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OZET

FARE BEYNINDE DORSAL RAFE CEKIRDEGI NORONLARINDA
PINDOLOLUN SEROTONIN CEVABI UZERINE ETKIiSi

Burak YAMAN
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Ramazan BAL
13/11/2019, 101 sayfa

Major depresyon gibi duygudurum bozukluklarinin tedavisinde antidepresan ilaglar
etkilidir. Ancak kullanilmaya baslandigi ilk birkag giin i¢erisinde serotonerjik dorsal rafe
¢ekirdegi noronlarinda somatodendritik bolgede serotonin artisina yol acarak bu
noronlarin  inhibisyonuna neden olmaktadirlar. Antidepresan ilaclarla birlikte
kullanildiginda pindololiin bu inhibisyonu ortadan kaldirabilecegi ge¢cmis c¢alismalarda
raporlanmustir. Bu ¢alismada 28-34 giinliik Balb/c irk1 fareler kullanmilmustir. [n vitro yama
kenetleme teknigi kullanilarak canli dorsal rafe ¢ekirdegi dorsal alt¢ekirdegi (DRD)
noronlarindan elektrofizyolojik kayitlar elde edilmistir. Yapilan deneylerde DRD
noronlarinda serotonin (25uM) istirahat zar potansiyelinde 14.3 £ 3.14 mV (n=9)
hiperpolarizasyona (p<0.05) ve 23,36 + 3,79 pA (n=27) disa dogru akima neden olmustur.
Bu etki ayr1 ayri kinin (GIRK blokoérii, ImM), WAY-100135 (5-HT1A blokéri, 21 pM)
ve pindolol (10uM) 6n uygulamasi ile inhibe edilmistir. (p<0.05). 8-OHDPAT (5-HT1A
agonisti, 30uM) serotonin benzeri diga dogru akima yol agmistir (p>0.05) ve bu akim
pindolol (10uM) 6n uygulamasi ile inhibe edilmistir (p<0.05). /n vivo davranis
deneylerinde, kuyruk asma ve zorunlu yilizme testlerinde pindolol (15 mg/kg/giin) —
venlafaksin (20 mg/kg/glin) kombinasyonu, lokomotor aktivitede degisiklige yol
acmadan kontrol grubuna gore immobilizasyon siiresini istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diistirmiistiir (p<0.05) . Venlafaksin ya da pindolol tek basina uygulandiginda
immobilizasyon stiresini istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistirmemistir (p>0.05). Bu
calismada pindololiin antidepresan ilaglarin dorsal rafe ¢ekirdeginde yol agtig1 serotonin
artisindan kaynaklanan inhibisyonu burada bulunan 5-HT1A otoreseptorlerini inhibe
ederek engelleyebilme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica pindololiin
venlafaksinle birlikte kullanildiginda antidepresan etki agisindan venlafaksini
potansiyalize edebildigi davranis deneyleriyle gosterilmistir. Ozellikle antidepresan
tedaviye cevap vermeyen duygudurum bozukluklarinin tedavisinde geri alim inhibitori
antidepresan ilaglarla pindolol kombine edilerek antidepresan etkinligin artmasi
saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: Dorsal rafe ¢ekirdegi, major depresyon, pindolol, serotonin, yama
kenetleme



ABSTRACT

EFFECT OF PINDOLOL ON SEROTONIN RESPONSE IN DORSAL RAPHE
NUCLEUS NEURONS IN MICE BRAIN

Burak YAMAN
Ph. D. Thesis, Physiology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ramazan BAL
13/11/2019, 101 pages

Antidepressants are effective in treatment of mood disorders like major depression.
However, in the first few days of their usage, they lead to increase in serotonin level in
the somatodendritic region of the serotonergic dorsal raphe nucleus (DRN) neurons,
inhibiting the serotonergic neurons locally. Pindolol may eliminate this inhibition when
used in combination with antidepressants. In this research, Balb/c mice, 28-34 days-old,
were used. Electrophysiological recordings from the neurons in the dorsal subnucleus of
the dorsal raphe were obtained by using the patch clamp technique. Serotonin application
(25uM) resulted in 14.3 £ 3.14 mV (n = 9) hyperpolarization (p<0.05) of resting
membrane potential and induced an outward current by 23.36 + 3.79 pA (n = 27). This
effect was inhibited by pre-administration of quinine (GIRK blocker, ImM), WAY-
100135 (5-HT1A blocker, 21 uM) and pindolol (10uM) separately. (P<0.05). 8-
OHDPAT (5-HT1A agonist, 30uM) induced a serotonin-like outward flow (p>0.05),
which was inhibited by pre-administration of pindolol (10uM) (p<0.05). Besides,
combination of venlafaxine (20 mg/kg/day) and pindolol (15 mg/kg/day) significantly
reduced immobilization time compared to the control group in tail suspension test and
forced swimming test (p<0.05) without any change in locomotor activity. Venlafaxine or
pindolol alone did not significantly reduce immobilization time (p>0.05). In conclusion,
pindolol, which blocks somatodendritic 5-HT1A receptors, has the potential to prevent
the inhibition of serotonergic neurons resulting from increased serotonin levels in the
DRN after antidepressant use. Hence, pindolol can potentiate antidepressant effect of
venlafaxine. In the mood disorders that do not respond to antidepressant treatment,
pindolol is likely to increase the effectiveness of antidepressant drugs when given in
combination.

Key Words: Dorsal raphe nucleus, major depression, patch clamp, pindolol, serotonin



1. GIRIS VE AMAC

Monoamin grubu norotransmitterlerden olan serotonin, santral sinir sisteminde (SSS),
sindirim sisteminde ve kanin pihtilasmasindan sorumlu olan trombositlerde bulunur.
Santral sinir sisteminde duygudurum, istah, uyku ve hafiza gibi 6nemli fonksiyonlardan
sorumludur (1,2). Sindirim sisteminde gastrointestinal motiliteyi arttirici  etkisi
bulunmaktadir. Trombositlerde ise vazokonstriktor etkisi ile kan pihtilagsmasina yardimeci
olur. Serotonin, santral sinir sisteminde beyin sapinda bulunan rafe g¢ekirdeklerindeki
serotonerjik noronlarda triptofan aminoasidinden triptofan hidroksilaz enzimi ile
sentezlenir ve monoamin oksidaz (MAQO) enzimleri ile yikilir. Santral sinir sisteminde
serotonin diizeyi ve islevindeki bozukluklar major depresyon (MD), anksiyete bozuklugu,
obsesif kompulsif bozukluk, sizofreni gibi psikiyatrik hastaliklarin fizyopatolojisi ile
iligkilendirilmistir (1). Bu psikiyatrik hastaliklarin yani sira inme, hipertansiyon, migren
gibi norolojik hastaliklarin da gelismesinde serotonin etkilidir. Santral sinir sisteminde alt
tiplerle birlikte toplamda 14 adet serotonin reseptdrii tipi bulunmaktadir. Bunlar SHT-1A,
SHT-1B, 5HT-1D, SHT-1E, SHT-1F, SHT-2A, SHT-2B, SHT-2C, SHT-3, SHT-4, SHT-
SA, SHT-5B, 5SHT-6 ve SHT-7 reseptorleridir. 5-HT1A reseptorii serotonerjik sistemin
korteks ve subkortikal alan sonlanmalarindaki postsinaptik noronlarda bulunmakla
birlikte, serotoninin sentezlendigi rafe c¢ekirdegi noronlarinda da somatodendritik

otoreseptorler olarak bulunmaktadir.

Psikiyatrik hastaliklar i¢erisinde MD toplumda en yaygin goriilenler arasindadir (3).
Bolgesel olarak degismekle birlikte toplumun yaklasik olarak %15’inde goriilen,
toplumda is giicii kaybina yol agabilen, keyif alamamaktan (anhedoni) 6z kiyima (suisid
girisim) kadar genis bir skalada semptomlar1 bulunabilen bir néropsikiyatrik hastaliktir.
Etiyolojisinde serotonin ve noradrenalin ndrotransmitterlerinin sinaptik kavsakta yetersiz
ya da dengesiz salinmalari etkilidir. Giiniimiizde sinaptik kavsaktaki serotonin ve
noradrenalin miktari1 arttirmayr hedefleyen ¢esitli tedavi stratejileri gelistirilmis
olmakla birlikte; kullanilan ilaclar ancak 3 - 6 hafta arasinda etkili olabilmektedir (4) ve
cesitli doza bagimli yan etkileri bulunmaktadir. Bu problemden hareketle asil
endikasyonu hipertansiyon olan pindololiin (non-selektif beta blokor) selektif serotonin
reuptake inhibitorleri (SSRI) veya serotonin noradrenalin reuptake inhibitdrii (SNRI)

antidepresan ilaglarla birlikte kullanildiginda bu ilaglari potansiyalize edebilecegine dair
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arastirmalar mevcuttur (5-7). MD hastalarinda yapilan klinik bir ¢alismada direngli
olmayan depresyon hastalarinda sitalopramin (SSRI) pindololle birlikte daha giiclii
antidepresan etki gdsterdigi sonucuna varilmistir (8). Yine bir bagka klinik calismada
Ozellikle yavas metabolize edici depresyon hastalarinda pindolol ile birlikte
kullanildiginda venlafaksinin (SNRI) daha giiglii antidepresan etki gosterdigi
saptanmigstir (9).

SNRI ve SSRI grubu antidepresan ilaglar serotonin transporter (SERT) proteinlerini
inhibe ederek norosinaptik kavsaktan serotonin geri alimini inhibe ederler ve bu durum
norosinaptik kavsakta serotonin miktarinin artmastyla sonuglanir. Ancak bu artig dorsal
rafe ¢ekirdek (DRN) néronlarmin somatodendritik bolgelerinde de ortaya cikar ve
serotonerjik noronlarin DRN bolgesindeki somalarinda bulunan inhibitér 5-HT1A
otoreseptorlerini aktive eder. Bunun sonucu olarak beyindeki kortikal ve subkortikal
bolgelere serotonin salinimi azalir. Bu durum antidepresan ilaglarin etkilerinin hem geg
baslamasinin hem de daha yiiksek dozlarina ihtiya¢ duyulmasinin temel nedenidir.
Postsinaptik reseptorler bloke edilmeden burada bulunan 5-HT1A reseptorleri bloke
edilebilirse antidepresan ilaglarin etkinligi arttirilabilecektir. Yapilan hayvan

caligmalarinda pindololiin bu islevi gosterebilecegine dair bulgular elde edilmistir (5,7).

Bu tezde yapilan in vitro yama kenetleme ¢aligsmalarinin amaci; Balb/c irki farelerde
serotoninin dorsal rafe ¢ekirdegi noronlarinda istirahat zar potansiyeli ve zar akimlari
lizerine olan etkisini arastirmak, ortaya ¢ikan etkiye neden olan serotonin reseptoriinii
belirlemek, bu etkide rol oynayan iyonu ve iyon kanalinin biyofiziksel ve farmakolojik
ozelliklerini karakterize etmektir. Bu etki mekanizmasi ortaya konduktan sonra ise
pindololiin bu mekanizmanin igleyisi lizerine yaptigi manipiilasyonun antidepresan
kullanim1 sonucu dorsal rafe cekirdeginde artan serotonin miktarindan kaynaklanan
noronlarin  inhibisyonunu engelleyebilme kapasitesini  arastirmak ve bunun
mekanizmasini ortaya koymaktir. Yapilan in vivo davranig deneylerinin amaci ise
pindololiin antidepresanlarla birlikte kullanildiginda antidepresan etkinligin nasil

olacaginin hayvan deneyleriyle gosterilebilmesidir.

Elektrofizyolojik  tekniklerle = SSS’deki  ndronlarin  elektriksel  aktiviteleri
oOl¢iilebilmektedir ve bu sayede beynin nérokimyasal yapis1 ve beyinde bulunan bir takim

islevsel yolaklar hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Ilk defa Hodgkin ve Huxley
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miirekkep baligi aksonunda olusan -elektriksel aktiviteyi Olcerek elektrofizyoloji
tekniginin ortaya ¢ikmasmi saglamistir. Hiicre ici elektrofizyoloji calismalari hiicre
icindeki ve hiicre disindaki sivi ortama birer mikro elektrot yerlestirerek iki ortam
arasindaki potansiyel farkin ve elektriksel akimin Ol¢limii esasina dayanmaktadir. Bu
Olciimii  gerceklestirebilmek icin yama kenetleme teknigi kullanilmaktadir. Yama
kenetleme tekniginde cam mikro elektrot hiicre zaria degdirilir ve vakum uygulanarak
buraya yapismasi saglanir. Ardindan farkli konfigiirasyonlarda hiicrenin elektrofizyolojik

parametreleri olgiiliir.

Bu c¢alismada, DRN bolgesindeki noéronlar iizerine serotoninin etkisi arastirilirken
oncelikle akim kenetleme deneylerinde serotoninin istirahat zar potansiyeli iizerinde
yaptigr degisiklikler belirlendi. Bu degisikliklerin hangi zar akimlarindan
kaynaklandigin1 bulmak amaciyla voltaj kenetleme deneyleri uygulandi. Ortaya ¢ikan zar
akimina sebep olan iyon ve bu iyonun kanali arastirilirken cesitli voltaj kenetleme
protokolleri ve G protein kenetli ice dogru diizeltici potasyum kanali (GIRK) blokorii
kinin kullanildi. ikinci asamada serotoninin bu hiicrelerde etkisini hangi serotonin
reseptorii ile gergeklestirdigi sorusuna spesifik 5S-HT1A reseptor blokoric WAY-100135
ve spesifik 5-HT1A reseptor agonisti 8-OHDPAT kullanilarak cevap arandi. Son olarak
da pindololiin serotonin akimma ve 8-OHDPAT akimina olan etkisi incelenerek
antidepresan ilaglar lizerinde potansiyalize edici etkisinin nedenleri arastirildi. Bu
bolgedeki noronlara serotonin uygulamasinin bir amaci da antidepresan ilaglarin
uygulamasi sirasinda bolgede ortaya cikan serotonin artisinin in vitro intraselliiler
elektrofizyolojik deney ortaminda imitasyonunun saglanmasiydi. Bu sayede pindololiin
antidepresan ilaglarla bir arada kullanildiginda ortaya ¢ikaracag: etkinin varligi ve bu
etkinin siddeti ortaya konulabilecekti. Bu arastirmada, pindololiin DRN c¢ekirdeginin
dorsal alt¢ekirdek (DRD) noronlarinin serotonin cevabina etkisi arastirilarak pindolol ile
SNRI ilaglar arasindaki potansiyalize edici etkinin mekanizmasinin ortaya konmasina
calisgtlmigtir. Ayrica davranig deneyleriyle de pindololiin, venlafaksinin antidepresan
etkisini potansiyalize etme kapasitesi arastirilmistir. Literatiirde pindololiin 8-OHDPAT
kaynakli 5-HT1A reseptor aktivasyonu lizerine etkisi voltaj kenetleme sartlarinda daha
once aragtirlmamistir. Ayrica daha oOnce pindololiin antidepresan etki acisindan
venlafaksini potansiyalize edici etkisi de davranig deneyleriyle arastirilmamistir.

Arastirmamiz bu yonleriyle 6zgiin nitelige sahiptir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Rafe cekirdekleri

Serotonin SSS’de beyin sapinda bulunan rafe ¢ekirdeklerinde (Raphe nuclei) yer alan
serotonerjik noronlarda sentezlenmektedir. Rafe ¢ekirdekleri beyin sapinin medulla, pons
ve mezensefalon boliimlerinde bulunmaktadir (Sekil 2.1). Bu ¢ekirdekler beyin sapinda
bulunduklar1 seviyeye gore temelde rostral ve kaudal olmak iizere ikiye ayrilmistir.
Rostral rafe g¢ekirdekleri; dorsal rafe c¢ekirdegi (dorsal raphe nucleus), medyan rafe
cekirdegi (median raphe nucleus) ve kaudal lineer ¢ekirdek’ten (caudal lineer nucleus)
olugmaktadir. Kaudal rafe cekirdekleri ise rafe obskurus gekirdegi (nucleus raphe
obscurus), rafe pallidus ¢ekirdegi (nucleus raphe pallidus), rafe magnus ¢ekirdegi
(nucleus raphe magnus) ve lateral retikiiler formasyondan olusur. Rostral rafe
cekirdekleri iist diizey beyin bolgelerine; kaudal rafe g¢ekirdekleri ise beyin sap1 ve

omurilige serotonerjik uyar1 gonderilmesinden sorumludur (10,11).

Sekil 2.1: Insanda beyin sap1 boyunca bulunan rafe gekirdekleri (11).

Dorsal rafe cekirdegi

Dorsal rafe ¢ekirdegi rafe ¢ekirdekleri iginde en fazla serotonerjik néron bulunduran
cekirdektir. Dorsal rafe ¢ekirdegi insanlarda 66 + 9 mm? biiyiikliigiinde olup (12) yaklasik
160.000 adet serotonerjik noron bulundurmaktadir. Kedilerde bu say1 24.000 civarindadir
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(12). Serotonin sentezleyen noéron goévdeleri beyin sapt boyunca dokuz ana gruba
ayrilmistir (Sekil 2.2). B1- B4 kaudal medulladan ponsun ortasina kadar olan bdlgede yer
almaktadir. B6 ve B7 birlikte dorsal rafe ¢ekirdegini olusturmaktadirlar. B8 ise median

rafe ¢ekirdegini olusturmaktadir. B9 mezensefalonda yer almaktadir.

DRN orta beynin periakuaduktal gri cevherinin 6n kisminda konumlanmistir. Bununla
birlikte kaudal kismi rostral ponsun periakuaduktal gri cevherine kadar uzanmaktadir.
Cekirdekte bulunan néronlarin biiyiikliigi insanda 353 + 12 um?dir (12). Kiigiik
ndronlar orta hat boyunca bulunurken biiyiik ndronlar dorsolateral kisimlarda yogunluk
gostermektedir. Dorsal rafe ¢ekirdegi dorsal, ventral, kaudal ve interfasiolar olmak {izere
dort alt ¢ekirdege ayrilmistir. Dorsal altgekirdek, dorsal rafe g¢ekirdeginin en biiyiik
serotonerjik ndronlarini barindirir. Interfasiolar kisim, ig seklinde hiicrelerden olusmustur
ve burada hiicre yogunlugu yiiksektir. Ventral alt grup, bipolar ve multipolar olan az
organize hiicre kiimesinden olugsmaktadir. Kaudal alt¢ekirdek, DRN’nin kuyruk kismini

olusturur ve trigeminal sinirin motor ¢ekirdegine kadar uzanmaktadir (11).

Cortex

Olfactory bulb
Glomerular

—Hippocampus

— Spinal
trigeminal
nucleus

N. Supra
Retina chiasmaticus

\ Hypothalamus
Median eminence —

\ L ———5-HT amacrines

—

Sekil 2.2: Sigan beyninde bulunan serotonerjik néron gruplar1 ve projeksiyonlar1 (13).

Pons oblongata Spinal

S. Nigra cord
Amygdala

Rostral rafe g¢ekirdeklerinden {ist diizey beyin bdlgelerine giden yollar diensefalona
katilarak ikiye ayrilir. Birisi internal kapsiil boyunca ilerleyip lateral serebral kortekste
sonlanir. Ikincisi ise medyal 6n beyin demeti boyunca ilerleyip hipotalamus, bazal 6n

beyin, amigdala, hipokampus ve medyal serebral kortekste sonlanir.



Kaudal rafe ¢ekirdeklerinden ¢ikan yollar ise beyin sapindaki somatik ve viseral motor
cekirdeklerde ve lateral retikiiler formasyonda sonlanirken, omurilikte iki paralel yol
boyunca devam ederler. Bunlar dorsolateral ve ventromedyal yolaklardir (10,14).
Omurilige giden serotonerjik uyarilar omurilik ara néronlarinda enkefalin salgilanmasina

neden olarak agr1 iletimini inhibe ederler.

Dorsal rafe ¢ekirdeginden ¢ikan aksonlar serebral korteksin hemen hemen her tabakasina
ve bolgesine dagilmakla birlikte en ¢ok primer sensorial bolgelerde ve IV. tabakada
yogunlasmustir (10,15). Ust diizey beyin bdlgelerine giden bu uyarilar duygudurum, istah,
uyku ve hafizada 6nemli rol oynamaktadir (16). Dorsal rafe ¢ekirdeginden hipokampiis
ve limbik sistemin diger boliimlerine giden serotonerjik uyarilar duygudurumunun
diizenlenmesinde, MD ve anksiyete bozukluklar1 gibi nevrotik hastaliklarin
fizyopatolojisinde dnemli rol almaktadir (7).

Dorsal rafe cekirdegi iist diizey beyin bolgelerine projeksiyon gondermekle birlikte
buralardan inputlar da almaktadir. Medyal prefrontal korteks ve lateral habenuladan cift
tarafli (bilateral); amigdala, preoptik alan, substansia nigra ve lateral hipotalamustan ise
tek tarafli (unilateral) inputlar alir (17,18). GABA ve glutamat ndrotransmitterleri ile
taginan bu inputlar “bas-¢ek (push-pull)” ve “ileri besleme (feed forward) inhibisyon”
gibi mekanizmalarla DRN serotonerjik ndronlarindan serotonin saliniminin
diizenlenmesini saglamaktadirlar. Bu mekanizmalar Sekil 2.3’te gosterilmistir. Bas-¢ek
mekanizmasinda serotonerjik DRN ndéronlart ist diizey beyin bolgelerinde bulunan
glutamaterjik noronlarla AMPA reseptorleri aracilifiyla uyarilirtken GABAerjik
noronlarla  GABAa reseptorii araciligiyla inhibe edilerek atesleme frekans: ve
uyarilabilirliginin dengede kalmas1 saglamr. Ileri besleme mekanizmasinda ise
glutamaterjik inputlar DRN’de bulunan hem serotonerjik néronlart hem de GABAerjik
noronlar1 uyarir. Glutamat ile uyarilmis olan GABAerjik noronlar ise buradaki
serotonerjik noronlart GABAAa reseptorleri aracilifiyla inhibe ederler. Her iki
mekanizmayla da serotonerjik noronlarin glutamat ile aktive edilirken GABA ile inhibe

edilerek dengeli bir sekilde aktivite gostermesi saglanmis olur.



prefrontal korteks  lateral habenula

Bilateral
projeksiyon

Amigdala -
Preoptik alan "~

Lateral hipotalamus Substansia nigra

y e

Push - Pull Feed forward inhibisyon

Sekil 2.3: Ust diizey beyin bolgelerinden dorsal rafe cekirdegi serotonerjik ndronlari iizerine gelen
GAB Aerjik ve glutamaterjik inputlar (17).

DRN noéronlart temel olarak serotonerjik, GABAerjik ve glutamaterjik olarak
siiflandirilmakla birlikte dopamin, nitrik oksit (NO), somatostatin, noropeptit Y,
bliylime hormonu ve gastrin igeren noronlar da dorsal rafe c¢ekirdeginde karakterize
edilmistir (19). Serotonerjik néronlarin; serotoninin yani sira aynit zamanda kortikotropin
salict hormon (CRF), tirotropin salict hormon (TRH), P maddesi, galanin gibi
norotransmitterlerin de saliimini gergeklestirebildigi rapor edilmistir (20). Dorsal rafe
cekirdeginde serotonerjik ndronlarin sayisi glutamaterjik ve GABAerjik noronlara gore
belirgin olarak fazladir. Dorsal rafe cekirdeginde bulunan serotonerjik noronlarin

dagilimi Resim 2.1°de gosterilmistir.



Resim 2.1: Dorsal rafe gekirdeginde bulunan serotonerjik ndronlarin dagilimi. Tamoxifen verilen fare
beyninden koronal eksende alinan kesitte yapilan X-Gal boyama sonucu akuaduktusun 6niinde dorsal rafe
cekirdegi serotonerjik noronlari mavi renkli olarak goriilmektedir (21).

Serotonin L-triptofan’in triptofan hidroksilaz-2 enzimiyle hidroksillenmesi ile
sentezlendiginden, serotonerjik ndronlar bol miktarda triptofan hidroksilaz
icermektedirler. Bu nedenle Resim 2.2°de goriildiigli gibi bu enzime yonelik
immiinhistokimyasal boyama yapilarak serotonerjik nodronlar goriintiilenebilirler.
Sicanlarda dorsal rafe ¢ekirdeginde yapilan bir immiinhistokimya ¢aligmasinda boyama
yapilan ndronlarin %67’sinde (n=33) serotonin bulundugu saptanirken (serotonerjik)

%33’linde serotonin bulunmadigi (n=16) saptanmustir (22).

Resim 2.2: Dorsal rafe c¢ekirdeginde bulunan serotonerjik noéronlarin immiinhistokimyasal goriintiisii.
Triptofan Hidrosilaz 2 enzimi bulunduran (serotonerjik) dorsal rafe ¢ekirdegi néronlari goriilmektedir (23).

DRN’de bulunan serotonerjik ndronlar sekilleri bakimindan 3 sinifa ayrilirlar. Smuf 1
noronlarin mekik seklinde somalari vardir ve ¢ok sayida sinaps ¢ikintilar (spiny) bulunur.
Smif 2 noronlar genis multipolar tip bir soma yapisina sahiptir ve ¢ok sayida sinaps
cikintilart bulunur. Simif 3 ndronlarin ise oval ya da armut (piriform) seklinde hiicre

govdeleri bulunurken, sinaps ¢ikintilari bulunmaz (20).
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Serotonerjik  néronlarin  uyarildiklarinda aksonal terminallerinin  yan1  sira
somatodendritik bolgelerinde de serotonin miktar1 artmaktadir (16). Somatodendritik
bolgelerde serotoninin seviyesinin artmasinin nedeninin, hiicre kiiltiirlinde tekrarlayan
kollateraller ya da g¢apraz baglantilar oldugu belirtilmistir (16). Ancak rafe
¢ekirdeklerinde bu sozii edilen serotonin terminalleri heniliz gosterilememistir (16, 24).
Bununla birlikte serotonin salmiminin gostergesi olan basson proteini konfokal
mikroskop altinda immiinhistokimya teknigi kullanilarak aksonal terminallerle birlikte
hiicre govdesinde de gosterilmistir. Bu bulgu fare embriyonik kok hiicre kiiltiiri
ortaminda somatodendritik 5-HT salinimi1 olarak yorumlanmistir (16,25). Sonug olarak
somatodendritik serotonin artisinin  kaynagir direkt somatodendritik serotonin
salinimindan ya da komsu rafe c¢ekirdeklerinin kollateral terminallerinden veya c¢apraz
baglantilardan kaynaklaniyor olabilir (16). Ayrica canli sigan beyin kesitlerinde
immiinfloresan mikroskopi ve elektron mikroskobu kullanilarak yapilan bir ¢alismada ilk
defa serotonerjik DRN ndronlarinda vezikiiler monoamin tasiyicisi (VMAT2) varlig
gosterilmistir (26). VMAT?2, vezikiillerde serotoninin toplanmasina imkan saglayan bir
proteindir. Bu bulgu, somatodendritik bolgede vezikiiler serotonin saliniminin olabilecegi

seklinde yorumlanmistir (26).

2.2. Serotonin

Serotonin yaklagik 70 yil once ilk defa kanda vazokonstriktor madde olarak
tanimlanmistir  (27). Memeli hayvanlarda SSS, sindirim sistemi ve kanin
pihtilagsmasindan sorumlu olan trombositlerde bulunmaktadir. Toplam serotoninin %951
sindirim sisteminde enterokromafin (ECL) hiicrelerden sentezlenir (Sekil 2.4), bunun bir
miktar1 kan dolagimina girer ve ardindan trombositlerde depo edilir. Sindirim sisteminde
gastrointestinal motiliteyi arttirict  etkisi  bulunmaktadir. Trombositlerde ise
vazokonstriktor etkisi ile kan pihtilasmasina yardimet olur. Serotoninin % 5’1 ise SSS’de
sentezlenmekte olup burada duygudurum, istah, uyku ve hafiza gibi serebral

fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumludur (2,16).

Serotoninin Onciil maddesi triptofan aminoasididir. Kimyasal yapisi itibartyla besinci
karbon atomunda hidroksil grubu (OH") bulundurdugu i¢in 5-Hidroksitriptamin (5-HT)
adin1 da almaktadir. SSS’de serotonin sentezinin hiz kisitlayic1 basamagi triptofan

hidroksilaz 2 enzimidir ve bu enzim rafe ¢ekirdeklerinde bulunan serotonerjik néronlarda
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spesifik olarak bulunur (28-30). Serotoninin yikimi ise monoamin oksidaz enzimi ile

gerceklesmektedir.
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Sekil 2.4: Serotonin sentez basamaklar1 (31).

2.3. Serotonin reseptorleri

Serotonin reseptorleriyle ilgili ilk ¢alismalar izole Gine domuzu ileumunda serotonine
kontraksiyon cevabinin elde edildigi arastirmalara dayanir. Bu ¢aligmalarda serotonin
reseptorleri D ve M reseptorii olarak siniflandirilmistir. Daha sonra bu reseptorler
radyoligand bag oOl¢iimii teknigi ile yapilan calismalarda 5-HT 1 ve 2 olarak
siniflandirilmigtir. Bradley ve arkadasglari 1980’lerde farmakolojik ve fonksiyonel
kistaslara dayanarak 3 adet serotonin reseptor tipi tanimlamistir. Molekiiler biyolojik
tekniklerin gelistirilmesiyle birlikte serotonin reseptor alt tiplerinin sayist daha da artmig

ve fonksiyonlar1 hakkinda daha fazla bilgi elde edilmistir (32).
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Serotonin reseptdrleri 7 ana gruptan olusmaktadir. Bunlar SHT-1 (SHT-1A, SHT-1B,
SHT-1D, SHT-1E, 5HT-1F), SHT-2 (SHT-2A, SHT-2B, SHT-2C,) SHT-3, SHT-4, SHT-
5 (SHT-5A, 5HT-5B), SHT-6 ve SHT-7 reseptorleridir. Alttiplerle birlikte toplamda 14
adet serotonin reseptor tipi bulunmaktadir (33). Bu reseptorlerden sadece SHT-3 ligand
bagimli iyon kanalidir. Diger tiim reseptorler G proteini kenetli reseptorlerdir (GPCR) ve
etkilerini hiicre icinde ikincil haberci mekanizmalarin1 kullanarak gosterirler. Tablo
2.1°de serotonin reseptorlerinin beyinde bulundugu bdlgeler ve etki mekanizmalari
verilmistir. 5-HT1A reseptorleri potasyum kanallariin agilmasini saglayarak hiicrede
hiperpolarizasyona neden olur. 5-HT2A reseptorleri potasyum kanallarinin kapanmasina
yol agarak hiicrede depolarizasyonu tetikler. 5S-HT3 reseptorleri serotonin kapili katyon
kanallaridir ve uyarildiklarinda hiicre igine katyon girisini saglayarak hiicrenin hizl
depolarizasyonuna yol acarlar. 5-HT4, 5-HTS, 5-HT6 ve 5-HT7 reseptorleri etkilerini

hiicre i¢inde adenilat siklaz enzimi aktivitesini degistirerek gosterirler.
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Tablo 2.1: Serotonin reseptorleri, beyinde bulunduklar1 bolgeler ve etki mekanizmalari
(32)

Serotonin reseptorii Bulundugu boélge Etki mekanizmasi

5-HT1a Rafe  c¢ekirdekleri,  hipokampus, | Potasyum kanali aktivasyonu,
hipotalamus,  amigdala,  septum, | Adenilat siklaz inhibisyonu

entorinal korteks

5-HTis Bazal ganglionlar ve serotoerjik | Adenilat siklaz inhibisyonu

ndronlarin presinaptik terminalleri

5-HTwo Substansia nigra, bazal gangliyonlar, | Adenilat siklaz inhibisyonu
superior kollikulus

5-HTie Frontal korteks, olfaktér bulbus, | Adenilat siklaz inhibisyonu
hipokampus

5-HTir Serebral korteks, striatum, | Adenilat siklaz inhibisyonu

hipokampiis, bulbus olfaktorius

5-HT2a Serebral korteks, klaustrum, olfaktér | Fosfolipaz C aktivasyonu, K*
tiiberkaiil, striatum, Akkumbens | kanallarinin kapanmasi
cekirdegi

5-HT:2s Rafe ¢ekirdeklerinde serotonerjik | Fosfolipaz C aktivasyonu
noronlarda

5-HT2c Koroid pleksus, globus pallidus, | Fosfolipaz C aktivasyonu

serebral korteks, hipotalamus, septum,

substansia nigra, medulla spinalis

5-HT3 Hipokampiis,  entorinal  korteks, | Ligand bagimli iyon kanali
amigdala, akkumbens ¢ekirdegi,
traktus solitarius ¢ekirdegi, 5.kraniyal
sinir, 10. kraniyal sinirin dorsal motor
cekirdegi, area postrema, medulla

spinalis

5-HT4 Hipokampus,  striatum,  olfaktdr | Adenilat siklaz aktivasyonu

tiiberkil, substansia nigra

5-HTsa Hipokampus, prefrontal korteks Adenilat siklaz inhibisyonu
5-HTss Insanda bulunmaz ?
5-HTs Olfaktor tiiberkdil, akkumbens | Adenilat siklaz aktivasyonu

cekirdegi, serebral korteks, striatum,

hipokampus, kaudat ¢ekirdek

5-HT- Serebral korteks, septum, talamus, | Adenilat siklaz aktivasyonu
hipotalamus, = amigdala,  superior

kollikulus
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G proteini kenetli reseptorler (GPCR)

G proteini kenetli reseptorler sadece okaryot hiicrelerde bulunur. Sahip olduklar1 protein
yapist hiicre zarii yedi kere kat ettiginden dolay1 “7 transmembran reseptor” olarak da
isimlendirilirler. Bu durum G proteini kenetli reseptorlere has bir 6zelliktir.
Transmembran proteinde hiicrenin dis yliziine ligand baglanirken i¢ yliziinde G proteini
bulunur ve bu protein alfa, beta ve gama olmak {izere ii¢ alt birimden olusmaktadir. G

proteini alfa ve gama alt birimi lipid ¢apa (lipid raft) ile hiicre zarina baglidir.

Serotonerjik sistemde Onemli yer alan 5-HT1A reseptorleri bu grup icerisindedir.
Serotoninin reseptore baglanmasi {izerine G proteini beta ve gama altbirimi alfa
altbiriminden ayrilir ve G proteini kenetli i¢e dogru diizeltici (inward rectifier) potasyum
kanallarinin (GIRK) acilmasina neden olur. Istirahat zar potansiyelinde bulunan DRN
noronlari, bu kanallarin agilmasityla hiicre i¢inden hiicre disina dogru potasyum iyon

¢ikisi sonucu hiperpolarize olur (16).

5-HT1A reseptori

5-HT1A reseptorleri SSS’de bir¢ok bdlgede noronlarda presinaptik ve postsinaptik olarak
bulunabilmektedir (Resim 2.3). Presinaptik olarak dorsal ve medyan rafe ¢ekirdeklerinde
bulunur (34). Postsinaptik reseptorler olarak ise, hipokampusun piramidal GABAerjik ve
graniiler hiicrelerinde, septum, hipotalamus, amigdala, kortikal piramidal néronlarda ve
entorinal kortekste bulunmaktadir. Ayrica bu reseptorler astrositlerde ve diger glial
hiicrelerde de bulunmaktadir. Bu hiicrelerde bulunan reseptorlerin duygudurumunun

diizenlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (35).

Rafe ¢ekirdeklerinden ¢ikan serotonerjik uyarilar duygudurumu, stres reaktivitesi ve
uykunun diizenlenmesinde o6nemli rol alirken, MD ve anksiyete bozukluklar1 gibi
noropsikiyatrik hastaliklarin gelismesinden sorumlu tutulmaktadir. Postsinaptik 5S-HT1A
reseptorleri duygudurum ile iligkili olan kortikolimbik bdélgelerde yogun olarak
bulundugundan dolay1 bu tip hastaliklarin gelismesinde olduk¢a dnemlidir (36—40). 5-
HT1A reseptorleri ayrica rafe cekirdeklerinde somatodendritik otoreseptdrler olarak
bulunmaktadir. (41-43). Serotonerjik ndronlarda bulunan bu reseptdrlerin aktivasyonu
serotonin sentezinin inhibe olmasma neden olmaktadir. Bu nedenle bu reseptorler

antidepresan tedavisi uygulanan hastalarda ila¢ cevabmnin gecikmesinden sorumlu
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tutulmaktadirlar (42-50). Ayrica 5-HT1A otoreseptdrlerinin artmis gen ifadelenmesi MD
ve kronik SSRI direnci ile iligkilendirilmistir (51).

0 6

Resim 2.3: Insan beyninde 5-HT1A reseptdr dagilimi. Saglikli bireylerden elde edilen ve [Carbonyl-!'C]-
WAY-100635 radyoligandi kullanilarak 6lgiilen PET goriintiilerinde 5-HT1A reseptorlerinin farkli
yogunluklarda bulundugu bolgeler goriilmektedir. S-HT 1A reseptorleri rafe ¢ekirdekleri ve hipokampusun
yani sira frontal, temporal, singulat ve entorinal kortekste yogun olarak bulunmaktadir. Bununla birlikte en
diistik yogunluk ise oksipital kortekstedir (52). Serotonin reseptdr baglanma potansiyeli; 0: en az, 6: en ¢ok.

5-HT1A reseptorlerinden yoksun farelerle yapilan caligmalarda hayvanlar anksiyete
davranig1 gOstermistir ve bu hayvanlara SSRI ila¢ tedavisi etkisiz kalmistir (53-56).
Yapilan bir baska calismada %30 daha az 5-HT1A otoreseptoriine sahip farelerde
serotonerjik noron atesleme frekansi ve serotonin salinimi artmistir ve depresyon benzeri
davraniglarda azalma gozlenmistir (56). Postsinaptik 5-HT1A reseptor yetersizligi

anksiyete benzeri semptomlarin ortaya c¢ikmasi ile iliskilendirilirken, presinaptik
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somatodendritik 5-HT1A otoreseptorlerinin artig1 depresyon benzeri semptomlarin ortaya

cikmast ile iliskilendirilmistir (51).

2.4. Major depresyon

MD toplumda yaklasik %15 oraninda goriilen, is giicli ve insan kaybina yol acabilen
noropsikiyatrik bir hastaliktir (16). Kadinlarda erkeklerden iki kat daha fazla
gorilmektedir (57,58). Geligmis iilkelerde yasam boyu hastalik yiikii siralamasinda ikinci
siradadir ve 2030 yilina kadar ilk siraya yerlesmesi dngoriilmektedir (59—61).

MD’nin temel nedeni beyinde noérosinaptik kavsakta bulunan serotonin miktarinin
yetersizligidir (62-65). Akut triptofan yetmezliinin depresyonu tetiklemesi ve
norosinaptik kavsakta serotonin miktarini arttiran SSRI ilaglarinin kullanilmasi ile
depresyon tedavisinin saglanmasi bunu kanitlar niteliktedir (66—70). Bununla birlikte MD
etiyofizyopatolojisinde noradrenalin, dopamin, glutamat gibi ndrotransmitterler de
indirek olarak rol almaktadir (69—72). MD (73-77) ve anksiyete bozukluklarinda (78-83)
postsinaptik 5S-HT1A reseptorleri miktar ¢esitli kortikal bolgelerde diiserken, 5S-HT1A
otoreseptorleri miktar1 artmaktadir (84-86). Bu bulgular MD fizyopatolojisinde,
norosinaptik kavsakta bulunan serotonin miktarinin yanisira 5-HT1A reseptorlerinin
beyindeki dagiliminin da 6nemli rol aldigin1 gdstermektedir. Postsinaptik 5-HT1A
reseptorlerinde azalma MD riskini arttirirken rafe gekirdeklerinde bulunan presinaptik

somatodendritik 5-HT1A otoreseptorlerindeki artis da MD riskini arttirmaktadir (16).

MD Kkliniginde hemen her giin, giin boyu siiren depresif duygudurum, etkinliklere kars1
ilgi kayb1 ve zevk alamama gibi bulgular yer alir. Hastalar sosyal yasamdan uzaklagmistir
ve 1§ glicline katilimlar1 6nemli 6l¢iide kisitlanmistir. Hastalar basit bitkinlik ve enerji
kaybindan, 6z kiyima kadar gidebilen genis bir yelpazede belirti verebilmektedir.
Gilinlimiizde MD tanist DSM-IV (the diagnostic and statistical manual of mental
disorders- IV) tam kriterlerine gore konulmaktadir. Tablo 2.2’de MD DSM-IV tani
kriterleri yer almaktadir. Bir hastaya MD tanis1 konulabilmesi i¢in hastada bu kriterlerden
en az besinin bulunmasi ve bu bes kriterden en az birinin ilk iki kriterden birisi olmasi

gerekir (87).
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Tablo 2.2: Major depresyon DSM-IV tani kriterleri

Semptomlar

1. | Hemen her giin yaklasik giin boyu siiren depresif duygu durumu

2. | Hemen her giin yaklasik giin boyu siiren tiim etkinliklere kars1 ilgi kayb1 ya da

zevk alamama (anhedoni)

3. | Onemli derecede kilo kayb1 ya da kilo alim1

4. | Hemen her giin siiren uykusuzluk ya da asir1 uyku

5. | Hemen her giin psikomotor ajitasyon ya da retardasyon

6. | Hemen her giin yorgunluk, bitkinlik ya da enerji kaybi

7. | Hemen her giin asir1 ya da uygunsuz degersizlik, sucluluk duygulari

8. | Hemen her giin diisiincelerini belli bir konuya odaklama yetisinde azalma ya da

kararsizlik

9. | Tekrarlayan olumsuz diisiinceler ya da girisimler

Serotonin norotransmisyonu

Rafe ¢ekirdeklerinde bulunan serotonerjik noronlarin aksonal terminallerinde serotonin
vezikiilleri bulunur. Somatodendritik alanda eksitator postsinaptik potansiyeller sonucu
istirahat zar potansiyelinin esik degere ulagmasi halinde akson hiluksta aksiyon
potansiyeli (AP) meydana gelir. Aksiyon potansiyelinin ger¢eklesmesinden sonra uyari
akson boyunca iletilir ve akson terminalinde voltaj bagimli kalsiyum kanallar1 acilir ve
kalsiyum iyonlar1 hiicreler aras1 sividan sitoplazma igine gecerek serotonin vezikiillerinin
norosinaptik kavsaga salmmasma neden olur. Serotonin ndrosinaptik kavsakta
postsinaptik noronlarin soma ve dendritlerinde bulunan serotonin reseptorlerine

baglanarak etkisini gosterir (Sekil 2.5°te sag taraftaki postsinaptik néronda oldugu gibi).
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Serotonerjik noronlarin uyarilmasi ile aksonal terminalde bulunan noérosinaptik kavsakla
birlikte serotonerjik noronlarin somatodendritik bolgesinde de serotonin miktar1 artar
(16). Bu durum somatodendritik boélgede bulunan serotonin otoreseptorlerinin de
uyarilmasina yol acar. DRN noronlarinda bu somatodendritik otoreseptorler 5-HT1A
reseptorleridir. Bu reseptorlerin uyarilmast bu néronlarin hiperpolarizasyonuna ve
dolayisiyla inhibisyonuna yol agar. Sekil 2.5’te sol taraftaki ndronun soma ve
dendritlerinde otoreseptorler gosterilmistir. Boylelikle serotonerjik néronlarda serotonin
sentezi i¢in gereken uyarilabilirligin artisi, beraberinde inhibisyonu getirerek bir negatif

geribesleme (feedback) mekanizmasinin kurulmasini saglamaktadir (24).

5-HT1A Postsinaptik
Otoreseptorleri S5-HT1A reseptorleri
- Ei f%
Serotonerjik Postsinaptik
Niron Noron

Sekil 2.5: DRN néronlarinda serotonin sentezlenmesinin diizenlenmesi ve antidepresan ilaglarin bu
noronlar iizerine etkisi. Geri alim inhibitdrii antidepresan ilaglar akson terminali ve somatodendritik
bolgede bulunan SERT proteinlerini inhibe ederler. Serotonin geri alimi durur ve bu bdlgelerde serotonin
miktar1 artar. Norosnaptik kavsakta serotonin artisi bu ilaglarin kullanilma amacidir ancak somatodendritik
bolgede de serotonin miktarinin artigt burada bulunan serotonerjik néronlarin inhibe olmasindan dolay: bu
ilaclarin etkinligini kisitlar. Kirmizi nokta: Serotonin, yesil dortgen: SERT proteinleri, sar1 daire: 5-HT1A
reseptorleri, mavi daire: Diger serotonin reseptorleri (16).

Hiicre zarinda bulunan 5-HTIA reseptorii G proteini iligkili bir reseptordiir ve
sitoplazmik yiiziinde Gi proteinlerini bulundurur. Serotonin, 5-HT1A reseptoriine
baglandig1 sirada reseptdriin sitoplazmik yiiziinde bulunan Gj proteini sitoplazmaya
salimir ve iki ayr1 yol izler. G; proteinleri sitoplazmada bulunan adenilat siklaz (AC)
enzimini bloke eder ve cAMP seviyesini diisiiriir. Ikinci yolda ise Gi proteinleri dogrudan
hiicre zarinda bulunan potasyum iyon kanallarina baglanarak bu kanallarin a¢ilmasina
neden olur (16). Bunun sonucunda sitoplazmada bulunan potasyum iyonlari
elektrokimyasal gradiyentten dolayr hiicre digina ¢ikarak istirahat zar potansiyelinin

hiperpolarize olmasina yol agar (Sekil 2.6). Bu durum ayn1 zamanda hiicrenin inhibisyonu
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anlamini tasir. 5-HT1A reseptorleri postsinaptik ndronlarin soma ve dendritlerinde yer
aldig1 gibi dorsal rafe ¢ekirdeklerinde yer alan serotonerjik olan ve serotonerjik olmayan
noronlarin somatodendritik kisimlarinda da bulunmaktadir (16). Yani rafe ¢ekirdeginde
sentezlenip salinan serotonin ayni zamanda burada bulunan néronlarin da aktivitesini

etkilemektedir (16,25).

Hiicre dis1 H @ Iyon kanallan
P 08

an v v v g g
K+ Ca++

Hiicre zan 5-HT1A

0

Hiicre ici

*Vm

* cAMP ylca*],

Sekil 2.6: 5-HT1A reseptoriiniin hiicre igindeki G proteini iliskili sinyal ileti mekanizmasi. Serotonin 5-
HTI1A reseptoriine baglandiginda Gi, proteinleri altbirimleri serbestlenir ve bu proteinler GIRK
kanallarinin a¢ilmasini saglayarak potasyum iyonunun hiicre disina ¢ikigini ve transmembran potansiyelin
hiperpolarizasyonuna neden olur. Dolayisiyla voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin kapanmasini saglayarak
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun diigmesini saglar. Ayrica adenilat siklaz enzimini inhibe ederek
cAMP miktarimin diismesine yol agar. Bu etkiler hiicrenin inhibisyonuna ve serotonin saliniminin
engellenmesine neden olur (16).

Geri alim inhibitorii antidepresanlarin (SSRI ve SNRI) etki ve yan etki mekanizmasi
SSRI ve SNRI grubu antidepresan ilaglar aksonal terminalde bulunan serotonin
transporter (SERT) proteinlerini inhibe ederek serotoninin nodrosinaptik kavsaktan
hiicreye geri alimina engel olurlar. Ancak SERT proteinleri serotonerjik noronlarin
somatodendritik kisminda da bulunur ve bu ilaglar buradaki SERT proteinlerini de inhibe
eder. Bu nedenle geri alim inhibitorleri MD tedavisi i¢in kullanildiginda ilk iki giin
icerisinde maksimum diizeye ¢ikacak sekilde serotonerjik noronlarda inhibisyona yol
acmaktadir (Sekil 2.5). Bu etkinin nedeni; serotonin geri alim inhibitdrii antidepresan
ilaglarin serotonin miktarin1 norosinaptik kavsakta arttirmanin yami sira dorsal rafe
cekirdeginde bulunan serotonerjik ndéronlarin somatodendritik kisimlarinda da
arttirmasidir (16,25). Somatodendritik bolgede artan serotonin, presinaptik serotonerjik
noronlarin somatodendritik 5-HT1A otoreseptorlerine baglanarak hiperpolarizasyonuna
ve dolayisiyla bu ndronlarin inhibe olup norosinaptik kavsaga daha fazla serotonin

sentezleyememesine neden olmaktadir (16). Bu durum serotonin geri alim inhibitorii
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antidepresan ilaglarin etki siiresinin gecikmesine ve etkili olabilmeleri i¢in gereken

dozlarinin yiikselmesine neden olmaktadir.

Yapilan bazi deneysel arastirmalar geri alim inhibitorii ilaglarla bir non-selektif beta
blokér olan ve hipertansiyon tedavisinde kullanilan pindololiin (-) formunun
somatodendritik 5-HT1A reseptorlerine parsiyel agonist etkili oldugu ve serotonin
varhiginda antagonistik etki gostererek 5-HT1A otoreseptorlerini inhibe ettigini

gostermistir (7,85).

MD tedavisi i¢in geri alim inhibitorii antidepresanlart (SSRI, SNRI) igeren belirli tedavi
modaliteleri gelistirilmistir. Ancak mevcut tedaviler i¢in kullanilan ilaglarin doza baglh
yan etkileri goriilmekle birlikte bu ilaclarin etkisinin ortaya ¢ikma siiresi olduk¢a uzun
siirmektedir. {lacin alinmaya baslanmasindan etki ettigi zamana kadar hastalarin belirli
bir kismi etkisinin olmadig1 diisiincesiyle tedaviyi sonlandirmaktadir. Depresyon
tedavisinde pindololiin antidepresan etkili ilaglarin etkisini artirabilecegi ve daha kisa
stirede etkili olmasini1 saglayabilecegi ¢esitli calismalarda bildirilmistir. Yapilan klinik
aragtirmalarda MD tanis1 almig olan hastalarda antidepresanlarin, pindolol ile birlikte
kullanildiklarinda tek baslarina kullanilmasindan daha etkili olabildigi gosterilmistir

(9,89).

Sicanlarda DRN bolgesinden in vivo elektrofizyolojik kayit alinarak yapilan preklinik
arastirmalarda antidepresan ilaclardan kaynaklanan DRN nd6ronlar1 blokajinin pindolol
on uygulamasi ile engellenebilecegi gosterilmistir (5,7). Ancak bu tip arastirmalarda
pindolol tek basina uygulandiginda ise DRN noronlarini inhibe ettigi gosterilmistir
(90,91). Her iki bulgu birlikte degerlendirildiginde pindololiin 5-HT1A otoreseptdrleri
lizerine parsiyel agonistik etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim Cin hemstiri
ovaryum hiicrelerinde rekombinant 5-HT1A reseptorlerinin arastirildigi bir caligmada

pindololiin bu reseptorler lizerine parsiyel agonistik etkisi gosterilmistir (88).

2.5. Venlafaksin

Venlafaksin ve onun aktif metaboliti O-desmetilvenlafaksin, SSS’de serotonin ve
noradrenalin norotransmitterlerinin giiglii gerialim inhibitriidiir (92). Bu nedenle
venlafaksin, serotonin noradrenalin gerialim inhibitérii grubu antidepresanlar arasinda

yer alir.
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Venlafaksin, serotonerjik noronlar ile postsinaptik noronlar arasindaki ndrosinaptik
kavsakta serotonin miktarin1 arttirarak antidepresan etkisini gostermektedir. Bununla
birlikte venlafaksin kullanimiyla serotonin miktar1 dorsal rafe cekirdegi serotonerjik
noronlarinin  somatodendritik  bolgelerinde de artar ve bu durum 5-HT1A
otoreseptorlerinin aktivasyonuna yol acar (7,16). Bu reseptorler inhibitdrdiir ve
uyarilmalar1 serotonerjik néronlarin inhibisyonuyla sonuclanir. Bu durum venlafaksinin
kullanilma amacinin tam tersidir ve venlafaksinin etkisinin azalmasiyla birlikte,
venlafaksinin etkili olmasi i¢in ihtiya¢ duyulan dozun artmasina neden olur. Siganlarda
yapilan in vivo elektrofizyolojik bir ¢aligma, pindololiin venlafaksinin etkinligini 6nleyen

bu durumu engelleyebilecegini raporlamistir (7).

12 ve 8 hafta siiren iki ayr1 ¢ift korlii klinik ¢alismada da MD hastalarinda venlafaksin
kullanim1 HAM-D (Hamilton depression rating scale) skoruna gore plaseboya iistiin
gelmistir (92). Venlafaksinin endikasyonlar1 arasinda MD, yaygin anksiyete bozuklugu

ve panik atak yer almaktadir.

Venlafaksinin uykusuzluk, sinirlilik, bag donmesi, mani, hipomani ataklari, anormal
riyalar, titreme, agiz kurulugu, istah ve kilo kaybi, bulanti, libido kayb1 gibi yan etkileri
goriilmektedir. Gebelik kategorisi C’dir. Sindirim sisteminden %92 oraninda
emilmektedir. Biyoyararlanimi %45’tir. Venlafaksinin %5°1 hi¢ degismeden idrarla atilir.

Alindiktan 48 saat sonra %87’si idrara geger (92).

2.6. Pindolol

Pindolol terapétik doz araliginda (10-60 mg) intrinsik sempatomimetik aktiviteye sahip
olan fakat bu aralikta kinidin benzeri membran stabilize edici aktivitesi bulunmayan
selektif olmayan beta blokordiir. Egzersizden kaynaklanan kalp atis hizi, sistolik kan
basinci ve kardiyak debi artisin1 engeller. Cift korlii kontrollii klinik arastirmalarda tek
basina ya da tiazid grubu diiiretiklerle kullanildiginda etkili bir antihipertansif ajan oldugu
gosterilmistir. Antihipertansif etki mekanizmasi hakkinda iki goriis bulunmaktadir.
Bunlardan biri kan beyin bariyerini gegerek SSS’den sempatik sinir sistemine iletilen
uyartyl azaltmasidir. Digeri ise periferde (6rnegin kalpte) diger katekolaminlerle
yarigmal1 antagonizma ile sempatik sistemin beta reseptor blokajina neden olmasidir (93).
Alindiktan sonra gastrointestinal sistemde hizli bir sekilde emilerek (%95) bir saat sonra

pik plazma konsantrasyonuna ulasir. Pindolol %60 oraninda kan plazmasi ve eritrositlere
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dagilirken %401 plazma proteinlerine baglanir. Saglikli bir eriskinde dagilim hacmi 2
L/kg’dir. Tlk gecis etkisi oldukca smirlidir. %35-40" 1 hi¢ degismeden idrarla atilirken
%60-65’1 hidroksi-metabolitlerine (glukronid, siilfat) doniistiiriilerek atilmaktadir (93).

Santral sinir sistemi yan etkileri arasinda; duygudurum bozukluklari, yer ve zaman
uyumsuzluguyla (dezoryantasyon) karakterize geri doniisli (reversible) mental
depresyon, kisa donem hafiza kayb1 ve noropsikometrik performansta diisme goriiliir.
Yapilmis olan klinik ve preklinik aragtirmalarda pindololiin beta blokor etkisinin yani sira
SSS’de  DRN noronlarmnin  somatodendritik  bolgelerinde  bulunan  5-HT1A
otoreseptorlerine karsi da parsiyel agonistik etkisinin olabilecegi ortaya konulmustur
(5,7,88). Pindololiin antihipertansif olarak kullanildig1 calismalarda da SSS yan

etkilerinin nedeni, 5-HT1A reseptorleri ile etkilesimi olabilir.

2.7. Elektrofizyoloji ve yama kenetleme teknigi

Elektrofizyoloji biyolojik hiicre ve dokularin elektriksel 6zelliklerine iliskin ¢alismalarin
genel adidir. Beyinde bulunan sinir hiicrelerinden elektrofizyolojik kayit alinmasinda,
beyinde elektroensefalografi dlgiimiinde ya da kalpte elektrokardiyografi dlglimiinde
elektrofizyoloji tekniklerinden faydalanilmaktadir. Elektrofizyolojik teknikler arasinda
noronlardan kayit alinmasini saglayan hiicre dis1 ve hiicre i¢i kayit teknikleri de yer alir.

Hiicre i¢i kayit teknikleri arasinda yama kenetleme teknigi en bilinenidir.

Yama kenetleme teknigi hiicre zarindaki fizyolojik siireclerde gérev alan ve bircok
patolojik durumla (kanalopatiler) iliskisi oldugu diigiiniilen iyon kanallarinin biyofiziksel
ve farmakolojik 6zelliklerinin anlasilmasina yardimci olan elektrofizyolojik bir tekniktir.
[k olarak 1941 yilinda Alan Lloyd Hodgkin ve Andrew Fielding Huxley miirekkep balig1
dev aksonunda hiicre i¢i elektrotlar kullanarak aksiyon potansiyelini kaydetmis ve pasif
zar Ozelliklerini incelemislerdir (94). Daha sonra bu iki arastirmaci hiicre zar1 akimlarini
Olcmeye yarayan voltaj kenetleme (voltage clamp) teknigini gelistirmistir (95,96). Ancak
o donemde alinan kayitlar cam pipetlerdeki akim sizintisindan dolay1 giirtiltiilii idi ve bu
nedenle tek bir iyon kanalinin akimi dl¢lilememekteydi. Bunun iizerine Bernard Katz’in
ogrencilerinden Bert Sakmann, Erwin Neher ile birlikte pipete negatif basing
uygulayarak kayit almay1 denedi ve giiriiltiiniin ortadan kalkmasinmi1 saglayarak tek bir
iyon kanalindan yiiksek ¢oziiniirliiklii zar akim kaydi almayr basardi (97). Bu teknige

“yama-kenetleme” (patch-clamp) ismi verildi.
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Yama kenetleme tekniginin akim kenetleme (current clamp) ve voltaj kenetleme (voltage
clamp) olmak {izere iki ayr1 uygulama alani bulunmaktadir. Akim kenetleme
deneylerinde hiicreye biiyiikliigii bilinen miktarda akim verilir ve hiicrenin bu akima kars1
gostermis oldugu voltaj yanit 6l¢iiliir. Akim kenetleme deneyleriyle hiicrenin istirahat zar
potansiyeli ile birtakim pasif ve aktif zar ozellikleri Olciilebilir. Voltaj kenetleme
deneylerinde ise hiicrenin transmembran potansiyeli (hiicre zarimin iki yanm arasindaki
potansiyel fark, V) belirli bir zar potansiyelinde tutulur (kenetlenir - Vi) ve bu

potansiyelde hiicre zarindan ge¢en akim miktar1 dl¢iiliir (98).

Yama kenetleme igerisinde mikroelektrot ile hiicrenin farkli pozisyonlarini i¢eren 4 adet
konfigiirasyon bulunmaktadir (Sekil 2.7). Bunlar hiicreye-yapisik (cell-atached), tiim-
hiicre (whole-cell), i¢i-disarda (inside out) ve disi-disarda (outside out)
konfigiirasyonlaridir (98). Bunlarin her birinin birbirine gére avantajlar1 bulunmaktadir.
Hiicreye-yapisik konfigiirasyonunda pipet ucu hiicre zarina yapismis durumdadir. ici-
disarda (inside out) ve disi-disarda (outside out) konfigiirasyonlarinda ise zar biitlinliigii
bozulmustur ve sadece zarin kiiciik bir kismindan kayit alinir. Bu durum tek bir iyon
kanalinda c¢alisabilme imkani saglamaktadir. Ayrica igi-disarda konfigiirasyonunda
intraselliiler maddelerin (ikincil haberciler) iyon kanallarina etkisi arastirilabilmektedir.
Tiim hiicre konfigiirasyonunda zar biitiinligli korunmaktadir ve bdylece hiicrenin
fizyolojik sartlarina yakin bir ortam saglanarak iyonik akimlar ve voltaj degisimleri
gercege uygun sekilde Olgiilebilmektedir. Arastirmamizda bu nedenlerle DRD
noronlarindan elektrofizyolojik kayitlarin alinmasi ic¢in tiim-hiicre konfigiirasyonu

secilmistir.
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Hiicreye-yapisik Tim-Hticre

Vakum
—-ﬂ‘

Pipet geri gekilir Pipet geri gekilir

ici-Disarda Disi-disarda

Sekil 2.7: Yama kenetleme konfigiirasyonlari. Gigaseal pozisyonunda kayit alindiginda hiicreye-yapisik
konfigiirasyon elde edilmektedir. Negatif basing uygulanarak hiicre zari kopartilirsa tiim-hiicre
konfigiirasyonu elde edilir. Hiicreye-yapisik konfigiirasyonunda pipet geri ¢ekilerek hiicre zar1 kopartilirsa
ici-disarda konfigiirasyonu elde edilir. Tiim-hiicre konfigiirasyonunda iken pipet geri ¢ekilirse disi-disarda
konfigiirasyonu elde edilir (99).

Tiim hiicre konfigiirasyonunda akim kenetleme ve voltaj kenetleme deneyleri
uygulanabilmektedir. Oncelikle 1.5 ml i¢ hacme sahip 6zel bir kayit odacig1 iizerinde
bulunan canli beyin kesitlerinde hiicreler belirlenir ve uygun direngte (7-10 MQ)
hazirlanmis pipetler intraselliiler pipet soliisyonu ile doldurulur ve pipet makro ve mikro
manipiilatorler yardimiyla bu hiicrelere yanastirilir. Daha sonra pipete vakum islemi
uygulanarak direncin GQ (gigaohm) seviyesine ¢ikmasi saglanir. Bu duruma gigaseal
denir. Ayn1 zamanda bu pozisyon hiicreye yapisik (cell attached) konfigiirasyonudur.
Daha sonra tekrarlayan vakum islemleri ile hiicre zarinin yirtilmasi saglanir. Bu durumda
pipet soliisyonu hiicre i¢indeki sitoplazma ile karisir.

Bu asamada akim kenetleme deneyleriyle hiicre ici ile hiicre dig1 arasindaki potansiyel
fark (transmembran potansiyel, Vi) kolaylikla dlciilebilir. Hiicreye farkli biiyiikliiklerde
akim enjeksiyonlar1 yapilarak zar potansiyeli, aksiyon potansiyeli desenleri, hiicrenin
pasif ve aktif zar 6zellikleri incelenir. Voltaj kenetleme deneylerinde ise bir kisim iyon
kanallar1 voltaja duyarlt oldugu i¢in, zar potansiyeli manipiile edilerek bu iyon
kanallarinin aktivasyon ve inaktivasyonlar1 ¢alisilabilir. Diger taraftan ligand kapili iyon
kanallar1 da ligandlar ile acildiklar1 i¢in o kanala spesifik ligandlar uygulanarak

calisilabilir.
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Voltaj kenetleme calismalarinda, zar potansiyeli farkli voltajlarda kenetlenerek zar
akimlar1 dlciliir. Her iyon kanalinin akiminin izolasyonu i¢in belirli voltaj kenetleme
protokolleri gelistirilmistir. Ornegin GIRK kanallar1 izolasyonu i¢in transmembran
potansiyel -60 mV’da kenetlenirken -120 den baslatilip -20’ye kadar 20 mV luk
araliklarla artan gesitli adim potansiyeller (step potential) uygulanir. Bu potansiyellerin

her birinde hiicre zarindan gegen akimlar ol¢iilebilmektedir (100).

2.8. Iyon kanallar

Iyon kanallar1 hiicre zarinda bulunan makromolekiiler por seklinde bulunan integral
proteinlerdir (94). Prokaryot ve okaryot hiicrelerde temel olarak hiicre zarinda tuz
transportu ve osmotik dengenin saglanmasindan sorumludurlar (98). Bu kanallardan tek
bir tanesinden 10.000 kadar iyon 1 milisaniye kadar kisa siirede gegebilmektedir (31).
Iyon kanallarinda genelde secici bir filtre ve sitoplazmik kisminda ise kapilanmanin

kontrol edildigi fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8: Iyon kanallarmin genel yapisi. 1: Kanal alam, 2: dis agiklik, 3: segici filtre, 4: fosforilasyon
bolgesi, 5: hiicre zar1 (101).

Iyon kanallar1 sinir hiicrelerinde istirahat zar potansiyelinin korunmasini, aksiyon
potansiyelinin gerceklesmesini ve bir takim elektriksel sinyallerin iletilmesini
saglamaktadir. Sodyum-potasyum (Na-K) pompas: gibi iyon tasiyicilarla birlikte
caligarak hiicre zarinda istirahat zar potansiyelinin dengede kalmasini saglarlar. Saglikli
bir sinir hiicresinde istirahat zar potansiyeli yaklasik -65 mV kadardir. Bunun

saglanmasinda iyon kanallar1 tarafindan kontrol edilen; hiicre zarinin iki tarafi arasindaki
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elektriksel yiik farki ve iyon konsantrasyon farklar1 (elektrokimyasal fark) ile hiicre

zarinin bu iyonlara kars1 gegirgenligi en 6nemli faktorlerdir (31).

Iyon kanallar1 néronlarin uyarilabilirliginin temel belirleyicisidir. Bir iyon kanalinin
acilmasi veya kapanmasi ilgili reseptoriin spesifik ligandinin baglanmasina veya hiicre
zarinin transmembran potansiyeline bagldir (31). Ornegin; asetilkolin reseptdriine
asetilkolin baglandiginda ligand kapili iyon kanali agilir ve sodyum hiicre i¢ine girerek
transmembran potansiyelinde degisiklige neden olur. Ya da aksiyon potansiyelinin
depolarizasyon safhasinda voltaj bagimli potasyum kanallar1 agilir ve hiicre disina
potasyum ¢ikisina neden olarak repolarizasyonun ger¢eklesmesini saglar. Hedef hiicrenin
istirahat zar potansiyeli diger noronlardan salinan ndrotransmitter araciligiyla gelen
uyarilarin etkisi altindadir. Bu uyarilar yeterli biiyiikliikte depolarizasyona yol actig

zaman aksiyon potansiyelinin ger¢eklesmesini saglamaktadir (31).

Iyon kanallar1 kapilanma mekanizmalarina gore, tasidig1 iyon tiplerine gére ve hiicrede
bulundugu lokalizasyonlara gore siniflandirilmaktadirlar. Kapilanma mekanizmalarina
gore bese ayrilir. Bunlar voltaj-kapili iyon kanallari, ligand-kapili iyon kanallari,
mekanosensitif iyon kanallari, siklik niikleotid kapili iyon kanallar1 ve kalsiyum kapili
iyon kanallaridir. Iyon kanallar1 agildiginda tasidigi iyon tipine gore ise potasyum iyon
kanallari, sodyum iyon kanallari, klor iyon kanallari, kalsiyum iyon kanallar1 ve non-

selektif katyon kanallar1 olarak bese ayrilirlar (98).

2.8.1. Potasyum kanallar

1998 yilinda X 151 kristalografisiyle saptanan Streptomyces lividans bakterisinin
potasyum kanal1 yapisi, iyon kanallarinin mekanizmasinin anlasilmasi konusunda énemli
bir adim olmustur. Bu kanalin dort altbirimden olusan genis agzi ekstraselliiler ortama
bakan bir koni seklindedir ve ortasinda protein dizisinden kaynaklanan potasyum (K*)
secici filtre bulundurur. Bu kanallarda bulunan filtre, potasyumun (1.33 A°) sodyumdan
(0.95 A®  10.000 kat daha hizl1 ge¢gmesini saglamaktadir (31). Potasyum kanallariin
acilmasi, zar potansiyelini potasyum Nernst potansiyeline (equilibrium potential)
yaklastirir ve atesleme esik degerinden uzaklastirir. Uyarilabilir hiicrelerde eksitator
inputlarin etkisini azaltir, atesleme araliklarinin siiresini diizenler, yogun aktif periyodlari

engeller ve aksiyon potansiyeli siiresinin kisa kalmasini saglar. Potasyum iyon kanalinin
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bu islevleri zar potansiyelinin stabilitesinin artmasini saglamaktadir (98). Tablo 2.3’te

potasyum iyon kanallarinin molekiiler yapilarina gore siniflandirilmasi yer almaktadir.

Tablo 2.3: Molekiiler yapilarina gore insanda bulunan potasyum iyon kanallari

siniflandirmasi (98)

Molekiiler yapi | Genotip Fenotip Alt tipleri
(hiicre zarinda
bulunan
transmembran
protein sayisi)
2 TM KCNH Ice dogru diizeltici | Kirl,2,4,5,7: klasik
potasyum kanallar1 | inward rectifiers
(Inward rectifiers) Kir3: GIRK
Kir6: ATP duyarh
potasyum kanallar1
4T™M KCNK Potasyum sizma | TWIK
kanallar1 (2P domain K
leaks)
6 TM (KCNA,B,C,D), | Voltaj kapili potasyum | Kv1-9
KCNS kanallar1 (delayed
rectifiers)
KCNQ Voltaj kapili potasyum | KCNQI1
kanallar1 (slow delayed
rectifiers)
KCNM,KCNN | Kalsiyum kapil1 | Mslo (biiytik), SKI
potasyum kanallar1 (kiictik ve orta)
KCNH Voltaj kapili ERG | eag
kanallar1
HCN,CNG Miks katyon kanallart | NCN1, CNG1

TM: transmembran protein.

28



Voltaj bagimh potasyum kanallar
Hiicre zarinda potasyum iyonlarina spesifik olan ve zar potansiyelindeki degisikliklere
bagimli olarak acilip kapanan kanallardir. Depolarizasyon sonrasi hiicrenin istirahat zar

potansiyeline tekrar ddonmesinde temel diizenleyicidir (98).

Kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallari

Iletkenliklerine gore iletkenligi biiyiik olan potasyum kanallari, iletkenligi orta olan
potasyum kanallar1 ve iletkenligi kiigiik olan potasyum kanallar1 olmak {izere iige
ayrilmugtir. Intraselliiler kalsiyum seviyesinin artmasi bu kanallardan potasyum akimini
tetikler ve hiperpolarizasyona ya da repolarizasyona yol acar. Aksiyon potansiyeli
sonrasinda gelisen “after hiperpolarizasyon (AHP)” komponentinin olusmasini

saglayarak spontan aktif hiicrelerin aktivitesinin yavaslamasina neden olmaktadir (98).

Potasyum sizma kanallari;
On bes adet alt tipi tanimlanmistir. Transmembran potansiyeli, istirahat zar potansiyeli

diizeyinde iken potasyumun hiicre i¢cinden hiicre disina ¢ikmasina neden olurlar.

ice dogru diizeltici (inward rectifier) potasyum kanallari;

Ice dogru diizeltici potasyum akimi ilk kesfedildiginde diger disa dogru (outward)
potasyum akimlarindan ayirmak i¢in aykiri (anomelous) diizeltici olarak tanimlanmistir.
Memeli hayvan hiicrelerinde bitkilerde ve bakterilerde yedi adet alttipi tanimlanmistir.
Potasyum 1iyonu i¢in segicidir. Kalpte aksiyon potansiyeli siiresinin uzamasini saglar.
Sinir hiicrelerinde norotransmitter saliniminin diizenlenmesinde etkilidir. Potasyumun
ters potansiyelinden (reverse potential) daha negatif potansiyellerde ice dogru (inward)
akima yol acarken pozitif potansiyellerde disa dogru akima yol acar. Bu kanallar ice
dogru akima daha yatkindir ve ige dogru akim genligi disa dogru akim genliginden daha

yiiksektir (98).

G proteini kenetli ice dogru diizeltici potasyum kanallar:

G proteini kenetli igce dogru diizeltici potasyum kanallar1 (GIRK) i¢e dogru diizeltici
(inward rectifier) kanal sliper ailesinin bir {iyesidir. Kanallarin intraselliiler yiiziinde
bulunan Mg*? iyonu ve poliaminler nedeniyle bu kanallardan gegen ige dogru (inward)
akim disa dogru (outward) akimdan daha biiyiiktiir. GIRK kanallar1 istirahat zar

potansiyeline yakin voltajlarda disa dogru akim ortaya ¢ikararak hiperpolarizasyona
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neden olur. Serotonin 5-HT1A, adenozin Ai, dopamin D>, GABAB, asetilkolin M ve
adrenerjik oo reseptorleri gibi G proteini kenetli reseptorler (GPCR) sitoplazmik
yiizlerinde G proteini tagirlar. Bu reseptorlerin aktivasyonlari ile reseptore bagli bulunan
Ggy alt birimi serbestleserek GIRK kanallarin1 aktive eder (102-107). Bu mekanizma
Sekil 2.9’da goriilmektedir. Metabotropik reseptorlerin aktivasyonu ile agilan bu
kanallarin agilmasi iyonotropik reseptdrler kadar hizli degildir ve saniyeler alir.
Boylelikle ortaya ¢ikan bu inhibitér postsinaptik potansiyeller (IPSP) daha geg

baslamakta ve daha uzun siirebilmektedir (108).

% yranase

Sekil 2.9: Ice dogru diizeltici potasyum kanallarindan olan GIRK kanal yapis1 ve agilma mekanizmasi.
GPCR nin uyarilmast sonucu ile GByin, Goio dan ayrilir ve GIRK kanalinin agilmasini saglar. Pertusis
(PTX) toksini Gai lizerinden bu mekanizmayi inhibe eder. Hiicre igi bir¢ok sinyal ileti mekanizmast GIRK
kanallar ile iliskilidir. Ornegin hiicre iginde fosfolipaz C (PLC) artis1 GIRK agilmasini inhibe eder (109).

Fonksiyonel GIRK kanallar1 GIRK altbirimlerinin heterotetramerlerinden olugsmaktadir.
Bu alt birimler dort adettir ve GIRK 1, GIRK 2, GIRK 3, GIRK 4 olarak
siiflandirilmaktadir. Bunlarin sistematik isimleri ise sirasiyla K, 3.1, Kir 3.2, Kj; 3.3 ve
Kir 3.4°tlir. GIRK tetramerlerinin bu ¢esitliligi hiicre zarindaki iyon akis trafiginde
varyasyonlarin ve kanallarin Gg, altbirimlerine olan afinitelerindeki farkliliklarin ortaya
ctkmasini saglamaktadir. GIRK 1 ve 2 altbirimleri beyinde sentezlenen GIRK kanallar1
icerisindeki baskin grubu olusturmaktadir (108). DRN bdlgesinde bulunan néronlarda
GIRK 1-2 ve 3 alt birimlerinin mRNA’lar1 bulunmaktadir (110).

GIRK 1, 2 ve 3 SSS’de bulunurken, GIRK 4 kalpte bulunmaktadir. Kalpte muskarinik
reseptorlerin asetilkolin ile aktivasyonu sonucu bu kanallar aktiflesir ve kalp kasi
hiicrelerinin hiperpolarizasyonu ve kalp hizinin yavaslamas ile sonuglanir. Kalpte GIRK

kanallar1 iki GIRK 1 ve iki GIRK 4 altbiriminden olusmustur (111).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

Aragtirmada kullamlan deney hayvanlar i¢in Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Baskanligi’'ndan 2019/28 karar numarali etik kurul onay belgesi
alinmistir. Yapilan ¢alismalarda hayvan materyali olarak albino Balb/c 1rk1 28-34 giinliik
erkek fareler kullanilmistir. Hayvanlarin suya ve besine erisimi siirekli olarak (ad libitum)
saglanmistir. Fareler 4 mevcutlu kafeslerde 22-25 derece oda sicakliginda barindi ve
12/12 saat aydimlik-karanlik dongiisiine maruz birakildi. /n vitro yama kenetleme ve in

vivo davranis deneyleri icin toplamda 227 adet hayvan kullanilmistir.

Farelerde serotonin reseptorleri 24 giinliik yasta sentezlenmeye baslamakta ve ancak bu
donemden sonra fonksiyonel hale gelmektedir (112). Daha geng yastaki hayvanlarda rafe
cekirdegindeki hiicreler gelisimlerini tamamlamadigi ve serotonin reseptorleri
fonksiyonel hale gelmedigi icin elde edilecek veriler yetiskin hayvanlardaki durumu
yansitmayacaktir. Daha yasli farelerde ise bag doku daha fazla gelistigi i¢in kesit alma
sirasinda hiicreler daha fazla hasar gorecek ve elektrofizyolojik kayit almak zorlasacaktir.

Bu nedenlerden dolay1 ¢aligmamizda 28-34 giinliik hayvanlar kullanilmistir.

3.2. Yama kenetleme teknigi

Yapilan ¢alismada canli ndronlardan elektrofizyolojik kayit alabilme imkani sunan yama
kenetleme teknigi kullanilmistir. Yama kenetleme; mikroelektrotlarin iiretimi, yapay
beyin omurilik soliisyonunun hazirlanmas, yeterli hizda ve dogrulukta beyin diseksiyonu
yapilmasi, alinan kesitlerde canli hiicre bulunabilmesi ve bu hiicrelerden yeterli netlikte
giriiltisiiz  kayit almabilmesi gibi kompleks siirecleri iceren giivenilir bir

elektrofizyolojik tekniktir.

Tez caligmas1 kapsaminda, oncelikle 28-34 giinliik farelerin beyin sapindan dorsal rafe
cekirdegini iceren koronal kesitler elde edildi. Daha sonra dorsal rafe ¢ekirdeginin dorsal
altcekirdeginde (DRD) bulunan néronlardan yama kenetleme tekniginin tiim-hiicre
(whole cell) konfigilirasyonu ile intraselliiler elektrofizyolojik kayitlar alindi. Deneysel
calismalar Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’'nda bulunan

elektrofizyoloji laboratuvarinda yama kenetleme sistemi ile gergeklestirilmistir.
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Mikroelektrot olarak pipetler mikropipet puller (P-97, Sutter Instrument) kullanilarak
iiretilmigtir. lgili beyin alaninin diseksiyonu i¢in diseksiyon mikroskobu ve beyin
sapindan 200 pm kalinliginda dorsal rafe cekirdegi kesitlerinin elde edilmesi ig¢in
vibratom (Frederick Haer and Co, New Brunswick, ME) kullanilmistir. Alinan kesitlerde
canlt hiicrelerin gozlenip pipet ile yama kenetleme konfigiirasyonunun olugsmasinda 63x
suda immersiyon objektifi iceren diferansiyel girisim kontrastli (differencial interference
contrast, DIC) arastirma mikroskobu (Axio Scope FS, Zeiss) kullanilmistir. Yapay beyin-
omurilik sivisinin istenen hizda perfiizyonunu saglayan perfiizyon sistemi yer ¢ekimi
prensibiyle caligmaktadir ve vana sistemiyle degisik farmakolojik ajanlar iceren
sollisyonlarin perfiizyonu saglanmaktadir. Diseksiyon ve perfiizyonda kullanilan

yBOS’un sicaklig1 oda 1sisinda tutulmustur.

Antivibratif masa (TMC) kullanilarak kayit sirasinda zemindeki titresimlerin kayit
ortamina yansitilmasi engellenmistir. Mikropipet ile hiicreye hassas sekilde yanasilmasi
makromanipiilatorler ve mikromanipiilatorler yardimiyla saglanmistir. Biyolojik
sinyallerin dijital sinyallere ve dijital sinyallerin biyolojik sinyallere doniistiiriilmesi
analog/dijital (A/D) doniistiiriicii (converter) (Axon Instruments, Foster City, CA) ve
sinyallerin amplifikasyonu ise yama kenetleme amplifikatorii (Axopatch-200B) ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerin kaydedilmesi ve analizi pClamp (versiyon 10,
Axon Instruments) paket programi kullanilarak yapilmistir. Resim 3.1°de kullanilan

yama kenetleme sistemi goriilmektedir.

Yama kenetleme deneylerinde elektrofizyolojik kayitlar i baghk altinda
degerlendirilmistir. Ik olarak DRD néronlarinda serotoninin istirahat zar potansiyeli
lizerine olan etkisi akim kenetleme deneyleriyle arastirilmistir. Ikinci olarak serotonin
uygulamasinin DRD noéronlarinda indiikledigi iyonik akim, voltaj kenetleme
deneyleriyle arastirlmistir. Ugiincii olarak ise serotoninin DRD ndronlari iizerine olan
etkisine hangi serotonin reseptor tipinin aract oldugu ve pindololiin serotonin ve 8-
OHDPAT ile indiiklenen akimlara etkisi yine voltaj kenetleme deneyleriyle
arastiritlmistir. Bu {i¢ baslik ve amaglar1 Tablo 3.1°de Ozetlenmistir. Her deney

diizeneginde kayit alinan hiicre sayisi Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1: Deney diizenegi gruplari

Deney Diizenegi

Amag

1. Akim kenetleme deneyleri

a. Serotoninin isitrahat zar potansiyeli {izerine
etkisinin arastirilmasi

b. Serotonine cevap veren ve cevap vermeyen
ndronlarin aktif ve pasif zar 6zelliklerinin

arastirilmasi

2. Iyon kanali diizeyindeki voltaj kenetleme

deneyleri

a. Serotonin ile indiiklenen akimin biyofiziksel ve

farmakolojik karakterizasyonu

3. Reseptor diizeyindeki voltaj kenetleme

deneyleri

a. Serotoninin ile indiiklenen akimin hangi
serotonin reseptoriinden kaynaklandiginin
aragtirilmast

b. Pindololiin Is.ur’ye etkisinin arastirilmast
c. 5-HT1A agonisti olan 8-OHDPAT ile
indiiklenen akim (Is.onppar) lizerine pindololiin

etkisinin arastirilmast

Tablo 3.2: Deney gruplar1 ve kimyasal madde uygulamalari

Deney metodu Kullanilan kimyasal Deneyde kayit alinan hiicre sayisi
Akim kenetleme Serotonin, standart yBOS 9
Voltaj kenetleme Serotonin, standart yBOS 27
Voltaj kenetleme | Serotonin, standart yBOS 6
protokolii

Voltaj kenetleme | Serotonin, 20mM yBOS 5
protokolii

Voltaj kenetleme Serotonin ve kinin 5
Voltaj kenetleme Serotonin ve WAY 100135 6
Voltaj kenetleme Sertotonin ve pindolol 5
Voltaj kenetleme Serotonin ve 8-OHDPAT 7
Voltaj kenetleme 8-OHDPAT ve pindolol 5
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Resim 3.1: Yama kenetleme sistemi. A: Antivibratif masa {izerinde bulunan kayit mikroskobu, yaninda
amplifikatdr (en alt sirada), A/D donistiiriicli (ortada) ve monitdr goriilmektedir. B: Yakin ¢ekimde
mikroskobun objektifi altinda kayit odacig1 ve mikroelektrot goriilmektedir.

3.3. Fare beyninde dorsal rafe ¢ekirdek bélgesinin lokalizasyonu

30 giinlik farelerde beyin sapinda neutral red boyamasi ile DRN bolgesinin
lokalizasyonu bulunmaya c¢alisildi. Bu islem i¢in 200 mikronluk beyin sap1 kesitleri
alind1 ve kesitler jelatinlenmis lamlara birakildi. Kuruma isleminden sonra %75, % 95 ve

%96’1ik alkol soliisyonlarinda onar saniye tespit edildikten sonra yikama islemi yapildi
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ve kesitler neutral red boyasi (%1) iceren salelere yerlestirildi. Burada 1 dakika
bekletildikten sonra yikama islemi sonrasi kesitler kurumaya alindi. Resim 3.2 A’da bu
sekilde boyanan bir koronal mezensefalon kesiti gériilmektedir. Paxinos atlasinda DRN
lokalizasyonu belirlenerek (113) ve daha o6nce DRN’de yapilmis olan bir
immiinhistokimya ¢aligmasindaki kesit goriintiisii baz alinarak (20) kayit alinacak bolge

sec¢ilmistir (Resim 3.2B).
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Resim 3.2: Mikroskop altinda neutral red ile boyanmis DRN kesiti (A) ve DRN immiinhistokimyasal
boyama gbriintiisii (B). A: Arastirmamizda neutral red ile boyanarak elde edilen DRN kesiti. Uggen alan
yama kenetleme deneyleri sirasinda kayit alinan DRD bdlgesini temsil etmektedir. Bu bolgede serotonerjik
noronlar yogun olarak bulunmaktadir. IC: inferior colliculus, DRD: Dorsal rafe cekirdegi dorsal
altcekirdegi, Aq: Acquaductus B: Farede immiin histokimyasal olarak triptofanhidroksilaz enzimi (kirmizi
renk) igeren serotonerjik DRN noronlarimin goriiniimii. Resim 3.2-B (20) numarali referanstan alinmustir.
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3.4. Beyin kesitlerinin alinmasi (diseksiyon)

Dorsal rafe cekirdeginden iist diizey beyin bolgelerine gonderilen serotonerjik
projeksiyonlar depresyon, anksiyete gibi duygudurum bozukluklarinda 6nemli rol
almaktadir (21,112,114-116). Bu nedenle planlanan ¢alismada dorsal rafe ¢ekirdeginin
dorsal altgekirdegi tercih edilmistir. DRD, Sekil 3.1°de bulunan Paxinos atlasindan sagital
diizlemde alinmis olan goriintiide 3. ve 4. ventrikiilleri birlestiren Sylvius kanalinin
(aquaductus) hemen altinda bulunmaktadir. Bolgeden koronal diizlemde kesitler

alindiginda DRD Sylvius kanalinin 6niine denk gelmektedir.
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Sekil 3.1: Farede orta hattin 0.04 mm lateral hattindan sagittal diizlemde alinmis olan kesit. 3. ve 4
ventrikiilii birbirine baglayan aquaduktusun altinda dorsal rafe ¢ekirdegi bulunmaktadir. Tlgili alan mavi
¢emberle isaretlenmistir. Cember igerisinde dorsal rafe ¢ekirdeginin DRD, DRI ve DRV altgekirdekleri
gorilmektedir (113).

Hayvanlar, 0.1 g/kg ketamin (i.p.) ile anestezi edildikten sonra dekapite edildi. Hayvanin
bas1 siirekli oksijenlenen yBOS’a daldirildi, diseksiyon mikroskobu altinda gozler ve
burundan insiilin ignesi ile taban silikon kapli diseksiyon odacigina sabitlendi (Resim
3.3 A-B). Beyin dokusu bir biitiin olarak kafatasinin digina alind1 ve daha sonra superior
kollikulusun 2-3 mm rostralinden koronal diizlemde kesildi (Resim 3.3 C). Fiziki olarak
hasar olusturmadan ve beyin sapindan ¢ikan kraniyal sinirler gerilmeden kesildi (Resim
3.3 D-E). Dorsal rafe ¢ekirdegi bolgesini icerisine alacak sekilde ayrilan beyin sap1
rostral ucundan teflon bloga japon yapistiricis1 (cyanoacrilat yapistirici) ile yapistirildi
(Resim 3.4 A-B). Bu blok igerisinde siirekli oksijenlenen yBOS’ un bulundugu

vibrotomdaki yerine yerlestirildi. Serebellum inferior kollikulusun kaudal seviyesinden
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vibratomla kesilip ¢ikarildiktan sonra DRN boélgesinden 200 um’lik kesitler alind1 (Resim
3.4 C-D). Bu kesitler ucu kesilmis pastor pipeti yardimiyla igerisinde siirekli oksijenlenen

yBOS sivisinin bulundugu dinlenme odacigina alindi.
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Resim 3.3: Dorsal rafe ¢ekirdegi diseksiyonu. A: Sagda diseksiyon mikroskobu ve altinda diseksiyon
odacigi bulunmaktadir. Solda ise vibratom goriilmektedir. B: Dekapitasyon sonrasi bag, 1 adet burundan
ve 2 adet gozlerden olmak {izere insiilin ignesi ile tabani silikon kapli diseksiyon odacigina ignelendi. C:
Superior kollikulusun rostralinden jilet ile koronal kesi yapildi. D: Optik sinirler ve diger kraniyal sinirler
makas ile kesildi. E: Kraniyal sinirlerin kesilmesi sonrasi beyin sap1 ¢ikarildi.
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Resim 3.4: Dorsal rafe ¢ekirdegi beyin kesitlerinin elde edilmesi. A-B: Serebellum {istte kalacak sekilde

japon yapistiricisi ile beyin sapi teflon bloka yapistirildi C-D: Vibrotom ile DRN’den 200 pm kalinliginda
kesitler alindi ve hemen ardindan bu kesitler dinlenme odacigina birakildi.
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3.5. Yama kenetleme kayitlar

Brown-Flaming P-97 model Sutter puller ile borosilikat cam kapiller borulardan (dis ¢apr:
1.2 mm ve i¢ ¢ap1: 0.68 mm) giinliik yama kenetleme mikroelektrodlar tiretildi. Kayitlarda
sadece pipet ug direnci 7-10 MQ olan mikroelektrotlar kullanildi. Kapasitans ve seri direng
kompensasyonu cihaz iizerinde on-line olarak yapildi. Seri direng kompensasyonu % 75-
80 oraninda gerceklestirildi. Deney sonunda pipet hiicreden ¢ikarildiktan sonra okunan

voltaj degeri (Vtip) 5 mV’dan kiigiik oldugu kayitlar analizlere dahil edildi.

Analog veriler Axopatch 200B model yama kenetleme amplifikatdrii ile elde edildi. Veriler
5-10 kHz bandinda filtrelendikten sonra analog/dijital donistiiricii Digidata 1440 serisi
(Axon Instruments, Foster City, CA) ile bilgisayara aktarildi. Uyari olusturulmasi, verilerin
toplanmasi ve analiz i¢in pClamp paket programi (Axon Instruments) kullanildi. Sekillerin

¢izimi i¢in OriginLab pro.10 programi kullanildi.

Kesitler en az 30 dakika dinlenme odaciginda inkiibe edildikten sonra 1.5 ml ig
hacmindeki kayit ¢emberine yerlestirildi ve 4 ml/dk hizinda perfiize edildi. 30 dakika
perflizyondan sonra pipet puller cihazinda iiretilen mikrokapiller pipetin igerisine glimiis
kloriir (Ag-Cl) elektrot yerlestirildi. Makro manipiilatdrler ve mikro manipiilatorler
yardimiyla kesitlerde bulunan DRD noéronlarina suda immersiyon objektifi (63x) igeren
DIC mikroskop (Resim 3.1) altinda bakarak pipet ile yanasildi. Ardindan insiilin
enjektdriiniin pistonu ile negatif basing (vakum) uygulanarak pipet ucunun hiicre zarina
yapismasi saglandi, yani gigaseal pozisyonu elde edildi (Resim 3.5). Daha sonra daha
bliylik negatif basing uygulanarak pipet ucundaki zarin delinmesi saglandi. Bu sekilde

noron sitoplazmast ile pipet soliisyonu arasinda elektriksel iletkenlik kuruldu.
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Resim 3.5: Serotonine duyarli olan bir DRD néronu ile mikrokapiller pipetin gigaseal pozisyonu (DIC
mikroskop, 63x).

Hiicre zarindaki tiim kanallar1 ve reseptorleri icerdigi ve dolayistyla canli hiicreyi en iyi
sekilde temsil ettigi icin deneyler tlim-hiicre konfigiirasyonunda uygulandi. Bu
konfigiirasyonda akim kenetleme deneyleri ile hiicrelerin istirahat zar potansiyeli 6l¢iildii
ve ardindan -56 pA ila +80 pA arasinda akimlar verilerek aksiyon potansiyeli desenleri,
pasif ve aktif zar Ozellikleri incelendi. Bu asamadan sonra voltaj kenetleme kayit
modunda transmembran potansiyel (Vi) -57 mV’da kenetlenerek zar akimlarinin
kayitlar1 alindi. Ayrica akim izolasyonu ig¢in voltaj kenetleme protokolii yazildi. Bu
protokolde zar potansiyeli -120 mV ila -20 mV arasinda 20 mV araliklarla degisen adim

potansiyellerde (step potential) kenetlenerek Is.ut akiminin karakteri incelendi.

Yama kenetleme deneylerinde Sekil 3.2°de gosterildigi tizere DRD noronlarindan kayit
alinmasi hedeflenmistir. Kayit alinan noronlar sekilde presinaptik ndron olarak
gosterilmistir. Serotonin ve 8-OHDPAT uygulamasi ile bu presinaptik ndronun
somatodendritik bdlgesinde bulunan serotonin reseptor tipi belirlenmis ve bu néronlarda
ortaya ¢ikan iyon akimi karakterize edilmis ve bu akimin pindolol 6n uygulamas: ile

engellenmesi ve bunun mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmastir.
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Sekil 3.2: Yama kenetleme tekniginin dorsal rafe ¢ekirdegi néronu iizerine uygulanisinin temsili ¢izimi.
DRN’deki néronlarin akson terminali ve somatodendritik bdlgesinde bulunan SERT proteinleri serotonin
gerialimini saglamaktadir. Geri alim inhibitorii antidepresanlar ile bu proteinler inhibe olur ve nérosinaptik
kavsakta oldugu gibi somatodendritik bolgede de serotonin miktari artar. Bu durum somatodendritik 5-
HT1A otoreseptorlerinin uyarilmasina neden olarak hiicrelerin inhibisyonuna yol ac¢maktadir.
Arastirmamizda presinaptik noronlarin somatodendritik bolgelerinden kayit alirken bu bdlgeye serotonin
(25 uM) uygulanarak geri alim inhibitorii antidepresanlarin bolgede yol actigi serotonin artiginin bir benzeri
modellenmeye calisiimistir.

3.6. Soliisyonlarin icerigi

Fizyolojik yBOS soliisyonu (mM olarak) 138 NaCl, 4.2 KClI, 2.4 CaClz, 1.3 MgCl, 10
Glikoz, 10 HEPES i¢ermektedir. Bu soliisyon perfiizyon dncesi oksijen gaziyla (%100
0O2) oksijenlendirildi ve pH’1 1 M’lik NaOH ile 7.4’e ayarlandi. 20 mM potasyum kloriir
(KCl) igeren yBOS hazirlanirken potasyum, sodyum ile yer degistirilerek osmolaritenin ayni
kalmasi saglanmistir. Bu soliisyonda sodyum kloriirtin (NaCl) konsantrasyonu 122.2 mM
olarak ayarlanmistir. Kullanilan kimyasal maddelerden serotonin hidroklorid (25uM), kinin
(Quinine, ImM), WAY 100135 (21 uM), pindolol (10 uM) ve 8-OHDPAT (30 uM) 100
mL’lik beherlerde yBOS c¢ozeltisi icerisinde hazirlanmis ve solusyonlar deneyler boyunca

stirekli oksijenlendirilmistir (Tablo 3.3).

Pipet soliisyonu ise (mM olarak) 110 potasyum glukonat, 9 EGTA, 4.5 MgCl,, 9 HEPES,
14 fosfokreatinin, 0.3 GTP, 4 ATP icermektedir. Soliisyonun pH’1 7.35’¢ KOH ile
ayarlanmigtir. Pipet soliisyonuna ATP, GTP ve fosfokreatinin eklenmesi sinir

hiicrelerinde uzun siire stabil kayitlarin alinabilmesine olanak saglamaktadir.

3.7. Perfiizyon sistemi
Yapilan deneylerde kullanilan pindolol digindaki kimyasal maddeler Sigma Aldrich’ten satin

alinmigtir. Pindolol Tocris Bioscience’tan temin edilmistir. Akim kenetleme ve voltaj
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kenetleme deneyleri yapilirken serotonin hidroklorid, R(+)-8-Hydroxy-Dpat
Hydrobromide (8-OHDPAT), WAY-100135, kinin ve pindolol gibi kimyasal ve
farmakolojik maddeler yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) igeren perfiizyon soliisyonuna
eklenerek DRD ndronlar1 {izerine dogrudan etkisi incelenmistir. Kayit odacigina
hedeflenen soliisyonun ulagsmasi i¢in ii¢ yol (3-way) vana sistemi kullanilmistir (Resim
3.6). Kayit odacigina gelen soliisyonun tahliyesi i¢in mantar tipa ile kapatilmis erlende
hava pompasiyla negatif basing olusturularak bir vakum sistemi kurulmustur. Vananin
acilmasiyla kayit odaciginin bir ucuna taze oksijenlenmis soliisyon gelirken ortasindaki
olukta bulunan kesitin perfiizyonu saglanmigtir. Kayit odaciginin diger ucundan ise
vakum sistemi ile bu soliisyon emilmektedir (Sekil 3.3). Akim kenetleme ve voltaj

kenetleme deneyleri sirasinda perfiizyon hizi 4 ml/dk olarak ayarlanmistir.
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Resim 3.6: Yama kenetleme deneylerinde kullanilan perfiizyon sisteminin fotografi. Beherlerde standart
yBOS, igerisinde serotonin ¢6ziinmiis olan yBOS ve igerisinde 8-OHDPAT ¢6ziinmiis olan yBOS
bulunmaktadir. 8-OHDPAT 1siktan etkilendigi i¢in bulundugu beher ve bagl bulunan boru sistemi
aliminyum folyo ile kaplanmistir. Beherde bulunan soliisyonlar siirekli olarak oksijenlendirilmistir.

DRN kesiti

% ? Perfiizyon soliisyonlar

Vana

| Mantar tipa

Kayit odacigi

Hava motoru

Sekil 3.3: Yama kenetleme deneylerinde kullanilan perfiizyon sisteminin sematik ¢izimi. Beherlerde
hazirlanmis olan yBOS ve yBOS igerisine eklenen serotonin, pindolol vs. soliisyonlart vana sistemi ile
istenen zaman ve hizda kayit odaciginda bulunan kesite uygulanabilmektedir. Soliisyon kayit odacigindan
gectikten sonra negatif basing ile emilmekte ve mantar tipa ile kapatilmis erlende biriktirilmektedir.
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3.8. Hiicrelerin tanimlanmasi

Rafe ¢ekirdeginde bulunan serotonerjik noronlar1 serotonerjik olmayanlardan ayiran belirli
elektrofizyolojik 6zellikler bulunmaktadir (116). Serotonerjik néronlarda aksiyon potansiyeli
stiresi daha uzundur. Atesleme icin aksiyon potansiyeli esik degeri daha depolarize iken
istirahat zar potansiyeli daha hiperpolarizedir. Serotonerjik ndronlarin aktivasyon araligi
(activation gap) daha genistir. Ancak bu parametreler icin standart hata orani oldukca
yiiksektir. Bu hata orani serotonerjik ve serotonerjik olmayan ndéronlar arasinda ayrim
yapmay1 zorlastirmistir (19, 110,113). Sicanlarda yapilan ¢alismalarda membran zaman sabiti
ve after hiperpolarizasyon (AHP) zaman sabiti degerleri serotonerjik ndronlarda daha biiyiik
bulunmustur (115). Ayrica serotonerjik noronlarm non-selektif 5-HT reseptor agonisti olan
5-CT (5-karboksiamidotriptamin)’ye serotonerjik olmayan ndronlara goére daha belirgin akim
yanitt verdigi gosterilmistir (19, 110,113). Bu tip 6zellikler elektrofizyolojik kayit sirasinda
DRN hiicrelerinin karakterize edilebilmesine yardime1 olabilmektedir. Bununla birlikte bir
ndronun kesin olarak serotonerjik olup olmadiginin ayrimma ancak immiinhistokimya
caligmalariyla hiicrede triptofan hidroksilaz enziminin veya serotoninin varligi gosterilerek

ya da optogenetik teknikler yardimiyla immiinfloresan goriintii altinda varilabilir.

Sicanlarda periakuaduktal gri cevher (PAG) boélgesindeki noronlarda yapilan bir voltaj
kenetleme c¢aligmasinda noronlar serotonine yanit verip vermemelerine gore
siiflandirilmistir (100). Yine sicanlarda dorsal rafe ¢ekirdegindeki noéronlarda yapilan voltaj
kenetleme calismalarinda serotonine akim yanit veren noronlar belirlendikten sonra, bu
noronlarda ortaya ¢ikan akimin elektrofizyolojik ve farmakolojik o6zellikleri calisilmistir

(118,119).

Bu tez calismasinda yama kenetleme deneylerinde; DRD ndronlari, yama kenetleme
deneyleri sirasinda serotonin uygulamasina yanit veren (serotonin reseptorii bulunduran) ve
serotonin uygulamasina yanit vermeyen (serotonin reseptorii bulundurmayan) ndoronlar
olarak simiflandirilmistir. Bu noronlarin akim kenetleme sartlarinda aktif ve pasif zar
ozellikleri incelenmistir. Serotonine yanit veren ndronlarda Tablo 3.3’de belirtilen deney

diizenekleri uygulanmustir.
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Tablo 3.3: Serotonine yanit veren ndronlarda uygulanan deney diizenekleri

Deney

Formati

Deney Grubu

Kullanilan

madde

Arastirilan konu

Akim
kenetleme

deneyleri

Serotonin

DRD noéronlarinda bulunan somatodendritik
serotonin reseptdrlerinin varligi 30 saniye siiren
serotonin (25 pM) uygulamasi ile aragtirtlmis ve
istirahat  zar  potansiyeline olan  etkisi
incelenmistir. Ayrica serotonine yanit veren ve
vermeyen noronlarin aktif ve pasif zar dzellikleri

arastirilmistir (120,121).

Voltaj
kenetleme

deneyleri

A.lyon kanali
diizeyindeki

arastirmalar

Al

Serotonin

Istirahat zar potansiyelinde degisiklige yol acan

akimin karakterize edilmesi i¢in serotonin
uygulamasi sonucu farkli yBOS ortamlarinda
-57mV zar potansiyelinde (V) ortaya ¢ikan zar

akimi Sl¢tilmistiir (120,121).

A2.

Serotonin

Serotonin uygulamasi ile zar akimima yol acan
iyonun ortaya ¢ikarilmasi igin voltaj kenetleme
protokolii ile farkli adim potansiyellerinde
standart yBOS ortaminda serotonin ile indiiklenen
akim (Is.ur) Olglilmiigtiir. Aynt deneyler 20mM
potasyum iceren yBOS  ortaminda da
uygulanmustir.

Is.ur’nin ters (reverse) potansiyeli olglilmis ve
teorik olarak hesaplanan Nernst potansiyeli ile

kiyaslanmigtir.

A3.

Serotonin  ve

kinin

Serotonine cevap veren ndronlarda 200 saniye siire
ile 1 mM kinin (GIRK kanal blokorii) uygulanarak

Is.ur’ye etkisi incelenmistir (100).

B.Reseptor
diizeyindeki

aragtirmalar

B1.

Serotonin  ve

WAY-100135

Serotonine cevap veren ndronlarda 180 saniye siire
ile WAY 100135 (21 pM) uygulanarak Isur’ ye
etkisi incelenmistir (122,123).

B2.

Serotonin  ve

pindolol

Serotonine cevap veren ndronlarda 150 saniye siire
ile pindolol (10uM) uygulanarak Isur’ ye etkisi

incelenmistir (6).

B3.

Serotonin  ve

8-OHDPAT

Serotonine cevap veren noronlarda 30 uM 8-
OHDPAT’ 1 (spesifik SHT1A reseptor agonisti)
etkisi arastirilmustir (121,124).

B4.

8-OHDPAT ve
pindolol

Pindololiin Ig.omppar ‘a olan etkisi incelenmigtir

(121,124).
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Yama kenetleme deneylerinde kullanilan pindolol disindaki kimyasal maddeler yBOS
icerisinde ¢oziilmiistiir. Pindolol 0.1 M NaOH igerisinde ¢0ziilmiis ve ardindan yBOS
igerisine eklenmistir. Soliisyonun pH degeri HCI ile 7.4’¢ tamponlandig1 icin NaOH
bilesiminde bulunan OH™ iyonunun kayitlara etkisi olmayacaktir. NaOH bilesiminde yer
alan Na* iyonu ise yBOS igerisinde 138 mM gibi yiiksek konsantrasyonda sodyum
icerdigi igin ¢Ozlicii olarak kullanilan NaOH igerisindeki Na* iyonunun
konsantrasyonunun, yBOS’ un Na* konsantrasyonu {izerine etkisi ihmal edilecek diizeyde
kalmistir. Burada ¢oziicii olarak gorev yapan NaOH etkisi elektrofizyolojik kayit
alinmasi sirasinda soliisyon pH’1 kontrol altinda tutuldugu i¢in ve Na* konsantrasyonunda

belirgin degisiklige yol agmadigi i¢in ihmal edilebilir.

3.9. Davranis deneyleri

Pindololiin serotonin reseptor blokor etkisi yama kenetleme c¢aligmalariyla gosterildikten
sonra antidepresan olan venlafaksini potansiyalize edebilme kapasitesi antidepresanlarin
etkinliginin test edilmesinde kullanilan kuyruk asma testi (KAT, tail suspension test), zorunlu
yiizme testi (ZYT, forced swimming test) ve agik alan testi (AAT) ile arastirilmistir. KAT ve
ZYT testlerinde hayvanlar i¢inde bulunduklari durumdan kagmayi dener ancak basarili
olamadiklart i¢in umutsuz duygu durumuna (behavioral despair) kapilir ve hareketsiz
kalmaya baglar. Hayvanlarin bu hareketsiz kaldigi siire immobilizasyon siiresi olarak
adlandirtlir ve bu siirenin her hangi bir uygulama ile kisalmasi antidepresan etki olarak
yorumlanmaktadir. KAT ve ZYT testlerinde antidepresan ajan ile ortaya ¢ikan
immobilizasyon siiresindeki degisikligin lokomotor aktiviteden degil de duygudurumundan
kaynaklandiginin ispatlanmasi gerekir. Bu gerekgeyle KAT ve ZYT testi planlanan hayvan
gruplarinin lokomotor aktivitelerinin birbirine yakin degerde olmasi gerekmektedir. Bunun
test edilmesi AAT ile miimkiindiir. AAT ile gruplarin lokomotor aktivitelerinin yakin
degerde oldugu gosterilebilirse gruplar arasindaki immobilizasyon siiresindeki farkliligin
kaynaginin lokomotor aktivitedeki degisikligin degil de duygudurumundaki degisikligin
oldugu kabul edilebilir (125-127).

3.9.1. ilaglarin uygulanmasi

KAT,ZYT ve AAT yi iceren davranis deneylerinde hayvanlara venlafaksin, serum fizyolojik
(SF) igerisinde ¢oziildiikten sonra 20 mg/kg/glin dozunda subkutan (s.c.) yolla verildi.
Pindolol, 0.1 M NaOH icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra SF ile seyreltildi ve ardindan 15
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mg/kg/glin dozunda subkutan yolla verildi. Kontrol grubuna ise SF ve SF ile seyreltilmis
NaOH ayr1 ayr1 subkutan yolla verildi. Her gruba hem SF hem de NaOH igeren SF
enjeksiyonunun yapilmasi saglandi. Bu sekilde kontrol, venlafaksin, venlafaksin-pindolol ve

pindolol gruplar olusturuldu.

3.9.2. Kuyruk asma testi
Davranigsal umutsuzlugu (behavioural despair) tetiklemek i¢in yaygin bir sekilde

kullanilmaktadir. Antidepresan tedavi ile bu durum tersine gevrilebilmektedir. Fareler
yapistirict bant yardimiyla yerden 50 cm yliikseklikte kuyruktan yapistirilir (Resim 3.7).
Hayvanlar kagma davranisi gosterdikten sonra pasif bir sekilde hareketsiz kalir. Bu asama
immobilizasyon olarak kabul edilir. Farenin kabullendigi bu hareketsizlik siireci
umutsuzluk sathasidir ve mental depresyonu andirmaktadir. Hayvanlar pasif ve tamamen
hareketsizken immobil olarak kabul edilir ve 6 dk uygulama i¢erisindeki immobilizasyon
stiresi Olctiliir. Antidepresan ilag uygulamalari tipik olarak immobilizasyon siiresini

diistirmektedir (128).

3.9.3. Zorunlu yiizme testi
Zorunlu yiizme testi i¢in 10 cm ¢apinda 25 cm yiiksekliginde 19 cm derinlik olusturacak

kadar su ( 25+1 °C) eklenen cam silindir kaplar hazirland1 (Resim 3.7) ve hayvanlar
burada zorunlu yiizmeye tabi tutuldu (126,128). Testten 24 saat 6nce hayvanlar 15 dakika
zorunlu ylizmeye tabi tutularak aligmalar saglandi. Test giinii 6 dakika siire ile zorunlu
yiizme testi gerceklestirildi. 6 dk siirenin son 4 dk’sindaki immobilizasyon siireleri

slciildii (128).

ZYT testinde kagma tesebbiislerinden sonra hayvan hareketsiz kalir. Bu hareketsizlik
(immobilite) silireci umutsuzluk (despair) olarak adlandirilir. Hayvanlar bu asamada
kacabilme umudunu kaybetmistir. ZYT testi ilaglarin antidepresan etkinliginin test
edilmesi i¢in yaygin kullanima sahiptir. Hayvanlar kagma miicadelesini sonlandirip
hareketsiz bir sekilde basi1 yukarida tutacak sekilde yiizdiikleri sirada immobil olarak
kabul edilir. Hayvan bu asamada kiigiik hareketlerle basin1 yukarida tutmaya calisir.

Antidepresan etkili ajanlar immobilite siiresini anlamli diizeyde diisiirecektir (128).
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KAT ZYT AAT

Resim 3.7: Kuyruk asma testi (solda), zorunlu yilizme testi (ortada) ve agik alan testi (sagda) 6rnekleri

3.9.4. Acik alan testi
KAT ve ZYT testlerindeki immobilizasyon siirelerinin spesifik olmayan lokomotor

aktivite degisikliklerinden kaynaklanmadigindan emin olunmasi i¢in agik alan testi ile
hayvanlarin lokomotor aktivitelerinin ol¢lilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda 50x50cm
genisliginde acgik alan platformu (Resim 3.7) 16 kareye boliindii ve hayvanin bu kare
alanlar arasindaki gecis frekansi (crossing) dl¢iildii (125,129). Ayn1 zamanda hayvanlarin
orta alanda gecirdigi siire de Olgiilerek lokomotor aktivite belirlendi. Hayvanlardan her
kayit alinmasindan sonra acik alan platformu alkol soliisyonu ile temizlendi (127). AAT
testinde gruplarin lokomotor aktivitelerinin birbirleriyle farklilik igermemesi; ZYT ve
KAT testlerinde ortaya ¢ikan immobilizasyon siirelerindeki degisimin antidepresan etki

ile ortaya ¢iktigin1 gosterecektir (125,127,128).

3.10. Istatistiksel analiz

Yama kenetleme ¢aligsmalarindan elde edilen akim kenetleme ve voltaj kenetleme verileri
pClamp paket programi kullanilarak elde edildi ve kayit sonuclar istatistiksel olarak
SPSS programi yardimi ile degerlendirildi. Elde edilen tiim veriler ortalama + standart
hata formatinda sunuldu. Istatistiksel anlamli farklilik verilerin dagilimma gore
parametrik (paired sample t testi, Student t testi) ve nonparametrik (Wilcoxon testi, Mann
Witney U testi) testlerle test edildi. Gruplar arasinda analiz sirasinda p < 0.05 seklinde
elde edilen sonugclar istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir seklinde degerlendirildi.

Grafikler Origin Pro. yazilim programi kullanilarak hazirlandi. Davranis deneylerinden
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acik alan testinde veriler Ethovision programi kullanilarak elde edildi. KAT ve ZYT
testlerinin verileri kamera kayitlar1 ve kronometre kullanilarak elde edildi. Elde edilen
tiim veriler ortalama =+ standart hata formatinda sunuldu. Verilerin istatistiksel analizi
SPSS programi yardimiyla one way ANOVA testi ile yapildi. Gruplar arasinda analiz
sirasinda p < 0.05 seklinde elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir

seklinde degerlendirildi. Grafikler Origin Pro. yazilim programi kullanilarak hazirland.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro yama kenetleme deneyleri

Yapilan arastirmada DRD ndéronlart serotonin (25 pM) uygulamasina akim kenetleme
deneylerinde hiperpolarizasyon olusturma veya voltaj kenetleme deneylerinde disa dogru
(outward) zar akimi olusturmalarma gore iki gruba ayrilmistir. Bu amacla yapilan
deneylerde kayit alinan 80 hiicre (%60.6) serotonin uygulamasina yanit vermezken 52

hiicre (%39.4) serotonin uygulamasina yanit vermistir (Sekil 4.1).

Hucre Sayisi
N w B (6] [e)} ~ o
o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1

N
o
1

04
Akim Cevabi yok Akim cevabi var

Sekil 4.1: DRD noronlariin serotonine akim cevabi verme oranlari.

4.1.1. DRD néronlariin aksiyon potansiyeli desenleri, aktif ve pasif zar 6zellikleri
DRD néronlarindan akim kenetleme sartlarinda kayit alinarak noéronlarin aksiyon

potansiyeli desenleri incelenip aktif ve pasif zar 6zellikleri belirlenmistir. Bu hiicrelere
80 pA’den baslayip -56 pA’e kadar azalan akim enjeksiyonlar1 uygulanmistir. Verilen
pozitif akimin siddeti arttikca meydana gelen aksiyon potansiyelinin sayis1 artmaktadir.

Negatif akim verildigi sirada ise zar potansiyeli hiperpolarize olmaktadir (Sekil 4.2).

52



S A

Zar Potansiyeli (mV)

| | 80pA | | 72pA
0 50 100 150 200 250 300 O 50 100 150 200 250 300
Zaman (ms) Zaman (ms)
=
E 0
=
=
[F 5}
E -607 ———
o
(W
= 1
N | 56pA | | 16 pa
0 50 100 150 200 250 300 © 50 100 150 200 250 300
Zaman (ms) Zaman (ms)
z
= 0}
ab]
o
[*5]
-
c
-
R ] | ]
' - -40 pA -56 pA

0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Zaman (ms) Zaman (ms)

Sekil 4.2: Serotonin uygulamasina cevap veren bir néronda kare puls akim enjeksiyonlarina (+80,+72,+56,
-16,-40,-56 pA) verilen voltaj yanitlar. +80 pA akim enjeksiyonu 4 adet AP’ye neden olurken +72 pA
enjeksiyon 3 adet AP’ye neden olmustur.+56 pA enjeksiyon 2 adet AP’ye neden olurken daha diisiik
degerdeki enjeksiyonlar AP esigini agsmaya yeterli olamamigtir. Verilen negatif akim miktar1 arttik¢a zar
potansiyelindeki hiperpolarizasyon miktar1 derinlesmektedir.
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Pasif zar ozellikleri arasinda istirahat zar potansiyeli, zar kapasitansi, input direnci ve
zaman sabiti () yer alir. Istirahat zar potansiyeli, bir néronun herhangi bir sinaptik input
almadig1 veya akim enjeksiyonunun yapilmadigi istirahat durumunda sahip oldugu zar
potansiyelidir. Zar kapasitanst (C), hiicre zarinin bilinyesinde yiik tutabilme kapasitesi
olup hiicrenin ylizey alaniyla orantilidir. Zar kapasitansi sinaptik aktivitenin siiresini

etkiler ve aksiyon potansiyeli iletilme hizin1 belirler.

Input direnci (Rin), hiicreye verilen akimin elde edilen voltaj degisimine oranidir.
Hiicrenin biiyiikliigii ve hiicre zarinda bulunan iyon kanallarinin ne oranda agik olduguna
baglidir. Ohm denklemi (R= V/I) ile hesaplanir. Bu denklemdeki “V” hiicrenin voltaj
yanitinin biiylikliigiinii, “/” hiicreye verilen akimin genligini ve “R” ise hiicrenin input
direncini ifade etmektedir. Hiicrenin daha biiyiikk olmasi ylizey alaninin arttigr ve
dolayisiyla acik haldeki iyon kanallari sayisinin arttigt ve bdylece hiicrenin input
direncinin kiigiik olmas1 anlamina gelir. input direnci sinaptik inputa cevaben esik degere

ne kadar kolay veya zor ulasacagini belirlediginden dolay1 fonksiyonel agidan 6nemlidir.

Membran zaman sabiti (t), zar potansiyelinin, negatif akim enjeksiyonu sonucu ortaya
c¢ikan hiperpolarizasyonun genliginin %67 seviyesine ulagsma siiresidir. Zaman sabitinin
kiiclik olmas1 ndronun voltaj degisiminin hizli ger¢eklesmesi anlamina gelir. Kapasitans,

input direnci ve membran zaman sabiti arasindaki iliski asagidaki formiilde verilmistir.

Formiildeki 1, zaman sabiti; C, kapasitans ve Rj,, input direncidir. Zaman sabitinin

hesaplanmasi Sekil 4.3’te bir 6rnekle gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Negatif akim enjeksiyonu yapilan bir hiicrede membran zaman sabiti (t) dl¢limii. Oncelikle
verilen negatif kare puls akimdan kaynaklanan hiperpolarizasyonun maksimum genligi (a) dl¢iiliir. Daha
sonra bu maksimum degerin %67 sine ulastig1 zaman belirlenir. Zar potansiyelinin akim enjeksiyonunun
baslangicindan bu noktaya ulagmasina kadar gecgen siire membran zaman sabitini vermektedir.

Serotonin uygulamasina voltaj yanit veren ve vermeyen noronlarin bahsedilen bu zar

Ozellikleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: DRD noéronlarinin pasif zar 6zellikleri

Serotonine yanit Istirahat  zar | Kapasitans Input direnci Zaman sabiti
potansiyeli (pF) MQ) (t, ms)
(mV)

Serotonin -69.2+3.5 70.1 £ 16.4 793.5+102.9 452+49

uygulamasia yanit
veren ndronlar
(n=11)

Serotonin -60.9+1.9 69.4 £24.5 1452.3 +337,5 53.1+7.1

uygulamasina yanit

vermeyen ndronlar

(n=9)
Istatistiksel analiz p = 0.069 p =0.980 p=0.093 p=0.359
Student t testi Mann-Witneyy | Student t testi Student t testi
U testi

Aktif zar ozellikleri ise aksiyon potansiyeli (AP) genligi, aksiyon potansiyeli esigi, AP
yari-yiikseklik genisligi degeri ve ge¢ hiperpolarizasyon (AHP) genligidir. Yari-
yiikseklik genisligi degeri zar potansiyeli AP genliginin yarisina ulastifindaki voltaj
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degerleri arasindaki siiredir. Serotonin uygulamasina voltaj cevab1 veren ve vermeyen

noronlarin aktif zar 6zellikleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: DRD noronlarinin aktif zar o6zellikleri

Serotonine yamt AP genligi | AP esigi AP AHP
(mV) (mV) yari-yiikseklik | (mV)
genisligi (ms)
Serotonin 82.5+3.9 -46.6 +2.1 1.6+04 247+£3.5
uygulamasina

yanit veren ndronlar
(n=11)
Serotonin 70.1+5.0 453+1.6 1.6+£0.3 272+54

uygulamasina

yanit vermeyen noronlar
(n=9)

Istatistiksel analiz p =0.062 p =0.646 p =0.152 p = 1.000

Student t testi Student t testi | Mann-Witneyy | Mann-Witneyy U

U testi testi

DRD néronlarinda serotonine yanit veren ve serotonine yanit vermeyen ndronlar arasinda

pasif ve aktif zar 6zellikleri acisindan istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmamustir.

4.1.2. Serotoninin DRD néronlarinin zar potansiyeli iizerine etkisi
Bu asamadan sonraki deneyler serotonin uygulamasina cevap veren dorsal rafe ¢ekirdegi

dorsal altgekirdek noronlar: lizerinde uygulanmistir. Akim kenetleme kayitlar sirasinda
spontan aksiyon potansiyeli olan ndronlarda serotonin uygulamasi spontan aksiyon
potansiyellerinin sonlanmasina yol agmistir ve yikama ile spontan aktivite tekrar ortaya
cikmistir (n=4). Serotonin (25 uM) uygulamasi ile néronlarda 14.30 + 3.14 mV (n=9)
kadar hiperpolarizasyon ortaya ¢ikmistir. Zar potansiyeli -62.9 + 4,6 mV degerinden
-77,2 = 2,3 mV degerine kadar diismiistiir (n=9, p < 0.01, Paired sample test). Yikama
ile istirahat zar potansiyeli tekrar eski haline donmiistiir. Sekil 4.4A’da serotonin
uygulamas: ile normalde goriilen spontan aksiyon potansiyellerinin olugmadigi
izlenmektedir. Sekil 4.4B’de ise dokuz adet norondan alinan akim kenetleme kaydi
sirasinda serotonin uygulamasi ile zar potansiyelinde ortaya ¢ikan degisiklik bar grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 4.4: Akim kenetleme sartlarinda 5-HT uygulamasinin etkisi. A: Akim kenetleme kaydi sirasinda 30
s boyunca serotonin (25 um) uygulamasi ile istirahat zar potansiyelinde hiperpolarizasyon meydana gelmis
ve spontan aksiyon potansiyelleri sona ermistir. Serotonin uygulamasinin sona ermesiyle birlikte istirahat
zar potansiyeli tekrar eski haline gelmis ve spontan aksiyon potansiyeli olugsmasi i¢in gereken esik degere
yaklagmistir. Bu durum spontan aktivitenin tekrar ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmistir. B: Kontrol grubu
standart yBOS soliisyonu igerisinde 6lgiilen istirahat zar potansiyeli degerlerinin ortalamasini, 5-HT grubu
ise serotonin uygulamas: sirasinda Olgiilen istirahat zar potansiyeli degerlerinin ortalamasini temsil
etmektedir. Serotonin uygulamast DRD hiicrelerinin istirahat zar potansiyelinde hiperpolarizasyona yol
acmistir (n=9, p < 0.01, Paired sample test).
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4.1.3. Serotoninin DRD néronlarinin zar akimlari iizerine olan etKisi

A) Serotoninin indiikledigi iyon akiminin karakterizasyonu

Standart yBOS icerisinde serotonin uygulamasi ile ortaya ¢ikan akim cevabi

Voltaj kenetleme deneyleri sirasinda zar potansiyeli -57mV’da tutulurken standart yBOS
icerisinde serotonin uygulamasi ile 23.36 = 3.79 pA (n=27) disa dogru (outward) akim
ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.5B). Sekil 4.5A {stteki grafikte 4.2 mM potasyum iceren yBOS
ortaminda serotonin uygulamasi ile DRD noéronlarinda indiiklenen disa dogru akim

gosterilmektedir.

Potasyumdan zengin yBOS ortaminda serotonin uygulamasi ile ortaya ¢cikan akim
cevabl

DRD néronlart 20 mM potasyum igeren yBOS soliisyonu ortaminda iken ve zar
potansiyeli -57 mV da tutulurken 30 saniye siire ile serotonin (25 pM) uygulamas1 42 +
13.7 pA (n=6) i¢e dogru (inward) akima yol agmistir (Sekil 4.5B). Bu akimin genligi
Sekil 4.5A°da alttaki grafikte de gorildiigii gibi standart yBOS ortaminda ortaya ¢ikan
disa dogru akimin genliginden daha biiyiiktiir ve akimin yonii tersine donmdiistiir. Diger
bir ifade ile akimin yonii hiicre i¢inden disina dogru degil hiicre disindan i¢ine dogru
olmustur. Hiicre i¢i ile hiicre dis1 arasindaki potasyum iyonu konsantrasyon farkinin
azalmasi elektrokimyasal gii¢lerin dengesini degistirdigi i¢in akimin yonii degismistir. Bu
durum serotonin uygulamasi ile ortaya ¢ikan akimin iki yonlii ve ige dogru diizeltici tipte

bir akim oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5: Voltaj kenetleme sartlarinda serotonin uygulamasi. A: 4.2 mM potasyum igeren yBOS ortaminda
Is.ut (tistte) ve 20 mM potasyum igeren yBOS ortaminda Is.yr (altta) gosterilmektedir. Her iki grafikte de
serotonin (25 uM) uygulama siiresi 30 s, Vg = -57 mV dir. B: Serotonin uygulamasi ile ortaya ¢ikan
ortalama akim degerleri bar grafigi ile gosterilmektedir. 4.2 mM potasyum iyonu i¢eren yBOS ortaminda
serotonin 23 pA’lik digsa dogru akim olusmasina neden olmustur. Diger taraftan 20 mM potasyum iyonu
iceren yBOS ortaminda serotonin 42 pA’lik ice dogru akima yol agmuistir.
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DRD noéronlarinda serotonin ile indiiklenen akim-voltaj iliskisi

Zardan gegen herhangi bir iyondan kaynaklanan akimin sifirlandig1 potansiyele ters
(reverse) potansiyel denir. Ters potansiyel herhangi bir iyonun Nernst potansiyeli
(equilibrium potansiyeli) ile yakin degerde ise bu zar akimi bu iyondan kaynaklaniyor
demektir. Potasyum iyonu i¢in Nernst potansiyelinin hesaplanmasinda kullanilan formdil

asagida verilmistir.

RT ,  [Klo
Ex =—In—= 2
K F Tk
Exk: Potasyumun Nernst potaniyeli (Volt) R: Evrensel gaz sabiti
T: Mutlak sicaklik (Kelvin) F: Faraday sabiti
Ko: Potasyumun hiicre dist derisimi (M) Ki: Potasyumun hiicre i¢i derigimi (M)

Is.ur’nin ters potansiyelini belirlemek ve potasyumun Nernst potansiyeliyle kiyaslamak
amactyla voltaj kenetleme protokolii yazildi. Bu protokol ile hiicre -120 mV dan baslayip
-20 mV’a kadar yiikselen farkli adim potansiyellerde kenetlenirken serotonin ile
indiiklenen akim (Is.at) 6l¢tildii. Bu deney iki ayr1 yBOS perflizyon soliisyonu ortaminda
da (4.2mM K* ve 20mM K¥) gerceklestirildi (Sekil 4.6A-4.7A). Serotonin kaynakli
akimin (Is.ut) ters potansiyelleri belirlendi. Her iki soliisyonun da potasyum i¢in Nernst

esitligi formiiliinden yaralanilarak Nernst potansiyelleri hesaplandi.

Standart yBOS soliisyonu ortaminda (4.2 mM potasyum iyonu igerir) Nernst potansiyeli
-82.4 mV olarak hesaplanmistir (Formiil 2). Deneysel olarak ters potansiyel ise -81.0 mV
olarak Olctilmiistiir (Sekil 4.8). Potasyumdan zengin yBOS soliisyonu ortaminda (20 mM
potasyum iyonu igerir) Nernst potansiyeli -43.0 mV olarak hesaplanmis (Formiil 2) ve
ters potansiyel -46.4 mV olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.8). Her iki durumda da hesaplanan
Nernst potansiyelleri ile dlgiilen ters potansiyellerin birbirine yakin degerlerde oldugu
goriilmektedir. Bu durum serotonin ile indiiklenen akima neden olan iyonun potasyum
iyonu oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8). Ayrica ige dogru olan akimlarin genliginin
disa dogru olan akimlardan daha biiyiik olmasi serotonin ile indiiklenen akimin i¢e dogru
diizeltici bir potasyum akimi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8). Tablo 4.3’de
hesaplanan Nernst potansiyelleri ile 6l¢iilen Is-urters potansiyeli degerleri ve belirli adim
potansiyellerinde Olciilen Is.ut degerleri verilmektedir. Tabloda da goriildiigii gibi -120
mV’da ortaya ¢ikan ice dogru akim degerleri, standart yBOS ortaminda -60 mV adim
potansiyelinde ortaya ¢ikan disa dogru akimdan ve potasyumdan zengin yBOS ortaminda

-40 mV adim potansiyelinde ortaya ¢ikan disa dogru akim degerlerinden daha biiyiiktiir.
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Bu bulgular, DRD néronlarinda serotonin (25uM) ile indiiklenen akimin (Is.ut) ice dogru

diizeltici potasyum akimi oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.3: DRD néronlarinda standart ve potasyumdan zengin yBOS soliisyonlarinda
Isar igin Olgiilen ters potansiyeller ve hesaplanan Nernst potansiyellerinin
karsilastirilmasi

yBOS tiirii | Nernst Isar ters | -120 mV da | -60 mV da|-40 mV da
potansiyeli | potansiyeli olciillen akim | olciillen akim | dlgiilen akim
(mV) (mV) (PA) (pA) (pA)

42mM K* | -82.4 -81.0+£3.9 -65.8 +21,3 17.3+6.5 11.5+6.0

igeren yBOS

20 mM K* | -43.0 -46.4 £1.8 -678.8+106,5 | -88.2+26.1 343+7.0

igeren yBOS

4.2 mM K* iceren yBOS igerisinde potasyumun Nernst potansiyeli -82.40 mV’dur. Bu soliisyon igerisinde
Olciilen Isur ters potansiyeli ise -81.0 mV’dur. 20 mM K* igeren yBOS igerisinde potasyumun Nernst
potansiyeli -43,03 mV’dur. Bu soliisyon igerisinde dl¢iilen Is.ur ters potansiyeli ise -46.4 mV’dur. Tabloda
goriildiigii gibi Isur ters potansiyelleri ile belirtilen soliisyonlar ig¢in potasyumun hesaplanan Nernst
potansiyelleri birbirine yakindir. Bu durum serotoninin ortaya ¢ikardigi akimin potasyum iyonu kaynakli
oldugunu gostermektedir. Ayrica farkli adim potansiyellerinde 6l¢iilen akimlarda i¢ce dogru olan akimlar
disa dogru olan akimlardan daha biiyiiktiir. Bu durum bu akimin ige dogru diizeltici bir akim (inward
rectifier) oldugunu gostermektedir. Standart yBOS soliisyonunda -60 mV adim potansiyelinde ortaya ¢ikan
akim -120 mV da ortaya ¢ikan akimdan daha kiigiiktiir. Potasyumdan zengin yBOS soliisyonunda -40 mV
adim potansiyelinde ortaya ¢ikan akim -120 mV da ortaya ¢ikan akimdan daha kiigiiktiir.
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Sekil 4.6: Voltaj kenetleme protokoliiyle Is.yr’nin karakterizasyonu (normal yBOS). A: 4.2 mM K* igeren
yBOS ortaminda voltaj kenetleme protokolii sonucu standart yBOS, 5-HT igeren yBOS ve tekrar standart
yBOS soliisyonu ortaminda ortaya ¢ikan akim degerleri gériilmektedir. Her grafigin altinda uygulanan
voltaj kenetleme protokolii yer almaktadir. Perfiizyon soliisyonuna serotonin eklendigi sirada farkli adim
potansiyellerinde Olgiilen akim degerleri artmistir. Her adim potansiyelinde serotonin uygulamasi ile
6lciilen akim degerlerinden sadece standart yBOS uygulamasi sirasinda dlgiilen akim degerleri ¢ikarilarak
Is.ur elde edilmis ve ortalama + standart hata formatinda sekil B’deki grafikte verilmistir. B: Farkli adim
potansiyellerinde Is.ur. Voltaj kenetleme protokolii uygulamasi ile hem serotonin igermeyen hem de
serotonin igeren iki ayr1 yBOS ortaminda hiicre zarindan gegen akim voltaj kenetleme sartlarinda 6lgiildi.
Serotonin igeren soliisyondaki akim miktarindan serotonin icermeyen soliisyonda elde edilen akim miktar1
cikarilarak farkli adim potansiyellerinde ortaya ¢ikan serotonin ile indiiklenen akim hesaplandi. Grafikteki
degerler bu akimin ortalama + standart hata degerlerini vermektedir. Akimin yon degistirdigi -81.0 mV
degeri ters potansiyel olarak belirlendi. Ters (reverse) potansiyelden daha pozitif adim potansiyellerinde
ortaya c¢ikan disa dogru akim ters potansiyelden daha negatif potansiyellerde ortaya ¢ikan ige dogru
akimdan ¢ok daha kii¢tiktiir. Elde edilen bu veriler Is.ur’nin ice dogru diizeltici (inward rectifier) bir akim
oldugunu gostermektedir. Bu degerler alt1 adet 6l¢limiin ortalama degeridir.
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Sekil 4.7: Voltaj kenetleme protokoliiyle Is.ur’nin karakterizasyonu (potasyumdan zengin yBOS). A: 20
mM K* igeren yBOS ortaminda voltaj kenetleme protokolii sonucu standart yBOS, 5-HT iceren
potasyumdan zengin yBOS ve tekrar potasyumdan zengin yBOS soliisyonu ortaminda ortaya ¢ikan akim
degerleri goriilmektedir. Her grafigin altinda uygulanan voltaj kenetleme protokolii yer almaktadir.
Perfiizyon soliisyonuna serotonin eklendigi sirada farkli adim potansiyellerinde dlgiilen akim degerleri
artmugtir. B: Akim-voltaj iligkisi. Serotonin i¢eren soliisyondaki akim miktarindan serotonin i¢cermeyen
soliisyonda elde edilen akim miktar1 ¢ikarilarak farkli adim potansiyellerinde ortaya ¢ikan serotonin ile
indiiklenen akim hesaplandi. Grafikteki degerler bu akimin ortalama + standart hata degerlerini
vermektedir. Akimin yon degistirdigi -46.4 mV degeri ters potansiyel olarak belirlendi. Ters (reverse)
potansiyelden daha pozitif adim potansiyellerinde ortaya ¢ikan disa dogru akim ters potansiyelden daha
negatif potansiyellerde ortaya ¢ikan ige dogru akimdan ¢ok daha kiiciiktiir. Elde edilen bu veriler Is.yr’nin
ice dogru diizeltici (inward rectifier) bir akim oldugunu gostermistir. Bu degerler bes adet Slgiimiin
ortalama degeridir.
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Sekil 4.8: Is.yr’nin akim-voltaj iliskisi. Her iki yBOS ortaminda uygulanan voltaj kenetleme protokolii
sonucu elde edilen akim-voltaj iliskisi goriilmektedir. Grafikteki degerler 6lgiilen akimlarin ortalama =+
standart hatasin1 vermektedir. Her iki yBOS ortaminda da potasyum i¢in hesaplanan Nernst potansiyeli Is.
ur'nin sifirlandigr ters potansiyel ile yakin degerdedir. Bu durum Isur’nin potasyum iyonu kaynakl
oldugunu gostermektedir. Potasyumdan zengin yBOS soliisyonunda 6l¢iilen Is.grstandart yBOS ortaminda
Ol¢iilen degerlere gore daha fazladir. Ters (reverse) potansiyelden daha pozitif adim potansiyellerinde
ortaya c¢ikan disa dogru akim ters potansiyelden daha negatif potansiyellerde ortaya ¢ikan ice dogru
akimdan ¢ok daha kiigiiktiir. Elde edilen bu veriler Is.ur’nin ice dogru diizeltici (inward rectifier) bir akim
oldugunu gostermistir. Kirmizi nokta, standart yBOS ortaminda 6lgiilen Is.ur ortalamasini (n=6); siyah
kare, potasyumdan zengin yBOS ortaminda 6lgiilen Is.yr ortalamasini (n=5); mavi ¢izgi, sirastyla standart
ve potasyumdan zengin yBOS ortaminda potasyum igin hesaplanan Nernst potansiyellerini temsil
etmektedir. Hesaplanan potasyum iyonu Nernst potansiyelleri ile akim degerlerinin sifirlandigi Is.ur ters
potansiyellerinin yakin degerde olduklari goriilmektedir. Bu bulgulardan hareketle DRD noéronlarinda
serotonin ile indiiklenen akimin i¢e dogru diizeltici karakterde bir potasyum akimi oldugu sonucuna
varilabilir.

Serotonin ile indiiklenen akimin farmakolojik olarak izolasyonu

Serotonin ile indiiklenen akimin i¢ce dogru diizeltici bir potasyum akimi oldugu ortaya
ciktiktan sonra bu akimin ice dogru diizeltici bir potasyum kanali olan GIRK kanallari
kaynakl1 olabilecegi diisiiniildii. Bu dnermeyi desteklemek amaciyla voltaj kenetleme
deneyleri sirasinda bir spesifik GIRK kanal blokoérii olan kinin (I mM) kullanildi.
Serotonin ile indiiklenen akim, kinin uygulamas: ile bloke edilebilirse, bu durum GIRK
kanallar1 bloke edildiginde Is.qr’nin ortaya ¢cikamayacagini, dolayisiyla serotoninin DRD
noronlarinda hiperpolarize edici etkisini GIRK kanallarinin agilmasina neden olarak

ortaya cikardigini gosterecekti.
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Voltaj kenetleme sartlarinda 30 sn siiren serotonin (25 uM) uygulamasina akim yaniti
veren noronlarda 200 sn siire ile kinin (1mM) 6n uygulamasi sonrasi tekrar 30 sn boyunca
serotonin (25 puM) uygulandiginda her hangi bir akim ortaya ¢ikmadi. Kinin 6n
uygulamasi Is.ur’nin bloke olmasina neden oldu (p=0.043, n = 5, Wilcoxon testi). Sekil
4.9A’da serotonin uygulamasi ile ortaya ¢ikan disa dogru akim (iistte) ve ayn1 ndronda
kinin 6n uygulamasi sonrasi tekrar serotonin uygulamasi ile herhangi bir disa dogru
akimin ortaya ¢ikmadig (altta) goriilmektedir. Sekil 4.9B’de bes adet ndrondan alinan
kayitlarda Slgiilen Is.ur genliklerinin normalize edilmis ortalama degerlerinin bar grafigi

bulunmaktadir.
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Sekil 4.9: Kinin 6n uygulmasi ile Is.ur’de ortaya ¢ikan degisim. A: Is.yr'ye kinin etkisi. Serotonin (25 uM)
uygulama siiresi 30 sn, kinin uygulama siiresi 200 saniye, Vi =-57 mV, kesik ¢izgi: Kinin uygulamasi, diiz
¢izgi: Serotonin uygulamasi B: Kontrol grubu, serotonin uygulamasi sirasinda ortaya ¢ikan normalize akim
degerleri ortalamasini; kinin grubu ise kinin 6n uygulamasi sonrasi serotonin uygulamasi ile dl¢iilen
normalize ortalama akim degerlerini temsil etmektedir (p=0.043, n = 5, Wilcoxon testi).
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B) Serotonin etkisine araci olan reseptoriin karakterizasyonu

Serotonin ile indiiklenen akimda rol alan somatodendritik serotonin reseptor tipinin
belirlenmesi

Serotonin uygulamasi ile ortaya c¢ikan akim cevabmin hangi serotonin reseptori
tizerinden gerceklestigini ortaya koymak amaciyla spesifik 5-HT1 A reseptor blokorii olan
WAY 100135 (21 puM) 180 sn siire ile uygulandi ve ardindan tekrar serotonin
uygulanarak Is.yr Olgiildii. Serotonin uygulamasi sirasinda ve bir siire sonrasinda da
WAY-100135 uygulanmaya devam edildi. WAY-100135 6n uygulamasi ile Is.ut bloke
edildi (p= 0.028, n=6, Wilcoxon testi). 5-HT1A blokorii ile serotonin akiminin bloke
edilmesi, serotoninin DRD hiicrelerinde inhibitér etkisini somatodendritik 5-HT1A
reseptorleri lizerinden ortaya cikardigmi gosterdi. Sekil 4.10A’da voltaj kenetleme
sartlarinda bir ndronda serotonin uygulamasinin, akim yanita neden oldugu gosterilmistir
(istte). Fakat aymi noronda WAY-100135 06n uygulamast ardindan serotonin
uygulamasinin her hangi bir akim yanita neden olamadigi (altta) gosterilmistir. Sekil
4.10B’de alt1 adet ndorondan alinan kayitlardaki normalize Is.yr akim degerlerinin

ortalamalar1 bar grafiginde gosterilmistir.
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Sekil 4.10: Isur'ye WAY-100135 etkisi. A: voltaj kenetleme kaydi sirasinda zardan gegen akim
Ol¢lilmektedir. Serotonin uygulamasi ile birlikte disa dogru bir akim goriilmektedir (iistte). Ayni néronda
WAY-100135 (21uM) 6n uygulamasinin ardindan serotonin uygulamasi disa dogru akimin olugsmasina yol
agmamustir (altta). Bu akim WAY-100135 tarafindan bloke edilmistir. Serotonin (25 uM) uygulama siiresi
30 s (liztte ve altta) WAY-100135 uygulama siiresi 180 s (altta), Vi = -57 mV, kesik ¢izgi: WAY-100135
uygulamasi, diiz ¢izgi: 5-HT uygulamasi. B: Normalize akim degerleri bar grafigi olarak verilmistir (p=
0.028, n=6, Wilcoxon testi).
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Pindololiin Is-uT iizerine etkisi

Daha onceki aragtirmalarda parsiyel agonistik etki ile serotonin reseptorlerini bloke ettigi
raporlanan pindololiin voltaj kenetleme deneyleri sirasinda serotonin ile indiiklenen
akima olan etkisi arastirildi. Oncelikle néronlarda voltaj kenetleme sartlarinda 30 sn siiren
serotonin (25 uM) uygulamasi ile Is.pt genligi 6l¢iildii. Daha sonra 150 sn siiren pindolol
(10uM) 6n uygulamasi ardindan serotonin ve pindolol birlikte uygulandi. Pindolol 6n
uygulamasi ile Is.ur bloke edildi (p=0.007, n=5, paired sample test). Bu bulgu sonucunda
serotoninin DRD noronlari {izerinde olusturdugu akim yanitinin pindolol tarafindan bloke
edilebildigi gosterilmistir. Sekil 4.11A’da voltaj kenetleme sartlarinda kayit alinan bir
noronda serotonin uygulamasi, disa dogru akim cevabina yol agmistir (listte). Ayni
nodronda pindolol 6n uygulamasi sonrasi serotonin tekrar uygulandiginda herhangi bir
akim cevabi ortaya cikmamustir (altta). Sekil 4.11B’de bes adet ndrondan alinan

kayitlardaki normalize akim degerleri bar grafigi olarak verilmistir.
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Sekil 4.11: Isur'ye pindolol etkisi. A: Voltaj kenetleme sartlarinda zardan gegen akim dlgiilmektedir.
Serotonin uygulamast ile birlikte disa dogru bir akim ortaya ¢ikti (listte). Ayni hiicrede pindolol 6n
uygulamasi ardindan serotonin ve pindolol birlikte uygulandi. Pindolol 6n uygulamasiin ardindan
serotonin uygulamasi ile bir dnceki deneyde ortaya ¢ikan disa dogru akim meydana gelmedi (altta). Is.ur
pindolol tarafindan bloke edildi. Serotonin (25 uM) uygulama siiresi 30 sn (iistte ve altta), pindolol
uygulama siiresi 150 sn (altta), Vg = -57 mV. B: Sadece serotonin uygulandiginda ve pindolol 6n
uygulamasi sonrasi serotonin uygulandiginda ortaya ¢ikan normalize akim degerleri verilmistir (p= 0.007,
n= 5, Paired sample test).
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8-OHDPAT ile Is-at’nin imitasyonu

Serotonin ile ortaya ¢ikan akimin Onceki deney diizeneginde WAY-100135 ile bloke
edilerek bu akimin 5-HT1A reseptorii lizerinden ortaya ¢iktig1 gdsterilmis olsa da spesifik
bir 5-HT1A reseptor agonisti olan 8-OHDPAT ile de serotonin akiminin benzeri
olusturularak bu bulgu desteklenmek istendi. Bu kapsamda 30 sn siireli serotonin (25uM)
uygulamasina cevap veren DRD noronlarinda 30 sn siireli 8-OHDPAT (30 uM)
uygulamasinin etkisi incelendi. 8-OHDPAT benzer 6l¢iide serotonin uygulamasinin yol
actig1 kadar disa dogru akim meydana getirdi (p= 0.397, n=7, Wilcoxon test,). Iki grup
arasinda akim genlikleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir.
Bununla birlikte 8-OHDPAT ile ortaya ¢ikan akim siirekliydi ve yikama ile eski haline
donmedi. Sekil 4.12A°da voltaj kenetleme sartlarinda kayit alinan bir néron disa dogru
akim cevabina yol agmistir (listte). Ayni néronda 8-OHDPAT uygulandiginda ayni
siddette bir akim cevabir ortaya ¢ikmistir (altta) ancak bu akim yikama ile ortadan
kalkmamis ve siirekli olarak devam etmistir. Sekil 4.12B’de yedi adet ndrondan alinan
kayitlardaki serotonin uygulamasi ve 8-OHDPAT uygulamas: ile ortaya ¢ikan normalize

akim degerleri bar grafigi olarak verilmistir.
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Sekil 4.12: 8-OHDPAT ile Is.yr imitasyonu. A: 30 sn siire ile serotonin uygulamasi yaklasik 20 pA disa
dogru akima neden olmustur(istte). Ayni hiicrede 8-OHDPAT ayni genlikte disa dogru akima neden
olmustur (altta). Ancak bu akim yikama ile eski haline donmemistir. Serotonin (iistte) ve 8-OHDPAT (altta)
uygulama siiresi 30 s, Vi = -57 mV. B: Serotonin uygulamasi ve 8-OHDPAT uygulamasi1 sonucu ortaya
¢ikan normalize akim degeri ortalamalari gdsterilmistir. (p= 0.397, n=7, Wilcoxon test).
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Pindolol uygulamasinin Is-onppar iizerine etkisi

Pindololiin serotonin akimin1 bloke edici etkisinin hangi reseptdr {izerinden
gerceklestiginin tam olarak anlasilabilmesi amaciyla spesifik S-HT1A reseptorii agonisti
olan 8-OHDPAT uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan siirekli disa dogru akim sirasinda
pindolol uygulandi. Pindolol (10uM) uygulamasi ile bu diga dogru akim tamamen ortadan
kalkti (n=5). Ayrica pindolol uygulamasi sonrasi tekrar 8-OHDPAT uygulandiginda
herhangi bir disa dogru akim goézlenemedi (p = 0,039, n=5, paired sample test) . Bu
bulgular pindololiin saf 5-HTIA reseptor aktivitesini de bloke edebildigini
gostermektedir. Sekil 4.13A’da voltaj kenetleme sartlarinda 8-OHDPAT bir néronda
stirekli bir disa dogru akima yol agmistir (solda). Ayni néronda pindolol uygulamasi ile
birlikte bu siirekli disa dogru akim bloke edilmistir (sagda). Ayni ndéronda pindolol
uygulamasi sonrasi 8-OHDPAT tekrar uygulandiginda herhangi bir akim cevabi ortaya
cikmamistir (sagda). Sekil 4.13B’de bes adet norondan alinan kayitlardaki normalize

akim degerleri bar grafigi olarak verilmistir.
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Sekil 4.13: Pindololiin Is.onpprat'a etkisi. A: Solda 8-OHDPAT uygulamasi ile ortaya ¢ikan siirekli disa
dogru akim goriilmektedir. Sagda ise ayn1 hiicrede pindolol uygulamasi ile ortaya ¢ikan bu siirekli disa
dogru akimin blokaji goriilmektedir. Pindolol uygulamasi sonrasinda tekrar 8-OHDPAT uygulamasi digsa
dogru akimi ortaya ¢ikaramamaigstir. Diiz ¢izgi: 8-OHDPAT uygulamasi, kesikli ¢izgi: Pindolol uygulamast,
8-OHDPAT (30 uM) uygulama siiresi 30 s (solda ve sagda), pindolol uygulama siiresi 180 saniye (sagda),
Vu = -57 mV. B: Kontrol grubunda sadece 8-OHDPAT uygulanmigtir. Pindolol grubunda pindolol 6n
uygulamasi ardindan 8-OHDPAT tekrar uygulanmistir. Her iki grupta 8-OHDPAT uygulamasi sirasinda
6lgiilen normalize akim degeri ortalamalari gosterilmistir (p = 0,039, n=>5, Paired sample test).

74



4.2. In vivo davrams deneyleri

Antidepresan etkinligin degerlendirilebilmesi i¢in 4 adet grup olusturuldu. Bunlardan
birinci gruba (kontrol) iki giin boyunca SF ve NaOH iceren SF enjeksiyonu yapilds. Ikinci
gruba (VLX) iki giin boyunca 20 mg/kg/giin venlafaksin (s.c.) verildi. Ugiincii gruba
(VLX-Pin) iki giin boyunca sirastyla 20 ve 15 mg/kg/giin dozlarinda venlafaksin (s.c.) ve
pindolol (s.c.) verildi. Dordiincii gruba (Pin) ise iki giin boyunca 15mg/kg/giin dozunda

pindolol (s.c.) verildi.

4.2.1. Kuyruk asma testi
Ilaglarin antidepresan etkinliginin test edilmesi amaciyla ilag uygulamalarinin ardindan

yapilan KAT testinde alt1 dk siire i¢erisinde hayvanlarin immobilizasyon siireleri l¢iildii.
Immobilizasyon siiresinin diisiik olmas1 antidepresan etkinlik olarak degerlendirilirken
immobilizasyon siiresinin uzun olmas1 depresif duygu durumu olarak degerlendirildi.
Ortalama immobilizasyon siiresi kontrol grubunda 221.9 + 11.8 s, venlafaksin grubunda
176.9 +£21.2 s, venlafaksin-pindolol grubunda 157.0 &+ 14.5 s ve pindolol grubunda 179.5
+ 13.1 s olarak Ol¢tilmiistiir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Kuyruk asma testinde gruplarin alt1 dk igerisindeki immobilizasyon siiresi. Her grupta 8 adet
hayvan kullanilmistir. One way ANOV A istatistik analiz testi kullanilmistir. **: Kontrol grubu ile VLX-
Pin grubu arasinda p < 0.01. VLX - Pin kombinasyonu uygulanan grupta kontrol grubuna gore
immobilizasyon siiresi istatistiksel olarak anlamli diizeyde diigsmiistiir. Sadece venlafaksin ya da sadece
pindolol uygulanan gruplarda ise immobilizasyon siiresi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diismemistir. Venlafaksin - pindolol kombinasyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde antidepresan etki gostermistir. Venlafaksin - pindolol grubunda hayvanlar daha az
umutsuzluga kapilmig ve daha fazla kurtulma cabasi gdstermistir. Bu bulgu Pindololiin venlafaksini
potansiyalize ettigini gostermektedir. VLX: Venlafaksin, Pin: Pindolol.
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4.2.2. Zorunlu yiizme testi
[laglarm antidepresan etkinliginin test edilmesi amaciyla ila¢ uygulamalarinin ardindan

yapilan alt1 dk siireli ZYT testinde alti dk’nin son dort dk’st igerisinde hayvanlarin
immobilizasyon siireleri dl¢iildii. Immobilizasyon siiresinin diisiik olmas1 antidepresan
etkinlik olarak degerlendirilirken immobilizasyon siiresinin uzun olmasi depresif duygu
durumu olarak degerlendirildi. Ortalama immobilizasyon siiresi kontrol grubunda 179.6
+ 13.4s, venlafaksin grubunda 156.3 + 23.9 s, venlafaksin-pindolol grubunda 119.6 +
21.2 s ve pindolol grubunda 166 s + 4.4 s olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Zorunlu yiizme testinin son dort dk’s1 boyunca 6l¢iilen immobilizasyon siiresi. Her grupta 8
adet hayvan kullanilmistir. One way ANOVA istatistik analiz testi kullanilmistir. *: Kontrol grubu ile
VLX-Pin grubu arasinda p < 0.05. Venlafaksin - pindolol kombinasyonu uygulanan grupta kontrol grubuna
gbre immobilizasyon siiresi istatistiksel olarak anlamli diizeyde diigmiistiir. Sadece venlafaksin ya da
sadece pindolol uygulanan grupta immobilizasyon siiresi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diismemistir. Venlafaksin - pindolol kombinasyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde antidepresan etki gostermistir. Venlafaksin-pindolol grubunda hayvanlar daha az
umutsuzluga kapilmig ve daha fazla kurtulma cabasi goéstermistir. Bu bulgu pindololiin venlafaksini
potansiyalize ettigini gostermektedir. VLX: Venlafaksin, Pin: Pindolol.

4.2.3. Acik alan testi
Olusturulan gruplarin lokomotor aktivitelerinin birbirine yakin olmasi gerektiginden

dolay1, bunu dogrulamak amaciyla alt1 dk siireli acik alan testi uygulandi. Bu testte
hayvanlarin kare alanlar arasindaki gecis frekansi ve orta alanda gecirdikleri siireler
Olciildii. Bu ol¢iimlerin birbirine yakin olmasi, gruplarin lokomotor aktivitelerinin

birbirine benzer oldugu seklinde yorumlandi. Alt1 dk igerisinde kare alanlar arasindaki
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gecis frekansi ortalamasi kontrol grubunda 34.6 + 3.2, venlafaksin grubunda 30.1 £ 3.2,
venlafaksin-pindolol grubunda 33.4 + 4.3 ve pindolol grubunda 35.4 + 5.9 olarak
Olclilmiistiir (Sekil 4.16).

Kare alanlar arasindaki gegis (frekans / 6dk)
3
1

Kontrol VLX VLX+Pin Pin

Sekil 4.16: Acik alan testinde boliinmiis olan 16 kare alan arasindaki gegis frekansi. Her grupta 8 adet
hayvan kullanilmistir. One way ANOVA istatistik analiz testi kullanilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlamli farkliliga rastlanmamistir (p>0.05). Bu bulgu lokomotor aktivitenin gruplar arasinda benzer
oldugu seklinde yorumlanmistir. VLX: Venlafaksin, Pin: Pindolol.

Alt1 dk igerisinde orta alanda gegirilen siire ortalamasi ise kontrol grubunda 28.9 £ 5.4 s,
venlafaksin grubunda 20.4 + 3.0 s, venlafaksin-pindolol grubunda 22.6 + 3.2 s ve pindolol
grubunda 25.1 £ 6.7 s olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17: Acik alan testinde hayvanlarin orta alan igerisinde gecirdigi siire. Her grupta 8 adet hayvan
kullanilmistir. One way ANOVA istatistik analiz testi kullanilmistir. Gruplr arasinda istatistiksel acidan
anlamli farkliliga rastlanmamistir (p>0.05). Bu bulgu lokomotor aktivitenin gruplar arasinda benzer oldugu
seklinde yorumlanmistir. VLX: Venlafaksin, Pin: Pindolol.

Davranis testlerinde elde edilen bulgular hep birlikte degerlendirildiginde KAT ve ZYT
testlerinde umutsuz duygudurumunun temsili olan immobilizasyon siiresi VLX - Pin
kombinasyonu ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde diismiistiir. Venlafaksin ya da
pindolol tek basina immobilizasyon siiresini diisiirmekte yeterli olamamistir. A¢ik alan
testi ile lokomotor aktivitenin gruplar arasinda farkli olmadig belirlenmistir. Bu durum
yapilan KAT ve ZYT testlerinin sonuclarinin gergekten de gruplar arasindaki
duygudurumundaki farkliliklardan kaynaklandigini, spesifik olmayan hareket
kabiliyetindeki farkliliklardan kaynaklanmadigin1 gostermektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Yama kenetleme calismalari
In vitro yama kenetleme teknigi kullanilarak uygulanan akim kenetleme ve voltaj
kenetleme deneyleriyle serotoninin DRD noéronlarinda iyon kanali ve membran reseptorii

diizeyinde etki mekanizmasi ve bu mekanizmaya pindololiin etkisi arastirilmistir.

5.1.1. Akim kenetleme ¢calismalar:
Bayliss ve arkadaglarinin sigan kaudal rafe ¢ekirdeklerinde tiim-hiicre konfigiirasyonunda

uyguladiklar1 akim kenetleme c¢aligsmalarinda serotonin (5uM) uygulamasi rafe obskurus
ve rafe pallidus ¢ekirdeklerinde bulunan serotonerjik ndronlarda 13.8+ 1.6 mV degerinde
hiperpolarizasyona yol ag¢mistir. Benzer sekilde serotonerjik olmayan ndronlarin
yarisinda da hiperpolarizasyona yol agmistir (130). Yine Corradetti ve arkadaslari
tarafindan siganlarda dorsal rafe ¢ekirdeginde yapilan bir baska ¢alismada serotonerjik
noronlar iizerinde serotonin (15 uM) ve 5-CT (100 nM) hiperpolarizasyona yol agmastir.
5-CT nin bu etkisi o donem 5-HT1A reseptor blokorii olarak kullanilan WAY-100635
(4.9 nM) uygulamasi ile bloke edilebilmistir (6).

Arastirmamizda benzer sekilde serotoninin fare dorsal rafe cekirdegi ndronlarinin
transmembran potansiyeli lizerine olan etkisi incelenmistir. Serotonin (25 puM)
uygulamast geg¢miste yapilan arastirmalara benzer sekilde dorsal rafe ¢ekirdegi
noronlarinda 14.3 + 3.1 mV degerinde hiperpolarizasyona (n=9) yol agmistir. Bu bulgu
farede de dorsal rafe ¢ekirdeginde somatodendritik serotonin reseptdrleri bulundugunu

gostermektedir.

Pasif zar ozellikleri

Calizo ve arkadaglar tarafindan siganlarda yapilan DRN dorsomedyal alt ¢ekirdeginde
bulunan serotonerjik noronlarda istirahat zar potansiyeli -70 mV, input direnci 0.6 GQ,
zaman sabiti 50 msn olarak 6l¢iildii. Serotonerjik olmayan néronlarda bu parametrelerden
sadece istirahat zar potansiyeli istatistiksel olarak farkli bulundu ve -60 mV olarak

oleiildii (117).
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Beck ve arkadaslan tarafindan sicanlarda DRN serotonerjik noronlarinda istirahat zar
potansiyeli -63 mV, input direnci 0.6 GQ ve zaman sabiti degeri 51 ms olarak 6l¢iildii.
Ayni caligmada serotonerjik ndronlarla serotonerjik olmayan néronlar arasinda sadece
zaman sabitinde anlamli fark saptandi. Zaman sabiti serotonerjik olmayan néronlarda 42

ms idi (22).

Bayliss ve arkadaslar1 siganlarda kaudal rafe c¢ekirdeklerinde (rafe obskurus ve rafe
pallidus) yaptiklar1 ¢alismada serotonine hiperpolarizayon ile cevap veren noronlarda
istirahat zar potansiyelini -49.7 mV, kapasitans degerini 26.6 pF, input direnci degerini
1.6 GQ olarak saptadi (130). Bu calismada, serotonine cevap vermeyen noronlar ile
hiperpolarizasyonla yanit veren noronlar arasinda pasif zar 6zellikleri agisindan anlaml

bir fark saptanmadigi raporlandi.

Arastirmamizda serotonin uygulamasina yanit veren DRD nodronlarinda istirahat zar
potansiyeli -69.2 mV, kapasitans degeri 70.1 pF, input direnci degeri 0.79 GQ, zaman
sabiti degeri 45.2 ms olarak Sl¢lilmiistiir. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizde
serotonine yanit veren ve serotonine yanit vermeyen noronlarda pasif zar 6zellikleri

acisindan istatistiksel anlamli bir farkliliga rastlanmamustir.

Aktif zar ozellikleri

Calizo ve arkadaglari tarafindan dorsomedyal dorsal rafe ¢ekirdeginde AP genligi 85 mV,
AP esik degeri -25 mV ve AHP genligi 15 mV olarak o6lciilmiistiir. Bu ¢alismada, aktif
zar Ozellikleri agisindan serotonerjik ndronlar ile serotonerjik olmayan ndéronlar arasinda

anlamli bir fark bulunamadig: raporlanmistir (117).

Beck ve arkadaglar tarafindan siganlarda DRN serotonerjik noronlarinda yapilan
calismada AP genligi 69 mV, AP esigi -22 mV, AHP genligi 16 mV olarak saptanmustir.
Bu parametreler agisindan serotonerjik ndronlar ile serotonerjik olmayan ndronlar

arasinda anlamli bir fark bulunamadigi raporlanmistir (22).
Aragtirmamizda DRD bolgesinde serotonine yanit veren néronlarda AP genligi 82.5 mV,

AP esik degeri -46.6 mV, AP yan yiikseklik genisligi 1.6 ms, AHP genligi 24.7 mV

degerlerinde olgiildii. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizde serotonine yanit
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veren ve serotonine yanit vermeyen noronlarda aktif zar 6zellikleri agisindan istatistiksel
anlaml bir farkliliga rastlanmamastir.

Literatiirde rafe g¢ekirdeklerinde noronlarin pasif ve aktif zar ozellikleri hakkindaki
arastirmalar ve tarafimizca elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde; sadece pasif
ve aktif zar Ozelliklerine bakilarak ndronlarin serotonerjik olup olmamalar1 ya da
serotonine yanit verip vermemeleri hakkinda herhangi bir fikir edinilmesinin miimkiin

olamayacag1 sonucuna varilabilir (22,114).

5.1.2. Voltaj kenetleme ¢alismalari

Iyon kanal diizeyinde yapilan arastirmalar

DRN bolgesinde serotonin etkisi ilk olarak 1993 yilinda Nicholas J. Penington ve
arkadaslar1 tarafindan tiim hiicre konfigiirasyonunda siganlarda calisilmistir. Burada
voltaj kenetleme teknigi ile serotoninin zarda yol ac¢tifi akimin ters potansiyeli
potasyumun Nernst potansiyeli ile denk bulunmus ve serotonerjik akimin potasyum iyonu
kaynakli oldugu ortaya konulmustur. Bu akim GIRK kanallarinin spesifik olmayan bir
blokdrii olan baryumla bloke edilmistir. Bu durum serotoninin GIRK kanallarini aktive
ederek etkisini ortaya ¢ikardigi seklinde yorumlanmistir. Ayrica bu akim 5-HT1A
reseptor agonisti olan 8-OHDPAT ile de taklit edilebilmistir. Bu bulgu, serotoninin dorsal
rafe ¢ekirdegi ndronlarinda inhibitor etkisinin 5-HT1A reseptorii tizerinden gerceklestigi

seklinde yorumlanmaistir (119).

Gegmiste yapilan c¢alismalarda 5-HT1A reseptoriiniin  intraselliiler sinyal ileti
mekanizmalarinin anlasilmas1 amaciyla bir takim ikincil habercilerin inhibitorleri
kullanilmistir (118,119). Penington ve arkadaslar1 tarafindan serotoninin (1pM)
siganlarda DRN noéronlarinda indiikledigi zar akimi cevabina Gis, protein blokorii olan
bogmaca toksininin (pertusis toksini, PTX, lug/ml) etkisi aragtirilmistir (119). Bu
calismada, voltaj kenetleme sartlarinda bogmaca toksini ile serotonin ile indiiklenen akim
yanit1 inhibe edilebilmistir (119). Bununla birlikte PTX yerine uygulanan cAMP ya da
glibenklamid (ATP bagimli potasyum kanal blokorii,1 M) bu akimi etkileyememistir
(119). Bu durum 5-HT1A reseptorlerinin hiicre icerisindeki etkisini Gis proteinini (PTX
selektif G protein) aktive ederek gosterdigi seklinde yorumlanmistir (119).
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Katayama ve arkadaglar siganlarda dorsal rafe ¢ekirdegi néronlarinda voltaj kenetleme
sartlarinda pipet sollisyonuna siilfidril alkilleyici ajan (N-ethylmaleimide, NEM)
eklediginde serotonin ile indiiklenen akim bloke olmustur (118). Fakat Ca*? selatdrii olan
BAPTA (1,2-bis_2-aminophenoxy. ethane-N,N,NX, NX-tetraacetic acid) ya da
fosfolipaz C inhibitorii olan neomisin uygulamasi bu akimi bloke etmemistir. NEM, Giso
proteinlerinin sistein (cystein) rezidiilerinin alkilleyicisi (blokorii) olarak bilinmektedir.
Bu bulgular 1s1ginda Katayama ve arkadaslari NEM’e duyarli G proteininin (NEM
sensitif G protein) ige dogru diizeltici (inward rectifier) kanallar1 aktive ettigi ancak
kalsiyum ya da protein kinaz C’nin bu kanallarin aktivasyounda bir etkisinin olmadig1
sonucuna varmiglardir (118). Ayni calismada, kayit alinan ndron sitoplazmasina, yama
kenetleme pipeti ile GTPys (guanozin 5X-O-3-thiotrifosfat) eklendiginde ise bu akim
stirekli hale (irreversible) gelmistir (GTPys; Giso proteininin aktiflestiginde ayrilan beta
ve gama alt birimidir). Bu bulgu 5-HTIA reseptdr aktivasyonunun ardindan ikincil
haberci kullanmadan G/ proteini ile potasyum kanallarinin dogrudan aktive edildigi

seklinde yorumlanmaistir (118).

Fare DRD noéronlarinda serotonin ile indiiklenen akima GIRK kanallar aracihik
etmektedir

Jeong ve arkadaslar tarafindan siganlarda PAG bdlgesinde voltaj kenetleme sartlarinda
serotoninin etki mekanizmasi arastirildi. Bu calismada, PAG néronlarinda serotonin
cevabina yol agan iyon kanalini bulmak amaciyla 5, 20 ve 30 mM K* iceren yBOS
ortamlarinda -120 mV ile 420 mV arasinda degisen adim potansiyellerindeki serotonin
ile indiiklenen akimlar 6l¢iildii ve bu akimin i¢ce dogru diizeltici potasyum akimi oldugu
saptand1. Daha sonra GIRK kanal blokorlerinden baryum ve kinin kullanilarak Is.ur’nin
bloke edildigi gosterildi. Bu bulgular serotoninin PAG bolgesinde etkisini GIRK kanallari

tizerinden gosterdigi seklinde yorumlanmaistir (100).

Sican dorsal rafe g¢ekirdeginde (118,119) ve kaudal rafe ¢ekirdeginde (130) yapilan
calismalarda serotonin ile indiiklenen akim, baryum ve kinin ile bloke edilmis ve bu
bulgu, bu akimin i¢e dogru diizeltici bir potasyum kanal1 olan GIRK kanallar1 {izerinden
gerceklestigi seklinde yorumlanmistir. Loucif ve arkadaslar tarafindan farelerde DRN
noronlart iizerinde tlim-hiicre konfiglirasyonunda yapilan bir yama kenetleme
calismasinda 5-CT ve 8-OHDPAT kaynakli AP desarj1 inhibisyonu, GIRK akimi ile
iliskilendirilmistir (131).
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Caligmamizda serotoninin DRD ndronlarinda hiperpolarize edici etkisinin voltaj
kenetleme kayitlarinda disa dogru akimdan kaynaklanmakta oldugu sonucuna varildiktan
sonra bu akimin hangi iyondan kaynaklandiginin bulunmasi amaciyla standart ve
potasyumdan zengin yBOS soliisyon ortamlarinda uygulanan deneylerde voltaj
kenetleme protokolii kullanildi. Bu deney sonuglarinda her iki soliisyon ortaminda
hesaplanan potasyum Nernst potansiyellerinin dl¢iilen ters potansiyel ile birbirine yakin
degerde oldugu ortaya ¢ikti. Bu bulgu, hiicre zarinda serotonin ile indiiklenen akimin K*

iyonlariin hiicre zarindan gecisinden dolay1 kaynaklandigini gosterdi.

Arastirmamizda 4.2 mM ve 20 mM K* igeren yBOS ortamlarinda uygulanan voltaj
kenetleme protokolii ile serotonin ile indiiklenen akimin ice dogru diizeltici potasyum
akimi ozellikleri gosterdigi ortaya ¢ikt1 (100,132). Bu o6zellikler arasinda ndronlar ters
potansiyelden daha diisiik potansiyellerde kenetlendiginde ortaya ¢ikan i¢e dogru
akimlarin Is.pr’nin ters potansiyelinden daha yiiksek potansiyellerde kenetlendiginde
ortaya ¢ikan disa dogru akimlardan daha biiyiik genlikte olmasi ve potasyum iyonu
konsantrasyonu arttirildiginda ice dogru akimlarin anlamli diizeyde yiikselmesi

bulunmaktadir.

Arastirmamizda ige dogru diizeltici potasyum akimina neden olan potasyum kanalinin
belirlenmesi i¢in voltaj kenetleme sartlarinda Is.yt 6l¢iildiikten sonra spesifik GIRK kanal
blokorii olan kinin kullanildi (100,118) ve ardindan serotonin tekrar uygulandiginda
herhangi bir akim gozlenemedi. Kininin Is.yr’yi bloke etmesi serotoninin GIRK kanallar1
tizerinden etkisini ortaya ¢ikardigini gosterdi. Elde edilen bu sonuglar siganlarda GIRK
kanal blokorii olarak kinin veya baryumun kullanildigr ge¢misteki voltaj kenetleme

calismalarinin sonuglartyla uyumludur (100,118).

Reseptor diizeyindeki arastirmalar

Serotonin fare DRN noéronlarinda somatodendritik 5-HT1A reseptorlerini aktive
ederek hiperpolarizasyona yol acmaktadir.

Gegmiste yapilmis olan in vivo ekstraseliiler elektrofizyolojik calismalarda DRN
bolgesine mikroiyontoforezis ile verilen serotoninin bu bdlgedeki néronlarda atesleme
sayisinin azalmasina yol actig1 saptandi. DRN noronlarinda bu yanitin ortaya ¢ikmasina

araci olan serotonin reseptoriiniin belirlenmesi i¢cin 5-HT1A reseptor blokorii olarak
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bilinen WAY-100635 kullanild1 (5,7,91). WAY-100635 uygulamasi ardindan tekrar
serotonin verildiginde atesleme sayisinda azalma olmadi. Bu bulgu bu néronlarda 5-

HT1A reseptorlerinin bulundugu ve fonksiyonel oldugu seklinde yorumlandi (5,7,91).

Bayliss ve arkadaslar1 kaudal rafe ¢ekirdeginde yapilan voltaj kenetleme ¢aligmasinda
serotonin cevabinin reseptdriinii belirleyebilmek icin bir selektif 5-HT1A reseptor
blokdrii olan WAY-100135 kullanarak bu bolgedeki serotonin cevabinin blokajini
saglayarak 5-HT1A reseptor varhigim gosterdi (130). Bu calismaya benzer sekilde
arastirmamizda DRD ndronlarinda serotonin cevabinin hangi reseptdr {izerinden
gerceklestigini arastirmak amaciyla 5-HT akimina, selektif 5-HT 1A reseptor blokorii olan
WAY-100135’in etkisi incelendi. WAY-100135 6nuygulamasi ardindan 5-HT akimi
tamamen bloke oldu. Bu bulgu DRD néronlarinda 5-HT cevabinin dogrudan

somatodendritik SHT1A otoreseptorleri tizerinden gergeklestigini gosterdi.

Pindolol 5-HT1A reseptorlerini bloke etmektedir.

Corradetti ve arkadaslarinin ipsapiron (ipsapirone, parsiyel 5S-HT1A reseptor agonisti)
kullanarak yapmis olduklar1 bir elektrofizyoloji ¢alismasinda spontan atesleme sayisinin
inhibe edildigi ekstraselliiler sican DRN kayitlarinda pindolol ile bu inhibisyon bloke
edilebilmistir (6). Yine bu caligmada, alinan intraselliiler kayitlar sirasinda, serotonin
reseptOr analogu olan 5-CT’nin hiperpolarize edici etkisi pindolol uygulamasi ile bloke
edilmistir (6). Pindolol 5-HT1A reseptorlerine parsiyel agonistik etki gostererek
serotonin varliginda serotoninin etkisinin azalmasina neden olmaktadir (5-7,88).
Jean-Claude Beique ve arkadagslari 2000 yilinda siganlarin DRN ve hipokampus CA3
bolgesi ndronlarindan ekstraselliiler in vivo elektrofizyolojik kayitlar alarak venlafaksin -
S (-) pindolol kombinasyonunun etkinligini test etmistir (7). Hipokampus CA3
bolgesindeki néronlarda venlafaksin, 1 mg/kg dozunda (i.v.) uygulandiginda supresyona
yol agcamamisken ayn1 dozda pindolol (15 mg/kg, i.p.) ile birlikte uygulandiginda ise
anlaml diizeyde supresyona yol acabilmistir (7). Pindolol, venlafaksinin tek basina etkili
olamadig1 dozda venlafaksini potansiyalize ederek etkili olmasin1 saglamistir. Yani
DRN’de bulunan serotonerjik noronlarla hipokampus CA3 ndronlar1 arasindaki
norosinaptik kavsakta bulunan serotonin artisi ancak venlafaksin, pindolol ile birlikte
kullanildiginda hipokampus CA3 nodronlarinda atesleme frekansinda supresyona yol
acabilecek seviyeye ulasabilmistir (7). Ayni caligmada, venlafaksin uygulamasi ile

serotonerjik DRN noronlarinin atesleme frekansinin diistiigii fakat venlafaksin ile birlikte
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kullanildiginda pindolol 6n uygulamasinin bu supresyonu ortadan kaldirdigi da
raporlanmistir (7). Bu iki bulgu pindololiin; DRN’de bulunan serotonerjik néronlarin 5-
HTIA reseptorlerini bloke ederek DRN’de venlafaksin kaynakli somatodendritik
bolgedeki serotonin artisindan kaynaklanan serotonerjik ndron inhibisyonunu
engelledigi, bdylece venlafaksinin postsinaptik néronlarda daha etkili olmasini sagladigi
seklinde yorumlanmistir (7). S (-) pindolol, presinaptik noronlarda bulunan
somatodendritik 5-HT1A otoreseptorlerini bloke edebiliyorken hipokampus CA3
bolgesinde bulunan postsinaptik 5-HT1A reseptorlerini bloke edememistir. Bu 6zellik
sayesinde de pindolol venlafaksini potansiyalize edebilmistir. Arborelius ve arkadaglari
benzer bir g¢alismada sitalopram ile pindololiin DRN ndronlar1 iizerinde benzer

etkilesimini gostermistir (5).

Arastirmamizda sonraki adimda pindololiin, serotonin akimima (Is.ut) olan etkisi
arastirildt ve pindololiin literatiirdeki calismalarla uyumlu sekilde serotonin ile
indiiklenen akimi bloke ettigi gozlendi (5-7,88). Bu bulgu; SNRI grubu antidepresan
ilaglarin DRN ndronlarinda somatodendritik bdlgede serotonin artisina yol agarak
somatodendritik otoreseptorler araciligiyla ortaya ¢ikardigi istenmeyen inhibitor etkinin

pindolol araciligiyla engellenebilecegine dair destekleyici niteliktedir.

Corradetti ve arkadaslar1 sicanlarda dorsal rafe ¢ekirdegi néronlarinda yaptiklari akim
kenetleme calismalarinda pindololiin 5-CT’den kaynaklanan hiperpolarizasyon cevabini
bloke ettigini gosterdiler (6). Ancak 5-CT tiim serotonin reseptorlerinin agonisti olmasi
nedeniyle bu c¢aligma 5-HT1A reseptorii iizerinden pindolol blokajin1 yeterince
kanitlayamamaktaydi. Bu muglaklig1 gidermek amaciyla ¢aligmamizda, voltaj kenetleme
sartlarinda serotonine cevap veren DRD noronlarina spesifik 5-HT1A reseptor agonisti
olan 8-OHDPAT (30 uM) uygulandi. Siganlarda DRN ve PAG gibi beyin bolgelerinde
yapilmis olan daha Onceki caligmalarda serotonin cevabinin reseptor kaynagi
arastirilirken 8-OHDPAT kullanilarak serotonin cevabina benzer bir etki elde edilmisti
ve bu bulgu, bu cevabin dogrudan 5-HT1A reseptorii kaynakli oldugu seklinde
yorumlanmisti (100,118-119).

Arastirmamizda kullanilan 8-OHDPAT, DRD néronlarinda serotonin ile ortaya ¢ikan
disa dogru akima yakin genlikte disa dogru akima yol acti. Ancak bu etki yikama ile eski
haline dénmedi ve siirekli devam etmekteydi. Daha sonra 8-OHDPAT 1 yol agtig1
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stirekli disa dogru (irriversible outward) akim pindolol uygulamas ile bloke edildi.
Yikama ile ortadan kalkmayan disa dogru akim pindolol ile bloke edilebilmisti. Pindolol
onuygulamasi sonras1 8-OHDPAT tekrar uygulandiginda disa dogru akim tekrar ortaya
cikmadi. Pindolol 8-OHDPAT’1n neden oldugu dogrudan saf 5-HT1 A reseptorii kaynakl
disa dogru akimi bloke etti. Bu bulgular, pindololiin dogrudan 5-HT1A reseptorlerini
bloke ederek DRD bolgesi noronlarinda antidepresan ilaglarin inhibitor etkisini

engelleyebilecegini gostermektedir.

5.2. Davrams deneyleri

ZYT, KAT ve AAT davranis testlerinin, ilaclarin antidepresan etkisinin gosterilmesi
icin kullanim

Porsolt ve arkadaglart 1977 yilinda dar bir silindir igerisinde kemirgenleri ylizmeye
zorlamanin depresif duygu durumunu tetikleyebilecegini belirtmistir ve boylelikle ZYT
testi ortaya c¢ikmistir. Bu ¢alismada immobilizasyon siiresinin antidepresan tedavi ve

elektrokonviilziv terapi ile diisiiriilebildigi raporlanmistir (128,133).

Steru ve arkadaglart 1985 yilinda fareleri kuyrugundan asarak 6 dakika boyunca
davraniglarini gozlemlemistir. Kuyruklarindan asili farelerin davraniglarini immobilite ve
ajitasyon periyotlar1 seklinde smiflandirmislardir. Iimmobil periyotlart umutsuz davranis
(behavioral despair) olarak tanimlamistir. Bu ¢alismada antidepresan tedavi ile
immobilizasyon siiresinin kisaldigr raporlanmistir. Lokomotor aktivitede degisiklik
olmaksizin immobilizasyon siiresinin kisalmasi antidepresan etki olarak belirtilmistir

(134).

Kawai ve arkadaglar1 tarafindan siganlarda yapilan bir caligmada imipramin uygulamasi
sonrast ZYT testinde immobilizasyon siiresi istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diismiistiir ve tirmanma hareketi siiresi yiikselmistir (135).

Gilintimiizde KAT, ZYT ve AAT testleri birlikte uygulanarak antidepresan ilaglarin
etkinligi test edilmektedir. Machado ve arkadaslari tarafindan farelerde yapilan bir
calismada Rosmarinus ekstraktt KAT ve ZYT testlerinde immobilizasyon siiresini
kisaltmistir. Ancak AAT’de lokomotor aktivitede herhangi bir degisiklige yol
acmamistir. Bu bulgular Rosmarinus ekstraktinin antidepresan benzeri etki gdsterdigi

seklinde yorumlanmaistir (126).
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Amin ve arkadaglar tarafindan farelerde yapilan bir ¢aligmada krokin ve kroketin
ekstraktlarinin, akut uygulamalar1 sonrast KAT ve ZYT testlerinde fluoksetine benzer
sekilde immobilizasyon siiresinin kisaldigr ve bdoylelikle antidepresan benzeri etki

gosterdigi raporlanmustir (127).

Wang ve arkadaglari tarafindan farelerde yapilan bir ¢alismada dogal bir polifenol olan
resveratroliin 21 giin boyunca siiren kronik uygulamasi ardindan yapilan KAT ve ZYT

testlerinde fluoksetine benzer sekilde immobilizasyon siiresi kisalmistir (125).

Zhong ve arkadaslarn tarafindan farelerde yapilan bir calismada Baihe-Zhimu bitki
Oziiniin antidepresan etkisi KAT ve ZYT testleriyle arastirilmis ve bu 6ziin uygulanmasi
bu testlerde immobilizasyon siiresini kisaltmistir. Bu etki antidepresan etki olarak

degerlendirilmistir (136).

Venlafaksin ve pindololiin ZYT ve KAT testlerindeki etkileri

Yamada ve arkadaglar tarafindan ddY susu farelerde yapilan bir ¢calismada venlafaksin
(20 mg/kg) uygulamasi, uygulamadan 60 dk sonra ZYT’de immobilizasyon siiresini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmamistir (137). Bununla birlikte ayn1 caligmada
venlafaksin 80 mg/kg dozunda uygulandiginda immobilizasyon siiresi istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diismiistiir (137).

Ratajczak ve arkadaslar1 tarafindan sicanlarda yapilan bir c¢alismada ise sadece
venlafaksin uygulamasi (20 mg/kg) 60 dk sonra ZYT’de immobilizasyon siiresini
diistirmustiir. Ancak venlafaksin-aripiprazol kombinasyonu immobilizasyon siiresini

sadece venlafaksin uygulamasindaki kadar diislirememistir (138).

Malikowska ve arkadaslar tarafindan Isvigre farelerinde yapilan bir baska calismada
venlafaksin uygulamas1 (10 mg/kg) 60 dk sonra ZYT’de immobilizasyon siiresini

istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiirmiistiir (139).
Singh ve arkadaslar1 tarafindan Isvicre farelerinde yapilan bir diger ¢alismada venlafaksin

uygulamasi (15.7 mg/kg), ZYT ve KAT’de immobilizasyon siiresini uygulamadan 30 dk

sonra diistirmiistiir (140).
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Poleszak ve arkadaslari tarafindan Isvicre farelerinde yapilan calismada venlafaksin
(1mg/kg) uygulandiktan 60 dk sonra ZY T de tek basina etkisiz iken, kafein (5 mg/kg) ile
birlikte uygulandiginda immobilizasyon siiresini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiirmiistiir. Bununla birlikte kafein de (5Smg/kg) tek basina uygulandiktan sonra

immobilizasyon siiresinde anlamli bir degisime yol agmamistir (141).

Arastirmamizda, Balb/c ki farelerde ZYT ve KAT’de venlafaksin (20 mg/kg)
uygulamasi farelerde tek basina immobilizasyon siiresini uygulamadan 24 saat sonra
yeterince diislirememis ancak pindolol (15 mg/kg) ile kombine edildiginde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir diisme saglanabilmistir. Arastirmamizda venlafaksinin
(20 mg/kg) tek basina kullanildiginda ortaya c¢ikan antidepresan etkisine dair bulgular
Yamada ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismadaki bulgularla uyumludur. Ratajczak,
Malikowska ve Singh’in calismalarinda venlafaksinin, immobilizasyon siiresi lizerine
etkisi ile arastirmamizdaki venlafaksin etkisi arasindaki farkliliklarin nedeni

arastirmalarda kullanilan hayvanlarin cins ve irklarindaki farklilik olabilir.

Kedzierska ve arkadaslar tarafindan Isvigre farelerinde yapilan bir ¢alismada ZYT de
pindolol uygulamasi, immobilizasyon siiresinde anlamli diizeyde bir degisime yol
agmamustir (142). Yine Barauna ve arkadaslari tarafindan Isvigre farelerinde yapilan bir
baska ¢alismada pindolol, ZY T de immobilizasyon siiresinde anlaml1 bir degisiklige yol
agcmamistir  (143). Bu calismalarla uyumlu olarak kendi arastirmamizda da pindolol

immobilizasyon siiresinde tek basina anlamli bir degisime yol agmamustir.

Venlafaksinin pindolol ile potansiyasyonu

Beique ve arkadaslari tarafindan siganlarda yapilan bir in vivo elektrofizyolojik ¢alismada
iki giin stiren venlafaksin (20mg/kg/giin) ya da venlafaksin-pindolol (20-15 mg/kg/giin)
uygulamasindan sonra dorsal rafe ¢ekirdegi noronlarindaki aksiyon potansiyeli frekansi
Ol¢iilmiistiir. Venlafaksin uygulanan grupta AP sayisi istatistiksel olarak anlaml diizeyde
diiserken venlafaksin-pindolol kombinasyonunda AP sayist ylikselmis ve kontrol
degerleri ile yakin olarak saptanmistir. Venlafaksin, pindolol ile birlikte kullanildiginda
DRN boélgesindeki noronlarda yol actigi inhibisyon ortadan kalkmistir (7). Yine
Arborelius ve arkadaslar1 tarafindan yapilan benzer bir baska calismada pindolol,

sitalopramin yol a¢tigit DRN inhibisyonunu engellemistir (5). Bu arastirmalarla uyumlu
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olarak c¢alismamizda ZYT ve KAT testlerinde pindolol-venlafaksin kombinasyonu

sadece venlafaksine gore daha etkili antidepresan yanita yol agmustir.

5.3. Sonug¢
Bu calismada, serotoninin Balb/c irki farelerde DRD ndéronlart iizerine etkisi ilk defa

incelenmistir. Bu arastirma igerisinde elde edilen bulgular;

1. Akim kenetleme deneylerinde serotonin, transmembran potansiyelinde

hiperpolarizasyona neden olmustur.

2. Bu hiperpolarizasyonun nedeni arastirilirken voltaj kenetleme deneylerinde hiicreler
istirahat zar potansiyeline yakin bir degerde kenetlenirken serotonin disa dogru akima
neden olmustur. Bu durum serotonin uygulamasi sirasinda hiicre disina pozitif iyon gegisi

oldugunu gostermektedir.

3. Serotonin ile indiiklenen akimin hiicre zarinda hangi iyon gecisinden kaynaklandigi ve
hangi iyon kanalinin burada etkili oldugu sorusuna cevap aramak i¢in ndron
transmembran potansiyeli farkli adim potansiyellerinde kenetlenerek serotonin ile
indiiklenen akim karakterize edilmistir. Bu karakterizasyon sonucu bir akim-voltaj iliskisi
ortaya c¢ikarilmistir (Sekil 4.8). Akim-Voltaj iliskisi incelendiginde; Is.ut’nin ters
potansiyelinin potasyumun Nernst potansiyeli ile yakin degerde oldugu yani bu akimin
potasyum iyonu gecisinden kaynaklandigi ve i¢e dogru diizeltici akim 6zelligi gosterdigi
anlagilmistir. Bunun ardindan GIRK kanallarinin spesifik blokorii olarak bilinen kinin
uygulanarak serotonin ile indiiklenen akim bloke edilmistir. Boylelikle serotoninin, DRD
noronlarinda ortaya c¢ikardigi ice dogru diizeltici potasyum akimini, GIRK kanali

tizerinden gerceklestirdigi gosterilmistir.

4. Serotoninin etkisini hangi reseptor lizerinden gerceklestirdiginin anlagilmasi amaciyla
Is.ar, WAY-100135 ile bloke edilmistir ve ayrica 8-OHDPAT ile Is.ut’nin imitasyonu
saglanmistir. Boylelikle DRD’de ortaya ¢ikan serotonin yanitinin 5-HT1A reseptorii
kaynakli oldugu anlagilmistir.

5. Parsiyel 5-HT 1A reseptor agonisti olarak raporlanmis olan pindololiin bu etkisinin fare

DRD noronlarinda da test edilmesi amaclanmistir. Bu kapsamda 6nce pindololiin
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serotonin ile indiiklenen akimi1 bloke etmesi gosterilmistir. Ardindan 8-OHDPAT ile elde

edilen saf 5-HT1A reseptorii kaynakli akim, pindolol 6nuygulamasi ile bloke edilmistir.

6. Davranis deneyleriyle KAT ve ZYT testlerinde venlafaksin (20mg/kg) — pindolol (15
mg/kg) ila¢ kombinasyonu grubu kontrol grubuna gore immobilizasyon siiresini
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltarak antidepresan etki gostermistir. Sadece
venlafaksin (20 mg/kg) ya da sadece pindolol (15 mg/kg) uygulanan gruplarda ise kontrol
grubuna gore immobilizasyon siiresinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma
gozlenmemistir. Bu durum pindololiin venlafaksinin antidepresan etkisini potansiyalize
edici etkisini gostermektedir. Bu bulgular, arastirmamizda in vitro yama kenetleme
deneylerindeki pindololiin DRD néronlarinda serotonin ve 8-OHDPAT cevabr iizerine

olan etkisine dair bulgular ile uyumludur.

Sonug¢ olarak, bu doktora tezi ¢alismasinda pindololiin 5-HT1A reseptorii iizerine
antagonistik etkisi voltaj kenetleme sartlarinda fonksiyonel olarak ilk defa gosterilmistir.
Bu o0zelliginden yararlanilarak pindolol, antidepresanlarin neden oldugu rafe
cekirdeklerinin  somatodendritik  bolgesinde serotonin artisindan  kaynaklanan
serotonerjik noronlarin inhibisyonunu engellemek ic¢in kullanilabilir. Bu kapsamda
0zelikle SSRI direnci bulunan duygudurum bozuklugu hastalarinda antidepresan ilaglarla

pindolol kombinasyonunu igeren ilave klinik ¢aligmalar 6nerilmektedir.

90



10.

11.

12.

13.

14.

15.

KAYNAKLAR

Tamam L, Zeren T. Depresyonda Serotonerjik Diizenekler. J Clin Psy.
2002;5(4):11-18.

Twarkowski H, Hagena H, Manahan-Vaughan D. The 5-hydroxytryptamine4
receptor enables differentiation of informational content and encoding in the
hippocampus. Hippocampus. 2016;26(7):875-891.

Dedic N, Walser SM, Deussing JM. Mouse Models of Depression. Intechopen
2011.

Mendez-David I, David DJ, Darcet F, Wu M V, Kerdine-Romer S, Gardier AM,
Hen R. Rapid anxiolytic effects of a 5-HT4 receptor agonist are mediated by a
neurogenesis-independent mechanism. Neuropsychopharmacology.
2014;39(6):1366—-1378.

Arborelius L, Linner L, Wallsten C, Ahlenius S, Svensson TH. Partial 5-HT(1A)
receptor agonist properties of (-)pindolol in combination with citalopram on
serotonergic dorsal raphe cell firing in vivo. Psychopharmacology (Berl).
2000;151(1):77-84.

Corradetti R, Laaris N, Hanoun N, Laporte AM, Le Poul E, Hamon M, Lanfumey
L. Antagonist properties of (-)-pindolol and WAY 100635 at somatodendritic and
postsynaptic S5-HT(1A) receptors in the rat brain. Br J Pharmacol.
1998;123(3):449-462.

Jean-Claude, Blier P, De Montigny C, Debonnel G. Potentiation by (-)pindolol of
the activation of postsynaptic 5-HT(1A) receptors induced by venlafaxine.
Neuropsychopharmacology. 2000;23(3):294-306.

Portella MJ, de Diego-Adelifio J, Ballesteros J, Puigdemont D, Oller S, Santos B,
Alvarez E, Artigas F, Perez V. Can We Really Accelerate and Enhance the
Selective Serotonin Reuptake Inhibitor Antidepressant Effect? J Clin Psychiatry.
2011 ;72(07):962-969.

Martiny K, Lunde M, Bech P, Plenge P. A short-term double-blind randomized
controlled pilot trial with active or placebo pindolol in patients treated with
venlafaxine for major depression. Nord J Psychiatry. 2012 Jun;66(3):147-54.
Hornung JP. The human raphe nuclei and the serotonergic system. J Chem
Neuroanat. 2003;26(4):331-343.

Tork I. Anatomy of the Serotonergic System. Ann N'Y Acad Sci. 1990;600(1):9—
34.

Underwood MD, Mann JJ, Arango V. Morphometry of Dorsal Raphe Nucleus
Serotonergic Neurons in Alcoholism. Alcohol Clin Exp Res. 2007;31(5):837-45.
Schematic drawing depicting the location of the serotonergic cell body groups in a
sagittal section of the rat central nervous system and their major projections,
http://neuronbank.org/wiki/index.php/File:Ch13f2.gif, Erisim tarihi: 17 Nisan
2019

Waterhouse BD, Mihailoff GA, Baack JC, Woodward DJ. Serotonergic and non-
serotonergic projections from the raphe nuclei to the piriform cortex in the rat: a
cholera toxin B subunit (CTb) and 5-HT immunohistochemical study.
1986;249(4):460-476.

Datiche F, Luppi PH, Cattarelli M. Serotonergic and non-serotonergic projections
from the raphe nuclei to the piriform cortex in the rat: a cholera toxin B subunit
(CTb) and 5-HT immunohistochemical study. Brain Res. 1995;671(1):27-37.

91



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Albert PR, Le Francois B, Millar AM. Transcriptional dysregulation of 5-HT1A
autoreceptors in mental illness. Mol Brain. 2011;4(1):21.

Zhou L, Liu M-Z, Li Q, Deng J, Mu D, Sun Y-G. Organization of Functional Long-
Range Circuits Controlling the Activity of Serotonergic Neurons in the Dorsal
Raphe Nucleus. Cell Rep. 2017;18(12):3018—-3032.

Varga V, Kocsis B, Sharp T. Electrophysiological evidence for convergence of
inputs from the medial prefrontal cortex and lateral habenula on single neurons in
the dorsal raphe nucleus. Eur J Neurosci. 2003;17(2):280-286.

Monti JM. The structure of the dorsal raphe nucleus and its relevance to the
regulation of sleep and wakefulness. Sleep Med Rev. 2010;14(5):307-317.
Andrade R, Haj-Dahmane S. Serotonin neuron diversity in the dorsal raphe. 2013;
4(1): 22-25

Weber T. Inducible gene manipulations in serotonergic neurons. Front Mol
Neurosci. 2009;2(2):1-8.

Beck SG, Pan Y-Z, Akanwa AC, Kirby LG. Median and dorsal raphe neurons are
not electrophysiologically identical. J Neurophysiol. 2004;91(2):994-1005.
Hasegawa E, Maejima T, Yoshida T, Masseck OA, Herlitze S, Yoshioka M,
Sakurai T, Mieda M. Serotonin neurons in the dorsal raphe mediate the
anticataplectic action of orexin neurons by reducing amygdala activity. Proc Natl
Acad Sci. 2017;114(17):E3526-3535.

Riad M, Rbah L, Verdurand M, Aznavour N, Zimmer L, Descarries L. Unchanged
density of 5-HT(1A) autoreceptors on the plasma membrane of nucleus raphe
dorsalis neurons in rats chronically treated with fluoxetine. Neuroscience.
2008;151(3):692-700.

Lau T, Schneidt T, Heimann F, Gundelfinger ED, Schloss P. Somatodendritic
serotonin release and re-uptake in mouse embryonic stem cell-derived serotonergic
neurons. Neurochem Int. 2010;57(8):969-978.

Quentin E, Belmer A, Maroteaux L. Somato-Dendritic Regulation of Raphe
Serotonin Neurons; A Key to Antidepressant Action. Front Neurosci. 2018;12:982.
D Muck-Seler. Serotonin. Period Biol. 2011;113(1):29-41.

Savelieva K V., Zhao S, Pogorelov VM, Rajan I, Yang Q, Cullinan E, Lanthorn
TH. Genetic disruption of both tryptophan hydroxylase genes dramatically reduces
serotonin and affects behavior in models sensitive to antidepressants. Bartolomucci
A, editor. PLoS One. 2008;3(10):e3301.

Walther DJ, Peter JU, Bashammakh S, Hortnagl H, Voits M, Fink H, Bader M.
Synthesis of serotonin by a second tryptophan hydroxylase isoform. Science.
2003;299(5603):76.

Zhang X, Gainetdinov RR, Beaulieu J-M, Sotnikova TD, Burch LH, Williams RB,
Schwartz DA, Krishnan KR, Caron MG. Loss-of-Function Mutation in
Tryptophan Hydroxylase-2 Identified in Unipolar Major Depression. Neuron.
2005;45(1):11-16.

Kilig N. Lehninger Biyokimyani Ilkeleri - 3. Baski. 3rd ed. Michael M. Cox -
David L. Nelson (Editor). Palme Yayincilik; 2005. p.420-445

Frazer A, Hensler JG. Serotonin Receptors. Basic Neurochem Bookshelf
https//www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK28234/. 1999;1-8.

Palacios JM. Serotonin receptors in brain revisited. Brain Res. 2016;1645:46—49.
Stiedl O, Pappa E, Konradsson-Geuken A, Ogren SO. The role of the serotonin
receptor subtypes 5S-HT1A and 5-HT7 and its interaction in emotional learning and
memory. Front Pharmacol. 2015;6:162.

Schatzberg AF, Nemeroff CB. The American Psychiatric Publishing Textbook of

92



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Psychopharmacology, Fifth Edition, USA: American Psychiatric Publishing, 2017
Palchaudhuri M, Fliigge G. 5-HT1A receptor expression in pyramidal neurons of
cortical and limbic brain regions. Cell Tissue Res. 2005;321(2):159-72.
Pompeiano M, Palacios JM, Mengod G. Distribution and cellular localization of
mRNA coding for 5-HT1A receptor in the rat brain: correlation with receptor
binding. J Neurosci. 1992;12(2):440-453.

Chalmers DT, Watson SJ. Comparative anatomical distribution of 5-HT1A
receptor mRNA and 5-HTIA binding in rat brain: A combined in situ
hybridisation/in vitro receptor autoradiographic study. Brain Res. 1991;561(1):51—
60.

Albert PR, Zhou QY, Van Tol HH, Bunzow JR, Civelli O. Cloning, functional
expression, and mRNA tissue distribution of the rat 5-hydroxytryptaminel A
receptor gene. J Biol Chem. 1990;265(10):5825-5832.

Hoyer D, Clarke DE, Fozard JR, Hartig PR, Martin GR, Mylecharane EJ, Saxena
PR, Humphrey PP. International Union of Pharmacology classification of
receptors for 5-hydroxytryptamine (Serotonin). Pharmacol Rev. 1994;46(2):157-
203.

Riad M, Garcia S, Watkins KC, Jodoin N, Doucet E, Langlois X, Mestikawy S,
Hamon M, Descarries L. Somatodendritic localization of 5-HT1A and preterminal
axonal localization of 5-HTI1B serotonin receptors in adult rat brain. J Comp
Neurol. 2000;417(2):181-194.

Sotelo C, Cholley B, El Mestikawy S, Gozlan H, Hamon M. Direct
Immunohistochemical Evidence of the Existence of 5-HT1A Autoreceptors on
Serotoninergic Neurons in the Midbrain Raphe Nuclei. Eur J Neurosci.
1990;2(12):1144-1154.

Verge D, Daval G, Patey A, Gozlan H, el Mestikawy S, Hamon M. Presynaptic 5-
HT autoreceptors on serotonergic cell bodies and/or dendrites but not terminals are
of the 5-HT1A subtype. Eur J Pharmacol. 1985;113(3):463—-464.

Hjorth S, Auerbach SB. Further evidence for the importance of 5-HTIA
autoreceptors in the action of selective serotonin reuptake inhibitors. Eur J
Pharmacol. 1994;260(2-3):251-255.

Hjorth S, Bengtsson HJ, Milano S. Raphe 5-HT1A autoreceptors, but not
postsynaptic 5-HT1A receptors or beta-adrenoceptors, restrain the citalopram-
induced increase in extracellular 5-hydroxytryptamine in vivo. Eur J Pharmacol.
1996;316(1):43-47.

Romero L, Artigas F. Preferential potentiation of the effects of serotonin uptake
inhibitors by 5-HT1A receptor antagonists in the dorsal raphe pathway: role of
somatodendritic autoreceptors. J Neurochem. 1997;68(6):2593-2603.

Liu R-J, Lambe EK, Aghajanian GK. Somatodendritic autoreceptor regulation of
serotonergic neurons: dependence on I-tryptophan and tryptophan hydroxylase-
activating kinases. Eur J Neurosci. 2005;21(4):945-958.

Bortolozzi A, Amargds-Bosch M, Toth M, Artigas F, Adell A. In vivo efflux of
serotonin in the dorsal raphe nucleus of 5-HT1A receptor knockout mice. J
Neurochem. 2004;88(6):1373—-1379.

Frey BN, Rosa-Neto P, Lubarsky S, Diksic M. Correlation between serotonin
synthesis and 5-HT1A receptor binding in the living human brain: A combined a-
[11CIMT and [18F]MPPF positron emission tomography study. Neuroimage.
2008;42(2):850-857.

Richer M, Hen R, Blier P. Modification of serotonin neuron properties in mice
lacking 5-HT1A receptors. Eur J Pharmacol. 2002;435(2-3):195-203.

93



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.
38.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Albert PR, Frangois B Le. Modifying 5-HT1A receptor gene expression as a new
target for antidepressant therapy. Front Neurosci. 2010;4:35.

Saulin A, Savli M, Lanzenberger R. Serotonin and molecular neuroimaging in
humans using PET. Amino Acids. 2012;42(6):2039-2057.

Ramboz S, Oosting R, Amara DA, Kung HF, Blier P, Mendelsohn M, Mann JJ,
Brunner D, Hen R. Serotonin receptor 1A knockout: An animal model of anxiety-
related disorder. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(24):14476—-14481.

Parks CL, Robinson PS, Sibille E, Shenk T, Toth M. Increased anxiety of mice
lacking the serotoninlA receptor. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(18):10734—
10739.

Heisler LK, Chu HM, Brennan TJ, Danao JA, Bajwa P, Parsons LH, tecott LH.
Elevated anxiety and antidepressant-like responses in serotonin 5-HT1A receptor
mutant mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(25):15049—-15054.

Santarelli L, Saxe M, Gross C, Surget A, Battaglia F, Dulawa S, Weisstaub N, Lee
J, Duman R, Arancio O, Belzung C, Hen R. Requirement of Hippocampal
Neurogenesis for the Behavioral Effects of Antidepressants. Science.
2003;301(5634):805—-8009.

Fava M, Kendler KS. Major depressive disorder. Neuron. 2000;28(2):335—41.
Doris A, Ebmeier K, Shajahan P. Depressive illness. Lancet.
1999;354(9187):1369-1375.

Ustiin TB, Ayuso-Mateos JL, Chatterji S, Mathers C, Murray CJL. Global burden
of depressive disorders in the year 2000. Br J Psychiatry. 2004;184:386-392.
WHO | World health report 2001 press kit. WHO. 2013.

Mathers CD, Loncar D. Projections of Global Mortality and Burden of Disease
from 2002 to 2030. Samet J, editor. PLoS Med. 2006;3(11):e442.

Mann JJ, Arango VA, Avenevoli S, Brent DA, Champagne FA, Clayton P, Currier
D, Dougherty DM, Haghighi F, Hodge SE, Kleinman J, Lehner T, Mcmahon F,
Moscicki EK, Okuendo MA, Pandey GN, Pearson J, Stanley B, Terwilliger J,
Wenzei A. Candidate Endophenotypes for Genetic Studies of Suicidal Behavior.
Biol Psychiatry. 2009;65(7):556-563.

Bhagwagar Z, Cowen PJ. ‘It’s not over when it’s over’: persistent neurobiological
abnormalities in recovered depressed patients. Psychol Med. 2008;38(03):307—
313.

Jans LAW, Riedel WJ, Markus CR, Blokland A. Serotonergic vulnerability and
depression: assumptions, experimental evidence and implications. Mol Psychiatry.
2007;12(6):522-543.

Tremblay P, Blier P. Catecholaminergic strategies for the treatment of major
depression. Curr Drug Targets. 2006;7(2):149—158.

Hamani C, Diwan M, Macedo CE, Brandao ML, Shumake J, Gonzalez-Lima F,
Raymond R, Lozano AM, Fletcher PJ, Nobrega JN. Antidepressant-Like Effects
of Medial Prefrontal Cortex Deep Brain Stimulation in Rats. Biol Psychiatry.
2010;67(2):117-124.

Berton O, Nestler EJ. New approaches to antidepressant drug discovery: beyond
monoamines. Nat Rev Neurosci. 2006;7(2):137-151.

Blier P, Ward NM. Is there a role for 5-HT1A agonists in the treatment of
depression? Biol Psychiatry. 2003;53(3):193-203.

Pineyro G, Blier P. Autoregulation of serotonin neurons: role in antidepressant
drug action. Pharmacol Rev. 1999;51(3):533-591.

Blier P. The pharmacology of putative early-onset antidepressant strategies. Eur
Neuropsychopharmacol. 2003;13(2):57-66.

94



71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Covington HE, Vialou V, Nestler EJ. From synapse to nucleus: novel targets for
treating depression. Vol. 58, Neuropharmacology. 2010;58(4-5): 683-593.
Skolnick P, Popik P, Trullas R. Glutamate-based antidepressants: 20 years on.
Trends Pharmacol Sci. 2009;30(11):563—-569.

Bhagwagar Z, Rabiner EA, Sargent PA, Grasby PM, Cowen PJ. Persistent
reduction in brain serotoninlA receptor binding in recovered depressed men
measured by positron emission tomography with [11C]WAY-100635. Mol
Psychiatry. 2004;9(4):386—-392.

Stockmeier CA, Howley E, Shi X, Sobanska A, Clarke G, Friedman L, Rajkowska
G. Antagonist but not agonist labeling of serotonin-1A receptors is decreased in
major depressive disorder. J Psychiatr Res. 2009;43(10):887-894.

Moses-Kolko EL, Wisner KL, Price JC, Berga SL, Drevets WC, Hanusa BH,
loucks TL, Meltzer CC. Serotonin 1A receptor reductions in postpartum
depression: a positron emission tomography study. Fertil Steril. 2008;89(3):685—
692.

Sargent PA, Kjaer KH, Bench CJ, Rabiner EA, Messa C, Meyer J, Gunn RN,
Grassby PM, Cowen PJ. Brain serotoninl A receptor binding measured by positron
emission tomography with [11CJWAY-100635: effects of depression and
antidepressant treatment. Arch Gen Psychiatry. 2000;57(2):174-80.

Shively CA, Friedman DP, Gage HD, Bounds MC, Brown-Proctor C, Blair JB,
handerson JA, Smith MA, Buccheimer N. Behavioral Depression and Positron
Emission Tomography—Determined Serotonin 1A Receptor Binding Potential in
Cynomolgus Monkeys. Arch Gen Psychiatry. 2006;63(4):396.

Neumeister A, Bain E, Nugent AC, Carson RE, Bonne O, Luckenbaugh DA,
Eckelman W, Herskowitch P, Charney DS, Drevets WC. Reduced Serotonin Type
1A Receptor Binding in Panic Disorder. J Neurosci. 2004;24(3):589-591.
Sullivan GM, Oquendo MA, Simpson N, Van Heertum RL, Mann JJ, Parsey R V.
Brain Serotonin 1A Receptor Binding in Major Depression Is Related to Psychic
and Somatic Anxiety. Biol Psychiatry. 2005;58(12):947-954.

Lanzenberger RR, Mitterhauser M, Spindelegger C, Wadsak W, Klein N, Mien
LK, Holik A, Attarbaschi T, Mossaheb N, Sacher J, Geiss-Granadia T, Kletter
K, Kasper S, Tauscher J. Reduced Serotonin-1A Receptor Binding in Social
Anxiety Disorder. Biol Psychiatry. 2007;61(9):1081-1089.

Akimova E, Lanzenberger R, Kasper S. The Serotonin-1A Receptor in Anxiety
Disorders. Biol Psychiatry. 2009;66(7):627—635.

Nash JR, Sargent PA, Rabiner EA, Hood SD, Argyropoulos S V., Potokar JP,
Grasby PM, Nutt DJ. Serotonin 5-HT1A receptor binding in people with panic
disorder: positron emission tomography study. Br J Psychiatry. 2008;193(03):229—
234.

Tauscher J, Bagby RM, Javanmard M, Christensen BK, Kasper S, Kapur S. Inverse
Relationship Between Serotonin 5-HT1A Receptor Binding and Anxiety: A [ !!
CIWAY-100635 PET Investigation in Healthy Volunteers. Am J Psychiatry.
2001;158(8):1326—-1328.

Stockmeier CA, Shapiro LA, Dilley GE, Kolli TN, Friedman L, Rajkowska G.
Increase in serotonin-1A autoreceptors in the midbrain of suicide victims with
major depression-postmortem evidence for decreased serotonin activity. J
Neurosci. 1998;18(18):7394-7401.

Boldrini M, Underwood MD, Mann JJ, Arango V. Serotonin-1A autoreceptor
binding in the dorsal raphe nucleus of depressed suicides. J Psychiatr Res.
2008;42(6):433-442.

95


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holik%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Attarbaschi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mossaheb%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sacher%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geiss-Granadia%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kletter%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kletter%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kasper%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tauscher%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16979141

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Drevets WC, Thase ME, Moses-Kolko EL, Price J, Frank E, Kupfer DJ, Mathis C.
Serotonin-1A receptor imaging in recurrent depression: replication and literature
review. Nucl Med Biol. 2007;34(7):865-877.

O’Connor EA, Whitlock EP, Gaynes B, Beil TL. Screening for Depression in
Adults and Older Adults in Primary Care: An Updated Systematic Review.
Depatment of health and human services, US: AHRQ publication, 2009.
Newman-Tancredi A, Chaput C, Gavaudan S, Verri¢le L, Millan MJ. Agonist and
antagonist actions of (-)pindolol at recombinant, human serotonin(1A) (5-HT(1A))
receptors. Neuropsychopharmacology. 1998;18(5):395-398.

Portella MJ, De Diego-Adelifio J, Ballesteros J, Puigdemont D, Oller S, Santos B,
Alvarez E, Artigas F, Pérez V. Can we really accelerate and enhance the selective
serotonin reuptake inhibitor antidepressant effect? A randomized clinical trial and
a meta-analysis of pindolol in nonresistant depression. J Clin Psychiatry.
2011;72(7):962-969.

Clifford EM, Gartside SE, Umbers V, Cowen PJ, Ly Hajoa M, Sharp T.
Electrophysiological and neurochemical evidence that pindolol has agonist
properties at the 5-HT 1A autoreceptor in vivo. 1998;124(1):206-212

Sprouse J, Braselton J, Reynolds L. 5-HT(1A) agonist potential of pindolol:
Electrophysiologic studies in the dorsal raphe nucleus and hippocampus. Biol
Psychiatry. 2000;47(12):1050-1055.

FDA .Venlafaxine hydrochloride.
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2006/020151s044,020699
sO711bl.pdf, Erisim tarihi: 16/10/2019

Visken® (pindolol).
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2007/018285s0341bl.pdf,
Erigim tarihi: 19/03/2019

Hille B. Ionic channels: molecular pores of excitable membranes. Harvey Lect.
1986;82:47-69.

A. L. Hodgkin A. F. Huxley. A quantitative description of membrane current and
1ts application to conduction and excitation in nerve. J Physiol. 1952;117:500-544.
A. L. Hodgkin And A. F. Huxley. Currents carried by sodium and potassium ions
through the membrane of the giant axon of loligo. J Physiol. 1952;116(4):449-472.
Sakmann B, Neher E. Patch clamp techniques for studying ionic channels in
excitable membranes. Ann Rev Physiol. 1984;46:455-472.

B. Hille. Ion Channels Of Excitable Membranes. 3™ ed. Sinauer Associates,INC;
2001.

Lippiat JD, editor. Potassium Channels. Totowa, NJ: Humana Press; 2008. p.166—
167

Jeong HJ, Han SH, Min BI, Cho YW. 5-HT1A receptor-mediated activation of G-
protein-gated inwardly rectifying K+ current in rat periaqueductal gray neurons.
Neuropharmacology. 2001;41(2):175-185.

File:Ion channel.png - Wikimedia Commons
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ion_channel.png, Erisim tarihi:
31/05/19

Giahwiler BH, Brown DA. GABAB-receptor-activated K+ current in voltage-
clamped CA3 pyramidal cells in hippocampal cultures. Proc Natl Acad Sci U S A.
1985;82(5):1558—-1562.

Lacey MG, Mercuri NB, North RA. On the potassium conductance increase
activated by GABAB and dopamine D2 receptors in rat substantia nigra neurones.
J Physiol. 1988;401:437-453.

96


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%81lvarez%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21034693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Artigas%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21034693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21034693

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Andrade R, Nicoll RA. Pharmacologically distinct actions of serotonin on single
pyramidal neurones of the rat hippocampus recorded in vitro. J Physiol.
1987;394:99-124.

Trussell LO, Jackson MB. Adenosine-activated potassium conductance in cultured
striatal neurons. Proc Natl Acad Sci U S A. 1985;82(14):4857—4861.

Egan TM, North RA. Acetylcholine hyperpolarizes central neurones by acting on
an M2 muscarinic receptor. Nature. 1986;319(6052):405—407.

Williams JT, Henderson G, North RA. Characterization of alpha 2-adrenoceptors
which increase potassium conductance in rat locus coeruleus neurones.
Neuroscience. 1985;14(1):95-101.

Ritkin RA, Moss SJ, Slesinger PA. G Protein-Gated Potassium Channels: A Link
to Drug Addiction. Trends in Pharmacological Sciences. 2017;38:378-392.
Liischer C, Slesinger PA. Emerging roles for G protein-gated inwardly rectifying
potassium (GIRK) channels in health and disease. Nat Rev Neurosci.
2010;11(5):301-315.

Mengod G, Montafia M, Cortés R, Sallés J, Garcia del Cano G, Saenz del Burgo
L. Chronic effects of corticosterone on GIRK1-3 subunits and 5-HT1A receptor
expression in rat brain and their reversal by concurrent fluoxetine treatment. Eur
Neuropsychopharmacol. 2012;23(3):229-239.

Corey S, Krapivinsky G, Krapivinsky L, Clapham DE. Number and stoichiometry
of subunits in the native atrial G-protein- gated K+ channel, [(KACh). J Biol Chem.
1998;273(9):5271-5278.

Rood BD, Calizo LH, Piel D, Spangler ZP, Campbell K, Beck SG. Dorsal Raphe
Serotonin Neurons in Mice: Immature Hyperexcitability Transitions to Adult State
during First Three Postnatal Weeks Suggesting Sensitive Period for Environmental
Perturbation. J Neurosci. 2014;34(14):4809-4821.

Paxinos G, Franklin KBJ, Franklin KBJ. The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates. Academic Press; 2001.

Morton RA, Yanagawa Y, Valenzuela CF. Electrophysiological assessment of
serotonin and gaba neuron function in the dorsal raphe during the third trimester
equivalent developmental period in mice. eNeuro. 2015;2(6):0079-15.2015.
Kirby LG, Pernar L, Valentino RJ, Beck SG. Distinguishing characteristics of
serotonin and non-serotonin-containing cells in the dorsal raphe nucleus:
Electrophysiological ~and immunohistochemical studies. Neuroscience.
2003;116(3):669—-683.

VanderMaelen CP, Aghajanian GK. Electrophysiological and pharmacological
characterization of serotonergic dorsal raphe neurons recorded extracellularly and
intracellularly in rat brain slices. Brain Res. 1983;289:109-119.

Calizo LH, Akanwa A, Ma X, Pan YZ, Lemos JC, Craige C, Heemstra LA, Beck
SG. Raphe serotonin neurons are not homogenous: Electrophysiological,
morphological and neurochemical evidence. Neuropharmacology.
2011;61(3):524-543.

Katayama J, Yakushiji T, Akaike N. Characterization of the K+current mediated
by 5-HT(1A) receptors in the acutely dissociated rat dorsal raphe neurons. Brain
Res. 1997;745(1-2):283-292.

Penington NJ, Kellyt JS, Fox AP. Whole-cell recordings of inwardly rectifying K+
currents activated by 5-htia receptors on dorsal raphe neurones of the adult rat. J
Physiol. 1993;387-405.

Bhattarai JP, Roa J, Herbison AE, Han SK. Serotonin Acts Through 5-HT1 and 5-
HT?2 Receptors to Exert Biphasic Actions on GnRH Neuron Excitability in the

97


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heemstra%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21530552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beck%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21530552
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beck%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21530552

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Mouse. Endocrinology. 2014;155(2):513-524.

Chen X, Sun Y, Mao L, Li L, Cui G, Bai W, Lihua Q. 5-Hydroxytryptamine
inhibits neuronal high-voltage-activated calcium currents in the preoptic anterior
hypothalamus via 5-hydroxytryptamine 1A and 7 receptors. Int J Clin Exp Med.
2017;10(9):13089-13099

Shen K-Z, Kozell LB, Johnson SW. Multiple conductances are modulated by 5-
HT receptor subtypes in rat subthalamic nucleus neurons. Neuroscience.
2007;148(4):996—-1003.

Cotel F, Exley R, Cragg SJ, Perrier J-F. Serotonin spillover onto the axon initial
segment of motoneurons induces central fatigue by inhibiting action potential
initiation. Proc Natl Acad Sci. 2013;110(12):4774-4779.

Behbehani MM, Liu H, Jiang M, Pun RYK, Shipley MT. Activation of
serotoninl A receptors inhibits midbrain periaqueductal gray neurons of the rat.
Brain Res. 1993;612(1-2):56-60.

Wang Z, Gu J, Wang X, Xie K, Luan Q, Wan N, Zhang Q, Jiang H, Liu D.
Antidepressant-like activity of resveratrol treatment in the forced swim test and tail
suspension test in mice: The HPA axis, BDNF expression and phosphorylation of
ERK. Pharmacol Biochem Behav. 2013;112:104—-110.

Machado DG, Bettio LEB, Cunha MP, Capra JC, Dalmarco JB, Pizzolatti MG,
Rodrigues AL. Antidepressant-like effect of the extract of Rosmarinus officinalis
in mice: Involvement of the monoaminergic system. Prog Neuro-
Psychopharmacology Biol Psychiatry. 2009;33(4):642—650.

Amin B, Nakhsaz A, Hosseinzadeh H. Evaluation of the antidepressant-like effects
of acute and sub-acute administration of crocin and crocetin in mice.
2015;5(5):458-468.

Kobeissy FH. Psychiatric Disorders: Methods and Protocols. Psychiatry, USA,
Humana Press, 2012: p.103-144

Leibrock CB, Voelkl J, Kuro-O M, Lang F, Lang UE. 1,25(0OH)2D3 dependent
overt hyperactivity phenotype in klotho-hypomorphic mice. 2016;6:24879.
Bayliss D a., Li YW, Talley EM. Effects of serotonin on caudal raphe neurons:
Activation of an inwardly rectifying potassium conductance. J Neurophysiol.
1997;77(3):1349-1361.

Loucif AJC, Bonnavion P, Macri B, Golmard J-L, Boni C, Melfort M, Leonard
G, Lesch KP, Adrien J, Jacquin TD. Gender-dependent regulation of G-protein-
gated inwardly rectifying potassium current in dorsal raphe neurons inknock-out
mice devoid of the 5-hydroxytryptamine transporter. J Neurobiol.
2006;66(13):1475-1488.

Santi CM, Orta G, Salkoff L, Visconti PE, Darszon A, Trevifio CL. K+ and Cl—
Channels and Transporters in Sperm Function. Curr Top Dev Biol. 2013;102:385—
421.

Porsolt RD, Bertin A, Jalfre M. Behavioral despair in mice: a primary screening
test for antidepressants. Arch Int Pharmacodyn Ther. 1977;229(2):327-336.

Steru L, Chermat R, Thierry B, Simon P. The tail suspension test: a new method
for screening antidepressants in mice. Psychopharmacology (Berl).
1985;85(3):367-370.

Kawai H, Kodaira N, Tanaka C, Ishibashi T, Kudo N, Kawashima Y, et al. Time
of Administration of Acute or Chronic Doses of Imipramine Affects its
Antidepressant Action in Rats. J Circadian Rhythms. 2018;16(1):5.

Zhong M, Tian X, Chen S, Chen M, Guo Z, Zhang M, Zheng G, LiZ, ShiZ, Wang
G, Gao H, Liu F, Huang C. Identifying the active components of Baihe-Zhimu

98


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24125781
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24125781
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24125781
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrigues%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19286446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leonard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesch%20KP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adrien%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacquin%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572489

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

decoction that ameliorate depressive disease by an effective integrated strategy: a
systemic pharmacokinetics study combined with classical depression model tests.
Chin Med. 2019;14:37.

Yamada K, Kobayashi M, Mori A, Jenner P, Kanda T. Antidepressant-like activity
of the adenosine A2A receptor antagonist, istradefylline (KW-6002), in the forced
swim test and the tail suspension test in rodents. Pharmacol Biochem Behav.
2013;114-115:23-30.

Ratajczak P, Kus K, Skurzynska M, Nowakowska E. The influence of aripiprazole
and venlafaxine on the antidepressant-like effect observed in prenatally stressed
rats (animal model of depression). Hum Exp Toxicol. 2018;37(9):972-982.
Malikowska N, Fijatkowski L., Nowaczyk A, Popik P, Satat K. Antidepressant-like
activity of venlafaxine and clonidine in mice exposed to single prolonged stress —
A model of post-traumatic stress disorder. Pharmacodynamic and molecular
docking studies. Brain Res. 2017;1673:1-10.

Singh P, Singh TG. Modulation of muscarinic system with serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitor antidepressant attenuates depression in mice.
Indian J Pharmacol. 2015;47(4):388—393.

Poleszak E, Szopa A, Wyska E, Wosko S, Serefko A, Wlaz A, Pierog M, Wrobel
A, Wlaz P et al. The influence of caffeine on the activity of moclobemide,
venlafaxine, bupropion and milnacipran in the forced swim test in mice. Life Sci.
2015;136:13-18.

Kedzierska E, Fiorino F, Magli E, Poleszak E, Wlaz P, Orzelska-Gorka J, Knap
B, Kotlinska JH. New arylpiperazine derivatives with antidepressant-like activity
containing isonicotinic and picolinic nuclei: evidence for serotonergic system
involvement. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2019;392(6):743-754.
Barauna SC, Kaster MP, Heckert BT, do Nascimento KS, Rossi FM, Teixeira EH,
Cavada BS, Rodrigues AL, Leal RB. Antidepressant-like effect of lectin from
Canavalia brasiliensis (ConBr) administered centrally in mice. Pharmacol
Biochem Behav. 2006;85(1):160-169.

99


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pier%C3%B3g%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wr%C3%B3bel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wr%C3%B3bel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wla%C5%BA%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135623
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knap%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30783717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knap%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30783717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kotli%C5%84ska%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30783717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cavada%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16950503
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrigues%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16950503
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leal%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16950503

ETiK KURUL KARARI

T.C.
GAZIANTEP UNIVERSITESI
UNIVERSITY OF GAZIANTEP

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU BASKANLIGI

LOCAL ETHICS COMMITTEE OF ANIMAL EXPERIMENTS

LAl
AN

\/&

ot

S

ARASTIRMA BASVURU ONAYI
RESEARCH APPLICATION CONSENT
TOPLANTI TARIHI [Mecting Date] = TOPLANTI SAYISI [Meating No) TOPLANTI YERI (Mesting Place)
17.09.2019 8 Gaziantep Hayvanat Bahgesi
BASVURU BILGILERI Arastirmanin Baghg | Fare beyninde serotonerjik sistemin
Appiication Information Resaarch Tie elektrofizyolejik olarak incelenmesi
Electrophysiological investigation of
serotonergic system in mouse brain
Bagvuru Tarihi 25.07.2018
Applicaton Date
Protokol no 107
Pratocol no
KARAR BiLGILERI Karar No: 2019/28 Decision No: 2019/28
Decision [ Kabul {Accepted) [T Red [Nof Accepted)
Ars. Gor, Dr. Burak YAMANin yUrUtUcusd oldugu ve uyguniuk karan alnan {Etik kurul
karar no: 2018/11 - 2019/8) daha dnceki bagvurusu ile igih degisiklik dnerisi
incelenmis, degisiklik bagvurusunun Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Yonergesince “uygun” olduguna toplantrya katilan dyelerin oy birligl lle karar
veridmistir.
Yirdtlclh Ary. Gor. Dr. Burak YAMAN
Coordinaler Gaziantep Universitesi, Tip Fakultesi, Fizyoloji Anabilim Dak
Aragtirmacilar Prof. Dr. Ramazan BAL
Researchers
ETIK KURUL UYELERI
Unvani/Adi/Soyads Kurumu lligki | Katihm ima |
Prof. Dr. A, Tuncay DEMIRYUREK | GAUN Tip Faklitesi 5 e 7&’[‘7“ 7
(Bagkan) Tibbi Farmakoloji AD, R \
Prof Dr. Behget AL GAUN Tip Fakiiltes H H KATILMADI
(Uye) Acll Tip AD. iz
Prof. Dr, Tekin KARSLIGIL GAUN Tip Fakiiltes i ¢ f;éf_ ~
(Uye) Tiobl Mikrobiyoloji AD. i e
Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI GADN Tip Fakiiftes m & :_?FQ_,A, & 5
(Uye) Tibbi Blyoloji AD. e
Prof, Dr, Emine Elgin EMRE GAUN Fon Edebiyat Fakiltesi
{ye) Kimya B8l4md H E (ﬁ\ /l/\/\{sx "
Prof. Dr. Can DEMIREL GAUN Tip Fakidtes: n ¢ T
(Oye) Blyofizik AD S Y
Dr. Or. Uyesi Davut Sinan KAPLAN | GAUN Tip Fakites: i c /7{/
{Oye} Fizyoloji AD. A p / —
Dr. Ogr. Uyesi Merve GOYMEN GAUN Drs Holomligi Fakiitesi | = | / 7 o ’
{Uye) Ortodonti AD. by ¥
Ofr. Gor, Dr. Ahmet Sarper GAUN Teknik Bilimler MYO H . =4
BOZKURT {Uye) Bitkisel ve Hayvansal Uretim
Veteriner Hekim Celal OZSOYLER Gaziantep Blyiksehir " E L
{Uye) Belediyesi Hayvanat Bahgesi e g
Avukat Orhan BEYAZ Serbest, Dernek Uyesl 4 R \)7
Uye)
E: Evet, H: Hayr

100



OZGECMIS

Burak Yaman 23/06/1990 tarihinde Elazig’da dogdu. Ilk ve orta 6greniminin ardindan
2007 yilinda Elaz1g Kaya Karakaya Fen Lisesi’ni bitirdi. 2013 yilinda Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi’nden mezun olduktan sonra Sanliurfa Harran Devlet Hastanesi’nde
pratisyen tabip olarak géreve basladi. 2015 yilinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali’na doktor arastirma gorevlisi olarak atandi. Su anda buradaki

gorevine devam etmektedir.

101



	İÇİNDEKİLER
	KISALTMALAR
	ŞEKİL LİSTESİ
	RESİM LİSTESİ
	TABLO LİSTESİ
	ÖZET
	ABSTRACT
	1. GİRİŞ VE AMAÇ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Rafe çekirdekleri
	2.2. Serotonin
	2.3. Serotonin reseptörleri
	2.4. Majör depresyon
	2.5. Venlafaksin
	2.6. Pindolol
	2.7. Elektrofizyoloji ve yama kenetleme tekniği
	2.8. İyon kanalları
	2.8.1. Potasyum kanalları


	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1. Deney hayvanları
	3.2. Yama kenetleme tekniği
	3.3. Fare beyninde dorsal rafe çekirdek bölgesinin lokalizasyonu
	3.4. Beyin kesitlerinin alınması (diseksiyon)
	3.5. Yama kenetleme kayıtları
	3.6. Solüsyonların içeriği
	3.7. Perfüzyon sistemi
	3.8. Hücrelerin tanımlanması
	3.9. Davranış deneyleri
	3.9.1. İlaçların uygulanması
	3.9.2. Kuyruk asma testi
	3.9.3. Zorunlu yüzme testi
	3.9.4. Açık alan testi

	3.10. İstatistiksel analiz

	4. BULGULAR
	4.1. İn vitro yama kenetleme deneyleri
	4.1.1. DRD nöronlarının aksiyon potansiyeli desenleri, aktif ve pasif zar özellikleri
	4.1.2. Serotoninin DRD nöronlarının zar potansiyeli üzerine etkisi
	4.1.3. Serotoninin DRD nöronlarının zar akımları üzerine olan etkisi

	4.2. İn vivo davranış deneyleri
	4.2.1. Kuyruk asma testi
	4.2.2. Zorunlu yüzme testi
	4.2.3. Açık alan testi


	5. TARTIŞMA VE SONUÇ
	5.1. Yama kenetleme çalışmaları
	5.1.1. Akım kenetleme çalışmaları
	5.1.2. Voltaj kenetleme çalışmaları

	5.2. Davranış deneyleri
	5.3. Sonuç

	KAYNAKLAR
	ETİK KURUL KARARI
	ÖZGEÇMİŞ

