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1.0ZET

Major depresif bozukluk (MDB), yaygin bir ruh sagligi problemidir.
Hastaligin patofizyolojisinde iyon kanallarinin ve miRNA’larin fonksiyonu
oldugu bilinmektedir. Mevcut ¢alismamizda, kronik hafif stres (KHS) MDB
modelinde, beynin hipokampus ve prefrontal korteks dokularinda sentezlenen 115
iyon kanalinin ifadesinin degerlendirilmesi ve artis yoniinde degisimi tespit edilen
3 1iyon kanalina spesifik inhibitorlerin tedavi etkinliginin belirlenmesi
amaglanmistir.

Calismada, Wistar albino erkek si¢anlar; Kontrol, KHS, Sham ve KHS+
inhibitdr gruplar1 seklinde ayrildi. MDB, 7 haftalik KHS uygulamasiyla
olusturuldu. Kontrol ve KHS gruplarinda qRT-PCR ile iyon kanallarinin ifadeleri
belirlendi. Ifadesi yiiksek olan 3 iyon kanalina (TRPC1, CHRNA6, TRPM4)
spesifik inhibitorlerle (Picol45, BpiDIl, 9-Phenanthrol)  deneklere tedavi
uygulandi. Bu iyon kanallarin1 hedefleyen miRNA’larin ifadeleri degerlendirildi.
KHS’nin ve tedavilerin etkisi, davranis deneyleriyle ve ndrotransmitter
diizeylerinin 6lctilmesiyle belirlendi.

Sonuglarimiza gore KHS, hipokampusta 13, prefrontal kortekste 16 iyon
kanalinin ifadesinde anlamli artisa neden olmustur. Zorunlu yiizme testinde ve
yiikseltilmis art1 labirent testinde Pico145, BpiDIl ve 9-Phenanthrol’iin, ac¢ik alan
testinde Picol45’in antidepresan benzeri etkisinin oldugu belirlenmistir. Tiim
gruplarin beyinlerinin serotonin ve noradrenalin seviyelerinde degisim olmazken
dopamin seviyelerinin arttigi, KHS ve KHS+Picol45 gruplarinda ise asetilkolin

seviyelerinin azaldig gorilmiistiir. Degerlendirilen iki dokuda da miRNA’lardan



6’sin  KHS’de ifadesinin anlamli degistigi belirlenmistir. Inhibitdrlerden
BpiDI’'nin miR-6334’tin ve Picol45’in de miR-875’in ifadesini degistirdigi
gorilmiistir.

Bulgularimiz, iyon kanallarmin ve  miRNA’larin  depresyon
patofizyolojisinde rol oynadigini, 6zellikle TRPC1/4/5 inhibitérii Picol45’in
tedavi etkinliginin yiiksek oldugunu ayrica asetilkolin ve dopaminin
norotransmitter agdaki Onemini ortaya koymustur. Calismamizin, MDB
patofizyolojisiyle iliskili farklt mekanizmalarin aydinlatilmasina ve hastaligin
tedavisinde iyon kanallarinin kullanimina iliskin yapilacak farmasotik caligmalara
onemli katkilar saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Hafif Stres; Major Depresif Bozukluk; Iyon

Kanal Inhibitorii; mikroRNA.



2. ABSTRACT

The Determination of Therapeutic Effects of Ion Channel Inhibitors in Rat

Depression Model of Induced with Chronic Mild Stress

Major depressive disorder (MDD) is a common mental health problem. It
is known that ion channels and miRNAs have function in the pathophysiology of
depression. In our study, we aimed to evaluate the expression of 115 ion channels
synthesized in the prefrontal cortex and hippocampus tissues of the brain in the
Chronic Mild Stress (CMS) MDD model and to use the specific inhibitors of
upregulated 3 ion channels as treatment. It was also aimed to investigate the effect
of these inhibitors on miRNAs targeting selected channels.

Wistar albino male rats were used in the study. The subjects were divided
into: Control, CMS, Sham, and CMS+Inhibitor. 7 weeks of CMS was used to
induce MDD. Expression of ion channels in Control and CMS groups was
determined through qRT-PCR. The rats were treated with inhibitors (Picol45,
BpiD1, 9-Phenanthrol) that are specific to the 3 upregulated ion channels
(TRPC1, CHRNAG6, TRPM4). The expressions of miRNAs targeting these 3 ion
channels were evaluated. The effect of CMS and the treatments was determined
by behavioral experiments and by measuring neurotransmitter levels.

We found that CMS lead to a significant increase in the expression of 13
ion channels in the hippocampus, and 16 ion channels in the prefrontal cortex. It
was determined that Picol45, BpiDI and 9-Phenanthrol had antidepressant-like
effects in forced swimming test and elevated plus maze test and just Picol45 had

antidepressant-like effects in open field test. In all groups, serotonin and



noradrenaline levels remained unchanged, whereas dopamine levels increased.
Also, acetylcholine levels decreased in the CMS and the CMS+Picol45 groups.
Significant changes in the expression of 6 miRNAs in CMS were determined in
both tissues evaluated. It was observed that BpiD1 only increased the expression
of miR-6334 and Pico145 altered the expression of miR-875.

Our findings showed that ion channels and miRNAs play a role in the
pathophysiology of depression, especially the treatment efficacy of TRPC1/4/5
inhibitor Picol45 is high and acetylcholine and dopamine are important in
neurotransmitter network. It is thought that our findings will contribute to the
pharmacological studies related to the use of ion channels in the treatment of

MDD and to elucidate the different mechanisms related to its pathophysiology.

Keywords: Chronic Mild Stress; Major Depressive Disorder; Ion Channel

Inhibitor; microRNA.



3. GIRIS

3.1. Major Depresif Bozuklugun Tanim

Major depresif bozukluk (MDB), yaygmligi tiim diinyada hizla artan,
cevresel ve genetik gibi farkli faktorlerin sebep olabildigi, beynin yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar1 ile iliskilendirilen oldukc¢a karmasik bir duygudurum
bozuklugudur. Latince “depressus” kelimesinden koken alan depresyon, kelime
anlami olarak alcakta olmak, bastirmak gibi anlamlara gelmektedir (1). Depresyon
giindelik hayatta genellikle liziintli, keyifsizlik, umutsuzluk, yetersizlik ve ilgi
eksikligi gibi duygular ile tanimlanmaktadir. Her insanin yasayabilece§i bu
izlintlili ruh hali ancak yogun ve uzun siireli oldugunda major depresyon olarak
tanimlanmakta ve ilerledigi takdirde kisiyi intihara siiriikleyebilmektedir (2, 3).
Bu nedenle MDB’nin erken teshisi ve uygun sekilde tedavi edilmesi oldukga
onemlidir. Giinlimiizde MDB tanis1 klinik muayene ve cesitli semptomlarin
subjektif olarak degerlendirilmesi ile konulmaktadir. Bugilinkii sartlarda MDB tani1
kriteri olarak onaylanmis bir biyobelirte¢ (biyomarker) bulunmamaktadir (4).
Major depresyonun tanist ¢gogunlukla DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual

of Mental Disorders-V) 6lgegi baz alinarak konulmaktadir (5).

3.1.1. DSM-V Major Depresif Bozukluk Tam Kriterleri

Ardisik iki haftalik donem i¢inde, asagidaki maddeler halinde verilen
belirtilerden en az 5’inin, kiside goriilmesi durumunda MDB tanisi

konulmaktadir. Bu belirtilerden birinin mutlaka depresif ruh hali, zevk almama



(anhedoni) veya ilgisizlik olmasit gerekmektedir. DSM-V’e gore MDB’nin

semptomlar1 sunlardir;

1.

2.

Neredeyse her giin, giiniin biiyiik bir boliimiinde tizlintiilii duygudurumu,
Neredeyse her giin, giiniin biiyiik bir boliimiinde etkinliklere olan ilginin
belirgin sekilde azalmasi veya hayattan zevk alamama,

Diyet yapmadigi halde asir1 kilo degisimi (6rn: bir ay iginde agirliginin

%y5’inden daha ¢ok olan bir degisiklik),

. Neredeyse her giin, uykusuzluk ya da asir1 uyuma,

. Neredeyse her giin, psikomotor ajitasyon ya da retardasyon,

Neredeyse her giin, bitkinlik ya da igsel giiciin kalmamast (enerji
diistikligi),

Neredeyse her giin, degersizlik ve su¢luluk duygulari,

Neredeyse her giin, diistinmekte ve odaklanmakta gii¢liik ¢cekme ya da
kararsizlik yasama,

Yineleyici kendini 6ldiirme (intihar) diistinceleri, kendini 6ldiirme girisimi

ya da kendini 6ldiirmek i¢in 6zel bir eylem tasarlama (5).

3.2. Major Depresif Bozuklugun Tarihgesi

Duygudurum bozukluklari, insanlik tarihi boyunca cesitli caglarda, degisik

toplumlar tarafindan gdzlenmis ve nedenleri sorgulanmistir. Onceleri kotii

ruhlarin, olaganiistii gii¢lerin veya insanlara kizan tanrilarin cezalandirmasi

nedeniyle oldugu sanilan ruhsal bozukluklarin zamanla tibbi bir durum oldugu

anlasilmistir (6). Eber papiriisiinde, Eski Ahit’te, Hindu tibbi metinlerinde, antik

caglarda gecen Oykiilerde, destanlarda, c¢esitli mitoloji ve dinlerde izine rastlanan

depresyon, bilinen en eski psikiyatrik bozukluklardan birisidir (6, 7, 8). Ancak tip



literatiirtinde depresyonun ilk tanimi, modern tibbin kurucusu olarak bilinen
Hipokrat (M.O. 5. yy) tarafindan yapilmustir (9). Hipokrat, {iziintiilii ruh halinin
kara safranin beyin lizerindeki etkisiyle gerceklestigini iddia ederek ilk kez ruhsal
hastaliklarla beyin biyokimyas1 arasinda bir iliski kurmus ve bu hastalig
melankoli (melan: siyah, cholé: safra) ismi ile tanimlamistir (9, 10). Ibni Sina
(M.S. 980-1037), melankolinin viicut sivilarimin degisik  miktarlardaki
karisimindan kaynaklandigi diisiincesi ile giinlimiiz ndrotransmitter hipotezinin
onciisli olmustur (6). Modern ¢aga gelindiginde 20. yy’da Meyers, Freud, Adler,
Abraham, Bowlby, Rado, Jacobsen’in katkilariyla depresyonun biyolojik ve
psikososyal nedenleri aydinlatilmis ve psikobiyoloji terimi sekillenmistir (11, 12).
1950’11 yillarda tiiberkiiloz tedavisi sirasinda kullanilan iproniazidinin tesadiifen
duygudurum yiikseltici etkilerinin oldugunun kesfedilmesi ve bunun nedeninin
merkezi sinir sisteminde monoaminoksidaz enzim inhibisyonu oldugunun fark
edilmesi ile beynin depresyondaki rolii daha da Onem kazanmis ve
psikofarmakoloji c¢agi baslamistir (13). Giinlimiizde gelisen genetik bilimi,
elektrofizyolojik ve radyolojik yenilikler, ilerleyen teknoloji ve ila¢ biliminin
katkilart ile duygudurum bozukluklarinin etiyolojisini aydinlatmaya yonelik

caligmalar hizla devam etmektedir (8).

3.3. Major Depresif Bozuklugun Epidemiyolojisi

Major depresyon; diinya ¢apinda 322 milyon kisiyi etkileyen oldukca
yaygin bir psikiyatrik hastaliktir (14). Diinya Saglik Orgiiti’'ne gére MDB;
fiziksel, duygusal, toplumsal ve ekonomik sorunlara neden olan hastaliklar
arasinda dordiincii sirada yer almakta olup 2020 yilinda toplumu en ¢ok etkileyen

hastaliklar arasinda ikinci sirada olacagi ongdriilmektedir (14). Yine diinya saglik



orgiitii verilerine gore depresyon kadinlarda (% 5.1) erkeklerden (% 3.6) daha
fazla goriilmektedir (14). Tirkiye’de, Saglik Bakanliginin 2011 yilinda yaptigi
Ulusal Ruh Saghigi Eylem Planina gore; hastalik yiiklerinin dagilimina
bakildiginda basta depresyon olmak iizere psikiyatrik hastaliklarin
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra %19 oranla ikinci sirada yer aldig
goriilmektedir (15). Tiirkiye'de depresyonun epidemiyolojisi ile ilgili en son
veriler, 1998 yilinda Saglik Bakanliginin 7479 kisi tizerinde yaptigi, "Tiirkiye Ruh
Saglig1 Profili" arastirmasi ile elde edilmistir. Bu arastirmanin verilerine gore
depresyonun yayginlik oranlart tiim niifusta %4 oraninda goriiliirken bu oran,
kadinlarda % 5.4, erkeklerde ise % 2.3’tiir (16). MDB’nin kadinlarda erkeklerden
daha fazla goriilmesine gebelik, menstrasyon, hormonal degisimler, genetik gibi
biyolojik etmenlerin yaninda, siddete maruz kalma, baskilanma, kadina verilen
toplumsal roller, beklentiler ve egitim gibi faktorler neden olmaktadir (1). Cesitli
calismalarda depresyonun yaklasik %37 oraninda kalitilabildigi ve birinci derece
yakinlarinda depresyon olan kisilerde 1.5-3 kat daha fazla oranda gorildigi
bildirilmektedir (17, 18). Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Miudiirliigii tarafindan
2004’te yapilan “Ulusal hastalik yiikli ve maliyet etkililik” projesinde 15-59 yas
araliginda en fazla yeti yitimine neden olan hastalik olarak MDB ilk sirada yer
almaktadir (19). Major depresyon; toplumda yiiksek oranlarda goriilmesi,
tanisinin gii¢ olmasi, tedaviye yanit alinamamasi veya ge¢ yanit alinmasi ve
hastaligin yinelemesi gibi nedenlerle yiliksek hastalik yiikiine sahiptir (20).
Giliniimiizde depresyon tedavisine yonelik ¢esitli tiirlerde antidepresan ilaglar
gelistirilmis olsa da yapilan ¢alismalarda depresyon hastalarinin ancak %50’sinin

tedaviye cevap verdigi, %10-15 oraninda hastanin ise tedaviye hi¢c yanit



vermedigi ve hastaligin yiiksek oranlarda tekrarladigi belirlenmistir (20, 21).
Tedavi edilmeyen depresyon, kronikleserek alkol veya uyusturucu madde
kullanimina ve intihara egilimi arttirabilmektedir (22). Intihar vakalarmin yaklasik
% 50-70'1 psikolojik rahatsizliklar nedeni ile ger¢eklesmekte olup bu vakalarin %
80'ini MDB tanili hastalar olusturmaktadir (2). Etkili bir sekilde tedavi
edilemeyen depresyon hastalarinin % 15’inin intihar ederek 6ldiigii bilinmektedir
(23). Yarattig1 agir kisisel, toplumsal ve ekonomik sonuglar nedeniyle MDB ile

ilgili aragtirmalarin 6nemi giderek artmaktadir (24).

3.4. Major Depresif Bozuklugun Etiyolojisi

Major depresif bozuklugun etiyolojisinde biyolojik, genetik, cevresel ve

psikolojik faktorler tek basina veya birlikte rol oynayabilmektedir (1).

3.4.1. Biyolojik Etkenler

3.4.1.1. Biyojenik Aminler

Maj6r depresyonun biyolojik etiyolojisi hakkindaki kuram, MDB’nin basta
serotonin (5-HT), noradrenalin (NA), dopamin (DA) olmak {izere monoamin
norotransmiterlerin eksikligine bagli oldugunu ileri siiren “Monoamin Hipotezi”
ne dayanmaktadir (1, 25, 26). Bu ii¢ temel ndrotransmitter sistem disinda gama
aminobutirik asit (GABA), asetilkolin (ACh), glutamat gibi ndrotransmitterlerin
de major depresyon olusumuna katkisi oldugu bilinmektedir (25, 27). Giinlimiizde
yapilan arastirmalar, MDB etiyolojisinin sadece norotransmitter hipotezleriyle
aciklanamayacagini gostermis ve gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiler

mekanizmalara yonelinmistir (11).



a. Serotonin: Serotonin sistemi beyindeki en biiylik norotransmitter
sistemi toplulugudur (1). Serotonerjik noronlarda triptofan aminoasiti, triptofan
hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana (5-HTP) daha sonra L-aminoasit
dekarboksilaz enzimi araciligr ile serotonine doniistiiriilmektedir (28). Serotonin;
uykunun, istahin, néroendokrin islevlerin ve duygudurumunun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir (11, 29). 1970'lerden itibaren MDB’ye serotonin sistemindeki
diizensizliklerin neden oldugu diisiincesi 6nem kazanmis ve serotoninin geri
alimin engelleyerek serotonerjik aktivitenin artmasini saglayan segici serotonin
geri alim inhibitorleri (SSRI) tedavi araci olarak kullanilmaya baslanmistir (29).

b. Dopamin: Katekolaminlerin ¢ogunlugunu olusturan DA, merkezi sinir
sisteminin (MSS) Onemli norotransmitterlerinden biridir (30). Dopaminerjik
noronlarda L-tirozin aminoasidi, tirozin hidroksilaz enzimi aracilig1 ile dopa’ya,
dopa ise dopa dekarboksilaz enzimi vasitasiyla dopamine doniistiiriilmektedir
(29). Major depresyonda mezolimbik dopamin sistem fonksiyonunda bozulma
oldugu bilinmektedir (31). Dopamin diizeylerinin azalmasi, lokomotor aktivite,
davraniglar ve bazi endokrin fonksiyonlar: etkileyerek MDB’ye neden olmaktadir
(26).

c. Norepinefrin (Noradrenalin): Noradrenerjik noronlar beyinde temel
olarak lokus seruleus bdlgesinde yer almaktadir (32). Noradrenerjik alanlarin
uyarilmasiin haz verici duygular yaratmasi nedeniyle bu bdlgenin islevlerinin
bozulmas1 sonucu biligsel bozukluklara ek olarak MDB, anksiyete gibi
duygulanim belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (29, 32). Dopaminin, beta hidroksilaz

enzimi ile etkilesmesi sonucu noradrenerjik noronlarda sentezlenen NA

10



seviyelerinin azalmasi; ilgi kaybi, zevk alamama, odaklanamama, iimitsizlik ve

karamsarlik gibi semptomlar olusturabilmektedir (29, 33, 34).

d. Asetilkolin: Asetilkolin sinir impulslarinin sinapslardan gecisini
kolaylastiran bir ndrotransmitterdir (26). Kolinerjik sinirlerde asetilkolin sentezi
serbest kolinin, kolin asetiltransferaz enzimi araciligi ile asetile edilmesiyle
olmaktadir (35). Major depresyonda kolinerjik/noradrenerjik dengenin kolinerjik
etkinlik lehine bozuldugu bilinmektedir (36). Kolinerjik aktiviteyi arttiran bazi
ilaglarin depresif semptomlara benzer etkiler ortaya c¢ikarmasi ve trisiklik

antidepresenlardaki antikolinerjik etki bu hipotezi desteklemektedir (26).

3.4.1.2. Monoamin Reseptorleri

Major depresyonun etiyolojisinde sadece beyindeki ~monoamin
diizeylerinin degil, bunun yaninda reseptér sayisi, duyarhilifi, gen
ekspresyonundaki degisikliklerin ve bu reseptorlerin tetikledigi ikincil molekiiler
olaylarin da 6nemi bulunmaktadir (37, 38). Norotransmitter eksikligi postsinaptik

ndrotransmitter reseptorlerinin sayilarinda artisa neden olmaktadir (38).

3.4.1.3. Noroendokrin Sistem

Hormonlarn  MDB  etiyopatogenezi  ile  iliskisi  li¢  agidan
degerlendirilmektedir. Birincisi, bazi peptid hormonlar klasik nérontransmitterler
gibi islev gorebilmektedirler. Ikinci olarak, ndroendokrin eksen hormonlar1 kan
yoluyla beyne taginarak, geri besleme (feedback) mekanizmasi olusturup ndéronal
fonksiyonu etkileyebilmektedirler. Ugiincii olarak da, MDB bazi néroendokrin

eksenlerin hiperaktivitesi veya hipoaktivitesi ile seyredebilmektedirler (11).
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Giliniimiizde yapilan aragtirmalar stres durumunda endokrin reaksiyonlarin
Hipotalamo-Pituiter-Adrenal (HPA) eksen aktivasyonu ile gdsterildigi
bildirilmektedir (39). Kronik stres sonucu HPA ekseninin asir1 aktivasyonunun
Ozellikle glukokortikoid salmiminda artisa ve basta hipokampus olmak {izere
beyin bolgelerinde néroanatomik degisikliklere neden olarak MDB olusumuna yol
actig diistintilmektedir (25).

Hipotalamik-Pitiiiter-Tiroid Ekseni (HPT), hipotalamustaki tirotropin
salgilatict hormon (Thyrotropin Releasing Hormone (TRH)) salgilayan
noronlardan baslayip tiroid bezinin follikiiler hiicrelerinde sonlanmaktadir (40).
Noronal uyarilabilirlik (eksitabilite), davranis ve ndrotransmitter diizenlenmesine
direk etkisi bulunan TRH, kalsiyum fosfoinozitol’i kullanarak tiroid uyarici
hormon (Tyroid Stimulant Hormone (TSH)) sentezini baslatmaktadir (11, 40).
Hipertiroidizimde genellikle anksiyete, yorgunluk, depresyon, degisken ruh hali
ve ajitasyon gozlenmektedir (11). HPT eksenindeki islev bozukluklarinin
antidepresan tedavisini kotii yonde etkiledigi ve hastaligin yineleme riskini
arttirdig bildirilmektedir (39).

Major depresyonda dnemli oldugu diisiiniilen diger bir eksen Hipotalamo -
Pituiter - Growth Hormon (HPG) eksenidir. Biiylime hormonu (Growth
Hormone), hipotalamusun Kontrolii altinda 6n hipofizden salinan bir hormondur.

Stres, hareket, hipoglisemi ve gonadal hormonlar GH salinmasini arttirmaktadir

(11).

3.4.1.4. Noroplastisite

Noroplastisite; c¢esitli i¢ ve dis uyaranlara bagli olarak beyindeki

noronlarin ve olusturduklar: sinapslarin yapisindaki ve islevlerindeki degisiklikler
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olarak tanimlanmaktadir (25). Bellekte bilginin depolanmasi, birlestirilmesi ve
filtre edilmesi gibi mekanizmalar, sinaptik plastisitenin olusumunu saglamaktadir.
Bu islevlerdeki herhangi bir aksama, duygudurum bozukluklarinin

etyopatogenezinde yer alabilmektedir (41,42).

3.4.1.5. Norotrofik faktorler

Beyin kaynakli noérotrofik faktér (Brain derived neurothropic factor
(BDNF)), noron biiyiime faktorii (Neuron Growth Factor (NGF)), norotrofin-3/4
gibi norotrofik faktorler, néronal sagkalim, gelisme, fonksiyon ve plastisitenin
diizenlenmesi siireclerine dahil olan molekiillerdir (43, 44). Ozellikle hipokampal
sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde kritik rol oynayan noérotrofik faktorlerde
meydana gelen bozukluklarin MDB patofizyolojisinde rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir (44).

3.4.1.6. immiin Sistem

Bagisiklik  sistemi  hormonlar1 olarak degerlendirilen sitokinlerin
endokrinal, elektrofizyolojik ve davranigsal fonksiyonlarinin oldugu bilinmektedir
(45). Son yillarda yapilan calismalarda IL-1 (Interldkin-1), IL-2, IL-6
interlokinleri ve timor nekroz faktor (Tumor necrosis factor (TNF)) sitokini gibi

inflamatuar aracilarin MDB hastalarinda artti1 gosterilmistir (25).

3.4.1.7. Lipitler

Son yillarda yapilan caligmalar, serum ve membran lipit diizeylerinin
psikiyatrik bozukluklarin etiyolojisinde rolii oldugunu gostermektedir (29,46).

Depresif hastalarda diisiik kolesterol diizeylerinin membran gecirgenligini
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degistirerek serotonin baglanma ve geri alimini etkiledigi diisliniilmektedir (29,
47). Omega-3 esansiyel yag asidi eksikliginin MDB olusumuna zemin hazirladigi

bilinmektedir (29).

3.4.1.8. Sirkadyen Ritim

Uyku dongiisii, viicut sicakligi, hormon seviyeleri, duygu durumu ve bazi
biligsel islevler sirkadyen ritim ile diizenlenmektedir. Bu ritimde meydana gelen
bozulmalarin major depresyon gibi psikiyatrik hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir (48). Yapilan c¢alismalarda CLOCK (Circadian locomotor output
cycles kaput), AANAT (Aralkylamine N-acetyltransferase) ve PER3 (Human
period 3) gibi sirkadiyen ritim genlerindeki diizensizliklerin de MDB olusumunda

rolii oldugu gosterilmistir (49).

3.4.1.9 Gastrointestinal Sistem Mikrobiyotasi

Son yillarda yapilan calismalarda, bagirsak mikrobiyotasinin beyin ve
bagirsak arasinda karsilikli bir iligki olusturarak MDB olusumunda rol oynadigi
saptanmistir. Gastrointestinal sistemde yasayan mikroorganizmalar bagirsak-beyin
ekseninde rol oynayan gama-aminobutirik asit ve serotonin gibi ndroaktif
maddeler iiretmektedirler. Deney hayvanlari iizerinde yapilan cesitli preklinik
deneylerde bazi probiyotik bakterilerin antidepresan benzeri etkisinin oldugu

belirlenmistir (50).

3.4.2. Genetik Etkenler

Evlat edinme, ikiz ve aile ¢alismalarindan elde edilen bulgular MDB’nin

ailesel gecis gosterdigini ortaya koymaktadir. Yapilan ¢alismalarda ebeveynlerin
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birinde MDB olmasi durumunda ¢ocuklarda MDB’nin ortaya ¢ikma riskinin 2 kat
arttig1, her iki ebeveynde MDB olmasi durumunda ise ¢ocuklarinda riskin 4 kat
arttig1 bildirilmektedir. Tek yumurta ikizlerinde birlikte hastalanma orani %76
(farkl1 ortamda yasarlarsa bu oran %67’ye diisebilmektedir), ¢ift yumurta
ikizlerinde ise %19 olarak bildirilmistir. Evlat edinilen ¢ocuklarin, onlar1 evlatlik
alan ebeveynlerde bir mizag bozuklugu olmasa bile, biyolojik ebeveylerinde MDB
varsa c¢ocukta goriilme riskinin fazla oldugu saptanmistir (51, 26). Ancak bu
gecisin nasil oldugu tam olarak bilinmemektedir. Genel olarak MDB’de genetik
gecisin tam olmayan bir penetrasyonla poligenik ve heterojen oldugu goriisii
kabul edilmektedir (36).

Major depresif bozuklugun % 32-42’sinin kalitildiginin anlagilmasi ile
sorumlu olabilecek genlere ilgi olduk¢a artmistir. (52). Major depresif bozuklukla
iligkili oldugu diisiiniilen yolaklarda (stres yaniti, HPA ekseni gibi) depresif
bozukluk i¢in yatkinlik olusturan genler “aday genler” olarak adlandirilmaktadir.
Major depresyonun kalitiminda rol oynayan aday genlerle iliskili ¢alismalarda
genellikle serotonin tasiyict (SLC6A4), 5-HT reseptorii (SHTR2A), tirozin
hidroksilaz (TH), katekol-O-metiltransferaz (COMT), triptofan hidroksilaz 1
(TPHI), monoamin oksidaz (MAO-A) ve BDNF gibi genlerin islevindeki
farkliliklara odaklanilmaktadir (51, 53). Bu genlerdeki polimorfizmlerden
bazilarinin MDB olusumu ile iliskili oldugu bilinmektedir (54). Ayrica yapilan
caligmalarda norogenezi ve plastisiteyi diizenleyen gen ekspresyonlarinda
meydana gelen degisimlerin MDB patogenezinde rol oynadigi tespit edilmistir

(55).
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3.4.3. Cevresel ve Psikososyal Nedenler

a. Yasamsal Olaylar: Yetersiz sosyal ¢evre, herhangi bir yakinin kaybu,
diisiik sosyoekonomik diizey gibi ¢evresel stresorler genetik yatkinlikla da iliskili

olarak MDB’ye neden olabilmektedir (56, 25).

b. Psikanalitik Kuram: Bu kuramda depresif bozukluklarin sevilen

birinin veya nesnenin kaybi sonucu gelistiginden s6z edilmektedir (26).

c. Benlik Psikolojisi: Benligin ii¢ 6zsever amaci bulunmaktadir: degerli ve
sevilen biri olmak; giiclii ve iistlin olmak; iyi ve seven olmak. Kisinin yasaminda
bu amagclarin gerceklesmemesi durumunda benlik saygisinin azaldigi ve benligin

islevlerini yerine getiremedigi dne siiriilmektedir (36).

d. Bilissel Kuram: Cocuklukta yasanilan deneyimler bazi diisiince ve
inang sistemlerinin temelinin olugsmasina neden olmaktadir. Olusan bu sablonlar
kisinin erigkin yasaminda bakis acisin1 ve davramislarini bi¢cimlendirmektedir.
Degisime direngli bu kaliplasmis diisiince semalar1 kiside karamsarlik, caresizlik

gibi duygular olusturabilmektedir (26).

e. Davramis¢1 Kuram (Ogrenilmis Caresizlik): Bu goriise gore erken
yaslardan itibaren olumsuz hayat sartlariyla karsilasan ve bu sartlarin iistesinden

gelemeyen bireylerde 6grenilmis caresizlik sonucu MDB goriilebilmektedir (57).

3.5. Major Depresif Bozuklugun Noroanatomisi

Goriintiileme yontemlerindeki teknolojik geligsmelerle birlikte, belirli beyin
bolgelerinin depresif bozukluktaki rolii arastiricilarin ilgisini ¢eken bir alan haline

gelmistir. Bu ilginin nedeni, depresif bozukluklarda goriilen semptomlardan
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bazilarimin  norobiyolojik  siireglerdeki  islev  bozukluklarmma  benzerlik
gostermesidir. Major depresyonun en belirgin belirtilerinden olan giin igi
duygudurum degisiklikleri, uyku, istah ve cinsel islev bozukluklar1 gibi
semptomlar hipotalamus, niikleus akumbens ve talamusu da igeren
zedelenmelerde de ortaya c¢ikmaktadir. Agir deprese hastalardaki bellek
bozukluklari, sorun ¢ozmedeki giicliikler, konsantrasyon bozukluklari, olumsuz
diisiinceler, sanrilar gibi bulgular bazi 6zgiil kortikal alanlarin islevlerinin
bozuldugu durumlarda da goriilmektedir. Yine depresif hastalarda gozlenen
psikomotor yavaslama prefrontal korteks, talamus, striatum ve bazal gangliyon
lezyonlarinda da gozlenmektedir (58). Bu diisiincelerle yola c¢ikilarak yapilan
cesitli insan ve hayvan calismalarinda MDB’de 6zellikle karmasik motor islevler
ve bilissel davranisin kontroliinden sorumlu medial prefrontal kortekste ve
duygularin  yorumlanmasinda rolii olan beyin bdlgelerinde (amigdala,
hipokampus, insula, santral striatum, talamus ve Onbeyin yapilar1) fonksiyonel
bozukluklarin oldugu gosterilmistir (59). Ayrica frontal lob ve amigdalay: igine
alan medial temporal lobda, 6zellikle de hipokampal hacimde kiigiilme oldugu

bildirilmistir (1).

3.6. Major Depresif Bozuklugun Tedavisi

Major depresyonun tedavisinde antidepresanlar gibi farmakolojik ajanlarin
yani sira psikoterapi, 1sik tedavisi, elektrokonviilsif tedavi ve derin beyin uyarimi

gibi yontemler kullanilmaktadir (60-63).
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3.6.1. Major Depresif Bozuklugun Tedavisinde Kullamilan

Antidepresanlar

a. Monoamin Oksidaz inhibitorleri: Serotonin, NA ve DA nin yikimini
diizenleyen MAQO enziminin inhibisyonu, sinaptik boslukta norotransmitter
birikimine neden olarak NA, DA ve 5-HT diizeylerini arttirmaktadir (Orn:
Moklobemid) (64).

b. Trisiklik Antidepresanlar (TSA): Serotonin, NA ve DA gerialim
pompalarmi bloke ederek bu ndrotransmitter diizeylerini arttirmaktadir (Orn:
Opipramol, imipramin, Klomipramin, Amitriptilin) (65).

c. Secici Serotonin Geriahm Inhibitorleri: Yan etkilerinin azlig
sebebiyle diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan ve 5-HT geri alimini inhibe ederek
etkisini gosteren SSRI’lar, 5-HT iletimini arttirip, post sinaptik reseptorlerin say1
ve duyarliigmi azaltmaktadirlar (Orn: Sertralin, Paroksetin, Fluoksetin,
Sitalopram, Fluvoksamin, Essitalopram) (64, 66, 67).

d. Alfa 2 Adrenoreseptor Antagonistleri: Serotonin ve NA diizeylerini
monoaminleri veya monoamin geri alim pompalarin1 inhibe etmeden arttirma-
ktadirlar (Orn: Mianserin, Mirtazapin) (68)

e. Secici Noradrenerjik Geriahm Inhibitorleri: Noradrenalin geri
alimmin inhibe ederek NA diizeyinin artmasini saglarlar (Orn: Reboksetin,
Maprotilin) (69).

f. Noradrenalin ve Dopamin Gerialim inhibitérleri: Secici olarak DA

ve diisiik oranda NA geri emilimini inhibe ederler (Orn: Bupropion) (64).
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g. Serotonerjik ve Noradenerjik Gerialim Inhibitorleri: TSA'lardan
farkli olarak diger reseptdr sistemlerini etkilememektedirler (Orn: Venlafaksin,
Milnasipran, Duloksetin) (71).

h. Serotonin 2A Antagonistleri/ Serotonin Geriahm Inhibitérleri:
Serotonin 2A reseptdrlerini ve 5-HT gerialimini inhibe etmektedirler (Orn:

Nefazodon, Tianeptin, Trazodon, Gepiron) (65).

3.7. Major Depresif Bozukluk Cahsmalarinda Kullanilan Hayvan

Modelleri ve Davrams Testleri

Major  depresyonun noérobiyolojisini  ve  antidepresanlarin  etki
mekanizmalarin1  insanlar iizerinde c¢alisma teknikleri olduk¢a simirlidir.
Hayvanlarda yiiriitiilen deneysel c¢alismalar sayesinde hem MDB’de néronal
isleyisin farkli boyutlar1 incelenebilmekte hem de antidepresan tedavileri
gelistirmede yeni hedefler saptanabilmektedir (70). Hayvanlarda bu amacgla ¢ok
sayida model gelistirilmistir. Kemirgenlerde MDB modelleri davranigsal, genetik,
farmakolojik ve cerrahi modeller olmak tizere 4 ana bashk altinda
incelenebilmektedir (71). Ayrica model olusturulan hayvanlarda goriilen anksiyete

ve anhedoni gibi MDB semptomlari ¢esitli davranis testleri ile 6l¢tilmektedir (72).

3.7.1. Davramissal Modeller ve Testler

Davranigsal modeller, kemirgenlerde MDB modeli olusturmak amaciyla,
davranigsal testler ise olusturulan modelin, bir etkenin ya da ilacin duygudurumu

izerine olan etkisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (71).
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3.7.1.1. Davramssal Modeller

a. Kronik Hafif Stres (KHS) (Chronic Mild Stress ): Kronik hafif stres
modeli 1981 yilinda Katz ve Hers tarafindan gelistirilmis ve daha sonra Willner
tarafindan yeniden tasarlanmistir (73, 74). Bu model kemirgenlerde, hem
insanlarda goriilen MDB’nin ana semptomlarindan olan umutsuzluk, anhedoni,
uyku, yeme ve psikomotor bozukluklar, anksiyete ve sosyal geri ¢ekilme ile hem
de norobiyolojik degisiklikler ile paralel degisimler gostermektedir (41, 75). Bu
nedenle kemirgenler {izerinde yapilan MDB calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. Kronik hafif stres olusturmak amaci ile deney hayvanlari,
genellikle 4-7 hafta siire ile rastgele olarak giinlilk 2-3 stres faktoriine maruz
birakilirlar. Referans protokollerde genellikle susuz birakma, bos su sisesi verme,
ac birakma, tiim gece aydinlikta birakma, giindiiz karanlikta birakma, kafesi 45°
egik birakma, sosyal izolasyon, kafese nemli talas birakma, kuyruktan asma,
kafese yabanci bir cisim koyma, beyaz sese maruz birakma, parlak 11k verme gibi

stres faktorleri uygulanmaktadir (76-80).

b. Zorunlu Yiizme Testi (ZYT) (Forced Swimming Test):
Kemirgenlerle yapilan MDB c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan, gilivenilirligi
yiiksek bir hayvan modelidir (81, 82). Zorunlu yiizme testi ilk olarak Porsolt ve
arkadaslar1 tarafindan 1977°de uygulanmistir (83). Zorunlu yiizme testi,
kagamayacagi bir strese maruz birakilan hayvanin kagma cabasimin sona ererek
Ogrenilmis ¢aresizlige benzer bir davranis gostermesi temeline dayanmaktadir
(71). Ayrica ZYT’nin insanlarda goriilen MDB semptomlarindan yeme ve uyku
diizeninin bozulmasi, anhedoni gibi belirtiler ile paralellik gdosterdigi

bilinmektedir. Test sonunda ylizme hareketi, tirmanma hareketi ve hareketsizlik
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(immobilite) siireleri incelenmektedir (84). Hareketsiz kalma davranis1t MDB’nin

semptomlarindan olan davranigsal umutsuzluk olarak yorumlanmaktadir (71).

c. Kuyruktan Asma Testi (Tail Suspension Test): Hayvanlarin sesten ve
gorsellikten yalitilmis bir kabin iginde kuyruklarindan havada asili tutulup
hareketsiz kalma siiresinin 6l¢iildiigii bu test, davranigsal umutsuzluk iizerine

kurulmasi bakimindan ZYT’ye benzemektedir (71, 85).

d. Ultrasonik Radyasyona Maruz Birakma: Morozova ve ekibi
tarafindan 2013 yilinda gelistirilmis yeni bir yontemdir. Bu yonteme gore, sigan
veya fareler 20-45 kHz frekansa sahip ultrasonik radyasyona 3 hafta siire ile

maruz birakildiginda depresyon benzeri davranislar sergilemektedirler (86, 87).

3.7.1.2. Davramssal Testler

a. Zorunlu Yiizme Testi: Major depresyon modeli olusturmak igin
kullanilmasmin yani sira g¢esitli etkenlerin (KHS vb.) veya ilaglarin terapotik
etkinliginin davranislar lizerinden test edilmesinde de kullanilmaktadir. Yukarida
belirtildigi gibi hareketsizlik, "davranigsal umutsuzluk" olarak yorumlanmaktadir

(72, 88).

b. Kuyruktan Asma Testi: Zorunlu ylizme testine benzer sekilde, hem
MDB modeli olusturmada hem de ilaglarin veya cesitli etkenlerin duygu

durumuna etkisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

c. Siikroz Tercih Testi (STT) (Sucrose Preference Test): Major
depresyonun Onemli klinik belirtilerinden biri olan anhedoninin tespiti ig¢in
MDB’nin hayvan modeli ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Test

temel olarak deney hayvaninin igme suyu veya seker (siikroz) iceren c¢ozeltiyi
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tercih etmesi temeline dayanmaktadir. Siikroza olan ilginin azalmasi, anhedoni

gostergesi olarak kabul edilmektedir (89).

d. Acgik Alan Testi (AAT) (Open Field Test): Deney hayvanimnin duygu
durumuna gore sergiledigi farkli davranislarin degerlendirilebildigi basit ve
giivenilir bir diizenektir (90). Hall ve arkadaslan tarafindan 1934 yilinda daire
seklinde gelistirilen diizenek daha sonra Soubrie tarafindan 1971 yilinda, kare
seklinde yeniden tasarlanmistir (91, 92) Hayvanin alisti§1 ortamindan alinip tek
basina bilmedigi bir ortama birakilmasi ve acik alan korkusu anksiyete
davranisinin  gelismesine neden olmaktadir. Kurulan diizenekte hayvanin
diizenegin kenarinda ve merkezinde gecirdigi siire, gectigi kare sayisi, defekasyon
sayisl, iki arka ayagi tlizerine kalkarak etrafi inceleme hareketi (sahlanma; rearing)
degerlendirilmektedir. Kenarda gecirilen silirenin, hareketsizligin  ve
defekasyonun artmasi, havayr koklama sayisinin azalmasi insanlarda goriilen

MDB semptomlarindan biri olan anksiyetenin gostergesi olarak sayilmaktadir

(93).

e. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (YALT) (Elevated Plus Maze Test):
File ve arkadaslan tarafindan 1985 yilinda tanimlanan deney modeli, duygusal
aktiviteyi test ederek ilaclarin davramigsal, fizyolojik ve farmakolojik etkilerini
arastirmak 1i¢in kullanilmaktadir. Fare ve sicanlar icin farkli ebatlarda
hazirlanabilen, yerden belirli bir yiikseklikte iki acik ve iki kapali kolu olan art1
seklinde bir deney diizenegidir. (88, 94). Deney hayvaninin kapali kol iizerinde
gecirdigi zamanin ve hareketsizlik siiresinin artmasi, acik kola giris sayisinin, arka

ekstremite iizerine kalkip havayr koklama sayisinin ve merkezi alanda gezinme
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siiresinin  azalmasi, insanlarda MDB semptomlarindan olan anksiyetenin

gostergesi olarak degerlendirilmektedir (93).

3.7.2. Genetik modeller

Genetik biliminin gelismesiyle ¢esitli hastaliklarda rol oynayan genlerin
bilinmesi miimkiin hale gelmistir. Genetik hayvan modellerinde hastalikta rolii
oldugu diisiiniilen genler hedef alinarak transgenik, hayvanlar elde edilmektedir.
Bu kapsamda 5-HT1A reseptor nakavt, noradrenalin transporter nakavt, CRH
reseptor-1 nakavt, BDNF nakavt fare modeleri gibi 06zellikle depresyon
norobiyolojisine iligkin norotrofik faktorler, HPA eksen aktivitesini veya
monoamin teorilerini hedef alan genetik modeller olusturulmaktadir (95).

Asirt aktif kolinerjik sistemin major depresyona neden oldugu bilgisine
dayanarak olusturulan Flinders-hassas seri (Flinders Sensitive Line (FSL)) rat
modeli MDB caligsmalarinda kullanilabilmektedir (96). Baska bir genetik model
olan Fawn-Hood ratlarinin, ZYT’de yliksek seviyede hareketsizlik davranisi
gosterdigi bilinmektedir (97). Benzer sekilde Wistar Kyoto ratlar1 da strese karsi
asirt hassas olup ¢esitli davranis testlerinde depresyon benzeri davraniglar

sergilemektedir (98).

3.7.3. Farmakolojik Modeller

a. Psikostimiilan Yoksunlugu: Psikostimiilan yoksunlugu durumunda
kemirgenlerde, MDB semptomlarina benzer sekilde lokomotor aktivitede azalma,

uyku ve yeme diizeninde bozulma gozlenmektedir (99).
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b. Rezerpin Etkisi: Rezerpinin monoaminlerin presinaptik depolarin
bosalttigit  bilinmektedir.  Antidepresan  tedavisi ile  durum  tersine
cevirilebilmektedir (99).

¢. Apomorfin Etkisi: Bir dopamin agonisti olan apomorfinin yiiksek dozlarda
uygulanmasi, noradrenerjik sinir uclarindaki presinaptik dopamin reseptorleri
araciligi ile norepinefrin salinimini baskilamaktadir. Antidepresanlar norepinefrin
seviyelerini artirarak bu etkiyi geri ¢cevirmektedir (99).

d. Sitokinle Indiiklenmis Hastahk Modeli: Immun sistem bozuklugu
goriilen hastalarin depresyona daha yatkin olmasi, interferon gibi sitokinlerle
tedavi edilen hastalarda depresif semptomlar gelismesi ve bu hastalarin
antidepresan tedavilerine cevap vermesi, MDB ve sitokin iliskisine
odaklanilmasima neden  olmustur.  Sitokinlerin  olusturdugu  davranig
degisikliklerinin noradrenerjik, dopaminerjik ve serotonerjik metabolizmayla

iliskili oldugu bilinmektedir (99).

3.7.4. Cerrahi Modeller

Olfakter bulbektomi: Kemirgenlerin olfakter bulbuslarinin bilateral
alinmasi, hayvanlarda koku duyusunun kaybimnin neden oldugu duyusal
yoksunluga bagli olarak depresyona benzer davranigsal, norokimyasal,

noroendokrinal ve ndroimmun degisikliklere sebep olmaktadir (99, 100).

3.8. iyon Kanallan

Tiim canli hiicreler, hiicre icerigini hiicre dis1 ortamdan ayiran bir plazma
zar1 ile g¢evrilidir. Plazma zar1, O, ve CO, gibi kiigiik yiiklenmemis molekiillerin

kolayca gegebildigi amfipatik fosfolipidlerden ve amino asitler, iyonlar, niikleik
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asitler ve karbonhidratlar gibi diger biiyiik molekiillerin gegebildigi proteinlerden
olusmaktadir (101). Bu protein komplekslerinden biri olan iyon kanallari, hiicre
membraninin ¢ift lipid tabaksimi gegen 3-5A (Angstrdm) ¢apta porlar olusturarak
sodyum (Na%), potasyum (K"), klor (CI) ve kalsiyum (Ca*®) gibi inorganik
iyonlarin membranin bir tarafindan diger tarafina gecisini saglamaktadir
(75). Noronlar, kas hiicreleri, dokunma reseptor hiicreleri gibi cesitli uyarilabilir
hiicreler, kimyasal veya mekanik mesajlar elektrik sinyallerine doniistiirebilmek
icin iyon kanallarini kullanmaktadirlar (102). Bu nedenle iyon kanallari, membran
potansiyelinin  diizenlenmesi, kalp uyarilabilirliginin  kontrolii, hormon
salgilanmasi, hiicre hacminin diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre ici
sinyalizasyon ve diger bir¢ok hiicresel fonksiyon i¢in fizyolojik dneme sahiptir
(103). Biiyiik fizyolojik rolleri ve gesitli dokulara spesifik ifadelerinden dolay1
iyon kanallar1 birgok patofizyolojik durumda da rol oynamaktadir. Iyon
kanallarinda meydana gelen fonksiyon bozukluklarina bagli gelisen hastaliklar
“kanalopatiler” olarak adlandirilmaktadir. Giiniimiizde epilepsi, kistik fibrozis,
aritmi ve ¢esitli noropsikiyatrik hastaliklarin etiyopatogenezinde iyon kanal
bozukluklarinin rolii oldugu bilinmektedir (101).

Iyon kanallar, kapili ve kapisiz olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Kapisiz olanlar iyon gecisine devamli agikken kapili olanlar ise kendi aralarinda
lic gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

1. Ligand kapih iyon kanallari: Bir ligandin iyon kanali {izerindeki bir
reseptore baglanmasi ile (direkt) ya da ayr1 bir reseptore baglanmasiyla (indirekt)

kapilanma gostermektedirler.
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2. Mekanik kapih iyon kanallari: Gerilim ve basing gibi mekanik
uyaranlara duyarhdirlar.
3. Voltaj kapih iyon kanallari: Hiicre membran potansiyelinde meydana

gelen voltaj degisimlerine bagl olarak kapilanma gdstermektedirler (104).

3.8.1. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallari

Kalsiyum; kas kontraksiyonu, transmitterlerin salinimi, ndéronal iletim, gen
ekspresyonu, hormon sekresyonu, hiicre bdliinmesi, farklilasmasi, Slimi ve
sinyalizasyonu gibi 6nemli hiicresel siire¢lerde islevsel rolii olan bir sekonder
habercidir. Bu nedenle hiicre i¢i Ca** konsantrasyonu, kalsiyum kanallar ile
kontrollii bir sekilde diizenlenmektedir (105). Voltaj kapili Ca*™ kanallar1 (Cav)
molekiiler olarak ol ana alt birimi ve yardimer 02, B, ¥ ve o alt birimlerinden
olusmaktadir. al alt birimi birbirine benzer 4 alandan olusmustur ve her biri 6
transmembran segment icermektedir. B alt birimi intraselliilerdir. y alt biriminin 4,
0 alt biriminin ise 1 transmembran segmenti bulunmaktadir (106, 107). Yardimei
alt birimler (a2, B, y ve 8), Ca™ kanal kompleksinin islevsel 6zelliklerini
etkilemesine ragmen, Ca** kanallarimin farmakolojik ve fizyolojik gesitliligi temel
olarak ¢oklu al alt birimlerinin varligindan kaynaklanmaktadir (108). Molekiiler
olarak on iiyesi olan Cav, yiiksek voltaj ve diisiik voltaj ile aktive olan olmak
tizere iki genis grubu ayrilmaktadir. Diisiik voltaj ile aktive Cav ii¢ oa-iliniteden
olusan T-tipi kanallardir (CACNA1G, CACNA1H ve CACNA1I). Diger yedi Cav
tiyeleri ise yiiksek voltaj ile aktive olan L-tipi (CACNAIS, CACNAIC,
CACNAID ve CACNAI1F), P/Q-tipi (CACNA1A), N-tipi (CACNAI1B), ve R-tipi

(CACNAIE) kanallardir (107) (Tablo 1).
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Tablo 1: Sican beyninde ifade edilen bazi voltaj kapili kalsiyum kanallar1 ve bilinen

fonksiyonlari

Sembolii Adi Fonksiyonu

CACNAlIA Calcium Voltage-Gated = Kas kasilmasi, hormon veya norotransmitter

(Cav2.1) Channel Subunit Alphal A salmimi ve gen ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynar (109)

CACNAI1B Calcium Voltage-Gated = Norotransmitter ve hormon saliimi ile

(Cav2.2) Channel Subunit Alphal B iliskilidir (110).

CACNA1C Calcium Voltage-Gated = Noroendokrin diizenlemede rolii vardir (111).

(Cavl.2) Channel Subunit Alphal C Duygusal uyaricilara yanit olarak, amigdala
ve hipokampal aktiviteyi arttirir. Polimorfizmi
veya delesyonu MDB ve sizofreni igin risk
faktoridiir (112, 113).

CACNAIE Calcium Voltage-Gated = Dopamin salimimi, hizli glutamerjik iletim,

(Cav2.3) Channel Subunit Alphal E o0grenme, hafiza ve uyku diizenlenmesinde
rolii vardir (114, 115). Patojenik varyantlari
norogelisimsel bozukuklar ile
iliskilendirilmektedir (116).

CACNA1H Calcium Voltage-Gated = Noronal  uyarilabilirligi  etkiler  (117).

(Cav3.2) Channel Subunit Alphal H Mutasyonu ¢ocukluk cag1 epilepsisi ve otizm

ile iliskilendirilmektedir (118).

3.8.2. Potasyum Kanallarn

Membran proteinlerinin en yaygin ve gesitliligi fazla sinifim olusturan K*

kanallari; apoptozun diizenlenmesi, hiicre biiylimesi ve farklilagmasi,
norotransmiterlerin ve hormonlarin salimimi, kardiyak aktivitenin stirdiiriilmesi
gibi Onemli siire¢lerde rol oynamaktadir (119, 120). Fonksiyonuna ve alt
{initelerinin yapisina gore K* kanallar1 Igeri dogrultucu (inwardly rectifying)
potasyum kanallar1 (Kir), Ca** ile aktive olan K* kanallari, iki por bolgeli (two-
pore domain) potasyum kanallar1 (K2P), voltaj kapili potasyum kanallar1 (K,)

olmak {izere dort ana sinifa ayrilmaktadir (121).

3.8.2.1. Voltaj Kapih Potasyum Kanallar:

Cesitli hiicresel siire¢lerde 6nemli bir diizenleyici rol oynayan voltaj kapili

K" kanallar1 (Kv), merkezi bir poru gevreleyen, her biri 6 transmembran (S1-S6)
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uzantidan olusan 4 polipeptidin organize olmus halidir (122). Voltaj kapil
potasyum kanallarinin biyofiziksel, fonksiyonel ve farmakolojik 6zelliklerine gore
her biri kendi i¢inde alt tiplere ayrilan 12 farkli alt sinifi bulunmaktadir (K, 1.1-
1.8, K, 2.1-2.2, K, 3.1-3.4, K, 4.1-4.3, K, 5.1, K, 6.1-6.4, K, 7.1-7.5, K, 8.1-8.2,

K, 9.1-9.3, K, 10.1-10.2, K, 11.1-11.3, K, 12.1,12.3) (119) (Tablo 2).

3.8.2.2. ki Gozenekli (Two-Pore Domain) Potasyum Kanallar

Iki gdzenekli potasyum kanallar1 (K2P); fizyolojik membran kosullarinda
stirekli olarak agik sekilde bulunarak dinlenme anindaki membran potansiyelinin
diizenlenmesine yardimci olmaktadirlar. Beyin disindaki dokularda diisiik
diizeylerde bulunduklar1 bilinmektedir. Fizyolojik rolii heniiz net olmamakla
birlikte solunum, aldosteron salgilanmasi, noronal aktivite ve ndron apoptozunda
gorev aldigr diistintilmektedir (123). Dort adet transmembran segment ve ardisik 2
gozenekten olusan K* kanalinin 18 alt sinifi bulunmaktadir (KCNK1-18) (124,

125) (Tablo 2).

3.8.2.3. iceri Dogrultucu (Inwardly-Rectifying) Potasyum Kanallar

Noron ve kardiyak miyositler gibi uyarilabilir hiicrelerde rol oynayan igeri
dogrultucu (inwardly rectifying) K kanallar1 (Kir), membran hiperpolarize
oldugunda aktive olup agilan, depolarize oldugunda ise kapanan kanallardir. Bu
kanallar aksiyon potansiyelini membran dinlenim potansiyeline c¢evirerek hiicre
uyarilabilirliginin diizenlenmesini saglamaktadirlar. Tetramer yapida olan ve iki
transmembran alandan (domain) olusan Kir kanallarinin yedi alt sinifi (Kirl-7)

bulunmaktadir (126, 127) (Tablo 2).
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Tablo 2: Sigan beyninde ifade edilen bazi potasyum kanallar1 ve bilinen fonksiyonlar

Voltaj kapili potasyum kanallar

Sembolii Adi Fonksiyonlari
KCNAL1 (K,1.1) Potassium Voltage-Gated = Akson repolarizasyonu ve
Channel Subfamily A demiyelinizasyonunda fonksiyonu vardir
Member 1 (128). Eksikligi noérolojik hastalilara
neden olmakta ve Ogrenmeyi olumsuz
yonde etkilemektedir (129).
KCNA2 (K, 1.2) Potassium Voltage-Gated = Akson  demiyelinizasyonunu  (128).
Channel  Subfamily A  Hipokampal ag olgunlagmasim ve
Member 2 ndrotrasnmitter salinimint
diizenlemektedir (129).
KCNA3 (K, 1.3) Potassium Voltage-Gated = Akson  demiyelinizasyonunu  (128),
Channel  Subfamily A | ndroprogenitor hiicre farklilagsmasim ve
Member 3 olgunlagmasini diizenlemektedir (129).
KCNA4 (K, 1.4) Potassium Voltage-Gated =~ Norotransmitter  salinimini  diizenler.
Channel  Subfamily A  Asirt ifadesi Alzheimer ile iligkilidir
Member 4 (129).
KCNAS (K, 1.5) Potassium Voltage-Gated Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol
Channel  Subfamily A | oynar (129).
Member 5
KCNAG6 (K, 1.6) Potassium Voltage-Gated = Viseral duyu noéronlarinin
Channel Subfamily A uyarlabilirligini  etkiler. Endokrin
Member 6 hiicrelerden sinaptik geeisi ve
KCNA7 (K, 1.7) Potassium Voltage-Gated = salgilanmay1 Kontrol etmektedir (129).
Channel  Subfamily A Atriyum ve  ventrikillde aksiyon
Member 7 potansiyeli olusturur. Kalitsal kalp
rahatsizliklar1 i¢in aday bir gendir (129).
KCNABI1 (K,p1) Potassium Voltage-Gated = Hipokampal noéronlarin uyarilabilirligini
Channel  Subfamily A  etkiler. Bozuklugunun 06grenme ve
Member Regulatory Beta hafizayr  etkiledigi  diigiiniilmektedir
Subunit 1 (130).
KCNAB2 (K,B2) Potassium Voltage-Gated = Potasyum kanallarinin biyosentezini ve
Channel  Subfamily A  fonksiyonunu modiile etmektedir (129).
Member Regulatory Beta
Subunit 2
KCNAB3 (K,3) Potassium Voltage-Gated = Kv1.5 fonksiyonunu etkilemektedir
Channel  Subfamily A @ (131).
Member Regulatory Beta
Subunit 3
KCNB1 (K, 2.1) Potassium Voltage-Gated = Noropeptid ve norotrofinlerin salinimini
Channel  Subfamily B | etkilemektedir. Eksikligi noronal ve
Member 1 davranigsal asirt  uyarilmaya neden
olabilmektedir (129).
KCNB2 (K, 2.2) Potassium Voltage-Gated = Somatodendritik uyarilabilirligi ve uyku
Channel  Subfamily B @ davranmisinda GABAerjik  ndronlarin
Member 2 fonksiyonunu etkilemektedir (129).
KCNC1 (K, 3.1) Potassium Voltage-Gated = Eksikligi  norotransmitter — salmimini
Channel  Subfamily C | degistirmektedir. Sizofreni
Member 1 patofizyolojisinde  rol  oynamaktadir
(129).
KCNC2 (K, 3.2) Potassium Voltage-Gated = Farmakolojik veya genetik bozuklugu
Channel  Subfamily C | inhibitér néronlarda hizli artisa ve ndbet
Member 2 duyarliliginin artmasina neden
olmaktadir (129).
KCND1 (K, 4.1) Potassium Voltage-Gated =Beyinde  yiliksek  seviyede  ifade
Channel Subfamily D @ edilmektedir. Hiicre proliferasyonunda
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KCND2 (K, 4.2)

KCND3 (K, 4.3)

KCNE2

KCNE3

KCNE4

KCNF1 (K, 5.1)

KCNGI1 (K, 6.1)

KCNG2 (K, 6.2)

KCNG3 (K, 6.3)

KCNG4 (K, 6.4)

KCNH1 (K, 10.1)

KCNH2 (K, 11.1)

KCNH3 (K, 12.2)

KCNH4 (K, 12.3)

KCNHS (K, 10.2)

KCNH6 (K, 11.2)

Member 1

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily D
Member 2

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily D
Member 3

Potassium  Voltage-Gated
Channel  Subfamily E
Regulatory Subunit 2
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily E
Regulatory Subunit 3
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily E
Regulatory Subunit 4
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily F
Member 1

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily G
Member 1

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily G
Member 2

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily G
Member 3

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily G
Member 4

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily H
Member 1

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily H
Member 2

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily H
Member 3

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily H
Member 4

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily H
Member 5

Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily H
Member 6
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rol oynadig: diisiiniilmektedir. Alzheimer
hastaliginda degisimi gézlenmistir (129).
Soma ve dendritlerde bol bulunmaktadir.
Norolojik hastaliklarin patofizyolojisinde
rol oynamaktadir (129).

Noronal somatodendritik etkilesimlerde,
agr1 plastisitesinde, diiz ve kardiyak
kaslarin kasilmasinda rol oynamaktadir.
Inme, alzheimer, aritmi ve kardiyak
hipertrofi gibi hastaliklar icin terapdtik
bir hedef oldugu diistintilmektedir (129).

HCNI1,2,4  kanallarinin  iletkenligini
modiile etmektedir (132).

I¢ kulak ve beyinde eksprese olmaktadir.

Duyma bozukluklar ile
iliskilendirilmistir (133).
KCNQI1 kanalin1 inhibe edici etkisi

bulunmaktadir (134). Immiin tepkilerin
Kontroliinde rolii oldugu
diisiiniilmektedir (135).

Potasyum kanallarin1 modiile etmektedir
(129).

Agirlikli olarak beyin, plasenta ve iskelet
kasinda ifade edilmektedir. Kv2.2
kanallarinin kinetigini diizenlemektedir.
(129).

Kardiyak aksiyon potansiyel
repolarizasyonuna katkida
bulunmaktadir (129).

Kardiyak aksiyon potansiyel
repolarizasyonuna katkida
bulunmaktadir (129).

Beyinde  yiikksek  seviyede ifade
edilmektedir. Migrenle iligkili oldugu
disiiniilmektedir (129).

Cogunlukla beyin dokusunda ifade edilir.
Hiicre uyarilabilirligi, hafiza siiregleri ve
hiicre cogalmasi ile ilgilidir (129).
Kortikal fizyoloji, bilis ve psikozda rol
oynamaktadir. Sizofreni
patofizyolojisinde oldugu
distintilmektedir (136).

Hipokampal piramidal néronlarin
uyarilabilirligini diizenlemektedir.
Biligsel fonksiyon ve epilepsi ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir (129).

etkisi

Hiicre dongiisiiniin ~ diizenlenmesinde
rolii vardir. (129).
Biiyiikk  ol¢iide  noronlarda  ifade

olmaktadir. Ogrenme ve hafiza ile ilgili
oldugu diistiniilmektedir (129).
Fotoreseptorlerde ve bipolar hiicrelerde
glutamatin sinaptik salinimim
saglamaktadir (129).



KCNH7 (K, 11.3)

KCNHS (K, 12.1)

KCNQ1 (K, 7.1)

KCNQ2 (K, 7.2)

KCNQ3 (K, 7.3)

KCNQ4 (K, 7.4)

KCNQ5 (K, 7.5)

KCNS1 (K, 9.1)

KCNS2 (K, 9.2)

KCNS3 (K, 9.3)

Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily H
Member 7
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily H
Member 8
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily Q
Member 1
Potassium  Voltage-Gated
Channel  Subfamily Q
Member 2
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily Q
Member 3
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily Q
Member 4
Potassium Voltage-Gated
Channel  Subfamily Q
Member 5
Potassium  Voltage-Gated
Channel Modifier

Subfamily S Member 1

Potassium Voltage-Gated
Channel Modifier
Subfamily S Member 2
Potassium Voltage-Gated
Channel Modifier
Subfamily S Member 3

Sinir sisteminde ifade edilmektedir.
Mutasyonunun bipolar spektrum
bozuklugu ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir (129).

Biiyiik ol¢iide MSS’de ifade
edilmektedir (129). Hipokampal
ndéronlarm  uyarilabilirligini  modiile
etmektedir (137).

Noronal uyarilmay:r diizenlemektedir.
Epilepsi patogenezinde rolii oldugu
diisiiniilmektedir (129).

Ozellikle  hipokampal ve  kortikal
ndronlarda ifade edilmektedir.
Yenidogan epilepsisi ile
iligkilendirilmektedir (129).

Ozellikle  hipokampal ve  kortikal
ndronlarda ifade edilmektedir.
Yenidogan epilepsisi ile
iligskilendirilmektedir (129).

Noron uyarilabilirliginin
diizenlenmesinde ve membran

potansiyelinin dengelenmesinde kilit rol
oynamaktadir. Duyma bozukluklarinda
rolii bulunmaktadir (129).

Beyindeki fonksiyonu ve norolojik
hastaliklarla  iligkisi tam  olarak
bilinmemektedir (129).

Sensér  ndronlarin  uyarilabilirligini
inhibe edici 6zelligi vardir. Mutasyonu
sonucu sensor ndronlarda

hiperaktivasyon gozlenmistir. Noropatik
agrida rolii bulunmaktadir (129).

Sadece beyinde ifade edildigi
bilinmektedir (129). Hareket bozuklugu
ile iligkilidir (138).

Beyinde ve akcigerde ifade edilmektedir.
(129). Sizofreni hastalarinin prefrontal
kortekslerinde ifadesinin azaldigi tespit
edilmigtir (139).

KCNV1 (K, 8.1) Potassium Voltage-Gated = Beyinde ifade edilmektedir. Epilepsi
Channel Modifier = patofizyolojisinde rolii oldugu
Subfamily V Member 1 diistiniilmektedir (129).

KCNV2 (K, 8.2) Potassium Voltage-Gated =Beyinde ifade edilmektedir. Epilepsi
Channel Modifier = patofizyolojisinde rolii oldugu
Subfamily V Member 2 diistiniilmektedir (129).

Iceri dogrultucu potasyum kanallari

Sembolii Adi Fonksiyonu

KCNJ2 (Kir2.1) Potassium inwardly- = Kas hiicrelerinin ve noronlarin
rectifying uyarilabilirligini belirlemektedir (129).
channel, subfamily Fonksiyon  bozukluklar1  otizm  ve
J, member 2 epilepsi fenotipini etkilemektedir (128).

KCNJ3 (Kir3.1) Potassium inwardly- Kalp ve beyindeki uyarilabilirligin
rectifying diizenlenmesinde dnemlidir. Sizofreni ile
channel, subfamily iligkili oldugu belirlenmistir (140).
J, member 3

KCNJ4 (Kir2.3) Potassium inwardly- = Kas hiicrelerinin ~ ve noronlarin
rectifying uyarilabilirligini etkiler. Temporal lob
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KCNJS5 (Kir3.4)

KCNJ6 (Kir3.2)

KCNIJ8 (Kir6.1)

KCNJ9 (Kir3.3)

KCNJ10 (Kir4.1)

KCNJ11 (Kir6.2)

channel, subfamily

J, member 4

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily

J, member 5

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily

J, member 6

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily
J, member 8

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily

J, member 9

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily

J, member 10

Potassium inwardly-
rectifying

channel, subfamily

J, member 11

epilepsisi ile iliskilidir (129).

Noronal  iletim  ve  hiicre  igi
sinyalizasyonda onemli rol
oynamaktadir. Hiperaktivite ve tourette
sendromu ile iliskilidir (141).

Opioid reseptorii  fonksiyonu igin
onemlidir (129). Alkol bagimliliginin
patofizyolojisinde rolii bulunmaktadir
(142).

ATP  duyarli potasyum kanalidir.
Hiicresel metabolizma ig¢in 6nemlidir
(129).

Serotonerjik diizenlemede rolii vardir.
Sizofreni ile iligkilendirilmektedir (129).

Glial fonksiyonun Kontrolii ve ndronal
uyarilabilirlik i¢cin 6nemlidir (143).
Mutasyonlari, otozomal resesif epilepsi,
ataksi, sagirlik ile iliskilidir (144).

ATP  duyarli potasyum kanalidir.
Hiicresel metabolizma i¢in Onemlidir
(129). Mutasyonu; gelisim bouzklugu,
ndrolojik  Ozellikler,  epilepsi  ve
yenidogan diyabeti ile iligkilidir (145).

KCNJ12 (Kir2.2) Potassium inwardly- Yaygm olarak  kardiyomiyosit  ve
rectifying noronlarda ifade edilmektedir. T{imor
channel, subfamily tedavisi ve kas hareketi diizenlemesinde
J, member 12 onemli rol oynamaktadir (146).

KCNJ13 (Kir7.1) Potassium inwardly- | Fotoreseptorler ve retina pigment epiteli
rectifying arasindaki  mikro ortami  Kontrol
channel, subfamily etmektedir. Ayrica beyin ve uterus
J, member 13 fonksiyonunda da etkilidir (147).

KCNJ14 (Kir2.4) Potassium inwardly- | Motor  néronlarin  uyarilabilirligini
rectifying Kontrol  eder  (129).  Striatumda
channel, subfamily dopaminerjik ve kolinerjik
J, member 14 ndrotransmisyonun diizenlenmesinde

onemli rol oynamaktadir (148).

KCNJ16 (Kir5.1) Potassium inwardly- | Ph degisimine duyarli bir kanaldir.
rectifying Periferik kemoreseptorlerde bolca ifade
channel, subfamily edilmektedir (149).

J, member 16
iki porlu potasyum kanallari

Sembolii Adi Fonksiyonu

KCNK1 (TWIK1) Potassium channel Noronlarin igsel uyarilabilirligi,
subfamily K member 1  astrositik pasif iletkenlik ve

astrositlerden  glutamat  saliniminda
fonksiyonu vardir. Norolojik
hastaliklarla iliskili oldugu
diistintilmektedir (150).

KCNK?2 (TREK1) Potassium channel Beyinde yiiksek oranda ifade edilen

subfamily K member 2 = mekanosensitif  kanallardur. Major
depresyon ve cesitli ndrolojik
hastaliklarla iliskilendirilmektedir (151).
KCNK3 (TASK1) Potassium channel T hiicrelerinde ve noronlarda ifade
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KCNK4 (TRAAK1)

KCNKS (TASK?2)

KCNKG6 (TWIK2)

KCNKY9 (TASK3)

KCNK10 (TREK?2)

KCNK12 (THIK2)

KCNK13 (THIK1)

KCNK15 (TASKS)

KCNK18 (TRESK2)

subfamily K member 3

Potassium channel
subfamily K member 4
Potassium channel
subfamily K member 5
Potassium channel
subfamily K member 6
Potassium channel
subfamily K member 9
Potassium channel
subfamily K member
10

Potassium channel
subfamily K member
12

Potassium channel
subfamily K member
13

Potassium channel
subfamily K member
15

Potassium channel
subfamily K member
18

edilmektedir. Noronal uyarilabilirligin
dengelenmesinde ve immiin hiicre
aktivasyonunda rol oynamaktadir (152).
Fizyolojik ve patolojik kosullarda
beyinde  bircok  fonksiyonda  yer
almaktadir. Beyin  iskemisi ile
iligkilendirilmektedir (153).

Hiicre dis1t pH'daki degisikliklere karsi
duyarhdir. Noronal hiicre
uyarilabilirligini  Kontrol etmektedir.
Serebral iskemi ile iligkilendirilmigtir
(154).

Iyon  homeostazinda,  arter  ve
arteriyollerdeki membran potansiyelinin

diizenlenmesinde o6nemli rol
oynamaktadir (155).

Beyin uyarilabilirliginde o6nemli rol
oynamaktadir. Epilepsi ile
iligkilendirilmektedir (156).

MSS’de  yaygin  olarak  bulunur.

Noropatik agri ve hafiza ile iliskili
oldugu bildirilmektedir (157).
Ozellikle beyinde bol ifade edilmektedir.

Birgok fizyolojik  ve patolojik
durumlarda fonksiyonu oldugu
diisiiniilmektedir (158).

Norotransmiter salinimi, néron

uyarilabilirligi, insiilin sekresyonu ve
diiz kas kasilmasinda rol oynamaktadir
(124).

Koku alma sisteminin pargast olan ampul
mitral  hiicrelerinde ~ ve  Purkinje
hiicrelerinde bulunur. Merkezi isitsel
yolla iligkilidir (159).

Dorsal  kdk  ganglionunda  ifade
edilmektedir (Andres 2012). Mutasyonu
migrenle iligkilendirilmektedir (124).

3.8.3. Asit Duyarh Iyon Kanallari (ASICs)

Asit duyarli iyon kanallar1 (Acide sensitive ion channels, ASICs), ligand
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(proton) kapili degenerin/epitel sodyum kanali (DEG/ENaC) siiper ailesinin bir alt
grubu olan asite duyarli, Na* gecirgen iyon kanallaridir. ASICla, ASICIlb,
ASIC2a, ASIC2b, ASIC3 ve ASIC4 olmak {izere bilinen 6 alt grubu vardir. ASIC
alt birimleri, biiyiik bir ekstraseliiler ilmek (loop) ve kisa intraseliiler N- ve C- ucu

gibi iki hidrofobik transmembran bolgeye (TM1 veTM2) sahiptir. Merkezi sinir



sisteminde yaygin olarak bulunan, genel olarak ekstraseliiler pH nin azalmasiyla
aktive olan ve amilorid ile bloklanan bu kanallar noronal aktiviteyi

diizenlemektedirler (160, 161) (Tablo 3).

Tablo 3: Sican beyninde ifade edilen bazi asit duyarli iyon kanallari ve bilinen
fonksiyonlar1

Sembolii Adi Fonksiyonu

ASIC1 Acide  sensitive  ion @ Sinaptik plastisite, O0grenme, hafiza, korku ile
(Accn2) channel 1 iligkilidir (162).

ASIC3 Acide  sensitive  ion = Agri1 modiilasyonu ve korku tepkisinde rolii vardir
(Accn3) channel 3 (163, 164)

3.8.4. Gecici Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallar:

Gegici reseptor potansiyel (Transient Reseptor Potential (TRP)) kanallart;
termal (sicak/soguk), mekanik (osmotik basing, dokunma) veya kimyasal (mentol,
sartmsak vb.) uyaranlarla aktive olan, secici olmayan katyon kanali ailesidir
(Nilius 2007). Biitiin TRP kanallarinda yapisal olarak 6 transmembran segment
(S1-S6) bulunmaktadir (165). TRP kanallarinin, canli hiicrelerin islevlerini ve

yapilarim siirdiirebilmeleri igin gerekli bir iyon olan Ca™

a duyarlhilig1 oldukca
yiiksektir (166). TRP kanallarinin kendi i¢inde alt gruplara ayrilan yedi alt ailesi
bulunmaktadir. Bunlardan; TRP cononcial (TRPC)’nin 7 ayri alt grubu, TRP
vaniloid (TRPV)’nin 6 ayr alt grubu, TRP polisistin (TRPP)’nin 3 ayr1 alt grubu,
TRP mukolipin (TRPML)’nin 3 ayr1 alt grubu, TRP ankyrin (TRPA) nin 1 alt
grubu, TRP melastatin (TRPM)’nin ise 8 ayr1 alt grubu bulunmaktadir. Ayrica

drosophila, zebra balig1 ve solucanda TRP NOMP (No mechanopotential) (TRPN)

alt ailesi bulunmaktadir (167) (Tablo 4).
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Tablo 4: Sican beyninde ifade edilen baz1 TRP kanallar1 ve bilinen fonksiyonlar

Sembolii | Adi Fonksiyonu

TRPA1 Transient receptor potential ~Mekanik ve kimyasal stres sensoriidiir.
cation channel, subfamily A Sinyal iletimi, bliyiime Kontrolii (128),
(Ankyrin) member 1 duyma, soguk algilama ve agn

iletiminde rolii bulunmaktadir (168).

TRPC1 Transient receptor potential cation Noronlarin  korunmasi, cogalma,
channel subfamily C (Canonical) farklilasma (169), tiroid hormonuna
member 1 bagimli dopaminerjik ndron gelisimi

ile iligkilidir (170)

TRPC2 Transient receptor potential cation = Vomeronazal organda feromon
channel subfamily C (Canonical) algilayicidir (171)
member 2

TRPC3 Transient receptor potential cation Norotransmitter salinimi, ¢ogalma,
channel subfamily C (Canonical) farklilasmada rolii vardir (169).
member 3

TRPC5 Transient receptor potential cation Korku tepkisi, norotransmitter
channel subfamily C (Canonical) salimminda fonksiyonu bulunmaktadir
member 5 (169).

TRPC7 Transient receptor potential cation Immiin cevabin verilmesinde rol
channel subfamily C (Canonical) oynamaktadir (167)
member 7

TRPM1 Transient receptor potential cation Timor baskilama (167), retinal ON-
channel subfamily M (Melastatin) bipolar hiicrelerde 151k  tepkisinin
member 1 olusmasinda rol oynamaktadir (172)

TRPM2 Transient receptor potential cation Oksidatif stress sensorii, sinaptik
channel subfamily M (Melastatin) plastisite, immiin cevap, ndrolojik
member 2 hastaliklarla iliskilidir (173)

TRPM3 Transient receptor potential cation = Agr iletimi (174), oligodendrosit
channel subfamily M (Melastatin) = farklilasmasi ve MSS miyelinasyonunu
member 3 saglamaktadir (175).

TRPM4 Transient receptor potential cation =Hafiza (167) ve insiilin saliniminin
channel subfamily M (Melastatin) = kontroliinde (176) rol almaktadir.
member 4

TRPMS Transient receptor potential cation = Tatl, aci1 ve sicak-soguk algilamayi
channel subfamily M (Melastatin) saglamaktadir (167)
member 5

TRPM6 Transient receptor potential cation Mg™ homeostazisinde fonksiyonu
channel subfamily M (Melastatin) bulunmaktadir (167).
member 6

TRPM7 Transient receptor potential cation Mg homeostazisi, hiicre dongiisiiniin
channel subfamily M (Melastatin) kontrolii (167), Akson biiyiimesi,
member 7 primer hipokampal noronlarin

olgunlagmasinda rolii vardir (177).

TRPMS Transient receptor potential cation = Soguk algilama ve agr yolag ile
channel subfamily M (Melastatin) iligkilidir (167).
member 8

TRPV1 Transient receptor potential cation Plastisite, ndrogenez, hiicre
channel subfamily V (Vanilloid) farklilagmasi, gog¢li ve canliliinda
member 1 fonksiyonu vardir (178).

TRPV2 Transient receptor potential cation = Zararl derecede 151 igin
channel subfamily V (Vanilloid) termosensordiir. Immiin hiicre
member 2 fonksiyonunun diizenlenmesinde ve

(179)  akson  biiylimesinde  rol
almaktadir (180).
TRPV3 Transient receptor potential cation = Osmotik basing sensoriidiir (167). Cilt
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channel subfamily V (Vanilloid) bariyeri olusumu, yara iyilesmesi,

member 3 sicaklik algilama, kasinti ve agr
algisinda rol oynamaktadir (181)
TRPV4 Transient receptor potential cation Beyin ozmotik basincinin
channel subfamily V (Vanilloid) diizenlenmesi (182), sinaptik iletimi
member 4 arttiran gliotransmitter salmimi (183)
gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
TRPVS Transient receptor potential cation Bobrekten —Ca® geri  emilimini
channel subfamily V (Vanilloid) saglamaktadir (167).
member 5
TRPV6 Transient receptor potential cation Duedonumdan Ca™ emilimini
channel subfamily V (Vanilloid) saglamaktadir (167).
member 6

3.8.5. Nikotinik Asetilkolin Reseptorii (nAChR) Kanah

Nikotinik asetilkolin reseptorleri, Ca*?, Na* girisi ve K* ¢ikist ile yonetilen
ligand kapili iyon kanal ailesine dahil olan iyonotropik reseptorlerdir (184, 185).
MSS’de, otonomik gangliyonlarda, postgangliyonik noronlarda, adrenal
medullada ve iskelet kasinda bulunmaktadir (186, 187). Nikotinik reseptorler bes
alt liniteden (a, B v, 6, €) olusmaktadir. Memelilerde al-a7, a9-10, B1-B4, v, d, €
olmak tizere on altt nAChR alt birimi tanimlanmistir (188). Bu alt birimlerden
beyinde alfa (a2 — a7, a9 ve al0) ve beta (B2 — p4) alt birimleri bulunmaktadir
(189). Nikotinik reseptor aktivasyonu ACh, NA, DA, 5-HT gibi
norotransmitterlerin salinimina neden olmaktadir (185). Bu reseptorde goriilen
bozukluklarin c¢esitli psikiyatrik hastaliklara neden oldugu bilinmektedir (Tablo

5).
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Tablo 5: Sigan beyninde ifade edilen bazi nikotinik asetilkolin reseptdr kanallari ve
bilinen fonksiyonlari

Sembolii
CHRNA1

CHRNA2

CHRNA3

CHRNA4

CHRNAS

CHRNAG6

CHRNA7

CHRNAY9

CHRNA10

CHRNB1

CHRNB2

CHRNB3

CHRNB4

CHRNE

CHRNG

Ad1
Cholinergic receptor nicotinic alpha
1

Cholinergic receptor nicotinic alpha
2

Cholinergic receptor nicotinic alpha
éholinergic receptor nicotinic alpha
4Cholinergic receptor nicotinic alpha
éholinergic receptor nicotinic alpha
6

Cholinergic receptor nicotinic alpha
7

Cholinergic receptor nicotinic alpha
9

Cholinergic receptor nicotinic alpha
10

Cholinergic receptor nicotinic beta
1

Cholinergic receptor nicotinic beta
2

Cholinergic receptor nicotinic beta
3

Cholinergic receptor nicotinic beta
4

Cholinergic receptor nicotinic
epsilon

Cholinergic receptor nicotinic
gamma

Fonksiyonu

Sinaps olusumu (190) ve noromiiskiiler
sinaptik iletimde gorev almaktadir (191).
Hizli sinaptik iletimi saglamaktadir. Epilepsi,

nikotin bagimliligi, sizofreni gibi
hastaliklarin patofizyolojisinde rolii
bulunmaktadir (192).

Nikotin bagimlilig ile iliskildir (193).

Nikotin bagimlilig1 (194) ve nokturnal frontal
lob epilepsisinde rolii bulunmaktadir (195).
Nikotin bagimlilig ile iliskildir (193).

Nikotin ve alkol bagimliliginda ve (196, 197)
ndropsikyatrik hastaliklarin
patofizyolojizinde rol oynamaktadir (198).
Sizofreni, epilepsi ve otizm ile iliskili oldugu
bilinmektedir (199).

Ic kulak fizyolojisi ve immiin
olusumunda rol oynamaktadir (200)
Ic kulak fizyolojisi ve immiin cevabin
olusumunda rol oynamaktadir (200)
Noromiiskiiler ~ kavsak  hastaliklar1  ile
iliskilidir (201).

Hafiza olusumunda rol oynar. Epilepsi
(Bertrand 2009), alkol ve nikotin bagimlilig
ile iligkilidir (Ehringer 2007).

Nikotin ve alkol bagimliliginda
oynamaktadir (196, 197).
Nikotin bagimliliginda
(193).

Noromiiskiiler kavsak hastaliklarinin
patofizyolojisinde rol oynamaktadir (203)
MSS anomalileri (204) ve ndromuskiiler
bozukluklar ile iligkilidir (205).

cevap

rol

rol oynamaktadir

3.8.6. Siklik Niikleotid Kapih Kanallar

Hiicre

icinde bulunan C-

sonlanmalarina cAMP’nin direkt olarak

baglanmasiyla olusan hiperpolarizasyonla etkinlesen katyon kanallaridir. Siklik

niikleotid kapili katyon kanallar1 beyinde (HCNI1, 2, 3, 4) ve kalpte (HCNI1, 2, 4)

ifade olmaktadirlar (206) (Tablo 6).
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Tablo 6: Sican beyninde ifade edilen bazi siklik niikleotid kapili kanallar ve bilinen

fonksiyonlari

Sembolii  Ad1 Fonksiyonu

HCN1 Hyperpolarization = Activated  Cyclic Motor 0grenme, hafiza ve sinaps
Nucleotide Gated Potassium Channel 1 olugsumunda roli bulunmaktadir (207).

HCN2 Hyperpolarization =~ Activated  Cyclic = Sinaptik plastisite (208), noropatik agr1
Nucleotide Gated Potassium Channel 2 ve inflamasyon ile iligkildir (209).

HCN3 Hyperpolarization ~ Activated  Cyclic = Beyindeki gorevi heniiz
Nucleotide Gated Potassium Channel 3 bilinmemektedir (210).

HCN4 Hyperpolarization =~ Activated  Cyclic Dopaminerjik sistemi modiile
Nucleotide Gated Potassium Channel 4 etmektedir (211).

3.9. Iyon Kanal Inhibitorleri

Birgok onemli fizyolojik siirecte merkezi rol oynayan iyon kanallarinin
yapisal veya islevsel bozukluklari, 6zellikle uyarilabilme 6zelligi olan her tiirlii
hiicreyi, dokuyu ve organi etkileyen, "kanalopatiler" olarak adlandirilan cesitli
hastaliklara yol a¢maktadir (212). Bu nedenle iyon kanallari, hastaliklarin
engellenmesi ve tedavisi icin yiiksek potansiyelli bir hedef olarak
goriilmektedirler (213). Bu amacla peptidler, toksinler, ilaclar, bitkisel alkoloidler
gibi c¢esitli ajanlar iyon kanallarmin modiilasyonunda kullanilmaktadir (214).
Gilinlimiizde hastaliklarin tedavisinde en ¢ok kullanilan ilaglarin %15°1 iyon
kanallarin1 hedeflemektedir (215). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, iyon kanal
inhibitdrlerinin ¢esitli ndropsikiyatrik ve kardiyovaskiiler hastalilarda iyilestirici
etkilerinin  goriilmesi iyon kanal inhibitorlerinin  tedavi etkinligine
odaklanilmasina neden olmustur (216-219).

Iyon kanal inhibitdrlerinin inhibisyon mekanizmalar genel olarak iki ana
kategoriye ayrilmaktadir: (1) por tikama, (2) allosterik baglanma. Por tikama
ozelligindeki inhibitorler, iyon kanalinin por alaninda herhangi bir yere
baglanarak fiziksel olarak poru iyon gegcisine kapatmaktadirlar. Genellikle

potasyum kanal inhibitorleri bu mekanizma ile inhibisyon gergeklestirmektedir.
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Allosterik baglanmada ise porun ekstraseliiler kisminda spesifik bir baglanma
bolgesinin bulunmasi gerekmektedir. Allosterik inhibitorlerin spesifik bolgeye
baglanmasi iyon kanalinda konformasyonel bir degisiklige neden olarak kanalin
islevine engel olmaktadirlar. L tipi kalsiyum kanal inhibitorleri ve ¢ogu dogal

toksin bu mekanizma ile iyon kanallarin1 bloke etmektedir (214).

Tablo 7: Mevcut ¢alismada kullanilan iyon kanal inhibitorleri

Adi Formiilii Hedefledigi iyon Kanah Kaynak
Picol45 C,3H,,CIF3N,O5 TRPC1/4/5 220
bPiDI hydrate C22H3412N2 _ XH20 CHRNAG6 221 . 222
9-Phenanthrol C4H,00 TRPM4 223

3.10. Major Depresif Bozuklukta Iyon Kanallarinin Rolii

Gilinimiizde olduk¢a yaygin olarak goriilen MDB, teshisi ve tedavisi zor
olan yineleyici bir hastaliktir (20). Bu nedenle hastalikla iliskili mekanizmalarin
arastirilmast MDB’nin teshis ve tedavisinde olduk¢a dnemlidir. Hiicre ici sinyal
iletimindeki  diizensizliklerin basta MDB olmak iizere duygudurum
bozukluklarinin altinda yatan 6nemli nedenlerden oldugu bilinmektedir (42).

* ve Ca™ gibi iyonlarm aktivitesinde ve ikincil

Norotransmitterlerde, Na®, K
haberci sistemlerde meydana gelen diizensizliklerin MDB etiyolojisinde rolii
oldugu one siiriilmektedir (224). Hayvan deneyleri ve genetik c¢aligmalar, Cav,
Kv, 5-HT ve purinerjik (P2X7) reseptor kanallar1 dahil olmak iizere bir¢ok kanal
tipinin depresyon benzeri davranisi etkileyebilecegini gdstermektedir (225, 226).
Ayrica beynin duygu diizenlenmesi ile ilgili kisimlarinda bol miktarda bulunan
Ankyrin-3 (ANK-3), CACNA1C, HCN4 gibi iyon kanallarindaki polimorfizmler
MDB ile iliskilendirilmektedir (211, 227). Bu baglamda yapilan c¢ok sayida

calismada, iyon kanali aktivitesinin modiilasyonunun hayvan modellerinde

depresyon benzeri davranigi veya insanlarda depresif belirtileri azaltabildigi
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gbzlenmistir (225). Beyinde Na*, K' ve Ca'™ kanal aktivitesinin inhibe
edilmesinin anksiyete ve MDB tedavisinde 1iyilestirici etkiler gdsterdigi
bildirilmistir (228, 229). Ayrica preklinik caligmalarda bazi antidepresan ilaglarin
iyon kanal inhibitorii 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir (230, 231). Cesitli
MDB hayvan modeli c¢aligmalarinda tetraethylammonium (TEA), apamin,
charybdotoxin, gliquidone ve glibenclamide gibi baz1 K" kanal inhibitorlerinin ve
Ca™ kanal inhibitorii nifedipinin ZYT’de antidepresan etkinliginin oldugu

goriilmiistiir (228, 232).

3.11. mikroRNA’lar

Genetik ifadenin dogru zaman ve miktarda, kusursuz sekilde yerine
getirilebilmesi i¢in insan viicudu var oldugu andan itibaren gen regiilasyonuna
ihtiyag duymaktadir. Yapilan caligmalarda ¢ogunlukla gen ifadesi ile iliskili
oldugu bilinen DNA metilasyonunun, histonlar ve transkripsiyon faktorleri gibi
molekiillerin gen regiilasyonu iizerindeki roliine yogunlasilmistir. (233). Ancak
son yillarda, onceleri sadece DNA ile protein arasinda bilgi tasiyicisi olarak
goriilen RNA’larin, gen diizenlenmesinde de oldukga biiyiik rolii olan molekiiller
oldugu kesfedilmistir (234). Yapilan tim genom sekanslama calismalarinda,
genomun yaklasik %1.5’luk kisminin protein kodlamadan sorumlu oldugu, ¢ok
bliylik bir kisminin ise kodlama yapmayan (noncoding RNA (ncRNA)) olarak
adlandirilan  proteine  donlismeyen  diizenleyici RNA’lar1  olusturdugu
gosterilmistir (234, 235). Giinlimiizde, hedef komplementer mRNA dizisinin
par¢alanmasina veya baskilanmasmma neden olarak posttraskripsiyonel
diizenlemede islev goren birgcok ncRNA bulunmaktadir (236). Bu ncRNA’lardan,

yaklasik 22 niiklotid uzunlugundaki mikroRNA’lar (miRNA), 1993’te Victor
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Ambros ve ekibinin Caenorhabditis elegans ‘in hiicresel gelisim mekanizmasini
inceledigi aragtirma ile kesfedilmistir (234). Ambros ve ekibi gelisimsel
zamanlamayr kontrol eden lin-4 gen {iriliniiniin kisa sa¢ tokasi seklinde, 22
niikleotid uzunlugunda, proteine donistiirilmeyen bir RNA oldugunu
kesfetmislerdir (237). Lin-4’iin, lin-14 mRNA’sinin 3’UTR alaninda bulununan
bolge ile komplementer bir RNA kodladig1 ve bu ncRNA’nin bu bélgeye baglanip
lin-14’lin translasyonunu engelleyerek larval gelisimin zamanlanmasini
diizenledigi saptanmistir (238). Daha sonraki yillarda cesitli arastirmacilar
tarafindan yapilan ¢alismalarda bircok farkli miRNA, miRNA biyogenezinde ve
mRNA susturumunda gorev alan enzimler kesfedilerek mekanizmanin nasil
isledigi daha da aydinlatilmistir (237). miRNA’larin, posttranskripsiyonel gen
susturma mekanizmast ile gen ifadesinin kontroliinde géstermis olduklari etkilerin
cogalma, farklilasma, savunma gibi bir¢cok hiicresel siirecin diizenlenmesinde
onemli rol oynadig1 belirlenmistir (239). Dolayistyla miRNA’larin gérevini yerine
getirememesinin ~ veya normal olmayan ifadelerinin bir¢ok hastaligin

patogenezinde yer aldig1 bilinmektedir (240).

3.12. miRNA Biyogenezi ve Susturma Mekanizmasi

MikroRNA biyogenezi, niikleus ve sitoplazmada bulunan farkli enzimler
ve proteinler aracilifiyla gerceklestirilen karmasik bir siirectir (239). Bu siireg,
protein kodlayan genlerin intronlarinda veya gen ici bolgelerde lokalize miRNA
genlerinden, RNA polimeraz II/III enzimi araciligiyla, birka¢ kb uzunlugundaki
primer miRNA (pri-miRNA) transkripsiyonu ile baslamaktadir (239, 241). Heniiz
olgun yapida olmayan sap-ilmik yapisindaki bu pri-miRNA’larin 5' ucunda 7-

metilguanozin baglik ve 3' ucunda poli-A kuyrugu bulunmaktadir (55). Sap-ilmik
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yapisi, bir RNAaz III enzimi olan Drosha ve kofaktorii DiGeorge kritik sendrom
bolgesi 8 (DGCRS8)’den olusan mikro islemci tarafindan niikleusta kesilerek 60-
70 niikleotid uzunlugunda prekiirsér miRNA (pre-miRNA) olusmaktadir. Pre-
miRNA seklini alan miRNA ¢ekirdekten sitoplazmaya cift iplikli RNA baglama
kapasitesine sahip RAN-GTPaz ile iliskili tasiyict bir protein olan Exportin-5
aracilig ile tasinmaktadir (237). Sitoplazmaya gegen pre-miRNA’nin sap ilmik
yapisi, bir RNAaz III enzimi olan Dicer ve transaktive edici yanit olusturan ¢ift
zincir RNA baglanma proteini (Trans-activation response (TAR) RNA-binding
protein (TRBP)) vasitasiyla kesilerek yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda
“olgun” ve “yolcu” iplik¢iginden olusan cift iplikli miRNA’ya dontistiiriiliir (240-
243). Anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilan zincir yikilirken olgun
iplik ise Argonuate-2 (Ago-2) bagli RISC (RNA-induced silencing complex)
enzim kompleksine baglanir (244). Bu enzim kompleksine baglanan iplik, sahip
oldugu 6-8 niikleotitlik ‘tohum dizisi’ araciligiyla, hedef mRNA’nin ozellikle
3'UTR bolgesi olmak iizere, S'UTR, ORF veya promotor bolgelerine baglanarak
post transkripsiyonel diizenlemeyi gerceklestirmektedir (245, 246). Bu diizenleme
miRNA’larin, hedef mRNA’ya olan komplementerlik derecelerine baglilik
gostermektedir. mikroRNA ve hedef mRNA bdlgesi arasinda tam ya da tama
yakin baz eslesmesi varsa RISC indiiklenerek hedef mRNA’nin yikimi
gerceklesmektedir. MikroRNA’lar hedef mRNA’larin deadenilasyonuna neden
olarak mRNA yikimimi saglayabilmektedirler. mikroRNA ile hedef mRNA
arasinda eksik veya tam olmayan baz eslesmesi olmasi durumunda ise hedef

mRNA baskilanarak translasyon engellenmektedir (239).
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Sekil 1: miRNA Biyogenezi: 1. pri-miRNA transkripti olusumu. 2. pri-miRNA’dan pre-miRNA
olusumu. 3. Pre-miRNA’nin sitoplazmaya taginimi. 4. Pre-miRNA’larin Dicer enzimi ile olgun
miRNA’lara doniisimii 5. miRNA’nin AGO-RISC kompleksi ile birlesmesi. 6. mRNA’nin
translasyonel olarak baskilanmasi veya yikimi (239).

3.13. miRNA ve Major Depresif Bozukluk iliskisi

Sinir sistemi uyaranlara, fonksiyonel ve gelisimsel olarak ¢esitli molekiiler
mekanizmalar yoluyla gen ifadesini degistirerek yanit vermektedir (237). Yapilan
calismalar stres vb. nedenlerle sinir sistemi diizenleyen genlerin ekspresyonunda
gelisen anormalliklerin, prefrontal kortekste noronal yogunlugun azalmasi,
noroplastisite kaybi, amigdalada hipertrofi ve hippokampus hacminde azalma gibi
durumlara neden olarak MDB patogenezininde 6nemli rol oynadigin1 gostermistir
(52, 247). Beyinde bol miktarda bulunan miRNA’lar, nérona 0zgiin genlerin
%30-50’sinin ifadesini degistirebilmektedir. miRNA’nin beyindeki islevlerini

inceleyen ¢esitli ¢calismalar bu molekiillerin beyinde 6nemli bir¢ok hiicresel stireci
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etkileyerek ndrogenez, noral farklilagsma, akson ve dendrit gelisimi, sinaptogenez
ve sinaptik plastisiteyi diizenledigini gostermistir (4, 237). Bu nedenle beyinde
sayica fazla olan ve ¢cogu beyine spesifik olarak bulunan miRNA’lardaki herhangi
bir bozuklugun, sinir sistemini dogrudan etkileyerek MDB gibi c¢esitli
noropsikyatrik hastaliklara neden olmasi muhtemeldir (237). Major depresyon
etiyolojisinde yer alan en Onemli etmenlerden stresin, ndrotrofin seviyelerinde
azalma, norogenezde hasar, sinaptogenezde bozulma vb. gibi etkilerini miRNA
ifadelerini degistirmek suretiyle gosterdigini bildiren, insanlarda ve rodentlerde
yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir (4). Yapilan caligmalarda miRNA’larin MDB
tizerindeki etkisinin, bir norotrofin olan ve noral gelisim ve plastisitede onemli
rolii olan BDNF ifadesini etkileyerek sinaptik plastisiteyi bozmak ya da serotonin
tastyic1 (SERT) ifadesini degistirmek yollar1 ile de olabilecegi one siiriilmektedir
(4, 21). Beyin islevlerinin neredeyse her siirecinde ©Onemli roller {istlenen
miRNA’larin olusum mekanizmasinda islev géren Dicer, Drosha, RISC, DGRCS
molekiillerindeki kusurlar miRNA biyogenezini bozmakta ve MDB olusumuna
katkida bulunmaktadir (248). Dicer nakavt farelerin ndron hacimlerinde ve akson
dallanmalarinda azalma goriiliirken, DGRCS8 nakavt farelerle yapilan ¢aligmalarda
sinaptik baglant1 sayisinda ve dendrit dallanmalarinda azalma oldugu gézlenmistir

(249).

3.14. Major Depresyonda iyon Kanallar1 ve miRNA iliskileri

Sinir ve kas dokularinin uyarilabilirlik 6zelligi nedeniyle kanalopatilerin
onemli bir kisminin noéropsikiyatrik hastaliklara yol actig1 bilinmektedir (212). Bu
nedenle giiniimiizde duygudurum hastaliklariyla ilgili yapilan genetik ¢aligmalarin

cogu hastalikla iliskili oldugu distliniilen iyon kanallar1 ve bu kanallarin
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diizenlenmesinde rolii olan genler lizerine yapilmaktadir (250). Gen ifadesinin
Kontroliinde olduk¢a 6nemli rolii olan mikroRNA’lar iyon kanal genlerinin
ifadelerinin diizenlenmesi siirecine de dahil olmaktadir (251). Insan ve hayvanlar
tizerinde yapilan pek ¢ok MDB caligmasinda miRNA olarak bilinen ve proteine
cevrilmeyen RNA molekiillerinin ifadelerinde degisimler oldugu tespit edilmistir
(52, 249, 252, 253).

MikroRNA’lar ¢esitli iyon kanal genlerini ve iyon kanallar ile iliskili
genleri hedef aldiklar1 gibi iyon kanallarinin da miRNA’larin diizenlenmesinde
etkisi oldugu bilinmektedir (254). Hiicreler biiylime faktorleri, norotransmitterler,
inorganik iyonlar, pH, oksijen, sicakllk ve osmoz gibi faktorlerin oldugu
ekstraseliiler bir mikro ¢evre i¢inde bulunmaktadirlar. Bu faktorler ayn1 zamanda
Oonemli hiicresel siireglerde rolii olan ¢esitli intraseliiler sinyal yolaklar1 ile
birlesmektedir. Bu mikro c¢evredeki degisimlerin miRNA ekspresyonlarinin
degisimine neden oldugu bilinmektedir (254). Ancak su ana kadar MDB’de iyon
kanal inhibitorlerinin, miRNA seviyeleri lizerine etkisinin arastirildig ¢alismalara
rastlanmamuistir. Mevcut antidepresan tedavilerinin sinirliliklari, MDB’nin
tedavisinde daha kapsamhi ve farkli yaklasimlara ihtiyag duyuldugunu
gostermektedir (255). Bu nedenle MDB’de iyon kanal mRNA’larin1 hedefleyen
miRNA ifadelerinin  belirlenmesi ve miRNA-iyon kanal iligkilerinin
arastirilmasinin, hastaligin etyopatogenezinde rol oynayan farklt mekanizmalari
ortaya koyarak hastaligin tan1 ve tedavisi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesine

zemin hazirlayacag diistiniilmektedir.
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Tablo 8: Mevcut calismada ifadesi incelenen miRNA’lar ve hedefledikleri iyon
kanallar1

miRNA Hedefledigi iyon Kanah
rno-miR-135a-5p TRPC1, TRPM4
rno-miR-135b-5p TRPC1, TRPM4
rno-miR-186-5p TRPC1
rno-miR-875 TRPC1
rno-miR-702-3p CHRNAG6
rno-miR-6334 CHRNAG6
rno-miR-344a-5p CHRNAG6
rno-miR-484 CHRNAG6
rno-miR-500-3p CHRNAG6
rno-miR-501-3p CHRNAG6
rno-miR-3569 TRPM4
rno-miR-433-5p TRPM4
rno-miR-6320 TRPMA4
rno-miR-296-5p TRPMA4
rno-miR-361-3p TRPM4
rno-miR-203a-5p TRPM4

Iyon kanallarim hedefleyen o&zellikle 7-8 mer’lik komplemterlize sahip olan miRNA’lar,
TargetScan, miRDB ve miRTarBase gibi veri tabanlarindan seg¢ilmistir (256-258).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, MDB’de iyon kanal gen ifadelerinin
genis capli degerlendirildigi calisma olmadigr ve iyon kanal inhibitorlerinin
antidepresan etkinligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda ¢ogunlukla genel inhibitorler
kullanildig1, kanala spesifik inhibitorlerin terapotik etkinliginin calisildigr ¢ok
fazla calisma olmadig goriilmiistiir. Bu nedenle mevcut calismamiz, konu
hakkinda daha genis kapsamli ve ayrintili calismalarin yapilmasi gerektigi
diisiincesi ile planlanmistir. Planlanan bu caligmada, KHS ile olusturulan sican

MDB modelinde;

1. Major depresyonda etkili oldugu diisiiniilen beyin bolgelerinden, prefrontal
korteks ve hipokampus dokularinda sentezlendigi tespit edilen 115 iyon
kanalinin ifadelerinin degerlendirilmesi ile iyon kanallarinin MDB

etyopatogenezindeki roliiniin kismen aydinlatilmast,
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2. Istatistiki olarak anlamli diizeyde ifade degisimlerinin tespit edildigi iyon
kanallar1 igerisinden, yliksek diizeyde arttig1 tespit edilen iyon kanallarina
(TRPC1, CHRNAG6, TRPM4) spesifik inhibitorlerin (Picol45, BpiDl, 9-
Phenanthrol), MDB’de tedavi amagl kullanilabilirliginin ortaya konmasi,

3. Tedavi amagh iyon kanal inhibitorii kullanilan gruplarda, terapotik
etkinligin, zorunlu ylizme testi, acik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent
testi gibi davranig testlerine ilaveten beyin ndrotransmitter diizeylerindeki
degisimlerin tespitiyle desteklenmesi,

4. Kullanilan iyon kanal inhibitérlerinin, bloke edilen kanallari hedefleyen
miRNA ifadeleri iizerine etkisinin belirlenmesiyle, MDB’de iyon kanal-
miRNA iligkilerinin ve hastaligin etyopatogenezinde rol oynayan farkli
mekanizmalarin ortaya konmasi ayrica MDB’nin teshis ve tedavi basarisinin

takibi i¢in yeni biyobelirteclerin tanimlanmasi amaglanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlari

Calismada denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edilen 48 adet, 2 aylik Wistar albino erkek siganlar
kullanildi. Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanligmin
06.09.2017 tarihli, 181 karar no’lu onayi alindiktan sonra baslatildu.

Kontrol grubundaki siganlar yaklasik 23°C ortam sicakliginda, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ortamda, su ve yemleri ad libitum verilerek, iist kismi
1zgaral1 polikarbonat (50cmx*30cmx20cm) koloni kafeslerinde yasatilirken, diger
gruplara kronik hafif stres (KHS) protokolii cercevesinde ¢esitli uygulamalar

yapildi.

4.2. Deney Gruplan

Calismada 6 deney grubu olusturuldu. Gruplara yapilan uygulamalarin

ayrintilar1 ilgili boliimlerde anlatilmistir.

1. Kontrol grubu (n=10): Kronik hafif stres ve herhangi bir ilag
uygulanmadi. Davranig testleri yaptirildi.

2. KHS grubu (n=10): Kronik hafif stres ve davranis testleri uygulandi.
[lag uygulamas1 yapilmadi.

3. Sham grubu (n=7): Kronik hafif stres uygulanarak diger ilag
gruplartyla ayni saatlerde, 0,3 ml DMSO intraperitonal olarak enjekte edildi. Daha

sonra si¢anlar davranis testlerine tabi tutuldu.
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4. KHS + Pico145 grubu (n=7): Kronik hafif stres uygulamasindan sonra
TRPC1’in inhibitorii olan Picol45 1 mg/kg dozda intraperitonal olarak verildi.
Daha sonra sicanlar davranis testlerine tabi tutuldu.

5. KHS + bPiDI grubu (n=7): Kronik hafif stres uygulamasindan sonra
CHRNAG6 nin spesifik inhibitorii olan bPiDI, 3 mg/kg dozda intraperitonal olarak
verildi. Daha sonra si¢canlara davranis deneyleri uygulandi.

6. KHS + 9-Phe grubu (n=7): Kronik hafif stres modeli olusturulduktan
sonra TRPM4’iin spesifik inhibitorii olan 9-Phenanthrol (9-Phe) 1 mg/kg dozda
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Daha sonra sicanlar davranis testlerine tabi
tutuldu.

Kontrol grubundaki ve KHS gruplarindaki tiim siganlarin viicut agirliklar
KHS uygulamasinin basinda 3., 5. ve 7. haftasinda daras1 alinmis hassas tarti ile

Olciilmiis ve kaydedilmistir.

4.3. Calisma Plani ve Metodu

Calismanin daha iyi anlagilmasi i¢in uygulanacak yontemler ve ¢alisma
plan1t asagida basamaklar halinde Ozetlenmistir. YoOntemlerin ayrintilari ilgili
boliimlerde verilmistir.

1. Kontrol grubu ve KHS grubu siganlarin hipokampus ve prefrontal
kortekslerinde ifade diizeyleri incelenen iyon kanallar1 “expression atlas” (259),
“peptide atlas” (260) gibi veri tabanlarindan ve Shcherbatyy ve ekibinin sican
iyon kanal atlas1 caligmasindan faydalanilarak secildi (261).

2. Kronik hafif stres modeli olusturulan KHS grubuna ve Kontrol grubuna
davranig testleri (Siikroz tercih testi, acik alan testi, zorunlu yiizme testi,

yiikseltilmig art1 labirent testi) yapildi ve siganlarin beyinlerinin prefrontal korteks
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ve hipokampus bolgelerinde segilen iyon kanal ifadeleri qRT-PCR ile analiz
edildi.

3. Ozellikle artis yoniinde degisimi tespit edilen iyon kanallar1 igerisinden
en yliksek miktarda artis gdsteren ve spesifik inhibitorii bulunanlardan 3 tanesi
tedavi uygulamalar1 i¢in se¢ildi (Bknz: Not 1).

4. Kontrol ve KHS gruplarina yapilan davranis testlerinin (Siikroz tercih
testi haric) Sham ve KHS + inhibitér (9-phenantrhrol, BpIDl ve Picol45)
gruplarma da yapilmast ve tim gruplarin nérotransmitter diizeylerinin
belirlenmesi ile kullanilan inhibitérlerin antidepresan etkinligi degerlendirildi.

5. Tim gruplardaki sicanlarin beyinlerinin prefrontal korteks ve
hipokampus bélgelerinde, secilen 3 iyon kanalinin (TRPC1, TRPM4, CHRNAG®6)
mRNA’larim1 hedefleyen ve ozellikle 7-8 mer’lik komplementerlige sahip olan
miRNA’lar, TargetScan, miRDB ve miRTarBase veritabanlarindan belirlenerek
ifadeleri qRT-PCR ile analiz edildi (256-258).

NOT 1: Analizi yapilacak olan iyon kanallarindan artis1 en yiliksek olan 3
adet iyon kanalinin tedavi amachi se¢ciminde asagidaki kriterler gz Oniinde
bulunduruldu.

1. Ogzellikle prefrontal korteks ve hipokampus beyin bélgelerinin her
ikisinde de artis1 tespit edilen iyon kanallarina spesifik inhibitorler secildi.

2. Spesifik inhibitdrii ticari olarak bulunan iyon kanallar tercih edildi.

3. Daha 6nce KHS sigan modelinde tedavi amacli uygulanmamis olmasina

Ozen gosterildi.
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4.4. Ilaclarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Literatiirdeki antidepresan etkinligi calismalarinda ilaglar genellikle akut,
subakut veya kronik olarak uygulanmaktadir (262). Calismamizda, KHS ile
olusturulan MDB modelinde test ettigimiz iyon kanal inhibitdrleri, antidepresan
etkinligin belirlenmesi i¢in uygun yontemlerden biri oldugu bilinen subakut
(davranis testlerinden once, 24 saat i¢inde 3 doz) uygulama ile verildi (263).
Calismada kullanilan iyon kanal inhibitorlerinin kan beyin bariyerini gectigi
bilinmektedir (220, 265-267) (Tablo 9). ila¢ dozlar1 her hayvana tek seferde 0,3
ml i¢ginde verilecek sekilde hesaplanarak ¢oziildii.

Siganlarda KHS ile MDB modeli olusturulduktan sonra, inhibitorler her
grup icin asagida belirtilen dozlarda, davranis deneylerinden 24 saat 6nce, 5 saat
once ve 1 saat dnce olmak lizere 3 doz olarak verildi (263, 264).

TRPC1’in inhibitérii olan Picol45 (MedChemExpress, Kat No: HY-
101507), 1mg/kg dozda olacak sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziilerek,
KHS + Picol45 grubundaki sicanlara her hayvana intraperitonal olarak 0,3 ml
verildi (220, 265).

TRPM#4’iin spesifik inhibitorii olan 9-Phenanthrol (Toronto Research
Chemicals, kat. no: P295020), 1mg/kg dozda olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek,
KHS + 9-Phe grubundaki si¢anlara her hayvana 0,3 ml intraperitonal olarak
enjekte edildi (266).

CHRNAG6’nin spesifik inhibitorii olan bPiDIl hydrate (Sigma-Aldrich, Kat
No: SMLO0182), 3 mg/kg dozda olacak sekilde SF’de ¢oziilerek, her hayvana 0,3

ml intraperitonal olarak enjekte edildi (267).
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Sham grubuna diger gruplarla ayni saatlerde, 0,3 ml % 100’liik DMSO
intraperitonal olarak verildi. Serum fizyolojigin sican beyinleri {lizerine bir

etkisinin olmadig1 bilindiginden ayr1 bir Sham grubu olusturulmamastir.

Tablo 9: Mevcut calismada kullanilan iyon kanal inhibitorleri

Adi Formiilii Hedefi Coziiciisii Doz ve Yontem

Pico145 C,3H,0CIF;N,Os  TRPCI1 DMSO 1 mg/kg / intraperitonal
9-Phenanthrol C4H,00 TRPM4 DMSO 1 mg/kg / intraperitonal
bPiDI hydrate CyH34IN, xH,O CHRNAG6 SF 3 mg/kg / intraperitonal

4.5. Kronik Hafif Stres ile Major Depresif Bozukluk Modelinin

Olusturulmasi

Kronik hafif stres, MDB hayvan modeli ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan
ve giivenilirligi yliksek olan bir yontemdir. Standart bir KHS protokolii
bulunmayip, vyapilan calismalarda farkli sekillerde uygulanabilmektedir.
Calismamizda Willner’in ¢alismalart baz alinarak cesitli modifikasyonlarla bir
KHS protokolii olusturuldu (74). Kronik hafif stres olusturmak amaci ile ratlar, 7
hafta siire ile rastgele olarak giinliik 2-5 farkli stres faktoriine maruz birakildi
(268) (Tablo 10). Deney hayvanlarinin uygulanan stresore alismamasi ve
ongorememesi i¢in ayni stres faktorii iki giin {ist iste uygulanmamistir. Uygulama
sonunda Kontrol grubu ve KHS gruplar1 davranis testlerine (STT, ZYT, AAT,
YALT) tabi tutularak depresif davranislar degerlendirildi. Daha sonra Tablo 9’da
belirtilen dozlarda inhibitor verilen gruplardaki siganlara da davranmis testleri

uygulanarak (STT harig) inhibitorlerin antidepresan etkinlikleri degerlendirildi.
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Tablo 10: Kronik hafif stres ile MDB modeli olusturmak amaci ile siganlara uygulanan

stres faktorleri

Faktor
Gece aydinlikta
birakma

Yabanci cisim

Yiyecek
kisitlama

Su kisitlama
+ 30 dk bos
suluk

Nemli talas

Talagsiz kafes

Izolasyon

Cakar 151k

Giindiiz
karanlikta
birakma

45° egimli kafes

90 dB beyaz ses

Pzts Sah

19.00 —

08.00 —

08.00 —

08.00 —

12.00-
15.00

08.00-
16.00

15.00-
16.00

Cuma Cmts Paz

Car Pers

19.00—

08.00 — 15.00 —

08.00 —

12.00 —

08.00 —

08.00 — 08.00

08.00

11.00-
14.00

12.00-
16.00

08.00-
11.00

09.00-
12.00

09.00-
17.00

14.00-
15.00

12.00-
15.00

KHS ile MBD modeli olusturmak i¢in, Kontrol grubu disindaki gruplara; 18-24 saat su kisitlamasi
+ 30 dk bos suluk verme (76), 12-24 saat yiyecek kisitlamasi (77, 78), 12 saat gece aydinlikta
birakma (78), 3 saat giindiiz karanlikta birakma (77), 8 saat kafesi 45° egik birakma (77), 24 saat
nemli talasl veya talagsiz kafeste birakma (Lulu 2016), 24 saat kafese yabanci bir cisim koyma
(79), 24 saat izolasyon (tek basina ayr1 kafese koyma) (78), 1 saat 90 db beyaz sese maruz birakma
(78) ve 4 saat gakar (strob) 1s18a maruz birakma (80) gibi stres faktorleri uygulandi. Pzts:
Pazartesi, Cars: Carsamba, Pers: Persembe, Cum: Cuma, Cmts: Cumartesi, Paz: Pazar

4.6. Davrams Testleri

Siganlarda KHS ile olusturulan MDB modelinin  davranissal
degerlendirmeleri igin siikroz tercih testi, zorunlu yiizme testi, agik alan testi ve
yiikseltilmig art1 labirent testi uygulanmistir. Calismada kullanilan iyon kanal
inhibitorleri akut uygulandigindan dolayr davramig testleri ayni giin iginde

yapilmustir.
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4.6.1. Siikroz Tercih Testi

Kronik Hafif Stres protokolii uygulanan kemirgenlerde siikroz tercihinin
azalmasit (% 65’in altina diismesi) MDB’nin temel semptomlarindan olan
anhedonia olarak yorumlanmaktadir (269). Calismamizda MDB modelinin
saglikli bir sekilde olusturulmasi igin, anhedoninin gelisip gelismediginin
kontrolii, tiim gruplara STT uygulanarak yapilmistir. Siikroz tercih testi, KHS ye
baslamadan once (bazal), KHS nin 3., 5. ve 7. haftasinda olmak iizere toplam 4
kez uygulandi. KHS’ye baslamadan yapilan bazal STT ile gruplarin % siikroz
tercithi degerinin saglikli diizeyde (= %65) oldugundan emin olundu.
Hesaplamalar (% siikroz tercihi = (siikroz tliketimi / (Su+Siikroz tiiketimi) x 100)
formiiliine gore yapildi.

Test i¢in % 1’lik siikroz (Sigma- Aldrich, Kat No: S8501) ¢ozeltisi
hazirlandi. Testten Once deney gruplarinin siikroza alismasi ig¢in alistirma
prosediirii uygulandi. Alistirma i¢in %1 lik slikroz ¢ozeltisi igeren iki sise, 24 saat
siireyle her bir kafese verildi. Sonraki giin siselerin birine igme suyu digerine %
I’lik siikroz igeren siikroz cozeltisi konularak 24 saat sonra Ol¢iim yapildi.
Suluklarin konumlarina karsi gelisebilecek olast bir tercih yanliligini 6nlemek
amaciyla 12 saat sonra siselerin yerleri degistirildi. Testten 6nce yiyecek veya su
kisitlamas:1 yapilmadi. Siikroz ¢ozeltisi ve su alimi miktari, siselerin son

agirliginin (24 saat sonra) baslangi¢ agirligindan ¢ikarilmasiyla hesaplandi (269).

4.6.2. Zorunlu Yiizme Testi

Kemirgenlerle yapilan MDB calismalarinda, 6zellikle antidepresan tedavi

taramalarinda en sik kullanilan ve gilivenilirligi yiiksek olan hayvan modeli
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ZYT’dir. Mevcut calismamizda ZYT uygulamasi, Porsolt ve arkadaslarmin
calismasi baz alinarak yapildi (83). Pleksiglastan yapilmais silindir seklinde, 30 cm
capinda ve 65 cm yiiksekliginde konteynerin i¢i 45 cm’ye kadar 25°C su ile
dolduruldu (270). Denekler ilk giin 15 dk yiizdiiriildii. Yiizdiirmeden 15 dk sonra
Sham ve KHS + inhibitdér (Picol45, 9-Phe, BpiDIl) gruplarina iyon kanal
inhibitorleri belirtilen dozlarda verildi. 24 saat sonra, ZYT’den 5 saat 6nce ve 1
saat once 2. ve 3. ilag dozlar1 uygulandi (263), (Tablo 9). Tiim gruplardaki
sicanlar 5 dk zorunlu yiizmeye birakildi. Toplam siire boyunca siganlarin
hareketsizlik (basin su istiinde oldugu viicudun hareketsiz kaldigi donemler),
yiizme ve tirmanma (diizenegin duvarlarina tirmanma) parametrelerini
hesaplayabilmek icin video kayd: yapildi. Ikinci giiniin yiizdiirme kayitlar: tarafsiz
bir gézlemci tarafindan 5 saniyelik araliklarla skorlama (yilizme, tirmanma ve

hareketsizlik) yapilarak hesaplandi (263, 264).

4.6.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Yiikseltilmis art1 labirent testi, MDB’nin 6nemli semptomlarindan biri
olan anksiyetenin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (72). Pleksiglastan
yapilan, yerden yiiksekligi ve kol uzunlugu 50 cm, kol genislikleri 10 cm ve
kapali kolarmin yiiksekligi 50 cm olan, yiikseltilmis karsilikli iki kolu kapali ve
iki kolu agik, art1 seklinde bir diizenek kullanildi. Sham grubu ve KHS + inhibitor
(Pico145, 9-Phe, BpiDI) gruplarina testten 24 saat, 5 saat ve 1 saat Once ilag
verildi (Tablo 9). Tiim gruplardaki hayvanlar labirentin ortasina, basi acik kola
dogru bakacak sekilde yerlestirilerek 5 dk siire ile video kayidi yapildi (271).
Deney hayvaninin kapali kol iizerinde gecirdigi zamanin uzamasi, hareketsizlik

siiresinin artmasi ve agik kola giris sayisinin, merkezi alanda gezinme siiresinin ve
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arka ekstremite iizerine kalkip havayr koklama sayisinin azalmasi anksiyete
gostergesi olarak degerlendirildi (72). Her bir sican yiikseltilmis art1 labirent
testinde degerlendirildikten sonra, diger hayvanlarin etkilenmemesi icin labirent

% 70’1ik alkol ile temizlendi (271).

4.6.4. Acik Alan Testi

Acik alan testi, arastirilmak istenen ilag ya da deney Oncesi ve sonrasi
duygusal durumda meydana gelebilecek degisiklikleri saptamak icin en c¢ok
kullanilan testlerden biridir (272). Lokomotor aktivite, arastirma aktivitesi ve
anksiyete seviyesi ac¢ik alan testinde degerlendirilebilmektedir. Agik alan;
pleksiglastan yapilmis, 80 x 80 cm ebatlarinda, 25 esit kareye ayrilmis ve
kenarlar1 40 cm yiiksekliginde yine plastik ile kapatilmig, tizeri acik bir
diizenektir. Sham grubu ve KHS + inhibitor (Picol45, 9-Phe, BpiDl) gruplarina
testten 24 saat, 5 saat ve 1 saat Once ilag verildi (Tablo 9). Tiim gruplardaki
sicanlar agik alanin merkezine birakilarak 5 dakika boyunca kamera kayidi alindi.
Hayvanin kenarda ve merkezde gecirdigi siire, gectigi kare sayisi (katettigi
mesafe, horizontal aktivite), defekasyon sayisi, iki arka ekstremitesi lizerine
kalkarak etrafi inceleme hareketi (sahlanma, vertikal aktivite) Olgiildii. Kenarda
gecirilen siirenin, hareketsizligin ve defekasyonun artmasi anksiyete gostergesi
olarak degerlendirildi. Her bir sican kayit altina alindiktan sonra, diger

hayvanlarin etkilenmemesi i¢in labirent % 70’lik alkol ile temizlendi (93).

4.7. Hayvanlarin Dekapite Edilmesi ve Dokularin Alinmasi

Davranis deneylerinden sonra, deneklere anestezisiz Gtenazi islemi

uygulanarak beyinleri hizlica agildi. Beyinin prefrontal korteks ve hipokampus
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bolgeleri ayrildi. Alinan dokular sivi azot tankina alinarak hemen donduruldu ve
daha sonra biyokimyasal ve molekiiler analizlerde kullanilmak {izere -80 °C’de
sakland1. Analizlerin tamami Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji

Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda yapildi.

4.8. Biyokimyasal Analizler

Tiim gruplarin total beyinlerinde, asetilkolin (Fine Test, Kat No: ER1466),
norepinefrin (Sunred Biotechnology Company, Kat No: 201-11-0515), serotonin
(Sunred Biotechnology Company, Kat No: 201-11-1683) ve dopamin (Fine Test,

Kat No: EU0392) diizeyleri sigan spesifik ELISA kitleri kullanilarak analiz edildi.

4.8.1. ELISA Analizleri

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) analizi i¢in kullanilacak
beyin Ornekleri, 50 mg tartilarak 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi.
Tiiplere, icerisinde proteaz inhibitér kokteyli (Sigma-Aldrich, Kat No: P2714)
(100 ml tampon i¢in 1 ml) bulunan soguk fosfat tamponlu tuz ¢ozletisinden
(Phosphate Buffer Saline; PBS, pH 7.4) (Sigma-Aldrich, Kat No: P4417) 450 nl
ve 0,5 mm zirkonyum oksit homojenizasyon boncuklar1 (Next Advance, Kat No:
ZROBO015) eklenerek homojenizatéor (Next Advance, Kat No: BBY24M) ile
homojenize edildi. Homojenize olan ornekler, 4°C’de 4000g’de 10 dk santrfiij
(Beckman Coulter, Allegra X-30R Santrifuge, Kat No: B06322) edilerek,
supernatant kisimlari testte kullanilmak tizere ayirildi. Analizler, Elisa kitlerinin

icinde bulunan kullanma talimatlarina uyularak asagidaki gibi yapildi;

1. Standart diliisyonlar; kitte yer alan standart soliisyon ve standart

diliie edici soliisyonun kullanma talimatinda belitilen miktarlarda

57



ilave edilmesiyle hazirlandi.

2. Kor (Blank) Kuyucuk: 96 kuyucuk bulunan plakanin (plate) ilk
kuyucugu bos birakildi.

Standart Kuyucuklari: 50 pl standart dilisyonlardan ve 50 pl
streptavidin-horseradish peroksidaz (horseradish peroxidase; HRP)’dan
konuldu.

Test kuyucuklari: Homojenize edilen beyin dokusu érneklerinden 40 pl,
spesifik antikordan 10 pl ve streptavidin-HRP’den 50 pl konuldu.

3. Plaka iizeri kapatict ile kapatildiktan sonra hafifce ¢alkalanip 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde plaka iizerindeki
kapatict ¢ikarilip distile su ile 30 kat sulandirilan yikama soliisyonu
ile 1-2 dakika bekletilerek yikandi ve soliisyon dokiilerek plaka,
kurutma kagidinda kurutuldu. Bu agsama 5 kez tekrar edildi.

4. Her kuyucuga 50 pl kromojen A ve 50 ul kromojen B soliisyonlari
ilave edilip hafifce ¢alkalandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

5. Sonrasinda her kuyucuga 50 ul Stop soliisyonu ilave edilerek mavi
rengin sar1 renge doniisimii gozlendi. Mikroplaka okuyucuda
(Thermo Fisher Scientific, Multiscan™ FC Microplate Photometer,
Kat No: 51119000) 450 nanometre (nm) dalga boyunda optik

dansite (OD) dlgiildii.
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4.9. Molekiiler Analizler

Hem iyon kanallarinin hem de miRNA’larin ifadelerinin belirlenmesinde,

gRT-PCR analizleri kullanildi. Analiz i¢in oncelikle hipokampus ve prefrontal

korteks dokularindan RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi.

4.9.1. Beyin Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Beyinin hipokampus ve prefrontal korteks bolgelerinden RNA izolasyonu

kit (Thermo Fisher Scientific, GeneJet RNA Purification Kit, Kat No: K0731)

kullanilarak yapildi. RNA izolasyonu i¢in;

1.

1.5 ml’lik niikleaz igermeyen mikrosantrifiij tliplerine yaklasik 30 mg

doku alindi.

Uzerine Lysis soliisyonundan (1ml Lysis Buffer + 20 pl p- merkapto

etanol) 300 pl eklendi.

Homojenizasyon cihazinda homojenize edildi.

Uzerine 600 pl Proteinaz K soliisyonu (10 ul Proteinaz K + 590 pl TE
Buffer) eklendi. Hafif¢e 10-15 sn vorteks ile karigtirilarak 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

12.000 g’de 5 dk santrifiij yapildi.

Supernatant kisim baska bir niikleaz igermeyen mikrosantrifiij tiipline
aliarak iizerine 450 pul %100 etanol eklendi. Pipetaj yapilarak karistirildi.
Supernatant+etanol karisimindan 700 pl alinarak kolonlu tiiplere aktarildi.
12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kalan supernatant+etanol karigimi i¢in

bu asama tekrar edildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Kolonlu tiipiin alt kismindaki toplama tiipiinde biriken s1v1 bosaltildi.

700 pl wash buffer 1 eklendi. 12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlu
tiipiin alt kisminda biriken s1v1 bosaltildi.

600 ul wash buffer 2 eklendi. 12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlu
tiipiin alt kisminda biriken s1vi bosaltildi.

250 ul wash buffer 2 eklendi. 12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolonlu
tiipiin alt kisminda biriken s1vi bosaltildi.

Toplama tiipleri atilarak kolonlar niikleaz icermeyen mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirildi. Kolonlara 100 pl niikleaz icermeyen su eklenerek
12.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Mikrosantrifij tiipiinde biriken RNA’lar -80 °C’de kullanilincaya kadar
saklandi.

Analizlerin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in Orneklerin RNA

konsantrasyonu spektrofotometriyle (Maestrogen, MaestroNano

Spectrophotometer, Kat No: MN-913) 260 nm’de belirlenerek, en diisiik RNA

degeri standart olarak alind1 ve her grup i¢in ayr1 bir RNA havuzu olusturuldu.

4.9.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

4.9.2.1. mRNA Analizi icin cDNA Sentezi

Iyon kanal genlerinin mRNA diizeyindeki ifade farkliliklarinin tespitinde

kullanilacak c¢cDNA’larin sentezi ig¢in, tiim gruplarin havuzu yapilan RNA
ornekleri kullanildi. cDNA sentezi i¢in The High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit
(Applied Biosystems, Kat No: 4387406) kullanildi (Tablo 11). Toplam 20 ul’lik

hacimde gerceklestirilen cDNA sentezi icin hazirlanan 6rnekler termal dongil
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cihazina (Applied Biosystems, Veriti Thermal Cycler, Kat No: 4375786)
yerlestirildi (Tablo 12). Olusan cDNA 6rnekleri kullanilincaya kadar kisa bir siire

-20 °C’de saklanda.

Tablo 11: cDNA sentezi i¢in gerekli bilesikler ve miktarlart

Bilesik Hacim (ul) X Ornek Sayisi
10X RT tamponu 2,0
25X dNTP karigimi (100mM) 0,8
MultiScribe™ Revers Transkriptaz (50U/ul) 1,0
10XRT Random Primer 2,0
RNase Inhibitor 1,0
RNA o6rnegi 10
Niikleaz igermeyen H,O 3,2
Toplam hacim 20

Tablo 12: cDNA sentezi i¢in PCR programi

PCR 1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5dk o

4.9.2.2. miRNA Analizi icin cDNA Sentezi

miRNA’dan cDNA sentezi iki asamali olarak gerceklestirildi.

Birinci agsamada; mRNA i¢in olusturulan cDNA’da kullanilan “10xRT
random primer” yerine, Tablo 16’da belirtilen miRNA’lara spesifik RT primerler
kullanild1 (Sentegen, Sentebiolab). 10 mikromolarlik (uM)’ RT Primerlerden
10’ar pl alinarak, 1,5 ml’lik niikleaz igermeyen steril bir tiipe konuldu ve niikleaz
icermeyen su ile 1000 pl’ye tamamlandi. Boylece 1 uM’lik RT Primer havuzu

olusturuldu. Bir 6rnek i¢in, Tablo 13’te belirtilen miktarlarda, niikleaz igermeyen
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steril bir tiip i¢inde karistirilan RT primer, dNTP ve miRNA, 65°C’de 5 dakika
bekletildikten hemen sonra 2 dk buz igerisine alinarak pre-cDNA olusturuldu.
Ikinci asamada; Tablo 11°de igerigi ve miktarlar1 verilmis olan cDNA
sentez kiti kullanilarak olusturulan karistm ve birinci asamada hazirlanan pre-
cDNA, 0,1 mI’lik niikleaz igermeyen steril bir tiip icerisinde, her birinden 5’er pl
alinarak (toplam hacim 10 pl) karistirildi. cDNA sentezi i¢in hazirlanan 6rnekler
termal dongii cihazina yerlestirildi (Tablo 12). Elde edilen cDNA o6rnekleri

kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Tablo 13: Pre-cDNA icin gerekli bilesiklerin miktarlar1 ve karisgimin bekletilecegi
sicakliklar

Bilesik Hacim (ul) X Ornek Sayisi
RT primer havuzu (10 pM) 5,0

dNTP (10 uM) 0,5

miRNA (100 ng/ul) 8,0

Toplam hacim 13,5

Sicakhik

Karisim 65°C’de 5 dk + 2 dk buzda bekletildi.

4.9.3 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-

PCR) ile cDNA Amplifikasyonu

Beynin hipokampus ve prefrontal korteks bolgelerinde, kontrol ve KHS
gruplarinda tablo 16’da verilen iyon kanal genlerinin ve tiim gruplarda tablo 17°de
verilen miRNA’larin ifade diizeyleri qRT-PCR ile analiz edildi.

mRNA ve miRNA’dan elde edilen cDNA’lar, dizi spesifik primerlerin
varliginda qRT-PCR araciligiyla amplifiye edildi. Analiz i¢in kullanilan SYBR
Green temelli primerler SenteGen ve Qiagen’den temin edilirken, TagMan temelli

primerler ise Applied Biosystems’den satin alindi (Tablo 16, 17). Iyon kanal
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mRNA’larinin ifade diizeylerinin analizinde referans gen (housekeeping) olarak 3
aktin (ACTB) kullanildi. miRNA’larin ifade diizeyleri belirlenirken hipokampus
dokusunda 5S, prefrontal kortekste ise U6 referans gen olarak kullanildi. Calisma
96 kuyucuklu 0,1 ml’lik plaka’larda (Applied Biosystems, Kat. No: 4346906) ii¢
tekrarli olarak gerceklestirildi. Gen ekspresyonunun analizi i¢in hazirlanan
karistmda SYBR Green primerler igin Power SYBR™ Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Kat No: 4367659) ve TagMan primerler i¢in Golden gPCR
TagMan Probe Master Mix (2x) (TonkBio, Katalog No: TB20002A) kullanildi.
Analiz i¢in, kuyucuklara 1 pul cDNA ve 9 pl tablo 14’de belirtilen miktarlarda
hazirlanan karisim konularak, plakanin iizeri optik filmle (Applied Biosystems,
Kat. No: 4311971) kapatildi. Karisimlarin tamamen dibe ¢okmesi ve kabarciklarin
yok edilmesi i¢in “mini plate spin” cihazinda (Labnet, Kat No: C1000) 30 saniye
santrifiij edildi. Gen ifade seviyeleri, tablo 15°de belirtilen sicaklik dongiileri
kullanilarak, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi ile ol¢tildi.
-AACT

Gruplarin gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklarin hesaplanmasinda

metodu kullanildi.

Tablo 14: qRT-PCR i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlar

Bilesikler Hacim (ul) X Ornek Sayisi
cDNA 1,0

Primer-prob 0,3

Master mix 5,0

Niikleaz igermeyen H,O 3,7

Toplam 10,0

Tablo 15: qRT-PCR programi

RT-PCR 1. Adim 2. Adim 3. Adim
Sicaklik 95°C 95°C 60°C
Zaman 10 dk 15 sn 1dk
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Tablo 16: Iyon kanal genlerinin ifadelerinin qRT-PCR’da analizi icin kullanilan si¢an spesifik primerler

Sembol Marka Dizi (5'-3") veya katalog numarasi Sembol Marka Dizi (5'-3') veya katalog no
ACTB S F CCCATCTATGAGGGTTACGC KCNQI1 Sentegen F CACGGGTTGGAAGTGTTTCG
(Referans) R TTTAATGTCACGCACGATTT R CCAGAGACGGACCACATACTC
CACNAIA KCNQ2 Sentegen F | CTAACCTCTCACGCACCGAC

Applied Rn00563825_ml R ACCTTCTGACTTGGTGATGGC
Biosystems
CACNAIB Applied Rn01643813_ml KCNQ3 Sentegen F | TTCAGGAACAGCACCGTCAG
Biosystems R  CGAACCCGATCCAAGAGACC
CACNAIC Applied Rn00709287_m1 KCNQ4 Sentegen F ' GAACTGGGTCTACAACGTGC
Biosystems R  TAGCAGCAACAGCATCCAGC
CACNAIE Applied Rn00494444_m1 KCNQ5 Sentegen F | ACGGCAGAACACGAGACAAC
Biosystems R  AGCTCAACAGGTCTTTGCTC
CACNAIH Applied Rn01460348_m1 KCNS1 Sentegen F  CGGTGCTGCCTTCTATCTC
Biosystems R  AGAACACTGACACACCCACG
KCNALI Sentegen F  GTGCAGTGTACTTTGCGGAG KCNS2 Sentegen F ' CCAGTGGCGTCTTCAGTGTC
R ACACAATGACAGGTACGGGC R  CTCAGACAGGTCCCACAGG
KCNA2 Sentegen F  TTCTGCCTGCCCTGTCTATC KCNS3 Sentegen F | GAGCCACTAAATGCCGATGC
R  GCTTGGGTCTGAAGCCTTTG R  TCATCTTGTCCAGGGCGATG
KCNA3 Sentegen F AGACACTACCCGAGTTTCGC KCNV1 Sentegen F  ACTCTTCTGGTGGAAAGCCTG
R CAAAGAATCGCACCAGCAGC R  GATTGTCATCCCAAGTGAGCG
KCNAG6 Sentegen F  TTATTGGGCAGGGTGTGTGG KCNV2 Sentegen F |  TACCAACTTCACCAGCATCCTC
R  TAATCTTTCCCGCGCTCTCC R  GGCATCCCGTTGAGAATAATCC
KCNA7 Sentegen F  TTTGTGGTGGAGACCCTGTG KCNIJ2 Sentegen F | ATACAGACGGTGGTACTGGC
R ACGCACCAATCTGATGACCC R  ATATGTGCCTTCGGGTCTCTC
KCNAB1 Sentegen F  AATGGTGAGGACCGACTTCTG KCNI3 Sentegen F TGGAAGGCATCGTGGAAACC
R CAAGACCAAGCACGAAACTC R  CTGTTGGTTATGGCTGGTGC
KCNAB2 Sentegen F  TGGCAGAGCACCTAATGACC KCNJ4 Sentegen F | CAGACCCTCCTCGGACCTTG
R  TGGTGGTGATGACAAGGCTG R  GGTTGGCGAAGTACACGTTG
KCNAB3 Sentegen F  GCACTGGCATGAAATACAGGAAC KCNIJ5 Sentegen F ACCGACATTAACGTGGGCTT
R CTCCAACTTTTGCTCTTGAGG R TGTAAGAGCTCCGTGCTTGG
KCNB1 Sentegen F  AGATGAACGAGGAGCTGAAGCG  KCNJ6 Sentegen F  ACTGAATCTTGCTCCGTTCC
R  GCGTGTTGAGTGACAGAGCG R TCTCGGCTGATGTGTCTTGG
KCNB2 Sentegen F ACATCATTGGCGAAAGGGACC KCNJS8 Applied Rn01492857_ml
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KCNC1

KCNC2

KCNC3

KCNC4

KCND1

KCND2

KCND3

KCNE2

KCNE3

KCNE4

KCNF1

KCNGI1

KCNG2

KCNG3

KCNG4

KCNH1

KCNH2

Sentegen
Sentegen

Applied
Biosystems

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen

Sentegen

Applied
Biosystems

AT AT A

TTCTGTTCAAGCCAGGAGGTG
CCCTACTCATCCCGCTATGC
CGCAGACACCCTCGATGTAG
CCCTATTCATCCAGAGCCGC
ACACCACACACACTCCTTCC

Rn00588870_m1

Rn01748431_ml

Rn01525167_m1

Rn00581941_m1

Rn04339183_ml

AmMmATMATATOATOATAT A TRA T

ATCTTCGTCCAATCGTGCGTG
AAGTTCTCGGCATCCACTCTG
CGAAGACAGATCGCAGAGTC
TGTAGGAGTTGTCATTACGGC
AACTGTCAGCCTTTGATCCCG
CTCCCGCCTCTTGGATTTCA
AGCTCTCACACAGCGATACC
TGGAAGACACAAGCGACTCC
TCGCTGACTAGGATAGAAGAGC
GGTGGAAGGAGGTGTCTGAG
GCTTTCATGGAGCTTCTGGC
CGTTGATTATGACGTGGCG
AGTCTGGATGACGGAGCAG
ATCAGCACGGAGATGTAATAGGG
TTTGATTTGGGACTTGGTTCGG
GGCCAAAGTGATGATGTCCAG
ACGGTAGAGGTGAAGCATCG
ACCTTGGGTGGGAAATGGTC

Rn01442522_ml

KCNJ9
KCNJ10

KCNJ11

KCNJ12
KCNJ13
KCNJ14
KCNIJ16
KCNK1
KCNK2
KCNK3
KCNK4
KCNKS5
KCNK6
KCNK9
KCNK10
KCNK12

KCNK13
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Biosystems
Sentegen

Sentegen

Applied
Biosystems

Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen
Sentegen

Sentegen

F | TTAACACAGAGTGCTTCTCAGGG
R | GTGAACAGGTCGGTCAGGTAG

F | GCCAGTCTCTTCATCTGTCCC

R | GACCCTCCTCCGACGTATTC
Rn01764077_s1

CCACTGACCGAGAAGTGCCC
CTTGCCATTGCCAAAACCGT
CTTCCTTGGTAGGCTGATCCC
AGACCTCTTTGAGCACCATCC
AAGCCCAAGAAACGCAACG
AACCAACATCCACATCCTGGTG
TGAGACCCAAACCACCATCG
GTGCGAAATAGCTGAAGCGG
ATTATGGAGTGTCGGTGCTC
GCCAATGACAGAGTAGATGATGC
GGTTTTCTACTGGCTGGGGT
GTGCTTGAATATGACGGCGG
CACCGTCATCACCACAATCG
GCACGACACGAAACCGATG
TGGAAGATGGCCGAGTCAG
AGGTTCCAAGCTGATGAGTGG
ATCTCCACCATTGGCTTTGGG
CACAAACATGCTCACCTTCCAG
AGTGCTGGCCAACGCATC
TAGCATGGTGATAGGCACGC
TTAAAGCAGAAGAGGTCCGCC
GGGATACCCAGCACAGCATAG
TCCGTCCATCGTCCCAAATTC
GCCCGTTAGTGGCACTCTTG
CACCGTGGTGTCGACCATAG
TGAAGGCCAGCAGCGAGATG
CTTCGTGGGCACAGTGGTAAC
TGACGTAGGCGATGACGGTG

AmATMATOMATmATATATMATATMATDATATATAT



KCNH3

KCNH4

KCNH5

KCNH6

KCNH7

KCNH8

TRPA1

TRPC1

TRPC2

TRPC3

TRPC4

TRPC5

TRPC6

TRPC7

CHRNAL

CHRNA2

Sentegen
Sentegen
Sentegen

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems

Sentegen
Sentegen

Applied
Biosystems

Sentegen

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Sentegen

Qiagen

Qiagen

ACTGTACCCTGAGTTTGCCC
AGATCGTGTGTCCTTGCTCC
CCAGCAGGCATGAAATGGACC
TGATGTTTGGAGGTGGGAATCTG
TGGCAGTGGAGTTCCAAACC
CATGAGCAAGGGTGGTTTCC
Rn00672436_m1

AT A TR T

Rn00590940_m1

ATCCACTACGTCACCACCTG
GTGCAAGGAGAGCAAACATGG
GGTCCACCATCGTGTATCCG
GAAGTGAGGTCCTTCAGCCG
Rn00585625_m1

oM sii~v e 5|

F  ACGGAAGGAGCTGAGTTTAAG
R  GCAGTCTTGCCAGGTTAGGG
Rn00572928_ml

Rn00696282_ml

Rn00590142_ml

Rn00677559_m1
F  GACTCCGCACAGGATTCAGG

R  GCTGGTGCCCTTCTCATTG
PPRO6809A

PPRO6846A

KCNK15
KCNK18
ASIC1

ASIC2

ASIC3

TRPM1

TRPM2

TRPM3

TRPMA4
TRPMS
TRPM6

TRPM7

TRPMS
TRPV1

TRPV2

TRPV3
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Sentegen
Sentegen

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems

Sentegen

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Sentegen

Sentegen

Applied
Biosystems

Sentegen

Applied
Biosystems
Applied
Biosystems
Applied
Biosystems

F  CAGAAAGTACCGCTTCTCCGC
R  AGAACATGCAGAACACTTTGCC
F | TGTGTGAGCATCTACAGCAGC
R  AGCCCTAGATAAGATGGCGG
Rn01638093_¢g1

Rn00563654_m1

Rn00597579_m1

F  TCATAAACGAGTCCCTGCGG
R  ATCTGGAGCTGACACGTTGG
Rn01429410_m1

Rn01479074_m1

Rn00592373_m1

F CAGCAGAGGACAGGTTATGGG
R | GCAGCGAGTACATCAGCAATG
F  AATGAGACATCTTGCCCTCCG
R  TTTAGCAGCATGGATTGTGTCC
Rn01328216_ml

F ACATAGGTGAAGTGGTGAGGG
R  ACAAGCAGCAGGTGGGTATG
Rn00583117_ml

Rn00567974_ml1

Rn01460303_m1



CHRNA3 Qiagen PPRO6782A TRPV4 Applied Rn00576745_m1

Biosystems
CHRNA4 Qiagen PPRO6840A TRPVS Applied Rn00587268_m1
Biosystems
CHRNAS Qiagen PPRO6798A TRPV6 Applied Rn01452373_ml1
Biosystems
CHRNA6 Qiagen PPRO6839E CHRNBI1 Qiagen PPRO6807A
CHRNA7 Qiagen PPR06841C CHRNB2 Qiagen PPRO6813A
CHRNA9 Qiagen PPRO6814A CHRNB3 Qiagen PPR06838C
CHRNAI10 Qiagen PPR50290A CHRNB4 Qiagen PPR44419A
CHRNE Applied Rn00567899_m1 CHRNG Applied Rn00569614_m1
Biosystems Biosystems
HCNI1 Applied Rn00670384_m1 HCN3 Applied Rn00586666_m1
Biosystems Biosystems
HCN2 Applied Rn01408572_mH HCN4 Applied Rn00572232_m1
Biosystems Biosystems

Analiz i¢in kullanilan SYBR Green temelli primerler SenteGen ve Qiagen’den temin edilirken, TagMan temelli primerler ise Applied Biosystems’den satin
alindi. F: Forward, R: Reverse. Iyon kanallari ile ilgili ayrintili bilgi i¢in Tablo 1-6’ya bakimniz.
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Tablo 17: miRNA ifadelerinin qRT-PCR ile degerlendirilmesi i¢in kullanilan si¢an spesifik primerler

Sembol
rno-miR-135a-5p

rno-miR-135b-5p

rno-miR-186-5p

rno-miR-875

rno-miR-702-3p

rno-miR-6334

rno-miR-344a-5p

rmo-miR-484

rno-miR-500-3p

rno-miR-501-3p

rno-miR-3569

rno-miR-433-5p

rno-miR-6320

Hedef Iyon Kanal

TRPC1, TRPM4

TRPCI1, TRPM4

TRPC1

TRPC1

CHRNAG6

CHRNAG6

CHRNAG6

CHRNAG6

CHRNAG6

CHRNAG6

TRPMA4

TRPMA4

TRPM4

RT
F
RT
F
RT
F
R
RT
F
RT
F
RT
F
RT
F
RT
F
RT
F
R
RT
F
RT
F
RT
F
RT
F

Dizi (5'-3")
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCACAT
GCGGCGGTATGGCTTTTTATTCCT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCCCATG
GCGGCGGATGTAGGGCTAAAAGC
CTCAACTGGTGTCGTGGAATCGGCAATTCAGTTGAGAGCCCAAA
ACACTCCAGCTGGGCAAAGAATTCTTCTTT
CTCAAGTGTCGTGGAGTCGGCAA
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCACCTG
GCGGCGGTATACCTCAGTTTTAT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTGGAGT
GCGGCGGTGCCCACCCTTTACCCC
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGCCGGC
GCGGCGGCCAGGCTCTCCCAGCT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACAATCTA
GCGGCGGCCAGGCTCCTGGCT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACATCGGG
GCGGCGGCCAGGCTCAGTCCCCT
CTGTGAATGCTGCCGACTACGATTTTTTTTTTTTTTTTTT
AATGCACCTGGGCAAGGGTTCA

CTGTGAATGCTGCGACTACGAT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCCAAAT
GCGGCGGAATGCACCCGGGCAAGG
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGACCTG
GCGGCGGGGAGGACAGCAGACT
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGAATAA
GCGGCGGTACGGTGAGCCTGTCA
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTGCTGA
GCGGCGGTGAACATGCTTGTAATC
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rno-miR-296-5p
rno-miR-361-3p
rno-miR-203a-5p

U6

5S

Universal Reverse (RT)

Primer

TRPM4
TRPM4
TRPMA4

Referans Gen
(Housekeeping)

Referans Gen
(Housekeeping)

GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACAGGA
GCGGCGGAGGGCCCCCCCTCAA
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACGAAT
GCGGCGGCCCCCAGGTGTGATTCTG
GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGTTGAA
GCGGCGGAGTGGTTCTTAACA

AACGCTTCACGAATTTGCGT

CTCGCTTCGGCAGCACA

AACGCTTCACGAATTTGCGT

AGCCTACAGCACCCGGTATT

GCCCGATCTTGTCTGATCTC

CCTGACCCTGCTTAGCTTCC

GTGCAGGGTCCGAGGT

Analiz i¢cin kullanilan SYBR Green temelli primerler Sentebiolab firmasindan temin edilmistir. F: Forward, R: Reverse.
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4.10. istatistiksel Analizler

Bu calismanin istatistiksel degerlendirmeleri, Firat Universitesi Lisansl
(193.255.124.131) IBM SPSS 22.0 paket program kullanilarak yapildi. Elde
edilen veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak belirtildi. Istatistiksel farklar
bagimsiz gruplarda “one-way ANOVA” ve “independent student-t” testleri ile
hesaplandi. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Deney Hayvanlarinin Viicut Agirhik Parametreleri

Kronik hafif stres modeli olusturulan KHS grubu ve kontrol grubu
siganlarin 7 haftalik siiregteki viicut agirliklarinin (gr) degisimleri degerlendirildi.
Kronik hafif stres protokoliine baslamadan hemen 6nce alinan bazal Olgiimlere
gore kontrol grubu ile KHS grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildi
(p=0,435). Deneyin esit sartlarda baslamasi saglandi. Yedi haftalik KHS
uygulamasimin 3., 5 ve 7. haftalarinin sonunda yapilan tartimlarda ise KHS
grubundaki sicanlarin agirliklarinin, kontrol grubundakilere goére anlamli derecede
azaldig belirlendi (Sirasiyla; p=0,027, p=0,005, p=0,000) (Tablo 18; Sekil 2).
KHS sonrasi tedavi amagli kullanilan iyon kanal inhibitorleri, KHS + inhibitor
gruplarina 1 giin uygulandiktan sonra davranis testleri yapilmasi gerektigi icin

inhibitorlerin siikroz tiiketimine olan etkisi degerlendirilmedi.

Tablo 18: 7 Haftalik KHS uygulamasinin si¢anlarin viicut agirligina etkisi

Grup KHS oncesi 3. Hafta 5. Hafta KHS sonrasi
(Bazal) (7. Hafta)

Kontrol 255,000 + 3,093 278,133 £6,197 298,200 + 5,414 315,666 + 3,792

KHS 253,733 + 5,364 273,733 £3,863" 292,933 +£3,863% 310,000+ 3,565

p degerleri  p=0,628 p=0,027 p=0,005 p=0,000

F degerleri  F=0,435 F= 5,445 F= 9,405 F=17,777

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim.
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Viicut Agiwhg (gr)
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Bazal 3. Hafta 5. Hafta 7. Hafta
——Kontrol KHS
Sekil 2: KHS uygulamasi siiresince kontrol ve KHS gruplarinin viicut agirlik degisimleri. Veriler

ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
degisim.

5.2. Davranis Testlerinin Sonuclari

5.2.1. Siikroz Tercih Testi Verilerinin Analizi

Kronik hafif stres uygulamasi siiresince gruplarin siikroz ¢ozeltisi tiiketim
miktarlarina (ml) bakildiginda; Kontrol ve KHS gruplarinin bazal tiiketim (KHS
oncesi) miktarlar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 yani ¢alismanin esit sartlarda
baglatildig1 goriilmektedir (p>0,05). Ayn1 zamanda Sekil 3’de gosterilen % stlikroz
tercihlerine bakildiginda, bazal donemde siikroz tercihlerinin % 65’in iizerinde
oldugu, yani gruplarin duygu durumu bakimindan saglikli oldugu goriilmektedir.
KHS uygulamasi1 bagladiktan sonra yapilan Olclimlerde; 3. haftada gruplar
arasinda anlamli bir degisim olmazken (p>0,05) 5. ve 7. haftalarda Kontrol
grubuna kiyasla KHS grubunun siikroz tiiketiminde anlamli bir azalma oldugu
(srastyla p=0,021, p=0,001) belirlenmistir (Tablo 19; Sekil 3). KHS sonrasi

tedavi amacl kullanilan iyon kanal inhibitorleri, KHS + inhibitor gruplarma 1 giin
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uygulandiktan sonra davranis testleri yapilmasi gerektigi i¢in inhibitorlerin siikroz

tikketimine olan etkisi degerlendirilmedi.

Tablo 19: KHS uygulamas siiresince gruplarin siikroz ¢ozeltisi tilketim miktarlar1 (ml)

Grup KHS o6ncesi 3. Hafta 5. Hafta KHS Sonrasi
(Bazal) (7. Hafta)

Kontrol 33,19+ 0,99 31,70+ 1,39 30,01 £ 1,42 30,34 £ 0,53

KHS 32,5+2,08 30,34+ 0,79 25,74 £1,41°% 22,66+ 1,45%

p degerleri p= 0,636 p=0,216 p=0,021 p= 0,001

F degerleri F=0,261 F=2,160 F=13,549 F=101,362

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim.
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70 i — . !
60

HH

30
20
10

9% Stikroz Tercihi
&
-]
-l

Bazal 3. Hafta 5. Hafta 7. Hafta

—Kontrol KHS

Sekil 3: KHS uygulamas: siiresince Kontrol ve KHS gruplarinin yiizde (%) siikroz tercihi. Veriler
ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
degisim.

5.2.2. Zorunlu Yiizme Testi Verilerinin Analizi

Kronik hafif stresin ve iyon kanal inhibitorii tedavi uygulamalarinin
sicanlarin  davranis1 iizerine etkisi degerlendirildi. Sicanlarin hareketsizlik
stirelerine bakildiginda; Kontrol grubuna gore sadece KHS grubunda anlamli bir
artis oldugu (p=0,006) goriilmektedir. KHS grubu ile kiyaslandiginda KHS +
Picol45 (p=0,019), KHS + 9-Phe (p= 0,002) ve KHS + BpiDl (p=0,003)

gruplariin hareketsizlik siirelerinde anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir.
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Gruplarin tirmanma verileri karsilastirildiginda; Kontrol grubuna gore
sadece KHS grubunda anlamli bir azalma (p=0,000) oldugu belirlenmistir. KHS
grubu ile kiyaslandiginda KHS + Pico145 (p=0,000), KHS + 9-Phe (p= 0,000) ve
KHS + BpiDI (p=0,003) anlaml1 bir artis oldugu bulunmustur. Sham grubuna gore
KHS + Picol45 (p=0,002) grubunda anlamli artis oldugu saptanmistir

Yiizme parametreleri degerlendirildiginde; Kontrol grubuna goére KHS
grubunda anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir (p=0,022). Diger gruplar arasinda

anlamli bir fark belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 20; Sekil 4).

Tablo 20: ZYT’de siganlarin hareketsizlik, tirmanma ve yiizme parametreleri (sn)

Grup Hareketsizlik Tirmanma Yiizme

Kontrol 15,111 £5,109 108,333 + 29,994 180,166 £ 23,264
KHS 25,500 + 6,980 % 43,777+12,070% 222,733+ 32,788
Sham 19,500 + 3,109 54,000 + 5,291 210,000 £ 22,594
KHS + Picol45 13,750 +5,737" 152,250 + 47,208 ™ 189,250 + 36,971
KHS + 9-Phe 12,000 + 6,164"° 132,500 + 43,926 " 180,500 + 40,981
KHS + BpiDI 11,250 + 4,645° 118,750 + 27,801 " 196,142 + 44,752
p degerleri p=0,000 p=0,000 p=0,026

F degerleri F= 6,479 F=11,625 F=2,856

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh degisim. ® KHS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. © Sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml degisim.

300
a
250 be
200 I
2 e "
w 150
g [
@ 100
a
a
50 b b b 1
o mim I e e -
Hareketsizlik Tirmanma Yiizme

= Kontrol = KHS Sham KHS + Picol45 KHS + 92-Phe KHS + BpiDI

Sekil 4: ZYT’de sigcanlarin hareketsizlik, tirmanma ve yiizme siireleri (sn). Veriler ortalama +
standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. °
KHS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. © Sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim.
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5.2.3. Acik Alan Testi Verilerinin Analizi

Kronik hafif stresin ve iyon kanal inhibitorii tedavi uygulamalarinin
siganlarin davranis1 lizerine etkisi degerlendirildi. Siganlarin agik alan testi
diizeneginin merkezinde gecirdigi siire degerlendirildiginde; Kontrol grubuna
kiyasla KHS (p=0,000), Sham (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,000) ve KHS +
BpiDI (p=0,000) gruplarinda anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir. KHS ve
Sham gruplan ile kiyaslandiginda sadece KHS + Picol45 grubunda siirenin
anlamli olarak arttig1 (p=0,005) belirlenmistir. KHS + Pico145 grubuna gore KHS
+ 9-Phe (p=0,011) ve KHS + BpiDI (p=0,033) gruplarinda anlamli azalma oldugu
bulunmustur.

Sicanlarin  diizenegin  ¢evre (kenar) kisminda gecirdigi  siire
degerlendirildiginde; Kontrol grubuna gore KHS (p=0,001), Sham (p=0,004),
KHS + 9-Phe (p=0,002) ve KHS + BpiDI (p=0,004) gruplarinda siirenin anlamli
olarak arttig1 KHS + Picol45 grubunda ise anlamli bir degisim olmadigi (p>0,05)
gorilmistiir. Diger gruplar aras1 kiyaslamalarda anlamhi bir degisim
belirlenmemistir (p>0,05).

Toplam gecilen kare sayisina bakildiginda; kontrol grubuna kiyasla sadece
KHS grubunda anlamli bir azalma (p=0,003) oldugu bulunmustur. KHS ve Sham
gruplarina gére KHS+Picol45 grubunda anlamli bir artis (sirasiyla p=0,000,
p=0,001) oldugu goriilmiistiir. KHS+Pico145 grubu ile kiyaslandiginda KHS + 9-
Phe (p=0,007) ve KHS + BpiDI (p=0,001) gruplarinda anlamli bir azalma oldugu
belirlenmistir.

Sicanlar hareketsiz kalma siireleri bakimindan degerlendirildiginde;

kontrol grubuna gére KHS (p=0,000), Sham (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,022)
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ve KHS + BpiDI (p=0,016) gruplarinda anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir.
KHS ve Sham gruplarina gére KHS + Picol45 grubunda anlamli bir azalma
(srastyla p=0,000, p=0,005) oldugu diger gruplarda ise anlamlhi bir degisim
olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Diger gruplar aras1 degerlendirmelerde anlamli
bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Sicanlar hareketsiz kalma siireleri bakimindan degerlendirildiginde;
Kontrol grubuna goére KHS (p=0,000), Sham (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,022)
ve KHS + BpiDI (p=0,016) gruplarinda anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir.
KHS ve Sham gruplarina gére KHS + Picol45 grubunda anlamli bir azalma
(swrastyla p=0,005, p=0,000) oldugu diger gruplarda ise anlamli bir degisim
olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Diger gruplar aras1 degerlendirmelerde anlamli
bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Sahlanma sayilarina bakildiginda; Kontrol grubuna gore KHS (p=0,005),
Sham (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,000) ve KHS + BpiDI (p=0,000) gruplarinda
anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. KHS grubuna gére Sham grubunda
anlamli  bir azalma (p=0,018) oldugu bulunmustur. Sham grubu ile
kiyaslandiginda sadece KHS + Picol45 grubunda anlamli bir artis oldugu
(p=0,031) gorilmiistiir. Diger gruplar arast degerlendirmelerde anlamli bir
degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Defakasyon sayilar1 agisindan gruplar arasi degerlendirmelerde anlamli bir

degisim belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 21; Sekil 5).

5.2.4. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi Verilerinin Analizi

Kronik hafif stresin ve iyon kanal inhibitorii tedavi uygulamalarinin

siganlarin davranisi lizerine etkisi degerlendirildi. Sicanlarin YALT diizeneginin
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acik kolunda ge¢irdigi zamana bakildiginda; Kontrol grubuna gére KHS grubunda
anlamli bir azalma oldugu (p=0,011), KHS + Pico145 (p=0,004) ve KHS + 9-Phe
(p=0,032) gruplarinda ise anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. KHS grubu ile
kiyaslandiginda KHS + Picol145 (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,000) ve KHS +
BpiDl (p=0,000) gruplarinda anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. Sham
grubuna gére KHS + Picol45 (p=0,005) ve KHS + 9-Phe (p=0,030) gruplarinda
anlamli bir artis oldugu gorilmiistiir. Diger gruplar arasi degerlendirmelerde
anlamli bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Sicanlarin kapali kolda ge¢irdigi siire degerlendirildiginde; Kontrol
grubuna gore KHS grubunda anlaml bir artis (p=0,003) oldugu, KHS + Picol45
grubunda ise anlaml bir azalma (p=0,043) oldugu goriilmistiir. KHS grubuna
gore; KHS + Picol45 (p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,000) ve KHS + BpiDI
(p=0,036) gruplarinda anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Sham grubu ile
kiyaslandiginda; KHS + Picol145 (p=0,003), KHS + 9-Phe (p=0,049) gruplarinda
anlamli azalma oldugu bulunmustur. Diger gruplar arasi degerlendirmelerde
anlamli bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Diizenegin merkezinde gecirilen siireye bakildiginda; Kontrol grubuna
gore KHS (p=0,000) ve Sham (p=0,014) gruplarinda anlamli bir azalma oldugu
gorilmistir. KHS grubuna gore; KHS + Picol45 (p=0,000), KHS + 9-Phe
(p=0,007) gruplarinda anlamli artis oldugu belirlenmistir. Sham grubu ile
kiyaslandiginda; KHS + Picol45 (p=0,007) grubunda anlamli artis oldugu
bulunmustur. KHS + Picol45 grubu ile kiyaslandiginda KHS + BpiDI grubunda

(p=0,022) anlaml1 bir azalma oldugu belirlenmistir.
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Gruplarin hareketsiz kalma siireleri karsilastirildiginda; Kontrol grubuna
gore KHS (p=0,000) ve Sham (p=0,000) gruplarinda anlamli bir artis oldugu
gorilmistir. KHS grubuna gore; KHS + Picol45 (p=0,000), KHS + 9-Phe
(p=0,014) gruplarinda anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Sham grubu ile
kiyaslandiginda; KHS + Picol45 (p=0,001) ve KHS + 9-Phe (p=0,024)
gruplarinda anlamli  artis oldugu bulunmustur. Diger gruplar arasi
degerlendirmelerde anlamli bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Gruplarin acik kola gegis sayilart karsilastirildiginda istatstiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Sicanlarin sahlanma sayilarina bakildiginda; Kontrol grubuna gére KHS
(p=0,000), Sham (p=0,005), KHS + 9-Phe (p=0,010) ve KHS + BpiDI (p=0,003)
gruplarinda anlamli bir azalma oldugu goriilmistiir. KHS grubuna gore; KHS +
Pico145 grubunda anlamli artis (p=0,001) oldugu belirlenmistir. Sham grubu ile
kiyaslandiginda; KHS + Picol45 grubunda anlamli artis (p=0,025) oldugu
bulunmustur. Diger gruplar aras1 degerlendirmelerde anlamli bir degisim

belirlenmemistir (p>0,05) (Tablo 22; Sekil 6)
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Tablo 21: Gruplarin agik alan testinde gosterdigi davranis parametreleri

Hareketsizlik siiresi

(sm)

Sahlanma sayisi

Defekasyon sayisi

Grup Merkezde gecirilen  Kenarda gecirilen Toplam gecilen
siire (sn) siire (sn) kare sayisi
Kontrol 35,333 £ 16,093 273,000 + 18,587 107,000 + 19,669
KHS 4,700 = 1,888 ° 291,285+ 7,620 57,000 £ 20,760°
Sham 4,200 +3,271° 295,800 + 3,271 82,272 + 24,827
KHS+Pico145 25,666 + 4,932 282,800 + 12,235 138,800 + 31,932
KHS + 9-Phe 5,285 + 2,288 294,714 £2,288* 87,166 + 19,793 ¢
KHS + BpiDI 7,333 + 1,632 293,714 + 3,147° 74,800 + 13,103 ¢
p degerleri p= 0,000 p= 0,000 p= 0,000
F degerleri F=20,158 F=6,411 F=8,747

20,909 + 20,221
142,250 £ 41,015
99,153 + 44,115
32,000 + 20,285 ™
80,000 + 31,835%
82,200 + 19,6772
p= 0,000

F= 12,448

34,083 + 7,329
24,615+ 6,384
13,600 = 1,816 ™
26,000 = 4,000 ¢
19,166 + 5,419
19,857 +7,010*
p= 0,000

F= 10,658

1,900 + 1,370
2,272+ 2,149
1,600 + 2,073
1,600 + 1,516
3,000 + 2,607
1,600 £ 1,516
p= 0,774

F= 0,500

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. * : Kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamh degisim. ® KHS grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim. © : Sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. *: KHS+Pico145 grubuna gore istatistiksel olarak anlaml degisim.
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Sekil 5: Gruplarin agik alan testinde gosterdigi davranis parametreleri. Veriler ortalama + standart
sapma olarak gosterilmistir. * : Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. ° KHS
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. © : Sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
degisim. ¢: KHS+Pico145 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim
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Tablo 22: Gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testindeki davranis parametreleri

Grup Acik kolda gecirilen Kapali kolda Merkezde Hareketsizlik siiresi Acik kola gecis Sahlanma sayisi
siire (sn) gecirilen siire (sn) gecirilen siire (sn) (sn) sayis1

Kontrol 28,000 = 20,629 218,461 + 34,709 63,083 + 19,992 89,363 + 19,064 5,461 = 1,450 16,461 + 3,688

KHS 4,583 +3,502° 262,133 +£22,044? 26,166 + 10,650 172,571 + 35,304 4,200 + 1,859 8,933 +£2,890%

Sham 21,250 + 13,598 244,600 + 23,265 30,000 9,823 % 182,600 + 72,033 * 4,800 + 1,303 9,400 + 3,209

KHS+Pico145 61,000 + 16,748 ** 173,000 + 24,606 ™™ 74,800 + 12,476 80,000 + 18,779 5,800 + 1,095 16,600 + 3,911

KHS + 9-Phe 52,000 + 14,617 194,857 +39,599™ 59,666 +25,897" 112,833 +£23,327™ 5,000 + 2,081 10,571 4,790 *

KHS + BpiDI 47,714 + 19,206 " 219,333 + 15,857 37,4286 +21,508" 138,833 + 31,511 4,857 +2,267 9,500 + 2,588 *

p degerleri p= 0,000 p= 0,000 p= 0,000 p= 0,000 p= 0,422 p= 0,000

F degerleri F= 15,681 F= 10,635 F=9,108 F=11,194 F=1,010 F= 9,606

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. ® KHS grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim. © : Sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. ¢: KHS+Pico145 grubuna gére istatistiksel olarak anlamli degisim.
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Sekil 6: Gruplarin yiikseltilmis art1 labirent testindeki davranis parametreleri Veriler ortalama =+
standart sapma olarak gosterilmistir. * : Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. b
KHS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. © : Sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli degisim. ¢: KHS + Picol45 grubuna gére istatistiksel olarak anlamli degisim.
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5.3. ELISA Verilerinin Analizi

Kronik hafif stresin ve iyon kanal inhibitorlerinin sican beyinlerinin
norotransmitter diizeyleri lizerine etkileri ELISA analizi ile belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda tiim gruplarin serotonin ve noradrenalin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim belirlenmemistir (p>0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; KHS (p= 0,002), Sham (p=0,000), KHS
+ Picol45 (p=0,000), KHS + 9-Phe (p= 0,000) ve KHS + BpiDIl (p=0,000)
gruplariin dopamin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
tespit edilmigtir. KHS grubu ile kiyaslandiginda; Sham (p=0,049), KHS + Pico145
(p=0,000), KHS + 9-Phe (p=0,000) ve KHS + BpiDl (p=0,000) gruplarinin
dopamin seviyelerinde anlamli bir artis oldugu bulunmustur. Sham grubu ile
kiyaslandiginda ise KHS + Picol45 (p=0,011) ve KHS + BpiDl (p=0,007)
gruplarinda anlamli bir artis oldugu goriilmistiir.

Kontrol grubuna gore; KHS (p=0,028) ve KHS + Picol45 (p=0,017)
gruplariin asetilkolin seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu saptanirken diger

gruplarda anlamli bir degisim belirlenmemistir (Tablo 23).
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Tablo 23: Gruplarin nérotransmitter seviyelerindeki degisimler (ng/ml)

Grup 5-HT DA NA ACh
Kontrol 12,314 + 0,957 1,893 +1,086* 2,094 +0,160 10,509 + 3,728
KHS 12,442 £ 1,379 6,674 £2,819*% 2,184 +£0,243  5,825+3,032°
Sham 12,366 + 0,199 11,039 + 1,095 2,058+ 0,156 7,984 +£4,570
KHS + Picol45 13,736 £0,911 17,360 + 4,030 2,102+0,146 3,873 +0,3838"
KHS + 9-Phe 13,646 £ 2,075 15213 +2,925% 1,967 £ 0,153 7,040 2,571
KHS + BpiDI 11,983 £ 0,359 17,061 + 2,149 2 1,964 + 0,240 9,485 + 3,079
p degerleri p= 0,094 p= 0,000 p=0,234 p= 0,008
F degerleri F=2,063 F= 45,831 F= 1,440 F=3,728

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *: Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh degisim. ® KHS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisim. © Sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli degisim. 5-HT: Serotonin, DA: Dopamin, NA: Norarenalin, ACh:
Asetilkolin

5.4. qRT-PCR Verilerinin Analizi

5.4.1. Iyon Kanal ifadelerinin Analizi

Kronik hafif stres ile MDB modeli olusturulan KHS grubunda ve Kontrol
grubunda 115 iyon kanal geninin ifadesi qRT-PCR ile degerlendirilmistir.

KHS grubunun hipokampus dokusunda iyon kanallarinin ifadeleri Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda;

ACCN2 (p=0,005), ACCN3 (p=0,019), KCNAS (p=0,009), KCNE4
(p=0,047), KCNG4 (p=0,010), KCNJ8 (p=0,037), KCNS1 (p=0,010), TRPCl1
(p=0,039), TRPC2 (p=0,021), TRPM4 (0,018), TRPMS8 (0,017), TRPV2
(p=0,012), TRPV4 (P=0,011) iyon kanal ifadelerinde anlamli artig oldugu
goriilmiistiir. CACNA1H (p=0,027), CHRNA9 (p=0,036), CHRNA10 (p=0,023),
CHRNB1 (p=0,032), CHRNB4 (p=0,031), HCNI (p=0,011), KCNAB2
(p=0,007), KCNG2 (p=0,037), KCNH6 (p=0,030), KCNK18 (p=0,021), KCNS2
(p=0,004), TRPM1 (p=0,011), TRPM2 (p=0,031), TRPM7 (p=0,015), TRPV1

(p=0,026) iyon kanallarinin ifadesinde anlamli azalma oldugu tespit edilmistir.
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Diger iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir degisim gézlenmemistir (p>0,05)
(Tablo 24; Sekil 7).

KHS grubunun prefrontal korteks dokusunda iyon kanallarinin ifadeleri
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda;

CACNAIC (p=0,011), CHRNA1 (p=0,038), CHRNAG6 (p=0,012), HCN1
(p=0,009), HCN2 (p=0,047), HCN3 (p=0,018), HCN4 (p=0,019), KCNA6
(p=0,043), KCNA7 (p=0,023), KCND1 (p=0,007), KCNE3 (p=0,023), KCNH16
(p=0,008), KCNS2 (p=0,030), TRPC1 (p=0,006), TRPC3 (p=0,013), TRPM1
(p=0,012) iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir.
KCNAS (p=0,009), KCNG4 (p=0,049), KCNK15 (p=0,047), TRPV2 (p=0,012),
TRPV4 (p=0,047) iyon kanallarinin ifadesinde anlamli azalma oldugu
belirlenmigtir. Diger iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir degisim

gbzlenmemistir (p>0,05) (Tablo 24; Sekil 8).

Tablo 24: Kronik hafif stresin (KHS grubunun) iyon kanal ifadeleri {izerine etkisi

Hipokampus Prefrontal Korteks

Sembol Kat Degisimi  p Degeri Sembol Kat Degisimi  p Degeri
ACTB 1.00 0 ACTB 1.00 0
ACCN2 8.75 0.005175 ACCN2 1.75 0.092641
ACCN3 2.83 0.019566 ACCN3 Caligmadi
CACNA1A 1.35 0.272373 CACNAIA 1.53 0.170132
CACNAI1B 1.17 0.532932 CACNAIB 1.78 0.087517
CACNA1C 1.08 0.764472 CACNAIC 3.84 0.011378
CACNAIE 0.75 0.289800 CACNAIE 1.39 0.268305
CACNAIH 040 0.027006 CACNAIH 1.18 0.559972
CHRNA1 1.33 0.291636 CHRNALI 2.24 0.038389
CHRNA2 0.73 0.245558 CHRNA2 1.48 0.193473
CHRNA3 0.67 0.166654 CHRNA3 1.75 0.092641
CHRNA4 1.24 0.409698 CHRNA4 0.95 0.822637
CHRNAS 0.77 0.331062 CHRNAS 0.64 0.163807
CHRNAG6 1.48 0.170108 CHRNAG6 3.61 0.012575
CHRNA7 0.96 0.857108 CHRNA?7 0.99 0.945901
CHRNAY 0.44 0.036814 CHRNA9 0.92 0.725158
CHRNA10 0.37 0.023722 CHRNAI10 0.95 0.802679
CHRNB1 0.42 0.032213 CHRNBI1 1.03 0.948972
CHRNB2 0.75 0.289800 CHRNB2 0.91 0.687983
CHRNB3 0.42 0.032213 CHRNB3 1.04 0.906960
CHRNB4 0.42 0.031627 CHRNB4 0.85 0.536320
CHRNE 0.54 0.068930 CHRNE 1.60 0.136519
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CHRNG
HCN1
HCN2
HCN3
HCN4
KCNA1
KCNA2
KCNA3
KCNA4
KCNAS
KCNAG6
KCNA7
KCNAB1
KCNAB2
KCNAB3
KCNB1
KCNB2
KCNC1
KCNC2
KCND1
KCND2
KCND3
KCNE2
KCNE3
KCNE4
KCNF1
KCNG1
KCNG2
KCNG3
KCNG4
KCNH1
KCNH2
KCNH3
KCNH4
KCNHS
KCNH6
KCNH7
KCNHS
KCNJ2
KCNJ3
KCNJ4
KCNJ5
KCNJo6
KCNJ8
KCNJ9
KCNJ10
KCNJ11
KCNJ12
KCNJ13
KCNJ14
KCNJ16
KCNK1
KCNK2
KCNK3
KCNK4
KCNKS
KCNK6
KCNK9

0.54
0.25
0.91
0.90
0.93
0.97
0.56
0.52
0.98
4.14
1.49
0.59
1.88
0.17
1.64
0.79
0.91
0.81
1.73
1.45
1.04
1.01
1.43
0.75
2.03
1.18
1.85
0.45
1.60
3.94
1.14
1.38
1.09
0.88
1.54
0.41

1.19
0.84
0.86
1.64
0.77
0.78
2.17
1.45
1.27
1.78
1.06
0.80
1.24
0.97
0.82
1.10
1.51
0.58
0.75
0.93
0.63

0.070700
0.011884
0.688237
0.668435
0.770593
0.901495
0.078414
0.059464
0.923887
0.009786
0.164628
0.094768
0.062175
0.007819
0.109250
0.365768
0.708370
0.403904
0.086302
0.187831
0.895708
0.985835
0.200792
0.289800
0.047309
0.516081
0.065525
0.037550
0.119756
0.010455
0.604347
0.245896
0.722544
0.611145
0.144645
0.030501
Calismadi
0.499641
0.475463
0.557253
0.109250
0.331062
0.342260
0.037719
0.187831
0.370249
0.077098
0.807427
0.378090
0.409698
0.879227
0.445618
0.702013
0.159348
0.092179
0.289800
0.749565
0.130287

CHRNG
HCNI1
HCN2
HCN3
HCN4
KCNALI
KCNA2
KCNA3
KCNA4
KCNAS
KCNAG6
KCNA7
KCNABI
KCNAB2
KCNAB3
KCNB1
KCNB2
KCNC1
KCNC2
KCND1
KCND2
KCND3
KCNE2
KCNE3
KCNE4
KCNF1
KCNG1
KCNG2
KCNG3
KCNG4
KCNHI1
KCNH2
KCNH3
KCNH4
KCNHS5
KCNH6
KCNH7
KCNHS
KCNJ2
KCNJ3
KCNJ4
KCNJ5
KCNIJ6
KCNJ8
KCNJI9
KCNIJ10
KCNIJ11
KCNJ12
KCNJ13
KCNJ14
KCNJ16
KCNK1
KCNK2
KCNK3
KCNK4
KCNKS
KCNK6
KCNK9

1.32
4.44
2.10
2.93
2.87
1.25
1.34
1.14

0.12
2.03
2.68
1.13
1.42
1.37
0.80
1.14
0.95
0.92
5.06
0.96
1.17
1.14
2.64
1.64
1.00
1.39
0.74
1.04
0.45
0.77
1.93
1.33
1.27
1.20
4.89
1.78
1.51
1.18
1.14
1.08
1.66
1.66
1.71
1.38
1.06
1.85
1.11
1.12
1.11
0.86
1.16
1.02
0.96
1.62
1.41
1.07
1.05

0.339099
0.009282
0.047046
0.018768
0.019661
0.437247
0.316256
0.647975
Calismadi

0.009618
0.043783
0.023178
0.685346
0.235260
0.286558
0.400595
0.647975
0.822637
0.725158
0.007960
0.842793
0.576913
0.647975
0.023998
0.124509
0.966850
0.268305
0.297883
0.927942
0.049559
0.345407
0.063247
0.326801
0.410207
0.527132
0.008268
1.78

0.181388
0.559972
0.647975
0.803545
0.117193
0.117193
0.104043
0.277282
0.865232
0.074132
0.723813
0.704450
0.723813
0.567667
0.611802
0.970031
0.842793
0.128369
0.243107
0.823960
0.886050
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KCNK10 0.93 0.749565 KCNK10 1.02 0.970031

KCNK12 0.98 0.923887 KCNK12 1.13 0.685346
KCNK13 0.51 0.056701 KCNK13 0.69 0.216349
KCNK15 0.89 0.629877 KCNK15 0.44 0.047452
KCNK18 0.36 0.021980 Kenk18 Calismadi

KCNQ1 0.80 0.390801 KCNQI 1.32 0.337677
KCNQ2 1.07 0.785832 KCNQ2 0.91 0.687983
KCNQ3 0.97 0.879227 KCNQ3 1.13 0.666517
KCNQ4 1.16 0.550190 KCNQ4 1.03 0.948972
KCNQ5 Calismadi KCNQ5 1.06 1.06

KCNS1 4.00 0.010255 KCNS1 1.16 0.611802
KCNS2 0.02 0.004189 KCNS2 2.36 0.030851
KCNS3 1.84 0.067289 KCNS3 0.80 0.412613
KCNV1 Calismadi KCNV1 0.85 0.85

KCNV2 Calismadi KCNV2 1.11 1.11

TRPA1 1.21 0.452806 TRPA1 1.72 0.101039
TRPC1 2.14 0.039404 TRPC1 6.87 0.006076
TRPC2 2.69 0.021036 TRPC2 Calismadi

TRPC3 1.38 0.245896 TRPC3 341 0.013845
TRPCS 1.28 0.345923 TRPC5 1.88 0.070254
TRPC7 0.71 0.215375 TRPC7 0.93 0.744162
TRPM1 0.25 0.011884 TRPMI1 3.56 0.012873
TRPM2 0.42 0.031627 TRPM2 0.83 0.477839
TRPM3 1.39 0.229756 TRPM3 1.65 0.120785
TRPM4 2.83 0.018843 TRPM4 1.39 0.268305
TRPMS5 1.32 0.301777 TRPMS5 0.90 0.651994
TRPM6 1.64 0.109250 TRPM6 0.60 0.129261
TRPM7 0.30 0.015580 TRPM7 0.57 0.103471
TRPMS 2.93 0.017493 TRPMS 1.01 0.991095
TRPV1 0.39 0.026558 TRPV1 1.48 0.193473
TRPV2 3.43 0.012951 TRPV2 0.18 0.012914
TRPV3 1.41 0.214745 TRPV3 0.51 0.073796
TRPV4 3.63 0.011832 TRPV4 0.44 0.047452
TRPVS 0.75 0.289800 TRPVS 0.51 0.073796
TRPV6 1.07 0.785832 TRPV6 1.88 0.070254

p<0,05 anlamli olarak degerlendirilmistir. Mavi renk; anlamli azalma. Kirmizi renk; anlamlr artis.
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Sekil 7: Kontrol ve KHS grubunun hipokampus dokusunda, iyon kanal genlerinin ifadelerinin
clustergram analizi ve 1s1 haritas1 grafigi. Renk, olcek cubugunda gosterildigi gibi, gen
ifadesinin biiyiikliigiine gore siyahtan yesil veya kirmiziya kadar degismektedir.
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Sekil 8: Kontrol ve KHS grubunun prefrontal korteks dokusunda, iyon kanal genlerinin
ifadelerinin clustergram analizi ve 1s1 haritas1 grafigi. Renk, 6l¢ek ¢ubugunda gosterildigi gibi, gen
ifadesinin biiyiikliigiine gore siyahtan yesil veya kirmiziya kadar degismektedir.
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5.4.2 miRNA ifadelerinin Analizi

Inhibitér uygulanan TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallarinin
mRNA’larin1 hedefleyen miRNA’larin ifadeleri, ilgili gruplarin prefrontal korteks
ve hipokampus bélgelerinde ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Hipokampus dokusunda, TRPC1 iyon kanalin1 hedefleyen miRNA’larin
ifadeleri kontrole gore degerlendirildiginde;

KHS grubunda miR-135a-5p ve miR-135b-5p’nin ifadesinin anlamh
olarak arttig1 (sirasiyla; p=0,022, p=0,018) goriilmiistiir. Sham ve KHS + Pico145
gruplarinda; miR-135a-5p’nin ifadesinin anlamli olarak azaldig1 (sirasiyla
p=0,046, p=0,026), KHS + Picol45 grubunda miR-135b-5p’nin (p=0,021) ve
Sham grubunda miR-875’in anlamli olarak arttig1 (p=0,030) belirlenmistir.
Calismamizda TRPC1’1 hedefleyen miR-186’nin tiim gruplardaki ifadesinde
anlamli bir kat degisimi goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 25; Sekil 9).

Prefrontal korteks dokusunda, TRPC1 iyon kanalint hedefleyen
miRNA’larin ifadeleri kontrole gore degerlendirildiginde;

KHS grubunda, miR-135a-5p (p=0,031) ve miR-135b-5p’nin (p=0,026)
ifadesinde anlamli artis oldugu belirlenmistir. Sham grubunda miR-875’in
ifadesinde anlamli bir azalma (p=0,019) oldugu tespit edilmistir. KHS + Pico145
grubunda miR-135b-5p’nin (p= 0,006) ve miR-875’in (p=0,006) ifadesinde
anlaml bir artis oldugu tespit edilmistir. miR-186’nin tiim gruplardaki ifadesinde
anlamli bir degisim gorilmemistir (p>0,05) (Tablo 26; Sekil 10).

Hipokampus dokusunda, CHRNAG iyon kanalin1 hedefleyen miRNA’larin

ifadeleri kontrol ile kiyaslandiginda;
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KHS, Sham ve KHS + bPIDI gruplarinda miR-6334’iin ifadesinde anlamli
bir artis oldugu (sirasiyla; p=0,004, p=0,004, p= 0,017) belirlenmistir. Sham
grubunda miR-484 (p= 0,023) ve miR-702’nin (p= 0,027) ifadesinde anlamli
azalma oldugu goriilmiistiir. KHS +bPiDI grubunda miR-344a-5p (p=0,046), miR-
484 (p=0,010), miR-501-3p (p=0,012) ve miR-702-3p’nin (p=0,005) ifadesinde
anlamli azalma, miR-6334’{in (p=0,017) ifadesinde ise anlamli bir artis oldugu
belirlenmistir. Calismamizda miR-500-3p’nin ifadesinde KHS, Sham ve KHS +
9-Phe gruplarinda herhangi bir anlamli degisim gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo
25; Sekil 9).

Prefrontal korteks dokusunda, CHRNAG6 iyon kanalin1i hedefleyen
miRNA’larin ifadeleri kontrol ile kiyaslandiginda;

KHS grubunda, miR-484 (p=0,042) ve miR-501-3p’nin (p=0,039)
ifadesinde anlamli azalma oldugu goriilmistir. Sham ve KHS + BpiDI
gruplarinda miR-344 (sirasiyla; p=0,013, p=0,012), miR-484 (sirasiyla; p=0,005,
p= 0,006), miR-500-3p (swrasiyla; p=0,027, p=0,013), miR-501-3p (sirasiyla
p=0,006, p=0,005), miR-702-3p (sirasiyla; p=0,034 p=0,009) ve miR-6334’iin
(strastyla; p=0,037, p= 0,017) ifadesinde anlamli azalma oldugu belirlenmistir
(Tablo 26; Sekil 10).

Hipokampus dokusunda, TRPM4 iyon kanalin1 hedefleyen miRNA’larin
ifadeleri kontrole gore degerlendirildiginde;

KHS grubunda; miR-203a-5p (p=0,009), miR-296-5p (p=0,027) ve miR-
6320’nin (p=0,016) ifadelerinde anlamli artis oldugu belirlenmistir. Sham ve KHS
+ 9-Phe gruplarinda, miR-203a-5p’nin (sirasiyla; p=0,008, p=0,009) ifadesinde

ise anlaml bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-3569, miR-361-3p, miR-433{in
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ifadelerinde KHS, Sham ve KHS + 9-Phe gruplarinda herhangi bir anlamli
degisim gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 25; Sekil 9).

Prefrontal korteks dokusunda, TRPM4 iyon kanalin1 hedefleyen
miRNA’larin ifadeleri kontrole gore degerlendirildiginde;

KHS grubunda, miR-296-5p (p=0,013) ve miR-361-3p’nin (p=0,010)
ifadelerinde anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Sham grubunda ise miR-
296-5p (p=0,036), miR-203a-5p (p=0,026), miR-361-3p (p=0,039) ve miR-433-
5p’nin (p=0,031) ifadelerinde anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. KHS +
9-Phe grubunda miR-296-5p (p=0,012), miR-361-3p (p=0,036) ve miR-6320’nin
(p=0,029) ifadesinde anlaml1 bir azalma oldugu goriilmiistiir. Calismamizda miR-
3569’un tiim gruplardaki ifadesinde anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0,05)

(Tablo 26; Sekil 10).

Tablo 25: Hipokampus dokusunda TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallarini
hedefleyen miRNA’larin ifade degisimleri

TRPC1

Sembol KHS SHAM KHS+Pico145

K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
U6 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-135a-5p  2.64 0.022102 0.48 0.0046237 0.39 0.026121
miR-135b-5p 2,83 0.018843 1.69 0.094131 2.66 0.021738
miR-186-5p 1.20 0.483614 0.97 0.879227 1.82 0.071006
miR-875 1.24 0.409698 2.33 0.030668 1.66 0.102867

CHRNAG6

Sembol KHS SHAM KHS + BpiDI

K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
U6 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-344a-5p  0.64 0.134272 0.75 0.289800 0.48 0.046237
miR-484 0.80 0.390801 0.37 0.023722 0.22 0.010036
miR-500-3p 0.92 0.728818 1.57 0.131504 1.56 0.135721
miR-501-3p 0.51 0.056701 0.66 0.151755 0.26 0.012222
miR-702-3p 1.21 0.452806 0.40 0.027939 0.10 0.005640
miR-6334 15.67 0.004154 10.41 0.004770 2.91 0.017750
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TRPM4

Sembol KHS SHAM KHS + 9-Phe
K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
U6 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-203a-3p 4.26 0.009441 4.44 0.008967 4.29 0.009358
miR-296-5p 241 0.027846 0.93 0.749565 1.24 0.409698
miR-361-3p 1.95 0.054738 0.81 0.417405 0.67 0.166654
miR-433 0.74 0.271175 1.59 0.123527 1.51 0.159348
miR-3569 0.55 0.074426 0.75 0.289800 0.95 0.813412
miR-6320 3.01 0.016523 1.73 0.086302 1.95 0.054738

p<0,05 anlamli olarak degerlendirilmistir. K.D: Kat degisimi. Mavi renk; anlamli azalma. Kirmiz1
renk; anlamli artis.
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Sekil 9: Hipokampus dokusunda TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallarin1 hedefleyen
miRNA’larin ifadelerinin clustergram analizi ve 1s1 haritas1 grafigi. Renk, olgek cubugunda
gosterildigi gibi, gen ifadesinin biiyiikligiine gore siyahtan yesil veya kirmiziya kadar
degismektedir. Genler, ifade diizenindeki benzerliklerine gore kiimelenmistir.
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Tablo 26: Prefrontal korteks dokusunda TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallarim
hedefleyen miRNA’larin ifade degisimleri

TRPC1

Sembol KHS SHAM KHS + PiC0O145

K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
ué 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-135a-5p 2.31 0.031283 0,66 0.156540 1.56 0.135721
miR-135b-5p 2.46 0.026334 0,57 0.082687 6.23 0.006433
miR-186-5p 1.18 0.516081 0.85 0.506953 0.60 0.106093
miR-875 0.75 0.289800 0.34 0.019595 5.86 0.006769

CHRNAG6

Sembol KHS SHAM KHS + BpiDI

K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
Ueé 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-344a-5p 0.80 0.390801 0.28 0.013784 0.26 0.012704
miR-484 0.48 0.042538 0.10 0.005774 0.12 0.006258
miR-500-3p 1.16 0.567849 0.40 0.027939 0.28 0.013932
miR-501-3p 0.46 0.039890 0.13 0.006693 0.08 0.005251
miR-702-3p 1.04 0.895708 0.44 0.034730 0.21 0.009664
miR-6334 1.10 0.702013 0.45 0.037550 0.32 0.017613

TRPM4

Sembol KHS SHAM KHS + 9-Phe

K.D p Degeri K.D p Degeri K.D p Degeri
Ueé 1.00 0 1.00 0 1.00 0
miR-203a-3p 1.39 0.237681 0.39 0.026121 0.61 0.109186
miR-296-5p 0.28 0.013498 0,44 0.036814 0.26 0.012704
miR-361-3p 0.22 0.010036 0.46 0.039890 0.44 0.036814
miR-433 0.60 0.103108 0.42 0.031627 0.53 0.063962
miR-3569 0.80 0.378090 0.62 0.122737 0.79 0.365768
miR-6320 0.70 0.201835 0.53 0.063962 0.41 0.029961

p<0,05 anlamli olarak degerlendirilmistir. K.D: Kat degisimi. Mavi renk; anlamli azalma. Kirmizi
renk; anlaml1 artis.
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Sekil 10: Prefrontal korteks dokusunda, TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallarini hedefleyen
miRNA'larin ifadelerinin clustergram analizi ve 1s1 haritasi grafigi. Renk, olgek ¢ubugunda
gosterildigi gibi, gen ifadesinin biiyikligiine gore siyahtan yesil veya kirmiziya kadar
degismektedir. Genler, ifade diizenindeki benzerliklerine gore kiimelenmistir.
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6. TARTISMA

Major depresif bozukluk; hayat kalitesi iizerine ciddi olumsuz etkilere
sahip bir hastalik olup diinya ¢apinda olduk¢a yaygin goriilmektedir (273).
Hastalifin patofizyolojisi ile 1ilgili artan bilgi birikimine ve gelistirilen
antidepresan ilaglara ragmen, MDB tedavisine yiiksek oranda yanit alinamamasi,
yanitin  gecikmesi ve hastaligin tekrar goriilmesi gibi klinik sorunlar,
arastirmacilarin bu alana yonelmesine neden olmustur. Insanda denenmesi zor
olan  bircok  ¢aligmada  kullanilan  hayvan  modelleri,  MDB’nin
etiyopatogenezindeki farkli mekanizmalarin anlasilmasi ve yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde de dnemli bir yere sahiptir (71).

Sicanlarda depresyon modeli olusturularak yapilan calismalarda KHS,
uzun yillardir sik¢a kullanilan ve gegerliligi yiiksek olan bir modeldir (73, 274).
Kronik hafif stres yontemi kemirgenlerde depresyonun ii¢ ana kriterini
karsilamaktadir. Bunlar; kemirgenlerin depresyon belirtilerine benzer davranigsal
(anhedoni, 6grenilmis ¢aresizlik) semptomlar gostermesi, depresyonlu hastalarda
gozlenen patafizyolojik degisimlerin (HPA aksinin bozulmasi, ndrotransmitter
seviyelerinin degismesi, norotrofik faktor diizeylerinin azalmasi vb.) gozlenmesi
ve antidepresanlarla depresif davraniglarin iyilesmesi seklindedir (73, 74, 275,
276,277, 278).

Depresyon psikolojik, davranigsal ve fizyolojik diizeylerde belirtiler veren
heterojen bir bozukluktur (71). Bu nedenle ¢alismamizda KHS ile olusturulan
MDB modeline spesifik iyon kanal inhibitdrlerinin antidepresan etkinligi,
siganlarda meydana gelen davranigsal ve fizyolojik degisimler bir arada

incelenerek degerlendirilmistir.
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Mevcut calismamizda deneyin saglikli bir sekilde yiiriitiilebilmesi icin
siganlarin KHS oncesi bazal viicut agirliklar Slgiilerek gruplar arasinda agirlik
acisindan fark olmamasi saglanmistir. Yedi haftalik KHS uygulamasinin viicut
agirliklarina etkisi degerlendirildiginde 3., 5. ve 7. haftanin sonunda yapilan
tarttimlarda KHS grubu siganlarin viicut agirliklarinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan
arastirmalarda da KHS’nin viicut agirlig1 lizerine etkisi, ¢alismamizin sonuglarina
benzer sekilde gosterilmistir (89, 279, 280). Arastirmacilar, KHS modelinde kilo
kaybinin nedenini uygulanilan stres faktorlerinden birinin s1v1 ve besin kisitlamasi
olmasina baglasa da bu stresoriin kullanilmadig protokollerde de kilo kaybinin
oldugu gosterilmistir (71). Bu durum, yeme miktarindaki degisiklikten ziyade,
uygulanan stres faktorlerinin kombinasyonunun, yemenin 0&diil etkisinin
kaybolmasina neden oldugunu gostermekte, yani sicanlarda anhedoninin
gelistigini kanitlamaktadir (71). Yapilan g¢alismalarda KHS sonrasi uygulanan
antidepresanlarin kilo alimini normale dondiirdiigii goriilmustiir (280, 281). Ancak
caligmamizda tedavi amacgli kullandi§imiz iyon kanal inhibitorleri, KHS +
inhibitor gruplaria 1 gilin uygulandiktan hemen sonra davranis testleri yapilmasi
gerektigi i¢in inhibitorlerin siikroz tiiketimine olan etkisi degerlendirilememistir.

Sigcanlarda MDB modeli olusturmak amaci ile KHS protokoli
uyguladigimiz KHS grubu sicanlarda, benzer calismalar baz alinarak, modelin
dogru bir sekilde olusup olugsmadigr STT yapilarak degerlendirilmistir (74, 87,
269, 282). Siikroz tercih testi, depresyonun onemli semptomlarindan biri olan
anhedoninin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Kemirgenlerde siikroz

tilketiminin kontrol grubuna ve baslangi¢c degerlerine gore azalmasi ve siikroz
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tercihinin % 65’ten asag1 seviyelerde olmasi anhedoni belirtisi olarak kabul
edilmektedir (269). Calismamizda KHS uygulamasina baslamadan hemen 6nce
alinan bazal 6l¢iimlerde kontrol gurubu ve KHS grubu arasinda siikroz tiiketimi
bakimindan anlamhi fark olmadig1 belirlenerek arastirmanin esit sartlarda
baslatilmasi saglanmistir. Ayrica gruplarin KHS Oncesi, bazal ylizde siikroz
tercihlerine bakildiginda hem kontrol hem de KHS grubunun siikroz tercihinin %
65’ten yukarida oldugu yani siganlarin duygudurumu bakimindan saglikli oldugu
goriilmiistiir. Kronik hafif stres uygulamasina basladiktan sonra alinan 6l¢timlerde
KHS’nin 3. haftasinda gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmezken 5. ve 7.
haftanin sonunda KHS grubunun, kontrol grubuna ve bazal degerlerine kiyasla
stikroz tiikketiminde ve % siikroz tercihinde anlamli azalma oldugu belirlenmistir.
Daha once farkli arastirma gruplan tarafindan sigcanlar iizerinde yapilan pek ¢ok
depresyon calismasinda da KHS nin model olusumunda etkili olup olmadigi STT
ile belirlenmis, siikroz tliketiminin ve tercihinin stres gruplarinda azaldig
bulunmustur. Ayrica yapilan ¢alismalarda antidepresan uygulamalarinin siikroz
tilketimini arttirarak normale dondiirdiigli belirlenmistir (74, 87, 269, 279, 282).
Ancak mevcut ¢calismamizda, KHS sonras1 tedavi amagli kullandigimiz iyon kanal
inhibitorleri, KHS + inhibitor gruplarina 1 giin uygulandiktan hemen sonra
davranig testleri yapilmasi gerektigi icin inhibitorlerin siikroz tliketimine olan
etkisi degerlendirilememistir.

Major depresif bozuklugun etiyolojisinde biyolojik, ¢cevresel, psikolojik ve
genetik gibi pek cok faktor tek basina veya birlikte rol oynayabilmektedir (1).
Hastaligin gilinlimiizde hizli artist géz oniine alindiginda farkli mekanizmalarin

aydinlatilmasina ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olan ihtiya¢ giin
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gectikce artmaktadir. Son yillarda yapilan hayvan ¢alismalar1 ve elektrofizyolojik
caligmalar ile MDB etiyopatogenzinde rolii olan faktorlerden birinin, hiicre igi
sinyal iletim mekanizmalarinda gorevli iyon kanallarinin ifade ve aktivite
degisimleri oldugu gosterilmistir (41).

Canli sistemde, 6zellikle beyinde hiicreler arasinda bilgi iletimi aksiyon
potansiyeli adimi verdigimiz elektriksel sinyallerle saglanmaktadir. Elektriksel
sinyallerin olusabilmesi ic¢in zarin iki tarafinda bulunan iyonlarin biiyiik
boliimiinlin, hiicre zarina gomiilii bulunan iyon kanallarindan ge¢mesi
gerekmektedir (283). Sinyal mekanizmasinin 6nemli bir pargasi olan iyon
kanallar1 beyinde ndrotransmisyon, noral farklilagsma, plastisite gibi siireclerde
onemli gorevler iistlenmektedir (169). Iyon kanallarinin yap: ve islevlerinde
olusacak degisiklikler iyon kanal hastaliklar1 (kanalopati) olarak tanimlanan
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (284). Yapilan ¢aligmalarla hiicre
ici sinyal iletim mekanizmalarinda gorevli iyon kanallarmin gesitli psikiyatrik
hastaliklarda ifade ve aktivite degisimlerinin oldugu gosterilmistir (41). Ancak
depresyonda iyon kanallarimin nasil bir degisim gosterdigi hakkinda yeterli
calisma bulunmamaktadir.

Major depresif bozukluk vakalarinin postmortem beyin dokularinda su ana
kadar yapilan en kapsamli ¢calisma Smolin ve ekibi tarafindan yapilmis ve beynin
striatum ve serebellum bolgelerinde incelenen 72 iyon kanalindan 15 iyon
kanalinin ifadelerinde anlamli degisim oldugu belirlenmistir (285). Bu iyon
kanallar1 arasinda ifadesinde en ¢ok artis goriilenler K* kanallari (KCNBI,
KCNH2, KCNJ1, KCNJ4, KCNN2, KCNN3, KCNQ2) olmustur. Ayrica voltaj

kapili Ca*” kanallarindan CACNABI1, CACNAB3 ifadelerinde ve ASIC2’de
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anlamli artis oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda striatumda ifadesi
degisen iyon kanallarinin, MDB’nin patofizyolojisi, semptomatolojisi hatta
etiyolojisinde bile rol alabilecegi bildirilmektedir (285). Ayrica g¢esitli
caligmalarda beynin duygu diizenlenmesi ile ilgili kisimlarinda bol miktarda
bulunan ANK-3, CACNAI1C, KCNK2, P2RX7 ve HCN4 gibi iyon kanallarindaki
polimorfizmler MDB ile iliskilendirilmistir (211, 226, 227, 286). Ancak insan
postmortem beyin dokularinda veya depresyonun kemirgen modellerinde genis
capta iyon kanal gen mRNA ifadelerinin degerlendirildigi c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle c¢alismamizda siganlarda olusturulan KHS
depresyon modelinde beyinde sentezlendigi bilinen 115 iyon kanalinin ifade
degisimleri  beynin prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
degerlendirilerek bu 6nemli bilimsel veri aciginin kismen doldurulmasi ve bu
konuda bilgi birikiminin saglanmas1 amaglanmustir.

Beyindeki subkortikal yapilar i¢inde talamus, hipotalamus, hipokampus,
hipofiz ve amigdala gibi 6nemli noroanatomik olusumlar: igeren limbik sistem,
duygudurum degisikliklerinden sorumlu bir bolgedir. Limbik sistem anksiyete ve
depresyonun patofizyolojisinde dnemli bir role sahiptir. Depresyonla iliskili son
yillarda yapilan ¢aligmalar ¢cogunlukla limbik sistemin en 6nemli pargalarindan
hippokampus iizerinde yogunlagsmistir. Strese bagli hippokampal apoptoz ve
norogenezde azalma goriilmesi ve olumsuz degisikliklerin antidepresan tedavisi
ile eski haline dondiiriilebilmesi, MDB olusumunda hipokampal néroplastisite
veya noroplastik degisikliklerin katkis1 olabilecegine isaret etmektedir. Birgok
postmortem ve norolojik goriintiileme ¢aligmalar1 anksiyetesi ve depresyonu olan

hastalarda prefrontal kortekste ve hipokampusta atrofi ve néron kaybi oldugunu
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gostermektedir (27). Prefrontal alan; striatum, globus pallidus ve substantia nigra,
mediodorsal talamus ile olan baglantilar1 temel beyin dongiilerini olusturmaktadir.
Bu dongiilerde olusan aksakliklarin depresyon etyopatogenezinde rol oynadigi
distiniilmektedir (287). Bu bilgiler dogrultusunda mevcut c¢alismamizda,
kapsamli literatlir taramalariyla secilen iyon kanallarinin analizi depresyonla
iliskili oldugu bilinen beyin bélgelerinden hipokampus ve prefrontal korteks
dokularinda yapilmastir.

Membran proteinlerinin en yaygin ve gesitliligi fazla sinifim olusturan K*
kanallari; apoptozun diizenlenmesi, hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi,
norotransmiterlerin ve hormonlarin salinimi1 gibi MDB i¢in 6nemli siireglerde rol
oynamaktadir (119, 120). Ayrica Smolin ve ekibinin yaptig1 ¢alismada oldugu
gibi bagka c¢alismalarda da bazi K' kanallarinin depresyonla iliskili oldugu
gosterilmistir (228, 229, 230, 231, 285). Bu nedenle MDB’de ifadesini
inceledigimiz iyon kanallarmim biiyiik bir kismin1 K* kanallar1 olusturmaktadir.
Ayrica c¢alismamizda MSS’de yaygin olarak bulunan ve ndronal aktiviteyi
diizenledigi bilinen ASIC kanallarimin ve siklik niikleotid kapili kanallariin
ifadeler;; MDB’de diizeylerinde degisimlerin oldugu bilinen asetilkolin,
norepinefrin, dopamin, serotonin gibi ndrotransmitterlerin salinimi ile iligkili
nAChR kanallarinin  ifadeleri; hiicresel motilite, hormon sekresyonu,
metabolizma, sinir sisteminin isleyisi, protein dongiisii, gen ekspresyonu, gelisim
ve apoptoz gibi siirecler i¢in gerekli bir sekonder haberci olan Ca* gegirgen Cav
kanallarinin ifadeleri ve Ca**'a duyarlilig1 oldukca yiiksek olan TRP kanallarinin
ifadeleri degerlendirilmistir (56, 105, 160, 161, 166, 184, 206). Calisilan iyon

kanallarin 6zellikleri ile ilgili ayrintili bilgiler boliim 3.8’de verilmistir.
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Mevcut calismamizda Kontrol ve KHS gruplarmin her iki beyin
bolgesindeki iyon kanal ifadeleri qRT-PCR ile degerlendirilmistir. Yukarida
bahsettigimiz daha Once yapilan calismalarda oldugu gibi depresyon modeli
olusturdugumuz KHS grubu si¢anlarin iyon kanal ifadelerinde degisimlerin
oldugu goriilmistiir. Sonuglarimiza goére; beynin hipokampus bolgesinde iyon
kanallarinin ifadeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda; ACCN2, ACCN3,
KCNAS, KCNE4, KCNG4, KCNJ8, KCNS1, TRPCI1, TRPC2, TRPM4, TRPMS,
TRPV2 ve TRPV4 iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli artis oldugu
goriilmiistir. CACNATH, CHRNA9, CHRNA10, CHRNB1, CHRNB4, HCNI,
KCNAB2, KCNG2, KCNH6, KCNK18, KCNS2, TRPM1, TRPM2, TRPM7 ve
TRPV1 iyon kanallariin ifadelerinde ise anlamli azalma oldugu tespit edilmistir.
Diger iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir degisim gozlenmemistir.

KHS grubunun prefrontal korteks dokusunda iyon kanallarmin ifadeleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda; CACNA1C, CHRNA1, CHRNA6, HCNI,
HCN2, HCN3, HCN4, KCNA6, KCNA7, KCND1, KCNE3, KCNH16, KCNS2,
TRPC1, TRPC3 ve TRPMI iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir artis oldugu
gorilmiistir. KCNAS, KCNG4, KCNK15, TRPV2 ve TRPV4 iyon kanallarinin
ifadesinde anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Diger iyon kanallarinin
ifadelerinde anlamli bir degisim gézlenmemistir. Tespit ettigimiz bu degisimler
iyon kanallarinin MDB patofizyolojisindeki roliinii desteklemektedir.

Arastirmacilar tarafindan o6zellikle noropsikiyatrik ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda meydana gelen iyon kanallarindaki degisimlerin kesfedilmesi, iyon
kanallarini, hastaliklarin engellenmesi ve tedavisi i¢in yiliksek potansiyelli bir

hedef haline getirmistir. Bu amagla ¢esitli ajanlar iyon kanallarimin
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modiilasyonunda (inhibisyon veya aktivasyon) kullanilmaktadir (214). Son
yillarda yapilan calismalarda, beyinde K*, Na ve Ca** kanal aktivitesinin 6zellikle
inhibe edilmesinin anksiyete ve depresyon tedavisinde de iyilestirici etkiler
gosterdigi  bildirilmistir (228, 229). Ayrica ¢esitli preklinik ¢aligmalarda
antidepresan ilaglarin iyon kanal inhibitorii 6zelligine sahip oldugu gosterilmistir
(230, 231). Bu etkiler genellikle hayvanlarda yapilan davranis testleri ile
belirlenmistir (225).

Coryell ve arkadaslarinin fareler lizerinde yaptigi calismada ASIC1A
kanalinin farmakolojik inhibisyonunun ZYT’de antidepresan benzeri etkileri
oldugu gosterilmistir (288). Takahashi ve ekibinin yapmis oldugu calismada
glibenclamide, charybdotoxin ve apamin gibi K kanal blokerleri kullanilmis ve
ZYT’de bu inhibitorlerin antidepresif etkileri oldugu saptanmistir (289). Ayrica
fluoxetine, desipramine, amitriptyline, nortriptyline, clomipramine, maprotiline,
citalopram ve paroxetine gibi antidepresanlarin ve fenotiyazin, butirofenon gibi
antipsikotik ilaglarin terapétik etkilerini K akimmi inhibe ederek gosterdigi
bilinmektedir (289, 290). Yapilan ¢alismalarda agmatine, adenosine ve tramadol
gibi antidepresan ozellige sahip bilesiklerin, ¢esitli K* kanal blokerleri ile
kombine bir sekilde uygulandiginda ZYT’ de antidepresan benzeri etki yarattigi
gozlenmistir (228). Klinik ¢aligmalar ve hayvan deneylerinde lityum takviyesinin,
ozellikle serotonin sistemi tizerinde etkili olan antidepresan ilaglarin etkilerini
arttirdigr ileri siiriilmistiir. Son yillarda yapilan klinik calismalarda fluoksetin,
sertralin ve sitolopram gibi se¢ici serotonin geri alim inhibitorlerinin, lityumla
giiclendirilmesinin tedaviye yanit vermeyen hastalarda yaklasik %50 oraninda

olumlu sonu¢ verdigi ve tedaviye cevabi hizlandirdigi bildirilmistir (291). Bu
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etkinin, potasyum kanallarinin inhibisyonunun bir sonucu oldugu tespit edilmistir
(292). Lityum gibi quinine’in de potasyum kanallarin1 bloke ederek serotonerjik
sistem lzerinden aym etkileri gosterdigi bulunmustur (293). Benzer sekilde
farelere etkili dozlarda folik asit (antidepresan ajan) ve K' kanal blokerlerinin
kombine uygulamasi ZYT’de antidepresan benzeri etki yaratmistir. Hipotezi
giiclendirmek i¢in bir K" kanal agicis1 olan cromakalim uygulanan farelerde
ZYT’de hareketsizlik siiresini arttirdig1 belirlenmis ve bu durumun imipramine,
amitriptyline, desipramine ve paroxetine gibi antidepresanlarla tersine cevrildigi
goriilmiistiir (289). Potasyum kanal inhibitorlerinin, Ca** akisini arttirarak aksiyon
potansiyelinin uzamasina ve ndrotransmitter saliniminin artmasina neden olarak
antidepresan etki gosterdigi bildirilmektedir (293). Bu calismalardan farkli olarak
Friedman ve ekibi tarafindan yapilan calismada, KCNQ kanal agonisti olan
antikonviilsan ila¢ retigabine’in antidepresan benzeri etki olusturdugu
belirtilmistir. Ozellikle KCNQ3’iin agir1 ifadesinin depresif semptomlari
tyilestirdigi gozlenmistir. Beynin ventral tegmental bolgesindeki KCNQ
aktivitesinin lokal retigabine uygulamasi ile arttirilmasinin 6diil sistemindeki DA
noronlarinin patojenik hiperaktivitesini normallestirdigi ve davranis diizeyinde
antidepresan etkileri oldugu goriilmiistiir (294). Nifedipin gibi kalsiyum kanal
blokerleri ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Son
zamanlarda kalsiyum kanal inhibitorlerinin  duygudurum hastaliklarinin
tedavisinde de Gnemli rol oynayabilecegi diisinilmis ve Ca*? kanali
antagonistlerinin kemirgenlerde stres Onleyici etkilerinin oldugu tespit edilmistir
(232). Aburawi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada bir kalsiyum kanal inhibitorii

olan nifedipinin ZYT’de hareketsizlik siiresini azalttig1 ve bu antidepresif etkiyi 5-
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HT1A aktivasyonu ve GABA aktivasyonu aracili Na* salinimu ile gerceklestirdigi
belirlenmistir (295). Ayn1 ¢calismada yiizme testindeki hareketsizlik baglangicinin
gecikmesinine neden olan diger bir kalsiyum kanal blokeri verapamilin de
antidepresan benzeri etkisi oldugu gosterilmistir. Hiicre i¢i sinyal yolagindaki
Ca**-kalmodulin-NOS-guanilil siklaz kesintisinin bu antidepresan benzeri
etkilerle iligkili oldugu diisiiniilmektedir (295). Yapilan ¢alismalarda alprazolam
ve imipramine’in voltaj duyarli Ca** kanallarim bloke ederek antidepresan etki
yarattigr belirlenmistir. Ayrica verapamile ilave olarak kullanildiklarinda
antidepresan etkiyi kuvvetlendirdikleri goriilmiistiir. Bu antidepresif etkinin,
antidepresanlarin segici geri alim inhibisyonu mekanizmasiyla benzer sekilde,
biyojenik aminlerin, serotoninin ve Na"’min presinaptik alinimmimn inhibe
edilmesiyle gergeklestigi tespit edilmistir (295). Potasyum, Ca** veya Na'
kanallarimi1 giiclii bir sekilde inhibe edebilen carbamazepine, valproate,
lamotrigine, iagabine, gabapentin, levetiracetam, topiramate, amotrigine ve
phenytoin gibi antikonviilsan ilaglarin duygu durumunu diizenleyici etkilerinin
oldugu ve antidepresanlarin etkisini giiclendirdigi bilinmektedir (291, 296). Cesitli
caligmalarda giiclii ve giivenilir bir anestezik ajan olan ketaminin N-Metil-D-
aspartat (NMDA) reseptorlerini inhibe ederek antidepresan ozellik gosterdigi
farkedilmistir. Kronik tedavide uzun zamandir kullanilan antidepresanlardan
bazilarimin NMDA reseptor aktivitesini etkiledigi bulunmustur. Son yillarda
yapilan klinik ¢alismalarda ketaminin tedaviye direngli depresyon hastalarinda
hizli baslayan antidepresan etkilerinin oldugu ve intihar diisiincelerinde gerileme
yarattig1 gosterilmistir. Bu bulgular sonucunda NMDA reseptor antagonizmasinin

depresyon tedavisi i¢in gegerli bir tedavi segcenegi olabilecegi diisliniilmektedir
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(297). Sigara birakma tedavisinde kullanilan a4p2 nikotinik reseptor agonisti
vareniklin kullaniminda; depresif duygudurum, uyku bozuklugu, intihar,
ajitasyon, saldirganlik, psikotik ve manik bulgular tespit edilmistir (298).
Abdelhamid ve arkadaglarinin  yaptigi ¢alismada TRPV1 kanallarinin
inhibisyonunun ZYT’de antidepresif etki yarattig1 belirtilmistir (299). Ayrica You
ve ekibinin TRPVI1 nakavt farelerde yapilan calismada da benzer -etki
gozlenmistir. Bu etkinin 5-HT1A reseptor ifadesindeki artis nedeniyle
gerceklestigi bildirilmektedir (300). Shibasaki ve ekibinin TRPV4 nakavt
farelerde yaptig1 bir calismada da depresyon benzeri davranislarin azaldig: tespit
edilmistir (301).

Mevcut calismamiza zemin hazirlayan, 2017 yilinda yaymlamis
oldugumuz arastirmamizda KHS ile olusturulan fare depresyon modelinde tedavi
amagch olarak kullandigimiz TREK1 potasyum kanal inhibitorii olan anandamide
ve TRPC3/6 iyon kanal inhibitorii olan norgestimatin ZYT de antidepresan etki
gosterdikleri belirlenmistir (302). Tsai’nin farelerde yaptigi calismada, TREK1
inhibisyonunun stres durumunda kortikosteron seviyelerini azalttigi ve farelerin
davraniglarinin antidepresan uygulamasi yapilan farelerle benzerlik gosterdigi
belirlenmistir (303). Bu bulgular TREK-1 kanal inhibitorlerinin potansiyel yeni
bir antidepresan hedefi olabilecegini gdstermistir.

Yukarida ozetledigimiz literatlir taramalarimizda bazi iyon kanallarim
bloke eden genel inhibitorlerin tedavi amagh kullanildigi ¢alismalar bulunmasina
ragmen c¢alismamizdaki gibi spesifik inhibitorlerin kemirgen KHS depresyon
modelinde tedavi amagh kullanildigi ¢alisma sayisinin ¢ok az oldugu goriilmiistiir.

Bu dogrultuda mevcut ¢aligmamizda rastgele iyon kanal inhibitorleri kullanilarak
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yapilan tedavi yaklagimlarinin daha spesifik hale getirilmesi {izerine
yogunlasilarak KHS ile olusturulan depresyon modelinde beyinin hipokampus ve
prefrontal korteks bolgelerinde artis1 tespit edilen iyon kanallarna spesifik
inhibitorlerin kullanimiyla tedavi uygulanmasi ve ZYT, AAT ve YALT gibi
davranis deneyleri ile bu iyon kanal inhibitorlerinin antidepresan etkinliginin
degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Bu kapsamda, beynin hipokampus ve prefrontal korteks bolgelerinde
ifadelerini analiz ettigimiz 115 iyon kanalindan 3 adet iyon kanalinin tedavi
amacli seciminde su kriterler gdz oniinde bulundurulmustur; 1. Oncelikle
ifadesinde istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek artis goriilen iyon kanallar
tespit edilmistir. 2. Prefrontal korteks ve hipokampus dokularininin her ikisinde de
artis gOsteren iyon kanallarina spesifik inhibitorler secilmistir. 3. Bu secimde
spesifik inhibitorii ticari olarak bulunan iyon kanallari tercih edilmistir. 4. Daha
once KHS sican modelinde tedavi amacli uygulanmamis olmasina dikkat
edilmistir.

Yukarida belirtilen kriterler goz Oniline alindiginda KHS depresyon
modelinde ifadesinde artis goriilen TRPC1, CHRNA6 ve TRPM4 iyon kanallar
uygun bulunarak, teropatik hedef olarak sec¢ilmistir. TRPCI1 kanallar
heteromultimerik kanallar oldugu i¢in TRPC1/TRPC4 veya TRPCI1/TRPCS5
seklinde bulunabilmektedir. Bu nedenle c¢alismamizda her ne kadar TRPCI
spesifik inhibitorii olarak Picol45 kullansak da TRPC4 ve TRPCS kanallar1 da bu
inhibitorden etkilenmektedirler (304). Sectigimiz diger iyon kanallarindan
CHRNAG6 nin spesifik inhibitorii olarak BpiD]l ve TRPM4’iin spesifik inhibitorii

olarak da 9-Phenanthrol kullanilmistir. Calismamizda KHS + Picol45, KHS +
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BpiDl ve KHS + 9-Phe gruplarindaki hayvanlara uygulanacak ilag dozlar1 ve
yontemi daha once bu inhibitorlerin kullanildigi farkli caligmalar incelenerek
belirlenmis ve KHS depresyon modeli ¢aligmalarinda kullanilan yontemlere gore
modifiye edilerek uygulanmistir (305, 306, 307). Sham grubuna Pico145 ve 9-Phe
inhibitorlerini ¢ozdiirdiiglimiiz bilesik olan DMSO uygulanmistir. Literatiirdeki
antidepresan etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalarda ilaglar genellikle akut,
subakut veya kronik olarak uygulanmaktadir (262). Calismamizda, KHS ile
olusturulan depresyon modelinde antidepresan etkinligini test ettigimiz iyon kanal
inhibitorleri, kronik uygulamanin etkilerinin bilinmemesinden dolayi literatiirde
sikca kullanilan yontemlerden biri olan ve akut tedaviden daha etkili oldugu
belirtilen subakut (davranis testlerinden 6nce, 24 saat i¢inde 3 doz) uygulama ile
verilmistir (263). Calismamizda inhibitorlerin terapétik etkinligi ilk olarak, KHS
sican  modelinde  depresyonun  davranigsal = semptomlart  incelenerek
degerlendirilmistir. Davraniglar ZYT, ac¢ik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent
testi yapilarak olctilmiistiir.

Zorunlu ylizme testi, kemirgenlerde yapilan antidepresan tarama
calismalarinda en ¢ok kullanilan ve gilivenilirligi yiiksek olan yontemlerdendir
(83). Bu testte, depresyona neden olan faktorlerden biri olan strese maruz
birakilan hayvanlarin, stresli ortamdan kagma cabalar1 degerlendirilmektedir.
Bunun i¢in hayvanlarin su dolu diizenekteki aktif (ylizme, tirmanma) ve pasif
(hareketsiz kalma) davranmis parametreleri degerlendirilmektedir (308). Bu teste
gore hayvanlarin hareketsiz kalma siirelerindeki artis stresli ortamdan kagma
umudunun azalmasi (davranigssal umutsuzluk) olarak degerlendirilmekte ve

depresyon belirtisi olarak kabul edilmektedir. Antidepresan uygulamalarin
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hareketsizlik siiresini azaltmasi ve tirmanma ve yilizme siiresini arttirmasi
beklenmektedir (83). Literatiir taramalarinda KHS depresyon modeli olusturularak
cesitli maddelerin ZYT’ de antidepresan etkinliginin arastirildigi birgok calisma
bulunmaktadir (309, 310, 311). Ancak KHS ile olusturulan depresyon modelinde
iyon kanal inhibitorlerinin (6zellikle kanal spesifik inhibitorlerin) antidepresan
etkinliginin ZYT’ de degerlendirildigi ¢cok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Lu ve
ekibi tarafindan yapilan ¢alismada ATP bagimli K+ kanal acgicis1 iptakalimin,
ZYT’de antidepresan etkisinin oldugu bulunmustur (312). Coryell ve
arkadaslarinin KHS modeli ¢aligmasinda, ASICla iyon kanal inhibisyonunun
ZYT’de antidepresan benzeri etkisi degerlendirilmistir (288). Zhong ve ekibinin
yaptig1 calismada ise, HCN2 iyon kanalinin asir1 ifadesinin, KHS nin indiikledigi
depresif davranislart 1iyilestirdigi, ZYT’ de gosterilmistir. Jiang ve ekibinin
calismasinda KHS depresyon modelinde NMDA reseptor kanali inhibitorii olan
ketamin’in ZYT’de depresif davranislari normale dondiirdigi belirtilmektedir
(313). Potasyum kanallarin1 inhibe ederek etkisini gosterdigi diisiiniilen
venlafaxine’in, Bortolatto ve ekibinin KHS modelinde yaptig1 calismada, ZYT’ de
diger genel potasyum kanal inhibitorlerine (TEA, glibenclamide, charybdotoxin,
apamin) benzer sekilde antidepresan etki gosterdigi tespit edilmistir (281). Yang
ve arkadaglarinin yaptigi calismada TRPC4 ve TRPCS5 kanallarin1 inhibe eden
MO084’iin ZY T de hareketsizlik siiresini azalttig1 ve antidepresan benzeri etkisinin
oldugu bildirilmektedir (314).

Mevcut ¢alismamizin sonuglarina baktigimizda, Kontrol grubuna kiyasla
KHS grubunda hareketsizlik siiresinin arttigi, tirmanma ve ylizme hareketinin ise

azaldig1 belirlenmistir. Sham grubunda, KHS grubuna benzer sonuglar alinmasina
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ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir. Kronik hafif stresin
olusturmasi beklenen depresif etkilerin, KHS grubumuzda belirgin sekilde oldugu
gorilmektedir. KHS  grubu ile inhibitér uyguladigimiz ~ gruplar
karsilastirdigimizda, KHS + Picol45, KHS + BpiDI ve KHS + 9-Phe gruplarinin
hepsinde hareketsizlik siiresinin azaldig1 goriilmiistiir. Gruplarin tirmanma verileri
KHS grubu ile karsilastirildiginda; KHS + Picol45, KHS + 9-Phe ve KHS +
BpiDl gruplarinda anlamli bir artis oldugu bulunmustur. Zorunlu yiizme testi
sonuclarimiza gore Picol45, BpiDI ve 9-Phe’nin antidepresan benzeri etkilerinin
oldugu belirlenmistir.

Zorunlu yiizme testinin gegerliligi farkli kimyasal siniflardan
antidepresanlara yanit vermesinden kaynaklanmakla birlikte testin duyarlilig: ile
ilgili bazi sorunlar bulunmaktadir. Amfetamin gibi psikostimulanlarin veya
skopolamin gibi hareketliligi arttiran ilaglarin yalanci pozitif yanita neden oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle testin sonuglarinin bagka bir hareketlilik testi ile
dogrulanmas1 gerekebilmektedir. Testin yordayici gecerligi yliksek olsa da,
depresyon semptomatolojisi ile tek benzerligi, belli bir ¢abanin siirdiiriilmesi ile
ilgili isteksizlik ya da kaybin goriilmesidir (71). Bu nedenle ¢aligmamizin saglikli
bir sekilde degerlendirilebilmesi agisindan, calismamiz ZYT’ye ek olarak
davraniglarla ilgili farkli parametrelerin gozlenebilecegi agik alan testi ve
yiikseltilmis art1 labirent testleri ile desteklenmistir.

Agik alan testi, deney hayvaninin herhangi bir uygulama oncesi ve
sonrasindaki duygusal durumunu saptamak i¢in en ¢ok kullanilan testlerden
biridir. Bu testle depresyonun semptomlarindan biri olan anksiyeteye baglh gelisen

duygularin tespiti yapilabilmektedir. Ac¢ik alana birakilan hayvanda anksiyete
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davranis1 hayvanin kendi ortamindan almip tek basina bilmedigi bir ortama
birakilmasi ve genis alan korkusu tarafindan tetiklenmektedir. Deneyin yapildigi
siire igerisinde hayvanin horizontal diizlemdeki hareketleri (bir kareden digerine
gecis), vertikal diizlemdeki hareketleri (arka ekstremiteleri {izerinde ylikselme,
sahlanma) hareketsiz gecirdigi siire, merkezde toplam hareket ettigi siire, periferde
gecen slire ve defekasyon sayisi tespit edilmektedir (88, 315). Lokomotor aktivite
hayvanin kayit altina alinan stire i¢indeki ¢izgi gegme sayisi ile belirlenmektedir
(89). Ilaglarin sedatif, kas gevsetici ve psikostimiilan etkileri ve deneklerin
anksiyete diizeyi ve lokomotor aktivite dlciimleri ile degerlendirilebilmektedir
(316). Lokomotor aktivitenin azalmasi depresyon benzeri davranig olarak kabul
edilmektedir (317). Cevreyi kesfetme davranisi ise arka ekstremiteleri {izerinde
yiikselme sayisiyla dogru orantilidir (89). Acik alana birakilan hayvanlarda yeni
cevre hem merak uyandirmakta hem de anksiyeteyi tetiklemektedir. Anksiyetenin
az oldugu hayvanlarda merak duygusu agir bastifindan hayvan yeni g¢evreyi
arastirma davranisi olarak sahlanma davranisini yapmaktadir (315). Acik alan
diizenegindeki hayvanin kenarlarda mi yoksa merkezde mi daha fazla dolastigi
degerlendirmeler i¢in olduk¢a Onemlidir (89). Anksiyetenin azalmasma bagl
olarak merkez bolgeye girme sayist ve merkez bolgede gegen siire artmakta, tam
tersi anksiyete artis1 ile periferik bolgede gegen siire artmaktadir. Agik alana
konan hayvanlarda anksiyete artisina bagli olarak testin duvar ve koselerine
kagma, periferde vakit gecirme istegi (thigmotaksis) goriilmektedir (315).
Defekasyon sayis1 otonom sinir sistemi aktivitesinin gostergesi sayillmakta ve

anksiyete durumunda defekasyon sayisinda artis goriilmektedir (89). Depresyon
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ve anksiyetenin birlikte goriilme sikligi nedeniyle calismalarda acik alan testi
genellikle ZYT ile birlikte degerlendirilmektedir (315).

Mevcut ¢calismamizda yaptigimiz AAT sonuglarina gore, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, KHS ve Sham grubundaki si¢anlarin acik alanin merkezinde
gecirdigi siirenin ve sahlanma sayisinin azaldigi, kenarda gecirdigi siirenin ve
hareketsizligin arttig1, defakasyon sayisinda ise anlamli bir de8isim olmadigi
belirlenmistir. Toplam gegilen kare sayisi ise sadece Sham grubunda anlamli
olarak azalmistir. Bu sonuglar KHS depresyon modelimizin dogrulugunu
desteklemektedir. Tedavi amagli inhibitdér uygulanan gruplar, KHS ve Sham
grubu ile kiyaslandiginda, sadece KHS + Picol45 grubunda merkezde gecirilen
siirenin ve toplam gecilen kare sayisinin arttigi, hareketsiz kalma siiresinin
azaldig1 belirlenmistir. Diizenegin kenarinda gecirdigi zamanda ise anlamli bir
degisim gdzlenmemistir. Sham grubu ile kiyaslandiginda sadece KHS + Picol45
grubunun sahlanma sayisinda artis oldugu goriilmiistiir. KHS + BpiDI ve KHS +
9-Phe gruplarinda kontrole gore merkezde gegirilen siirenin ve sahlanma sayisinin
azaldigi, hareketsiz kalma siirelerinin arttigi tespit edilmistir. Gruplarin
defekasyon sayilarinda anlamli bir degisim belirlenmemistir. Bu bulgular TRPC1
iyon kanali inhibitérii Picol45’in siganlarda KHS ile olusturulan depresyon
benzeri davraniglar1 normallestirdigini gdstermektedir. Acik alan testi sonuglar
ayn1 zamanda Picol45’in ZYT’de tespit edilen antidepresan benzeri etkisini
destekler niteliktedir.

Iyon kanal inhibitdrlerinin KHS depresyon modelinde, AAT ile
degerlendirildigi ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Chen ve ekibi tarafindan

yapilan bir ¢alismada genel K kanal inhibitorii oldugu bilinen bir antidepresan
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olan fluoxetine’in KHS depresyon modelindeki etkinligi AAT ile
degerlendirilmistir (318). Qi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir baska ¢alismada,
KHS depresyon modelinde TREK1 inhibitorleri spadin ve SID1900’{in terapotik
etkinliginin fluoxetine ile karsilastirmast AAT kullamilarak yapilmistir (319).
Calismanin sonuglarina gore TREK1 inhibitorlerinin tedavi etkinliginin klasik
SSRI antidepresan olan fluoxetine’den daha etkili ve hizli oldugu belirtilmektedir.
Han ve arkadaslarinin ¢alismasinda, a4P2 nikotik reseptor kanal agonisti olan
cytisine’in, AAT’de lokomotor aktiviteyi arttirarak KHS’nin neden oldugu
depresyon benzeri davranislar1 azalttigi belirtilmektedir (317).

Mevcut ¢alismamizda iyon kanal inhibitorlerinin antidepresan etkinligini
degerlendirdigimiz bir diger davranis testi yiikseltilmis art1 labirenttir. Bu testle
emosyonel aktivite test edilerek uygulanan ilacin veya herhangi bir etkenin
davranigsal, fizyolojik ve farmakolojik etkileri arastirilabilmektedir (89). Testin
temeli, yasadig1 ortamdan alinan deney hayvaninda yeni ¢evre ve yiiksekligin
anksiyeteyi tetiklenmesine dayanmaktadir. Bu teste degerlendirilen en Onemli
parametrelerden biri hayvanin kapali kolda veya acik kolda ge¢irdigi siiredir.
Artan anksiteye bagli olarak diizenegin kapali kolunda gegen siire, kapali kola
girme sayis1 artig gostermektedir. Anksiyetenin azalmasina bagl olarak da acik
kolda gecen siire ve agik kola girme sayis1 artmaktadir. Bunlarin digsinda sahlanma
ve defekasyon sayisi gibi parametrelere de bakilmaktadir. Acik alan testinde
oldugu gibi lokomotor aktiviteninin degerlendirilmesinde arastirmacilar arasinda
bir gorlis birligi yoktur. Bazi arastirmacilar toplam kola girme sayisin1 bazi
arastirmacilar ise agik veya kapali kola girme sayisini lokomotor aktivite olarak

yorumlamaktadir. Yiikseltilmis art1 labirent, acik alan testinde oldugu gibi siklikla
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depresyon testi olan ZYT ile birlikte kullanilmaktadir. Depresyon ve anksiyetenin
birlikte goriilme siklig1 nedeniyle birlikte kullanilan bu iki testin parametreleri
arasinda korelasyon olup olmadig1 yoniinde ¢aligmalar mevcuttur (315) .
Calismamizin sonuglarima bakildiginda, kontrol grubuna gore KHS
grubunun agik kolda gecirdigi siirenin anlamli olarak azaldigi, kapali kolda
gecirilen silirenin ise anlamli olarak arttig1 goriilmektedir. Hareketsizlik stiresi hem
KHS hem de Sham gruplarinda artis gostermistir. Sahlanma sayisinda ise yine
KHS ve Sham gruplarinda anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar
yorumlandiginda KHS grubu hayvanlarin anksiyete diizeylerinin arttig1
goriilmektedir. Zorunlu yiizme testi ve acgik alan testi sonuglarimizla uyumlu
olarak yiikseltilmis art1 labirent testi sonuglarimiz da KHS depresyon modelimizin
dogru bir sekilde olusturulmus oldugu gdstermektedir. Inhibitdr gruplart KHS
grubu ile karsilastirildiginda, KHS + Picol45, KHS + BpiDIl ve KHS + 9-Phe
gruplarimin agik kolda gegirdigi zamanin arttigi, kapali kolda gecirilen zamanin
azaldig1 goriilmektedir. Sham grubu ile karsilastirildiginda KHS + Picol45 ve
KHS + 9-Phe gruplarinin agik kolda gegirdigi zamanin arttigi, kapali kolda
gecirilen zamanin azaldig goriilmektedir. Sahlanma sayilarinda ise KHS ve Sham
gruplarina kiyasla KHS + Picol145 grubunda anlamli artis oldugu tespit edilmistir.
Test sonuglarimiz, Picol45 ve 9-Phe daha belirgin olmak tizere Pico145, BpiDI 9-
Phe iyon kanal inhibitérlerinin, gruplarinin anksiyete seviyelerini 6nemli 6lgiide
azalttigin1 gostermektedir. Yiikseltilmis arti labirent testi sonucglar1 ZYT ile
uyumlu sonuglar vermistir. Ayrica agik alan testinde belirlenen Picol45 iyon

kanal inhibitoriiniin etkinligi ile oOrtiismektedir. Literatiir taramalarimizda KHS
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depresyon modelinde YALT ile iyon kanal inhibitorlerinin terapétik etkinliginin
degerlendirildigi calismaya rastlamadik.

Davranig testi sonuglarimizi genel olarak degerlendirdigimizde, ZYT de
KHS grubunun hareketsizlik siiresinde artis oldugu goriiliirken, aymi etkilerin
goriilmesinin beklendigi Sham (KHS + DMSO) grubumuzda anlamh bir degisim
olmadig1, sonuglarin kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir. Ayn1 sekilde
acik alan testinde toplam gegilen kare sayisina bakildiginda KHS grubunda
kontrole gore anlamli bir azalma varken Sham grubunda anlamli bir degisim
saptanmamustir. Yiikseltilmis art1 labirent testinde de KHS grubunun kapal1 kolda
gecirdigi slirenin arttig1 goriiliirken, yine benzer sonuglar alinmasi beklenen Sham
grubunda kapali kolda veya acik kolda gegirilen zaman bakimindan anlamli bir
degisim goriilmese de sonuclarin kontrol grubuna yakin oldugu belirlenmistir.
DMSO noérofizyolojik aragtirmalarda, ilaglarin hazirlanmasinda olduk¢a sik
kullanilan ¢oziicii bir maddedir (320). DMSO’nun serbest radikallerin sitotoksik
etkilerini noétralize eden bir antioksidan oldugu ve ndron koruyucu etkilerinin
oldugu bilinmektedir (321, 322). Ancak DMSO'nun ndéronal sinyal aktarma
yollart iizerindeki olas1 etkileri genellikle yapilan ¢alismalarda farkedilmemekte
veya bildirilmemektedir. Mevcut ¢alismamizda KHS ve Sham gruplar1 arasindaki
bu farkli sonuglarin DMSO kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Dimetilsiilfoksit,
hiicre flizyonunu ve hiicre farklilagmasini indiikleme ve lipid membranlarin
gecirgenligini arttirma yetenegine sahiptir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda
membranin molekiiler tasinma bariyerinin azalmasina ve por olusumuna katkisi
bulunmaktadir (323). He ve ekibi c¢alismasinda, DMSO’nun membran

gecirgenligini arttirdiglt ve iyonlar gibi hidrofilik molekiillerin membrandaki su
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porlarindan gecebildigi bildirilmektedir (324). Yang ve arkadaslarinin
calismasinda DMSO’nun membrandaki su gecisinin saglandigi aquaporin-1
kanallarim1 inhibe ettigi belirtilmektedir (325). Matsumoto ve ekibinin
calismasinda DMSO’nun sinaptik iletimi kolaylastirdig1  bildirilmektedir.
Ekstraseliiler Ca*> konsantrasyonunun diisiik oldugu durumda gelisen sinaptik
iletim hatalarm DMSO’nun presinaptik Ca*™ gecisini kolaylastirarak kismen
azalttigr bildirilmistir (326). Ayrica DMSO’nun oksidatif ve metabolik stres
durumunda glutamatla aktive olan AMPA ve NMDA reseptor kanallarini bloke
ederek hipokampusta asir1 Ca** akigini baskiladig1 bildirilmistir (327, 328). Lu ve
ekibin ¢alismasinda DMSO’nun L-tipi Ca* kanallarinn ilag aracili inhibisyonunu
kuvvetlendirdigi bildirilmistir (327). Ayrica kardiyak miyositlerde ve glutamerjik
noronlarda DMSO’nun Na* ve K* akigini azalttigi belirtilmektedir (328). Evans
ve ekibinin yaptigi ¢alismada DMSO’nun K* kanallarini inhibe edebilecegi
belirtilmektedir. DMSO’nun K* iyonunun hidrasyon durumunu degistirerek iyon
kanalindan ge¢me yetenegini etkiledigi diisliniilmektedir (329). Rosenblum ve
ekibinin calismasinda arteriollerin serebral ylizeyinde, oksidan maddelerin ATP
bagimlhi K* kanallarim1 agmasim1 DMSO’nun engelledigi bildirilmistir. (321).
Calismamizla iliskili olarak DMSO’nun davraniglar iizerine etkisinin
degerlendirildigi ¢cok az caligma bulunmaktadir. Cavas ve ekibinin ¢aligmasinda
depresyonla iliskili oldugu bilinen uyku davranisint DMSO’nun etkiledigi
bildirilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kullanilan DMSO’nun ratlarda
lokomotor aktiviteyi diisiirdiigii goriilmiistiir. Bu durumun DMSO’nun hiicre i¢i
Ca™ konsantrasyonunu ve norotransmisyonu etkilemesinden kaynaklandig

diistintilmektedir (330). Authier ve ekibinin yaptig1 calismada ise DMSO’nun
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motor ve duyusal davraniglar iizerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir (331).
Matheus ve ekibinin caligmasinda dorsal periakuaduktal gri bolgeye (DPAG)
mikroenjeksiyonla verilen DMSO’nun yiikseltilmis art1 labirent testinde
anksiyolitik etkisi oldugu tespit edilmistir. Sonuglara gére % 10’luk DMSO'™nun
SF verilen grup ile karsilastirildiginda yiikseltilmis art1 labirentin agik veya kapali
kollarma giris sayisini 6nemli Olcilide arttirdigin1 gostermistir. Arastirmacilar, %
10 konsantrasyondaki intra-DPAG DMSO uygulamasinin, art1 labirentte kesif
aktivitesini artirabildigini bildirmislerdir (332). Castro ve arkadaglarinin
calismasinda ise DSMO’nun farelerin lokomotor aktivitesi iizerine etkisi
degerlendirilmis ve % 32 ile % 64 konsantrasyonlarindaki DMSO'nun kesif
aktivitesini 6nemli dl¢lide azalttig1 gosterilmistir (333). Transgenik alzheimer fare
modelinde yapilan bir ¢alismada yasa bagli anksiyete benzeri davranis artiginin,
kronik DMSO uygulamasiyla YALT de azaldig1 gosterilmistir. Ancak vahsi tip
yash farelerde kronik DMSO uygulamasinin anksiyojenik etkisinin olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica % 1 konsantrasyonda DMSO uygulamasinin yasa bagli
uzamsal hafiza sorunlarimi hafiflettigi tespit edilmistir. Calismada DMSO’nun
sinaptik plasitisiteyi etkileyebilecegi bildirilmektedir (334). Caligmamizda her ne
kadar Sham grubunda DMSO’nun ZYT’de hareketsizlik siiresini, YALT de acik
kolda ve kapali kolda gecirilen siireleri ve AAT’de toplam gecilen kare sayisini
normalize ettigi goriilse de, DMSO’nun tek basmna tedavi etkinliginin oldukca
sinirlt  oldugu belirlenmistir. Bununla beraber KHS depresyon modelinde
DMSO’nun lokomotor aktiviteyi arttirict ve anksiyolitik etkilerine aracilik eden

molekiler mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir.
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Calismamizin tedavi gruplarinin  davranis sonuglarin1  genel olarak
degerlendirecek olursak; ZYT’de Picol45, 9-Phe ve BpiDI’'nin 3 davranistan
3’linii de normalize ettigi, Picol45’in AAT de degerlendirilen 6 davranistan 4’linii
ve BpDil’nin 1’ini normalize ettigi, 9-Phe’nin ise AAT de degerlendirilen higbir
davranig1 normalize etmedigi belirlenmistir. Buna karsin Picol45’in, YALT da
degerlendirilen 6 davranistan 5’ini normalize ettigi, 9-Phe’nin 4 davranisi ve
BpiDI'nin ise 3 davranisi normalize ettigi belirlenmistir. Bulgularimiza gore,
ZYT’de Sham grubunun hareketsizlik, tirmanma ve yiizme siirelerinin, YALT de;
acik kolda ve kapali kolda gecirdigi siirenin, AAT de ise toplam gegilen kare
sayisinin DMSO etkisi ile normallestigi goriilmektedir. ZYT de, KHS + Picol45,
KHS + BpiDl ve KHS + 9-Phe gruplarinda, Sham grubuna goére daha belirgin
olarak gozlenen tirmanma siiresindeki artisin ve hareketsizlik siirelerindeki
azalmanin, antidepresan benzeri etkinin DMSO kaynakli olmadigini, ilaglarin
kendi terapotik etkinliginin oldugunu gostermektedir. AAT’de, KHS + Picol45
grubunda hareketsizlik siiresinin azalmis, merkezde gecirilen siirenin, toplam
gecilen kare sayisinin ve sahlanma sayisinin artmis olmasi yine bu antidepresan
benzeri etkinin DMSO kaynakli olmadigina isaret etmektedir. Benzer sekilde
YALT’de KHS + Picol45, KHS + BpiDIl ve KHS + 9-Phe gruplarinin agik kolda
gecirdigi siirenin artmasi ve kapali kolda gecirdigi siirenin KHS ye gore azalmasi,
KHS + Picol45 ve KHS + 9-Phe gruplarinin hareketsizlik siiresinin azalmasi ve
KHS + Picol45 grubunun sahlanma sayisinin artmasi yine antidepresan benzeri
etkinin DMSO kaynakli olmadigini inhibitorlerin terapotik etkinliginin oldugunu
gostermektedir. Ayrica YALT’de DMSO kullanilmayan grup olan KHS +

BpiDI’'nin hareketsiz kalma siiresini inhibitoriin etkisi ile normallestirdigi
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gorilmistir. Calismamizin  sonuglar1  dogrultusunda yapilacak daha ileri
caligmalarla, bu kanallarin MDB tedavisinde yeni terapotik hedefler olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda iyon kanal inhibitorlerinin etkinligini ikinci olarak
norotransmitter seviyelerini Olgerek degerlendirdik. Major depresif bozuklukta
norotransmitter degerlerinde degisimlerin oldugu bilinmektedir.
Norotransmitterlerin - seviyelerindeki diizensizliklerin hiicrede protein kinaz,
cAMP (Cyclic adenosine monophosphate), CREB (cAMP responsive element
binding protein) ve BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) gibi molekiillerin
mRNA ifadelerinin degismesine neden olarak depresyona yol actig
diisiiniilmektedir (335). Yapilan hayvan deneylerinde kronik stresin, CAMKIIL, IV
(Ca+2/calm0dulin—dependent protein kinase IILIV), CREB ve N-Metil-D-Aspartat
reseptorleri (NMDAR) gibi BDNF sentezinde yer alan gesitli Ca* sinyalizasyonu
ile ilgili bilesenlerin degisimlerine aracilik ettigi bildirilmistir (336). Yapilan
caligmalarda tedavi amagl kullanilan iyon kanal inhibit6rlerinin, depresyonda
degistigi bilinen serotonin, glutamat ve katekolaminler (adrenalin, noradrenalin,
dopamin) gibi bazi norotransmitterlerin miktarmi etkiledigi belirlenmistir
(337,338). Lambe ve ekibinin c¢alismasinda 4-aminopyridine (4-AP) veya a-
dendrotoxin (DTX) ile K* kanallarinimn inhibe edilmesinin rat frontal korteksinde
serotonin aracili glutamat salinimina neden oldugu goriilmiistiir (337). Klinik ve
preklinik calismalarda NMDAR inhibitoérii ketaminin, glutamat sinyallerini
diizenleyerek hipokampal CREB ve BDNF seviyelerinde artisa neden olarak hizl
bir antidepresan etki yarattigi saptanmstir (336). Momboisse ve ekibinin yaptig

bir caligmada noéroendokrin dokularda bulunan ve sitosolik Ca*? miktarmin
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diizenlenmesinde onemli rolii olan Panks-1 iyon kanalinin bloke edilmesinin
katekolaminlerin salinimimi etkiledigi belirlenmistir  (339). Yoshimura ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada etkisini voltaj-bagimli Na* kanallarin1 ve voltaj-
bagimhi Ca*? kanallarimi inhibe ederek gdsteren bir antidepresan olan
karbamazepinin terapotik konsantrasyonlarinin adrenal medullada katekolamin
salinimini inhibe ettigi belirlenmistir (340). Benzer sekilde Yanagita ve ark’nin
yaptig1 calismada, bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan Lityum’un voltaj
bagimli Na* kanal fonksiyonunu inhibe ettigi ve katekolamin salinimini azalttig1
saptanmistir (341). Fan ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada ATP bagimli K*
kanal agicist iptakalimin, KHS grubunda FST deki hareketsizlik siiresini azalttig1
ve hipokampus serotonin seviyelerini arttirdigi bulunmustur (342). Yukarida
Ozetlenen caligmalarda, kalsiyum, potasyum ve sodyum kanallarinin tiimiini
inhibe eden daha genel inhibitdrlerin cesitli psikiyatrik hastaliklarda tedavi edici
etkilerinin oldugu gozlenmesine ragmen (228, 289, 339, 340), KHS depresyon
modelinde spesifik iyon kanal inhibitorlerinin katekolamin ve ndrotransmitter
diizeyleri {lizerine etkileri bilinmemektedir.

Bu nedenle ¢alismamizda depresyon patofizyolojisinde rolii oldugu bilinen
serotonin, asetilkolin, dopamin ve noradrenalinin KHS si¢an depresyon modelinde
beyindeki seviyelerini ve terapdtik amacli kullanilan spesifik iyon kanal
inhibitorlerinin bu seviyelere etkisini degerlendirdik.

Serotonerjik noronlar depresyon etiyolojisinde rolii oldugu bilinen
noronlardir. Rapheden frontal kortekse olan serotonerjik projeksiyonlarin,
duygudurumun  diizenlenmesinde;  hipotalamik  projeksiyonlarin  yeme

davranisinda; bazal gangliyona olan projeksiyonlarin agitasyon, obsesyon ve
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kompulsiyonda; limbik bolgeye olan projeksiyonlarin anksiyete ve panikte rolii
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle beyinde serotonin eksikliginin depresyona
zemin hazirladig1 belirtilmektedir. Ayrica yeni nesil SSRI antidepresanlarin tedavi
edici etkisi bu veriyi desteklemektedir (11). Ancak ¢alismamizda gruplarin
serotonin seviyelerinde anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bulgularimizla benzer
sekilde Ai ve arkadaslarinin ¢alismasinda, KHS modelinde total beyin dokusunda
5-HT seviyelerinde anlamli bir fark olmadigi belirtilmistir (343). Grenli ve
ekibinin yaptig1 calismada KHS ile olusturulan depresyon modelinde beynin
hipokampus bolgesinin 5-HT seviyelerinde anlamli bir fark olmadig: belirtilmistir
(344). Bekris ve ekibin calismasinda da aym sekilde KHS’nin sicanlarin
prefrontal korteks bolgesinde 5-HT seviyelerini anlamli olarak degistirmedigi
goriilmiistiir (345). Dang ve ekibinin c¢alismasinda da benzer sekilde hipokampus
bolgesinin 5-HT seviyelerinde anlamli fark goriilmemistir (310). Li ve ekibinin
yaptig1 c¢alismada KHS modelinde beynin striatum bdlgesinde 5-HT’nin
seviyelerinde anlamli bir fark olmadigi, hipokampus ve prefrontal korteks
bolgelerinde ise 5-HT nin anlamli olarak azaldig: tespit edilmistir (346). Gamaro
ve ekibinin yaptigt KHS c¢alismasinda beynin amigdala hipotalamus, hipokampus
ve frontal korteks bolgelerinin 5-HT seviyelerinde anlamli bir degisim
saptanmamustir (347). Li ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada KHS modelinde
beynin korteks ve hipokampus bdlgelerinin 5-HT seviyelerinde anlamli azalma
gortliirken striatum bolgesinde anlamli fark saptanmamustir (348). Chandrasekhar
ve ekibinin yaptig1 ¢alismada KHS’ye maruz kalan 5-HT seviyelerinin azaldig
bildirilmistir (309). Antidepresan uygulamalar1 hipokampus ve prefrontal

kortekste 5-HT seviyelerini anlamli olarak yiikseltmistir (346). Willner ve
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ekibinin c¢alismasinda da stresin limbik ©6n beyinde 5-HT seviyelerini
arttirabilecegi bildirilmektedir (349).

Beyindeki noradrenerjik yollardan; Locus coeruleus projeksiyonlarindan
frontal kortekse giden wuyarilar, noradrenalinin duygudurum iizerindeki
etkilerinden sorumludur. Prefrontal kortekse giden uyarilar ise dikkat, diirtii ve
motivasyondan sorumludur. Hipokampusa giden uyaranlar da 6grenme bellegi ve
depresyonda Onem tasmaktadir. Depresyonda goriilen semptomlardan ilgi
azalmasi, konsantrasyon eksikligi, unutkanlik, deprese duygudurum, psikomotor
retardasyon, yorgunluk ve halsizlik gibi semptomlarin norepinefrin eksikliginden
kaynaklandigr  belirtilmektedir ~ (11). KHS depresyon = modelinde
gerceklestirdigimiz calismamizda, sicanlarin total beyinlerinin noradrenalin
seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Calismamizla
benzer sekilde Azpiroz ve ekibinin yaptigi calismada KHS uygulanan ve
uygulanmayan gruplarin hipokampuslarinin NA degerlerinde anlamli bir fark
bulunmamastir (350). Yalcin ve ekibinin ¢alismasinda hipokampus dokusunda NA
seviyelerinin  stres grubunda anlamli degismedigi ancak antidepresan
uygulamalarinin seviyesini arttirdig1 belirtilmistir (351). Li ve ekibinin yaptig
calismada KHS modelinde, kontrol grubuna gore stres grubunda beynin, striatum,
hipokampus ve prefrontal korteks bolgelerinin NA seviyelerinde anlamli bir fark
olmadig tespit edilmistir (346). Naveen ve ekibinin yaptig1 ¢alismada da benzer
sekilde kontrol grubuna gore KHS uygulanan grupta beyin dokularinda NA
diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamistir (352). Bhutani ve arkadaslarinin
calismasinda stres grubunun NA seviyelerinde anlamli bir degisim goriilmedigi

belirtilmistir (353). Chandrasekhar ve ekibinin yaptig1 ¢calismada KHS’ye maruz

123



kalan hayvanlarin  hipokampus dokularinda NA seviyelerinin azaldigi
bildirilmistir (309). Ai ve arkadaslarinin ¢calismasinda, KHS modelinde total beyin
dokusunda NA seviyelerinin azaldigi belirtilmistir (343).

Dopaminerjik sistem depresyon etiyolojisinde rol oynayan Onemli
sistemlerden biridir. Depresyonda oOzellikle mezolimbik dopamin sistem
fonksiyonunda bozulma oldugu bilinmektedir (345). Ventral striatum,
hipokampus ve amigdala arasindaki mezolimbik dopaminerjik yolak haz
duygulari, 6diil ve istek ile iligkilidir (30). Dopamin diizeylerinin azalmasinin,
lokomotor aktivite, davraniglar ve bazi endokrin fonksiyonlar1 etkileyerek
MDB’ye neden oldugu bilinmektedir (26). Dopaminerjik sistem fonksiyon
bozukluklarinin depresyonda 6nemli rolii olan sinaptik plastisiteyi etkiledigi
bilinmektedir. Depresyonda rol oynayan CREB molekiiliiniin fosforilasyonu,
DA’nin cAMP/PKA yolagim aktive etmesiyle gerceklesmektedir. Ayrica DA’ nin
membran iyon akimlarini modiile ettigi bilinmektedir (355). Ancak mevcut
calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildigina, KHS grubu dahil tiim gruplarin
total beyinlerinde dopamin seviyelerinin anlamli olarak arttig1 belirlenmistir.
Literatiire bakildiginda; Stamford ve ekibinin ¢alismasinda, bulgularimiza benzer
sekilde KHS ile DA saliniminin arttig1 bulunmus ve mezolimbik bolgenin stres ile
asirt aktive olabildigi, dolayisiyla KHS’nin dopamin seviyelerinin artmasina
neden olabilecegi belirtilmistir (356). Bekris ve ekibin c¢alismasinda da aym
sekilde KHS’nin sicanlarin prefrontal korteks bolgesinde DA seviyelerini
yiikselttigi gortilmiistiir (345). Willner ve ekibinin calismasinda da yine stresin
limbik 6n beyinde DA seviyelerini arttirdigi bildirilmektedir (282). Gamaro ve

ekibinin yaptig1 KHS calismasinda beynin amigdala hipotalamus, hipokampus ve
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frontal korteks bolgelerinin DA seviyelerinde anlamli bir degisim saptanmamistir
(347). Bhutani ve arkadaglarinin ¢alismasinda stres grubunun DA seviyelerinde
anlamli bir azalma oldugu belirtilmistir (353).

Calismamizda  inhibitor  verdigimiz ~ gruplar KHS grubu ile
karsilastirildiginda KHS + Picol45, KHS + BpiDl ve KHS + 9-Phe tedavi
gruplarinin DA seviyelerinin anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Literatiir
taramalarimizda inhibitorlerle yapilan ¢alismalara baktigimizda; nikotinik
asetilkolin reseptdr inhibitorii olan kokain ve amfetaminin c¢alismamizda
kullandigimiz nikotinik asetil kolin reseptor kanali CHRNAG6’nin inhibitorii
BpiDI’nin etkisiyle benzer sekilde DA salinimini artirdigi goriilmistiir (357, 358).
Mari ve ekibinin ¢alismasinda, yine mevcut ¢alismamizda inceledigimiz Ca*”a
gecirgen kanallar olan TRPC1 ve TRPM4 kanallarinin inhibitérleri Picol145 ve 9-
Phe’ye benzer sekilde Ca** kanal blokeri verapamilin, DA salmmmmi stimiile
ettigi belirtilmektedir (359). Reiriz ve ekibinin calismasinda da Ca** kanal
blokerlerinin (flunarizine, cinnarizine, verapamil, nifedipine and nicardipine)
DA seviyeleri iizerine etkisine bakilmistir. Calismada flunarizine ve
nicardipine’nin akut uygulamasiin ekstraseliiler DA seviyesini arttirdigi, 18
giinliik kronik uygulamadan sonra ise nikardipin, nifedipin, verapamilin yine DA
seviyesini arttirdig1 ancak flunarizin’in, dopamin veya metabolitlerin hiicre dis1 ve
striatal seviyelerini azalttig1 belirtilmistir (360). Kalsiyuma gecirgen olan AMPA
ve NMDA reseptorlerinin de dopamin salimiminda rolleri oldugu gosterilmistir.
Calismalarda, AMPA reseptorlerinin eksojen ligandlar tarafindan aktivasyonunun,
DA saliniminda azalmaya yol agtigi, artisin ise sadece NMDA reseptorii

ligandlarinin  yiikksek konsantrasyonlarda uygulanmasiyla ortaya c¢iktigi
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belirlenmistir. NMDA veya AMPA antagonistlerinin uygulanmasina duyarli bir
sekilde DA salinimmin artmasi, her iki reseptor tipinin de bu yanita dahil
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, prefrontal korteksin elektriksel
uyarilmasiin ve kainat veya NMDA'in lokal uygulanmasinin da DA salimin
arttirdig1 belirtilmektedir. (361). Potasyum kanal inhibitorlerinin de DA {izerine
etkisinin incelendigi c¢esitli c¢alismalar bulunmaktadir. Dawson ve ekibinin
calismasinda Secici olmayan K' kanal inhibitorii TEA’ nin ekstraseliiler DA
konsantrasyonunu artirdigr belirtilmistir (362). Cass ve arkadaglar1 yine genis
spektrumlu K, kanal blokerleri 4-AP ve TEA'min elektrikle uyarilmis [3H] DA
saliimini arttirdigini gostermistir (363). Potasyum kanallarindan Kv1.2, Kv1.3 ve
Kv1.6’y1 bloke ettigi bilinen a-DTX ve MgTX'in DA salinimini arttirdigt
bildirilmistir (364).

Kolinerjik sistem, santral ve periferik sinir sistemi hiicreleri arasinda
uyarilarin tasginmasinda rol oynamaktadir. (365). Asetilkolin normalde dis
uyaranlara kars1 kortikal duyarliligi arttirmakta ve odaklanmis dikkati artirarak
kortiko-kortikal iletisimi azaltmaktadir. Ancak, ACh sinyalindeki asir1 artis kaygi
ve depresyon ile ilgili sesmptomlara yol agabilmektedir. Strese bagli ACh salinima,
cevresel uyaranlara uyarlanabilir tepkilere yol agarken, kolinerjik sinyallerdeki
kronik yiikselmeler, uyumsuz davraniglar iretebilmektedir. Stresin prefrontal
korteks ve hipokampusta ACh seviyesini arttirdigini dair bulgular bulunmaktadir
(366). Ancak bizim g¢aligmamizda, KHS grubunun ACh seviyelerinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Dagyte ve arkadaslar1 akut stresin hipokampustaki ACh
salinimint arttirabilecegini ancak kronik stres i¢in bu durumun kesin olmadigini,

kademeli bir kolinerjik fonksiyon azalmasinin olabilecegini belirtmisleridir (367).
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Tagliari ve ekibinin yaptig1 calismada KHS’nin asetilkolinesteraz seviyelerini
arttirdigi dolayisiyla ACh seviyelerinin azalabilecegi belirtilmektedir (368).
Srikumar ve ekibinin yaptig1 ¢alismada da stresin ACh seviyelerini prefrontal
korteks ve hipokampusta azalttigi bildirilmistir (369). Bhakta ve ekibinin
calismasinda da yine stresin ACh seviyelerini azalttigr belirtilmistir (370).
Calismamizda KHS + Picol45 grubunun ACh seviyesinin azaldig1 tespit
edilmistir. Literatiire bakildiginda, ACh salimmmm Ca** kanallar1 tarafindan
diizenlendigini belirtmektedir (371). Hong ve ekibi, ¢calismamizda inceledigimiz
Ca*>a gecirgen kanal olan TRPC1’in inhibit6rii Pico145’in ACh iizerine etkisiyle

uyumlu olarak P tipi Ca®

kanal blokeri w-agatoxin IVA’nin motor sinir
uclarindan ACh salinimini inhibe ettigini bildirmislerdir. (372). Benzer sekilde
Tamura ve ekibinin ¢alismasinda P tipi Ca*? kanal blokeri w-agatoxin [VA’nin
ACh saliniimini azalttigi, L tipi Ca*? kanal blokeri isradipine’nin ACh salinimni
arttirdig1 bildirilmektedir (373). Ayrica Lavretsky ve ekibinin ¢alismasinda 4-AP,
amiridin gibi se¢ici olmayan K* kanal inhibitérlerinin de Ach salmmuim arttirdig
belirtilmistir (374). Mallart ve ekibi fare motor sinir terminallerindeki kalsiyumla
aktive edilen K" kanallarinin yiiksek frekansh stimiilasyonla baskilanmasinin,
tetanik stimiilasyon sirasinda ACh saliniminin kolaylastirilmasina katkida
bulunabilecegini 6ne siirmiistiir (375).

Calismamizda gruplarin norotransmitter seviyelerine genel olarak
bakildiginda davranmis deneylerinde aldigimiz sonucglara benzer sekilde Sham
grubunun, KHS den farkli oldugu goriilmektedir. KHS ile kiyaslandiginda, Sham

grubunun DA seviyesinin anlamli olarak arttigi goriilmektedir. Asetilkolin

seviyelerinde ise KHS grubunda anlamli bir azalma goriilirken Sham grubunda
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kontrole yakin bir deger belirlense de anlamli bir degisim bulunmamaktadir. Bu
sonucun yine DMSO’dan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.  Literatiirde
depresyonda DMSO’nun norotransmitterler iizerine etkisinin degerlendirildigi
calisma bulunmamaktadir. Geron ve ekibinin yaptig1 ¢alismada DMSO’nun motor
sinir uclarindan nérotransmitter salinimini arttirdigi belirtilmistir (376). Majdi ve
ekibi c¢alismasinda da yine DMSO’nun katekolamin salinimini arttirdigini
belirtmiglerdir  (377). DMSO’nun bu etkisi membran gegirgenligini
degistirmesinden kaynaklandigi diistintilmektedir. Smith ve ekibi mesanede
DMSO’nun asetilkolin salinimini arttirdigini - gostermislerdir (378). Ayrica
DMSO’nun, ACh’in hidrolizasyonunda gorev alan asetilkolinesteraz enzimini
inhibe ederek ACh seviyelerini arttirdigr gosterilmistir (379). Yukarida 6rnek
verilen ¢aligmalarla birlikte sonuglarimizi degerlendirdigimizde DMSO’nun KHS
depresyon modelinde asetilkolin ve dopamin seviyelerini arttirdigini
sOyleyebiliriz. Dopamin seviyelerinin Sham grubuna gore KHS + Picol45 ve
KHS + BpiDI gruplarinda artmis olmasi davranis deneylerine benzer sekilde,
etkinin DMSO kaynakli olmadigini, inhibitorlerin kendi terapotik etkinliklerinin
bulundugunu gostermektedir.

Mevcut calismamizda bir diger degerlendirmemiz iyon kanallart ve
miRNA iligkileri lizerine yapilmistir. Sican KHS modelinde beyin dokularinda
artist tespit edilen iyon kanal mRNA’larin1 hedefleyen miRNA’larin diizeylerinin
Olclilmesi, depresyonda iyon kanal-miRNA iligkilerinin nasil diizenlendiginin ve
hastaligin etyopatogenezinde rol oynayan farkli mekanizmalarin ortaya konmasini
saglama potansiyeline sahiptir. Su ana kadar iyon kanallar1 ve mikroRNA’lar

arasindaki iliskilerin arastirildigi ¢aligmalar genellikle mikroRNA’larin iyon kanal
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genlerinin ifadesini diizenleme mekanizmalarinin ortaya koyulmasi amacina
yonelik olarak kurgulanmistir. Yang ve arkadaglarinin ratlarda yaptigr kardiyak
aritmi ¢alismasinda miR-1’in asir1 ifadesinin KCNJ2’yi baskiladigi belirtilmistir
(380). Luo ve ekibinin yapmis oldugu calismada atrial fibrilasyon hastalarinda
miR-1 downregulasyonunun CACNB?2 ifadesini arttirdigi belirlenmistir. Luo ve
arkadaslarinin bagka bir ¢alismasinda ise kardiyak hipertrofi hastalarinda miR-1
ve miR-133’tin HCN2 kanal ifadesini diizenledigi bildirilmistir (381).
Parthasarathy ve arkadaslarinin akut akciger hasari olan hastalarda yaptigi bir
calismada miR-16’nin asir1 ekspresyonunun epitelyal sodyum kanali (ENaC)
ifadesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (382). Favereaux ve ekibinin
ndropatik kronik agr1 modeli olusturdugu ratlarda ise miR-103’tiin CACNA1C’nin
ekspresyonunu diizenledigi goriilmiistiir (383). Belirtilen ¢alismalar gibi bir¢ok
calismada miRNA’larin iyon kanallar1 iizerindeki etkilerine odaklanmistir. Ancak
iyon kanallarinin miRNA’lar iizerinde nasil bir etki olusturduguna dair fazla
calisma bulunmamaktadir. MikroRNA’lar cesitli iyon kanal genlerini ve iyon
kanallar ile iligkili genleri hedef aldiklar: gibi iyon kanallarinin da miRNA’larin
diizenlenmesinde etkisi oldugu bilinmektedir (384). Hiicrelerin dogal ortamlarinda
i¢inde bulunduklar1 mikro ¢evredeki degisimler miRNA’larin degisimlerine neden
olmaktadir. Iyon akisindaki diizensizliklerin mikro g¢evre degisimine katkida
bulundugu bilinmektedir. Bazi ¢alismalarda iyon kanallarinin ifadesinde veya
fonksiyonunda gerceklesen degisimlerin miRNA ifadelerini etkiledigi
bildirilmistir (254). Ru ve ekibinin ¢alismasinda K* kanal blokeri olan 4-AP’nin
glioma hiicrelerinde miR-10b-5p’nin ifadesinin azalmasina neden oldugu tespit

edilmistir (385). Yine ayn1 ekibin baska calismasinda K* kanal inhibisyonunun
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miR-149-3p ve miR-424-5p ifadesini diizenledigi bildirilmistir (386). Cesitli
patolojik kalp rahatsizlifi c¢alismalarinda iyon dinamigindeki diizensizliklerin
miR-195’te artisa neden oldugu, miR-1 ve miR-133’de ise azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (254). Ancak MDB’de iyon kanal inhibitorlerinin miRNA’lar
tizerine etkisi bilinmemektedir. Bu konuda yapilan tek ¢alisma ekibimiz
tarafindan gerceklestirilmis olup mevcut ¢alismamizin temelini olusturmustur.
Yaymladigimiz ¢alismamizin bulgularina gére KHS fare depresyon modelinde
miR-9-5p, miR-128-1-5p ve miR-382-5p’de anlamli artis oldugu, miR-16-5p,
miR-129-5p ve miR-219a-5p’de ise anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Ayrica
TREKI1 1iyon kanal inhibitérii anandamide’in ve TRPC3/6 inhibitorii
norgestimate’in miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR128-1-5p, miR-132-
3p, miR-139-5p, miR-219a-5p ve miR-497-5p miRNA seviyelerini arttirdig: tespit
edilmistir (302).

Mevcut ¢alismamizda KHS depresyon modelinde, TRPC1, CHRNAG6 ve
TRPM4 iyon kanallarini hedefleyen inhibitorlerin (Picol45, BpiDl, 9-Phe), yine
bu kanallar1 hedefleyen miRNA’larin beynin prefrontal korteks ve hipokampus
bolgelerindeki ifadeleri iizerine etkisi degerlendirilmistir. Degerlendirmelerde
davranig testleri ve norotransmitter seviyelerinde oldugu gibi KHS grubuyla
benzer sonuclar elde edilmesi beklenen Sham grubunun sonug¢larinda DMSO
uygulamasindan kaynaklanan farkliliklarin oldugu goriilmistiir. Literatiirde
DMSO’nun gen ifadesini etkiledigine dair az da olsa calismalar mevcuttur.
Nishimura ve ekibi % 0,5 ve daha yiiksek konsantrasyonlardaki DMSO’nun,
C2C12 miyoblast hiicre hattinda, ACTB, GAPDH gibi cesitli housekeeping

genlerin mRNA seviyelerini etkiledigini bildirmislerdir (387). Ayrica bazi ilag
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metabolizmasi siirecine dahil olan ¢esitli enzim genlerinin ifadelerinin de degistigi
saptanmistir (388-390). Sumida ve ekibinin caligmasinda, DMSO’nun insan
hepatosit hiicre hattinda 728 prob setinden 161, rat hepatosit hiicre hattinda ise
409 prob setinden 57 ila¢ metabolizmas: iligkili enzim geninin ifadesini
degistirdigi belirlenmistir (391). Literatirde DMSO’nun miRNA’lar {izerine
etkisinin incelendigi tek c¢alisma goriilebilmistir. Verheijen ve arkadaglar
tarafindan 2019 yilinda yapilan bu arastirmada, proteom, transkriptom ve DNA
metilasyon profileri analiz edilerek DMSO'nun hiicre fizyolojisini nasil etkiledigi
ile ilgili yeni bulgular ortaya konulmustur. Arastirmacilarin 3D mikro dokular
(olgun kardiyak ve hepatik model) ile yaptiklar1 calismada 6rnekler in vitro % 0.1
DMSOQ'ya maruz birakilarak yaklagik 1100 miRNA nin ifadesi degerlendirilmistir.
Calismanin sonucunda o6zellikle olgun kardiyak doku modelinde DMSO’nun
miRNA ifadelerinde (704 miRNA) biiyiik degisimlere sebep oldugu saptanmustir.
Bu miRNA’lardan % 59,5’inin downregiile oldugu % 47,3’iiniin de upregiile
oldugu bildirilmektedir. Hepatik modelde ise ¢alisilan miRNA’larin % 18’inde
(186 miRNA) anlamli degisim belirlenmistir. Ayrica yapilan analizlerde miRNA
biyogenezinde rolii oldugu bilinen Dicerl’in DMSO uygulamasi yapilan kardiyak
modelde downregiile oldugu hepatik modelde ise upregiile oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda yine miRNA biyogenezinde rol alan Ago-2’nin DMSO
uygulamast ile kardiyak modelde downregiile oldugu gosterilmistir. DMSO
uygulamasinin, metilasyonda degisimlere neden oldugu ve bu durumun genomu
dengesizlestirerek fenotipik ve patolojik sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol

acabilecegi belirtilmektedir (392).
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Calismamizda  hipokampus  dokusunda  ifadesini  inceledigimiz
miRNA ’lardan;

TRPC1 iyon kanalin1 hedefledigi bilinen ve ndrogenezde rolii oldugu
diistiniilen miR-135a-5p’nin ¢alismamizda KHS grubunda anlamli olarak arttigi
tespit edilmistir. miR-135a-5p’nin TRPC1’e ilaveten KCNAB3, KCNJ6, KCNS3,
KCNQS5, HCN2, CACNAIE, TRPM7 gibi iyon kanallari1 hedefledigi
bilinmektedir (393, 256, 257). Bu kanallardan calismamizda KHS grubunda
HCN2’nin prefrontal kortekste ifadesinin arttigi, TRPM7’nin hipokampusta
azaldig1r saptanmistir. Ayrica, miR-135a-5p depresyon patofizyolojisinde rol
oynadig1 bilinen serotonin tastyicist SERT’1 (Serotonin transporter; solute carrier
family 6, member 4; SLC6A4) hedefledigi belirtilmektedir (256, 257, 394).
Caligmamizda Sham grubunda ve TRPCI inhibitorii Pico145’in uygulandigi KHS
+ Pico145 grubunda miR-135a-5p’nin ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. iki grupta
benzer olan bu azalmanin DMSO kaynakli oldugu disiiniilmektedir.
Inceledigimiz diger miRNA’lardan, TRPC1 iyon kanalin1 hedefledigi bilinen
miR-135b-5p’nin travma sonrasi stres bozukluklarinda rol oynadig (395) ayrica
depresyonda rolii oldugu bilinen serotonin tasiyicis1t SERT’1, depresyonla iliskili
sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol oynayan CREBS5’i ve sizofreni,
depresyon gibi ndropsikiyatrik hastaliklarla iligkili DISC1 genini diizenledigi
bilinmektedir (394, 396, 397, 398). Ayn1 zamanda KCNAB3, KCNJ6, KCNS3,
KCNMBI1, CACNAID gibi baska iyon kanallarin1 da hedefledigi belirtilmektedir
(256, 257). Calismamizda miR-135b-5p’nin KHS ve KHS + Picol45 grubunda
anlamli olarak arttigi, Sham grubunda ise DMSO’nun etkisi ile seviyenin

normallestigi goriilmektedir. Calismamizda ifadesini inceledigimiz, yine TRPCl1
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iyon kanalin1 hedefledigi bilinen miR-875’in alzheimer hastalifinda ve travma
sonrasi stres bozuklugunda seviyesinin degistigi, ayrica diizensizliginin depresyon
etiyolojisinde rol oynadigi bilinen sirkadyen ritmin diizenlenmesinde gorevli
CLOCK geninin mRNA’smi1 hedefledigi bilinmektedir (256, 257, 399, 400, 401).
Mevcut ¢alismamizda bu miRNA’nin seviyelerinin Sham grubunda arttigi ve
KHS + Picol45 grubunda normallestigi goriilmektedir. Sham grubundaki artisin
DMSO kaynakli oldugu ancak Picol45’in bu artist normallestirdigi
diisiiniilmektedir. Calismamizda TRPCI’i hedefleyen miR-186’nin tiim
gruplardaki ifadesinde anlamli bir degisim goriilmemistir.

CHRNAG iyon kanalini1 hedefledigi bilinen miR-6334’tin CHRNAG iyon
kanalina ilaveten KCNJ5 K* kanalin1 ve sirkadyen ritmin diizenlenmesinde rol
oynayan CLOCK geninin ve polimorfizmlerinin depresyon patofizyolojisi ile
iligkili oldugu bildirilen serotonin reseptdrii HTR2C nin mRNA’sin1 hedefledigi
bilinmektedir (256, 257, 399, 402). Calismamizda miR-6334’iin KHS grubunda
oldukca yiiksek bir kat artis1 gosterdigi belirlenmistir. Sham ve KHS + BpiDI
gruplarinda da artis gozlenmistir ancak 6zellikle KHS + BpiDIl grubundaki artis
diger gruplara nazaran olduk¢a azdir. Yontemlerde bahsedildigi iizere Sham
grubuna DMSO uygulanmis ancak BpiDIl inhibitérii SF’te ¢oziilmiistiir.
Dolayisiyla miR-6334’iin Sham grubundaki artisinin DMSO’dan, KHS + BpiDI
grubunda ise CHRNAG6 inhibitdrii BpiDI’'nin etkisinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. CHRNAG6 iyon kanalin1 hedefledigi bilinen miR-702-3p’nin
depresyonda rolii olan ¢esitli sinyal yolaklari ile iliskili olan genleri hedefledigi ve
seviyesindeki artisin bu genlerin downregiilasyonuna neden olarak sinaptik

plastisite ve apoptoz gibi mekanizmalar1 etkiledigi bilinmektedir (403). Ayrica
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yine depresyonla iligkili oldugu bilinen serotonin reseptori  HTR6
(hydroxytryptamine receptor 6), dopamin reseptérii DRD2 (Dopamine receptor
D2) mRNA’larin1 ve KCNJ4, KCNJ11 gibi iyon kanallarin1 da hedeflemektedir
(256, 257, 404, 405). CHRNAG iyon kanalin1 hedefledigi bilinen diger bir miRNA
miR-484’lin yaslilik depresyonunda ve bipolar hastalikta downregiile oldugu
belirtilmektedir (206, 207). Ayrica depresyonla iliskili oldugu bilinen CLOCK,
HTR2C mRNA’larim1 ve KCNJ5, KCNSI1 gibi iyon kanallarmi hedefledigi
bilinmektedir (256, 257, 399, 402). Ifade analizlerimizde bu hedeflerden
KCNS1’in hipokampusta arttigi belirlenmistir. Calismamizda, miR-702-3p ve
miR-484’lin Sham grubunda ve CHRNAG6 inhibitdrii BpiDI’nin uygulandigi KHS
+ BpiDI grubunda ifadesinin azaldig1 gézlenmistir. Calismamizda miR-702-3p ve
miR-484’tin KHS + BpiDI grubundaki azalma seviyelerinin Sham grubuna gore
daha belirgin oldugu goriilmektedir. Bu durum Sham grubunda goriilen azalmanin
DMSO kaynakli oldugunu, KHS + BpiDl grubundaki azalmanin ise DMSO
kullanilmadig1 i¢in inhibitor etkisiyle gerceklestigini gostermektedir. CHRNAG6
iyon kanalin1 hedefledigi bilinen, alzheimer hastaliginda dowregiile oldugu
belirtilen ve noronal hiicre dongiisii ile iliskili oldugu diisiiniilen miR-501-3p’nin
KCND3, CACNAIE ve KCNC3 gibi baska iyon kanal mRNA’larim1 da
hedefledigi bilinmektedir (256, 257, 408, 409). miR-344a-3p’nin ise depresyonla
iligkili genlerden sirkadyen ritim geni CLOCK’un, serotonin reseptorii
HTR2C’nin, MDB’de rolii olan GABA tasiyicist SLC6A1’in (solute carrier
family 6, member 1), 6grenilmis ¢aresizlikle ve MDB ile iligkili oldugu belirtilen
IL-3’iin (Interlokin-3) ve MDD’de antidepresan cevabin verilmesinde rolii olan

glutamat reseptorii GRIK4’iin mRNA’larint ve TRPV1, TRPV2, KCNAS,
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KCNE2, KCNHS8, KCNK2, KCNK13, KCNIJ1, KCNJ5, CACNBI1 gibi iyon
kanal genlerini hedefledigi bilinmektedir (256, 257, 399, 402, 410-413). Bu
hedeflerden bizim analizlerimizde sadece TRPV2’nin ifadesinin hipokampusta
arttig1, prefrontal kortekste azaldigi belirlenmistir. Calismamizda miR-501-3p’nin
ve miR-344a-3p’nin kat degisimlerin sadece KHS + BpiDIl grubunda azalmasi,
BpiDl grubunda DMSO kullanilmadigi i¢in bu gruplardaki azalmanin direkt
inhibitor kaynakli oldugunu gostermektedir. Calismamizda, CHRNAG6’ya ilaveten
KCNA1l ve KCNC3 iyon kanallarint hedefledigi bilinen ve depresyonda
seviyesinin degistigi bildirilen miR-500-3p’nin ifadesinde KHS, Sham ve KHS +
9-Phe gruplarinda herhangi bir anlamli degisim gozlenmemistir (256, 257, 414).
(Calismada ifadesi incelenen, TRPM4 iyon kanalin1 hedefleyen ve MDB’de
metabolik stresorlerle iliskili hiicresel siireclerde rolii oldugu bildirilen miR-296-
5p’nin ayni zamanda KCNJ1 iyon kanalini da hedefledigi belirtilmektedir (415).
TRPM4 iyon kanalin1 hedefleyen miRNA’lardan miR-6320’nin, noroplastik
yolakta ve MDB ile iliskili sinyal yolaklarinda rolii oldugu bilinen CREB1/5°1,
serotonin reseptorleri HTR2A/C’yi ve norotransmitter tasiyicilar1 SLC6A2/A4
mRNA’larim1  ayrica KCNS3, KCNJ6 gibi iyon kanallarimi hedefledigi
bilinmektedir (256, 257, 394, 404). Calismamizda miR-296-5p ve miR-6320’nin
ifadelerinin KHS grubunda artis gosterdigi, Sham ve TRPM4 inhibitori
uygulanan KHS + 9-Phe grubunda kat artiglarinin normallestigi goriilmistiir. Bu
normallesmenin DMSO kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Calismamizda TRPM4
kanalin1 hedefleyen miRNA’lardan miR-203a-5p’nin KHS, Sham ve KHS + 9-
Phe gruplarinda seviyesinin arttigi tespit edilmistir. DMSO’nun ve inhibitoriin

KHS ile gerceklesen bu artisa etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Ayrica yine
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TRPM4 kanalin1 hedefleyen miR-3569, miR-361-3p, miR-433{in ifadelerinde
KHS, Sham ve KHS + 9-Phe gruplarinda herhangi bir anlamli degisim
gbozlenmemistir.

Calismamizda aynt miRNA’larin ifadeleri prefrontal korteks dokusunda da
incelenmistir. Bu miRNA’lardan,;

TRPC1 iyon kanalini hedefledigi bilinen miR-135a-5p ve miR-135b-
5p’nin seviyelerinin KHS grubunda anlamli olarak arttigi, Sham grubunda ise
ifadeleri azalmis olmasina ragmen anlamli bir degisim gostermedigi
belirlenmistir. miR-135a-5p’nin, KHS + Picol45 grubunda seviyesinin
normallestigi, miR-135b-5p’nin ise anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. miR-
135a-5p’nin KHS + Picol45 grubunda normallesmesinin DMSO’nun etkisinden
ve miR-135b-5p’nin KHS + Picol45 grubundaki artisin ise inhibitorden
kaynakladig: diistintilmektedir. TRPC1’1 hedefleyen diger miRNA’lardan miR-
875’in seviyesinin KHS grubunda anlamli bir degisim belirlenmemistir. Sham
grubunda miR-875’in seviyesinin anlamli olarak azaldigi, KHS + Picol45
grubunda ise anlamli olarak belirgin sekilde arttig1 gériilmiistiir. Sham grubundaki
azalmanin DMSO kaynakli oldugu, Picol45’in ise miR-875 seviyesini artis
yoniinde etkiledigi belirlenmistir. Calismamizda miR-186’nin tiim gruplardaki
ifadesinde anlamli bir degisim goriilmemistir.

CHRNAG6 iyon kanalin1 hedefledigi bilinen miR-344a-5p, miR-702-3p,
miR-6334 ve miR-500-3p seviyelerinin KHS ile degismedigi ancak Sham ve KHS
+ BpiDl gruplarinda anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. KHS + BpiDI
gurubunda DMSO kullanilmadig1 i¢in gruplardaki bu azalmalarin birbirinden

bagimsiz olarak gerceklestigi goriilmektedir. miR-501-3p ve miR-484’iin
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seviyelerinin KHS, Sham ve KHS + BpiDIl gruplarinda anlamli olarak azaldigi
belirlenmistir. Sham ve KHS + BpiDI gruplarindaki azalma KHS grubuna gore
daha belirgindir. Bu durumda yine Sham grubunda DMSO’nun etkisiyle, KHS +
BpiDI grubunda ise inhibitoriin etkisiyle miR-501-3p ve miR-484’{in seviyelerinin
azaldig goriilmektedir.

Mevcut calismamizda TRPM4’i hedefledigi bilinen ayrica GABA-A
reseptOriinti, serotonerjik genlerden HTR2A/2C, SLC6A4’ii ve sinaptik plastisite
ile iligskili CREB genini hedefledigi belirtilen ve depresyonla iliskisi oldugu
diisiiniilen miR-203a-3p’nin (416, 417), seviyelerinin KHS uygulamsinda
degismedigi ancak Sham grubunda DMSO etkisi ile anlamli olarak azaldig:
belirlenmistir. KHS + 9-Phe grubunda miR-203a-3p’nin seviyelerinin ise Sham
grubuna kiyasla inhibitor etkisi ile normallestigi goézlenmistir. Calismamizda
KHS’nin miR-296-5p seviyesini anlamli olarak azalttig1 ve bu azalmanin Sham
grubundaki DMSO uygulamasi ve KHS + 9-Phe grubundaki inhibitér uygulamasi
ile degismedigi goriilmiistiir. Iyon taginimu ile iliskili yolaklarin diizenlenmesinde
gorev alan ve MDB’de ve antidepresan tedavisi ile ifadesinin degistigi bildirilen
miR-361-3p’nin ¢alismamizda KHS wuygulamas1 ile seviyesinin azaldigi
belirlenmistir (418, 419). Bu miRNA’daki azalma, KHS grubunda daha belirgin,
Sham ve KHS + 9-Phe gruplarinda DMSO’nun etkisiyle benzer seviyelerdedir.
miR-361-3p’nin ayrica serotonerjik genlerden SLC6A6 mRNA’sin1, CREB1/5’1
ve KCNG2, KCNK7, KCNJ4, KCNJ6, CACNB4, TRPV3 gibi iyon kanallarini da
hedefledigi bilinmektedir (targetscan). ifade analizlerimizde bu hedeflerden
sadece KCNG2’nin hipokampusta azaldig: tespit edilmistir. Cesitli caligmalarda

depresyonlu hastalarda ve antidepresan tedavisinde seviyesinin degistigi bildirilen
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miR-433’{in mevcut ¢calismamizda KHS grubunda degismedigi, Sham grubunda
DMSO etkisiyle azaldigi ve KHS + 9-Phe grubunda inhibitor etkisi ile normalize
oldugu goriilmiistiir (420, 421). miR-433’iin MDB ile iliskili olan serotonin
reseptorii 5S-HTSA, SLC6A4, CREB1 mRNA’larin1 ve KCNK15, HCNI1 gibi iyon
kanallarim1 hedefledigi bilinmektedir (256, 257, 422). miR-6320’nin seviyesinin
ise sadece KHS + 9-Phe grubunda inhibitoriin etkisiyle anlamli olarak azaldigi
belirlenmistir. Calismamizda miR-3569’un tiim gruplardaki ifadesinde anlamli bir
degisim goriilmemistir.

Sonug olarak KHS’de beynin hipokampus bolgesinde ACCN2, ACCN3,
KCNAS, KCNE4, KCNG4, KCNJ8, KCNS1, TRPC1, TRPC2, TRPM4, TRPMS,
TRPV2 ve TRPV4 iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli artis oldugu,
CACNAI1H, CHRNAY9, CHRNA10, CHRNB1, CHRNB4, HCNI, KCNAB2,
KCNG2, KCNH6, KCNK18, KCNS2, TRPM1, TRPM2, TRPM7 ve TRPV1 iyon
kanallarinin ifadelerinde ise anlamli azalma oldugu tespit edilmistir. KHS
grubunun prefrontal korteks dokusunda ise CACNAIC, CHRNA1, CHRNAG®6,
HCNI1, HCN2, HCN3, HCN4, KCNA6, KCNA7, KCNDI1, KCNE3, KCNHI16,
KCNS2, TRPCI1, TRPC3 ve TRPMI iyon kanallarinin ifadelerinde anlamli bir
artis oldugu, KCNAS, KCNG4, KCNK15, TRPV2 ve TRPV4 iyon kanallarinin
ifadesinde anlamli azalma oldugu belirlenmistir. Yukarida adi gegen iyon
kanallarindan 6zellikle Ca** ve K* kanallart basta olmak {iizere nikotinik, asit
duyarli ve siklik niikleotid kapili iyon kanallarinin ifadelerinde hem hipokampusta
hem de prefrontal kortekste Oonemli degisimlerin tespit edilmis olmasi iyon
kanallarinin KHS etyopatogenezinde olduk¢ca o©Onemli roller oynadiklarini

gostermektedir. Bunun yani sira etyopatogenezde onemli rol oynayan bir diger
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onemli siire¢ ndrotransmitter salinimlar1 ve baglantili sinyal iletimleridir. Mevcut
caligmada seviyesi incelenen norotansmitterlerden, 5-HT ve NA diizeylerinin
degismedigi ancak DA diizeylerinin KHS’de arttig1 bununla beraber inhibitorlerin
DA diizeylerini KHS’ye gore daha fazla artirdiklar1 gdzlenmistir. Ozellikle bu
bulgumuz hem Ca™ gecirgen kanallarm (TRPC1, TRPM4) hem de nikotinik
asetilkolin reseptorlerinin (CHRNAG6) inhibisyonunun DA diizeylerini benzer
sekilde arttirmis olmas1 agisindan oldukga ilgingtir. Asetilkolin diizeylerinin KHS
ve Picol45 (TRPCI inhibitorii) grubunda azalmis olmasi buna karsin 9-Phe
(TRPM4 inhibitorii) grubunda normalize olmasi farklh Ca* kanal inhibitorlerinin
de ACh salinimi iizerine farkl etkiler gosterdiklerini diisiindiirtmektedir. 9-Phe ve
BpiDI’nin tedavi edici etkilerinde ACh normalizasyonunun rol oynadig: ifade
edilebilse de aym1 genellemenin Picol45 i¢in yapilmasi miimkiin degildir.
Picol45’in terapdtik etkinliginde farkli norotransmitterlerin  rol oynamasi
muhtemeldir. Asetilkolin diizeylerindeki bu farklilig1 agiklayacak sekilde tedavi
amacli kullanilan her bir iyon kanal inhibitoriiniin de farkli davranis deneylerinde
olumlu etkiler gosterdikleri belirlenmistir. Calismamizda ZYT de Picol145, 9-Phe
ve BpiDI'nin bozulan 3 davranistan 3’iinii de normalize ettigi gOsterilmistir.
Picol45’in, sicanlarin lokomotor aktivite ve anksiyete lizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan AAT’de degerlendirilen 6 davranistan 4’lnii ve
BpDil’nin 1’ini normalize ettigi, 9-Phe’nin ise AAT’de degerlendirilen higbir
davranigt normalize etmedigi belirlenmistir. Buna karsin Picol45, YALT’da
degerlendirilen 6 davranistan 5’ini normalize ettigi, 9-Phe’nin 4 davranisi ve
BpiDI'nin ise 3 davranmisi normalize ettigi belirlenmistir. Bu {i¢ antagonist

davranis deneyleri acisindan karsilastirildiginda, ZYT de benzer sonuclar elde
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edilmesine ragmen Picol45’in 6zellikle AAT ve YALT da iyilestirici etkilerinin
en yiiksek diizeyde oldugu diger iki inhibitoriin ise daha diisiik diizeyde etkilere
sahip oldugu gosterilmistir. Bu veri her bir iyon kanal inhibitoriiniin tedavi edici
etkilerini farkli sekillerde gosterdiklerini dogrulamaktadir. Bu nedenle 6zellikle
iyon kanal inhibitorlerin tedavi edici etkilerinin degerlendirilecegi ¢alismalarda
mutlaka farkli davranis testlerinin kullanilmasi gerekmektedir. Bu baglamda
farkli gecirgenlige sahip Ca** ve nAChR kanallarinin da ACh salimimi iizerine
etkilerinin degerlendirilecegi calismalara gereksinim vardir. Iyon kanal
inhibitorlerinin tedavi etkinliklerinin degerlendirildigi ¢alismalarda, terapotik
etkilere aracilik eden norotransmitterlerin ve ayrica her bir iyon kanalinin hiicre
icinde aktive ettigi yolaklarin kapsamli olarak calisilmasi mekanizmanin daha iyi
anlasilabilmesini saglayacaktir.

Genel olarak KHS etyopatogenezinde miRNA ifadelerindeki degisimleri
degerlendirdigimizde; KHS depresyon modelinde beynin hipokampus bolgesinde
miR-135a-5p, miR-135b-5p, miR-6334, miR-203a-3p, mir-296-5p, miR-6320 nin
ifadelerinin artis yoniinde degistigi goriilmiistiir. Prefrontal korteks dokusunda ise
miR-135a-5p, miR-135b-5p’nin ifadesinde artig, miR-484, miR-501-3p, miR-296-
5p, miR-361-3p’nin seviyesinde azalma oldugu belirlenmistir. Sonuglarimiza gore
KHS modelinde degisimi gézlenen bu miRNA’larin depresyon patofizyolojisinde
yer alabilecegini gostermektedir. Ancak miRNA’lardaki ifade degisimlerinin
Sham ve inhibitér uygulanan gruplarinda benzer sekilde azalmis ve artmis olmasi
bu degisimlerin hem Sham hem de tedavi gruplarina ortak olarak uygulanmis olan
DMSO’dan kaynaklandigimi  diislindiirtmektedir. Bu miRNA’larin  beynin

depresyonla iligkili diger bolgelerindeki ifadelerine de bakilmasi 6nerilmektedir.
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Hastalik etyopatogenezinde yer alan miRNA’larin tespit edilerek ifade

profillerinin belirlenmesi depresyonun altinda yatan genetik faktorlerin bulunmasi

ve yeni ilag hedeflerinin gelistirilebilmesi i¢cin 6nem teskil etmektedir.

Calismamizin bulgular1 dogrultusunda asagida maddeler halinde belirtilen

bazi 6neriler verilmistir;

1.

KHS modelinin, davramigsal ve fizyolojik acidan insanlardaki MDB
semptomlar1 ile paralellik gostermesi ve kolay uygulanabilir olmasi
nedeniyle yapilacak ¢alismalarda tercih edilmesi onerilmektedir.

KHS’de tedavi edici etkilerin degerlendirilmesinde her zaman en az 3
davranis deneyinin uygulanmasi dogru sonuglarin elde edilmesi agisindan
gereklilik arz etmektedir. Ozellikle KHS uygulamalarinda modelin dogru
olusturulabilmesi agisindan oncelikle STT yapilmali daha sonra KHS ve
tedavi ajanlarin etkilerinin belirlenmesinde ZYT, AAT ve YALT gibi
gecerliligi yiiksek davranis testleri uygulanmalidir.

Iyon kanal inhibitorlerinin  terapotik —etkinliginin - degerlendirildigi
calismalarda, KHS’nin ve tedavi amaciyla uygulanan inhibitorlerin
norotransmisyon lizerine etkilerinin net bir sekilde aciga kavusturulmasi
icin mutlaka norotransmitter diizeylerinin ve iligkili reseptdrlerin genis
capl degerlendirilmesi gerekmektedir.

Calismamizda sadece iyon kanal inhibitorlerinin subakut olarak
uygulanmasinin sonuglar1 degerlendirilebilmistir. Eger miimkiinse akut,
subakut ve kronik uygulamalarin etkilerinin karsilastirilmasi ¢alismalarin

giivenilirligini arttiracaktir.
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5. Tedavi edici ajanlar genellikle SF, PBS, DMSO, alkol vb. ¢oziiciilerde iyi
¢oziinmektedir. Calismamizda ¢oOziicii olarak kullanmak zorunda
kaldigimiz DMSO’nun (1 ml/kg) 6zellikle davranis deneylerinden ZYT’de
hareketsizlik, tirmanma ve yiizme siirelerini, AAT’de gecilen kare
sayisini, YALT’da acik kolda ve kapali kolda gecirilen siireleri normalize
ettigi gosterilmistir. Ozellikle DMSO gibi ¢dziiciiler kullanildiginda
mutlaka DMSO’nun verildigi bir Sham grubunun ve hatta miimkiinse
DMSO  kontrol  grubunun  olusturulmasinin  uygun  olacagi
diistiniilmektedir.

6. DMSO’un ¢oziicii olarak kullanildigr calismalarda eger gen ifadesi
degerlendirilecekse, gen ifade degisimlerinin DMSO’dan m1 yoksa KHS
veya tedavi edici ajanlarin etkisinden mi kaynaklandiginin belirlenmesi
icin mutlaka Sham + DMSO ve Kontrol + DMSO gruplarinin da
degerlendirilmesi gerekmektedir. Ciinkii pek ¢ok calismada ve mevcut
calismamizda DMSO’nun gen ifadeleri {izerine anlamli etkilerinin oldugu
gosterilmistir.  Ozellikle DMSO’nun miRNA ifadelerini anlamli bir
sekilde degistirdigi gozlenmistir.

7. Calismamizda sadece 3 iyon kanal inhibitérii degerlendirilebilmis ve
bunlardan 6zellikle TRPC1/TRPC4 ve TRPC1/TRPCS spesifik iyon kanal
inhibitorii olan Picol45’in tedavi edici etkinliginin en yiiksek diizeyde
oldugu gosterilmistir. Mevcut ¢alismada bu inhibitériin MDB tedavisinde
umut vadeden bir ajan olarak degerlendirilmesine karsin bu ajanin
insanlarda kullanilabilirliginin  degerlendirilecegi daha genis ¢aph

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. MDB tedavisinde kullanilabilecek
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potansiyel bir ajan olan Picol45’in veya bu iyon kanallarina spesifik farkli
inhibitorlerin tedavi edici etkinliklerinin degerlendirilmesine gereksinim
vardir.

. Kronik hafif stres modelinde degerlendirilen 115 iyon kanalinin,
hipokampus ve prefrontal kortekste farkli seviyelerde ifade oldugunun
gosterilmesi ve ayrica TRPCI, CHRNA6 ve TRPM4’i hedef alan
miRNA’larin hipokampusta ifadelerinin arttiginin gosterilmesine ragmen
prefrontal kortekste CHRNA6 ve TRPM4’ii hedefleyen miRNA’larin
azaldiginin belirlenmesi, farkli beyin bolgelerinin depresyonda farkli
sekilde diizenlendiginin en 6nemli gostergelerindendir. Bu veri 6zellikle
MDB c¢aligmalarinda, depresyonda etkili oldugu diisiiniilen amigdala,
prefrontal korteks, striatum ve hipokampus gibi beyin bolgelerin ayr1 ayri

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
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