplumda is ve
giic kaybina neden olmaktadir. Dolayisiyla depresyon tedavisi olduk¢a onemlidir ve
tedavide kullanilan degisik norotransmitter sistemlerini etkileyen ilaglar mevcuttur.
Depresyon tedavisinde kullanilan ilaglar genellikle monoamin hipotezine dayanan tedavi
yontemleridir. Depresyonda monoamin hipotezi disinda néronal plastisite hipotezi gibi
yeni hipotezler de s6z konusudur. Bu hipoteze gore depresyonda 6zellikle hipokampusta
beyin kaynakli ndrotrofik faktor (BKNF) gibi molekiillerin azaldigi ileri siiriilmektedir.
Norotrofik faktorler santral ve periferik sinir sisteminde ndronlarin proliferasyonu,
farklilasmasinda ve plastisitede 6nemli rol oynarlar. Dolayisiyla santral sinir sistemi
hastaliklarindaki rolleri ¢ok yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Depresyon tedavisinde
yeni bakis acilar1 saglamak amaciyla depresyonda da BKNF’nin antidepresanlarla
iligkisi calisilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda antidepresanlarin BKNF diizeylerini

arttirdig1 ve bir korelasyon gosterdigi saptanmuistir.

Ellagik asit (EA) son zamanlarda {izerinde yogun calismalarin yapildig: polifenollerden
biridir. Antiinflamatuvar, antioksidan ve antikanserojen etkilerinin yani sira santral sinir
sisteminde de Onemli etkilerinin oldugu goriilmektedir. Literatiirde antidepresan,
antiepileptik ve noroprotektif etkileri ile ilgili ¢ok nadir ¢alismalar mevcuttur. Ancak
yine de son zamanlarda santral sinir sistemi iizerine olan etkileri dikkat ¢gekmektedir. Bu
konuda yeni calismalarin yapildigi goriilmektedir. Bu nedenle bu tezde fare depresyon
modellerinde EA’nin antidepresan-benzeri etkilerini arastirmak amaclanmistir. Ancak
literatiire  katki  saglamasi agisindan EA’nin  antidepresan-benzeri etkisinde
hipokampustaki BKNF diizeylerine olan etkisinin aragtiritlmasi da amaglarimiz arasinda

yer almaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Depresyon

Major depresif bozukluk (MDB) popiilasyonun %2-5’ini etkileyen ve sik goriilen
hastaliklardan biridir (Murray ve Lopez, 2013). Tiirkiye’de en son Refik Saydam
Hifzisthha Merkezi Baskanlig1 tarafindan yapilan Tiirkiye Hastalik Yiikii Calismasi
2004 verilerine gore unipolar depresif bozukluk ruhsal hastaliklar agisindan kadinlarda
birinci sirada iken erkeklerde de ikinci siradadir. Hastalik yiikiinii olusturan ilk 10
hastalik arasinda da dordinciidiir (Unﬁvar ve ark., 2006). Hastalarin en az %30’unda 1
yil siireyle coklu antidepresan tedavisi almalarina ragmen remisyon gozlenmemektedir

(Warden ve ark., 2007).

Depresyonun temel etyolojisi hakkinda kesin bilgiye sahip degiliz, ancak g¢ocukluk
doneminde yasanan suistimaller ve yetiskinlikteki stres gibi g¢esitli faktorlerin goriilme
riskini arttirdig1 bilinmektedir (Bradley ve ark., 2008; Danese ve ark., 2009; Paolucci ve
ark., 2001; Risch ve ark., 2009; Widom ve ark., 2007). Depresyonda en ¢ok rastlanan
bulgulardan biri de manyetik rezonans goriintiilleme caligmalariyla da desteklenen
hipokampus hacminin azalmasidir (Campbell ve ark., 2004; McKinnon ve ark., 2009;
Videbech ve Ravnkilde, 2004). Preklinik g¢aligmalardan elde edilen verilere gore
noronal ve glial yeniden sekillenme ya da kayip, néronal 6liim ve baskilanmis yetiskin
norogenezini de i¢eren birkac mekanizmanin hipokampal hacim azalmasinin potansiyel
nedenlerinden olabilecegi diisiiniilmektedir (Czeh ve Lucassen, 2007; Sapolsky, 2000).
Depresif hastalarin en azindan bir kisminda hipotalamo-hipofiz-adrenal aksin bozuldugu
ve glukokortikoid salmimini etkileyebilen anormallikler ortaya ¢iktigi bildirilmistir

(Barden, 2004).

Depresif sendromlar, “Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi-5te (DSM-
5) tanimlanmistir (Association, 2013). Buna gore ardisik iki hafta boyunca neredeyse her
giin, giinlin biiyiik kisminda ortaya ¢ikan asagidaki semptomlardan en az bes tanesinin
bulunmasi gerekmektedir. Semptomlardan biri depresif ruh hali veya ilgi/istek kaybi

olmalidir.



®  Depresif ruh hali- liziintii, ¢okkiinliik, bosluk, ¢aresizlik hissi
m lgi ve zevk kaybi

®m  Uykusuzluk veya asir1 uyuma

m  fstah kayb1 ya da kilo degisikligi

®  Psikomotor retardasyon veya ajitasyon

®  Disiik enerji

m  Kotii konsantrasyon

®  Degersizlik veya sugluluk diisiinceleri

®  Tekrarlayan 0liim veya intihar diislinceleri

Yogun arastirmalara ragmen depresyona neden olan kesin norobiyolojik siire¢ tam
olarak anlagilamamistir. MDB’nin altinda yatan néropatoloji ile iligkili en yaygin olarak
kabul edilen hipotez monoamin hipotezidir (Schildkraut, 1965). Bu hipotez sinaptik
araliktaki bozulmus monoamin nérotransmisyonuna vurgu yapar. Depresyon tedavisinde
kullanilan ilk ilaglar yaklasik 50 yil once sans eseri kesfedilmistir. Tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilan iproniazid bu bilesiklerin ilkidir. Iproniazidin tiiberkiiloz
hastalarinin duygu durumunu yiikselttigi gozlenmis, ardindan iproniazid tiiberkiilozu
olmayan depresif hastalara verilmis ve bdylece iproniazidin antidepresan etkinligi
gosterilmistir. Yaklasik ayn1 zamanlarda trisiklik yapisinda bir antihistaminik olan
imipraminin de antidepresan etkisi bulunmustur. Sonrasindaki ¢alismalar imipramin ve
iproniazidin ekstraselliiler serotonin ve noradrenalin konsantrasyonunu arttirdigini
gostermistir. Bu yiikselmeyi imipraminin bu iki noérotransmitterin geri alimini inhibe
ederek, iproniazidin ise bu iki norotransmitteri metabolize eden ana enzim olan
monoamin oksidazi inhibe ederek gerceklestirdigi gosterilmistir. Bu buluslar duygu
durum bozukluklarinin tedavisinde bir devrim niteliginde olmus ve daha sonraki
antidepresanlarin  gelistirilmesine katki saglamistir. Bu antidepresanlar arasinda

serotonin ve / veya noradrenalinin presinaptik uctaki reuptakini inhibe ederek etki



gosteren trisiklik antidepresanlar bulunmaktadir. Bu molekiiller modern antidepresan
smiflarinin olugmasinda sablon olarak kullanilmistir. Modern antidepresanlar arasinda
selektif serotonin reuptake inhibitorii (SSRI), noradrenalin reuptake inhibitérii, serotonin
ve noradrenalin reuptake inhibitorii yer almaktadir. Bu yeni smif ilaglarin klinikte
kullanilmaya baslamasiyla monoamin teorisinde bazi soru isaretlerinin oldugu
goriilmiistiir. Ornegin, antidepresanlar sinaptik monoamin transmisyonunu dakikalar
icinde arttirirken klinik etkinin ortaya ¢ikmasi 2-4 haftayr bulmaktadir. Monoamin
teorisi depresif hastalarda kaydedilen makroskobik ve mikroskobik yapisal degisiklikleri
aciklayamaz (Czeh ve ark., 2016). Klinikte kullanilan trisiklik veya SSRI gibi
anidepresanlar; antidepresan etkilerini ekstraselliiler monoamin (6zellikle serotonin ya
da noradrenalin) diizeylerini modiile ederek gosterirler. Bu ilaglar ekstraselliiler
monoamin miktarini saatler iginde arttirabilirken antidepresan yanit gecikmekte ve
genellikle etkili antidepresan yanitin go6zlenebilmesi icin haftalar siiren tedavi
gerekmektedir (Trivedi ve ark., 2006). Bu nedenle ekstraselliiler monoamin diizeylerini
arttirmanin altinda yatan diger mekanizmalarin antidepresan yanita aracilik ettigi ileri
stirilmektedir. Bu baglamda BKNF ile antidepresan etki mekanizmasi arasinda iliski

bulunmustur (Duman ve ark., 1997; Ghosh ve ark., 1994; Monteggia ve ark., 2004).

Diger norotransmitterlerde goriilen bariz degisiklikler, hipotalamus-hipofiz-adrenal
akstaki fonksiyon bozuklugu ve son zamanlarda {izerinde durulan bagirsak florasindaki
degisiklikler (Mayer ve ark., 2014) ve potansiyel inflamatuvar mekanizmalarin
(Rosenblat ve ark., 2014) depresyon fizyopatolojisine eslik ettigi bildirilmistir. Ayrica
glutamat (Sanacora ve ark., 2012) ve GABA (Luscher ve ark., 2011) gibi diger
ndrotransmitterin ve kortikotropin saliveren hormonu (Lloyd ve Nemeroff, 2011) da
iceren bir¢ok ndropeptidin depresyon fizyopatolojisinde rol oynayabilecegini ileri siiren
farkli teoriler ortaya atilmigtir. Daha sonra gelistirilen teorilerde noroplastisite ile iligkili
degisikliklerin 6neminden bahsedilmistir ve hastaligin fizyopatolojisinde yetiskinlerdeki
hipokampal nérogenezin (Castren, 2005; Eisch ve Petrik, 2012; Lucassen ve ark., 2010;
Miller ve Hen, 2015) ve BKNF gibi norotrofik faktorlerin kritik rolii oldugu
diistiniilmektedir (Numakawa ve ark., 2014). Cok yakin zamanda degisik noronal
yolaklar1 etkileyen histon modifikasyonu ve DNA metilasyonu gibi epigenetik

mekanizmalarin MDB’de 6nemli katkis1 oldugu gosterilmistir (Sun ve ark., 2013).



Glinlimiizde depresyon tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlar  trisiklik
antidepresanlar, monoamin oksidaz inhibitorleri, SSRI, serotonin noradrenalin reuptake
inhibitorleri, atipik antidepresanlar (bupropiyon, mirtazapin, nefazodon, trazodon,
mianserin, reboksetin, tianeptin, vortioksetin, agomelatin) olarak smiflandirilabilir.
Ayrica elektrokonviilzif tedavi (EKT), fokal beyin stimiilasyonu (Vagus Siniri
Stimiilasyonu, Transkranial Manyetik Stimiilasyon, Derin Beyin Stimulasyonu) gibi

alternatifler de mevcuttur (Block ve Nemeroff, 2014).

Biitlin bu yeni teorilerin 151¢1nda depresyon tedavisinde kullanilmak iizere yeni ilaglara
gereksinim duyulmaktadir. Ancak son zamanlarda depresyon da dahil ndropsikiyatrik
bozukluklarin tedavisinde kullanilabilecek ila¢ arastirmalarinda ciddi bir hayal kiriklig
s0z konusudur. Bununla birlikte ilag¢ sanayisi mental bozukluklarda ilag gelistirilmesinin
major yatirim acisindan “cok zor” oldugu hiikmiine varmislardir (Hyman, 2014). Bu
sebeplerden dolay1, beyinde ilag hedefi olabilecek yeni molekiiller (reseptorler, enzimler
vb.) kesfedilmesi veya noron disi santral sinir sistemi hiicrelerinin fonksiyonlarinin

bilinmesi 6nemlidir.

2.2. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor

Hastaliklarla iligkisi bilinen ve iizerinde ¢alisilan BKNF norotrofin ailesinin bir iiyesidir.
Norotrofin kelimesi sinir hiicresi “ndron” ve Yunanca beslenme anlamina gelen “trophe”
kelimelerinin birlesmesi ile olusmustur. Tarihsel agidan bakildiginda noéronal sagkalim
ve farklilasmayr destekleyen trofik (besleyici) proteinler olarak ortaya c¢ikan
norotrofinler, son zamanlarda sinaptik iletim ve plastisite modiilatori olarak
bilinmektedir (Bibel ve Barde, 2000; Park ve Poo, 2013). Norotrofinler yaklasik 13500
daltonluk alt iinitelerin nonkovalent olarak birlestigi dimerler halinde bulunur (Bothwell
ve Shooter, 1977; Radziejewski ve ark., 1992) (Sekil 2.1). Norotrofinlerden ilk
kesfedileni sinir biiylime faktorii (SBF) adi verilen proteindir. SBF’nin kesfinden
yaklasik 30 yil sonra Barde ve arkadaslar1i domuz beyninden néronal sagkalim olusturan
bir faktor izole etmisler ve bu proteini BKNF olarak adlandirmislardir (Barde ve ark.,
1982). 1989°da BKNF’nin temel yapist ve beyindeki ekspresyonu tanimlanmigtir ve
aminoasit sekansi diizeyinde BKNF’nin SBF ile olduk¢a homolog oldugu bulunmustur

(Leibrock ve ark., 1989). Benzer bir aminoasit sekansina sahip ndrotrofin-3 (NT-3) ve



norotrofin-4/5 (NT-4/5) adli molekiiler de klonlanmistir (Ip ve ark., 1992; Maisonpierre
ve ark., 1990). Norotrofin ailesinin iiyelerinin kesfi sinir sisteminin gelisimi sirasinda
noronal iletisimin olusumunu ve yetiskin beynindeki sinaptik plastisiteyi, hafiza ve
O0grenmeyi kavramayi saglamistir. Norotrofinler beyin baglantisi, ndronal plastisite,
sinaptik biitliinliikk ve norogenezde onemli aract molekiillerdir (Ghosh ve Greenberg,

1995; Lee ve ark., 2002).

Loop 3

Loop 1

Loop 4

Loop 2

Sekil 2.1. Beyin kaynakli norotrofik faktoriin sematik gosterimi (Geral ve ark., 2013)

Norotrofik proteinler 2 tip reseptore baglanirlar: genel reseptor p75~ ~

NTR
577,

ve ylksek
afiniteyle baglandig1 tropomiyozin-iliskili kinaz (Trk) reseptor. p7 tiimor nekrozis
faktor reseptor ailesinin bir tiyesidir. Trk reseptorii de tirozin kinaz reseptor ailesinin bir
tiyesidir (Pattarawarapan ve Burgess, 2003; Reichardt, 2006). Biitlin nérotrofik faktorler
p75"™  reseptorlerine benzer afinite ile baglanirlar (Kg ~ 10° M) ancak Trk
reseptorlerine daha secici olarak ve yiiksek afiniteyle (Kq ~ 10" M) baglanirlar. SBF
Trk A reseptoriine, BKNF ve NT-4/5 Trk B reseptoriine, NT-3 de Trk C reseptdriine

yiiksek afiniteyle baglanir (Pattarawarapan ve Burgess, 2003).



BKNF 1982 yilinda domuz beyninden duyusal néronlar i¢in hiicre sag kalimini saglayan
bir faktor olarak saflagtirilmistir (Barde ve ark., 1982; Cohen ve ark., 1954). BKNF kalp,
bobrek, akciger ve testis gibi dokularda yaygin bir sekilde eksprese edilse de fotal
gelisim sirasinda BKNF ekspresyonunun diger dokulara gore beyinde daha fazla oldugu
saptanmistir (Katoh-Semba ve ark., 1997). Memeli santral sinir sisteminde en ¢ok
bulunan nérotrofin BKNF dir. Ozellikle beyinde hipokampus, serebral korteks, amigdala
ve serebellumda eksprese edilir (Conner ve ark., 1997; Ernfors ve ark., 1990; Hofer ve
ark., 1990; Yan ve ark., 1997). BKNF’yi kodlayan gen kromozomun 11p13 bdlgesinde
lokalize olmustur (Maisonpierre ve ark., 1990). Bu gen MDB i¢in bir¢ok aday genden
birisidir (Levinson, 2006). Endoplazmik retikulumda pre-pro-molekiil olarak sentezlenir
ve iki kesilme basamagina ugrar. Pre-pro’dan proBKNF araciligiyla olgunlasmis
formuna doner (Pang ve ark., 2004; Revest ve ark., 2014). Noronal aktivite sirasinda
BKNF sinaptik araliga saliverilir ve reseptorii olan Trk B’ye baglanir. BKNF
baglanmasinin ardindan Trk B homodimerizasyon ve otofosforilasyona ugrar ve boylece
ikincil yolaklarin aktivasyonu sonucu eksprese olan molekiiller néronal biitiinliik ve
sagkalimda rol oynar (Chao, 2003). BKNF’nin ndron olgunlagmasinda, sinaps
olusumunda ve sinaptik plastisitede rolii bulunmaktadir (Park ve Poo, 2013). BKNF’nin
kortikal ve hipokampal noron hiicre kiiltlirlerinde hiicrenin soma, akson ve
dendritlerinden noronal aktiviteye-bagimli bir sekilde salgilanabildigi gosterilmistir
(Edelmann ve ark., 2014; Lessmann ve Brigadski, 2009). Lessmann ve arkadaslari
BKNF sekresyonunun iyonotropik glutamat reseptorleri ya da L-tipi voltaj kapili
kalsiyum kanallarina bagiml kalsiyum influksu araciligiyla gerceklestigini gostermistir.

(Lessmann ve Brigadski, 2009).

BKNF noronlarin dendritlerinde ve glialarda sentezlenir ve saliverildigi yer olan
terminallere transfer edilir (Lessmann ve Brigadski, 2009). BKNF yiiksek afinite ile Trk
B’ye baglanir (Soppet ve ark., 1991). BKNF norotrofin ailesinin diger iiyeleri gibi diistik
afiniteyle de olsa p75 ndrotrofin reseptoriine de baglanir (Meeker ve Williams, 2015).
Bir¢ok ¢aligmada BKNF-Trk B’nin sinaptik plastisite mekanizmalarinda kritik role sahip
oldugu gosterilmistir. Trk B reseptorleri hem presinaptik hem de postsinaptik
yerlesimlidir. BKNF’nin postsinaptik yanitlarda oldugu gibi norotransmitter salinimini

regiile ettigi gosterilmistir (Madara ve Levine, 2008). BKNF’nin Trk B’ye baglanmasi
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en az U¢ intraselliiler sinyal yolagini diizenler (Park ve Poo, 2013). Birinci yolak;
protein kinaz C aktivasyonuna yol acan fosfolipaz C-y’yi igerir. ikinci yolak
downstream etkilere yol agan Ras’i aktive eden mitojen-aktiveli protein kinazdir.
Ugiincii  yolak da Proteinkinaz B yolagin1 aktive eden fosfotidilinozitol-3-kinaz

yolagidir.

Fare beyninde BKNF mRNA ve protein ekspresyonlart embriyonik gelisim sirasinda
saptanabilir héle gelir ve en yiiksek diizeylerine postnatal 10-14.gilinlerinde ulasir.
Yetigkin farede BKNF tiim beyinde eksprese edilir. Yetiskin farede BKNF
ekspresyonunun en yiiksek diizeyleri hipokampus noéronlarinda goriiliir. Noronal BKNF
ekspresyonu; kalsiyum-aracili kanallar {izerinden membran depolarizasyonu ve GABA

ve glutamat nérotransmisyonu gibi bir¢ok uyarandan etkilenir (Aid ve ark., 2007).

Antidepresan tedavinin bir sonucu olarak BKNF ekspresyonu, sekresyonu ve
fonksiyonundaki degisimlerden otiirii sinaptik diizeyde terapotik yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler gozlenir (Martinowich ve Lu, 2008). Acik bir sekilde goriilmektedir ki
duygu durum bozukluklarinda ve antidepresan yanitta BKNF ve serotonin noronal

devrelerde birbiriyle baglantilidir.

2.3. Depresyon ve BKNF

Birgok ¢alismada basta depresyon olmak lizere sizofreni gibi psikiyatrik bozukluklarin
ve norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde BKNF’nin rol oynadigi gosterilmistir
(Cannon ve ark., 2008; Castren ve Rantamaki, 2010; Pillai, 2008). Bazi yazarlar
depresyonda norotrofin teorisini gelistirmiglerdir. Bu teoriye goére ndrogenezis ve
noronal plastisitedeki yetersizlik; MDB gibi stresle indiiklenen bozukluklarin etyolojik
faktortidiir (Duman, 2002). Diisiik BKNF {iiretimi MDB’yi hizlandiriyor olabilir (Karege
ve ark., 2002). Depresyon siddetindeki artis diisik serum BKNF diizeyleri ile
iligskilendirilmistir. Antidepresan tedavi de BKNF diizeylerini normal seviyeye ¢cekmistir
(Gonul ve ark., 2005).

BKNF’nin antidepresan yanita dahil edildigi ilk ¢alismalar konvansiyonel antidepresan
ilaglarin EKT’de oldugu gibi BKNF ve Trk B mRNA ekspresyonunu hipokampus ve
kortikal bolgelerde arttirdiginin gosterildigi ¢alismalardir. Ustelik bu artis icin gerekli
olan zaman aralig1 antidepresan-benzeri yanit baslangiciyla benzer bulunmustur (Nibuya
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ve ark., 1995; Nibuya ve ark., 1996). Bir calismada hipokampusun dentat girus ya da
CA3 bolgesine diisik doz BKNF’nin direkt olarak inflizyonunun 3 giin iginde
antidepresan-benzeri etkiyi indiiklemede etkili oldugu saptanmistir ve BKNF iizerinden
antidepresan etkinin olusmasinda bu bdlgelerin  anahtar rol oynayabilecegi
diisiiniilmistlir (Shirayama ve ark., 2002). Bu calismada BKNF’nin infiizyonundan
sonra 10.giine kadar devam eden antidepresan bir etkinin oldugu, bu zaman araliginin da
proteinin degredasyonu i¢in gegen siire oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte BKNF nin
uzun donem antidepresan etkiye aracilik etmek igin siirekli plastisite mekanizmasini
baslatabildigi gosterilmistir. Baska bir c¢alismada BKNF’nin periferal subkutan
enjeksiyonunun,  kemirgenlerde antidepresan-benzeri ve anksiyolitik-benzeri etki
gosterdigi, kronik stresin depresyonla iligkili etkilerini 6nledigi ve prefrontal korteks ve

hipokampusta hiicre sagkalimini arttirdig1 gdésterilmistir (Schmidt ve Duman, 2010).

Depresyonlu hastalarda prefrontal korteks, hipokampus, amigdala ve serumdaki BKNF
ya da Trk B diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir (Dwivedi ve ark., 2003; Guilloux ve
ark., 2012; Karege ve ark., 2002; Karege ve ark., 2005; Kim ve ark., 2007; Shimizu ve
ark., 2003; Tripp ve ark., 2012). Ayrica depresif hastalarin serum BKNF diizeylerindeki
azalmanin (Karege ve ark., 2002; Kim ve ark., 2007; Shimizu ve ark., 2003)
antidepresanlarla geri dondiiriilebildigi de bildirilmistir (Chen ve ark., 2001; Sen ve ark.,
2008; Shimizu ve ark., 2003). Depresyondaki kisilere kronik antidepresan tedavisi
uygulanmasindan sonra BKNF ve Trk B mRNA ekspresyonlarinin serebellumda da
arttig1 gosterilmistir (Bayer ve ark., 2000). Kemirgen depresyon modellerinde de BKNF
ve Trk B ekspresyon diizeylerinin azaldig1 gdsterilmistir. Normal sigan beyninde yapilan
calismalarda trisiklik antidepresanlar (imipramin, desipramin vb.) (Balu ve ark., 2008;
Nibuya ve ark., 1995; Russo-Neustadt ve ark., 1999),SSRI (fluoksetin, paroksetin,
sertralin gibi) (Balu ve ark., 2008; Coppell ve ark., 2003; De Foubert ve ark., 2004;
Nibuya ve ark., 1995),noradrenerjik ve spesifik serotonerjik antidepresanlar (mirtazapin,
mianserin gibi) (Nibuya ve ark., 1995; Rogoz ve ark., 2005) ve monoamin oksidaz
inhibitorleri (tranilsipromin) (Balu ve ark., 2008; Nibuya ve ark., 1995; Russo-Neustadt
ve ark., 1999) uygulandiktan sonra hipokampal ve kortikal BKNF/Trk B diizeyleri
artmistir. Elektrokonviilzif uyarilar da BKNF ekspresyonlarini kortekste (Angelucci ve
ark., 2002; Nibuya ve ark., 1995) ve hipokampusta (Altar ve ark., 2004; Altar ve ark.,
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2003; Nibuya ve ark., 1995; Smith ve ark., 1997) arttirmistir. Spesifik bir Trk B agonisti
olan 7,8-dihidroksiflavon ve onun O-metillenmis metabolitleri zorlu yiizme testinde
(ZYT) ve kuyruk asma testinde (KAT) antidepresan-benzeri etki gostermistir (Liu ve
ark., 2013). Sican orta beynine BKNF nin direkt infiizyonu antidepresan-benzeri etkileri
indiiklemistir (Siuciak ve ark., 1997). Sasirtici bir sekilde sican beynindeki Trk B
fosforilasyonu da antidepresanlar tarafindan arttirilmistir (Saarelainen ve ark., 2003).
BKNF nakavt fare ile yapilan bir calismada imipraminin Trk B fosforilasyonunu
indiikledigi gosterilmistir. Bu da antidepresanla indiiklenen Trk B aktivasyonunun

BKNF’den bagimsiz olabilecegini diisiindiirmektedir (Rantamaki ve ark., 2011).

BKNF sinyalinin antidepresan yanittaki varligiyla ilgili ileri kanitlar yiiksek afiniteli
BKNF reseptorii olan Trk B ile ilgili ¢caligmalardan elde edilmistir. Preklinik modellerde
de antidepresan-benzeri yanita aracilik etmek i¢in antidepresan ilaglarin fonksiyonel Trk
Breseptoriine ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir (Rantamaki ve ark., 2007; Saarelainen ve
ark., 2003). Daha ilging bir sekilde kronik antidepresan tedavisi Trk B reseptoriiniin
fosforilasyonunu arttirmigtir. Bu durum hipokampusta ve anterior singulat kortekste
BKNF aktivitesini arttirmistir. Boylece BKNF-Trk B sinyalinin bu beyin bolgelerinde
antidepresan etkilere aracilik etmede Onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu son
calisma ayni zamanda BKNF intraselliiler sinyalini pekistirmek i¢in monoaminlere
ihtiyag  oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda monoamin baskilanmasinin
antidepresanla indiiklenen Trk B aktivasyonunu onledigi gosterilmistir (Rantamaki ve
ark., 2007). Hipokampus ve prefrontal korteksteki BKNF’nin antidepresan yanitlara
aracilik ettigi ile ilgili giiclii kanitlar varken diger beyin bolgelerindeki BKNF’nin de
antidepresan yanitta rol oynadigi gosterilmistir. Duygu durum bozukluklarindaki rolii
nedeniyle dikkat ceken bir diger beyin bolgesi de lateral habenuladir. Lateral
habenulanin depresyonda asir1 aktive oldugu ve konvansiyonel antidepresan ilaglarin
antidepresan etkinliginin bir parcast oldugu gosterilmistir (Proulx ve ark., 2014;
Sartorius ve Henn, 2007). Ancak, bu bdlgedeki BKNF’nin antidepresan yanitta ya da

depresyon-benzeri davranista rol oynayip oynamadigi heniiz belirlenmemistir.
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Sonug olarak, hipokampustaki BKNF-Trk B sinyalinin en azindan preklinik hayvan
modellerinde konvansiyonel antidepresanlara kars1 gelisen antidepresan yanitta kritik bir

rol oynadig1 diistiniilmektedir.

2.4. Ellagik Asit

Dogal iiriinler ilag gelistirmede kullanilan 6nemli kaynaklardan biridir (Newman ve
Cragg, 2012). FDA-onayl ilaglarin %50’den fazlas1 dogal iirtinler ya da dogal iiriinlerin
tirevleridir (Chin ve ark., 2006). Dahasi dogal {iiriinlerin hiicresel hedeflere 6zel
seciciligi vardir (Lagunin ve ark., 2010). WHO verilerine gore diinya niifusunun
yaklasik %80’1 temel saglik bakimlari i¢in geleneksel tibba giivenmektedir (Farnsworth
ve ark., 1985).

2015 yilinda verilen Nobel Fizyoloji ya da Tip 6diilii dogal {iriinler ve ihmal edilmis
hastaliklar tizerinde yapilan calismalar1 kapsamaktadir. Bu 6diil iki ayr1 calismaya
verilmigtir. Bunlardan biri geleneksel Cin tibbinda kullanilan artemisininin yeni bir
antimaleryal ilag olarak kesfi ile Cinli bilim kadini Profesér Youyou Tu’ya verilmistir.

(https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2015/).

Taninler c¢esitli bitki tiirlerinde bulunan polifenolik bilesiklerdir. Suda ¢oziiniirler ve
molekiiler kiitlesi 500-2000 Dalton arasindadir. Bitki fizyolojisinde taninler genelde dort
gruba ayrilirlar: gallotaninler, ellagitaninler (ET), kondanse taninler ve kompleks
taninler (Khanbabaee ve van Ree, 2001). Bu molekiillerden ET’ler bir¢ok bitki
familyasinin en ¢ok goriilen bilesenidir (Niemetz ve Gross, 2005). 500’den fazla dogal
iirtinde bulunan ET’ler taninlerin en genis grubunu olusturmaktadir (Khanbabaee ve van

Ree, 2001).

Son yillarda, islenmemis besinlerde bulunan molekiillerin biyolojik aktivitelerine olan
ilgi artmaktadir. Bu tiir bilesenlerin 6nemli bir kismmi ET gibi alt gruplar1 olan
polifenoller olusturur. ET’ler kompleks kimyasal yapilar ile karakterizedir. ET ler
spontan laktonizasyonla hekzahidroksidifenoik aside doniisiir ve bu bilesik de
sonrasinda ellagik asite (EA) g¢evrilir. ET lerin ve metabolitlerinin antikanser aktivitesi
serbest radikal tutucu yetenekleriyle iliskilendirilmistir. Boylece ET ler oksidatif stresi

Onler ya da azaltir. Aksi halde oksidatif stres karsinogenezi indiikler ki bu durum
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ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin ana nedenidir (Kaneto ve ark., 2010).
ET’lerce zengin besinlerin (ceviz, nar) tliketilmesi ile kardiyovaskiiler hastaliklardan
koruyucu etki agisindan iligki bulunmustur (Beretta ve ark., 2009; Larrosa ve ark.,

2010).

Saghig1 destekleyici 6zelliklerinden ve 6nemli biyolojik aktivitelerinden dolayr ETler
nutrasotik sinifina dahil edilmektedir. Diinya piyasasinda EA ya da ET igeren besin ya
da tibbi bitkilerin ekstraktlart bulunmaktadir. Omnegin; VitaPurity Ellagic Ultra" |
Ellagic acid Young Again™ , PomActivi™ ve Pomegranate Extract. Tiirkiye’de de New

Life AnOx 23™ isimli preparatta 7 mg EA bulunmaktadir.

EA  (2,3,7,8-tetrahidroksi[ 1]-benzopiranol[5,4,3-cde]benzopiran-5,10-dion)  oldukga
termostabil bir molekiildiir (erime noktas: 350°C) ve molekiiler agirhigi 302.197 g.mol™
‘dir. Su, alkol ve eterde ¢ok az ¢Oziiniir ancak potasyum hidroksitte daha iyi ¢oziiniir

(Grasser ve Enna, 1922) (Sekil 2.2).

0O

HO OH

\

HO O

Sekil 2.2. Ellagik asitin kimyasal yapis1

EA’nin glukoz ya da kinik asit ile esterlenmesi ile ET’ler olusur. 500°den fazla degisik
ET varligi bildirilmistir (Feldman ve ark., 1999).
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EA, lipofilik bolgesini temsilen 4 halkaya; hidrofilik bdlgesini temsilen de 4 fenolik
grup ve 2 laktona sahiptir. Fenolik gruplar1 hidrojen-olusturucu; laktonlar da elektron
alict 6zelliktedir (Aguilera-Carbo ve ark., 2005). EA 6zellikleri, uygulamalar1 ve insan
sagligina yararlar1 nedeniyle son yillarda ticari olarak ilgi uyandiran bir bilesiktir. EA
ayn1 zamanda dogal selektif dstrojen reseptor modiilatoriidiir (Papoutsi ve ark., 2005).
EA’y1 serbest hélde icermeyen bitkilerden EA temini ET lerin gastrointestinal sistemde
hidrolize olmasiyla gerceklesir. Bu sebepten dolayr EA bitkisel besinlerdeki hidrolize
olabilen taninlerin varlig1 i¢in kimyasal bir indikatér olarak kullanilabilir. Ayn1 zamanda
diyetle aliman ET’nin biyoyararlanimi i¢in biyomarker olarak da kullanilabilir (Seeram

ve ark., 2004).

2.5. Ellagik Asitin Biyoyararlanimi ve Metabolizmasi

ET ve EA’nin biyoyararlanimi ve metabolizmasi bu fitokimyasallarin biyolojik roliinii
ve in vivo etkisini anlamak i¢in Ogrenilmesi gereken konulardir. Genellikle biiyiik
molekiiler boyutu oldugu i¢cin ET’ler absorbe edilemez (Cerda ve ark., 2003b; Cerda ve
ark., 2005). Ancak, nar ET’leri sicanlara uzun siire yiiksek doz verildiginde az miktarda
nardaki ET’lerden olan punikalajin plazmada tespit edilmistir (Cerda ve ark., 2003a).
Ince bagirsagin fizyolojik kosullar1 altinda ET’ler hidrolize olarak EA’y1 olusturur
(Larrosa ve ark., 2006). Serbest EA alimindan 30-90 dakika i¢inde hizlica absorbe olur.
Bu durumda mideden ve ince bagirsagin proksimalinden direkt absorbsiyonu soz
konusudur (Seeram ve ark., 2004; Stoner ve ark., 2006; Stoner ve ark., 2005). Bazi
caligmalarda EA plazmada saptanmasina karsin diger calismalarda serbest EA
absorbsiyonuna rastlamamiglardir. ET’lerin ve serbest EA’nin biyoyararlanimi bu
bilesenlerin gastrointestinal sistemin hangi boélgesinden absorbe edildigine baghdir. In
vitro ¢aligmalarla ET lerin midenin asidik yapisina ve gastrik enzimlerin (pepsin, renin,
gastrik lipaz) varligina kars1 dayanikli oldugu gosterilmistir (HCI, pH 1.8-2.0). Ayrica
midede ne hidrolize olup serbest EA aciga ¢ikarir ne de degrade olur (Quideau, 2009).
Dahas1 pankreatik enzimler ve safra tuzlar1 da ET’leri EA’ya hidrolize edemez.
Asitlenmis kimiis kiigiik porsiyonlar halinde mideden pH’nin daha yiiksek oldugu
gastrointestinal sistemin ileri bolimlerine (duodenum, ince bagirsak) tasimnir (pH 7,1-
8,4). ET’lerin de hidrolize olabilmesi i¢in en iyi kosullar notral ya da hafif alkali pH’dir
(pH 7-7.3) (Larrosa ve ark., 2006). ET’lerin kompleks kimyasal yapilar1 nedeniyle
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mideden absorbe olmalar1 miimkiin degildir. Ancak serbest EA molekiilleri i¢in sindirim
sistemindeki absorbsiyon midede baslar (Lipinska ve ark., 2014).

Gastrointestinal sistem hiicreleri tarafindan EA absorbe edilir ve hizlica katekol-O-
metiltransferaz (COMT) enzimi ile metil eterlerine doniistiiriiliir. COMT intraselliiler bir

enzim olup katekolaminlere 2 metil eter grubu ekleyerek bozulmalarina neden olur.

Sindirimin diger kisimlarinda ET’ler ve EA intestinal mikrobiyota tarafindan
dibenzopiranon metabolitlerine (Urolitin A ve B) déniistiiriiliirler. Urolitinler
bagirsaktan absorbe edilip glukronidasyona ugrarlar (Tomas-Barberan ve ark., 2009).
Sicanlarda ve farelerde yapilan calismalar genellikle ET yerine EA kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sicanlarda EA’nin oral alimini takiben dozun %10’u 3,8-dihidroksi-
6H-dibenzo[b,d]piran-6-on (Urolitin) olarak idrar ve fegesle atilir (Doyle ve Griffiths,
1980). Farelere ise daha yliksek doz verildiginde absorbsiyon orani %28 bulunmustur
(Teel ve Martin, 1988). Idrarda ve fegeste baska bir metabolit tespit edilmis ancak
tanimlanamamustir. Bu iki metabolit de mikrofloral orijinlidir. Intraperitonel uygulamayi
takiben tcilincii bir metabolit daha idrarda tespit edilmistir. Germ-free hayvanlarin
fecesinde az miktar degismemis EA’ya rastlanirken, normal sicanlarin fegesinde ya da
idrarinda rastlanmamistir. Dolayisiyla ET’lerin en 6nemli metaboliti iirolitinlerdir. ET
iceren absorbe edilmemis besinlerin intestinal bakteriler tarafindan metabolizasyonu
sirasinda olusurlar. Urolitinler sonrasinda enterohepatik sirkiilasyona karisir (Cerda ve
ark., 2004)(Tomas-Barberan ve ark., 2006). Urolitinler hormon analoglar1 gibi rol
oynayabilen biyoaktif bilesiklerdir (Heber, 2008; Seeram ve ark., 2004)(Seeram ve ark.,
2006b).

Insanlarda yapilan ¢aligmalarda nar suyu tiiketiminden sonra plazmada EA bulunurken,
punikalajine rastlanmamistir. 25 mg EA ve 318 mg punikalajin igeren nar suyu
alimindan 1 saat sonra EA’nin plazma konsantrasyonu 31-33 ng/ml bulunmustur
(Mertens-Talcott ve ark., 2006; Seeram ve ark., 2006a; Seeram ve ark., 2004).
Sicanlarda ise nar yapragi ekstresi tiiketildikten sonra plazmalarinda hem EA hem de
punikalajin bulunabilir (Cerda ve ark., 2003a)(Lei ve ark., 2003). Yan ve arkadaslar1 50
mg/kg (tek doz) EA’nin sican beyninde ulastig1 diizeyi belirlemislerdir. Buna gére EA

plazmada 0,31uM maksimum konsantrasyonuna ulagirken si¢can beyninde oldukca

14



diisiik konsantrasyonlarda (<12,5 ng/g doku) belirlenmistir (Yan ve ark., 2014). Buna
ragmen EA noroproteksiyonu indiikleme yetenegine sahiptir. Bu yetenegi antioksidan
kapasitesine baglanmaktadir. Ancak ileri ¢alismalarla EA’nin santral sinir sisteminde

olusturdugu bu etkinin mekanizmasi arastirilmalidir.

EA’ya atfedilen cesitli farmakolojik 6zelliklerinin EA’nin kendisine mi metabolitlerine
mi ya da her ikisine birden mi bagli oldugu heniiz net olarak bilinmemektedir (Bisen ve

ark., 2012).

EA’nm etkileri lizerine ilk ¢alismalar 1960’11 yillarda kan basinci ve pihtilasma iizerine
etkileriyle iliskilidir (Bhargava ve Westfall, 1969; Botti ve Ratnoff, 1964). EA’nin
antiinflamatuvar (Park ve ark., 2016) (Rosillo ve ark., 2012), antidiyabetik (Fatima ve
ark., 2015), antioksidan (Ozkaya ve ark., 2010; Priyadarsini ve ark., 2002),

antikanserojen (Wang ve ark., 2016) etkilere sahip oldugu gdsterilmistir.

NF-kB redoks regiilasyonu ve inflamatuvar yonle iliskilendirilen bir transkripsiyon
faktoriidiir (Mattson ve ark., 1997; Salminen ve ark., 2011). EA’nin NF-xB inhibitorii
bir ajan oldugu sigan bobregi, fare karacigeri ve akcigeri gibi birgok deneysel modelle
gosterilmistir (Ahad ve ark., 2014; El-Garhy ve ark., 2014; Lee ve ark., 2014; Zhou ve
ark., 2014). Piring¢ioglu ve arkadaslar1 karbon tetrakloriire (CCly) maruz kalan
sicanlarda nar suyunun beyinde antioksidan etkiyi indiikledigini gostermistir

(Pirinccioglu ve ark., 2014).

Girish ve arkadaglar1 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada zorlu ylizme testi ve kuyruk
asma testi kullanarak farelerde EA’nin antidepresan benzeri etkinligi oldugunu
bildirmislerdir (Girish ve ark., 2012). Aym sekilde Dhingra ve arkadaslar1 yaptigi
caligmalarda EA’nin antidepresan etkinligi olabilecegini ileri siirmiislerdir (Dhingra ve
Chhillar, 2012). Ferreres ve arkadaslart da EA’nin MAO A inhibitorii etkisinin
olabilecegini ve bu etkisinin antidepresan etkiden sorumlu olabilecegini bildirmistir

(Ferreres ve ark., 2013).
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2.6. Deneysel Depresyon Modellerinde Kullanilan Kriterler
1969°da McKinney ve Bunney yeni ufuklar agan yazilarinda gecgerli bir depresyon
modelinin saglamasi gereken 5 kriteri s0yle 6nermislerdir:

1) Semptomlarin benzerligi

2) Gozlenebilir ve dlgiilebilir davranigsal degisiklikler

3) Gozlemciler arasi uyusma

4) Antidepresan tedavilere yanit

5) Sistemin tekrarlanabilirligi (McKinney ve Bunney, 1969)

1984 yilinda Willner ideal olarak bir hayvan modelinin en az 3 major kriteri yerine
getirmesi gerektigini one siirmistir(Willner, 1984). Simdi ise bir¢ok arastirict Willner
tarafindan ortaya atilan 3 major kritere ilave olarak etyolojik gecerligi de dahil
etmislerdir. Bu kriterleri 6zetlemek istersek; hayvan modellerinin, bircok ac¢idan insan

durumunu taklit etmesi gerekir:

1) Goriiniis gegerliligi: Davranigsal fenotip ile klinik semptom profili arasindaki

benzerlik (Face validity)
2) Yapisal gegerlik: Benzer ndrobiyolojik temelde olugsmasi (Construct validity)

3) Ongorii gecerligi: Insan hastaliklarinda kullamlan klinikte etkili antidepresan
tedavisiyle deneyde kullanilan hayvanda iyilesme veya azalma olmasi ve tam tersi
olarak da klinikte etkili olmayan tedavi ile hayvanda degisiklik gozlenmemesi

(Predictive validity)

4) Etyolojik gecerlik: Insanlarda hastalik ortaya cikarmada onemli oldugu bilinen
olaylarla baglamalar1 (Etiological validity)

Su anda ne yazik ki depresyonda kullanilan hi¢gbir model bu dort kriteri tam anlamiyla
saglayamamaktadir. Baz1 MDB semptomlarini taklit eden modeller ve antidepresanlarin

belli bir grubunun (SSRI) etkinligini test etmek i¢in kullanilan birkag basit test (6r:zorlu
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yiizme testi) vardir. Tablo 2.1, MDB’nin major semptomlar1 ve potansiyel
biyomarkerlarini ve deneysel hayvanlarda bunlara benzeyen davranigsal ve fizyolojik
fenotipleri ve bunlar1 belirlemek ic¢in kullanilabilecek testleri 6zetlemektedir. Su
unutulmamalidir ki; bu basit testler ya da goriintiilleme metotlar1 depresyonun gegerli
hayvan modelleri olarak goérdiigiimiiz kompleks deneysel pardigmalarla esit degildir

(Czeh ve ark., 2016).

2.7. MDB’nin Patofizyolojisini Anlamak I¢cin Kullanilan Hayvan Modelleri
1. Depresyonun nérokimyasal modeli
2. Depresyonun sosyal strese dayali etyolojik modelleri
(Ayrilma, Uzamis izolasyon, Sosyal hiyerarsi)
3.Cevresel strese dayali, depresyonun etyolojik modelleri
(Ogrenilmis caresizlik, Zorlu yiizme testi / Kuyruk asma testi, Kronik stres)
4. Olfaktor bulbektomi
5. Genetik modeller olarak siniflandirilabilir (Czeh ve ark., 2016).
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Tablo 2.1. MDB semptomlar1 ve deneysel hayvanlardaki davranissal ve fizyolojik degisimleri 6l¢cen bu

semptomlarla iligkilendirilen testler

Depresif ruh hali-

Tlgi ve zevk kayb1

Kilo degisikligi ya da istah
kayb1

Uykusuzluk veya asir1
uyuma

Psikomotor ajitasyon veya
retardasyon

Degersizlik veya sugluluk
diistinceleri

Tekrarlayan 6lim veya
intihar disiinceleri

Kararsizlik ya da

kotii konsantrasyon

Anhedoni-benzeri davranis

Kilo alma veya verme

Degismis diurnal ritim

Davranigsal umutsuzluk, degismis lokomotor
aktivite

Kognitif bozukluklar

Siikroz tercihi
Intrakranial kendi kendine stimulasyon
Sartli yer tercihi

Disi idrar1 koklama

Viicut agirligr dlgtimleri

Diurnal aktivite 6l¢timii

Uyku EEG

Zorlu ytizme testi
Kuyruk asma testi
Ogrenilmis garesizlik
Azalmis kafes aktivitesi
Kosu band1

Yuva yapma

Timar etme (grooming)*

Kiirk durumunun degerlendirilmesi*

Morris su labirenti

Y-labirenti

Degersizlik veya sugluluk diisiinceleri ve tekrarlayan 6liim veya intihar diislincelerinin hayvanlarda taklit
edilmesinin imkansiz oldugu unutulmamalidir. *Antropomorfik bir bakis ag¢isiyla hayvan kendini uygun
sekilde timar etmek i¢in degersiz hissettiginde sonug olarak kiirk durumunun kademeli olarak kétiilesecegi
One siiriilebilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen ve aym
tinitede barindirilan erkek 2-3 aylik albino fareler (25-30gr) kullanildi. Deney hayvanlari
5 gruba ayrildi (Tablo 3.1). Her bir gruptaki farelere 14 giin boyunca giinde 1 defa

olacak sekilde intraperitonel (i.p.) yoldan, 1 ml ilag veya tasiyict (vehicle) uygulamasi

yapildi.
Grup ad1 Kullanilan | Giinliik | Tedavi Uygulama | Hayvan
ilag dozu stiresi yolu say1s1
Grup 1 | Kontrol Tastyici 1 ml 14 giin L.p. 10
Grup 2 | Sertralin Sertralin Smg/kg | 14 gin L.p. 10
Grup 3 | EAlmg/kg Ellagik asit | Img/kg 14 giin L.p. 10
Grup 4 | EA2,5mg/kg | Ellagik asit | 2,5mg/kg | 14 giin i.p. 10
Grup 5 | EASmg/kg Ellagik asit | Smg/kg 14 giin L.p. 10

Tablo 3.1. Deney hayvanlarinin ayrildigi gruplara ait 6zellikler

Hayvanlar deney siiresince 22-25°C oda sicakliginda ve 12 saat aydinlik-12 saat
karanlikta olacak sekilde standart bir sekilde su ve yiyecekle beslendi. Caligma
protokolii Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (07 sayi- 45 karar no 09.06.2014). 14.giinlin sonunda hayvanlar davranis
testlerinin yapilacagi odaya getirilip yarim saat odaya alismalar1 i¢in beklendi.
Sonrasinda sirastyla agik alan testi, kuyruk asma testi ve zorlu ylizme testi yapildi.
Davranis deneylerinden sonra hayvanlar sakrifiye edilerek hipokampuslart ¢ikarildi.
Hipokampustaki BKNF protein diizeylerini belirlemek i¢in Akdeniz Universitesi Saglik

Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezinde western blot analizi yapildu.
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3.2. Davrams Deneyleri

3.2.1. Acik Alan Testi (Lokomotor Aktivite)
40 cm ytiksekliginde siyah akrilik malzemeden yapilmis kenarlar1 80 cm olan kare alan

kullanildi. Fareler diizenegin ortasina yerlestirilip 5 dakika boyunca alani kesfederken

video kayd1 yapildi. Noldus EthoVision® XT bilgisayar yazilimi yardimiyla katedilen
mesafe verileri hesaplandi (Sekil 3.1) (Prior ve ark., 2004).

S;kll 3.1. Agik al testi dl'izeneg ‘

3.2.2. Kuyruk Asma Testi

Fareler kuyrugundan Sekil 3.2’de goriildiigii diizenekten asilarak viicudu havada asagi
gelecek sekilde sarkitildi. Test boyunca deneklerin havada asili durumdayken hareketsiz
kalma siireleri video araciligiyla kayit altina alindi. Deneyin ilk 2 dakikasi alistirma
periyodu olarak degerlendirildi ve son 4 dakika icerisinde deney hayvaninin hareketsiz

kaldig1 siire saniye cinsinden kaydedildi (Steru ve ark., 1985).

3.2.3. Zorlu Yiizme Testi
Fareler 50 cm yiiksekliginde, 18 cm capinda, seffaf akrilik malzemeden yapilmis
silindir bir tankta yilizdiiriildi. Silindir tankin dis kismi kare prizma seklinde baska bir

tank ile c¢evrilidir. Bu sekilde olmasinin nedeni video kaydi sirasindaki optik
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yanilsamay1 engellemektir. Silindir tank 20 cm yiiksekliginde 24 °C‘lik su ile
doldurulmustur. 20 cm yiikseklik hayvanlarin kuyruk kisimlariyla tankin dip kismina
degmesini engelleyecek diizey olarak saptanmistir. Geriye kalan 30 cm’lik bos kisim
hayvanlarin kenara tutunarak ve sigrayarak disar1 ¢ikmalarini engellemektedir. Fareler 6
dakika boyunca ylizdiiriildii. Bu testtin amaci hayvanlarin 4 dakika boyunca hareketsiz
kalma stireleri hesaplamaktir. Bu amagla test boyunca deneklerin bireysel davraniglari
video kaydma alindi. Deneyin ilk 2 dakikasi hayvanlarin alistirma periyodu olarak
degerlendirildi ve son 4 dakika igerisinde deney hayvaninin hareketsiz kaldigi siire

saniye cinsinden kaydedildi (Sekil 3.3) (Porsolt ve ark., 1977).

Sekil 3.2. Kuyruk asma testi diizenegi
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Sekil 3.3. Zorlu yiizme testi diizenegi

3.3. Hipokampusun Cikarilmasi

Davranig testleri tamamlanan farelere eter anestezisi altinda servikal dislokasyon
uygulandi. Beyin sapindan hayvanin yiiziine dogru bistiiri ile kesi atilarak kafatasi
istlindeki deri ve diger bag dokular yanlara dogru agild1 (Sekil 3.4). Deney hayvani
servikal bolgeden fleksiyona getirilerek arkadan 6ne dogru beyin dokusu zedelenmeden
kafa tasi yanlara dogru agildi. Kranium agildiktan sonra bas asagi ¢evrilen (prefrontal
korteksi yere bakacak sekilde) hayvanin beyin dokusu pens yardimiyla kraniumun
sinirlerinden ayrilip yercekimi etkisiyle buzun {izerindeki petri kabinin igine dorsal
kisim iiste gelecek sekilde konuldu. Olfaktor bulbus ve beyin sap1 bistiiri ile ayrilarak
atildi. Beyin dokusu arka ortasindan yavasca yanlara dogru agildi. Hipokampusun altina
kivrik uclu diseksiyon pensi ile girildi (Sekil 3.5). Hipokampusun tam olarak alt kismina
girildiginden emin olunduktan sonra hipokampus yavasca yanlara dogru dikkatlice
acilarak beyinden cikartildi. Ependorflara alinan hipokampus dokular1 sivi nitrojen ile
dondurulduktan sonra -80°C’deki buzdolabinda saklandi. Hipokampus dokulari
tartildiktan sonra her 200 mg doku i¢in proteaz inhibitorii iceren lizis tamponundan 600
ul eklendikten sonra mekanik olarak ezildi. Ependorflara aktarilan hipokampuslar

vortekslendikten sonra, 30 sn 10000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar
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baska ependorflara aktarilarak 3 kez sivi azot ile dondurulup ¢oziildiikten sonra lizis

tamponu ile 4 kat sulandirildi. Sekil 3.6’da baska bir ¢alismaya ait fare beyni ve

hipokampusu gosterilmistir.

Sekil 3.4.Fare kafa derisinin altindan beyninin goriintiisii

Sekil 3.5.Fare beyninde sag ve sol hemisferdeki hipokampus
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Sekil 3.6. Fare beyninin ve sol hemisferden disekte edilmis hipokampusunun septotemporal (S-T)
gorintiisii. Nissl boyama yontemiyle hipokampus i¢ anatomisinin koronal diizlemde 5 farkli gosterimi (a-
e) (Lu ve ark., 2001).

3.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini

Hazirlanan doku lizatlar1 -80°C’den ¢ikartilip ¢6ziindiikten sonra vortekslendi. 10000
rpm’de 1 dakika santriflij edildi ve lizatlar yeniden buz lizerine alindi. Her defasinda 2
kat diliie edilmis 7 standart soliisyon 96 kuyucuklu plagm ilk siitununa sirastyla teker
teker ilave edildi. Kuyucuklara konan her bir soliisyonun iizerine 1XDYE ilave edildi.
Diliie edilmis 6rnekler de sirastyla 96 kuyucuklu plaga yerlestirildi ve iizerine 1XDYE
ilave edildi. 96 kuyucuklu plaka aliiminyum folyoya sarilip oda sicakliginda yarim saat
bekletildi. Spektrofotometre ile 595 nm’de Olgiim yapildi. Elde edilen grafige gore
western blot protokolii i¢in, her Ornekte esit miktarda protein olacak sekilde

hesaplamalar yapildi.
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3.5. Hipokampal BKNF Ekspresyonunun Western Blot Yontemi ile Belirlenmesi
Western blot yonteminde kullanilan soliisyonlar agsagida belirtildigi sekilde hazirlandi:

V' Resolving Buffer (Ayristirici tampon): 181,64 gr trisbase tartilip 1 litre distile
suda (dH,0) ¢oziildii ve pH’s1t HCl ve NaOH kullanilarak 8.8’e¢ pH-metre
yardimiyla ayarlandi (1,5M TrisBase pH: 8.8).

v’ Stacking Buffer (Istifleyici tampon): 60,5 gr trisbase tartilip ve 1 litre distile
suda ¢oziildii ve pH’s1 HCI ve NaOH kullanilarak 6.8’e pH-metre yardimiyla
ayarland1 (0,5M TrisBase pH: 6.8).

v' 10X Running Buffer (Yiiriitme tamponu): 5 gr SDS tartilip 50 ml distile su ile
karistirildi ve siizge¢ kagidindan gecirilip filtrelendi. 15 gr trisbase ve 94 gr
glisin tartilip 50 ml %10 filtrelenmis SDS eklendikten sonra 1 litreye distile
su ile tamamlandi.

v' 10X TBS: 24.2 gr Trisbase ve 80 gr NaCl tartilip 800 ml dH,O igerisinde
cozdiiriildiikten sonra 1 litreye distile su ile tamamland1 ve pH’s1 HCI ve
NaOH kullanilarak 7.6’ya pH-metre yardimiyla ayarlandi. Bu stok
sollisyondan 1 litre 1x TBS ve 1ml Tween 20 karisimi hazirlandi. 1XTBS-
Tween20 hazirlanmasi: 100 ml 10XTBS + 900 ml distile su + 1 ml Tween20

v’ 2X SDS Loading Dye (Yiikleme boyast): 20 ml dH,O + 40 ml gliserol + 20 ml
%10 SDS + 20 ml stacking buffer + 6 mg bromofenol mavisi karistirilip her
birinde 950 pl olacak sekilde ependorflara boliindii. Ependorflar -80°C’lik
buzdolabma kaldirilip kullanilacagt zaman c¢eker ocakta 50 pl 2-
merkaptoetanol eklendi.

v' %10 APS: Her western deneyi i¢in taze hazirlandi. 1,5 ml’lik ependorf igine
0,1 gr APS alinip 1 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Bu ¢6zelti oda sicakliginda
stabil olmadig i¢in derhal buza alind1.

v’ Transfer Buffer (Aktarma tamponu): Her western ¢alismasi igin taze olarak
hazirlandi. 7,5 gr glisin + 14,5 gr trisbase + 2 litre distile su + 500 ml
metanol. Karistirma cihazinda miknatishh balik yardimiyla 5 dakika
karistirildi.

V' Commasive Mavi: 200 ml asetik asit + 1800 ml dH,O + 0,5 gr comassie mavi

1 saat boyunca karistirilip siizgec kagidi ile filtreden gecirildi.
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v' Destain (Boya uzaklastirma): 75 ml metanol + 25 ml asetik asit + 150 ml
distile su

V' %5 Bloklama (Engelleme) soliisyonu : 50 ml’lik plastik falkon tiipiine siit
tozundan 2,5 gram tartilip iizerine 50 ml 1XTBS-Tween20 eklendi. 1-2
dakika vortekslendi.

v" %1 Bovine Serum Albumin (BSA): 1 gr BSA, 100 ml 1XTBS-Tween20 ile
karistirildi.

3.5.1. Western Blot

1) On hazirlik: Kontaminasyonu dnlemek icin, kullanilan malzemelerden temizlenmeye
uygun olanlar1 %70’lik alkolle temizlendi. Jellerin katilagmalar1 i¢in dokiildiikleri
camlar, aralarina ayirict koyularak jel dokme aparatina yerlestirildi ve camlar arasinda
kalan bosluga jeller s1vi haldeyken Once alt jel, alt jel katilagtiktan sonra da iist jel pipet

yardimiyla dokiildii.

2) Resolving jel (alt jel) hazirlama: Resolving jelin yiizdesi incelenecek proteinin
agirligina (kDa) gore secildi. BKNF’ nin agirligi 14 kDa, dimer yapis1 da 28 kDa oldugu
icin %12’lik jel hazirlandi. 36 kDa’luk GAPDH (Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz)
icin ise %10’luk jel hazirlandi. %10’luk alt jelin hazirlanmasi: 11,55 ml distile su + 7,5
ml alt jel hazirlama tamponu (resolving buffer) + 10,5 ml akrilamid:bisakrilamid+ 300
pl %10 APS + 300 pl %10 SDS + 30 pl TEMED 50 ml’lik plastik falkon tiip i¢inde
karistirildi.

%12’lik alt jelin hazirlanmasi: 10,5 ml distile su + 7,5 ml alt jel hazirlama tamponu
(resolving buffer) + 12 ml akrilamid:bisakrilamid+ 300 pl %10’luk APS + 300 pl %10
SDS + 30 ul TEMED 50 ml’lik plastik falkon tiip i¢inde karistirildi. TEMED katalizor
gorevi ustlendigi i¢in en son katild1 ve karisim jellesmeden sivi haldeyken hizlica pipet
yardimiyla camlar arasina dokiildii. Ust yiizeyin diizgiin olmas1 igin jelin iistiine %1 SDS
dokiildii. Jelin donmasi falkon tiip i¢inde arta kalan karigima bakilarak takip edildi. Alt

jel polimerize olduktan sonra cam yana yatirilarak %1 SDS pegeteye emdirildi.
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3) Stacking jelin (iist jel) hazirlanmasi: 6 ml distile su + 2,5 ml {ist jel hazirlama
tamponu (stacking buffer) + 1,25 ml akrilamid:bisakrilamid + 100 ul %10 APS + 100 pl
%10 SDS + 10 ul TEMED 15 ml’lik plastik falkon tiip i¢inde karistirildi. TEMED
katalizor gorevi listlendigi i¢in en son katildi1 ve {ist jel pipet yardimiyla alt jelin {istiine
dokiilerek 16 disi bulunan tarak hava kabarcigi kalmayacak sekilde, iist jel sivi
haldeyken camlarin arasma yerlestirildi. Ust jel polimerize olduktan sonra tarak

dikkatlice ¢ikarildi ve jelde 16 adet, 6rnek yiiklenebilecek kuyucuklar elde edilmis oldu.

4) 1X Running buffer (viiriitme tamponu) hazirlanmasi: 10X Running bufferdan 100 ml

aliip tizerine 900 ml distile su ilave edildi. Bu soliisyon yiiriitme tankina dokiildii.

5) Orneklerin hazirlanmasr: Biitiin islemler buzda calhsildi. Bir ependorf tiipiine
ornekten 20 pl alinip iizerine 10 ul loading dye (yiikleme boyasi) eklendi. Ornekler tek
tek vortekslenip 30 sn 10000 rpm’de santrifiij yapildi. Sonikasyon (hiicreyi ya da
kimyasal bilesigi, yliksek frekansta ses dalgalar1 etkisine birakarak parcalama) islemine
tabi tutuldu. Sonikasyon sonrasi ependorfun c¢eperine sigrayanlarin dibe ¢okmesi i¢in

tekrar 30 sn 10000 rpm’de santrifiij yapildi. 95°C’de 1siticida 5 dakika bekletildi.

6) Orneklerin jele yiiklenmesi: Yiiriitme tankinin igine kuyucuklart bulunan jel igeren 2
adet cam set ve running buffer koyuldu. ilk kuyucuklara belli kDa’larda belli renkler
veren protein ladder (7ul) referans olarak yiiklendi. Hazirlanan 6rnekler kuyucuklara

kilcal pipet ucu yardimiyla yiiklendi.

7) Orneklerin yiiriitiilmesi (run): Yiiriitme tanki buz dolu kopiik kutunun igine konuldu.
Western tanki gii¢ kaynagina baglandi. Ornekler stackingden resolvinge gecerken voltaj
arttirlldi. Stackingi gecene kadar 120V’da, stackingi gecince proteinler jelin sonuna
kadar 130V °da yiiriitiildii. Orneklerdeki proteinler, elektirik akimi aracilig1 ile molekiiler
agirhigr biiylik olanlar iistte, molekiiler agirligr kiigiik olanlar ise altta kalacak sekilde
jelin alt kismma dogru vyiiriitiildii. Ornekler jelin en alt kismmna gelince gii¢ kaynagi

kapatilarak yiiriitme islemi durduruldu (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Buz dolu kopiik kutu i¢inde elektroforez basamagindaki yiiriitme tanki

8) Transfer asamasi: Camlar ayrilip jeller ¢ikarildi ve transfer tamponunda 1slatildi. Jel
boyutlarinda kesilen PVDF (polivinilidin floriir) membran metanolde 1 dakika 1slatildi.
Proteinlerin jelden membrana transferi igsleminde kullanilacak olan siingerler ve siinger
boyutunda kesilen whatman kagidi transfer tamponunda 1slatildi. Sirasiyla; siyah kapak-
stinger- whatman kagidi (3 kat) — jel — membran - whatman kagidi- siinger — beyaz
kapak olacak sekilde kaset iginde sandivic hazirlandi. Jel hari¢ her malzeme kasete
koyulduktan sonra cam baget ilizerinde gezdirerek jel ile membran arasinda hava
kabarcig1 olugsmasi 6nlendi. Kaset ad1 verilen aparat transfer tankina yerlestirildi, tankin
tamami transfer tamponu ile dolduruldu. Tank giic kaynagma baglandi. Buz dolu

koptlikten yapilmis kutu icerisinde gece boyu 30 V’da transfere birakildi.

9) Membranin ve jelin boyanmasi: Ertesi sabah transferi tamamlamak i¢in gii¢ kaynagi
kapatildi. Membran ve jel transfer isleminin diizgiin gergeklesip gerceklesmedigini
kontrol etmek icin gegici olarak boyanip boyasi uzaklastirildi. Bu islem i¢in membran
metanolde 1 dakika bekletildikten sonra metanol alinip membranin iizerine pembe-
kirmiz1 renkli ponceau (pons) soliisyonu dokiildii. 3 dakika shakerda sallandirildi. Jel ise
Coomassie mavi soliisyonu ile 15 dakika shakerda sallandirildi. Belirtilen stirelerin

sonunda jel destain ile membran 1XTBS-Tween 20 ile yikandi. Membran yikanmadan
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once, jel ise destain ile yikandiktan sonra protein bantlari goriiniir hdle gelir. Boylece
orneklerin esit miktarda yiiklenip yiiklenmedigi, yiirlitme ve transfer iglemi sirasinda

protein bantlarinin dagilip dagilmadig1 gézlemsel olarak kontrol edildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Transfer isleminden sonra membranin pons ile boyanmasi

10) Bloklama: Membranin iizerinde protein baglanmamig alanlara sonrasinda
ekleyecegimiz antikor non-spesifik olarak baglanmasin diye protein baglanmamis
alanlar1 kaplamasi igin iizerine %35 bloklama soliisyonu dokiildii. Oda sicakliginda,

shakerda 2 saat bu soliisyonda sallandirild1.

11) Primer antikor: 15 mI’lik plastik falkon tiip i¢cinde %1 BSA ile 1:1500 oraninda anti-
BKNF antikoru hazirlandi. 8 ml %1 BSA’dan alip 5,3 pl anti-BKNF eklendi. GAPDH

icin ise primer antikoru 1:10000 oraninda hazirlandi.

12) Blotlama: Bloklama islemi bittikten sonra %35 bloklama soliisyonu uzaklastirilip
primer antikorla isaretleme basamagina gecildi. Membran kendi boyutundan biraz biiyiik
boyutlarda olacak sekilde 3 kenarindan kesilen seffaf poset dosyanin arasina proteinin

baglandig1 yiizeyi iiste gelecek sekilde yerlestirildi. Poset agz1 yapistirma makinasinda
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poset dosyanin diger 2 kenar1 sirasiyla yapistirildiktan sonra antikor soliisyonu agik
kenardan membranin iizerine dokiildii. En son kenar da poset igerisinde kalan hava
kabarciklar1 antikor soliisyonunu dokmeden dikkatli bir sekilde cikarildiktan sonra
yapistirildi. BKNF i¢in membran, antikor soliisyonuyla birlikte +4°C’deki buzdolabinda,
nutating karistiricida sallandirilarak gece boyu bekletildi. GAPDH igin ise 1-2 saat oda

sicakliginda membran antikor soliisyonunda shakerda sallandirildi.

13) Yikama: Antikor soliisyonu uzaklastirilip membran 3 kez 10’ar dakika 1XTBS-
Tween20 ile yikandi.

14) Sekonder antikor: Sekonder antikor primer antikorun kaynagina gore secildi. Anti-
BKNF Abcam (Ab6201) tavsan kaynakli iiretilmistir. Bu sebeple sekonder olarak anti-
tavsan antikor kullanildi. %1BSA ile 1:2000 oraninda anti-tavsan antikoru ile membran
2 saat oda sicakliginda shakerda sallandirildi. GAPDH ig¢in ise yikama yapildiktan sonra
1:5000 oraninda anti-fare sekonder antikor ile membran 1-2 saat oda sicakliginda

shakerda sallandirildi.

15) Yikama: Sekonder antikor soliisyonu dokiildiikten sonra membran 3 kez 10’ar dakika

1XTBS-Tween20 ile yikand.

16) Goriintiileme: ECL i¢in 1:1 oraninda hidrojen peroksit ile luminol/gii¢lendirici ajan
karistirildi. Membranin tizerine ECL dokiiliip 3 dakika beklendi. Membrani1 X-ray film
kaseti igine koyduktan sonra karanlik odada membranin iizerine medikal X-ray filmi
konuldu ve 1stmanin yogunluguna gore bekletilip X-ray filmi goriintiileme cihazina
gonderildi. Cihazdan c¢ikan film iizerinde aradigimiz proteinin (BKNF) kDa’nunda
goriilen ¢izgiler yogunluklarina gore kiyaslandi. Bu kiyaslama i¢in housekeeping kontrol
(biitiin hiicrelerde oldugu bilinen GAPDH, beta-aktin, tubulin gibi proteinler) olarak
GAPDH kullanildz.

Western blot yonteminin basamaklar1 Sekil 3.9’da 6zetlenmistir.
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1.Elektroforez 2.Transfer 3.Bloklama 4 Blotlama 5.Gorintiileme 6. Sonug
SDS-PAGE PVDF Membran Sit tozu ile bloklama Primer antikor Sekonder antikor Aranan protein

Sekil 3.9.Western blot yontemi basamaklart. (1) Proteinler, jel elektroforezi ile molekiiler
agirliklarina gore ayrilir. (2) Jeldeki ayrilma diizenini koruyacak sekilde proteinler PVDF membrana
transfer edilir. (3) Membran iizerindeki protein icermeyen bos alanlar bloklama soliisyonu ile
kaplanir. (4) Primer antikor aranan proteine baglanir. (5) Sekonder antikor ise primer antikora
baglanir ve sekonder antikorun baglanmayan ucundaki HRP enzimi ECL ile tepkimeye girerek 1s1ma
yapar. (6) X-ray filmi ile aranan proteinin yogunluguna gore ¢izgiler elde edilir (Gallagher ve Wiley,

2008).

3.6. Kullanilan Kimyasallar

Sarf Malzeme Adi Katalog Numarasi1 | Marka Ulke
Akrilamid/bisakrilamid BP1404-250 Fisher ABD
Anti-BKNF antikor ab6201 Abcam Ingiltere
Anti-GAPDH antikor H86045M Meridian ABD
APS (Amonyumpersiilfat) 401165000 Acros ABD
Bradford protein assay kit 5000201 Biorad ABD
Bromofenol mavisi B-092-25 Goldbio ABD
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BSA (Sigir Serum Albumini) A-420-10 Goldbio ABD
Commassive mavi 1154440025 Merck Almanya
ECL 170-5061 Biorad ABD
Ellagik asit A15722 Alfa Aesar Almanya
Gliserol BP229-1 Fisher Bio ABD
Glisin G-630-500 Goldbio ABD
Membran (PVDF, 0.2pm) ISEQ00010 Millipore ABD
Metanol 1060082500 Merck Almanya
NaCl (Sodyum Kkloriir) 1064041000 Merck Almanya
Onceden boyanmis protein | 26619 Pierce ABD
marker

Ponceau 161470250 Acros ABD
Proteaz inhibitor kokteyli 11 836 145001 Roche Isvigre
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) A7279-1000 Applichem Almanya
Sekonder Antikor Anti-Mouse | sc-2005 Santa Cruz ABD
Sekonder Antikor Anti-Rabbit | sc-2004 Santa Cruz ABD
Sertralin S0507 Tci America ABD
Siit tozu Nestle Tirkiye
TEMED 1107320100 Merck Almanya

(Tetrametiletilendiamin)
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Trisbase BP152-1 Fisher Scientific | ABD
Tween 20 8221840500 Merck Almanya
2-merkaptoetanol 8057400250 Merck Almanya
3.7. Kullanilan Malzemeler

Demirbas / Sarf Malzeme Ad1 | Katalog Numaras1 | Marka Ulke
Agik alan testi diizenegi Commat Tiirkiye
Buz makinesi AF100 Scotsman ABD
Cam baget 1547 EGAS Tiirkiye
Cam plate SE6102 GeHealthcare Ingiltere
Ceker ocak Heraeus Almanya
Tek kullanimlhik pipet 25 ml CLS4489 Sigma-Aldrich ABD
Tek kullanimlhik pipet 10 ml CLS4488 Sigma-Aldrich ABD
Tek kullanimlhik pipet 5 ml CLS4487 Sigma-Aldrich ABD
Tek kullammmlik pipet 2 ml CLS4486 Sigma-Aldrich ABD
Tek kullanimlhik pipet 1 ml CLS4485 Sigma-Aldrich ABD
Distile su cihaza TANKMPKO1 Millipore ABD
Elektronik terazi AW120 Shimadzu Japonya
Gii¢ kaynag 4006038 Biorad ABD
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Isiticih manyetik karistirica MSH-20A Witeg Almanya
Jele oOrnek yiiklemesi icin | MN520R-LRS Therapak ABD
kilcal pipet ucu
Kapakh ependorf tiipii 1,5 ml | 14-222-156 Fisher Scientific | ABD
Konik polipropilen santrifiij 339650 ThermaScientific | ABD
tiipii 15 ml
Kuru blok 1s1tic1 BioTDB-100 Biosan Letonya
Manyetik bahk Balmumcu Tiirkiye
kimya
Medikal film islemcisi SRX-101A Konica Minolta | Japonya
Medikal X-ray film Kodak ABD
Metal spatula 1561 EGAS Tiirkiye
Mikrofiij 16 Beckman ABD
Coulter
Mikroplate spektrofotometre | 51119300 ThermoFisher ABD
Mini saklama kabi Ucgsan Plastik Tiirkiye
Neo-frost buzdolabi B19540NM Beko Tirkiye
Noldus Ethovision Commat Tiirkiye
Nutating karistirici 83007-210 VWR ABD
pH-metre CG840 Schott Almanya
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Pipet tabancas1 (Macroman) F110751 Gilson ABD
Pipet ucu 100-1000 pl CLS4868 Sigma-Aldrich ABD
Pipet ucu 200 pl T-200-Y Axygen ABD
Polipropilen 250 ml meziir Isolab Almanya
Polipropilen 3000 ml Kkulplu Isolab Almanya
beher

Polistiren santrifiij tiipii 50 ml | 352073 Biostad Kanada
(falkon tiip)

Poset agz yapistirma | 401HM Polystar Almanya
makinesi

Seffaf poset dosya Noki Tiirkiye
Tahterevalli rocker (sallama | SSL4 Stuart Ingiltere
diizeni)

Tek kanalh ayarlanabilir  Z683892-1EA Sigma-Aldrich ABD
pipetor (2-20 pl, 20-200 pl,

100-1000 pl) + 3 pipet ucu

kutusu

Transfer cihazi Amersham Ingiltere
X-ray film kaseti FBXC810 Fisher Biotech ABD
Vertikal yiiriitme tanki SE600 GeHealthcare Ingiltere
Vorteks F202A0173 Velp Scientifica | Italya

35




Zorlu yiizme testi diizenegi Commat Tiirkiye

-50°C ile -86°C arasinda | 11700370 ThermoFisher ABD
sicakhiga sahip dikey derin

dondurucu

96 yuval plate CLS3300-50EA Sigma-Aldrich ABD

3.8. Istatistiksel Analiz
Sonuglarin istatistiksel analizi Graph-Pad bilgisayar programinda student t-testi
kullanilarak yapildi. p degerleri 0,05’in altinda bulunan degerler anlamli kabul edildi.

Tiim degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

Calismada baglangicta ve 14 giin tedavi edildikten sonra gruplar arasinda hayvanlarin
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ayni sekilde gruplar
arasinda gozlemsel olarak herhangi bir anksiyete belirtisi (idrar ve defekasyon sayilari

agisindan) gozlemlenmemistir.

4.1. Acik Alan Testi (Lokomotor Aktivite) Sonuclar:

EA’nin farelerin motor fonksiyonlarini degistirerek KAT ve ZYT sonuclarini etkileyip
etkilemedigini aragtirmak amaciyla agik alan testi gerceklestirildi. EA (1, 2.5 ve 5
mg/kg) ve sertralin (5 mg/kg) grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda motor
fonksiyonlar1 test etmek amaciyla yapilan acik alan testinde motor hareketlilik acisindan

istatistiksel olarak herhangi bir fark gériilmemistir (Sekil 4.1).

Acik Alan Testi
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—
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Sekil 4.1. Ellagik asit ve sertralin tedavisinin agik alan testindeki etkileri
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4.2. Kuyruk Asma Testi Sonuclari

Antidepresan etkinin bir belirtisi olarak KAT’de hayvanlarin hareketsiz kalma siireleri
(immobilite) acisindan degerlendirildiginde kontrol grubuna gore EA (1, 2.5ve 5 mg/kg)
ve sertralin (5 mg/kg) tedavisiyle istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
goriilmistir (p<0,05). Bu azalmanin en belirgin olarak 2,5 mg doz EA’da oldugu
saptanmistir (p<0,001) (Sekil 4.2).

Kuyruk Asma Testi
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Sekil 4.2. Ellagik asit ve sertralin tedavisinin kuyruk asma testindeki etkileri. *p<0,05 (kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda). **p<0,001(kontrol grubu ile karsilastirildiginda).

4.3. Zorlu Yiizme Testi Sonuclari

ZYT’de kontrol grubu ile sertralin (5 mg/kg) grubu arasinda hayvanlarin hareketsiz
kalma stireleri agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
gorilmistir (p<0,05). EA’nin 1 mg/kg ve 5 mg/kg dozlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hareketsiz kalma siireleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigr goriilmiistiir. Ancak 2,5 mg/kg EA kullanildiginda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sertralin grubundan daha belirgin olmak iizere istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p<0,001) (Sekil 4.3).

38



Zorlu Yizme Testi
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Sekil 4.3. Ellagik asit ve sertralin tedavisinin zorlu ylizme testindeki etkileri. *p<0,05 (kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda). **p<0,001(kontrol grubu ile karsilastirildiginda).

4.4.Western Blot Sonuclar

EA’nin tiim dozlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda hipokampus BKNF protein
diizeylerinde belirgin bir artma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4). Hipokampus BKNF
diizeyleri GAPDH ile oranlanip protein analizleri karsilastirildiginda ise sertralin
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmadig1 ancak EA grubunda belirgin bir

artis oldugu saptanmistir (Sekil 4.5).

Taslyicl Sertralin  1mg/kgEA  2,5mg/kgEA 5mg/kg EA

s S -

ocon [ N S .

Sekil 4.4. Fare hipokampus dokusunda BKNF ekspresyonunun western blot yontemi ile gosterilmesi. Her
bir gruptan ikiser Ornek gosterilmisti. BKNF ekspresyonlar1 kontrol proteini olan GAPDH ile
kiyaslanmustir.
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BKNF/GAPDH

Sekil 4.5.Ellagik asit ve sertralin tedavisinin erkek balb/c fare hipokampusunda BKNF diizeylerine etkisi
(* p<0.05,** p<0.01).
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5. TARTISMA

Depresyon diinyada oldukga sik goriilen tibbi sorunlardan biridir. Depresyon tedavisinde
kullanilan 6nemli ilaglar olmasina karsin yeni ilaclar elde etmek amaciyla arastirmalar
devam etmektedir. Ayni sekilde depresyon tedavisinde dogal iiriinlerin kullanilmasina
odaklanan aragtirmalarin sayis1 artmaktadir (Williams ve ark., 2004). EA polifenolik
yapida bir bilesik olarak in vivo ve in vitro ¢alismalarda antiinflamatuvar (Park ve ark.,
2016)(Rosillo ve ark., 2012), antidiyabetik (Fatima ve ark., 2015), antioksidan (Ozkaya
ve ark., 2010; Priyadarsini ve ark., 2002), antikanserojen (Wang ve ark., 2016) etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Ayni sekilde EA’nin santral sinir sisteminde noroprotektif
etkilere sahip olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur (Pavlica ve Gebhardt, 2005). Bu
calismada fare depresyon modellerinde EA’nin antidepresan-benzeri etkiye sahip oldugu
ve bu etkiye hipokampal BKNF diizeylerindeki artigin eslik ettigi bulunmustur.

Ostrojenler klasik antidepresan ilaglarin etkilerini potansiyelize edebilir (Bernardi ve
ark., 1989). Bu nedenle calismamizda erkek fareler kullanilmistir. ZYT’ de seksiiel
farkliligin antidepresan-benzeri etkileri degistirebilecegi gosterilmistir (Slattery ve
Cryan, 2012). KAT’de ise seksiiel farkliligin etkileri ¢ok 1yi ¢alisiilmamasina karsin yine
de biz caliyjmamizda erkek fareleri tercih ettik. Bununla birlikte sirkadiyen ritim
hayvansal depresyon modellerinde antidepresan etkinligi degistirebilir (Easton ve ark.,
2003). Bu amacla calismamizda deneyler her hayvana saat 9-15 arasinda uygulanacak
sekilde yapildi. Ayrica EA oral yolla kullanima uygun olmakla birlikte
biyoyararlaniminda degisiklikler ve zorluklar s6z konusu olabilir (Lei ve ark., 2003). Bu

nedenden dolay1 biz EA’y1 intraperitonel yolla uygulamay: tercih ettik.

ZYT ve KAT gibi depresyon modelleri yeni antidepresan ilaglarin arastirilmasinda
siklikla bagvurulan deneysel modellerdir. Klasik antidepresan ilaglarin ZYT ve KAT
deneylerinde hayvanlarin hareketsiz kalma siiresini azalttig1 bilinmektedir. Bu nedenle
bu caligmada EA’nin antidepresan-benzeri etkisini arastirmak amactyla bu hayvan
modelleri kullanilmistir. Bu konuda son zamanlarda Girish ve arkadaslar1 EA’nin

ZYT’de antidepresan-benzeri etki gosterdigini ve bu etkinin serotonerjik ve
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noradrenerjik sistemle iliskili oldugunu saptamislardir (Girish ve ark., 2012). Bizim
calismamizda da 2.5 mg/kg dozunda EA verildiginde istatistiksel olarak anlamli
antidepresan-benzeri aktivite saptanmistir. Ancak bu antidepresan-benzeri aktivitenin
doz bagimli olmadig1 goriilmiistiir. EA’nin diisiik ve yiiksek dozunda (1 ve 5 mg/kg)
antidepresan-benzeri etki goriilmemistir ve U seklinde doz-yanit egrisi elde edilmistir.
Literatiirii inceledigimizde bazi caligmalarda antidepresan etkili bilesiklerin benzer
sekilde U seklinde bir doz-yanit egrisi olusturduklar1 saptanmistir (Nakazawa ve ark.,
2003; Posser ve ark., 2009). Girish ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada EA’nin
antidepresan-benzeri etkisinin 25-50-100 mg/kg dozlarda ve oral olarak verilmesiyle;
Dhingra ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da 8,75-17,5-35 mg/kg dozda ve oral olarak
verilmesiyle elde edildigi gortilmiistiir. Bizim calismamizda ise EA farkl olarak 1-2,5-5
mg/kg dozlarinda intraperitonel olarak kullanilmistir. ZYT’de bazi ilaclarla yapilan
caligmalarda yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar elde etmek s6z konusu olabilir.
SSRI tedavileri ile hayvanlarin yiizme davranislarinda bir artis sz konusu olabilir bu da
yanlis negatif sonuglar olusturabilir. Bu nedenle calismamizda suyun miktarini
ayarlamak amaciyla 20 cm’lik bir derinlik olusturulmustur (Detke ve ark., 1995). ikinci
olarak bazi santral sinir sisteminde etkili ilaglar ZYT de yanlis pozitif sonuclar verebilir
(Bourin ve ark., 2001). Bu amagla lokomotor aktivite testi yapilarak yanlis pozitif
sonucun Oniine gegilmesi amaglanmaktadir. Lokomotor aktiviteyi arttiran veya azaltan
bir ila¢ zorlu ylizme testi sonuglarimi etkileyebilir. Biz de g¢alismamizda EA’nin
lokomotor aktivite iizerine etkilerini agik alan testi ile arastirdik. ZYT de elde edilen
immobilite siiresindeki azalmanin motor aktivitenin degismesiyle iliskili olmadigi

saptanmuistir.

KAT aymi sekilde fare modellerinde antidepresan etkinin arastirilmasinda siklikla
kullanilan bir modeldir. Antidepresan-benzeri etkinin arastirildig: ilaglar i¢in oldukga
spesifik yanitlar ortaya koydugu gosterilmistir (Cryan ve ark., 2005). Calismamizda
KAT’de EA’nin hareketsiz kalma siiresini biitiin dozlarinda (1-2,5-5 mg/kg) azalttig
bulunmustur. Elde edilen bu bulgular Girish ve arkadaglar1 ve Dhingra ve arkadaslarinin
yaptig1r calismalarla uyumlu bulunmustur. Bu calismalarla uyumlu olarak KAT’de

EA’nin her 3 dozunda da antidepresan-benzeri etkinlik saptanmistir.
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BKNF noronal olgunlagma, sinaps olusumu ve plastisitede rol oynayan, iyi bilinen
norotrofinlerden biridir (Park ve Poo, 2013). BKNF 6zellikle depresyonu yakindan
ilgilendiren hipokampal sinaptik plastisitede énemli rol oynamaktadir (Waterhouse ve
Xu, 2009). Son zamanlarda BKNF’nin antidepresan etki i¢in gerekli oldugu ve
antidepresan yanitlara aracilik etmede hipokampustaki BKNF’nin gii¢lii bir rol
oynadigini gosteren ¢alismalar vardir. Ornegin ketaminin antidepresan etkisinde BKNF-
Trk B sinyal yolagiin rol oynadigina dair giiclii kanitlar mevcuttur (Garcia ve ark.,
2008). Bu nedenden dolay1 biz de ¢aligmamizda EA’nin antidepresan-benzeri etkisinde
BKNF’nin iligkisini arastirmay1 amagladik ve 14 giin EA tedavisinin biitiin dozlarinda
fare hipokampal BKNF protein diizeyinin arttigin1 saptadik. Bu ¢alismanin
sonuglarindan EA’nin antidepresan etkisinin en azindan bir kismmin BKNF protein

diizeyindeki artisa bagli oldugu kanisina varilmstir.

Sonu¢ olarak; calismamizda 14 giinlik EA tedavisinin fare ZYT ve KAT’de
antidepresan-benzeri  etkiler olusturdugu ve bu etkinin lokomotor aktivite
degisikliklerine bagli olmadigi gosterilmistir. Bununla birlikte, EA ile olusan
antidepresan-benzeri etkinin fare hipokampal BKNF diizeylerindeki artisla iligkili
oldugu goriilmiistiir. Bundan sonraki ¢alismalarda BKNF artis1 ile antidepresan etki
arasinda rol oynayabilecek reseptdrler veya hiicre i¢i yolaklarin rollerinin arastirilmasina

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

EA, iizerinde oldukc¢a yogun g¢alismalarin yapildigi1 polifenolik bir bilesiktir ve EA’nin
viicutta 6nemli etkileri oldugu gosterilmistir. Biz de daha oncesinde EA’nin damar
gevsetici etkilerini ¢aligmistik (Yilmaz ve Usta, 2013). Ayrica EA ile iligkili bir derleme
yayimlamistitk (Usta ve ark., 2013). Son zamanlarda ise EA’nin santral sinir
sistemindeki etkileri iizerine ¢aligmalar yogunlagmistir. Bu nedenle biz de bu tezde fare
depresyon modellerinde EA’nin antidepresan-benzeri etkilerini gosterdik. Ortaya ¢ikan
bu etkinin depresyonda 6nemli bir norotrofik molekiil olan ve ruhsal hastaliklarla iliskisi
calisilan BKNF ile iliskisini ortaya koyduk. Bundan sonraki ¢caligmalarda EA’nin BKNF
diizeylerini nasil  artirdiginin ~ hiicresel etki  mekanizmasimnin  arastirilmasi

hedeflenmektedir.
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