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Sirkadyen  Genlerinin  Metilasyonu ile  Anksiyete

Arasindaki iliskinin Arastirllmasi

OZET

Amag: CRY2 ve PER3 gen mutasyonlarinin sirkadyen ritim
bozukluklar1 ve anksiyete ile iligkisi bilinirken, bu genlerin
cevresel faktorler tarafindan etkilenen DNA metilasyon
durumlar1 hakkinda sinirh bilgi bulunmaktadir. Bu caligma,
CRY2 ve PER3 genlerinin metilasyon durumlar1 ile anksiyete
arasindaki iliskiyi aydinlatmay1 amaglamaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada, Wistar Albino sicanlar
Uzerinde 21 giin boyunca sirkadyen ritim bozuklugu protokolii
(6 saat aydinlik/18 saat karanlik) ve hareketsizligi saglayan bir
kemirgen restrainer kutusu kullanild. Deney
sonlandirildiginda, Yiikseltilmis Art1 Labirent, Zorunlu Yizme
Testi ve Aydinlik-Karanlik Kutusu testleri kullanarak anksiyete
ve depresyon diizeyleri degerlendirildi. Beyin dokusu
orneklerinden elde edilen DNA iizerinde gergek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak CRY2 ve
PERS3 genlerinin metilasyon ytizdesi belirlendi.

Bulgular: Analizlerimiz, 21 gin boyunca sirkadyen ritim
bozuklugu ve kisitlama stresine maruz kalan siganlarda, kontrol
grubuna goére CRY2 ve PER3 genlerinin CpG metilasyon
seviyelerinde swrasiyla 1,6 ve 1,4 kat artis oldugunu
gostermistir.

Sonug: Bulgularimiz, CRY2 ve PER3 gen metilasyon
diizeylerinin  anksiyete durumlarinda O6nemli oldugunu
vurgulamaktadir. Sirkadyen ritim bozuklugu ve kisitlanma tiirii
stres uygulanan sicanlarda, bu genlerin metilasyon diizeyleri
kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde artmistir. Bu, CRY2
ve PER3 genlerinin CpG metilasyon seviyelerinin potansiyel

biyolojik belirtegler olarak kullanilma olasiligin1 giindeme



getirmektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: CRY2,
Metilasyon, Sirkadyen Ritim

PER3, Anksiyete,



Investigation of the Relationship Between Methylation of
Circadian Genes and Anxiety

ABSTRACT

Objective: The role of CRY2 and PER3 gene mutations in
circadian rhythm disorders and anxiety is recognized, yet
there's limited knowledge concerning their DNA methylation
patterns influenced by environmental factors. This study
aspires to shed light on the connection between the methylation
status of CRY2 and PER3 genes and anxiety.

Materials and Methods: In this study, a circadian rhythm
disorder protocol (6 hours light/18 hours dark) was applied to
Wistar Albino rats for 21 days, and a rodent restrainer box was
used to induce immobility. At the end of the experiment,
anxiety and depression levels were evaluated using the
Elevated Plus Maze, Forced Swim Test, and Light-Dark Box
tests. The methylation percentage of CRY2 and PER3 genes
was determined by real-time polymerase chain reaction (PCR)
on DNA obtained from brain tissue samples.

Results: Our analyses revealed that in rats subjected to
circadian rhythm disorder and restraint stres for 21 days, the
CpG methylation levels of CRY2 and PER3 genes increased by
1.6 and 1.4 times, respectively, compared to the control group.
Conclusion: Our findings underscore the significance of the
methylation levels of CRY2 and PER3 genes in anxiety
conditions. In rats subjected to circadian rhythm disorder and
restraint type stress, the methylation levels of these genes were
markedly higher than those of the control group. This suggests
the possibility of using the CpG methylation levels of CRY2

and PER3 genes as potential biomarkers.

KEYWORDS: CRY2, PER3, Anxiety, Methylation, Circadian
Rhythm
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Giris

Anksiyete  bozukluklar1  gibi  zihinsel  saglik
sorunlarinda, uyku diizensizlikleri, dikkat dagimikhigi ve
islevsellik kaybi gibi bulgular olduk¢a yaygin goriiliir (1). Peki,
bu bulgular neden olusur ve altinda yatan mekanizmalar
nelerdir?

Son yillarda yapilan arastirmalar, sirkadyen ritimlerin
diizensizliginin, anksiyete bozukluklar1 ve depresyon gibi bir
cok psikiyatrik bozuklugun énemli bir pargasi oldugunu ortaya
koymustur. Ancak, bu belirtinin neden mi yoksa sonu¢ mu
oldugu hala tam olarak anlagilamamistir. Bazi arastirmalar,
sirkadyen genlerindeki degisikliklerin, anksiyete bozukluklari
ile iligkili oldugunu 6ne siirmektedir. Ancak, bu iligkilerin
altinda yatan mekanizmalar heniiz net olarak belirlenememistir
(2,3).

Sirkadyen ritmin bozulmasinin bir belirtisi olan uyku
problemleri, genellikle ¢ogu psikiyatrik hastaliklarin erken
bulgular1 arasinda yer alir. Sirkadyen ritimlerin bozulmasi,
anksiyete bozukluklari, depresyon, bipolar bozukluk ile
yakindan iligkilidir (4). Bu durumun nedeni, sirkadyen
genlerinin  DNA  metilasyonu ile iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir (5). Daha Once yapilmis arastirmalarin
bazilari, sirkadyen genlerdeki epigenetik modifikasyonlarin,
psikiyatrik hastaliklarin ~ olusumu agisindan  6nemli  bir
mekanizma olabilecegi konusunda kanitlar sunmustur (6).

Epigenetik degisiklikler DNA sekansinda herhangi bir
degisime yol agmayan, onun Yyerine gen ekspresyonunu
etkileyen  kalitsal  degisikliklerdir (7). Epigenetik

modifikasyonlar hiicresel farklilasma, embriyonik yeniden



programlama, X- kromozomu inaktivasyonu ve gen
susturulmasini igeren birgok hiicresel ve gelisimsel siireglerde
onemli rol oynar (8). Beyindeki stresten kaynaklanan
epigenetik degisikliklerin yakin zamandaki kesfi, stresin
zihinsel saglik sorunlarini hangi mekanizmayla
tetikleyebilecegi konusunda bize yol gdstermistir. Ozellikle,
stres kaynakli DNA metilasyonu, davranis iizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olabilir (9-13). Bununla birlikte, son yilarda
yapilan arastirmalar, epigenetik degisikliklerin sadece DNA’da
ki  CpG  adaciklarinin  metilasyonunu  ve  histon
modifikasyonlarin1 igermedigini, non-CpG metilasyonlarmin
da bu siirecte rol oynayabilecegini gostermektedir (14,15).

Uyku, is ve sosyal aktivitelerimiz gibi hayatimizin
onemli pargalarinda yasanan sikintilar, zihinsel saglik sorunlari
ile sik1 bir iligki i¢indedir. Sirkadyen ritimlerin diizensizligi ve
bunun sonucunda olusan epigenetik degisiklikler ruhsal
sorunlarin gelisiminde rol oynayan Ssebeplerden biri olabilir.
Epigenetik degisikliklerden 0©zellikle DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlari, bu mekanizmanin anlasilmasina
yardimci olabilir. Ancak, sirkadyen ritim ile iligkili olan
genlerin CpG ve 06zellikle non-CpG metilasyonlar1 hakkinda
heniiz yeterli arastirma yapilmamustir.

Anksiyete bozukluklarmin giderek artan sikligi ve
yayginligt g6z oOniinde bulunduruldugunda, bu konudaki
arastirmalarin toplum ruh saghgi agisindan 6nemli oldugu

asikardir

1.2. Amag

Bu calisma, gegmisteki benzer ¢alismalarda kullanilan
hayvan deney modelinden vyararlanarak sirkadyen ritim

bozuklugu olusturmayir ve anksiyete seviyelerini Olgmeyi



hedeflemektedir. Bu siire¢ sonunda, hayvanlarin beyin
dokularindan izole edilen 6rnekler tizerinde belirli sirkadyen
genlerin CpG ve non-CpG metilasyon profillerini incelemeyi
planliyoruz. Bu genler, literatiir taranarak seg¢ilmis olup,
sirkadyen ritimle yakindan iliskili oldugu bilinmektedir. Elde
edilen veriler, uygun istatistiksel yontemler kullanilarak analiz
edilecektir. Yukarida belirtilen varsayimlar ve Onceki
arastirmalar 1s18inda, bu calismanin nihai amaci, sirkadyen
ritimle iligkili belirli genlerin metilasyon profillerini ve bu

profillerin anksiyete ile olan potansiyel iligkisini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anksiyete ve Iligkili Bozukluklar

Anksiyete, uzak veya belirsiz tehditlere yanit olarak
deneyimlenen bir durumdur ve bireyin 6znel durumunda,
davranisinda ve fizyolojisinde degisikliklerle birlikte gelir
(16,17). Savunma tepkileri olarak adlandirilan bu davranigsal
ve fizyolojik degisiklikler, tiirler arasinda korunmustur (18,19).
Genel olarak, kaygi durumu ve beraberindeki davranigsal ve
fizyolojik degisiklikler uyum saglamak i¢cin 6nemli bir islev
gormektedir. Ornegin, cevreyi asir1 dikkatli taramak, erken
tehdit tespitinin olasiligini arttirir ve tehdidin yakinligina bagh
olarak uygun savunma stratejisinin gelistirilmesi agisindan
organizmaya yardimci olabilir (20,21). Ancak, asir1, ilgisiz ve
rahatsizlik verici bir sekilde deneyimlendiginde, bu tepkiler
kisiyi ¢evresiyle uyumsuz hale getirebilir ve bir bireyin
diinyayla istenilen sekilde etkilesim kurma potansiyelini
engelleyebilir. Gergekten de, asir1 ve uygun olmayan kaygi,
anksiyete bozukluklarinin temel bir 6zelligidir.

Anksiyete bozukluklar1 yaygin goriilen psikiyatrik
hastaliklardandir ve baslangic donemi genellikle c¢ocukluk
yaslarma denk gelir. Kismen genetik bir temele sahip olan bu
hastaliklar, tedavi edilmezlerse uzun siireli engellilige ve kisi
acisindan 1zdirapl bir siirecin yasanmasina neden olabilir.

Bu yuzden, dogru tam1 ve tedavi agisindan, patolojik
anksiyetenin nedenleri ve belirtileri hakkinda gerekli bilgilere

sahip olunmasi son derece 6nemlidir.

2.1.1. Tanim ve tarihge

DSM-V’e gore anksiyete ile korku arasindaki temel

fark algilanan tehdidin zamanlamasidir. Anksiyete, gelecekteki



potansiyel tehditlere odaklanirken, korku mevcut veya yakin
tehditlere odaklanir (22). Anksiyete, evrimsel olarak, hayatta
kalma iggiidiisline katkida bulundugu i¢in ve insanlari tehlikeli
durumlardan kaginmaya yo6nlendirdigi i¢in adaptif olarak kabul
edilen dogal bir duygudur. Ancak psikiyatri alaninda 20.
ylizylldan bu yana anksiyete, bir bozukluk olarak da
taninmaktadir. Giinlik hayatta normal ve uyumlu olan
anksiyete 1ile sikinttya neden olan patolojik anksiyete
arasindaki sinir, klinik degerlendirmelerle belirlenir.

Anksiyete kelimesinin, daraltmak, sikilastirmak veya
bogmak anlamma gelen Hint-Avrupa kokenli ‘angh’
kelimesinden tiiredigi distiniiliyor (23). Yiizyillar boyunca
anksiyete melankolinin bir pargasi olarak kabul ediliyordu.
Galen, melankoliklerde gorilen anksiyetenin, siyah safradan
kaynaklanan koyu renkli bir buhar oldugunu ve karin
bolgesindeki lokal 1sinma sonucu olustugunu diistiniiyordu. Bu
buhar, beyne yikselerek korku ve zihinsel kararti
olusturuyordu (24). On dokuzuncu yiizyilda, yorgunluk,
sinirlilik ve anksiyete gibi belirtilerle karakterize edilen
‘nevrasteni’ kavrami ortaya ¢ikti. Bu durum modern hayatin
gereksinimlerinden  kaynaklanan  bir  bozukluk olarak
goriiliiyordu  ve sinir sistemi bozuklugu olarak kabul
ediliyordu. Bu hastalik, 6zellikle merkezi sinir sistemi, sindirim
sistemi ve lreme sistemi diizeyinde, ¢esitli semptomlarla
kendini gosteriyordu (25,26). Yirminci yilizyilin baslarinda,
Sigmund Freud, c¢o6ziilmemis c¢atismalarin ve bilingdist
arzularin bir sonucu olarak goriilen ‘anksiyete nevrozu’
kavramimi ortaya siirdii. Nevrasteniyi somatik bir bozukluk
olarak tamimlayan Freud, anksiyete nevrozunu ise psisik
kokenli oldugunu iddia ederek bu iki kavrami birbirinden
ayirmaya ¢alisti. Freud, anksiyete nevrozunun temel semptomu

olarak da beklenti kaygisini 6ne siirdii (27).



2.1.2. DSM’ye gore simiflandirma

Bugiin bildigimiz anksiyete bozukluklar1 20. yiizyilin
ortalarina kadar taninmamus ve siniflandirilmamistir. Anksiyete
bozukluklar1 kavrami ilk olarak DSM-III’te kendine yer buldu,
anksiyete nevrozu, fobik nevroz ve obsesif-kompulsif nevroz,
anksiyete bozukluklari bashigi altinda birlestirildi. Yeni bir tani
olan travma sonrasi stres bozuklugu da anksiyete
bozukluklarina eklendi. Anksiyete nevrozu panik bozuklugu ve
yaygin anksiyete bozukluguna, fobik nevroz ise agorafobi,
basit fobiler ve sosyal fobiye bolindu (28,29).

Guncel olan DSM-V, 6nceki siirimlerde oldugu gibi,
anksiyete bozukluklarini tek bir kategori altinda toplamadi.
Bunun yerine; anksiyete, obsesif-kompulsif bozukluklar ve
travma ve stresOrle iliskili bozukluklar olmak iizere {ig
spektruma ayirdi. Bu yeni yaklasim, benzer ndrobiyolojik,
genetik ve psikolojik ozellikleri paylasan bozukluklart bir
araya getirdi. Ayrica, ¢ocuklarda veya yetigkinlerde ortaya
¢ikan bozukluklar bir arada siniflandirildi. Obsesif-kompulsif
bozukluklar, vicut dismorfik bozuklugu, biriktiricilik
bozuklugu, trikotillomani ve deri yolma bozuklugu gibi
tekrarlayan diislinceler veya davraniglarla karakterize olan
diger bozukluklarla bir arada toplandi. Benzer sekilde, travma
ve stresorle iligkili bozukluklar, travma sonrast stres bozuklugu
ve akut stres bozukluguna ek olarak, tepkisel baglanma
bozuklugu, sinirsiz toplumsal katilim bozuklugu ve uyum
bozukluklarin1 igerir hale getirildi. Son olarak, secici
konusmazlik ve ayrima kaygist bozuklugu, Onceki
stiriimlerdeki gibi cocukluk ¢agi bozukluklar1 kategorisi yerine,

diger anksiyete bozukluklariyla smiflandirildi (22).



2.1.3. Epidemiyoloji

Diinya Ruh Saglig1 Anketi'ne gore, bireylerin yaklagik
dortte birisi muhtemelen bir anksiyete bozukluguna sahip, veya
daha dncesinde bu hastaliklardan birisinin tanisini almigtir (30).
Yasam boyu prevalans olarak herhangi bir anksiyete bozuklugu
spektrumundaki hastaliga sahip olma olasiligi ise, Cin'de
saptanan %4.8 oranindan Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
%31 oranina kadar degiskenlik gosteriyor. Anksiyete
bozukluklarinin kiiresel 12 aylik prevalansinin ise yaklasik
%14 oldugu tahmin edilmektedir (31).

Ulkeler arasinda goriilen bu farkli oranlar gercek bir
farktan kaynaklanabilecegi gibi, bir dizi faktdrden etkilenebilir.
Bu faktorler arasinda, kullanilan goriisme araglari ve tam
koyma dizgelerindeki farkliliklar, orneklem biyikligi,
arastirma tasarimi ve segilen orneklem grubu gibi unsurlar yer
alabilir. Ayrica kiiltiirel ve sosyal faktorler de oranlardaki
farkliliklar etkileyebilir (32).

Cogu epidemiyolojik c¢aligma henliz DSM-5'in tam
smiflandirmasin1  kullanmadigindan, ayrilik anksiyetesi ve
secici konugsmamazlik prevalans tahminleri bu oranlara dahil
degildir.

Anksiyete bozukluklarin baslangi¢ yas ortalamasinin
11 oldugu tahmin ediliyor (33). Ozgiil fobiler (OF) ve ayrilik
anksiyetesi en erken yasta baslar ve baslangi¢ yas ortalamasi
yedi dir. Sosyal anksiyete bozuklugu (SAB) i¢in 13, agorafobi
icin 20 ve panik bozuklugu (PB) icin ise baslangic yas
ortalamasi 24 olarak bulunmustur. Yaygin anksiyete bozuklugu
(YAB) baslangig yas ortalamasi ise 31 ile en ge¢ olanidir.

Almanya’da yapilmis epidemiyolojik bir caligmaya
gore, SAB, YAB ve OF igin 12 aylik yayginlik oranlar1 en
yuksek 18-34 yas araligindayken, PB 35-49 yas grubunda en



yilksek  orandadir. 50-64 yas araliginda  anksiyete
bozukluklarmin yaygimlik oranlar1 azalmistir ve yaslilarda (65-
79 yas) en diislik diizeydedir. Bu da demektir ki, yasla beraber
anksiyete bozukluklarinin goriilme siklig1 azalma egilimindedir
(34).

Cinsiyet dagilimma baktigimizda, kadinlar erkeklere
gore neredeyse iki kat daha fazla anksiyete bozukluklarmdan
muzdarip olmakta ve kadinlarin yaklasik ticte biri hayatlarinin
bir doneminde anksiyete bozuklugu yasayabilmektedir (35).
Kadinlarda anksiyete riskinin artmasinin nedeni kKesin olarak
belirlenememistir.  Siddet, cinsel istismar, antenatal ve
postnatal stres, sosyal ve kiiltiirel ortam ve cinsiyet esitsizligi
gibi faktorler, kadmlar agisindan risk artirict etkenler olarak
degerlendirilebilir (36,37).

Dul veya bekar olmak, diisiik sosyoekonomik ve egitim
diizeyi anksiyete bozukluklar1 acisindan yiiksek yayginlikla
iliskili bulunmustur (38).

Turk toplumunu temsil edebilecek érneklemi olan ilk ve
tek calisma 1995 yilinda yapilmis olup sonuglari 1998 yilinda
‘Tiirkiye Ruh Saghgi Profili’ adiyla yaymlanmistir. Ilgili
calismada anksiyete bozuklugu kiimesi ICD-10 baz alinarak ele
alinmig, kadinlarda 12 aylik prevalans %7.1 erkeklerde ise
%3.1 bulunmustur. Ruh saglig1 hizmeti agisindan yararlanma
oranmna bakildiginda, anksiyete bozukluklarinin depresif
bozukluklardan sonra en sik yararlanma oranina sahip oldugu

goriilmiistiir (39).
2.1.4. Etiyoloji
Anksiyete bozukluklarmin etiyolojisinde  genetik,

norobiyolojik, psikososyal faktorler ve bunlarin karmagsik

etkilesimi rol oynar (40).



2.1.4.1. Genetik faktorler

Anksiyete bozukluklarinda kalitsallik orani yiiksektir;
ikizler tlizerinde yapilan ¢alismalarin verilerine dayanarak %30
ila %40 arasinda kalitsallik oldugu tahmin ediliyor (41,42).
Ancak, diger noropsikiyatrik hastaliklarda oldugu gibi,
Ozellikle hangi genetik risk lokuslarinin ve ailevi aktarim
mekanizmalarinin rol oynadigi hala belirlenememistir (43)

Anksiyete ile genetik arasindaki iligkiyi daha iyi
kurabilmek agisindan anksiyete bozuklugunda etkilenen beyin
bolgelerinin faaliyeti ve birbirleriyle olan baglantilari ile iligkili
genleri tanimlamak onemli ipuglar saglayabilir (44). Ornegin,
glukokortikoid reseptorini dizenleyen bir molekiill kodlayan
FKBPS5 , endokannabinoid parcalayan enzimi kodlayan FAAH
ve PACAP genleri artmis amigdala aktivitesi ve amigdalanin
diger beyin bolgeleriyle olan baglantisinin zayiflamasiyla
iligkili bulunulmuslardir (45-47).

Genetik faktorler ayrica ¢evrenin anksiyete zerindeki
etkisini modifiye edebilir (48,49). Ikiz calismalarindan elde
edilen verilere gore, ebeveyn yaklasimi ve olumsuz yasam
olaylar1 gibi neredeyse tiim ¢evresel stres tiirlerinde kismi
genetik etkisi mevcuttur (50).

Gen-gevre iliskisi ayrica aday genler kullanilarak da
arastirilmistir. En yaygin incelenen genetik varyant SLC6A4'{in
(serotonin tastyicisint kodlar) 5-HTTLPR polimorfizmidir. 5-
HTTLPR polimorfizmi, olumsuz yasam olaylarinda daha
yiiksek anksiyete duyarliligina neden olur ve bu da anksiyete
bozukluklar1 igin artan riskle iliskilidir (51,52). Cevrenin
genlerin  ifadesini  degistirerek beyin  fonksiyonlarinda
degisiklige neden olabilen, davranis ve anksiyete bozuklugu

riskini artirabilen mekanizma olarak epigenetigi Ornek



verebiliriz (53,54). Stresin epigenetik etkilerine yatkin gen
adaylar1 arasinda, glukokortikoid reseptorini kodlayan NR3C1
ve glukokortikoid fonksiyonunu dlzenleyen bir gen olan
FKBP5 bulunuyor (55,56).

2.1.4.2. Norobiyolojik faktorler

Kaygi1 bozukluklari, ¢esitli durumlarin neden oldugu,
asir1 ve stirekli korku, endise ve kaygi hislerini i¢eren bir ruh
hastalig1 kiimesidir. Her kaygi bozuklugunun 6zgul nedenleri
ve mekanizmalar1 olabilmekle beraber, yinede korku ve
kaygmim norobiyolojisi  hakkinda  belirli  genellemeler
yapimustir.

Norobiyolojik calismalar, korku ve kayginin beyinde
cesitli bolgelerinde islendigini gostermistir. Bu  bdlgeler
arasinda amigdala, prefrontal korteks ve hipokampus yer
almaktadir. Amigdala o6zellikle korkunun islenmesinde
onemlidir, ¢lnku potansiyel tehditleri tespit eder ve vicudun
korku tepkisini tetikler. Prefrontal korteks, duygusal tepkileri
diizenlemede rol oynarken, hipokampus ise baglamsal 6grenme
ve bellek stireclerinde rol oynar. insanlarda negatif duygularin
islenmesiyle ilgili arastirmalar, yiiz ifadesi tanima, duygusal
kelime isleme ve duygusal imgeler gibi ¢esitli gorevleri
kullanmistir. Bu caligmalar, kaygi bozuklugu olan kisilerin
negatif duygusal uyarilar1 islerken amigdalalarinda artmis
aktivite ve prefrontal kortekslerinde azalmig aktivite
sergilediklerini  gdstermistir  (47,57,58). Insanlarda ve
kemirgenlerde Pavlovian korku/tehdit 6grenme teknigiyle ilgili
calismalar da kayginin norobiyolojisi hakkindaki anlayisimiza
katkida bulunmustur. Bu ¢aligmalar, nétr bir uyarinin, yiksek
ses veya hafif elektrik soku gibi tatsiz bir uyariyla

eslestirilmesi silirecine dayanir. Zamanla, ndtr uyari tatsiz
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uyartyla iligkilendirilir ve nétr uyarinin tek bagina sunumu
korku veya kaygi hissine neden olabilir. Amigdala,
hipokampus ve medial prefrontal korteks (ventromedial
prefrontal ve anterior cingulate korteks dahil), kaygi
tepkilerinin  ve potansiyel tehditlere verilen tepkilerin
diizenlenmesinde yer alirlar. Ayrica, hipotalamus, orta beyin
(raphe cekirdekleri gibi) ve beyincik (periaqueductal gri gibi),
kaygi bozukluklar ile de iliskilidirler. (59,60).

Yukarida belirtilen noral sistemlerde Olculebilir
anormalliklerin ileride anksiyete bozuklugunun ortaya ¢ikma
olasihigin1 dngdrebilecegi diisiiniiliiyor. Ozellikle, bir calismada
tehdide kars1 artan amigdala aktivasyonunun, c¢alismadan
sonraki yillarda kaygi ve depresyon riskini Ongordiigii
bulunmustur (61).

Kayg1 bozukluklarmin biyobelirteglerini belirlemek icin
bagka bir yaklasim da hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA)
aksindaki islev bozuklugunu yansitan, kan temelli parametreler
olabilir. Preklinik literaturde, stres ve kaygi durumlarinda HPA
aksinda hiperaktive tespit edildigi gosterilmistir (62).

Norotransmiter diizeyinde ise anksiyete ile alakali en
eski ve en iyi bilineni y-aminobiitirik asittir (GABA). Ozellikle
GABA-A reseptorunin alfa 2 sublnitesi anksiyolitik etkiyle
iliskilidir (63,64). Benzodiazepin (BZ) grubu ilaglarinin da
anksiyolitik etkisinin, buyuk oOlctude limbik sistemde bulunan
GABA-A reseptoriinin alfa 2 {initesi tiizerinden oldugu
gosterilmistir (63). Manyetik rezonans (MR) spektroskopisi
kullanilarak, GABA’nin anksiyete bozukluklarindaki énemini
gosteren bir diger arastirmada, PB olan hastalarda kortikal
GABA seviyesinde azalma gozlemlenmistir (65).

Serotonin (5-HT), ruh halinin dizenlenmesinde, ddirtl
kontroliinde, uyku diizeninde, uyaniklikta, istahta, cinsel istekte

ve hafiza ve 6grenme gibi bilissel islevlerde rol oynar. Ayrica
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serotonin, kaygi, korku gibi durumlarin diizenlenmesinde de
yer alir (66). Bir¢cok serotonin reseptOrii olmasina ragmen
anksiyete etiyolojisinde 5-HT1A reseptorinin 6nemli bir rol
oynadigr  disiiniilmektedir.  Kismi  5-HT1A  reseptor
agonistlerinin anksiyolitik olmas1 bu teoriyi desteklemektedir
(67). Iste bu yiizdendir ki Segici serotonin geri alim inhibitorleri
(SSRI'lar), kaygi bozukluklar1 i¢in birinci basamak tedavi
haline gelmistir. Bu ilaglar, néronlardan salinan serotonin'in
geri alimmi segici olarak bloke ederek, beyinde 5-HT
norotransmisyonunu ve 5-HT1A reseptoriine baglanmay1
degistirerek etki gosterirler (68,69). Yine yapilan preklinik
caligmalarda, genetik yolla 5-HT1A reseptorleri silinmis olan
farelerin, davranissal testlerde daha az kesif aktivitesi ve daha
fazla kagingan tutum sergiledikleri gosterilmistir (70,71) .

Noradrenalin ve dopamin gibi katekolaminler stres
yanitinda 6nemli yere sahiptir. Stresli bir olaya tepki olarak
katekolamin  aktivitesi  arttiginda, prefrontal  korteks
fonksiyonunun  bozuldugu, bu bozulmanin anksiyete
bozukluklarmin olusumunu kolaylagtirdigina yonelik klinik
caligmalar mevcuttur (72).

Klinik caligmalar yetersiz olsada preklinik ¢aligmalar,
anksiyete bozukluklarinin yonetiminde glutamat
modulatorlerinin de yeri olduguna dair bazi kanitlar sunuyor
(73,74). Stres, anksiyete bozukluklarinin gelisiminde 6nemli
bir faktordiir ve bunu cesitli hayvan stres modelleri kullanarak
simile etmek mumkindir. Yapilan hayvan deneylerinde,
stresin  sican  beyninin  prefrontal korteksinde glutamat
salimmii uyardig1 gosterilmistir (75). Prefrontal korteks ve
diger limbik bolgelerde glutamaterjik iletimi artirdig1 gosterilen
akut stresin aksine, kronik stres, glutamat reseptorlerinde
azalmaya neden olarak glutamat iletiminde bir diisiise yol

acmustir (76).
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Bir noropeptid olan oksitosin YAB ve SAB ile iligkili
bulunmustur. Yapilan havyan ve insan ¢alismalarinda, endojen
beyin oksitosin aktivitesindeki dengesizligin, bu bozukluklarin
olusumundan sorumlu olabilecegi ve intranazal yolla
uygulanan oksitosinin ilgili hastaliklarla alakali semptomlar1
azaltabilecegi diisiiniiliiyor (77).

Adenozin, noronal uyarilabilirligi kontrol eden ve
norotransmiter salmimini modiile eden bir néromodiilatordiir
ve merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunur. Adenozinin
etkisi, Al, A2A, A2B ve A3 isimli dort adet G proteinine bagh
reseptorler araciligiyla gercgeklesir. Birgok calisma, anksiyete
yonetiminde yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir
hedef olarak Al adenozin reseptériini (AR) tanimlamustir (78).
Ozellikle, AlAR'larin olmadigi farelerde artmis anksiyete
gozlemlenmistir.  Hipokampal  kesitlerden elde edilen
elektrofizyolojik kayitlar, adenozinin uyarict glutamaterjik
norotransmisyonu inhibe edebildigini gostermistir. Ancak bu
inhibisyon etkisi A1AR’in olmadig: farelerde ortadan kalkiyor
olmasi, A1AR'larin bu etki i¢in gerekli oldugu diisiindiriyor
(79).

2.1.4.3. Psikososyal faktorler

Duygusal ithmal gibi stresli ¢ocukluk deneyimlerine
maruz kalma, normal sosyo-duygusal islevi bozabilir (80,81).
Bu bozulma, tehditkér kisilerarasi uyaranlara karsi duygusal
reaktiviteyi artirir. Zamanla, bu yilksek duygusal reaktivite,
stres ve korku tepkilerinin duzenlenmesinde bozulmaya neden
olabilir ve sonu¢ olarak anksiyete semptomlarinin ortaya
cikmasina katkida bulunabilir (82). Ebeveynler arasi gatisma,
asirt kontrolcii ebeveyin ve aile desteginin eksikligi gibi

faktorler, ileride anksiyete bozuklugunun olusumu igin risk
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etkeni olarak belirlenmistir (83,84) . Asir1 stres, yalnizlik (hem
sosyal hem de duygusal) ve zorbalik deneyimi (fiziksel, sozli
veya psikolojik) anksiyete bozuklugu gelistirme riskinin

artmasi ile iligkili bulunmustur (85,86).

2.1.5. Anksiyeteye kuramsal yaklasim

2.1.5.1. Psikodinamik kuram

Psikodinamik teorilerin kalbinde, Freud’un anksiyete
semptomlarini, bilingdisi catisma ve bunu kontrol edebilmek
icin devreye giren savunma mekanizmalarin etkilesimi yatar.
Freud, anskiyetenin algilanan bir psikolojik tehlikeden
kaynaklandigini ve bunun ego i¢in bir tehdit sinyali oldugunu
6ne strmektedir (87). Tehlike durumunun travmatik olmasini
onlemek icin savunmalar devreye girer, ancak islevlerini yerine
getiremezlerse bir anksiyete atagi gerceklesir. Freud'a gore, ego
icin tehdit olarak algilanan durumlar, nesne kaybina yonelik
endiseler, kastrasyon kaygisi ve siiperego kaygisidir. Nesne
kayb1 kaygisi, anne gibi bakim veren kisiden ayrilma
korkusudur. Kastrasyon kaygisi ise deger verilen bir nesneden
ayrilma korkusudur. Bu erkekler igin genital organlariyla ilgili
bir endisedir ve kontrol ve gii¢ kaybiyla ilgilidir. Son olarak,
stiperego kaygisi, vicdan veya toplumdan gelen olumsuz bir
degerlendirme korkusudur (88).

Anksiyete hastalar1 icin tipik ¢atisma alanlarinin 6fke,
cinsel arzular ve ayrilik oldugu 6ne siiriilmektedir. Arastirmalar
anksiyete ile nesne iliskileri veya kisiler aras1 iligkiler
arasindaki bagi  desteklemistir.  Psikodinamik teoriler,
anksiyetenin etiyolojisi ve patogenezini anlamanin altta yatan
sembolik anlamlarina, bilingalti ¢catigmalarina, savunmaya ve

nesne iliskilerine ve kisiler arasi iliskilere vurgu yapan bir

14



aciklama sunar (89-91).

2.1.5.2. Davranig¢1 kuram

Davranigsal kuram, anksiyetenin belirli uyaranlara veya
durumlara kars1 6grenilmis bir tepki oldugunu 6ne siirmektedir.
Bu teoriye gore, insanlar klasik kosullanma, islemsel
kosullanma ve gozlemleme yoluyla belirli uyaranlar1 veya
durumlar1 korku ve endise ile iligkilendirmeyi Ogrenirler.
Ornegin, kalabalik ve acik alanda panik atak geciren bir kisi,
kalabaliklar1 anksiyete ile iligkilendirerek gelecekte bu tiir
durumlardan kaginmay1 6grenebilir.

Klasik kosullanma, nétr bir uyaricinin (6rnegin, bir ses
veya bir yer) dogal bir tepkiyle (6rne8in, korku)
iliskilendirilmesi yoluyla gerceklesir. Ornegin, bir kisi bir
kopek tarafindan 1sirilir ve korku tepkisi gelistirirse, kopek
havlamasindan, gergek kopek 1sirmasiyla  tekrarlayan
eslestirmeler yoluyla korkmaya baslayabilir.

Islemsel kosullanma, davranis sonuclari tarafindan
sekillendirilir. Ornegin, bir kisi sosyal durumlarda anksiyete
yasar ve bu durumlardan kaginirsa, kagimma davranisi
anksiyete azalmasiyla pekistirilir ve gelecekte daha olasi hale
gelir.

Gozlemleme yoluyla Ogrenme, bireylerin diger
insanlarin davranislarini izleyerek 6grendikleri bir yontemdir.
Ornegin, bir cocuk, bir ebeveynin driimceklerle ilgili tepkisini

izleyerek 6riimceklerden korkmay1 6grenebilir (92—-96).

2.1.5.3. Biligsel kuram

Anksiyetenin  biligsel kurami, kaygili  bireylerin

kaygilarina katkida bulunan belirli diisince kaliplarina sahip
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olduklarint 6ne siirer. Bu diisiince kaliplari, olumsuz ve
tehditkar uyaranlara segici bir sekilde dikkatte odaklanma,
giivenlik ipuglarini isleme yeteneginin azalmasi, abartili tehdit
degerlendirmeleri ve potansiyel olarak tehdit olusturabilecek
durumlarin yanlis islenmesi gibi unsurlari igerir.

Biligsel kurama gore kaygili kisiler ayrica anksiyete
semptomlarin1 normal bireylere kiyasla ¢ok daha olumsuz
yorumlar, tehdit olarak gordikleri duruma karsi daha az etkili
savunma stratejileri gelistirir, ilgili durumlarda daha diisiik
Ozgiivene sahiptirler ve kendilerini genellikle caresiz
hissederler. Bu bireyler olas1 tehditle ilgili sikligi artmus,
olduk¢a yogun ve uzun siireli olumsuz otomatik diisiincelere ve
imgelere sahiptir.

Ayrica bu kuram, anksiyeteye yatkin olan bireylerin,
belirli tehditler veya tehlikelerle ilgili dnceden olusturulmus

uyumsuz inang veya semalara sahip olduklarini iddia eder (97).

2.1.6. Prognoz ve tedavi

Anksiyete bozukluklari, semptomlarin remisyon ve
nilks donemleri arasinda soOniip sonrasinda alevlendigi,
siddetinin degisken oldugu, uzun yillar boyunca devam
edebilen hastalik grubu olarak kabul edilir. Hastaligin seyri
farkli tiirdeki anksiyete bozukluklar1 arasinda degiskenlik
gosteriyor. YAB’da sirekli bir durum olarak kabul edilirken,
PB ise ongorilemeyen bir seyir izleyebilir (98).

Anksiyete bozukluklarindan herhangi birisine sahip
olan hastalar, genellikle baska bir psikiyatrik bozukluk tani
kriterlerini de karsilar. YUksek estani orani, major depresif
bozukluk (MDB), bipolar bozukluk, sizofreni, madde kotlye
kullanim1 ve fiziksel hastaliklar arasinda mevcuttur (99-102).

Estanisi  olan hastalarin  genellikle sadece anksiyete
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bozukluguna sahip hastalardan daha koOtu prognoza sahip
oldugu bulunmustur (103).

SSRI'lar, kisa ve wuzun siireli tedavide "genis
spektrumlu” etkinlige sahip olmalar1 ve genellikle iyi tolere
edilmeleri nedeniyle, anksiyete bozukluklar1 olan hastalarda ilk
tercih farmakolojik yaklasim olarak kabul edilir. SSRI'larin
potansiyel yan etkileri arasinda, tedavinin baslangicinda artan
sinirlilik, uykusuzluk, bulant1 ve cinsel islev bozukluklar1 gibi
etkiler yer alir (104,105). Bazilar1 karaciger enzimlerini
etkileyerek diger ilaclarin kan diizeylerini degistirebilirler.
Paroksetin gibi kisa yar1 dmiirlit SSRI grubu ilaglar ani ve hatta
yavasea azaltildiginda bile, bas donmesi, uyku sorunlar1 ve grip
benzeri semptomlarla karakterize edilen ¢ekilme sendromuna
neden olabilirler (106,107).

Serotonin ve norepinefrin geri alim inhibitord (SNRI)
olan duloksetin ve venlafaksin, YAB’mn kisa ve uzun siireli
tedavisinde kanitlanmig etkinlige sahiptir (108). Bazi
calismalar, venlafaksinin PB tedavisinde ve niksinin
onlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir (109). Anksiyete
bozukluklar1  hastalarinda SSRI ve SNRI'larin tolere
edilebilirlik profilleri karsilastirilmamis olsa da, depresyon
hastalariyla yapilan ¢alismalar, duloksetin ve venlafaksinin
SSRI'lara gore daha az tolere edildigine dair kanitlar sunmustur
(110).

Trisiklik antidepresan (TA) ilaglar bazi1 anksiyete
bozukluklarinda etkili olsalar da, SSRI/SNRI’lara gore daha
agir yan etkilere sahip olmalari, giin igerisinde performansi
olumsuz etkilemeleri ve olasi ilagla intihar vakalarinda yiiksek
toksisiteye sahip olmalari nedeniyle artik tedavide ilk tercih
olarak kabul gérmuyorlar (111-113). Monoamin oksidaz A'y1
(MOA) geri doniisiimlii olarak inhibe eden Moklobemid,

sosyal fobi tedavisinde etkili oldugu gdsterilmistir ve yine
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PB’da baz1 faydalar1 olduguna dair kanitlar vardir.
Moklobemid’in geri dontistimli etkisi diger MAOI gore
avantaj saglasada, ylksek dozlarda yinede tiramin icerikli
gidalarm kisitlanmasini gerektirir (114,115).

BZ’lerin PB, YAB ve SAB olan hastalarin tedavisinde
etkinlikleri mevcut olup, yalniz hem kisa hem de uzun siireli
tedavide sedasyonda artiga, bilissel bozulmaya ve uzun sureli
kullanimda tolerans ve bagimliliga yol agmalar1 nedeniyle daha
cok direncgli vakalarda tercih edilirler (109,113,116). BZ’ler
ayrica yash bireylerde diisme riskini ve olas1 kemik kiriklar
riskini artirdiklar1 i¢in ilgili populasyonda sakincali kabul
ediliyorlar (117). Antipsikotik ilaglar arasinda faydali olduguna
dair en gucli kanit YAB tedavisinde akut tedavi ve niksun
onlenmesinde kullanilan Ketiapine aittir (108). Atipik
antipsikotiklerle tedavi, kilo alim1 ve metabolik sendrom riski
ile iliskili oldugu i¢in, bu ilaglarin ancak tedaviye direncli
hastalarda tercih edilmesi ©Onerilmektedir. Beta adrenerjik
reseptor blokorleride (Propranolol gibi) SAB gibi baz
anksiyete bozukluklarinda kullanilabiliyor (118) .

Psikoterapi alaninda en fazla etkinligine dair kanit1 olan
tedavi secenegi bilissel-davranis¢1 terapidir (BDT). BDT,
cesitli lilkelerde birgok saglik uygulama kilavuzu tarafindan
onerildigi gibi, belirli anksiyete bozukluklarinda birinci
basamak tedavi yontemi olarak da oOneriliyor (119,120). BDT,
bireylerin olumsuz diisiince ve davranis kaliplarini tespit
ederek degistirmelerine yardimc1 olan bir psikoterapi
yontemidir. BDT, disiincelerin, duygularin ve davranislarin
birbirleriyle baglantili oldugu ve birbirlerini etkileyebildigi
fikrine dayanmaktadir. BDT'de, bireyler terapistleri ile birlikte,
endiselerine veya diger zihinsel saglik sorunlarina katkida
bulunan olumsuz veya yararsiz diislinceleri ve inanglar

tanimlarlar. Terapist daha sonra bireyin bu diisiinceleri ve
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inanglar1 sorgulamasina ve daha ger¢ek¢i ve olumlu diigiinme
yollar1  gelistirmesine yardimcr olur. Ayrica bireylerin
semptomlarini yonetmelerine ve genel refahlarini artirmalarina
yardimc1 olabilecek yeni basa ¢ikma becerileri ve davranislari
Ogretmeyi de igerir, 0rnegin rahatlama teknikleri veya problem
¢cozme becerileri gibi (121).

BDT genel olarak tercih edilen psikoterapi yontemi olsa
da, etkinligi kanitlannis diger yontemler de anksiyete
bozukluklarinin tedavisinde kullaniliyor. Bunlardan birisi
psikodinamik  psikoterapidir.  Psikodinamik  psikoterapi,
genellikle biligsel davraniggr terapiler gibi yapilandirilmig ve
kisa siireli terapilere kiyasla daha uzun ve daha az
yapilandirilmis bir psikoterapi tiirlidiir. Bu terapi, kisinin
bilingaltinda yatan diisiinceleri, duygular1 ve deneyimleri
kesfetmesine ve anlamlandirmasma odaklanir ve bu sekilde
bireyin zihinsel sagligina katkida bulunmay1 hedefler. Bireyin
geemis yasantilart ve iliskileri, 6zellikle de aile dinamikleri ve
cocukluk deneyimleri, bu terapide énemli bir rol oynar (122).
Psikodinamik yontemlerin kullanildigi arastirmalar umut verici
sonuclar vermis olup, hastaligin siddeti ve genel sikint1 halinde
anlamli iyilesmelerin gériilmesine neden olmustur (89,90,123).
Farkindalik Temelli Biligsel Terapi (FTBT), bilissel terapi ve
mindfulness (farkindalik) tekniklerinin birlestirilmesiyle olusan
bir terapi yontemidir. Temel amaci, kisinin diislincelerine ve
duygularma farkindalik kazanmasi ve onlar1 kabul etmesini
saglamaktir. Bu yaklasim yeni olmasina ragmen kalinti
semptomlar ve YAB’da etkili olduguna dair caligmalar
mevcuttur (124,125). Goz hareketleriyle duyarsizlastirma ve
yeniden isleme teknigi (EMDR), anksiyete bozukluklarmin
tedavisinde kullanilan bir diger yontemdir. Terapi, kisinin
belirli bir olay veya deneyimle baglantili olan duygusal ve

zihinsel stresini azaltmak icin g6z hareketleri, sesler ve
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dokunma gibi duyusal uyarilar1 kullanmaktadir. Ozellikle PB
ve Ozgiil fobide basarili sonuglar verdigine dair c¢aligmalar
mevcuttur (126,127).

Farmakoterapi, psikoterapi veya bunlarin
kombinasyonlarmin etkinligini karsilagtiran bir c¢alismada,
BDT tek basina maliyet ve saglik ¢iktist dengesi bakimindan
en etkili yontem olarak bulunmugken, sadece saglik kismi ele
alimdiginda BDT ve SSRI kombinasyonu en basarili sonucu
vermistir (128).

Sonu¢ olarak anksiyete bozukluklari tedavisinde
secenekler c¢esitli olup, tedavi yaklagimini secerken hastanin
karar verme surecine dahil etmek 6nemlidir. Segim, hastaligin
siddeti, o©nceki tedaviye verilen yamt, farkli tedavi
seceneklerinin  erisebilirligi ve en Onemlisi, hastanin
tercihlerine gore belirlenmelidir. Hastanin karar verme siirecine
dahil edilmesi, tedavinin hasta tarafindan kabul edilme ve
strdirilme olasihigmi artirir. Ayrica, klinisyen ve hastanin
isbirligi, tedavi sonuglarin1 da iyilestirebilecek giivene dayali

bir iligki kurulmasina yardime1 olabilir.

2.2. Sirkadyen Sistem

Gilinliik hayatimiz, ¢ogu kisi tarafindan fark edilmeyen
dogal bir olgu tarafindan belirlenir, i¢ beden saati ya da diger
bir deyisle sirkadyen ritimler. Bu ritimler, uyku diizenlerimiz,
viicut sicakligimiz, hormon seviyelerimiz ve hatta ruh halimiz
ile biligsel yeteneklerimiz dahil olmak iizere viicudumuzdaki
cesitli fizyolojik ve davranigsal degisimleri 24 saatlik bir
doénemde kontrol eder.

Bu dogal dongiileri kirmaya ¢aligsak ve gece boyunca
uyanik kalsak bile, viicudumuz hala bu ig¢sel ddngilerden

etkilenir. Bu yiizden, Cernobil gibi facialarin gece vardiyasinda
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gerceklesmesi tesadiif degildir. Uyanikligimiz sabahin erken
saatlerinde dogal olarak en diisiik seviyesindedir ve gunin
diger saatlerine gore sabah 03.00'te arabalarla meydana gelen
kaza oran1 gozle goriiliir sekilde daha yiiksektir.

Insanlar olarak, zamammizin yaklasik %36'sin1
uyuyarak ya da uyumaya calisarak geciriyoruz ve i¢ beden
saatimiz bunda 6nemli rol oynuyor (129).

2.2.1. Tanim

Viicudumuz, yaklasik 24 saatlik bir dongii izleyen dogal
bir ritme sahiptir, bu ritme sirkadyen (‘circa diem’
kelimelerinden tliremis olup ‘yaklagik bir giin’ anlamina gelir)
ritim denir. Ancak, 24 saatten daha kisa veya daha uzun siiren
donguler de var olup, bunlara da ultradian (24 saatten kisa) ve
infradian (24 saatten uzun) ritimler denir. Bu ritimler endojen
mekanizmalar tarafindan denetlenir ve 151k ve karanlik gibi
digsal uyaranlar olmasa bile siirdiiriilebilir (130). Bir molekiiler
ya da biyolojik siirecin dongiisel ritmikligi, bir osilatér veya
ritmik bir ¢ikis {iretmek igin birlikte c¢alisan bilesenlerden
olusan bir sistem tarafindan iiretilir. Bu osilatorler c¢esitli
organizmalarda hiicresel ve molekiiler diizeyde, ayrica
viicuttaki cesitli dokularda ve organlarda bulunabilir (131-
133).

2.2.2. Sirkadyen sistemin ndrobiyolojisi

Hipotalamusun  suprakiazmatik ¢ekirdegi (SCN),
memelilerde ¢esitli biyolojik ritimleri, uyku ve uyaniklik
dongiilerini, hormon seviyelerini ve daha fazlasim1 kontrol
ederek merkezi bir zamanlayici veya ana saat olarak islev goriir

(134). Isik, en kuvvetli zamanlayici uyaran (zeitgeber) olup, 24
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saatlik gece-glindiiz dongusuyle SCN’yi senkronize edebilir.
SCN ayrica fiziksel aktivite, sosyal etkilesimler, beslenme, ve
sicaklik gibi 151ksiz uyarilarla da senkronize olabilir (135,136).
Hayvanda SCN hasar gordiigiinde sirkadyen ritimler
bozulabilir, yalniz saglikli donérden SCN hiicreleri
nakledildiginde sirkadyen ritmiklik geri kazanilir. Bu
nakledilen canli, dondriin biyolojik ritimlerini  benimser
(137,138). Son c¢alismalar, SCN olmadan da periferik
osilatorlerin ritimlerini koruyabilecegini gostermektedir (139).

Retina 151k bilgisini alir ve melanopsin adli bir tiir
fotopigment iceren, 1s18a hassas retinal gangliyon hiicreleriyle,
retinohipotalamik yolu kullanarak SCN’ye iletir. Bu yol
boyunca norotransmiter olarak da glutamat kullanilir
(140,141). Bu yol disinda SCN median raphe cekirdeginden
gelen yogun bir serotonerjik etkiye de maruz kalir (142).
SCN'ye uygulanan serotonin agonistleri sirkadyen ritimlerin
zamanlamasini degistirebilir ve bu yolun, SCN'ye 1sikla ilgisi
olmayan zamanlama uyariarini ilettigi diistiniilmektedir.
Ayrica bu iki girdi, birbirinin faz kaydirma yapabilme
yetenegini de engelleyebilir (143,144).

Isik, uyku ve karanlikla iliskili bir hormon olan ve
pineal bezden salgilanan melatonin'in Gretimini  etkiler.
Melatonin iiretimi, giindiizleri diisiik seviyelerdeyken geceleyin
hem diurnal hem de nokturnal yasayan memelilerde artar
(145). Melatonin, uyku/uyaniklik dongiisii de dahil olmak
uzere birgok sirkadyen ritmi diizenlemeye yardimer olur.
Insanlarda, melatonin iiretiminin los ortamlarda baslamasi,
sirkadyen faz pozisyonunun kullanigli bir gostergesi olarak
kabul edilir (146). Melatonin, memelilerin fizyolojisinde ¢esitli
etkilere sahiptir ve kor bireylerde serbest gidisli sirkadyen
ritimlerin ayarlanmasina yardimci olacak sekilde fizyolojik

dozlarda uygulanabilir (147). Sirkadyen sistemler arasindaki
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senkronizasyon eksikligi, saglik ag¢isindan olumsuz etkilere
sahip olabilir. Melatonin uygulamasi, mevsimsel Oriintii
gOsteren depresyon hastalarmin, ruh hali semptomlarinda
olumlu etkilere sebep olabilir (148).

SCN, periferik osilatorlere hem humoral hem de
noronal yollar araciligiyla zaman bilgisini  gonderir.
Hayvanlarin kan dolasimini paylagtigi parabiozis teknigi ile
yapilan son deneyler, bazi osilatorlerin sadece kan kaynakli
iletim yollar1 ile ayarlanabilecegini, bazilarinin da ndronal
yolaklara gerek duydugunu belirtmistir (139). SCN,
subparaventrikiiler bolge, dorsomedial hipotalamus c¢ekirdegi
(DMH) ve paraventrikiiler gekirdek (PVN) gibi hipotalamusun
cesitli  bolgelerine sinyaller gonderir (149,150). DMH,
kortikosteroid ve diger hormonlarin salgilanmasi, lokomotor
aktivite ve uyku gibi dongusel ritimlerin dizenlenmesinde
onemlidir. PVN, hipofiz hormonlarinin kontroliinde gorevlidir
ve pineal bezi tarafindan Oretilen melatoninin salinimini
dizenler. Ek olarak, PVN'deki noronlar, otonomik sinir sistemi
ile sinyaller gondererek viicudun cesitli dokularma ve
organlarina bilgi iletilmesini saglarlar. Farkli bolgelerdeki SCN
noronlari, ¢esitli  dongusel ritimlerin  dizenlenmesinde
gorevlidir ve farkli yolaklari kullanirlar (149,151).

Uyku/uyaniklik dongiisiit memeli sirkadyen sisteminin
en belirgin etkilerden biridir. Uyku/uyaniklik dongiisiiniin
kontrolii karmasiktir ve ¢esitli beyin bolgeleri ve yolaklarin
icerir. Uyaniklik ve kortikal uyarilmiglik, pons tegmentum,
locus coeruleus ve raphe cekirdeklerinden gelen kolinerjik ve
aminerjik yolaklarin siirekli aktivitesi ile iligkilidir. Ventral
yolak, locus coeruleus ve raphe'den baslar, periakuaduktal gri
madde ve tuberomamiller nukleus'a, lateral hipotalamusa ve
bazal 6n beyine dogru gider (152). Lateral hipotalamus

tarafindan {iretilen bir ndromodiilatdr olan oreksin/hipokretin,
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uyanikligin  siirdliriilmesi  i¢in  hayati Oneme sahiptir.
Oreksin/hipokretin eksiklikleri, narkolepsi gibi uyanikligin
siirdliriilmesinde  bozukluklar olan hastaliklarla iligkilidir
(153,154). Ventrolateral preoptik alanin (VLPOA) néronlari,
uyku olusturmak ve siirdiirmek icin 6zel olarak tasarlanmisg
beyin hiicre gruplarindan biridir. VLPOA, dogrudan talamusa
giden yolaklar araciligryla hipotalamik ve beyin sap1 uyarilma
merkezlerine ¢ikt1 saglar. Ayrica, VLPOA beyin sap1
monoaminerjik sistemini ve hipotalamik oreksin/hipokretin
sistemini, GABA ve galanin aracil1 yolla inhibe eder. VLPOA
ve lateral hipotalamustaki oreksin noéronlari, aminerjik
uyarilma sistemiyle birlikte karsilikli inhibisyon baglantilar
paylasirlar. Bu lateral hipotalamus ve VLPOA arasindaki
inhibisyon baglantilari, hizli uyku/uyaniklik geg¢islerini
dizenleyen bir "uyku anahtar’" mekanizmasi olarak One
sirilmiistir.  Normal  uyku/uyaniklik  sistemine sahip
bireylerde, "agik" anahtar konumu uyanikligi tetikler ve
surdururken, "kapali" anahtar konumu uykuyu tetikler ve
strddrdr (152).

2.2.3. Sirkadyen sistemin genetigi ve molekiler

dongusu

Memelilerde molekuler sirkadyen sistem, hipotalamik
merkezi saatte, suprakiazmatik c¢ekirdeklerde ve ikincil
saatlerin bulundugu beynin diger bolgeleri ve periferik
organlarda mevcuttur (155).

Bir meyve sinegi olan drosophila'da bulunan ‘period’
(PER) geni, sirkadyen ritimden sorumlu oldugu kesfedilen ilk
gendir. Daha sonraki arastirmalar sirkadyen ritimle ilgili bagka
bir gen olan timeless (TIM) genini kesfetmislerdir (133,156).

Circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) geni
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memelilerdeki ilk saat genlerinden biri olarak tanimlandi ve bu
genin mutasyonlar1 uzamis dinlenme-aktivite doéngulsinden
sorumlu oldugu bulundu (157). Farelerde bulunan ve CLOCK
geninin ortagi olan ‘brain and muscle ARNT-like protein-1’
(BMAL1), PER1 ve PER2, cryptochrome-1 (CRY1) ve CRY2
genlerinin de sirkadyen ritmi dizenlemede 6nemli rolere sahip
olduklart anlasilmistir (158).

Bu genlerin homologlar1 insanlarda da tanimlanmustir.
Sirkadyen ritmin dizenlenmesinde rol oynayan diger genler
arasinda: retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR)-
A ve ROR-B, reverse erythroblastosis virus (REV-ERB) ve
kazein kinaz-1 (Ckl)e ve Ckl1d gibi BMALL geninin
transkripsiyonunu kontrol eden genler bulunmaktadir. Bazi
calismalar, Ornegin vardiya calisanlarinda PER1 ve PER2
genlerinin ifadesinde degisiklikler oldugunu bildirmistir
(159,160).

Farkli saat genlerinin kesfi, 24 saatlik bir geri besleme
dongusune dayanan  bir  molekller saat  modelinin
gelistirilmesine yol agti. Sirkadyen ritimleri dlzenleyen
molekiiler mekanizmalar tirler arasinda benzerdir. Bu
diizenleyici mekanizmalar arasinda; giliclendirici etkenler,
baskilayici  etkenler ve  fosforilasyon-defosforilasyon,
metilasyon, asetilasyon reaksiyonlari,  belirli ~ protein
dimerizasyonunu iceren  kontrol  donguleri  mevcuttur
(161,162).

Sirkadyen saat molekdler dongusu, temel olarak iki tip
mekanizma  icermektedir:  transkripsiyonel ve  post-
transkripsiyonel (163).

Transkripsiyonel mekanizmalar, iki c¢ift pozitif ve
negatif etkenden olusan bir oto-regulatif geri bildirim
dongustnu icerir. Memelilerde pozitif etkenler, birbirleriyle

heterodimerize olan CLOCK ve BMAL1 transkripsiyon
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faktorleridir, negatif etkenler ise PER ve CRY proteinleridir.
Suprakiazmatik ¢ekirdekte sabahlar1 az miktarda PER ve CRY
bulunur, buna tepki olarak CLOCK-BMAL1 kompleksi, PER
ve CRY genlerinin transkripsiyonunu artirmaya baslar. PER ve
CRY proteinleri giin boyunca yavas yavas kararli hale gelir,
sonra heterodimerize olur ve nikleusa go¢ ederler, burada
CLOCK-BMALL1 heterodimerinin transkripsiyonel aktivitesini
ve haliyle kendi transkripsiyonlarini inhibe ederler. Sonug
olarak, molekiiler saat mekanizmasi, pozitif (CLOCK-BMALL1
heterodimeri) ve  negatif (PER-CRY  heterodimeri)
bilesenlerinin geri bildirim dongiisiinden olusur. Bu dongi
yaklasik 24 saat siirer, CLOCK-BMALL1 heterodimerleri ayrica
farkli dokularda da birgok saat kontrolli genin glnlik
transkripsiyonunda da yer alir. Bagka bir diizenleyici geri
bildirim dongust, REV-ERBa ve RORa nukleer reseptorleri
tarafindan olusturulur. RORa, BMALL'in transkripsiyonunu
aktive ederken, REV-ERBua baskilar. Sonug¢ olarak, BMALL1'in
dongiisel ifadesi, ROR'larin pozitif ve REV-ERB'lerin negatif
duzenlemesiyle elde edilir. Bu ikincil geri bildirim doéngusu
"stabilizasyon dongiisii" olarak adlandirilir (163-165).
Post-transkripsiyonel mekanizmalar, sirkadyen
dongiiniin uygun sekilde ¢alismasinda kritik rol oynar. Yeni bir
dongiinlin baglamasi i¢in, PER ve CRY proteinlerinin, pozitif
elemanlarin (CLOCK ve BMALI) aktivitesini inhibe ettikten
sonra aktivitelerinin sonlanmas1 gerekmektedir. PER ve
CRY'nin, CLOCK ve BMALL1 uzerindeki etkisini modifiye
eden ¢esitli post-transkripsiyonel siiregler bulunmaktadir ve
bunlardan en iyi bilinenleri fosforilasyon ve
defosforilasyondur. Birden ¢ok farkli bolgede fosforile
edilebilen PER vel/veya CRY'yi hedef alan, c¢esitli kinaz
proteinleri bulunmaktadir. Yikilmas1 gereken proteinler

ubikuitin tarafindan isaretlenir ve proteazoma transferi
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gerceklesir. Ana molekuler dongudeki saat proteinlerinin post-
transkripsiyonel diizenlemeleri, saat proteinlerinin islevselligi

icin 6nemlidir ve molekiiler dongiiniin 24 saat boyunca isleyisi

icin Kkritiktir (163,165,166).

2.2.3. Sirkadyen sistemin psikiyatrik hastahklarla

olan iliskisi

Hemen hemen tiim psikiyatrik bozukluklarda, uyku-
uyaniklik  dongisii, melatonin  ve kortizol  salgismin
zamanlamasi, viicut sicakligi degisiklikleri gibi sirkadyen
ritimle iliskili olaylarda bozulmalar gorilir. Sirkadyen
sistemdeki bozukluklarin psikiyatrik hastaliklarin gelisiminde
ve ilerlemesindeki Onemi tartisilmaktadir, bu bozukluklarin
farkli yollarla hastalik baslangicina ve ilerlemesine katkida
bulunabilecegi diisiiniiliiyor: 1) dogrudan, sirkadyen sistemin
genetik olarak hassasiyeti nedeniyle bireyleri psikiyatrik
hastaliga yatkin hale getiren nedenler olarak; 2) dolayl olarak,
hastalikla ilgili davraniglarin zamanlamasindaki degisikliklerin
ritim bozukluguna yol agmasi nedeniyle; veya 3) es zamanli
olarak, psikiyatrik hastalik ve sirkadyen sistemdeki molekdler
ve ndrobiyolojik dongtlerdeki ortiismeler nedeniyle (167-171).

Psikiyatrik  bozukluklarin  hayvan  modellerinde,
sirkadyen genler ile davranis bozukluklari arasinda nedensel
bir iliski olduguna dair kanitlar bulunmaktadir, ancak
insanlarda bu iliski henliz net olarak gosterilememistir.
Bununla birlikte, sirkadyen bozuklugun ¢ogu psikiyatrik
hastalikta var olmasi ve kronobiyolojik miidahalelerin etkinligi,
sirkadyen ritim bozukluklarinin psikiyatrik bozukluklarin
baslangicina, ilerlemesine, siirdiiriilmesine ve tedaviye yanit
vermesine nasil etki ettigiyle alakali degisik varsayimlarin

ortaya atilmasina neden olmustur (172,173).
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Antidepresan, antipsikotik ve duygudurum dengeleyici
ilaclar serotonin, dopamin ve norepinefrin gibi monoamin
fonksiyonlarin1 etkiler. Ornegin, SSRI'lar antidepresan ve
anksiyolitik olarak yaygm bir sekilde kullanilir. Insanlarda
goriintiileme caligmalari, ruh hali bozuklugu olan kisilerde bu
sistemlerde degisiklikler oldugunu ortaya koymustur. Hayvan
caligmalari, monoaminerjik devrelerin ruh hali, 6dul ve
anksiyete ile iligkili davraniglardaki roliinii dogrulamistir (174).

Melatonin reseptdr agonisti ve zayif 5-HT2C reseptor
antagonisti olan agomelatin, hem dogrudan hem de dolayh
olarak monoaminerjik noron aktivitesinde artisa neden olur. Bu
etkilesim, melatonin'in  monoaminerjik  aktivitesindeki
duzenleyici rolunu destekliyor olup, sirkadyen sistem ile
monoamin sistemlerinin nasil birbirleriyle iliskili olabilecegi
ile alakal ipuglar saglamaktadir (175).

Calismalar serotonin, norepinefrin ve dopamin'in
seviyelerinde, salimiminda, sentezle iliskili enzimlerinde ve
reseptorlerinde sirkadyen ritmin oldugunu gostermistir (176).
Bu sistemler uyaniklik, motivasyon ve odil ile ilgili
oldugundan, yiyecek veya es bulma motivasyonunun, uyku
dirtiisii ile ¢elismez sekilde diurnal ritme sahip olmasi
onemlidir. Sirkadyen sistemle iligkili ndronlar, monoamin
sentezi ve salmmm ile ilgili  genlerin  dogrudan
diizenlenmesinde rol oynayan genetik ifadeden sorumludur. Bu
genlerden  biri, MAO-A  genidir ve  monoamin
metabolizmasinda Onemli bir role sahiptir. Bu gen,
striatumdaki BMAL1 ve PER2 transkripsiyon faktorlerinin
dogrudan hedefidir (177).

Kronik stres yanitinda, niikleus akkumbens (NAc)
bolgesinde mPerl ve mPer2 mRNA duzeyleri degisir. mPerl
ve mPer2’nin NAc'da baskilanmasi sonucu anksiyete benzeri

davranislarda artig goriilir (178). ClockA19 gen mutasyonlu
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farelerde, dopamin sentezi ve dopaminerjik aktivite artmistir,
ayrica ventral tegmental alanda (VTA) tirozin hidroksilazin
(TH) artmis ekspresyonu goézlenir (179). Sirkadyen genler,
anksiyete ve duygudurumla ilgili davraniglarin
diizenlenmesinde VTA ve diger monoaminerjik bdlgelerde
o6nemli rol oynar. VTA'da sadece CLOCK geninin ifadesinin
baskilanmasi, fareleri daha az anksiydz yaparken, ayni
zamanda depresif bulgularmi artirir. Ek olarak bu baskilanma
sonucu VTA’daki sirkadyen ritimlerin periyot ve amplittidiinde

degisiklikler gézlenmistir (180).

2.3. Epigenetik

Epigenetik, kalitimsal olarak aktarilan gen ifadesinde ve
hiicresel  0Ozelliklerde meydana gelen, DNA dizisinde
degisiklige neden olmayan modifikasyonlar1 tanimlar. Bu
degisiklikler bir hiicre neslinden digerine aktarilabilir ve bazen
bir sonraki nesle miras kalabilir. Epigenetik modifikasyonlar,
embriyonik gelisim siirecinde, gevresel faktorlere yanit olarak
ya da hastalik ve yaslanmanin bir sonucu olarak ortaya
cikabilir.

Epigenetigin  adi, genler ve c¢evre arasindaki
etkilesimleri tanimlayan Conrad Waddington tarafindan
1942'de ortaya atildi. Geligim siirecinde, genetik faktorler ve
cevresel etkilerin karmagik bir etkilesim i¢inde oldugunu ve bu
etkilesimin  kalict gen ifadesi degisikliklerine neden
olabilecegini savundu (181).

Epigenetigin tanim1 zaman i¢inde degisti ve DNA dizisi
altinda yatan degisiklikler olmadan, gen ifadesini degistirebilen
bircok farkli molekiiler mekanizmay1 igine aldi. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu, kodlamayan RNA

molekiilleri ve kromatin remodelleme gibi mekanizmalarin her
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biri, DNA'mm transkripsiyon faktorleri ve diger diizenleyici
proteinlere erisimini degistirerek, gen ifadesini etkileyerek

epigenetik tiirde degisikliklere yol agabilir (182).

2.3.1. Epigenetik modifikasyonlar

Epigenetik modifikasyonlarin en 6nemli 6zelliklerinden
biri, geri dondurulebilir olmalaridir. Genetik mutasyonlar tipik
olarak kalict ve geri dondiiriilemezken, epigenetik
modifikasyonlar ¢evresel degisikliklere veya diger faktorlere
yanit olarak dinamik olarak degistirilebilir. Kimyasal
maddelere veya ilaglara maruz kalmak, diyet veya yasam tarzi
degisiklikleri gibi faktorler, DNA metilasyonu veya histon
modifikasyonunda degisikliklere neden olabilir ve gen ifadesini
etkileyebilir (183,184).

Farkli mekanizmalar1 da kullansalar epigenetik ve
genetik degisiklikler birbirine bagimhdir; yani epigenetik
modifikasyonlar belirli bolgelerde genetik mutasyonlarin
olasihginm etkileyebilirken, genetik mutasyonlar da hiicrelerin

epigenetik degisimlere olan yatkinliklarini degistirebilir (185) .

2.3.1.1. DNA’nin epigenetik modifikasyonlari

Epigenetik DNA modifikasyonlari, metilasyon ve
hidroksimetilasyon gibi érnekleriyle gen ifadesini diizenlemede
kritik rol oynarlar. Metilasyon, bir sitozin bazmin karbon
atomuna bir metil (CH3) grubunun eklenmesini icerirken,
hidroksimetilasyon bir hidroksimetil (CH20H) grubunun
eklenmesiyle gerceklesir. Bu modifikasyonlar genellikle CpG
adacig1 olarak adlandirilan, sitozin-guanin ¢iftleri agisindan
zengin kromozomal konumlarda sikca goriiliirler.

En yaygin olarak arastirilan epigenetik modifikasyon
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olan CpG metilasyonu, DNA-metiltransferazlar (DNMT ler)
tarafindan gergeklestirilirken, metil grubunun kaldirilmasi
demetilasyon adi verilen bir islemle, biyumeyi durdurucu ve
DNA hasar-artirict protein 45 (Gadd45) ailesi enzimleri veya
on onbir-translokasyon (TET) proteinleri tarafindan indiiklenir.
Bu modifikasyonlarin gen yapilar1 i¢indeki konumlari,
gen ifadesi tzerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir. Genlerin
diizenleyici unsurlar1 olan promotdr ve enhancer bolgelerindeki
metilasyon geni susturarak, transkripsiyon faktérlerinin ve
diger diizenleyici proteinlerin baglanmasini engeller. Ancak,
ekzonik ve intronik bolgelerdeki metilasyon, genin ifadesinde
artisa neden olur. Ciinkii bu bolgelerdeki metilasyon,
transkripsiyon faktorlerinin daha iyi baglanmasint ve DNA'nin
transkripsiyon mekanizmasina daha kolay erisilebilmesini
saglayarak genin ifadesinde artisa yol agar. CpG
hidroksimetilasyon gibi diger epigenetik DNA
modifikasyonlarinin islevsel sonuclar1 heniiz tam olarak
anlagilmamis olsa da, bazi arastirmalar CpG metilasyonunun
etkilerini tersine gevirebilecegini 6ne siirmektedir (186).
Memelilerde, DNA metilasyonu o6ncelikle fosfat
grubuyla ayrilmis sitozin ve guanin bazlarmi iceren CpG
dinukleotitlerinde meydana gelir. Ancak, metilasyon ayni
zamanda; sitozin-adenin, sitozin-timin ve sitozin-sitozin (CpA,
CpT ve CpC) gibi non-CpG denilen bolgelerde de
gergeklesebilir.  Non-CpG  metilasyonun  islevi  ve
mekanizmalar1  heniiz tam olarak anlagilmamistir ve
arastirmacilar  arasinda bu  konuda  farkli  goriisler
bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar, non-CpG metilasyonun
sadece CpG bdlgelerinin de novo metilasyonunun bir yan
iriinii oldugunu one siirerken, digerleri ise bunun gen ifadesi
ve doku oOzgiinligi ile iligkili oldugunu savunmaktadir. Son

caligmalar, non-CpG metilasyonun embriyonik kok hicreleri,
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indiiklenmis pluripotent kok hdcreleri, oositler, ndronlar ve
glial htcreler gibi belirli hicre tiplerinde yogun sekilde
bulundugunu goéstermistir (187—190).

Ilgingtir ki, hem farelerde hem de insanlarda eriskin
beyin dokusu genom genelinde non-CpG tirli metilasyon
sergiler. Beyin hicrelerinin farkli tipleri degisen non-CpG
metilasyon dizeylerine sahiptir. Noronlarin genel olarak glial
hiicrelerden daha yilksek miktarda non-CpG metilasyonuna
sahip olmasi buna bir 6rnektir. Non-CpG metilasyon, postnatal
hipokampus gelisimi sirasinda artmaya baslar. Benzer sekilde,
insan fetal on kortekste non-CpG metilasyonu yaygin olarak
bulunmamakla birlikte, yasamin ilerleyen déonemlerinde 6nemli
Olclide artar. Non-CpG metilasyonundaki bu artis, sinapslarin
gelisimi ve sinaptik yogunlugun artmasiyla ayni zamanda
gerceklesir. Bu durum, non-CpG metilasyonunun, sinaptik
gelisim ve baglanti gibi 6nemli siiregler dahil, beynin
olgunlasmas1 ve isleyisinde bir rolii  olabilecegini

diistindiirmektedir (191,192).

2.3.1.2. Histon’un epigenetik modifikasyonlari

DNA'nin histon proteinleri (H2A, H2B, H3, H4) ile
paketlenme yogunlugu degisebilir. Aktif olarak transkribe
edilen genler, "agik kromatin" olarak adlandirilan Skromatin
durumunda daha sik bulunurlar. Okromatinde genler,
boncuklar gibi bir dizi halinde siralanir ve transkripsiyon
mekanizmasina erigilebilir hale gelirler. Daha yogun bir
nikkleozom durumu olan "kapali" veya "heterokromatin"
durumu ise transkripsiyonu engeller ve ilgili genlerin
susturulmasina neden olur. Paketleme yogunlugu, histon kodu
olarak adlandirilan ve histonun kuyruk bélgesindeki amino asit

kalintilarmin metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon,
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ubiquitilasyon ve ADP-ribozilasyonu dahil olmak (zere tim
kovalent histon modifikasyonlarinin toplamiyla belirlenir.

Bu histon modifikasyonlari, histonlarin  kuyruk
bolgelerindeki amino asit kalintilarmin elektronik yiikiini
etkileyerek, histon-DNA baglanma affinitesini ve histonlarin
genlerin susturulmasi ve aktivasyonunda rol alan diger
proteinlerle etkilesimini degistirir (193).

Santral sinir sisteminde, histon asetilasyonu yaygin bir
sekilde gOzlenen post-translasyonel modifikasyondur. Bu
islem, hedef proteinlerdeki lizin kalintilarina asetil grup aktaran
lizin  asetiltransferazlar ~ (HAT'ler/KAT'ler)  tarafindan
gergeklestirilir. Ote yandan, lizin deasetilazlar
(HDAC'ler/KDAC'ler) ters reaksiyonu katalizler. HAT'ler ve
HDAC!'ler arasindaki etkilesim, noron fonksiyonu icin kritik
olan gen ifadesinin dlzenlenmesine yardimci olur. Histon
asetilasyonu, histonlar ve DNA arasindaki etkilesimleri
zayiflatir ve gevsek bir kromatin yapisi olusturur, bu sayede
transkripsiyon makinesinin DNA'ya erismesi daha kolay hale

gelir (194).

2.3.1.3 Kodlamayan RNA’lar

Non-coding RNA'lar (kodlamayan RNA'lar), DNA'dan
transkribe  edilen ancak protein  kodlamayan RNA
molekdlleridir. Bu RNA’lara 6rnek olarak, uzun kodlamayan
RNA'lar (IncRNA'lar) ve mikro RNA'lar (miRNA'lar)
verilebilir (195).

LncRNA'lar, miRNA'lardan daha biyik molekillerdir
ve c¢esitli islevlere sahiptir. Epigenetik ve diizenleyici
bilesenleri belirli genomik yerlere c¢ekmek, splicing ve
translasyonu diizenlemek gibi islevleri vardir. Cekirdekte

konumlandiginda, IncRNA'lar kromatin yapisii degistirerek
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ve kromatin degistirici enzimlerle etkilesime girerek gen
ifadesini degistirirler. Bir¢ok IncRNA'nin islevi heniiz tam
olarak anlasilmamis olsa da, normal ve anormal hiicrelerdeki
bol miktarda varliklari, bir¢ok biyolojik yolakta énemli rolleri
oldugunu diistindiirmektedir (196,197).

Ote yandan, miRNA'lar, tipik olarak 22 niikleotid
uzunlugunda olan kiiglik, tek sarmalli RNA molekiilleridir.
Cogunlukla sitoplazmada bulunurlar ve gen ifadesini, mRNA
molekiillerine  baglanarak translasyonu bastirarak veya

mRNA'nin par¢alanmasini saglayarak diizenlerler (198).

2.3.2. Psikiyatrik ~ hastaliklarda  epigenetik

modifikasyonlarm roli

Hayvan modelleri, stres tepkisinin molekuler temelini
ve erken yasam zorluklarimin epigenetige etkisini incelemek
icin sik¢a kullanilir. Siganlarda ve insanlarda tutarli bir sekilde
gbzlenen bir bulgu, erken yasam kot muamelesine yanit
olarak, stres yanitin1 diizenleyen HPA eksenine bagli genlerin
epigenetik olarak modifikasyonudur (199).

Hayvanlar tizerinde yapilan bir ¢alismada, sigan
yavrularina verilen ebeveyn bakim kalitesinin, hipokampusteki
glukokortikoid reseptérii (GR) geni olan NR3CLl'in epigenetik
degisikleriyle ile iliskili oldugunu ve bu degisikligin Stres
duyarliligina neden oldugunu ortaya koymustur (200). Bu
gbzlem, cocukluk c¢ag1 istismari Oykiisii olan intihar
kurbanlarinin hipokampiislerinde NR3C1 genindeki DNA
metilasyon degisikliklerinin, ¢ocukluk c¢agi istismart Oykiisii
olmayan intihar kurbanlar1 ve kontrol grubuna kiyasla farkli
oldugunun tespit edilmesiyle insanlarda da dogrulanmistir
(201). Ek olarak, psikiyatrik hastaligi olan yetiskinlerdeki

DNA metilasyonunun siddeti ile ¢ocuklukta maruz kalinan
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kot muamelenin siddet ve sikligi arasinda dogrusal bir iligki
saptanmustir (202).

Cocukluk donemlerinde diisiik diizeyde annelik bakimi
alan yetigskinlerin kan hiicreleri incelendiginde, beyindeki
birgok néron tiirliniin gelisimi, plastisitesi ve hayatta kalmasi
icin 6nemli olan bir blylime faktorini kodlayan, beyin
kaynakl1 norotrofik faktor (BDNF) genindeki DNA metilasyon
dizeyleri ylksek olarak bulunmustur (203). Ayrica,
depresyonlu hastalarin kaninda, kontrol grubuna kiyasla BDNF
geninin ifadesini bastiran metilasyon artis1 saptanmis olup, bu
degisiklik, intihar girisimi, diisiincesi ve antidepresan
tedavisine kotii yanitla iliskilendirilmistir (204).

SLC6A4 olarak adlandirilan serotonin tasiyici geninde,
cesitli gevresel stres faktorleriyle iliskili olarak epigenetik
degisiklikler  gosterilmistir. Bu durum, SLC6A4
promotoriindeki polimorfizm ile cesitli psikiyatrik durumlar
arasinda bir genetik iliski oldugu i¢in 6nemlidir (205).

Epigenomun genis analizi, tek tek genler vyerine
noroepigenomun daha kapsamli bir sekilde haritalanmasina
imkan verdi. Cocukluk istismari, depresif bozukluk, bipolar
bozukluk, sizofreni, otizm spektrum bozuklugu, yeme
bozukluklar1 ve intihar egilimi veya psikoz gibi ortak
ozelliklerin de dahil oldugu ¢esitli psikiyatrik bozukluklarda,
6zgul turde epigenom bulunmustur (206-211). Bu ¢alismalar
ayrica Onceden tanimlanmis HPA, monoaminerjik ve
norotrofik sistemlerin yani sira, etkilenen kisilerin beyinlerinde
glutamaterjik, GABAerjik ve poliamin sistemlerine ait

epigenetik degisikliklerin oldugunu ortaya koymustur.

2.4. Sirkadyen Genlerin Anksiyete ile Tliskisi

Sirkadyen genler ile spesifik olarak anksiyete arasindaki
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iliskiyi arastiran ¢aligma sayisi az olsa da, diger psikiyatrik
bozukluklar arastirildigi zaman anksiyetenin de
degerlendirildigi bir c¢alismada, CLOCK mutant (ClkA19)
farelerin kontrol grubuna gore, hayvanlarda anksiyete diizeyini
Olemek i¢in kullanilan agik alan ve yiikseltilmis art1 labirent
testlerinde, daha diisiik diizeyde anksiyete benzeri davraniglar
sergiledigi gosterilmistir (212).

Merkezi sirkadyen dizenleyicinin bulundugu SCN’nin
sirkadyen ritmini bozmak, 6nemli davranig degisikliklerine yol
acar. Sirkadyen ritimleri bozulmus, SCN’si BMALI’den
yoksun fareler, kontrol farelerine gére daha fazla davranigsal
umutsuzluk, anksiyete benzeri davranis ve ¢aresizlik
gosterirler. BMAL1’in  devredis1  birakilarak  sirkadyen
ritimlerin bozulmasi, farelerin potansiyel olarak tehlikeli
ortamlardan kagindig1 aydmlik/karanlik kutu testinde anksiyete
artigt lehine sonug vermistir (213).

Bagka bir ¢alismada, sirkadyen geni olan RORf
delesyonuna ugramig farelerle normal fareler kiyaslanmis,
delesyonlu farelerin uygulanan testlerde daha az anksiy6z
davranislar sergiledikleri tespit edilmistir. Arastirmacilar bu
calismada iki test kullanmis: agik alan testi ve yiikseltilmis arti
labirent. Her iki test de fareleri yeni ve tanidik olmayan
ortamlara yerlestirerek, onlarda bir miktar kaygi hissi
yaratmayr amaglar. Agik alan testinde, genetik olarak
degistirilmis fareler, normal farelerden daha korkusuz, daha
merakli ve yeni ortami kesfetmeye daha istekli olarak
gozlemlenmisler. Benzer sekilde, yiikseltilmis art1 labirentte de
bu fareler, daha az kaygi ile ilgili davranislar sergileyerek, yeni
durumlar ve ortamlara daha agik olarak degerlendirilmisler. Bu
farelerin gérme sorunlart oldugu halde, genetik mutasyona
ikincil yeni ortamlara kars1 daha az kaygili hale gelmeleri,

sirkadyen gen ve anksiyete iligskisi acisindan Onemli bir
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bulgudur (214).

Sirkadyen ritim ve kaygi arasindaki olasi baglantinin
mekanizmasini anlayabilmek i¢in, REV-ERB agonisti olan
SR9011 deneysel ilac1 fareler Gzerinde denendi (215). Fareler,
3 ila 10 giin boyunca SR9011 ile tedavi edildi ve ardindan
kaygiya benzer davramislart ¢esitli testler kullanarak
degerlendirildi. Agik alan testinde, SR9011 ile tedavi edilen
fareler, kaygilarmin disiikligi ile uyumlu davranislar
sergileyerek, alanin merkezinde daha fazla zaman gecirdiler.
[lacin kaygiyr azaltma etkisi, yiikseltilmis art1 labirent,
aydinlik/karanlik kutu testi gibi diger testlerde de dogrulandi.
Ayrica, sosyal kaygiy1 6lcen etkilesim testinde, tedavi edilmis
fareler ortama birakilmig yeni fareyle daha fazla etkilesim
gosterdiler. Ilacin kaygiyr azaltma etkisi, yaygin olarak
kullanilan bir kaygi ilact olan klordiazepoksid ile gozlenen
etkiye benzer buyuklikteydi. Cogu anksiyolitik ajanin aksine,
bu molekdliin kaygiya benzer davranislari azaltirken, sirkadyen
sistemide etkiledigini i¢in uyaniklig1 artirdig1 da gézlemlendi.
Sonu¢ olarak bu c¢alisma, REV-ERB agonisti olan SR9011
deneysel molekdllndn, farelerde anksiyete benzeri davraniglari
azalttigi ve potansiyel olarak anksiyete tedavisine yeni bir
yaklagim sunabilecegini dne siirmektedir (216).

Arastirmacilar, siganlarda sirkadyen saat genlerinden
olan CRY1 ve CRY2 ile psikiyatrik hastaliklarla ilgili
davraniglar arasindaki baglantiy1 incelediklerinde, CRY 1 ve 2
proteinlerini Ureten genlerdeki bozulmalarla, anksiyete ile ilgili
davraniglar arasinda dogrudan bir baglanti oldugunu fark
ettiler. CRY 1 ve 2 proteinlerinde eksikligi olan siganlar,
anormal derecede yiksek anksiyete dizeyleri iceren
davranigsal degisiklikler gosterdi. Bu, CRY 1 ve 2
proteinlerinin sadece sirkadyen ritimleri yoneten molekdler

saati diizenlemede kritik bir rol oynamakla kalmayip, ayni
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zamanda anksiyete gibi duygusal durumlari1 kontrol etmede de
dogrudan etkisi oldugunu gostermistir (207). Bir bagka
caligmada, yliksek anksiyete diizeyine sahip (HAB) farelerdeki
sirkadyen fenotipte gozlemlenen degisikliklerin molekiiler
mekanizmalarini anlamak i¢in, duygudurum ve anksiyete
bozukluklarinda da 6nemli olan, hipokampus bdlgesindeki
sirkadyen duzeneklerin ifadesini incelediler. HAB farelerin
hipokampal dokusunda hem mRNA hem de protein
seviyelerinde CRY?2 ifadesinde segici bir azalma buldular.
Ilging bir sekilde, HAB ve kontrol fareleri arasinda anksiyete
bozukluklariyla ilgili bir bagka beyin bdlgesi olan frontal
kortekste CRY?2 ifadesinde herhangi bir fark bulunmadi. Bu
farklilik, hipokampustan elde edilen sonug¢larin bolgeye 6zgii
bir bulgu oldugunu ve anksiyete bozukluklarinda degismis
olabilecek hipokampusun segici iglevlerinin diizenlenmesinde
CRY2'nin bir rolii olabilecegine isaret etmektedir (2).

Hipokampus, stres yanitinin diizenlenmesinde kilit bir
bolge olarak islev goriir ve kronik stres, noronal aktivitede ve
noronal morfolojide degisikliklere yol acar. Hem insan hem de
kemirgen caligsmalari, uzun siireli stres ve alkol maruziyetinin
hipokampal atrofiye yol agtigin1 gostermistir. Hayvan
kullanilarak yapilan bir c¢alismada, etanol ve stresin,
hipokampal bdlgedeki PER3 gen ifadesi (zerinde 6nemli
etkileri oldugu goriilmiistiir. Etanol ve stresin PER3 ifadesini
z1it yonde etkiledigi, etanoliin PER3’{in ifadesini artirdig1 halde,
kronik stres maruziyetinin tam tersi olarak azalttig
belirtilmektedir (217).

Insanlar iizerinde yapilan bir calismada, PER3
genindeki tek nikleotid polimorfizminin (SNP) (rs228697)
diurnal tercih ve artmis anksiyete ile onemli Ol¢iide iliskili
oldugu tespit edilmistir. PER3 geni, sirkadyen donemlerin

uzunlugunun diizenlenmesinde rol oynar ve daha 6nce de insan
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ruh hali Uzerinde diizenleyici bir etkisi oldugu one siiriilmiistii
(218).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, iyi tanimlanmig bir
niifus Orneginde, makine 6grenimini Kkullanarak, sirkadyen
genlerle anksiyete belirtileri arasindaki iliskiyi inceledi.
Arastirma sonucuna gore: 1) PER3B, CLOCK3111, CRY1 ve
CRY?2 sirkadyen gen varyantlarinin etkilesimi ile anksiyete
belirtileri arasinda giiglii bir iliski mevcuttur; 2) Bu saat gen
varyantlarmin anksiyete belirtileri iizerinde cinsiyete Ozgii
etkileri vardir, yani erkekler ve kadinlar {izerinde farkli etkileri
bulunmaktadir. Kadinlarda, anksiyete ile iligkisi en kuvvetli
olan genler CLOCK3111 ve PER3B iken, erkeklerde ise PER2,
PER3B, CRY2 ve CLOCK3111 ile kombinasyonlardir; 3) Ic
beden saati ve onun gevreyle uyumsuzlugu, 6zellikle aksamcil
kronotipine sahip bireylerde, anksiyete belirtileri ile
baglantihidir. Bu galisma, sirkadyen saat genlerindeki
degisikliklerin, hem dogrudan, hem de dolayli (i¢ saat
aracihigiyla) sekilde anksiyete belirtileri Uzerinde etkileri

oldugunu 6ne siirmektedir (219).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 17.11.2021 tarihli ve 2021-11-05 karar
nolu onay1 ile baslatilmistir. Calismamiz ayrica, Dlzce
Universitesi  Bilimsel ~Arastirma Projeleri  Komisyonu
tarafindan 2022.04.03.1306 proje numarasi ile desteklenmistir.
Deneyde kullanilan hayvanlarin temini ve deneyin kendisi
Bezmialem Vakif  Universitesi Deney  Hayvanlar
Laboratuvarinda, metilasyon analizi ise Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Molekiiler Hiicre Arastirmalari Laboratuvarinda

gergeklestirildi.

3.1. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi ve Deney

Hayvanlarimin Bakimi

Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan temin edilen 4 aylik, 21 adet eriskin erkek
Wistar Albino tirl siganlar (250-300 gram) her bir grupta 7
adet olacak sekilde U¢ esit gruba ayrildi:

1. Kontrol grubu (Kontrol): 12/12  saat
aydinlik/karanlik dongiisii uygulamasi gergeklestirildi.

2. Deney grubu (6A/18K): 12/12  saatlik
aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek, anksiyete olusumunu
tetiklemesi muhtemel olan aydinhikta gegirilen sirenin
kisaltilmas1 hedeflendi. Bu amagla, 6 saat aydinlik ve 18 saat
karanlik olacak sekilde bu gruba yeni bir aydinlik/karanlik
dongiisii uygulandi. (220,221).

3. Deney grubu (6A/18K + restrainer): 6/18 saatlik
aydinlik/karanlik ~ dongisine ek olarak, stres modeli

olusturulmas1 amaciyla kullanilan ve hayvanin hareketsiz
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kalmaya zorlandig1 "rodent restrainer" kutusuna, giin igerisinde
4 saat siireyle hareketsiz kalacak sekilde yerlestirildi (222,223).

Calismada yer alan biitiin siganlar 21 glin boyunca, 21-
24°C'de, polikarbon kafeslerde, %18-20 protein igeren si¢an
yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi.

3.2. Kullamilan Davranis Testleri
Anksiyete ve depresyon Olciimii amaciyla, deneyde
kullanilan siganlarin hepsine asagidaki tabloda yer alan ii¢

farkli test uygulandi (Tablo 1).

Tablo 1. Kullanilan Davranis Testleri ve iliskilendirildikleri

Durumlar.
Anksiyete Depresyon Testi
testleri
YUkseltilmis art1 Zorunlu  ylzme
labirent testi testi

Aydmlik-karanlk
Kutusu testi

Yiikseltilmis arti labirent (YAL) testi: YAL art1 (+)
seklinde karsilikli iki agik ve iki kapali koldan olusur. Labirent
yiikksek bir konumda yer alir, bu da hayvanlarin korku ve
anksiyete hislerini tetikler. (Sekil 1).

YAL testinde anksiyeteye isaret eden davranislar
degerlendirildi; kapali ve agik kolda gegirilen sire, acik ve
kapali kollarda donakalma siiresi ve sahlanma sayis1
hesaplandi. Ek olarak siganlarda lokomotor aktiviteyle iligkili

oldugu varsayilan, ac¢ik ve kapali kollara girig sayist da
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hesaplandi.

Her bir hayvan merkezi alana, yiizleri agik kola bakacak
sekilde yerlestirildi. Bes dakika boyunca, Ethovision kamera
sistemi deney sirasinda hayvanlarin davranislarinin takip
edilmesi i¢in kullanildi. Her denek sonrasi, zemin %10'luk

etanolle temizlendi, ardindan temiz bezle kurulandi (224).

Sekil 1. YAL testi diizenegi
(https://en.wikipedia.org/wiki/Elevated plus maze, Nisan
2023)

Aydinlik-karanhk kutusu (AKK) testi: Crawley ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen test, anksiyete
degerlendirmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu test,
aydinlik (20x30x26 cm) ve karanlik (20x30x26 cm) odalar
seklinde iki bolime sahip olan, hayvanlarin bolumler arasi
gecisine olanak saglayan agikliga (8x4,5 cm) sahip duzenek ile

yapilmaktadir. Deney boyunca boliimler arasindaki gegis acik
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tutuldu (Sekil 2). Aydinlik odada baslanan testte, siganlarin
davraniglar1 beser dakikalik siirelerle goriintiilii olarak kayit
altina alind1i. Aydinlik odada gegen siire, karanlik odada gecen
stire ve bolmeler aras1 gegis sayis1 hesaplandi (225). Her denek
sonrast AKK, hayvan feromonlarinin test sonuglari

etkilememesi i¢in digki ve idrar kalintilar1 agisindan temizlendi,

ardindan zemin alkol bazli dezenfektanla silindi ve kurulandi.

Sekil 2. Calismada kullanilan AKK testi (Aydinlik oda)

uygulamasini gosteren temsili resim.

Zorunlu yuzme (ZY) testi: Hayvanin kacamayacagi ve
sabit tutunamayacagi genislikte (60 cm yiiksekliginde ve 27 cm
capinda), igindeki su sicakligir 20-25 °C aras1 olan bir silindir
cam sisede zorunlu yiizme testi uygulandi (Sekil 3). Ilk giin
tim si¢anlar, deney ortamina alismalar1 amaglanarak, ilgili
yapida 15 dakika boyunca yizdarilda. Yirmi dort saat sonra
tekrar uygulanan bu testte, her bir siganin davranislari beser

dakikalik periyotlarla, gorintili bir sekilde kayit altina alindu.
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Yiizme, tirmanma, sadece bas kisminin su iistiinde oldugu ve

hareketsiz kaldigi donemler seklinde davranislari skorlandi

(226).

Sekil 3. Calismada kullanilan siganlar igin ZY testi

uygulamasini gosteren temsili resim.

3.3. Orneklerin Ahmmasi ve DNA izolasyonu

Deney bitiminde, her bir kafesteki hayvan, otanazi
uygulamasindan 12 saat &nce a¢ birakildi.  Otanazi,
intraperitoneal yolla 100-150 mg/kg pentobarbital uygulanarak
ve sonrasinda hayvanlara servikal dislokasyon yapilarak
gerceklestirildi. Siganlar dekapite edildikten sonra, kafa derileri
yliziildii ve medulla spinalis tarafindan yaklasilarak ince uglu
bir pensle kafatasi uzaklastirildi. Beyinler, +4 °C HBSS
(Hank’s Balanced ~ Salt  Solution) icerisinde,  final

konsantrasyonu 5 mg/ml olacak sekilde, glikoz solusyonuna
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alind1 ve sonrasinda mikroskop altinda, beyin atlas1 (Waxholm
Space Sprague Dawley rat atlas) kullanarak Dumont No.5
forseps yardimiyla, amigdala, prefrontal korteks, hipokampus,
dorsal raphe ve hipotalamusun bulundugu bdlgeler -80
derecede saklanmak iizere izole edildi. Metilasyon c¢aligmalari
icin geriye kalan beyin dokusu, buz Uzerinde homojenizat6r
(Potter-Elvehjem  Doku  Homojenizatorl)  kullanilarak
homojenize edilmistir.

Homojenize edilmis beyin dokusundan, ticari bir Kit
(ZymoResearch Quick-DNA Miniprep Plus Kit) kullanilarak
DNA izolasyonu yapildi. DNA konsantrasyonlarinin saflik
Ol¢iimleri, Thermo Fisher (Delaware, ABD) cihazinda
gerceklestirildi. DNA Ornekleri, NanoDrop aletine (Scientific
TM 1000) 1'er pl yiiklenerek konsantrasyonlar: belirlendi ve
ardindan 6rnekler -80 °C'de muhafaza edildi.

Metilasyon 6lciimu icin bisulfit modifikasyonu yontemi
altin standart olarak kabul edilmektedir (227). Bu ydntemde,
DNA baz diziliminde metillenmemis olan tiim sitozin bazlari,
kimyasal bir reaksiyonla urasile doniistiiriiliir. Metillenmig
sitozinler etkilenmez ve sitozin olarak kalir. Bu dogrultuda,
DNA ornekleri (Zymo EZ DNA Methylation-Gold™ Kit)
iretici firmanm tavsiye ettigi yOnteme tam uygun olarak
islendi. DNA konsantrasyonu ve saflik Olglimiinden sonra

ornekler -80 °C'de muhafaza edildi.

3.4. Metilasyon Analizi

PZR Standart Degerlerinin Olusturulmasi

Standart  olusturulmasi  i¢cin  CpGenome  Rat

Unmethylated Genomic Standard DNA (Sigma) DNA'si,

metillenmemis referans olarak kullanildi. Metillenmis referans
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icin CpGenome Rat Methylated Genomic Standard DNA
(Sigma) kullamildi. Standart DNA orneklerine  bisulfit
modifikasyon yontemi uygulandi. Calismamizda plazmid
kullanarak iki standart olusturuldu; PER3 ve CRY2 metilasyon
orani tespiti i¢in genin promotor bolgesinden MethPrimer
(https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi)

programui ile primerler tasarlandi (Tablo 2).

Tablo 2. Primer dizisi elde edilecek uriin miktar1 ve

CpG adacik sayist.
Gen Primer dizileri Elde Elde
ad1 edilen edilen
ardn rdnde
miktar1 | CpG
adacik
sayisi

PER3 | 5’-TTTTGAGGTGTTTTTGGATGTT -3° | 182 b¢ | 15 adet

CpG
5- adacigi
AAACACTTTTCTCCTCAACATATCC -
3
CRY2 | 5>-GTGAGGGGATTTTATTTTG-3’ 142bg | 7 adet
CpG
5’-TAACCTCTATTCCCCAAACC-3’ adacig

PZR ve Agaroz Jel Elektroforezi

a. PZR islemi ardindan, agaroz jelden gene 6zgi PZR
iirliniiniin izolasyonu yapildi.

b. PZR sonrasi iirliniimiiziin izolasyonu i¢in “High Pure
PCR Product Purification Kit“ (Roche) kullanildi.

c. PZR Urind agaroz jelden gene 0zgll bant steril bisturi
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ile kesilerek tiipe aktarildi.

d. Her 100 mg agaroz basina 300 ul baglanma tamponu
eklendi.

e. 15-30 sn vortekslendi.

f. 56°C'de 10 dk inkiibasyon yapildi, ardindan
vortekslendi.

g. Her 100 mg icin 150 pl izopropanol eklendi,
vortekslendi.

h. Kit icinde bulunan toplama tlptne filtreli kolon
yerlestirildi ve 6rnek filtre {izerine aktarildi.

i. Bir dakika boyunca santrifj edildi ve alta biriken sivi
alind1.

J. Filtreli tiiplerin tizerine 500 pl “Wash Buffer” eklendi
ve 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi, bu iki kez
tekrarlandi.

K. Filtreli tlipler santrifijden c¢ikartilarak 1,5 ml’lik
ependorf tiiplerine yerlestirildi ve iizerine 200 pl
“Elution Buffer” eklendi. 8000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi.

I.  PZR irint -20°C' de muhafaza edildi.

PER3 ve CRY2 Gen Dizisi Vektor Esleme ve

Transformasyon

a. PZR sonrasi elde ettigimiz 182 bg ve 142 bg’lik triinler
vektore aktarildi.

b. Klonlanma pEGM-T Easy klonlama Kkiti (Promega)
kullanarak yapildi.

c. Secilen gen bolgesi, PZR ve klonlama islemlerine
baslamadan 6nce kontrol amagh klonlandi; plazmid

izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen bdlge,



dizileme yontemi ile dogrulandi ve ardindan ligasyon
islemi gerceklestirildi.

Ligasyonun ardindan kisa santrifiij yapildi, ardindan her
ligasyon reaksiyonundan 2 pl alimip 15 ml’lik steril
polipropilen tiiplere aktarildi.

Kompetan hicreler -70°C’den alinip buz iizerinde
¢cozuldi ve her ligasyon reaksiyonuna 50 pl hicre
eklendi.

Pipetaj yapild1 ve buz iizerine aliarak 20 dk bekletildi.

Is1 soku icin 42 °C’de 45 saniye ardindan tekrar buz
uzerinde 1 dk bekletildi.

950 pl SOS medyumundan tiiplere eklendi ve 37 °C’de
150 rpm’de calkalamali inkiibatérde 1,5 saat
inkiibasyon yapildi.

Kiiltirden SOS medyumu ile 1:1, 1:10, ve 1:50’lik
dilisyonlar yapildi ve ardindan 100 pl olarak
LB/ampisilin/IPTC/X-gal petrilerine yayildi.

STBL3 (Stable) kompetan hicrelerine transforme edildi
ve Tlreyen beyaz renkli koloniler segilerek sivi

besiyerine aktarildi.

Plazmid DNA Elde Etme ve Gercek Zamanl PZR ile

CpG Metilasyon Oraninin Belirlenmesi

a.

5 ml’lik ampisilinli LB igeren petrilerden se¢cmis
oldugumuz bir koloni tiipe alindi ve gece boyu
calkalamali inkiibatérde (220 rpm) bekletildi.

1,5 ml’lik tiipler i¢ine konulan karisim 5 dk 3000
rpm’de santrifiij edildi.

Coken hiicreler 250 ul’lik P1(RNase) tamponu ile
karistirildi.

250 pl P2 (lizis) tamponu eklendi ve iyice karistirildi.
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e. 350 pl N3 (SDS) tamponu eklendi ve iyice karistirildi
(soliisyon beyaz bir renk alir).

f. 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi.

g. Siipernatan spin kolonlarina aktarildi ve 1 dk 13000
rpm’de santrifiij edildi.

h. 0,75 ml PE yikama tamponu eklenerek 1 dk 13000
rpm’de santrifiij edildi.

i. Etanolii uzaklastirmak igin ekstradan 1 dk santrifiij
yapildi.

J- Kolonlar 1,5 ml’lik tiiplere yerlestirilerek tizerine 50 pl
EB (10 mM Tris*Cl, pH 8.5) tamponu eklendi ve 1 dk

bekleme siiresinin ardindan 1 dk santrifiij edildi.

Izolasyonda Qiagen QIAprep Miniprep Kiti kullanilds.
Standart egri’nin hazirlanmas1 i¢cin pGEM  vektoriine
klonlanmis olan, 182 b¢’lik (PER3 temsil eden) ve 142 bg’lik
(CRY2 temsil eden) drin kullanildi. PER3 ve CRY2
metilasyonu, Methylation Sensitive Melt Curve Analysis
(Metilasyona Duyarli Erime Egrisi Analizi, MD-EEA) teknigi
kullanarak degerlendirildi.

DNA erime egrileri dogrusal bir sicaklik gegisi
sirasinda flioresan siddeti olglilerek elde edilir. Metillenmis
DNA, bisilfit modifikasyonundan sonra daha ylksek CpG
icerdigi i¢in erimeye karsi daha dayanikli hale gelir. Sonug
olarak, fluoresan sinyali daha yiiksek erime sicakliklarinda
kaydedilir. Bilinmeyen bir 6rnegin metilasyon durumu daha
sonra erime profili ile karsilastirilarak belirlenir. MD-EEA'da
bisiilfit ile muamele edilmis DNA, metilasyondan bagimsiz
primerler ve EVA GREEN gibi ¢ift sarmalli interkalasyon
boyasi ile PZR ile amplifiye edilir.

Calismamizda MD-EEA yoOnteminde kullanmak (zere

CpG icermeyen fakat elde edilen Uriinde fazla miktarda CpG
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adacig1 bulunan primerler tasarlandi (Tablo 2). Ger¢ek zamanli
PZR teknigi kullanilmak suretiyle bir ornekteki bilinmeyen
PER3, CRY2 metilasyon oraninin bulunmasi i¢in en uygun yol
standart egrileri kullanmaktir. Bu nedenle ¢alismamizda daha
once bahsettiimiz hem metillenmis hem de metillenmemis
plazmidlerden %2100, %75, %50, %25, %10, %0 metil
oraninda standartlar olusturuldu. Elde ettigimiz verilerden
metilasyon yiizdesi belirlemek i¢in olusturdugumuz % standart
kullanmak sureti ile hesaplandi. Bistilfitlenmis DNA ayn1 orana
getirildikten sonra esit sekilde dagitild.

PZR protokolii (igerigi ve uygulanan iglemler) asagida

verilmistir.

PZR Protokolii:

Mix 5ul
H20 2,8ul
Primer (F) 0,6ul

Primer (R) 0,6pl
DNA (10ng) 2ul

Sicaklik  Zaman

On Denatiirasyon +95°C  10dk.
Denattrasyon +95°C  15sn.
Primer Baglanmasi +52°C  30sn. }40 dong
Zincir Uzamasti +60°C  30sn.

Erime Egrisi (Melt curve) analizleri i¢in termal profil 95°C-15
sn, 60°C-1 dk, 0,2 derece artis ile 90°C-15sn olacak sekilde

programlanmustir.

PER3 ve CRY2 Genlerinin Non-CpG Metilasyonu Ag¢isindan
Degerlendirilmesi
Primer Tasarimu:
PER3 ve CRY2 Non-CpG metilasyon durumunu belirlemek
icin kullanilan primer dizileri, ilgili bolgedeki non-CpG
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adalarma 0Ozgiil metile ve unmetile bolgeleri cogaltmaya

yonelik olarak, Methprimer

bin/methprimer/methprimer.cqgi) ile

(https://www.urogene.org/cqgi-

dizayn

edildi. Bu

dogrultuda calismada kullanilan PER3 ve CRY2 non-CpG
metile ve unmetile bélgelere 6zgu primer dizileri, Tablo 3 de

verildi.

Tablo 3: Primer dizisi ve elde edilecek lirtin miktar1

Gen ad1 Primer dizileri Elde edilen
urin miktari

PER3  Non-CpG | 5’- 189 bg
Unmetile TTTTGAGGTGTTTTTGGA -3’

5’-

CTGAGGGGCACTTTTCTCCT

-3
PER3 Non-CpG | 5°- 189b¢
Metile CGCTCTGAGGTGTTTCTGGA

_3’

5’-

CTGAGGGGCACTTTTCTCCT

_3’
CRY2  Non-CpG | 5>- TTGTTGATTAATGGAAT | 173 bg
Unmetile -3’

5- GTTTTGGTTTGTTGTT -

3’
CRY2  Non-CpG | 5’- 173 bg
Metile GCTGCCGACCAATGGAAC -

3’

5’-

GGGTCTTGGTCTGCTGCT -3’
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Gergek zamanh PZR ile CRY2 ve PER3 Non-CpG Metilasyon

Oraninin Belirlenmesi

CRY2 ve PER3 non-CpG metilasyon miktar1 es
zamanli PZR yontemiyle belirlendi. Bunun i¢in uygun olan
eksternal standart egrileri hazirlandi. Standart referans
DNA'lar1 kullanarak, hem PER3 hem de CRY2 genlerinin
metile ve unmetile bolgelerini ayirdik. Bu siiregte, PER3 i¢in
hem metile hem de unmetile bolgeler, CRY2 i¢in de metile ve
unmetile bolgeler belirlendi. Bu islem, daha 6nce belirttigimiz
protokolii izleyerek gerceklestirildi. Islem sonucunda, PER3
icin 189 baz cifti ve CRY2 i¢in 173 baz ¢ifti uzunlugunda
plazmidler elde edildi. Hem metile hem de unmetile 6zellik
gosteren plazmidler, bakterilerde cogaltildi ve daha sonra
ekstrakte edildi. Bu plazmidlerden, standartlar1 temsil etmek
iizere, 5 farkl konsantrasyon hazirlanmak i¢in seri diliisyonlar
yapildi. Her diliisyonun Ct (Cycle threshold) degerlerini
kullanarak, belirli bir standart egrisi olusturuldu. Bu egri, her
bir konsantrasyonun hesaplanmasi i¢in kullanildi. Bu yaklagim,
metile ve unmetile DNA miktarlarinin hassas bir sekilde
belirlenmesini sagladi.

Metile ve unmetile DNA profillerinin analizinde, 6rnekler
es zamanli PZR yontemi ile ABI StepOne Plus cihazinda
incelendi. Bu analizler, asagida belirtilen reaksiyon karigimi
kullanilarak yapildi. Bu yaklagim, DNA'nin metile ve unmetile
durumlarinin ayn1 anda ve hassas bir sekilde belirlenmesini

sagladi.

PZR Protokolu:

Mix 5ul
H20 2,8ul
Primer (F) 0,6ul

Primer (R) 0,6ul
DNA (10ng) 2ul
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Sicaklik  Zaman

On Denatiirasyon +95°C  10dk.
Denatiirasyon +95°C  15sn.
Primer Baglanmasi +57°C  30sn. }40 dongu
Zincir Uzamasti +60°C  30sn.

Calismada elde ettigimiz konsantrasyonlardan kopya
sayist belirleyebilmek i¢in ilgili web baglantisin1 kullandik:

https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html. Metilasyon miktar1 (%) =

(non-CpG metile kopya sayist / non-CpG unmetile kopya
say1si+non-CpG metile kopya sayist x100)  formilinden

hesaplandi.

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin

Yorumlanmasi

Deneysel verilerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad
Prism 6 (deneme slriimi) programi kullanildi. Ilk olarak,
verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro Wilk
testi ile kontrol edildi. Veriler normal dagilim gdsteriyorsa,
gruplar arasindaki farklar ANOVA testiyle, eger normal
dagilim gostermiyorsa Kruskal Wallis testiyle belirlendi.
Anlaml farkliliklarin belirlenmesi i¢in Bonferroni veya Dunn’s
testi gibi post-hoc analizler uygulandi. Veriler arasindaki
korelasyon degerlendirilmesi i¢in ise Spearman’s Rho testi
kullanildi. Sonuglar ortalama de§er ve standart sapma olarak

verildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan sonuglar kabul

edildi.
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4. BULGULAR

ZY testi, YAL testi ve AKK testi yontemleri, belirtilen
prosediirlere uygun olarak gerceklestirildi. Tim gruplarin
degerlendirmeleri, tarafsiz bir gozlemci tarafindan yapildi.
Grafiklerde sunulan veriler, ortalama (= SD) seklinde
gosterilmistir  ve anlamlilik  degerleri * semboll ile

belirtilmistir.

4.1. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinde parametre
olarak kabul edilen YAL testi siresince kat edilen toplam
mesafe, li¢ grup arasinda benzer bulundu: 6A/18K + restrainer
grubu test boyunca ortalama 1273 (£434,9) cm hareket
ederken, kontrol grubu 1238 (£260,3) cm ve 6A/18K grubu ise
toplamda 1372 (£375,9) cm mesafe katetti (p>0,05).

Calismamizdaki gruplarin acik kolda gegirdikleri stre
g6z oniinde bulunduruldugunda, 6A/18K + restrainer grubunun
kontrol grubuna gore agik kolda daha az stire gecirdigi goriildii
ve ilgili sire istatistiksel agidan anlamli bulundu (p=0,0454).
6A/18K grubunun ise kontrol grubuna goére agik kol {izerinde
gecirdigi siire istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05)
(Sekil 4A). YAL’daki kapali kolda gegirilen slreyi
degerlendirdigimizde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamustir (p>0,05) (Sekil 4B).

Gruplar arasindaki ag¢ik kola giris sayilarim
degerlendirdigimizde, 6A/18K + restrainer grubunun kontrol
grubuna gore daha az giris yaptigi gorildd, ilgili durum
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0336). 6A/18K
grubunun kontrol grubuna gore agik kola giris sayisi ise

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05) (Sekil 5A).
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YAL'de kapali kola giris sayisina baktigimizda, gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05)
(Sekil 5B).

Anksiyeteyi ifade eden diger bir parametre olan
sahlanma sayisi, gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamsiz
bulundu (p>0,05) (Tablo 4). Kapali kol iizerinde donakalma
suresi, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farka neden
olmadi (p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4: Uyku ritmi bozuklugu ve hareket kisitlamasi
ile olusturulan anksiyete rat modellerinde YAL ve ZYT

testlerinin bulgulari

Ortalama
Anksiyete ve davranig Gruplar +standart sapma P degeri
6lclim parametreleri degerleri
ZYT Hareketsiz Kalma Kontrol 4,0+1,4
(sn) 6A/18K 4417 p>0,05
6A/18K+Restrainer 4,1+1,6
ZYT Yizme (sn) Kontrol 280,10+4,29
6A/18K 280,40+3,15
GA/18K+Restrainer 280,30+3,90 p>005
ZYT Tirmanma (Sn) Kontrol 15,86+4,06
6A/18K 15,14+3,19 p>0,05
s 6A/18K+Restrainer 15,57+3,78
YAL Agik kolda Kontrol 0,28+0,49
sahlanma say1si 6A/18K 0.43% 0,78 p>0,05
6A/18K+Restrainer 0,14+ 0,38
YAL Kapali kolda Kontrol 10,29+5,31
sahlanma sayi1s1 6A/18K 13,00+2,23 p>0,05
6A/18K+Restrainer 13,86+4,45
YAL Kapali kolda Kontrol 2,714+2,81
donakalma siresi (sn) 6A/18K 8,14+6,98 p>0,05
6A/18K+Restrainer 12,43+21,20
YAL Kat edilen toplam Kontrol 1238+260
mesafe (cm) 6A/18K 13724375 p>0,05
6A/18K+Restrainer 1273 £434
YAL Deneklerin hizi Kontrol 4,51+0,99
(cm/sn) 6A/18K 4,84+1,22 p>0,05
6A/18K+Restrainer 4,84+1,02
YAL Orta alanda gegen Kontrol 76,41+66,23
stire (sn) 6A/18K 39,13+21,79 p>0,05
6A/18K+Restrainer 26,12+27,82

Anksiyete indeksi parametrelerden YAL testi siiresince kat edilen toplam mesafe, hiz, ZYT testinin ise tiim verileri gruplara
gore normal dagildig: belirlenmistir. Elde edilen verilerin gruplara gore karsilagtinlmasinda normal dagilim sartim saglayan
degiskenler i¢in Ordinary one-way ANOVA (gruplar arasindaki anlamli olan karsilagtirmalar Bonferroni) kullanilirken normal
dagilim varsayimini saglamayan degiskenler igin Kruskal-Wallis (gruplar arasindaki anlamli olan kargilagtirmalar Dunn’s) testi
kullanilmigtir. Gruplar arasindaki anlamhlik = p<0,05.
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flgili verilerin normal dagihm gostermedigi tespit edildi. Bu nedenle, gruplar arasindaki
farkliliklar1 degerlendirmek i¢in Kruskal-Wallis testi kullanildi ve 6nemli farkliliklar Dunn's
testi ile belirlendi. Grafiklerde yer alan rakamlar, ilgili grubun ortalama + standart sapma (SD)
degerlerini temsil etmektedir. Anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak belirtildi. Gruplar arasindaki
anlamlilik diizeyleri su sekildedir: p<0,05 (*) ve p<0,01 (**).

Sekil 4. YAL testinde acik (A) ve kapali (B) kolda

gecirilen streler
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YAL testinde agik (A) ve kapali (B) kollara yapilan giris sayilar1 i¢in, verilerin normal
dagilim gostermedigi belirlendi. Bu durumda, gruplar arasindaki farklari belirlemek igin
Kruskal-Wallis testi kullanildi ve onemli farkliliklar Dunn's testi ile tespit edildi. Grafiklerin
tizerindeki rakamlar ilgili grubun ortalama +SD degerleridir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak

belirtildi. Anlamlilik seviyeleri su sekildedir: p<0,05 (*) ve p<0,01 (**).

Sekil 5. YAL kollarmna giris sayist. A) YAL {iizerinde
acik kola girig sayisi B) YAL lizerinde kapali kola girig sayis1
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4.2. Zorunlu Yuzme Testi

Depresyon agisindan davraniglarin degerlendirmesi igin
kullanilan ZY testi sonuglarma gore, gruplar arasinda ylizme,
tirmanma ve hareketsiz kalma hareketleri temel alindiginda,
hi¢biri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar g6stermedi

(p>0,05) (Tablo 4).

4.3. Aydinhk-Karanhk Kutusu Testi

AKK bulgularina goére, ti¢ grup arasinda 6A/18K +
restrainer grubunun, kontrol ve 6A/18K grubuna gore aydinlik
bolmede gecirdigi siire daha uzundu ve istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001) (Sekil 6A). Karanlik boélmede
gecirdikleri siire karsilastirilmasinda, ii¢ grup arasinda 6A/18K
+ restrainer grubunun degerleri kontrol ve 6A/18K grubuna
gore daha kisa ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001)
(Sekil 6B). Bolmeler arasi giris-¢ikis sayilari, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (p>0,05) (Sekil
7).
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Veriler normal dagilim gosterdigi i¢in, gruplar arasindaki farklari belirlemek amaciyla tek

yonli (one-way) ANOVA testi kullanildi. Anlamli farkliliklar Bonferroni testi ile tespit edildi.

Degerler, ortalama + standart sapma (SD) ve saniye cinsinden verilmistir. Anlamlilik seviyeleri

su sekildedir: p<0,05 * i¢in anlamli, p<0,01 ** i¢in ¢ok anlamli, p<0,001 *** icin oldukca

anlaml1 ve p<0,0001 **** j¢in son derece anlamli.

Sekil 6. AKK’da gegen siire. A) Aydinlik odada gegirilen siire

B) Karanlik odada gegirilen stre (degerler sn olarak

verilmistir)
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Verilerin normal dagilim gosterdigi goriildi, bu yizden gruplar arasindaki
farkliliklar1 belirlemek icin tek yonlii ANOVA testi kullanildi. Sonuglar, ortalama + standart
sapma (SD) seklinde ve saniye cinsinden sunuldu. Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel

anlamlilig1 p>0,05 seviyesinde degerlendirildi.

Sekil 7. Deney gruplarinin AKK’da odalar aras1 gegis sayist.

4.4 PER3 ve CRY2 Metilasyon Oranlarinin Es
Zamanh PZR Analizi

Uc grubun ilgili genlerinin metilasyon % miktarlar1 ayr1
ayrt karsilagtirildi. Caligma sonuglarina gore, 6A/18K +
restrainer grubunun CRY2 CpG metilasyon oranmi kontrol
grubuna gore daha yuksek bulundu ve bu fark istatistiksel
olarak anlamliydi. (p=0,0467). CRY2 CpG metilasyon orani
acisindan 6A/18K grubu, kontrol grubu ile karsilagtirmada
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi (p>0,05) (Sekil
8B). PER3 CpG metilasyon orani degerlendirildiginde ise,
6A/18K + restrainer grubunun kontrol grubuna gore daha
yuksek metilasyon oranina sahip oldugu ve bunun istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edildi (p=0,0419). PER3 CpG

metilasyonu orani agisindan, 6A/18K grubu ile kontrol grubu
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdzlenmedi.

(p>0,05) (Sekil 8A).
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Tlgili gen bélgelerinin metilasyon yiizdesi verileri normal dagilim gostermedi. Dolay1styla, bu
verilerin gruplar arasi kargilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplar arasindaki
anlamli farkliliklari belirlemek i¢in Dunn testi kullanildi. Grafiklerin Uzerindeki rakamlar ilgili

grubun ortalama +SD degeridir. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak p<0,05 kabul edildi

Sekil 8. Uyku ritmi bozuklugu ve hareket kisitlamasi ile
olusturulan anksiyete rat modellerinde PER3 (A) ve CRY2 (B)

genlerinin CpG metilasyon dizeyleri tizerine etkisi

Calismada 1ic grup arasinda ayri ayr1 yapilan
karsilagtirmalarda, PER3 non-CpG metilasyon oranlari
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
bulunamad1 (p>0,05) (Sekil 9A). Benzer sekilde, CRY2 non-
CpG metilasyon oranlar1 da gruplar arasi karsilagtirmada
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedi (p>0,05) (Sekil
9B).
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Gruplar arasinda belirli gen bolgelerinin metilasyon yiizdesi agisindan normal bir dagilim
gozlenmedigi saptandi. Bu verilerin analizinde Kruskal-Wallis testi kullanildi ve gruplar
arasindaki énemli farkliliklar Dunn's testi ile belirlendi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05

olarak belirlendi.

Sekil 9: Uyku ritmi bozuklugu ve hareket kisitlamasi ile
olusturulan anksiyete rat modellerinde PER3 (A) ve CRY2 (B)
genlerinin non-CpG metilasyon duzeyleri Uzerine etkisi.
Grafiklerin tzerindeki rakamlar ilgili grubun ortalama =SD

degeridir.

4.5. Korelasyon analizi

PER3 ve CRY2 CpG metilasyon seviyeleri ile anksiyete
davranis (YAL ve AKK) testlerinin verilerinin korelasyon
analizinde; kontrol grubunda PER3 CpG metilasyonu ile
Y AL'da agik kolda sahlanma sayis1 arasinda negatif korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kapali kola giris sayilari
ise PER3 CpG metilasyonu % ile pozitif korelasyon gosterdi
(Tablo 5). Kontrol grubunda, diger parametreler PER3 CpG
metilasyonu korelasyonlar1 agisindan istatistiksel olarak

anlamsizdi.
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6A/18K grubunun PER3 CpG metilasyon seviyeleri ile
anksiyete davranis testlerinden YAL'da agik kolda gegen siire
arasindaki negatif korelasyon istatistiksel olarak anlamli
bulundu; diger biitiin parametreler korelasyon agisindan
istatistiksel olarak anlamsizdi.

6A/18K + restrainer grubunun PER3 CpG metilasyon
seviyeleri ile YAL testinin agik kolda gegen siiresi, agik kola
giris sayist ve agik kolda sahlanma sayisi arasindaki negatif
korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 5).

Kontrol grubunun CRY2 CpG metilasyonu ile YAL'da
acik kolda gegirilen siire arasindaki negatif korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 5). Kontrol
grubunda, diger parametreler CRY2 CpG metilasyonu
korelasyonlar1 agisindan istatistiksel olarak iliskili bulunmadi.

6A/18K grubunun CRY2 CpG seviyeleri ile anksiyete
davranis testlerinden YAL'da agik kolda gegen siire ve acgik
kolda sahlanma sayist arasindaki negatif korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulundu. (Tablo 5).

6A/18K + restrainer grubunun CRY2 CpG metilasyon
seviyeleri ile YAL testinde acik kolda gegirdigi slresi, agik
kola giris sayisi ve acik kolda sahlanma sayisi arasindaki
negatif korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo
5).
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Tablo 5: Uyku ritmi bozuklugu ve hareket kisitlamasi
ile olusturulan rat modellerinde CRY2 ve PER3 genlerinin
CpG metilasyon % diizeyleri ile anksiyete index degerlerinin

korelasyon analizi

Kontrol  |pA/18K pA/18K+ [Kontrol [|6A/18K 6A/18K +
IPER3 CpG |PER3 CpG [Restraine (CRY2 CRY2 CpG  Restraine
metilasyo |metilasyo r PER3 CpG metilasyon r CRY2
n% n% CpG metilasy % CpG
metilasyo on% metilasyo
n% n%
YAL acik kol
lizerinde r=-0,558 |r=-0,857 |r=-0,923 |r=- r=-1 r=-0,852
gecen siire p=0,185 0,937
(saniye) p=0,023 | p=0,014 p=0,0004 | p=0,014
* * p=0,00 Hokk *
3**
YAL agcik kola | r=0,321 |r=- r=-0,952 |r=- r=-0,630 r=-
giris sayisi p=0,482 | 0,396 0,146 p=0,126 0,752
p=0,355 | p<0,000 p=0,04*
HHkx p=0,73
1
YAL agik r=- r=- r=-0,635 | r=- r=-0,668 r=-
kolda 0,797 0,534 0,478 0,612
sahlanma p=0,095 | p<0,000 | p=0,09 [p=<0,001* |p<0,0001
saylsl p<0,000 1 Hkx sk sokskok
1****
YAL kapali r=0,450 |r=0,892 |r=0,815 r=0,928 r=0,785
kol lizerinde p=0,315 | p=0,012 |p=0,038* | r=0,68 p=0,04*
gecen siire 4 p=0,006*
(saniye) p=0,1 *
YAL kapali r=0,846 |r=0,072 |r=-0,542 |r=0,522 |r=-0,109 r=-0,396
kola giris p=0,892 | p=0,169 |p=0,239 | p=0,781 p=0,357
sayis1 p=0,024
*
YAL kapall r=0,554 | r=-0,555 |r=0,243 = r=-0,4818 |r=0,522
kolda p=0,202 |p=0,183 | p=0,60 | 0,745 | p=0,2595 | p=0,234
sahlanma
sayisl1 p=0,06
1
YAL Kapali r=0,633 |r=0,810 |[r=0,077 |r=0,165 |r=0,558 r=0,535
kolda p=0,142 | p=0,038 |p=0,057 |p=0,696 | p=0,205 | p=0,235
donakalma
siiresi
(saniye)
AKKaydmhk |[r=0,695 |r=0542 |r=-0,154 |r=0,811 |r=0,828 r=-0,695
kutuda gegen | p=0,144 | p=0,297 | p=0,633 |[p=0,072 | p=0,058 p=0,105
siire (saniye)
AKK karanlik | r=-0,695 |r=- r=0,154 r=- r=-0,521 r=0,696
gecen siire p=0,122 | 0,405 p=0,80 0,753 p=0,272 p=0,138
(saniye) p=0,388
p=0,07
7
AKK kutular r=0,338 r=0,470 | r=0,548 |[r=0,338 |r=0,441 r=0,431
arasl giris p=0,666 | p=0,344 | p=0,350 p=0,411 p=0,393
¢ikis sayis1 p=0,66
6

Elde edilen verilerin gruplara gore korelasyon degerlendirilmesi Spearman’s Rho
testi ile yapilmigtir. Korelasyon p<*0,05, **0,01, **%0,001, ****0,0001 diizeyinde anlamlidir



5. TARTISMA

Son yillarda, giderek artan sayida kanit, sirkadyen
genler ve anksiyete arasinda onemli bir iliski oldugunu o6ne
surmektedir. Sirkadyen sistem, uyku ve uyaniklik ritimleri,
hormonlarin salgilanma zamanlamas1 ve duygusal durumun
kontrolii gibi hayati davranislart ve fizyolojik islevleri
diizenleyen karmasik bir dizi molekiiler, hiicresel ve fizyolojik
etkilesimlerden olusur (166,228). CLOCK, BMAL1, PER1-3
ve CRY1-2 gibi sirkadyen genler, bu sistemin Kritik
bilesenleridir ve sirkadyen ritimlerin olusumunda ve
dizenlenmesinde 6nemli roller oynar (229,230). Bu genlerin
yapisinin  veya ifadelerinin bozulmasi, duygudurum ve
anksiyete bozukluklarinin gelisimine yol agmaktadir (231,232).

Bu ¢aligsmada, sirkadyen genler ve anksiyete arasindaki
iligkiyi daha ayrintili incelemeyi amacladik. Artan sayida
literatlir, sirkadyen genlerdeki degisikliklerin, 6zellikle CRY?2
ve PER3'Un, hayvan modellerinde ve insanlarda anksiyete
benzeri davraniglarla iliskili oldugunu ortaya koymaktadir
(218,233-235). Ayrica, son arastirmalar, DNA metilasyonu
gibi  epigenetik  degisikliklerin, gen  ekspresyonunu
diizenlemede ve anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisine
katkida bulunmada Onemli oldugunu vurgulamaktadir
(236,237).

Bu bulgular 1s181nda, calismamiz, CRY2 ve PER3
genlerinin metilasyonu ile kemirgen modelinde anksiyete
benzeri davranislar arasindaki iligkiyi incelemeyi amacglamistir.
Ayrica, stres ve diger c¢evresel faktorlerin epigenetik
degisiklikleri indiikleyerek gen ekspresyonunu
diizenleyebilecegini ve anksiyete bozukluklarinin geligimine

katkida bulunabilecegini  belirten Onceki arastirmalara
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dayanarak, c¢evresel faktorlerin bu iliskileri diizenlemedeki
potansiyel rolini incelemeyi hedefledik.

YAL testinde, hem sirkadyen ritim bozukluguna hem de
kisitlama stresine maruz kalan deney grubu (6A/18K +
restrainer grubu), kontrol grubuna kiyasla artmis anksiyete
benzeri davraniglar sergiledi. Bu durum, YAL testinde
anksiyete lehine yorumlanan, agik kollarda gegirilen siirenin
azalmasi ve acik kol giriglerinin azalmasi ile iliskilendirildi.
Onceki arastirmalar, sirkadyen ritim bozuklugunun ve
kisitlama stresinin, hayvan modellerinde bagimsiz olarak
anksiyete benzeri davranislara katkida bulunabilecegini
gostermistir (233,238). Bununla birlikte, calismamiz anksiyete
gelisiminde tek faktdr yerine birden fazla cevresel olaymn
patogenezde rol oynadig1 varsayimina dayanarak ayni anda iki
farkli stresore maruz kalmanin sinerjistik etki ile anksiyete
bulgularin1 artirdigim1  gostermistir.  EK  olarak, yalnizca
sirkadyen ritim bozukluguna maruz kalan grup (6A/18K grup),
kontrol grubuyla karsilastirildiginda  anksiyete benzeri
davranislarda anlamli bir fark gostermedi. Bu bulgu, bu 6zel
deneysel diizende, sirkadyen ritmi tek basina manipiile etmenin
anksiyete benzeri davranislar1 ortaya cikarmak igin yeterli
olmayabilecegini gostermektedir.

AKK testindeki bulgular: inceledigimizde, 6A/18K +
restrainer grubu, aydmlik odada daha fazla zaman gegirerek,
YAL testinde sergiledigi anksiyd6z davranisi destekleyen
bulgulara aksi bir davranig sergilemistir. Bu farkliligin olas1 bir
aciklamasi, ek stres faktoriin (kisitlama stresinin), AKK
testinde farkli bir yanita katkida bulunarak, aydmlik bélmede
gecirilen siirenin artmasina neden olmasidir. Onceki ¢alismalar,
kisitlama stresinin bazi baglamlarda AKK testinde anksiyolitik
etkilere yol agabilecegini Dbildirmistir. Cancela ve ark.

tarafindan yapilan calismada, 7 ardisik kisitlama uygulamasina
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maruz kalan Wistar tiirii siganlar, AKK testindeki aydinlatilmig
alanda gecirilen siire ve gecis sayisinda Onemli bir artis
gostererek, anksiyolitik etkiye benzer davranislar sergilediler
(239).

Aragtirmalar, anksiyete bozuklugu teshisi konmus
bireylerin yaklasik yarisinda depresyon belirtilerinin  de
bulundugunu ve bunun tam tersinin de gegerli oldugunu
gostermektedir (102,240). Bu komorbiditeyi tespit edebilmek
icin preklinik c¢alismalar, ZY ve YAL gibi davranis testlerini
kullanarak, hayvan modellerinde anksiyete ve depresyon
benzeri davraniglar degerlendirmeye calismslardir.
Calismamizda da benzer sekilde bu komorbiditenin olasi
varligin1 sorgulamak amaciyla depresyon agisindan en sik
kullanilan davranig testi olan ZY kullanilmistir (241).
Sonuglara bakildiginda, yiizme, tirmanma ve hareketsizlik
davraniglart acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklililk goOrilmedi. Daha once yapilan bazi
aragtirmalarda, stres kaynakli davranis degisikliklerinin,
ornegin kaygi gibi, her zaman depresyon benzeri davraniglarla
iligkili olmadigr bulunmustur (242,243). Bu da stresin
anksiyete ve depresyon iizerindeki etkilerinin farkli deneysel
ortamlarda farkli sekillerde ortaya c¢ikabilecegini veya
uygulanan spesifik stres faktorlerine bagli olabilecegini
disiindiirmektedir.  Sonug¢ olarak, ZY testinde anlaml
farkliliklarin  olmamasi, bu c¢alismada kullanilan stres
manipiilasyonlarinin depresyon benzeri davraniglar iizerinde
cok daha az etkili oldugunu ve daha ¢ok anksiyete benzeri
davranislar tetikledigini gostermektedir.

Calismamiz, kontrol grubuna kiyasla, 6A/18K +
restrainer grubunun CRY2 ve PER3 CpG metilasyon
oranlarinda anlamli bir artis oldugunu ortaya koymaktadir. Bu

sonug, stresin  sirkadyen  ritim  manipulasyonu ile
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birlestirildiginde, sirkadyen genlerin metilasyon seviyelerinde
degisikliklere yol acabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, kontrol grubu ile 6A/18K grubu arasinda CRY2 ve
PER3 genlerinin  CpG metilasyon oranlar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Bu bulgu,
ek bir stresoriin olmamasi durumunda, sirkadyen ritim
manipilasyonunun, tek bagma ilgili sirkadyen genlerin
metilasyon seviyelerinde Onemli degisikliklere yol agma
konusunda yeterli olmayabilecegini diisiindirmektedir.

PER3 ve CRY2 genlerinin non-CpG metilasyon
oranlar incelendiginde ise gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark olmadigi gorildi. Anlamli bir farkin
olmamasi, calismada g6z Oniinde bulundurulan faktorlerin,
ilgili genlerin non-CpG metilasyon oranlar1 tizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olmadigini ima etmektedir.

Stres ve sirkadyen ritim manipiilasyonlar1 ile sirkadyen
gen metilasyonlar1 arasindaki iligkiyi direkt olarak inceleyen
arastirma sayis1 yetersiz olsa da, mevcut literatiir 1s181nda,
bulgularimiz stres maruziyeti ve sirkadyen gen ifadesindeki
degisiklikler arasindaki iligkiyi gosteren Onceki ¢aligmalarla
uyumludur. Ornegin, Zohar ve ark. (2011) tarafindan yapilan
bir ¢alisma, avci koku stresine maruz kalmanin, PER1 ve PER2
sirkadyen saat genlerinin protein ve mRNA seviyelerindeki
degisikliklerle iligkili oldugunu gostermistir. Bulgular, stres
maruziyetinden kaynaklanan davranigsal bozulmanin derecesi
ile hipokampal alt bolgelerde ve ayni zamanda frontal korteks
ve SCN alanlarinda sirkadyen ritimle ilgili gen ifadesinin uzun
vadeli degisimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugunu gdstermistir. Ilgili ¢alisma, stresin sirkadyen genlerin
diizenlenmesi iizerinde onemli bir etkisi olabilecegini ve bu
durumun bireyin davranis ve fizyolojisi iizerinde cesitli

yonlerde etkili olabilecegini belirtmektedir. Incelenen Ozel
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genler ve stresorler farkli olsa da, ilgili aragtirmada da stres
maruziyeti ile sirkadyen gen diizenlemesindeki degisiklikler
arasinda baglant1 dikkat ¢ekiyor (244).

Calismamiz, PER3 ve CRY2 genlerinin CpG
metilasyon seviyeleri ve anksiyete belirtileri g0steren
davraniglar arasinda belirgin iliskiler saptamistir. Bu iligkiler,
hem 6A/18K sirkadyen ritim degisikligini hem de fiziksel
kisitlamay1 deneyimleyen grup i¢inde Ozellikle belirgindi. Bu
bulgu, sirkadyen ritimlerin bozulmas1 ve stresle karsilasmanin
anksiyete benzeri davranislar1 etkileyebilecegini ileri siiren
genis ¢apli bilimsel literatiirle tutarlidir (245-248).

Kontrol grubunda - yani ne sirkadyen ritim degisikligi
ne de kisitlama stresi yasayan siganlarda - PER3 geninin CpG
metilasyon seviyeleri ve YAL agik koldaki sahlanma sayisi
arasinda negatif bir iliski bulduk. Bu, daha yiiksek metilasyon
seviyelerinin  azalmis  kesfetme  davranmisiyla  iligkili
olabilecegini, yani artan anksiyete belirtisi olabilecegini
gosteriyor (249). Benzer sekilde, PER3 geninin CpG
metilasyon seviyeleri ve YAL’in kapali koluna girme sayisi
arasinda pozitif bir iligki gozlendi. Bu bulgu, anksiyete belirtisi
olan sicanlarin genellikle giivenli kapali alanlar1 tercih
ettiklerini destekleyen literatiir bilgisiyle uyumludur (224).
Ilgingtir ki, sadece sirkadyen ritim degisikligi yasayan 6A/18K
grubunda bu tiir iligkiler gézlenmemistir. Bu, sirkadyen ritim
degisikliginin tek basma bu davranislari 6nemli Olglide
etkilemeyebilecegini diisiindlirmektedir. Buna karsin, hem
sirkadyen ritim degisikligi hem de fiziksel kisitlama yasayan
6A/18K + restrainer grubunda, hem PER3 hem de CRY2
genlerinin CpG metilasyon seviyeleri ve anksiyete belirtisi
gosteren birkag davranis Olglitii arasinda negatif bir iligki
g6zlemlendi. Bu olgitler, YAL’1n ag¢ik kolunda gegirilen siire,

acik kola girme sayis1 ve agik kolda yapilan sahlanma sayisini
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iceriyordu. Bu bulgular, sirkadyen ritim bozuklugunun ve stres
maruziyetinin birlesiminin, PER3 ve CRY2 genlerinin CpG
metilasyon  seviyelerinde gorulen  6nemli  epigenetik
degisikliklere yol acgabilecegini ve bu degisikliklerin sirayla
anksiyete  ile iligkili = davraniglar1  etkileyebilecegini
gostermektedir.

Bulgularimiz, sirkadyen ritim bozukluklari, epigenetik
degisiklikler ve anksiyete benzeri davranislar arasindaki
karmagik iligkiyi vurgulayan literatiirle benzerlikler tasiyor.
PER3 ve CRY2 genlerinin CpG metilasyon seviyeleri ile
anksiyete benzeri davraniglar arasmmda goézlemledigimiz
belirgin korelasyonlar, uyku kalitesi ve genc¢ yetiskinlerdeki
zihinsel saglik arasinda ¢ift yonli iliskiler oldugunu Oneren
arastirmalarla paralellik gosteriyor (250). Li ve ark. galismasi,
hem zayif uyku kalitesinin zihinsel saglik belirtilerini
kotiilestirebilecegini hem de tersinin dogru olabilecegini
gostermistir. Bu ¢alismada ve bizim calismamizda ortak bir
faktor, epigenetik degisiklikler gibi goriiniiyor. Li ve
arkadaslari, uyku kalitesi ve zihinsel saglik arasindaki
baglantinin altinda yatan potansiyel bir mekanizma olarak
ozellikle PER3 genindeki DNA metilasyon degisikliklerini
belirlemistir. Benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da, PER3
geninin  yiksek metilasyon seviyesinin, 0zellikle hem
sirkadyen ritim bozukluguna hem de stres maruziyetine
ugrayan grupta, artmis anksiyete benzeri davranmiglarla iliskili
oldugunu bulduk. Bu, uyku kalitesi, zihinsel saglik ve
sirkadyen ritim bozukluklar1 arasindaki etkilesimin, en azindan
kismen, epigenetik degisiklikler araciligiyla
gergeklesebilecegini diisiindiirmektedir. Dahasi, ¢alismamiz bu
anlayis1 genisleterek, sirkadyen ritim bozuklugu ve stres
maruziyetinin birlesik etkisinin, anksiyete benzeri davranislari

etkileyen Onemli epigenetik degisikliklere yol agabilecegini
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onermektedir.

CRY1-2 mutantlar1 tizerinde yapilan bir ¢alismada, bu
kritik sirkadyen genlerinin eksikligi durumunda biligsel islev
bozuklugu ve anksiyete ile iliskili davraniglar gozlenmistir
(235). Arastirmamiz, CRY2 geninde hipermetilasyonun artan
anksiyete benzeri davraniglarla iliskisini tespit etmis olup, ilgili
arastirmadaki bulgularla paralellik gostermektedir. CpG
adaciklarinda hipermetilasyon genellikle gen ifadesinin
azalmasma yol acar (251). Bu nedenle, ¢alismamizda
gozlemledigimiz hipermetilasyonun, CRY2 geninin daha diisiik
ekspresyonuna yol agarak, kriptokrom silme c¢alismasinda

goriilen etkileri taklit etme olasilig1 vardir.

5.1. Calismanin Kisithhiklar:

Arastirmamizin  kisitliliklar1 belirli unsurlar iizerine
odaklanmis olmaktan kaynaklanmaktadir. Calismamizda belirli
bir yas ve cinsiyetteki sicanlar1 inceledik, bu durum sonuglarin
genellestirilebilirligini  sinirlamaktadir.  Cinsiyet ve yas
farkliliklarinin epigenetik mekanizmalar ve anksiyete benzeri
davraniglar iizerindeki potansiyel etkisini gbz ardi etmis
olabiliriz. Ayrica, yalnizca belirli sirkadyen ritim genlerinin
metilasyonunu analiz ettik. Ancak, sirkadyen ritimlerin
diizenlenmesi ve anksiyete benzeri davranislar arasindaki iliski,
muhtemelen ¢ok daha karmagik bir genetik ve epigenetik
diizlemde gercgeklesir. Bu nedenle, gelecek caligmalarin ¢ok
daha genis bir gen setini ve belki de farkli epigenetik
mekanizmalar1 incelemesi gerekmektedir.

Anksiyete belirtilerini degerlendirmek icin
kullandigimiz davranig testleri sayis1 da sinirliydi, bu durum

daha genis bir davramis spektrumunu incelememize engel
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olmustur. Siganlarin gece aktif (nokturnal) hayvanlar olmasi ve
deneylerin giindiiz saatlerinde gerceklestirilmesi, sonuglari
etkilemis olabilir. Calismamizda sadece kisitlama tiirli strese
maruz kalan bir grubun yoklugu, kisitlama tiirii stresinin tek
basina anksiyete belirtilerini ve sirkadyen genlerde metilasyonu
ne Olciide etkiledigi konusunda net bir fikir edinmemizi
engellemistir.

Dahasi, hayvan modelleri, biyolojik mekanizmalar1 ve
karmasik davranislart inceleme konusunda degerli araglar
olmasina ragmen, elde ettigimiz bulgularin insanlarda
anksiyete belirtileri ile sirkadyen ritim genleri arasindaki
potansiyel iligkiyi dogrudan sorgulama yetene§i sinirhidir.
Yani, hayvanlarda elde ettigimiz bulgular, insanlarda tam
olarak ayni sonuglara yol acgmayabilir. Bu sebeplerle,
calismamizin sonuglarinin genellestirilmesi ve yorumlanmasi

konusunda dikkatli olunmas1 gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamiz, sirkadyen genlerin metilasyon diizeyleri ve
anksiyete benzeri davraniglar arasindaki iliskiyi incelemistir.
Bulgularimiz, CRY2 ve PER3 genlerindeki CpG metilasyon
degisikliklerinin, anksiyete benzeri davranislarda belirgin bir
artisla iliskili oldugunu gostermistir.

Bu sonuglar, sirkadyen ritim bozuklugu ile birlikte
kisitlama stresine maruz kalan hayvanlarda en belirgindir.
flging bir sekilde, sadece sirkadyen ritim bozukluguna maruz
kalan grupta, anksiyete benzeri davraniglar agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir artis gorilmemistir. Bu,
sirkadyen ritim bozukluklarinin tek bagina anksiyete benzeri
davraniglar1  tetiklemek icin  yeterli  olmayabilecegini
diistindiirmektedir.

Ayrica arastirmamiz, gen metilasyon seviyelerindeki
degisikliklerin, stres ve sirkadyen ritim bozukluklarinin
sinerjistik etkisiyle olusabilecegine dair bazi kanitlar
sunmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, sirkadyen genler ve anksiyete
arasindaki iligskiyi daha iyi anlamamiza katki saglayabilecek
yeni veriler sunmaktadir. Calismamizda incelenen CRY2 ve
PER3 genlerinin CpG metilasyon dizeylerinin, anksiyete
bozukluklarinin patofizyolojisi ve tedavisinde potansiyel bir
hedef olabilecegini diistindiirmektedir. Ancak, mevcut
sonuclart genellemek i¢in daha genis Olcekli caligmalara ve
farkl popiilasyonlarda dogrulamaya ihtiyag¢ vardir. Ayrica, gen
metilasyonunun anksiyete bozukluklarinin patofizyolojisi
iizerindeki etkisini tamamen anlamak i¢in daha fazla ¢alisma
yapilmas1 gerekmektedir. Bu, gelecekteki tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yardimci olabilir.
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