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OZET

Fare Depresyon Modelinde TREK1 ve TRPC3/6 Iyon Kanal inhibitorlerinin
mikroRNA Ekspresyonlar1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Derin iiziintiili duygu durumu olarak tammmlanan depresyon yaygin
goriilen bir hastabktir. Son yillarda mikroRNA ve iyon kanallarindaki
degisimlerin depresyona neden olabilecegi belirtilmektedir. Cesitli ¢alismalarda
miRNA’lar ile sinyal iletiminin 6nemli elemanlar1 olan iyon kanallar1 arasinda
iliski oldugu saptanmistir. Ancak iyon kanal aktivitelerindeki degisimlerin
miRNA’larin sentezi iizerine etkileri bilinmemektedir. Caliymamizda fare
depresyon modelinde, beynin prefrontal korteks bolgesinde mikroRNA
ekspresyonlar1 ve TREK1 iyon kanal inhibitorii anandamide ve TRPC3/6
inhibitorii  norgestimate'in  mikroRNA  ekspresyonu iizerine etkilerinin
arastirillmasi amaclanmstir.

Calismada albino BALB/c wrki fareler kullanildi. Gruplar kontrol, sham,
sertralin, anandamide, sertralin+tanandamide, norgestimate ve sertralin
+norgestimate olarak diizenlendi. Farelerde depresyon modeli kronik hafif stres
protokolii ile olusturuldu ve depresyon diizeyinin degerlendirilmesinde zorunlu
yizme testi kullamldi. Caliymada kullanilan inhibitorler Smg/kg/giin dozunda
sertralin ise 10mg/kg/giin dozunda verildi. Gruplarin total beyin dokularinin
serotonin seviyeleri ELISA, miRNA ve iyon kanallarinin ekspresyon diizeyleri ise
RT-PCR ile degerlendirildi.

Analizler sonucunda depresyonda (sham grubunda) miR-9-5p, miR-128-1-
5p, mMiR-382-5p’de anlamh artis ve mMiR-16-5p, miR-129-5p, miR-219a-5p’de
anlamh azalma oldugu belirlendi. Calismamizda iyon kanal inhibitorlerinin miR-
16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-
219a-5p ve miR-382-5p ekpresyonlarmm1 anlamh olarak arttirdigi bulundu.
Sertralin+inhibitor uygulanan gruplarda ise miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-
5p, miR-129-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p, miR-497-5p’de 6nemli bir
artis oldugu goriildii. Inhibitérlerin ozellikle sertralinle birlikte kullamildiginda
ZYT’de antidepresif etkiye sahip oldugu belirlendi.

Literatiirle uyumlu olarak o6zellikle miR-9-5p ve miR-128-1-5p’deki artisin
depresyon etyopatogenezinde onemli roller oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Anandamide ve norgestimate’in ZYT’de antidepresif etkiye sahip olmalar1 bu
inhibitorlerin sertraline ek olarak tedavide kullamilabilecegini gostermektedir.
Caliymamiz iyon kanal inhibitorlerinin miRNA’lar iizerine etkilerinin anlagilmasi
ve yeni tedavi yontemlerinin bulunmasma yonelik ¢ahismalara 11k tutmasi
bakimindan 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Depresyon, mikroRNA, TRPC3, TRPC6, TREK],
Norgestimate, Anandamide, Kronik Hafif Stres, Zorunlu Yiizme Testi.
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ABSTRACT

The Investigation Of The Effects On microRNA Expressions of TREK1 and
TRPC3/6 lon Channel inhibitors In A Mouse Model Of Depression.

Depression which is defined as profound sad-soul feeling is a common
disease. In recent years, it is mentioned that alteration of microRNAs and ion
cahnnels can cause to depression. Association between miRNAs and ion channels
that are important molecules in signal transduction pathway has been shown by
many studies. However, the effects on synthesis miRNAs of changes in ion channel
activities are unknown. In our study, we aimed to investigation of effects on
MiRNA expression of norgestimate, inhibitor of TRPC3/6 ion channel and
anandamide, inhibitor of TREK1 ion channel and miRNA expression in prefrontal
cortex region of brain in mouse model of depression.

In this study, strains of albino BALB/c mice were used. Groups as sham,
sertralin, anandamide, sertralin+anandamide, norgestimate and
sertralin+norgestimate were organized. Depression model in mice was created with
chronic mild stress protocol and forced swim test was used to assess level of
depression. Inhibitors used in this study 5mg/kg/day were given and also sertralin
10mg/kg/day was given. Serotonin was measeured from total tissues of brain in all
groups by ELISA tool. miRNA and ion channel expression were quantified by RT-
PCR.

Statistical analysis showed that a significant increase was determined in
miR-9-5p, miR-128-1-5p, MmiR-382-5p, while a signifcant decrease was determined
in MiR-16-5p, miR-129-5p, miR-219a-5p in depression (in sham group). It was
found that ion channel inhibitors led to significantly increase in expression of miR-
16-5p, miR-30, miR-34, miR-128-1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p and
miR-382-5p in depression. It is also demonstrated that miR-30c-5p, miR-34a-5p,
miR-128-1-5p, miR-129-5p, mMiR-132-3p, MiR-139-5p, miR-219a-5p, miR-497-5p
was a significant increase in the groups treated sertralin+inhibitor. It has been
determined to have effect of antidepressant at FST when the combination of
especially sertralin and ion channel inhibitors was used.

Consistent with the literature, increase in particularly miR-9-5p and miR-
125-1-5p is thought to be taken important roles in depression etiopathogenesis.
Since anandamide and norgestimate have antidepressive effect in FST, both of
them can be used in treatment of depression in addition to sertraline. Our study is
important since it contributes to understanding of their effects on miRNAs of ion
channels and elucidates to find novel treatments of depression.

Key Words: Depression, microRNA, TRPC3, TRPC6, TREK1, Norgestimate,
Anandamide, Chronic Mild Stress, Forced Swimming Test
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1. GIRIS

Depresyon, diinya ¢apinda oldukca yaygin goriilen 6nemli bir halk saglig
problemidir (1). Yasam boyu yayginligi % 17-21 olarak bildirilen Major Depresif
Bozukluk (MDB) yineleme oranlar1 yiiksek olan ve Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore fiziksel, sosyal ve mesleki yeti yitimine yol agan sebepler arasinda ilk sirada yer
alan ruhsal hastaliktir (2). Depresyon derin tiziintiilii bir duygu durumu iginde bireyin
diistince, konugma ve hareketlerinde yavaslama, durgunluk, degersizlik, giicsiizliik,
isteksizlik, karamsarlik duygu ve disiinceleri ile fizyolojik islevlerde yavaslama gibi
belirtilerin yasandigi bir sendromdur (3).

Major depresif bozuklugun % 32-42’sinin kalitildiginin anlasilmasi ile sorumlu
olabilecek genlere ilgi oldukga artmistir. Aday gen g¢alismalari iginde ‘Brain-derived
Neurotrophic  Factor’> (BDNF), ‘Tryptophan Hydroxylase 2°° (TPH2) ve
‘“Serotonin Transporter’” (SERT) gibi genler bulunmaktadir (4). Depresyon
etiyolojisinde 6zellikle Norepinefrin (NE) ve Serotonin (5-HT) etkinliginde azalma en
cok kabul goren bulgulardan biridir (5). Ozellikle Selektif Serotonin Geri Alim
Inhibitdrlerinin (SSRI) depresyon tedavisinde etkin bir bicimde kullaniliyor olmasi
serotoninin depresyondaki roliinii destekler niteliktedir (6). Son yillarda yapilan
caligmalarda gesitli aday miRNA’lardaki degisimlerin de depresyona neden olabilecegi
belirtilmistir (7).

mikroRNA’lar (miRNA), yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden
kodlanan fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotid
uzunlugunda, kiiciik RNA molekiilleridir (8). DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak
protein ¢evirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef genin mesajc1
RNA (mRNA)’lara diistik 6zgiilliikte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel
inhibisyona neden olabilecegi icin gen ifade edilmesinin kontroliinde 6nemli rollere
sahiptir (9). Son yillarda yapilan miRNA c¢aligmalarinda bir ok miRNA’nin beyine
spesifik oldugu veya ifadesinin beyinde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum
miRNA’larin beyin gelisiminde ve fonksiyonunda 6nemli rollere sahip oldugunu
diisiindiirtmektedir. Bu nedenle beyinde bulunan ve ¢ogu spesifik olan miRNA’lardaki

bir kusurun, sinir sistemini de dogrudan etkileyerek ¢esitli sinir sistemi hastaliklarina



neden olmast muhtemeldir. Sinaptik ve biligsel islev bozukluklarinin gorildigi
Alzheimer hastalifi, madde bagimliligi, uyku bozuklugu, stres gibi patolojik
durumlarda beyinde miRNA anlatiminda degisimlerin goriilmesi bu diislinceyi
desteklemektedir (10).

Hiicre ici sinyal iletimindeki islevsel bozukluklar basta depresyon olmak iizere
duygudurum bozukluklarinin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (11). Hiicre
ici sinyalizasyonun Onemli elemanlarindan iyon kanallar1 membranin lipid ¢ift
tabakasin1 kesen ve bu tabaka boyunca iyonlarin hareketini kolaylastiran
makromolekiiler protein komplekslerdir. Iyon kanallar;, membranda 3-5A capta delikler
olusturur ve iyonlarin hareketi bu delikler araciligiyla gerceklesmektedir. Bu
kanallardan akan Ca*? gibi iyonlar bir ikincil habercinin kaynagi olarak hiicre igi
sinyalizasyona katilmaktadir (12). Iyon kanallarinda meydana gelen degisimler hiicresel
mekanizmalarin igleyisini derinden etkilemektedir. Giiniimiizde yapilan molekiiler
temelli ¢alismalarda iyon kanallar1 ve iligkili genler olduk¢a 6nem kazanmistir (13).
Iyon kanal ekspresyonlarinin kontroliinde transkirpsiyon faktdrlerinin kritik bir role
sahip olduklar1 bilinmekteydi ancak son yillarda yapilan g¢alismalarda gen ifadesi
kontroliiniin énemli elemanlarindan mikroRNA’larin iyon kanallarinin diizenlenmesi
stirecine de dahil oldugu belirlenmistir (14). MikroRNA’lar ¢esitli iyon kanal genlerini
ve iyon kanallar1 ile iliskili genleri hedef aldiklar1 gibi iyon kanallarimin da
miRNA’larin diizenlenmesinde etkisi oldugu bilinmektedir (15). Ancak bu alanda
yapilmis ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda planladigimiz ¢alismada, farelerde kronik hafif stress
protokolii ile olusturulan depresyon modelinde Beynin prefrontal korteks bolgesinde,
mikroRNA ekspresyonlar1 ve depresyonla ilgili oldugu diisiiniilen iyon kanallarindan
TREK!1'in inhibit6rii anandamide ve TRPC3/6'nin inhibitorii norgestimate'in mikroRNA
ekspresyonu iizerine etkilerinin arastirilmasi amacglanmustir.

Calismamizin 3 temel alanda katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ik olarak
mikroRNA’larin fare depresyon modelinde arastirilmasiyla hastalik etyopatogenezinde
onemli rol oynayabilecek mikroRNA’lar belirlenecektir. Ikinci olarak TREK1 ve
TRPC3/6 iyon kanal genlerinin depresyon icin aday genler olabilecegi belirtilmesine
karsin in vivo deneylerde bu kanallarin mikroRNA’lar {izerine etkileri bilinmemekte ve

bu alanda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. TREK1 ve TRPC3/6 iyon kanal



inhibitorlerinin depresyon hastaliginin fare modelinde mikroRNA ekspresyonlarini
degistirip degistirmedigi ve yeni terapdtik bir hedef olarak kanal inhibitorlerinin
etkinliginin belirlenmesi saglanacaktir. Ugiincii olarak iyon kanallar1 ve mikroRNAlar
arasindaki iligkiler ortaya ¢ikartilacaktir. Calismamiz depresyonda iyon kanali ve

miRNA iliskileri konusunda yapilan ilk ¢aligsma olma 6zelligini tasimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Major Depresif Bozuklugun Tanim ve Epidemiyolojisi

Depresyon, noérobiyolojik tabani olan, Beynin yapisal ve fonksiyonel
bozukluklar ile iliskilendirilen ve diinya ¢apinda 350 milyon kisiyi etkileyen psikiyatrik
bir hastaliktir (16,17,18). Yasam boyu yaygmhigi % 17-21 olarak bildirilen Major
Depresif Bozuklugun (MDB), Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére 2030 yilinda sosyal
ve ekonomik yiik getirisi acisindan kalp damar hastaliklarindan sonra 2. sirada yer alan
bir hastalik olacagi tahmin edilmektedir (17,19). Tiirkiye'de depresyonun yayginligi ile
ilgili Saglik Bakanlig: tarafindan yapilan en son ¢alisma 1998°de yapilan "Tiirkiye Ruh
Saglig1 Profili" arastirmasidir. Bu arastirmada depresif nobet yayginligi % 4,0 olarak
belirtilmistir. Yayginlik oranlar1 kadinlarda % 5,4, erkeklerde ise % 2,3’tiir (20).
Ulkemizde Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Miidiirliigii tarafindan 2004’te Baskent
Universitesi’ne yaptirilan Ulusal hastalik yiikii ve maliyet etkililik projesinde 15-59 yas
araliginda en fazla yeti yitimine neden olan hastalik olarak MDB ilk sirada yer
almaktadir (21). Major depresyonun yiiksek hastalik yiikiine sahip olmasi, sik goriilen
kronik bir rahatsizlik olmasi, durumda siiregenlesme, yinelemelerle seyretmesi, tedaviye
yanitin ge¢ ortaya ¢cikmasi gibi nedenlerle agiklanmaktadir (22).

Depresyon, normal iiziintli halinden, siddetli psikotik belirtiler gosteren
durumlara kadar varabilmektedir. Her insanin yasayabilecegi bu iiziinti hali, ancak
siddetli, yogun ve uzun siireli oldugunda major depresyon olarak tanimlanmaktadir
(23). Major depresyon; derin tzintili bir ruh hali i¢inde kisinin diisiince ve
hareketlerinde yavaslama, karamsarlik, kendine duydugu sayginin azalmasi, degersiz
hissetme, uyku ve yeme bozukluklari, isteksizlik, durgunluk ile biligsel fonksiyonlarda
ve fizyolojik islevlerde bozulma ile karakterize edilen, ilerledigi takdirde intihara
stiriikleyen bir rahatsizliktir (18, 24).

Major depresyonun klinik tanist DSM-V’e (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders) gore asagidaki belirtilerden en az 5’1 2 hafta boyunca gorildigi
takdirde konulmaktadir. Bu belirtilerden biri mutlaka depresif ruh hali, hayattan zevk



almama (anhedoni) veya cevresine karsi ilgisizlik olmalidir. Major depresyonun 9

semptomu sunlardir; (25,26)

1. Her giin, giin boyu siiren depresif duygudurum (Uzgiin, boslukta hissetme,
aglamakli goriintim)

2. Her giin ve giin boyu siiren etkinliklere ilgide azalma, eskisi kadar zevk
alamama

3. Onemli derecede kilo kaybi ya da kilo alimi

4. Insomnia ya da hipersomnia (Uykusuzluk ya da asir1 uyuma)

5. Psikomotor ajitasyon ya da retardasyonun olmasi (davranislarda asir1 artma ya
da gerileme)

6. Yorgunluk, bitkinlik ve enerji kaybinin olmasi

7. Degersizlik, asir1 ya da uygun olmayan su¢luluk duygularinin (gercek disi yargi)
olmasi

8. Diisiincesini yogunlastirmada azalma ya da kararsizlik

9. Yineleyen 6liim diisiinceleri (intiharla ilgili).

Intihar vakalarinin % 50-70'inin bir duygudurum bozuklugundan kaynaklandig1
ve bu vakalarin % 80'ini major depresyon tanisi koyulan hastalarin olusturdugu
bilinmektedir (23). Depresyon tedavisi igin kullanilan antidepresan sayisi giin gectikge
artmasina ragmen, ilag etkinligi ile ilgili ¢alismalarda depresyon hastalarinin ancak
%50’sinin tedaviye cevap verdigi, %10-15 hastadan ise hi¢ yanit alinmadig

belirlenmistir (22, 2)

2.2. Major Depresif Bozuklugun Tarihgesi

Duygudurum bozukluklar ile ilgili gozlemler, insanlik tarihi boyunca, degisik
caglarda degisik toplumlarda, ¢esitli mitolojilerde ve dinlerde yer almstir (27,28).

Depresyonun ilk tanimi M.O 5. yy’de yasamis olan Hipokrat tarafindan yapilmis
ve ruhsal hastaliklarin, olaganiistii giicler nedeniyle degil, dogal nedenlerle olustugunu
bunun nedenin de dalaktan fazla iiretilen kara safra oldugunu iddia etmistir. >’melan’’
siyahin, ‘‘koli’’ ise safranin karsiligi olup melankoliyi bu sekilde tanimlamustir (29).

Ibni Sina (M.S. 980-1037) ruhu beynin bir fonksiyonu olarak gérmiis ve buradaki



herhangi bir bozuklugun melankoliyi ortaya ¢ikardigini sdylemistir. Melankolide farkli
duygudurumlari tanimlamig ve bunun viicut sivilarinin degisik oranlarda karisimindan
kaynaklandig1 disiincesi ile giiniimiiz nérotransmitter hipotezinin onciisii olmustur
(30). 1750"erden itibaren “depression” sozciigii melankoli teriminin esanlamlis1 olarak
kullanilmigtir. Latince “de primere” sozciigiinden kokenlenen Fransizca “depression”
sozciigii Ingilizceye de aymi sekilde gegmistir. Tiirkceye “cokiintii” olarak gevrilen bu

sozcik, bir¢ok olguyu tanimlamakta kullanilmaktadir (31).

2.3. Major Depresif Bozuklugun Etiyolojisi

Depresyonun ortaya g¢ikmasina yol agan Sebepler, psikososyal, genetik ve
biyolojik olarak ii¢ ana baglik altinda incelenebilir (32).

2.3.1. Psikososyal Etkenler

2.3.1.1. Klasik Psikanalitik Goriis

Freud ve K. Abraham yas ve depresyon arasindaki benzerlikler tizerinde durmus
ve aralarindaki fark: "agresyonun bireyin kendine yonelmesi" modeli ile agiklamislardir.
Bu modele gore sevilen bir nesnenin kaybi sonucu kaybedilen, introjekte (ige-atim)

edilmekte, yani sevilen nesne ve ya kisinin tasarimi benligin iginde saklanmaktadir (32).

2.3.1.2. Benlik Psikolojisi

E. Bibring’e gore depresyona yol acan catismalar salt benlik iginde de
olabilmektedir. Bireyin benligin 6zsever beklentilerinin gerceklesmedigi durumlarda,
caresizlik ve benlik saygisinda azalmayla karsi karsiya kaldigir ve benligin islevlerini

yerine getiremedigini 6ne siirmektedir (33).

2.3.1.3. Bilissel Goriis

Beck'in biligsel kuramina gore depresyon durumunda bireyin c¢evresi ve kendisi

ile ilgili algilamalari, degerlendirmeleri ve yorumlarinda yanliliklar, c¢arpikliklar,



yanligliklar bulunmaktadir. Bu kaliplagmig diisiince semalar1 kiside karamsarlik,

caresizlik gibi duygular olusturmaktadir (32).

2.3.1.4. Ogrenilmis Caresizlik Goriisii

Seligman kopeklere elektrik akimi verip kagma girisimlerini engellediginde
kopeklerin bir slire sonra kagma cabasini biraktiklarini ve insanlardaki depresyona
benzer sekilde durgun iiziintiilii bir duruma girdiklerini gormiistiir. Bu goriise gore
erken yaslardan itibaren olumsuz hayat sartlariyla karsilasan ve bu sartlarin iistesinden

gelemeyen bireylerde depresyon goriilebilecegi belirtilmistir (34).

2.3.1.5. Stresli Hayat Olaylar:

Stresli hayat olaylarinin depresyona zemin hazirladigi bilinmektedir (35).
Bireyin yasadigi olayr nasil algilayip degerlendirdigi ve bu olaymn iistesinden gelme
gliciiniin ne kadar oldugu onemlidir (34). Otoritelere gore yeterli siddette bir stres
beyinde néron kaybina ve norotransmitter diizeylerinde, reseptor say1 ve duyarlilifinda,
sinaptik bileskede degisikliklere neden olabilmektedir (32). Depresyon tanisi alan
hastalarla, kontrol gruplar1 karsilastirildiginda depresyon tanist koyulmus hastalarin
daha fazla sayida ve daha ciddi derecede major yasam olayi ile karsilastiklar tespit
edilmistir (35).

2.3.2. Genetik Etkenler

Son yillarda, molekiiler genetik alaninda kaydedilen 6nemli gelismeler, bazi
hastaliklara yatkinlik olusturan ve ya sorumlu olan genlerin belirlenmesine olanak
saglamistir (36). Aile, ikiz ve evlat edinme g¢aligmalart MDB’nin ailesel bir bozukluk
olduguna dair bilgiler sunmaktadir (37). Major depresyon hastalarmin birinci derece
yakinlarinda hastaligin goriilme riski normal populasyona gore 2-3 kat daha fazladir
(32). Tek yumurta ikizleri ile yapilan ¢aligmalarda birlikte hastalanma orani dizigot
ikizlerin birlikte hastalanma oranmin 3,6 kati olarak bulunmustur (38). Biyolojik

ebeveynlerinde duygudurum bozuklugu olan c¢ocuklarda onlar1 evlathk alan



ebeveynlerde bir mizag bozuklugu olmasa bile depresyon gelistirme riski normal
populasyona gore daha fazla bulunmustur (32).

MDB’nin % 32-42’sinin kalitildiginin anlagilmasi ile sorumlu olabilecek
genlere ilgi oldukga artmustir. (4). Bu genlerdeki polimorfizmlerden bazilarinin
depresyon olusumu ile iligkili oldugu bilinmektedir (39). Yapilan ¢alismalarda
norogenezi ve plastisiteyi diizenleyen gen ekspresyonlarinda meydana gelen
degisimlerin depresyon patogenezinde rol oynadigi tespit edilmistir (8). Calismalar
BDNF, TPH2 ve SERT gibi genler iizerine yogunlasmistir (4). 17. kromozomda yer
alan serotonin tasiyict genin (SERT) polimorfizmi ile depresyon arasinda iligki
bulunmasi bu alandaki g¢alismalar1 hizlandirmistir. Aymi  sekilde dopamin
reseptorlerinden olan D4 reseptor genindeki polimorfizm ile majér depresyon arasinda

iliski oldugu belirtilmistir (38).

2.3.3. Biyolojik Etkenler

2.3.3.1. Biyojenik Aminler

Duygudurum bozukluklarinin etiyolojisinde biyojenik amin diizensizliklerinin
rol oynadig1 bilinmektedir (40). 1960'l1 yillarda 6ne siiriilen katekolamin ve serotonin
(5-HT) hipotezleri duygudurum bozukluklarinda biyojenik aminlerdeki degisikliklere

verilen 6nemi arttirmustir (32).

2.3.3.1.1. Serotonin

Serotonin bu giine kadar tlizerinde en fazla durulan ve hakkinda en ¢ok bilgiye
sahip olunan norotransmitterdir. Diyetle alinan aminoasitlerden biri olan triptofan,
serotonerjik noron icine aktif tasima pompasiyla alinip triptofan hidroksilaz enzimi
vasitasiyla S-hidroksitriptofana (5-HTP) daha sonrada L-aminoasit dekarboksilaz
enzimi aracilig1 ile serotonine doniistiirtliir (41).

Vezikiillerde depolanan ve gerektiginde noronal iletim icin sinaptik araliga
salinan ~ serotoninin uyku, istah, noroendokrin islevlerin, duygudurumunun
diizenlenmesinde rolii vardir. Bu diizenlerdeki bozulmalar anksiyete, depresyon gibi

psikiyatrik rahatsizliklara neden olmaktadir (42). Sinaptik araliga bosalan serotoninin



bir kismi islevini gordiikten sonra 6zel geri alim pompasi ile geri alinmaktadir. Bu
stire¢ tretilen serotoninin daha ekonomik olarak kullanilmasini saglamaktadir (41).
Serotoninin Mono Amin Oksidaz-A enzimi ile etkilesmesinin sonucu olarak 5-
hidroksiindolasetaldehit olusur ve bu metabolit aldehit dehidrogenaz araciligiyla
aldehitlenerek ana metaboliti olan 5- hidroksiindolasetikasite (5-HIAA) doniisiip 6nce
Beyin omurilik sivisina (BOS), sonra kan ve idrara gegerek atilir (42). Depresyonlu
hastalarin BOS'unda Serotonin'in temel metaboliti olan 5-hidroksiindolasetik asit (5-
HIAA) diizeylerinin diisik bulunmasi, 5-HT'nin depresyon patogenezinde rolii
oldugunu diisiindiirmiistiir. ~ Ozellikle 6zkiyim sonucu 6len kisilerde yapilan
incelemelerde beyindeki 5-HT ve 5-HIAA diizeylerinin diistikligi bu goriisii
desteklemistir (32). 1970'lerden itibaren depresyona serotonin eksikliginin neden
oldugu diisiincesi 6nem kazanmis ve segici serotonin geri alim inhibitérleri tedavi araci
olarak kullanilmaya baslanmistir. Segici serotonin geri alim inhibitorleri Serotoninin

geri alimini engelleyerek serotonerjik aktivitenin artmasini saglamaktadir (43).

2.3.3.1.2. Dopamin

Dopamin (DA); Merkezi sinir sisteminde katekolaminlerin biiyiik kismini
olusturan bir norotransmitterdir (44). L-tirozin aminoasidi kandan spesifik bir aktif
tasima pompast ile noron i¢ine alinip tirozin hidroksilaz enzimi aracilig1 ile Dopa’ya
dontistiiriilir. Daha sonra Dopa, Dopa Dekarboksilaz enzimi vasitasiyla dopamine
doniistiiriiliir. Dopamin, biliylime hormonu salgisi, prolaktin salgis1 ve motor kontrolde
rol oynamasi nedeniyle sizofreni gibi psikiyatrik hastaliklarin olusmasma neden
olmaktadir (42). Dopaminin de diger biyojenik aminler gibi depresyonda azaldigi tespit
edilmistir (32). Antidepresanlarin dopamin iletimini arttirarak depresif duygulari
diizenledigi bilinmekte ancak depresyon ve dopaminerjik sistem arasindaki iliski

hakkindaki bulgular heniiz yeterli degildir (42).

2.3.3.1.3. Norepinefrin (Noradrenalin)

Norepinefrin sentezi, dopamin sentezi ile baglamaktadir (45). Sentezlenen
dopaminin, beta hidroksilaz enzimi ile etkilesmesi sonucu norepinefrin (NE)

sentezlenmektedir. Vezikiillerde depolanan ve gerektiginde ndronal iletim i¢in sinaptik



araliga salman norepinefrin, kalp damar sistemi, solunum ve gastrointestinal sistem
tizerinde bazi noradrenerjik alanlarin uyarilmasinin haz verici duygular yaratmasi
nedeniyle depresyon, mani, anksiyete gibi durumlarin olusmasina neden olabilen bir
norotransmitterdir (42). Noradrenalin etkisini alfa (al ve 02) ve beta (B1 ve B2 )
reseptorleri ile olusturmaktadir (43). Depresif hastalarda noradrenalin seviyelerinin
azalmasi ilgi kaybi, zevk alamama, konsantre olamama, timitsizlik ve karamsarlik gibi
semptomlarda artis olusturmaktadir. Depresyon hastalariin  ¢ogunun plazma
noradrenalin yogunlugunda ve reseptorlerinde artis saptanmistir (45). Depresyon
tedavisinde sinaptik aralikta noradrenalin geri aliminin arttirilmasi veya santral o2
adrenerjik reseptor inaktivasyonu yontemleri kullanilmaktadir (43). Norepinefrin
tesirini arttiran trisiklik antidepresanlarin ve noradrenerjik antidepresan ilaglarin

sagladig1 yarar NE’nin depresyondaki 6nemini géstermektedir (33).

2.3.3.1.4. GABA

Amino asit yapisinda olan ‘‘Gamma-aminobiitirik asit’> (GABA) memeli santral
sistemindeki en yaygin inhibitér ndrotransmitterdir. Santral sinir sistemindeki tim
sinapslarin  yaklastk % 40'min ndrotransmisyonda GABA'yt kullandigi tahmin
edilmektedir (43). Major depresyon hastalarinin 1/3’tinde GABA diizeyinde azalma
gozlenmistir (42).

2.3.3.1.5. Asetilkolin

Asetilkolin  sinir impulslariin  sinapslardan  gecisini  kolaylastiran  bir
norotransmitter maddedir. Kolinerjik/noradrenerjik denge bozuklugu hipotezine gore bu
norotransmitterler arasindaki denge bozuklugu, depresyonda kolinerjik etkinligi
arttirmaktadir. Kolinerjik aktiviteyi arttiran bazi ilaglarin depresif belirtiler ortaya
cikarmas1 ve trisiklik antidepresenlardaki antikolinerjik etki bu hipotezi
desteklemektedir (32).

10



2.3.4. Noroendokrin Sistem

Depresyonda ndrotransmitterlerin islevinde olusan bozukluklar hipotalamusu
etkileyerek noroendokrin diizensizliklere sebep olabilmektedirler. Ozellikle tiroid ve
adrenal sistemlerde olusan diizensizliklerin depresyona neden oldugu bilinmektedir
(42).

Hormonal eksenler, bazi peptid hormonlarin klasik nérotransmitterler gibi iglev
gormesinden, noroendokrin eksenlerin hormonlar1 kan yoluyla beyine tasinarak geri
bildirim (feedback) olusturarak néronal fonksiyonu etkilemesinden ve bazi psikiyatrik
hastaliklarin klasik ndroendokrin eksenlerin hipoaktivitesi veya hiperaktivitesi ile
seyretmesinden dolay1 6nem tagimaktadirlar (46).

Insan ve hayvanlarda stres durumunda gosterilen endokrin reaksiyon
Hipotalamo-Pituiter-Adrenal (HPA) eksen aktivasyonudur (46). HPA ekseninin organ
ve salgilari; hipotalamus ve salgis1 “‘Corticotropin Releasing Factor’” (CRF), hipofiz ve
hipofizden salgilanan ‘‘Adreno Cortico Trophic Hormone’” (ACTH), adrenal bezler ve
salgist kortizoldiir (47). Depresyon ile HPA ekseninin islevindeki bozukluklar
arasindaki  baglanti  kortizol miktarindaki yiikselmeyle iliskilendirilmektedir.
Hipotalamo-Hipofizo-Tiroid ekseni ile depresyon arasindaki iliski ise BOS’ta
“Tyrotropin Releasing Hormon’’ (TRH) diizeylerindeki artisa baglanmaktadir (42).
Azalmis gece melatonin salinimi, folikiil sitimiile edici hormon ve luteinlestirici hormon
seviyelerinin azalmasi, prolaktin seviyesinin artmasi ve erkeklerde azalan testosteron
hormon seviyeleri depresyon etiyolojisinde etkili oldugu diistiniilen diger néroendokrin
degisimlerdir (48).

2.3.5. Norotrofinlerin Rolii

Norotrofik faktorler; noronlarin gelisiminde ve korunmasinda rol almasi
nedeniyle biiyilk 6neme sahip molekiillerdir. Norotrofik faktorler arasinda en iyi
tanimlanmis olanlar; BDNF, Neuron Growth Factor (NGF), norotrofin 3 (NT-3) ve
norotrofin 4 (NT-4)’tiir. Norotrofik faktorler etkilerini ‘“Mitogen Activated Protein
Kinase’” (MAPK) dongiisiinii, Phosphatidylinositol —3 kinase (P13K)-Akt ve fosfolipaz
C dongiisiinii  etkileyerek gostermektedirler.  MAPK dongiisiiniin  aktivasyonu,

proapoptotik protein olan BAD fosforilasyonunu indiikleyerek ve antiapoptotik protein
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olan Bcl-2 ekspresyonunu arttirarak apoptozu inhibe etmektedir (49). Depresyon ile
iligkili ~arastirmalarin  sonucunda, BDNF'nin diger noérotrofik faktorlere gore
depresyondaki roliiniin daha fazla oldugu goriilmektedir (50). Strese maruz kalindiginda
hipokampusta BDNF seviyleri onemli olgiilerde downregiilasyona ugramaktadir
(11,50). Strese yanit olarak BDNF downregiilasyonunun hipokampusta atrofiye neden
oldugu disiiniilmektedir (42). Postmortem beyin incelemelerinde, antidepresan ilag
kullanan bireylerde antidepresan kullanmayan bireylere gore daha yiiksek oranlarda
BDNF seviyesi tespit edilmistir (50). Antidepresanlarin hipokampusta ‘‘CAMP
Response Element-Binding Protein’” (CREB) ve BDNF’yi aktive ettikleri ve bunun
hipokampusu yiiksek glukokortikoid seviyesi gibi stres verici uyaranlardan korudugu

saptanmustir (49).

2.3.6. Noroplastisite

Noroplastisite, kisaca cesitli i¢ ve dig uyaranlara bagli olarak beyindeki
ndronlarin ve bunlarin olusturdugu sinapslarin yapisal o6zellikleri ve iglevlerindeki
degisiklikler olarak tanimlanabilir (49). Bellekte bilginin depolanmasi, birlestirilmesi ve
filtre edilmesi gibi mekanizmalarin sinaptik plastisitenin olusumunu saglamaktadir. Bu
islevlerdeki herhangi bir aksama duygudurum bozukluklarin etyopatogenezinde yer
alabilmektedir (11,51). Her tiirlii zihinsel egzersiz ile hipokampal hacimde ve
norogenezde artma goriliirken, siirekli stres durumlar1 hipokampal hacimde ve
hipokampal nérogenezde azalmaya neden olmaktadir (49). Bazi arastirmalarda
antidepresan tedavilerinin hipokampusta stresin neden oldugu atrofi ve hiicre 6limii
gibi etkileri geriye dondiirebildigi, yeni néron olusumunu hizlandirdigi ve néroplastisite

tizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmistir (51).

2.3.7. Serebro-Vaskiiler Olaylar

Serebro vaskiiler hastaliklarin depresyonla beraber seyretmesi ‘‘vaskiiler
depresyon’’ varsayiminin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (42). Bilgisayarli tomografi
ile yapilan ¢alismalarda depresyon hastalarinda ventrikiil genislemesi ve buna bagh

olarak ventrikiil/beyin oraninda artma bulunmustur (33).
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2.3.8. immiin Sistem

Merkezi sinir sistemi ile bagisliklik sistemi arasinda peptidler, hormonlar ve
diger ileticiler araciligi ile dogrudan bir iligki oldugu yoniinde giiclii kanitlar vardir.
Sitokinler bagisiklik sistemi hormonlar1 olarak degerlendirilen farkli protein gruplaridir
ve endokrin, elektrofizyolojik ve davranigsal olarak etkin olduklari bilinmektedir.
Depresif hastalarda immiin sistemin baskilandig1 saptanmistir. Depresyonda goriilen

bazi belirtiler sitokinlerin arttig1 hastaliklarda da goriilebilmektedir (52).

2.3.9. Lipitlerin Rolii

Serum ve membran lipit diizeyleri ve psikiyatrik bozukluklar arasindaki iliski
son yillarda {izerinde ¢ok calisilan bir konudur (42,53). Omega-3 esansiyel yag asidi
eksikliginin depresyona zemin hazirladigi bilinmektedir (42). Depresif ve manik
hastalarda kolesterol diizeyinin diisiik oldugu saptanmis ancak bu konuda hentiz yeterli
veri elde edilememistir (54). Kolesterolin membran gegirgenligini degistirerek

serotonin baglanma ve geri alimini etkiledigi diistiniilmektedir (42).

2.3.10. Biyoritm

Depresyona neden olan etkenler arasinda sirkadiyen ritmin bozuklugunun
onemli bir faktor oldugu disiiniilmektedir. Uyku diizensizligi tedavilerinin depresyona

iyi gelmesi bu goriisii desteklemektedir (32).

2.4. Depresyon Olusumunda Risk Etkenleri

a. Yas: Depresyon 18- 45 yas araligindaki kisilerde daha sik goriilmektedir.

b. Cinsiyet: Depresyon kadinlarda erkeklere gore daha fazla goriilmektedir. Adet
gorme, gebelik, lohusalik, emzirme, menopoz, dogum kontrol hapi kullanimi1 ve
kadina toplumda bigilen rol, kadinda ruhsal hastaliklarin daha ¢ok goériilmesinin
altinda yatan sebepler olarak gosterilmektedir.

c. Medeni durum: Ayri yasama, bosanma, es kaybi gibi durumlar yasayan

kisilerde depresyon daha yiiksek oranda goriilmektedir.
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d. Cocukluk donemi yasantilari: Cocukluk donemindeki kayiplar, ebeveynlerin
tutumu, siddet gorme, cinsel istismar gibi durumlar depresyon belirtilerinin
erken baslamasina neden olabilmektedir.

e. Aile oyKkiisii ve genetik ozellikler: Ailede major depresyon Oykiisiiniin varligi
Oonemli bir risk etkeni olugturmaktadir.

f.  Sosyo-ekonomik durum: Issizlik, yoksulluk gibi durumlar depresyon igin risk
yaratmaktadir.

g. Gii¢ yasam olaylari: Gilic yasam olaylar1 asir1 siddette ve basa cikilamaz
oldugunda ruhsal dengeyi sarsarak ruhsal hastaliklarin gelismesine neden
olabilmektedir.

h. Bedensel hastaliklar: Depresyonun gelismesinde sorumlu tutulan etkenlerden
biri de bedensel hastaliklar ve bunlarin sagaltimidir. Hastanelerde yatan
hastalarin % 22-33'iinde, ayakta tedavi edilen hastalarin ise % 6-20'sinde

depresif belirtiler saptanmistir (42,55).

2.5. Major Depresyonun Noroanatomisi

Major depresyon hastalariyla yapilan g¢alismalarda limbik, kortikal, striatal,
pallidal, talamik noral devrelerin hastaliktan sorumlu olabilecegi goriilmistiir (56).
Farelerde olusturulan depresyon modeli ¢alismalarinda da ¢ogunlukla beynin
hipokampus, frontal korteks, striatum, hipotalamus bdlgeleri incelenerek depresyon

olusumunda etkili beyin bolgeleri olabilecekleri belirtilmistir (57,58).

2.5.1. Limbik Yapilar

Hipokampus, singulat girus, hipotalamus ve amigdala’nin birlikteliginden olugan
yapidir (Sekil 2.1.). Limbik sistem, 6zellikle korku, 6fke ve seksiiel davranislarla ilgili
duygularin kontroliinii ve bellek islevlerinin yiiriitiilmesini saglayan bdlge olarak
bilinmektedir. (59, 60). Emosyonel beyin ya da affektif beyin olarak bilinen bu bélgenin
zedelenmesi durumunda gorsel islevlerin yiiriitiillmesinde zorluklar, duygusal alanda
karisikliklar ortaya ¢ikmaktadir (61). Depresyonla iligkili yakin tarihli ¢alismalarda
limbik sistemin 6nemli bir parcasi olan hipokampusa odaklanilmistir (43). Depresyon

caligmalarinda hipokampusta nérogenezin bozuldugu, hipokampus hacminin azaldig: ve
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antidepresanlarin nérogenezi arttirdigi gozlenmistir (62). Ayrica depresyon olgularinda
talamus, amigdala, singulat girus ve derin temporal yapilarin aktivitesinde artig tespit

edilmistir (61).

Talamus

Hipotalamus

Frontal lob

Olfaktor bulb
Hipokampus

Sekil 2.1. Beynin limbik yapilar1 (63)

2.5.2. Frontal Korteks

Temel olarak karmasik motor islevleri ve bilissel davranigi yoneten bir bolge
olan prefrontal alan i¢ ve dis uyaranlar1 degerlendirip uygun motor yaniti1 verme, bilingli
olarak bir eylemi tasarlama ve gerceklestirme islevini yiiriitmektedir (61). Ozellikle
medial prefrontal korteksin duygudurum degisimleriyle iliskili oldugu diigiinilmektedir
(64). Prefrontal korteks aktivitesinde azalma ile birlikte temporal lop aktivitesinde
artisin gozlendigi durumlarda iziintii, 6liim disiinceleri, 6zkiyim girisimleri, atipik
agrilar ve uykusuzluk gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (61).

Prefrontal alanin striatum, globus pallidus ve substantia nigra, mediodorsal
talamus ile olan baglantilar1 temel beyin dongiilerini olusturmaktadir. Bu dongiilerde
olusan aksakliklarin depresyon etyopatogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Sekil
2.2.) (64).
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- Frontal lob

Sekil 2.2 Beynin frontal korteks bolgesi (65)

2.6. Major Depresyon Tedavisinde Kullanilan Antidepresanlar

Depresyonun bilinen ilk farmakolojik tedavisinin  Troyali Helena’nin
“nepenthes” adli morfin tiirevini antidepresif amaclh kullanimi oldugu diisiiniilmektedir
(66). Antidepresan grubu ilaglar, 1950°li yillarda tiiberkiiloz tedavisi igin yapilan
arastirmalar sirasinda  bulunmustur. Tiiberkiiloz tedavisi i¢in Iproniazid kullanan
hastalarin, depresif belirtilerinde gerileme oldugu gozlenmistir (67). 1950 ve
1960’lardaki bu kesifler antidepresan ila¢ tedavisi ve depresyon sikayeti bulunan
hastalar igin yeni ve daha iyi tedavilerin gelistirilmesine yonelik ilgiyi arttirmistir (68).

Antidepresanlar basta depresyon olmak fiizere bircok psikiyatrik hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir (69). Bu ilaglar enzim ya da reseptor inhibitorleri ve geri
alim engelleyicileri olarak etkilerini gostermektedirler. Antidepresan olarak kullanilan

ilaglar ve bu ilaclarin etken maddelerinin siniflandirilmasi asagida yapilmistir.

2.6.1. Monoamin Oksidaz inhibitorleri

Serotonin, noradrenalin ve dopamin yikimini diizenleyen bir enzim olarak islev
goren monoaminoksidaz enziminin inhibisyonu, sinaptik boslukta norotransmitter
birikimine neden olmaktadir. Bu birikim noradrenalin ve serotonin diizeylerini

arttirmaktadir (70).
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e Moklobemid

2.6.2. Trisiklik Antidepresanlar

Trisiklik antidepresanlar serotonin ve noradrenalin gerialim pompalarini ve az da
olsa dopamin gerialim pompalarini bloke etmektedir (71).
e Opipramol
e Imipramin
e Klomipramin

e Amitriptilin

2.6.3. Secici Serotonin Geriahm Iinhibitorleri

Diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan antidepresanlar olan Segici serotonin gerialim
inhibitorleri (SSRI), serotonin geri alimini inhibe eder ve segici olarak serotonin
iletimini arttirir, post sinaptik reseptorlerin say1 ve duyarliligini azaltirlar (70,72,73).
SSRI’lar muskarinik, histaminik ve adrenerjik alicilara baglanma egilimi gostermezler
boylece diger antidepresanlarin yaptigi yan etkilerin ¢ogunu gostermezler (73).

e Sertralin

e Fluoksetin

e Paroksetin

e Fluvoksamin
e Sitalopram

e Essitalopram

2.6.4. Alfa 2 Adrenoreseptor Antagonistleri

Bu antidepresan grubunun digerlerinden farki, serotonin ve noradrenalin diizeylerini
monoaminleri veya monoamin geri alim pompalarini inhibe etmeden arttirmasidir (69).
e Mianserin

e Mirtazapin
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2.6.5. Secici Noradrenerjik Gerialim Inhibitorleri

Noradrenalin geri aliminin inhibisyonu sonucunda sinaptik aralikta noradrenalin
diizeyinin artmasi ve noradrenerjik iletinin modifikasyonu bu sinif antidepresan ilaglarin
en Oonemli etki mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir (74).

e Reboksetin

e Maprotilin

2.6.6. Noradrenalin ve Dopamin Geriahm Inhibitérleri

Diger antidepresiflerden daha segici olarak dopamin geri emilimini inhibe eder.
Ayrica diisiik oranda noradrenalin iizerine etkisi olup, serotonerjik ve antikolinerjik
etkisi yoktur (70).

e Bupropion

2.6.7. Serotonerjik ve Noradenerjik Gerialim Inhibitorleri

Ikili serotonerjik ve noradrenerjik geri alim inhibitorleri olarak adlandirilan bu
siif, benzer klinik etki profili olan TSA'lardan farkli olarak diger reseptor sistemlerini
etkilememektedirler (71).

e Venlafaksin
e Milnasipran
e Duloksetin
2.6.8. Serotonin 2A Antagonistleri/ Serotonin Geriahim Inhibitorleri
Bu grup antidepresanlar serotonin 2A reseptorlerini ve serotonin gerialimini inhibe
etmektedirler (71).

e Nefazodon

e Tianeptin
e Trazodon
e Gepiron
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2.7. Major Depresif Bozukluk Calismalarinda Kullanilan Fare Modelleri

Model hayvan; hipotezi bilimsel kurallara gore kurulmus arastirmalarda,
biyolojik olaylarin anlasilmasi igin kullanilan deney hayvanlaridir (75). Ulkemizde bu
konuda yetkili kurum olan Orman ve Su Isleri Bakanliginin Subat 2014 tarihli Resmi
gazetede yayinlanan “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina
Dair Yonetmeligi’nde deney hayvani; deneysel prosediirlerde kullanilan, serbest
yasayan veya cogalan larva big¢imleri, canli kafadanbacaklilar ve normal fetal
gelisimlerinin son {igte birlik déneminden itibaren memeliler dahil insan olmayan
herhangi bir omurgali canli olarak tanimlanmaktadir. Calismalarda deney hayvani
olarak kullanilan hayvanlar arasinda en biiyiik ylizdeyi fare ve si¢anlar teskil etmektedir
(76). Insanda yapilmasi gii¢ olan bir¢ok ¢alisma igin kullanilan hayvan modelleri, yeni
tedavi araglarinin ve yontemlerinin bulunmasi asamasinda 6nemli bir yere sahiptir (77).

Depresyon ¢alismalarinda genellikle transgenik fareler, kuyruktan asma testi,
zorunlu yiizme testi, kronik hafif stres gibi fare modelleri kullanilmaktadir (77).

2.7.1. Kronik Hafif Stres (Chronic Mild Stress ) Prosediirii

Kronik hafif stres (KHS) protokolii, depresyon hayvan modeli ¢alismalarinda sik
kullanilan ve giivenilirligi yiikksek olan bir yontemdir (78, 79). KHS modeli Katz ve
Hers (1981) tarafindan gelistirilmis ve daha sonra Willner (1987) tarafindan yeniden
tasarlanip farelere adapte edilmistir (80,81,82). Birgok ¢alismada KHS’in kemirgenlerin
davraniglarinda depresyon semptomlar ile paralel degisimler olusturdugu gozlenmistir
(78).

Standart bir KHS protokolii bulunmamakla birlikte her laboratuvarda farkli
sekillerde uygulanabilmektedir (78). Kronik hafif stres olusturmak amaci ile fareler
genelde 4-7 hafta siire ile rastgele olarak giinliik 2-3 stres faktoriine maruz birakilirlar
(83,84). Calisilmis protokollerde genellikle susuz birakma, bos Su sisesi verme, ag
birakma, tiim gece aydinlikta birakma, giindiiz karanlikta birakma, kafesi 45° egik
birakma, kafese nemli talag birakma, kuyruktan asma, kafese yabanci bir cisim koyma,
izolasyon, beyaz sese maruz birakma, parlak 151tk verme gibi stres faktorleri
uygulanmaktadir (84-90).

19



2.7.2. Zorunlu Yiizme Testi (ZYT)

Kemirgenlerle yapilan depresyon ¢alismalarinda 6zellikle de antidepresan tedavi
taramalarinda en ¢ok kullanilan ve giivenilirligi yiiksek olan hayvan modeli “Zorunlu
Yiizme Testi”dir (91,92). Zorunlu yiizme testi ilk olarak Porsolt ve arkadaslari
tarafindan 1977’de uygulanmistir. Giiniimiizde Porsolt’un ¢aligmasinin gelistirilmis hali
kullanilmaktadir (93). Testin ilk halinde sadece hareketsizlige gecis ve hareketsizlik
siiresi dikkate alinirken, testin giincellenmis halinde ylizme hareketi, tirmanma hareketi
ve hareketsizlik siireleri de incelenmektedir (94). Zorunlu yiizme testi, kagamayacagi
bir strese maruz kalan hayvanin kagma c¢abasinin sona ermesi ilizerine Ogrenilmis
caresizlige benzer bir davranig gostermesi temeline dayanmaktadir (77).

Pleksiglastan yapilmis silindir seklinde, 27 cm ¢apinda ve 50 cm yiiksekliginde
konteynerin i¢i 30 cm’ye kadar 24-26°C arasinda su ile doldurulur. Deneklere ilk giin
15 dakika yiizme islemi uygulanir. 24 saat sonra denekler 6 dakika zorunlu yiizmeye
birakilir. Toplam siire boyunca farelerin hareketsizlik (basin su iistiinde oldugu viicudun
hareketsiz kaldigi donemler), yiizme ve tirmanma paremetrelerini hesaplayabilmek i¢in
video kaydi yapilir (Sekil 2.3.). Son giin yapilan 6 dakikalik kaydin son 4 dakikasi
tarafsiz bir gozlemci tarafindan 5 saniyelik araliklarla skorlama (yiizme, tirmanma ve
hareketsizlik) yapilarak hesaplanir (95). Hareketsizlik, "davranigsal umutsuzluk" olarak
yorumlanmaktadir (77). Cesitli ¢alismalarda antidepresan ilag verilen deneklerin

tirmanma ve ylizme davranislarinda artis oldugu gozlenmistir (92).
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Sekil 2.3. ZYT’de hareketsizlik, yiizme ve tirmanma davranislari (96)

2.7.3. Kuyruktan Asma Testi (Tail Suspension Test)

Hayvanlarin kuyruklarindan havada asili tutulduklari ve hayvanin hareketsiz
kalma siiresinin oOlgtldigi bu test, davranigsal umutsuzluk iizerine kurulmasi
bakimindan zorunlu yiizme testine benzemektedir (77). Fareler sesten ve gorsellikten
yalititlmig kabin i¢inde yaklasik 70 cm yiikseklikten kuyruklarmm 1 cm ucundan
yapiskan bir bantla 6 dk asilarak video kaydi yapilir (Sekil 2.4.). Total hareketsizlik

stiresi skorlanir (97).
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Sekil 2.4. Kuyruktan asma testi (98)



2.7.4. Olfakter Bulbektomi

Sican ve farelerin olfakter bulbuslarinin bilateral alinmasi, hayvanlarda
depresyona benzer davranigsal, norokimyasal, noroendokrin ve ndroimmun
degisikliklere sebep olmaktadir (99). Agik alan testi ile hareketlilikteki artis
degerlendirilmektedir (77).

2.7.5. Genetik Modeller

Genetik biliminin gelismesiyle cesitli hastaliklarda rol oynayan genlerin
bilinmesi miimkiin hale gelmistir. Genetik hayvan modellerinde hastalikta rolii oldugu
diisiniilen proteinler hedef alinarak genetik yapist degistirilmis, transgenik hayvanlar
elde edilmektedir (77). Genomunda baska bir canliya ait rekombinant bir gen tasiyan
hayvanlar ‘‘Transgenik’’ olarak adlandirilimaktadir (100). Transgenik fareler, genlerin
fonksiyonlarin ve gen diizenlemelerinin canli hayvanlar iizerinde calisilmasina firsat
vermesi bakimindan diger sistemlere gore avantajlar saglamaktadirlar (101). Transgenik
hayvan iiretiminde gen transfeksiyonu ¢esitli yontemlerle yapiliyor olmasina ragmen en
yaygin kullanilan1 tek hiicreli embriyonun (zigot) bir pronukleusuna rekombinant
DNA’nin dogrudan mikroenjeksiyon ile verilmesi yontemidir (77, 100). Genetik yapiya
gen eklenmesi yaninda gen silinmesi de ¢alismalarda sik kullanilan bir yontemdir (77).
Laboratuvar kosullarinda bir geni belirli bir DNA pargasiyla inaktive ederek olusturulan
ve ‘‘knock-out” olarak adlandirilan bu deney hayvanlar gesitli ¢aligmalarda
kullanilmaktadir (75).

Depresyon ¢alismalarinda  serotonin, norepinefrin, dopamin tasiyicilar

bakimindan transgenik olan hayvanlar kullanilabilmektedir (102).

2.8. mikroRNA’lar

Insan genomu; yaklasik 20,000 kodlama yapan genden olusan niiklear genom ve
37 genden olusan mitokondrial genom olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir (103,
104). Gen terimi daha Onceleri mRNA kodlayan genom bdélgeleri olarak bilinirken,
giiniimiizde yapilan ¢aligmalarla genomun gen regiilasyonunda gorevli yiizlerce protein

kodlamayan RNA’lar da (ncRNA) transkribe ettigi anlagilmistir (105). Temel genetik
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bilgiyi barindiran niiklear genomda bulunan bazi bilgiler énce RNA’ya daha sonra
proteine doniistiiriiliirken, genomun bazi bolgelerinden transkripsiyon ile RNA’ya
gevrilen, ancak proteine doniistiiriilmeyen RNA molelekiilleri ortaya ¢ikmaktadir (106).

Insanda protein kodlayan DNA sekansi, genomun yaklastk %l,1%ini
olusturmaktadir (104). ‘‘Caenorhabditis elegans’’ gibi organizmalar insanla neredeyse
ayni miktarda protein kodlayan gene sahiptir (107). Total genomdaki ncRNA
oranlariin incelenmesi ile biyolojik komplekslilik ve protein kodlamayan RNA’larin
miktar1 arasinda bir iliski oldugu goriilmiistiir (108). Onceleri sadece bilgiyi depolayan
ve DNA ile protein arasinda basit bir bilgi tasiyicist olarak goriilen RNA’nin,
organizmalarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 ve kilit bir molekiil oldugu artik
bilinmektedir (109). Protein kodlamayan ve bir kisminin fonksiyonu heniiz bilinmeyen
RNA’larin tanimlanmasi, kompleks Okaryotik genomda bulunan bilgilerin ve gen
anlatimmin anlasilmas1 acisindan biiyiik bir éneme sahiptir (106). Insan genomunun
%62’sini kapsayan kodlamayan RNA’larin (ncRNA) hiicresel savunmada, gelisimsel
stireglerde, farklilasmada, DNA replikasyonunda ve post-transkripsiyonel susturumda
gorev aldiklar1 gosterilmistir (109).

MikroRNA (miRNA)’lar, yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden
kodlanan fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, yaklasik 18-24 niikleotid
uzunlugunda, kiigiik RNA molekiilleridir (8). DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak
protein cevirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef genin mesajci
RNA (mRNA)’lara diisiik 6zgiilliikte baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel
inhibisyona neden olabilecegi i¢in gen ifade edilmesinin kontroliinde 6nemli rollere
sahiptir (9). miRNA’lar bu sayede hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve hiicre

olimii gibi siireglere dahil olabilmektedir (106).

2.8.1. miRNA’larm Tarihgesi

miRNA’lar, 1993’te Victor Ambros ve calisma arkadaslarnin Caenorhabditis
elegans ‘in gelisiminin kontroliindeki kusurlart inceleyen bir arastirma yapmasi ile
hayatimiza girmistir (110). Ambros ve ekibi lin-4 iceren bdlgeyi klonlayarak, klonlanan
bolgenin gen iiriinlinlin kisa sa¢ tokasi seklinde, 22 niikleotid uzunlugunda, kodlama
yapmayan bir RNA oldugunu kesfetmislerdir (106). Lin-4’lin, lin-14 mRNA’sinin
3’UTR alaninda bulununan bolge ile komplementer bir RNA kodladigi ve bu kiigiik
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kodlamayan RNA’nin, lin-14’iin translasyonunu baskilayarak larval gelisimin
zamanlanmasin1 diizenledigi anlagilmistir (111). 2000 yilinda Reinhart ve ekibi
Ruvkun Laboratuvarinda yine C. Elegans’da 22 niiklotid uzunlugunda, 2. Bir miRNA,
let-7’yi kesfetmislerdir (112). Ekip, Let-7’nin, lin-42, lin-57, lin-28 ve daf-12
mRNA’larinin 3’UTR bdlgesine baglanarak bu genlerin translasyonunu engelledigini
bildirmiglerdir (113,114). 2000 yilinda Hannon grubu siRNA molekiillerinin hedef
RNA’y1 niikleaz aktivitesi igeren RISC (RNA induced silencing complex) aracilig ile
yiktigin1 bulmustur. 2001 yilinda yine Hannon ve ekibi tarafindan kiiciik ¢ift iplikli
RNA’y1 kesen bir enzim bulunmus ve bu enzime ‘‘Dicing’’ kelimesinden tiiretilen
““Dicer”” ismi verilmistir. RNA interferans siirecine dahil olan enzimlerin miRNA
biyogenezinde de ayni islevi gordiigii anlagilmistir (106).

Bu tarihlerden sonra miRNA ile ilgili calismalar 6nem kazanmis ve hizla yeni

bilgiler edinilmeye baslanmistir (112).

2.8.2. miRNA’larim Adlandirilmasi

miRNA’nin ilk kesfedildigi tarihten bugiine kadar farkli tiirlerde binlerce
miRNA tanimlanmistir. Aragtirmalarda miRNA isimlerinde ¢akisiklik olmamasini
saglamak i¢in miRNA’larin isimlendirilmesine gereksinim duyulmustur. Yeni bulunan
bir miRNA’nin isimlendirilebilmesi i¢in klonlama, anlatim ya da miRNA islenmesi gibi
caligmalarla deneysel olarak dogrulanmasi ve ilgili makalenin yaymlanmasi
gerekmektedir (106).

mIiRNA isimlendirilmesinde en basa tiirii belirten kisaltmalar yazilmaktadir.
Ornegin; insan (Homo sapiens) kaynakli miRNA’lar icin ‘‘hsa’’, fare (Mus musculus)
kaynakli miRNA’lar i¢in ‘“‘mmu’ kodu en basta yer alir (Cizelge 2.1.).
MikroRNA’larin oncii ve ya olgun miRNA ayrimi da isimlendirmede yer almaktadir.
Kiigiik r harfi (mir) 6ncii miRNA’y1 bitylik “‘R’’ harfi ise (miR) olgun miRNA’y1 ifade
etmektedir (115). Isimlendirmede mir/miR kisaltmasindan sonra gelen rakam ise
miRNA’larin  bulunus sirasina gore verilmektedir. Paralog genlerden kodlanan
miRNA’lar neredeyse benzer dizilere sahiptirler ve adlandirilirken miR-34a-5p, miR-
34b, miR-34¢ 6rneginde oldugu gibi rakamdan sonra bir harf kullanilmaktadir. Pre-
miRNA sa¢ tokasinin 3’ ve ya 5’ ucundan koken alan miRNA’lar ‘“-3p’° ve ““-5p”’

ekleri kullanilarak belirtilirler (116). miRNA biyogenezi ile olusan birincil transkript
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icin “‘pri”’> 6n eki kulanilirken bu transriptin riboniikleaz enzimleri ile kesilmesi ile
olusan Oncii miRNA ig¢in ise “‘pre’” on eki kullanilmaktadir. miRNA ipliklerinin
termodinamik kararlilik nedeni ile sadece bir ipligi aktiftir. miRNA ¢iftinden diger
uctakine gore daha diisik seviyede ifade edilen miRNA’lar inaktif olarak kabul
edilirler. Bu miRNA’lar adlandirilirken numaradan sonra ‘“*’’ isareti koyulmaktadir
(106, 117).

Cizelge 2.1. miRNA’larin isimlendirilmesinde kullanilan bazi kisaltmalar (106)

Tiir Tiir Ad1 On eki
Insan Homo sapiens hsa
Fare Mus musculus mmu
Sigan Rattus norvegius rno
Meyve sinegi Drosophila melanogaster dme
Viriis Viral v
Solucan Caenorhabditis elegans cel
Zebrafish Danio rerio dre
Sempanze Pan troglodytes ptr
Rhesus Maymunu Macaca mulatta mml
Koyun Ovis aries oar
Tavuk Gallus gallus gga
At Equus caballus eca

2.8.3. miRNA’larin Biyogenezi ve Hedef mMRNA ile Etkilesimi

MikroRNA’lar RNA polimeraz II araciligi ile pri-miRNA’lar olarak ¢ekirdekte
transkribe edilirler (118). Pri-miRNA’lar “cap’’ ve “poli A” kuyruguna sahip sap-ilmik
yapisindadir (8). Olgun olmayan bu birincil miRNA’lar yaklagik 70-100 niikleotid
uzunlugundadirlar (119). miRNA geni transkripsiyonu RNA polimeraz Il enzimi
araciligi ile gergeklesse de son zamanlarda yapilan c¢alismalarda bazi insan
MiRNA’larinin, RNA polimeraz III tarafindan transkribe edildigi bulunmustur (106).
Transkripsiyondan sonra biyogenezdeki diger siire¢, olgun olmayan pri-miRNA’larin
mikroislemci kompleks adi verilen bir enzimatik kompleks tarafindan ¢ekirdekte pre-
miRNA’lara donistimidir (9,119). Bu enzimatik kompleks RNaz III ailesi tiyesi
Droshadan ve insan DiGeorge sendromu kritik bolge 8 (DGCRS8) proteinlerinden
olusur (8,120). Pri-miRNA’nin enzimatik kompleks ile kesilmesiyle 70 niikleotidlik
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pre-miRNA olusur (121). Pre-miRNA seklini alan miRNA ¢ekirdekten sitoplazmaya
cift iplikli RNA baglama kapasitesine sahip RAN-GTPaz ile iligkili, cekirdek
yerlesimli, 6zel tasiyici bir protein olan Exportin-5 araciligi ile taginir (Sekil 3.1.) (106).

Exp-5
[ RAN-GTP 1M
— '
RAN-GTP GDP
Evns RCC1
GTP
Niikleus P
Sitoplazma RAN-GAP
¥
RAN-GTP RAN-GDP
Exp-5 & Pi =
Exp-5

Sekil 3.1. Exportin-5 aracihi@ ile miRNA’nin niikleustan sitoplazmaya tasimm: Exp-5/RAN-
GTP/pre-miRNA kompleksi niikleusun niikleoporinlerine baglanir ve niiklear porlardan geger. pre-
miRNA’lar sitoplazmaya salinimi i¢in RAN-GTPaz aktive edici protein GTP’nin GDP’ye hidrolizini
gerceklestirir. Daha sonra eksportin-5 ve RAN-GDP niikleusa geri taginir ve yeni bir tasinim i¢in Guanin
niikleotid degisim faktoriiniin (RanGEF) aktivasyonu ile RanGDP, RanGTP haline geger (122, 123).

Cekirdekten sitoplazmaya gegen pre-miRNA’lar bir bagka RNaz Ill enzimi olan
Dicer enzimi ve transaktive edici yanit olusturan ¢ift zincir RNA baglanma proteini
““Trans-activation Response RNA-binding Protein’> (TRBP) veya PACT (protein
activator of the interferon induced protein kinase) vasitasiyla kesilerek yaklasik 22
niikleotid uzunlugunda olgun ¢ift zincirli miRNA’lara doniistirilir (124,125). Pre-
miRNA’nin Dicer ile kesiminden sonra, miRNA zincirlerinden sadece biri “Argonaute”
(AGO) iceren ‘““‘RNA Induced Silencing Complex’’ (RISC) ile kompleks olusturur.
Anti-kilavuz veya “yolcu iplik” olarak adlandirilan diger zincir ise yikilir (126). Rehber
dizi genellikle hiicre icerisindeki hedef mRNA’larin 3’UTR (untranslated region)
bolgelesine baglanip ve hedef mRNA dizisiyle tamamen eslestiginde, AGO2’nin
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katalitik bolgesi hedef mRNA’y1 yikima ugratir. Hedef mRNA dizisi ile miRNA rehber
dizisi arasit eslesme kismi olarak gerceklestiginde, yani tohum dizisinde eslesme
oldugunda (seed sequence, miRNA’nin ilk 2-8 niikleotidi), translasyonel baskilama olur
ve diziye 6zgii olmayan P cisimciklerinin olusumuyla mRNA’larin yikimina neden olur
(Sekil 3.2.) (127). P-cisimcigi, RNA ve RNA ile etkilesen enzimler ve proteinlerce
zengindir ve burada miRNA bagli mRNA parcalanabilecegi gibi, bir siire bekletilip

daha sonra sitoplazmaya birakilarak tekrar translasyona girmesi de saglanabilir (128).

FUGBD UGG o cosioyan son

Transkripsiyon RNA Pol |
1

Pri-miR

Cap (7mG) AAAAAAA

2 | Eromeoces

ﬁ? Pre-miR
3

Nakleus Tasinma l |ExportinS-Ran GTP|
——————————————————— pe—

Sitoplazma
ﬁ‘? Pre-miR

4 l |ch0r ITRBPor PACT |

1
rncalll T

s |
miRNA-RISC/Ago
kompleksi
‘/6\
Translasyonun
baskilanmasi

mRNA'nmin ki

Sekil 3.2. miRNA biyogenezi. 1. pri-miRNA transkripti olusumu. 2. pri-miRNA’dan pre-miRNA
olusumu. 3. Pre-miRNA’nin sitoplazmaya tasimimi. 4. Pre-miRNA’larin Dicer enzimi ile olgun
miRNA’lara dontlisiimii 5. miRNA’nin AGO-RISC kompleksi ile birlesmesi. 6. mRNA’nin translasyonel
olarak baskilanmasi veya yikimi (129).
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2.8.4. miRNA’lar ve Depresyon

Gen anlatiminin diizenlenmesinde rol alan miRNA’lar olduk¢a karmasik bir
yapiya sahip olan sinir sisteminin gen anlatimlarinin diizenlenmesinde de gorev alirlar.
Son yillarda yapilan miRNA c¢alismalarinda bir cok miRNA’nin beyine spesifik oldugu
veya anlatiminin beyinde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum miRNA’larin beyin
gelisiminde ve fonksiyonunda énemli rollere sahip oldugunu gostermektedir (130,131).
Beyinde bol miktarda bulunan miRNA’larin, sinir sistemi gelisim asamalarinda yer
alan; noral indiiksiyon, noral plak ve noral tlip gelisimi sirasinda aksis olusumu,
norogenez, noronal farklilasma, sinaptogenez, nodral morfogenez, gliogenez,
dentirogenez, noral kok hiicre yonlenmesi, norit bliylimesi, ndronal ve glial hiicre tipleri
arasinda Ozgiil iletisim bolgelerinin kurulmasi ve korunmasinda rol almaktadir. Bu
nedenle beyinde bulunan ve cogu spesifik olan miRNA’lardaki bir kusurun, sinir
sistemini de dogrudan etkileyerek c¢esitli sinir Sistemi hastaliklarina neden olmasi
muhtemeldir. Sinaptik ve biligsel islev bozukluklarinin goriildiigii Alzheimer hastaligi,
madde bagimliligi, uyku bozuklugu, stres gibi patolojik durumlarda beyinde miRNA
anlatiminda degisimlerin goriilmesi bu diisiinceyi desteklemektedir (106).

Depresyon etiyolojisinde yer alan en 6nemli etkenlerden birisi de strestir. Kronik
stres norotrofin seviyelerinde azalmaya ve noérogenezde hasarlara neden olmaktadir.
Farelerde akut hareket sinirlamasi ile olusturulan stres durumunda beynin frontal
korteks bolgesinde miR-9, miR-26b, miR-29b, miR-30b, miR-30c, miR-30e, miR-125a,
miR-126-3p, miR-129-3p, miR-207, miR-212, miR-351, miR-423, miR-487b, miR-494,
miR-690, miR-691, miR-709, miR-711 ve Let-7a-e’nin arttig1 tespit edilmistir (7).
Cesitli ¢aligmalar stresin bireylerde glukokortikoid seviyelerini diizensizlestirdigi
gostermis ve miR-18a’nin ve miR-124a’nin glukokortikoid reseptorlerini downregiile
ettigi belirlenmistir (4). Ayrica stresin, hipokampus ve prefrontal kortekste sinaptik
glutamat konsantrasyonunu arttirdigi ve hipokampus ile hipotalamustaki glutamat
reseptOr islevlerini degistirdigi bilinmektedir. Depresyonlu hastalarda glutamaterjik
sistem bozukluklarinin goriilmesi de bu bilgiyi desteklemistir (132).  Kortikal
noronlarda miR-132’nin upregiilasyonu glutamat reseptorlerinin artisina neden

olmaktadir (133). Stres sisteminin baglica effektér molekiilii olan glukokortikoid
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hormonlarin diurnal salimimi sirkadiyen sistem tarafindan saglanmaktadir (106). Bu
nedenle sirkadiyen ritm bozukluklari, depresyonda etkili oldugu bilinen faktorlerdendir.
miR-96,-182,-183 gibi bazi miRNA’larin sirkadiyen ritmin diizenlenmesine katkida
bulundugu belirlenmistir (134). Depresyon olusumunda ¢ogu genetik kontrol altinda
olan biyolojik ritim degisiklikleri Onemli rol oynamaktadir. Bu genlerdeki
polimorfizmlerden bazilarinin depresyon olusumu ile baglantili oldugu bilinmektedir
(135). Depresyonla iligkilendirilen tek niikleotid polimorfizimlerden (SNP) biri sinaptik
norotransmisyonun diizenlenmesine dahil oldugu bilinen ‘‘Purinergic Receptor P2x
Ligand-Gated lon Channel 7°” (P2RX7) geninin polimorfizmidir. Bu TNP miR-1302 ve
miR-625"in hedefi olarak bilinmektedir (136). Ayrica miR-30e ve miR-183 gibi
miRNA’larin polimorfizimlerinin de MDB’de potansiyel rol oynadigi bilinmektedir
(137, 138). miRNA olusum mekanizmasinda gorev alan genlerden AGOL1 (rs636832) ve
“DiGeorge syndrome chromosomal [or critical] region 8’ DGCR8 (rs3757)
polimorfizimleri de depresyonla iliskilendirilmistir (136,137,138).

Beyin iglevlerinin neredeyse her siirecinde énemli roller iistlenen miRNA’larin
olusum mekanizmasinda islev goéren Dicer, Drosha, RISC, DGRC8 molekiillerindeki
kusurlar miRNA biyogenezini bozmakta ve depresyon olusumuna katkida
bulunmaktadir (139). Dicer knock-out farelerde noéron hacimlerinde ve akson
dallanmalarinda azalma goriilirken, DGRC8 knock-out farelerle yapilan ¢alismalarda
sinaptik baglant1 sayisinda ve dendrit dallanmalarinda azalma oldugu gozlenmistir (7).

Dendritlerin biiylimesi ve dallanmasi, sinapslarin yeniden yapilanmasi gibi
sireclerin sadece embriyonik gelisim asamasinda degil, erigkinlerde de devam ettiginin
anlasilmasi ile son yillarda yapilan ¢alismalar depresyondaki hastalarin beyinlerinin
duygudurum ile ilgili bolgelerinde bazi yapisal degisikliklerin meydana geldigini,
hastaligin glial hiicre ve noronlarinda azalma kaynakli olabilecegini gostermistir. Bu
bilgiler dogrultusunda giliniimiizde, norogenezi ve plastisiteyl diizenleyen gen
ekspresyonlarinda meydana gelen degisimlerin depresyon patogenezinde rol oynadigi
belirlenmistir (8,52). miRNA’nin beyindeki islevlerini inceleyen c¢esitli caligmalar
miRNA’larin nérogenez ve sinaptik plastisitede dnemli roller listlendigini gostermistir
(3). Calismalar dogrultusunda beyinde yiiksek seviyelerde bulunan ve dendritlerde ve

sinaptik alanlarda lokalize oldugu bilinen miR-134’lin aksonlarin ve dendritlerin
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gelismesi ve sinaptik diizenlenmede, miR-132’nin ise ndronal plastisitede gorev aldigi
belirlenmistir (140,141).

Bir norotrofin olan ve noral gelisim ve plastisitede 6nemli rolii olan BDNF nin
MDB patolojisinde etkili oldugu bilinmektedir (2). BDNF ‘‘Tropomyozin Related
Kinase’” (TRK) reseptoriine yiiksek baglanma kapasitesine sahiptir ve bu iki molekiil
beyinde olduk¢a bol miktarda bulunmaktadirlar. Bu ligand reseptdr kompleksi,
miRNA’lar gibi bir¢ok noérolojik olayda rol oynamaktadir. Bu nedenle BDNF, TRK ve
beyine spesifik miRNA’lar arasindaki iliskiye ilgi olduk¢a artmistir (143). miR-9,-16, -
124, -128a, -128b,-132, -134, -138,-212 ile BDNF seviyeleri arasinda baglanti oldugu
goriilmistiir (141, 143). Downregiilasyonu intihar davraniglariyla iligkilendirilen
TRKB-T1 diizenlenmesinde miR-185 gorev almaktadir (11). Dendritlerde lokalize olan
miR-134 dendrit yapisin1 diizenleyen Limkl mRNA’sin1 baskilamaktadir. Bu baskiy1
BDNF azaltmaktadir (143).

BDNF transkripsiyonunda rol oynayan CREB, Siklik Adenozin Monofosfat’in
(CAMP) genetik transkripsiyondaki pozitif etkisini arttiran bir transkripsiyon faktoriidiir.
CAMP hiicrede protein kinaz A enzimini aktive ederek genetik transkripsiyonun aktive
olmasina yardim (143).

Protein kinazlar adrenerjik ve serotoninerjik reseptdrlerin uyarilmasi ile aktive
olmaktadir. Gen transkripsiyonunun artmasi ile noroplastisite i¢in gerekli olan
norotrofinlerin ya da ilgili bazi proteinlerin iiretimi artmaktadir (51). Noral plastisiteyle
ilgili transkripsiyon faktorii CREB’i hedefledigi tahmin edilen miR-22, miR-200b, miR-
211 ve miR-300 gibi baz1t miRNA ekspresyonlarinin depresyon modeli olusturulmus
hayvanlarda arttigi tespit edilmistir. Fare hipokampusunda miR-134 iin baskilanmasi
sonucu BDNF ve CREB arts1 ile sirtuin 1 (SIRT1)’in sinaptik plastisiteyi giiclendirdigi
belirlenmistir (138).

Norotrofik faktorlerin etkilerini bazi sinyal yollarmi etkileyerek gosterdikleri
bilinmektedir (49). Bu sinyal yolaklarindan ‘‘Protein Kinase C”* (PKC), ‘‘Phosphatase
and Tensin Homolog’’ (PTEN), ‘‘Mitogen Activated Protein Kinase’” (MAPK), Wnt/b-
catenin ve adrenerjik sinyal yolaklari MDB olusumuna dahil olan miRNA hedefleri
olarak tanimlanmaktadir (143). Norotrofinler, fosfoinositol 3-kinaz/Akt ve
RAS/MAPK yolaklar iizerinden etki olusturarak bir proapoptotik protein olan BAD

fosforilasyonun indiiklenmesi ve major antiapoptotik protein Bcl-2 ekspresyonunun
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artmasi yoluyla noron apoptozunu inhibe ederek noronlarin korunmasinda rol
oynamaktadirlar (49). Uzmanlarca belirlenen miRNA hedefleri arasinda antiapoptotik
protein Bcl-2, biiyiime faktorlerinden IGF1, FGF1, FGFR1, VEGF ve GDNF, DNA
metiltransferaz 3B, noérotransmitter reseptorleri GABRA4 ve 5-HT4’in intihar veya
depresyon durumlarina degisimler gosterdigi veya antidepresan mekanizmalarina dahil
oldugu bilinmektedir (7,8). Smalheiser ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 ¢alismada Bcl—
2 ile miR-34a arasinda iliski oldugu gézlenmistir. Ayrica beyinde eksprese olan ve
depresyonlu kisilerde kayda deger degisimler gosterdigi bilinen ¢ogu miRNA’nin
beyinde aktif olan ‘‘Microphthalmia-Associated Transcription Factor’> (MITF),
“SMAD Family Member 5>’ (SMADS5), MYCN, ‘‘Estrogen Receptor Alpha’’ (ESR1)
ve BACH2 gibi transkripsiyon faktorlerini hedefledigi diisiiniilmektedir. ESR1’in mir-
148b, -3014a, -496 tarafindan hedeflendigi bilinmektedir (8).

Depresyonda olduk¢a onemli rolii oldugu bilinen Serotonin tasiyicist SERT’i
hedefleyen miR-16, serotonerjik sinyalleri diizenleyerek depresif norofizyolojinin
ayarlanmasinda rol oynamaktadir (138, 139). miR-96 serotonin resreptorlerinden 5-
HTI1B’i negatif olarak diizenlemektedir (138). miR-195 5-HT2A serotonin reseptoriinii
ve 5-HT4 reseptoriinii diizenlemektedir (139). Cesitli calismalarda depresyon
tedavisinde kullanilan SSRI’larin miRNA’lar1 etkiledigi gorilmiis ve miRNA’larin
antidepresan cevaplarinin biomarker1 olarak kullanilabilecegi belirtlilmistir (144).
SERT’i hedefledigi bilinen miR-16 serotonerjik ve noradrenerjik néronlarda fluoxetine
aktivitesinde etkileri oldugu belirlenmistir. Beynin raphe nuclei bdlgesinde bulunan
serotonerjik noronlarda fluoxetine, kanonik Wnt sinyal yolagin1 antagonize ederek mir-
16 seviyesini arttirir ve norotrofik faktor S100b nin salinimini arttirmaktadir. S100b
Beynin locus coeruleus bolgesinde bulunan noradrenerjik noronlarda SERT
ekspresyonu iizerindeki baskiyr miR-16 seviyesini azaltarak ortadan kaldirmaktadir.
fluoxetine maruziyetinde noradrenerjik noronlar yeni 5-HT kaynagi olarak kullanilir.
Kronik stres modeli farelerde raphe nuclei’ye miR-16 enjeksiyonu veya locus
coeruleus’a antimiR-16 enjeksiyonunun fluoxetine ile ayn etkiyi yarattigi belirlenmistir
(145).  Lityum ve valproat tedavilerinin de cesitli miRNA’lar {izerine etkileri
belirlenmistir. Lityum ve valprote ile downregiile olan miR-128-1-5pa, miR-24 ve miR-
34a’nm ‘‘Dipeptidyl-Peptidase 10°* (DPP10), ‘‘Glutamate Receptor Metabotrophic 7’
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(GRM7) ve ““Thyroid Hormone Receptor Beta’” (THRB) gibi hipokampal protein
seviyelerinde 6nemli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (7).

Klinik ve deneysel ¢ok sayida ¢alisma ile depresif sendromlarin enfeksiyonlarla
ilgili davranissal etkilerle yakin iliskili oldugu ve interlokin (IL)-1, IL-6 gibi sitokinler
ve ‘‘“Tumor Necrosis Factor-a’’ (TNF) ekspresyonlarinin hastalarda arttig1 belirlenmistir
(139). Makrofaj, mikroglia gibi immiin sistem hiicrelerinin sitozolunde yerlesim
gosteren ‘‘Nod Like Receptor Protein 3’” (NLRP3)’iin aktivasyonunun, depresyon ile
iliskisi arastirilan proinflamatuvar sitokinlerden IL-1p ve IL-18 aracili inflamatuvar
yanitlarin baglamasindan sorumlu oldugu kesfedilmistir (24). miR-223 NLRP3
ekspresyonunu baskilayarak NLRP3 inflamazomunun olusumuna engel olmaktadir
(146). Bu siireglerde rol oynayan makrofaj ya da glia hiicre membraninda yerlesim
gosteren Toll benzeri reseptor (Toll Like Receptors; TLR) sinyal yolaginin kontrolii de
gesitli miRNA’lar tarafindan saglanmaktadir (147).

Son yillarda, hayvan modellerinde ve klinik depresyon hastalarinin post-mortem
dokularinda yapilan caligmalar, mikroRNA ekspresyonlarinda degisimlerin oldugu
gostermekte ve bu bulgular dogrultusunda mikroRNA’larin  klinik depresyon
tedavilerinde kullanilabilecegi, mikroRNA odakli yeni antidepresan tedavileri

gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir (Cizelge 2.2.) (4,139).
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Cizelge 2.2. Calismada kullanilan ve depresyonla iligkili oldugu diisiiniilen bazi mikroRNA’larin sinir
sistemindeki gorevleri ve kromozomal lokalizasyonlar1

FARE INSAN
Fonksiyonlari Kaynaklar

mikroRNA’lar Kromozom mikroRNA’lar Kromozom
lokalizasyonu lokalizasyonu

Santral sinir sistemi (148, 149)

mmu-mir-9-1 3 hsa-mir-9-1 1 gelisiminde, néronal hacmin
belirlenmesinde, akson

biiyiime ve dallanmasinda
mmu-mir-9-2 13 hsa-mir-9-2 5 gbrev almaktadir.

mmu-mir-9-3 7 hsa-mir-9-3 15

Serotonerjik sinyalleri (150-153)

mmu-mir-16-1 14 hsa-mir-16-1 13 diizenlemektedir. N
Aksonal protein sentezinin

diizenlenmesinde, akson

mmu-mir-16-2 3 hsa-mir-16-2 3 gelisimi ve fonksiyonunda,
noral bityiime ve gelisimde
rol oynadigi
diistiniilmektedir.

mmu-mir-30c-1 hsa-mir-30c-1 1 Noronal devrelerin (154, 155)
4 gelisebilmesi i¢in ndronlarin

aksonlar1 dogru hedefe

mmu-mir-30c-2 1 hsa-mir-30c-2 6 gondermesini saglayan
olfaktor bulbda eksprese
olan SEMA3A geninin
diizenleyicisidir.

mmu-mir-34a 4 hsa-mir-34a Norogenez, néronal (156, 157)
1 farklilasma ve

sinaptogenezde rol oynadig1
diistiniilmektedir.

mmu-mir-128-1 1 hsa-mir-128-1 Norogenez ve (158,159)

2 sinaptogenezde goérev

almaktadir.

mmu-mir-128-2 9 hsa-mir-128-1 3

Noronal tiimér bilylimesini (160-162)
mmu-mir-129-1 6 hsa-mir-129-1 7 baskilamaktadir.

Fetal beyinde serebellum
gelisimi ve noral gelisim ile

mmu-mir-129-2 2 hsa-mir-129-2 11 iligkili FOXP2
ekspresyonunu
diizenlemektedir.
Noron gelisimini ve (163, 164)
mmu-mir-132 11 hsa-mir-132 17 olgunlagmasini

indiiklemektedir.
Dendrit uzama ve
dallanmasin arttirimaktadir.

Kortikal néronal gocii (165,166)
mmu-mir-139 7 hsa-mir-139 11 modiile etmektedir.

Oligodendrosit éncil (167-169)

mmu-miR-219a-1 17 hsa-mir-219a-1 6 hiicrelerinin farkhilagmastnt
ve myelinizasyonu kontrol

etmektedir.

. . Sinaptik plastisite ve beyin
mmu-mir-219a-2 2 hsa-mir-219a-2 9 gelisiminden sorumlu
NMDA reseptori ile
iligkilidir.

Beyin gelisiminde ve (170, 171)

mmu-mir-382 12 hsa-mir-382 14 fonksiyonunda gérev alan
genleri hedeflemektedir.

Bcl-2 ile iliskilidir, N6éronal (]_72, 173)

mmu-mir-497 11 hsa-mir-497 17 Oliimii diizenlenmesinde ve
noérogenezde rol almaktadir.
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Cizelge 2.3. miRNA veritabanlar1 (106)

Isim i@e-nj[ Tiir URL
Tum yayimlanmus dizlimlenn ve hedef
miRBase tahminleri igin miRNA gen veri havuzu igin Herhangi biri http:/iwww, mirbase org/
- adlandirma
Rfam ﬁiRNA ve m:nRNA igeren ncRNA ailelerinin Herhangi biri hitp://rfam.sanger.ac.uk/
microRNA miRBase yerine geqmigtir, miRNA "lann Herhangi biri hitpfwww.
Registry adlandirma taribe gire verir. registry.shtml
MicroRNA.or mirBase yansimah miRNA genleri hedefleri Insan, Fare, hitp:/fwrww.microma.org
O tahmin eder ve anlatim profili sajlar Sigan /microma’home.do
p Genom tarayicilannda hedefler ve miRNA W
miRGen genler igin pozisyon bilgisini modelier Hayvan ;
Curated miRNA"lan ve hedeflerini igerir : Ittp:/ferww . umm. uni-
Aagonmts mirWalk yerine gegti Meameliler beidelberg, de/apps/zmflargonaute
Dencysel olarak dofrulanmig miRNA A hutp:fidiana cslab.ece ntua. gritarbas
AiT. hedeflerinin manuel olarak cursted veritsban | Peengibin | o
: miRanda, PicTar ve TargetScans ve ilave http:/‘genome.ewha ac kr/miR Gator
miR Gator bilgileri birlestiri Ormurgalilar F
mikNA anlabm omeg ve deneyse] olarak
miR2Disease dogirulanmug hedeflen igeren manuel miRNA Insan hitp://wrarw. mir2disease.org/
curated veritabam
miRNAmap W]Iﬁlﬂﬂ ﬁﬂiﬂl Imir EImIR.NFLIg:l;enm Hayvan hittp/mimamap. mbc.netu.edu. tw/
microTranspoGen | Transpoze elementleri ve onlann tirevi Ha hitp:/ftranspogene.tau.ac.il/microTr
e microRMAlan igerir R anspoGene. html
Molekiler yol izlerini ve mifNA nin onlara o
DIANA-mirPath | etkilerini modeller, hedefleri ve gen cegitliligini | Insan, Fare ;,_;“:," Idisna.calab.ece.ntus. gripath
giz Sniine alir i
miRMNApath miRMA hedeflerini metabolik yol izlerine bajilar | Herhangi http:/1gmb. fmrp.usp. brimimapath,
RMA STRAND RMA ikincil yapi veri havuzu Herhangi http:/feww. masoft.ca'strand/
Bazlan msan hastaliklan ile Mskll MIEANA
Uchase & 5 Insan, Fare :
" hedeflerinden bazmlanmn agin korunmug = hitp:fmicroma.osu. edu
o dizilimlerinin derlemesi Sigan
Phenomilt Istatistiksel analizleri miimk{in kilan, kapsamli t hitp:/fmips.helmholtz-
meta bilgisini igeren manuel curated bilgi taban muenchen.de/phenomir/
miRNA hedellen 1gin oltomatk olarak taretien
miRSel veri madencilifi sonuglanm igerir (gnlik olarak | Herhangi biri hittp://services. bio.ifi. lmu.de/mirsel/
giincellenir)
S-MED lnsm sarkomasinin miRNA anlatimprofilini - http:/fwww . oncomir.umn.edw/SME
igeren veri havazu v
Insan akciger kanseri igin gen, protein, miRMNA http:fwww.megabionet.org/biohlu
Himgh ve klinik bilgilerini bitiinlegtiric Insan ng
DIANA- miRMNA anlatim, hedefleme ve hastalik fnsan, faro hittp://diana.cslab.cce. ntua. gr/hexam
mirExtTra baglantilar, mirPath'i bltinlegtirir ers/
" . g e {nsan, Fare, hitp:/ferww.ma_uni-
mir'Walk Argonaute’un yerine gegmigtir Sxan heidel | fimirecal
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2.9. iyon Kanallan

Uyarilabilir hiicreler, elektriksel sinyal iiretir ve bu sinyalleri belirli noktalara
iletirler. Elektriksel sinyalin olusmasinda hiicre membraninda bulunan iyon kanallari
biiyiik rol oynamaktadir (174) Iyon kanallar1 membranin ¢ift lipid tabakasini kesen ve
bu tabaka boyunca iyonlarin hareketini kolaylastiran makromolekiiler protein
kompleksleridir. Bu kanallar membranda 3-5A capta delikler olusturur ve iyonlarin
hareketi bu delikler araciligiyla ger¢eklesmektedir. Bu kanallardan akan iyonlar, Ca*?
gibi ikincil bir habercinin kaynagi olarak hiicre igi sinyalizasyona katilabilmektedir.
(12). Hiicre i¢i sinyal iletimindeki islevsel bozukluklarin basta depresyon olmak tizere
duygudurum bozukluklarinin etiyolojisinde 6nemli rolleri vardir (11).

Iyon kanallar1 kapili ve kapisiz iyon kanallar1 olmak iizere iki gesittir. Kapisiz
iyon kanallar1 her zaman iyon gegisine agikken, kapili iyon kanallarinin mekanik kapili,
ligand (norotransmitter) kapili ve voltaj kapili olmak {izere 3 major alt sinifi vardir. (12,

123).

2.9.1. Mekanik Kapili iyon Kanallar

Hiicre zarinin mekanik olarak uyarilmasi ile agilan kanallardir (175). Duyma,
dokunma, osmotik ¢ekim, hiicrenin sismesi, sicaklik, pH gibi canli hiicrelerin membran
gerilimini etkileyen bircok mekanik kuvvet vardir. Hiicresel siireglerde mekanik
uyarilar hiicre membraninda biyokimyasal veya elektriksel sinyallere doniistiiriilerek

birgok fizyolojik mekanizmanin iglemesini saglamaktadir (176).

2.9.1.1. TREK1

“TWIK-Related Potassium Channel’” (TREK) iyon kanali ailesi TREK-1
(KCNK2, K2P2.1), TREK-2 (KCNK10, K2P10.1) ve ““TWIK-Related Arachidonic
Acid-stimulated K+ channel”” (TRAAK; KCNK4, K2P4.1) kanallarindan olusmaktadir
177).

Memeli Kz alt {initeleri 4 transmembran segment ve 2 por alanina sahiptir.
Yiiksek seviyede beyinde eksprese olan TREK-1 iyon kanallari mekanosensitif

potasyum kanallar1 olarak tanimlanmistir (178). Farede 1H6 ve insanlarda 1941
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numarali kromozomda lokalize olan KCNK2 adli genden eksprese olmaktadir (179).
Daha c¢ok beynin prefrontal korteks, hippokampus, hipotalamus, serotonerjik
noronlarda ve dorsal kok ganglion noronlarinda eksprese olan TREK-1’in duygu

diizenlemelerinde 6nemli fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir (180).

2.9.1.2.TRPC3/6

““The Transient Receptor Potential’”” (TRP) iyon kanal ailesi segici olmayan
kalsiyum’a gegirgen mekanosensitif katyon kanallaridir (181). TRP kanallar
sicak/soguk, dogal kimyasal bilesikler (mentol, aci biber vs.), mekanik uyaran, lipid
tabakanin igerigindeki degisiklikler gibi bir¢cok uyaran ile agilmaktadir. TRP kanallar
kan basinci ve diiz kas tonusunun diizenlenmesi, renal Ca*?/ Mg+2 kontrolii, keskin tad
ve kokulu bilesiklerin (hardal, sarimsak gibi), mekanik degisikliklerin, agrinin, 1sinin,
tadin, kokunun, sesin, feromonlarin, 15181 algilanmasi gibi 6nemli bir¢ok siirecte islev
gormektedir (182) . Biitiin TRP kanal alt {initeleri 6 transmembran segmentten (S1-6)
olugmakta ve S5-S6 arasinda por olusturmaktadir. Ayrica intraseliiler kisimda NH2 ve
COOH ucu bulunmaktadir. Aminoasit homolojilerine gére TRP superfamilyas1 TRPC
(klasik ya da canonical), TRPA (ankyrin zengin protein), TRPM (melastatin), TRPV
(vanilloid), TRPP (polisistin), TRPN (No Mechanoreceptor Potential C (NOMPC)),
TRPML (mukolipin) olmak iizere 7 subfamilyaya ayrilmaktadir (182, 183 ).

““The Canonical Transient Receptor Potential Channel >’ (TRPC) kanal alesinin
7 tiyesi (TRPC1-7) vardir (181). TRPC3 geni insanda kromozom 4q25-q27, farede ise
3B’de lokalize olmustur (184). TRPC3 ndronal depolarizasyon, néronal esneklik ve
gelisme gibi birgok norobiyolojik siirece dahil olmaktadir. TRPC3 bagimli kalsiyum
sinyali BDNF’nin néronal biiylime ve gelismedeki rolii ile iliskilidir. TRPC3 biiyiik
olgtide Beynin prefrontal korteks ve serebellum bolgelerinde eksprese olmaktadir (185).

TRPC6 geni insanda kromozom 11g21-q22°de bulunurken farede 9A1 numarali
kromozomda yer almaktadir (186). Gelismekte olan beyinde dendrit biiylimesi, sinaps
olusumunu desteklemektedir. Ayrica son zamanlarda yapilan ¢alismalarda TRPC6’nin
ndron canliliginin siirdiiriilmesinde sinaptogenezde temel teskil ettigini ve serebellumda
granula hiicrelerinin canliliginin BDNF araciligiyla siirdiiriilmesinde etkili oldugu
anlasilmistir (187). Bu bilgilere dayanarak TRPC kanallarinin birgok néropsikiyatrik
hastalikta rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (188).
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2.9.2. Ligand Kapih Iyon Kanallari

Ligand kapili iyon kanallari, bir sinirle diger sinirin ucu veya kas arasindaki
iletisimi saglamaktadirlar. Bu kanallarin acgilmasi i¢in 6zel bir ligand gerekmektedir
(175). Norotransmitterler postsinaptik hiicredeki iyon kanallarinin agilmasimi direkt
veya indirekt etkilerler. Iyon kanallarmin direk olarak acilmasmi kontrol eden ve
yapilar1 i¢inde ligand-kapili iyon kanallar1 barindiran reseptorler iyonotropik reseptorler
olarak adlandirilirlar. Norotransmitteri tanima ve efektér mekanizmanin aktivasyonu
ayn1 molekiil tarafindan gerceklestirilir. Iyon kanallarinin agilmasini indirekt olarak
kontrol eden metabotropik reseptdrler ikincil mesajci yola birlesmislerdir ve iyonotropik

reseptorlere gore daha yavas etki etmektedirler (189)

2.9.2.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorii (nAChR) Kanah

K" ve Na" iyonlarinin hiicre icine alimini saglayan reseptorlerdir (123,175).
Nikotinik ACh reseptorleri MSS’de, otonomik gangliyonlarda, postgangliyonik
noronlarda, adrenal medullada ve iskelet kasinda bulunurlar. Noronal nikotinik
kolinerjik reseptorlerin ¢ogu MSS’de glutamin igeren aksonlarda presinaptik olarak
bulunur ve glutamin salintmini arttirirlar. Bu reseptorlerin en onemli 6zelligi Ca*?
iyonuna olan yiiksek gecirgenligidir (189). Bu reseptoriin gesitli psikiyatrik
hastaliklarda kayb1 gézlenmektedir (132)

2.9.2.2. GABA ve Glisin Reseptor Kanallar

Memeli merkezi sinir sisteminde hizli inhibitor iletim, GABA veya glisin
reseptorlerindeki Cl7’a duyarli kanallarin agilmasi sayesinde olmaktadir (12). GABA
beyindeki ana inhibitor transmitterdir. Bilinen 3 GABA reseptorinden GABAa ve
GABAc lIyonotropik reseptérler olup CI° iyonu gecisine izin vermektedirler.
Metabotropik reseptér olan GABAg ise G proteinlerine bagl olup K* kanallarinda
gecirgenligi arttirmaktadir ve adenilil siklazi ve buna bagh Ca*? akisimi inhibe
etmektedir. Glisin beyinde ‘‘N-methyl-D-aspartate receptor’ NMDA reseptorleri

tizerinden eksitator bir etki gosterirken aslinda beyin sapt ve spinal kordda dogrudan
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inhibisyondan sorumludur. Motor noéronlardaki glisin reseptori GABA gibi CI
iletkenligini arttiran iyonotropik bir reseptordiir (175, 189).

2.9.2.3. 5-HT-Kapih Kanal

Serotonin, etkilerini presinaptik ve postsinaptik hiicre membranlarinda bulunan
farkli tipteki reseptorleri (5-HT1-5-HT7) iizerinden gostermektedir. 5-HT1 ve 5-HTS
reseptOr ailesi uyarildiginda Protein Kinaz A (PKA) yolagi baskilanmaktadir. 5-HT2
ailesi uyarildiginda ise “’Protein Kinase C’>> (PKC) araciligi ile sinyal iletimi
gerceklesmektedir. Iyon kanallar ile iliskili bir aile olan 5-HT3 ailesinde ise serotonin
reseptore baglandiginda plazma zar1 depolarizasyona ugramaktadir. 5-HT4, 5-HT6 ve 5-
HT7 Gs proteiniyle iliskili olup serotonin ile etkilestiginde hiicre i¢cinde CAMP
derigsimini artirmaktadir. Reseptorlerin cogu merkezi sinir sisteminde yerlesmis olmakla
birlikte kalp kapakg¢iklarinda, ince barsakta, koroner arterlerde, uterusta, plateletlerde ve
K*/Ca™ iyon kanallarinda da bulunmaktadir. Serotonerjik nérotransmisyonda,
farmakolojik uygulamalarin; duygusal siireci, duygusal hafizayi, dikkati ve karar verme
mekanizmasin1  degistirdigi ve davranis bozukluklari degisikligine yol actig1

bilinmektedir (190).

2.9.2.4. Glutamat Reseptor Kanallar:

Glutamat santral sinir sistemindeki en onemli eksitatér transmitterdir. Hem
iyonotropik hem de metabotropik reseptorlere etki eder (189). Na* ve K*’un her ikisini
de gegiren bir katyon kanalina bir glutamat molekiiliiniin baglanmasi kanalin agilmasina
dolayisiyla zarin depolarizasyonuna neden olmaktadir. Zarin depolarize olmasi voltaj
kapili sodyum kanallarinin agilmasina neden olarak aksiyon potansiyelini
olusturmaktadir (175). Glutamaterjik iletim, 6grenme ve bellek olusumlarinin altinda

yatan uzun siireli degisikliklerde yer alir (12).
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2.9.3. Voltaj-Kapili Iyon Kanallar

2.9.3.1.Voltaj Kapili Sodyum Kanal

Voltaj kapili Na* kanallar1 aksiyon potansiyeli esnasinda hiicre zarini depolarize
eder dolayisiyla bu kanallarin zardaki dagilimi sinir hiicre zarinin uyarilabilme

ozelligini etkilemektedir (175).

2.9.3.2.Voltaj Kapih Potasyum Kanal

integral proteinlerden olusmus kanallardir. Calisma prensipleri teorik olarak Na*
kanallarma benzemektedir. Hiicre membranlarinda bulunan K* kanali, membranin
depolarize olmasi durumunda K" disariya dogru zayif olarak iletilirken, hiperpolarize

olmasi halinde igeriye dogru iletilmektedir (191).

2.9.3.3.Voltaj Kapih Kalsiyum Kanah

Merkezi sinir sisteminde (MSS) nérotransmiter salinimi siirecinde ¢ok cesitli
Ca*? kanallar gorev almaktadir. Bircok kas ve salgi hiicresinde ve sinir uglarinda
kalsiyum iyonu derisimini kontrol etmekte kritik nemleri vardir. Ayrica, ikincil haberci
olduklar1 i¢in, kalsiyum iyonlarinin membran potansiyelini etkileyebilecek baska hiicre
ici kontrol mekanizmalarin1 da kontrol etme 0Ozelligi vardir. Kalsiyum kanallar
membranin uyarilabilirliginin, iletim maddelerinin salimiin ve gen ekspresyonunun
onemli modiilatorleridir (12). Bu fonksiyonlari yapabilmek igin N,T,L gibi farkli
tiplerde Ca*? kanallar1 bulunmaktadir (175).
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Cizelge 2.4. Depresyonda etkili oldugu diisiiniilen bazi iyon kanallar1 ve inhibitdrleri

Iyon kanah Inhibitérii Kaynak
ASICla PcTX1 (Psalmotoxin) (192,193)
CACNA1C x-Agotoxin IVA (194, 195)
HCN1 Ivabradine, Zatebradine (196,197)
HCN4 Ivabradine (198, 199)
P2RX7 A438079 (200, 201)
TREK1 Anandamide (202, 203)
TRPC3 Norgestimate (185, 204, 205)
TRPC6 Norgestimate (187, 204, 205)

2.10. Depresyonda Iyon Kanallar1 ve miRNA iligkileri

Hiicre ig¢i sinyal iletimindeki diizensizlikler basta depresyon olmak {izere
duygudurum bozukluklarinin altinda yatan 6nemli nedenlerdendir. Son yillarda hayvan
calismalar1 ve elektrofizyolojik calismalar ile hiicre i¢i sistemlerin isleyisinde ortaya
¢ikan degisimlerin anlagilmasini saglamistir. Beyin goriintiileme c¢aligmalar1 sayesinde
duygudurum bozukluklarinin molekiiler ve yapisal diizeydeki degisikliklerle olan
iligskisi aydinlatilmaya baslanmigtir (51). Norotransmitter diizensizlikleri, sodyum
potasyum ve kalsiyum aktivitesindeki diizensizlikler, voltaj kapili iyon kanallarinda
diizensizlik ve ikincil mesajci sistemlerdeki diizensizlikler duygudurum hastaliklarinin
etiyolojisinde One siiriilen degisikliklerdir (206). Hiicre zarindan iyonlarin gegisini
saglayan iyon kanallari, hiicrelerin islevleri i¢in 6nemli rollere sahiptir. Voltaj veya
ligand bagimli iyon kanallarmmin veya kanal diizenleyici proteinlerin yapisal veya
islevsel bozukluklari, her tiirlii hiicreyi ve o6zellikle de uyarilabilme 6zelligi olan ¢ok
sayida dokuyu ve organi ilgilendiren, "kanalopati" olarak adlandirilan gesitli hastaliklara
neden olmaktadir. Sinir ve kas dokularinin uyarilabilirlik 6zelligi nedeniyle bugiin
bilinen kanalopatilerin 6nemli bir kism1 norolojik hastaliklara yol ag¢tig1 bilinmektedir
(207). Giliniimiizde yapilan genetik calismalarin ¢ogu duygudurum hastaliklariyla
baglantili oldugu diisiiniilen ve iyon kanallarininin diizenlenmesinde rolii olan genler
tizerine yapilmaktadir (13). Gen ifadesi kontroliiniin 6nemli elemanlarindan

mikroRNA’lar iyon kanallarinin diizenlenmesi siirecine de dahil olmaktadir (14).
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MikroRNA’lar ¢esitli iyon kanal genlerini ve iyon kanallar ile iligkili genleri hedef
aldiklar1 gibi iyon kanallarinin da miRNA’larin diizenlenmesinde etkisi oldugu
bilinmektedir (15). Hiicreler dogal doku ortamlarinda biiyiime faktorleri,
norotransmitterler, inorganik iyonlar, pH, oksijen, sicaklik ve osmoz gibi faktorlerin
oldugu ekstraseliiler ¢oziinebilir bir mikro ¢evre i¢cinde bulunmaktadirlar. Bu faktorler
ayn1 zamanda 6nemli hiicresel faaliyetlere dahil olan ¢esitli intraseliiler sinyal yolaklar
ile Dbirlesmektedir. Bu mikro c¢evredeki degisimler miRNA ekspresyonlarinin
degisimlerine neden olmaktadir (15). Son yillarda, hayvan modellerinde ve klinik
depresyon hastalarinin post-mortem dokularinda yapilan c¢alismalar, mikroRNA
ekspresyonlarinda degisimlerin oldugu gostermektedir (4, 139).

Bu bilgiler dogrultusunda planladigimiz ¢alismada, farelerde olusturulan
depresyon modelinde beynin prefrontal korteks bolgesinde depresyonla ilgili oldugu
disiiniilen iyon kanallarindan TREKI1'in inhibitérii anandamide ve TRPC3/6'min
inhibitori norgestimate'n miR-9-5p, miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-
1-5p, miR-129-5p, miR-132-3p, mMiR-139-5p, miR-219a-5p, MiR-382-5p ve miR-497-
5p mikroRNA ekspresyonu ve serotonin diizeyleri {izerine etkilerinin arastirilmasi

amaclanmugtir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Gruplarinin Tanim

Calismada denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden
(FUDAM) temin edilen 3 aylik albino BALB/c ki, toplam 49 adet erkek fare
kullanildi. Calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanliginin
05.09.2013 tarihili 2013/07 toplant1 sayili ve 103 karar no’lu onayr alindiktan sonra
baslatildi.

Fareler yaklasik 23°C ortam sicakliginda, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
ortamda, su ve yemleri ad libitum verilerek, iist kismi 1zgarali polikarbonat
(50cm*30cmx*20cm) koloni kafeslerinde yasatildi. Kontrol grubu bu sartlarda deney
sonuna kadar yasatilmaya devam ettirilirken diger gruplara yontemler kisminda
bahsedilen ¢esitli uygulamalar yapildi.

Calismada her grupta 7 fare olacak sekilde 7 grup olusturuldu.

1. Kontrol grubu: Bu gruba herhangi bir islem uygulanmadi.

2. Sham grubu: Yontemler bolimiinde detayli olarak anlatilan KHS protokolii ve
ZYT uygulanarak sertralin, anandamide ve norgestimate yerine ¢alisma
gruplartyla ayn1 miktar/giin serum fizyolojik uygulandi.

3. Sertralin grubu: Depresyon tedavisinde serotonin geri alim inhibitorii olarak
kullanilan sertralin intraperitonel olarak 10 mg/kg dozda verildi. KHS protokolii
uygulandiktan sonra fareler ZYT ye tabi tutuldu.

4. Anandamide grubu: TREKI1’in spesifik inhibitorii olan anandamide 5mg/kg
olacak sekilde subkutan olarak verildi. KHS protokolii uygulandiktan sonra
fareler ZY T ye tabi tutuldu

5. Anandamide+Sertralin grubu: Anandamide subkutan olarak 5mg/kg ve
sertralin 10 mg/kg olacak sekilde intraperitonel olarak verildi. KHS protokolii
uygulandiktan sonra fareler ZY T ye tabi tutuldu

6. Norgestimate grubu: TRPC3/6 blokeri olan norgestimate 5mg/kg olacak
sekilde subkutan olarak verildi. KHS protokolii uygulandiktan sonra fareler

ZYT’ye tabi tutuldu
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. Norgestimate+Sertralin grubu: Norgestimate subkutan olarak 5mg/kg ve
sertralin 10mg/kg olacak sekilde intraperitonel olarak verildi. KHS protokolii

uygulandiktan sonra fareler ZY T ye tabi tutuldu.

3.2. Kullanilan Araclar-Gerecler, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

3.2.1. Kullanilan Araclar-Geregler

-20°C derin dondurucu: Argelik, Tirkiye

-80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

ELISA cihazi: Biotek, ELX800, ABD

Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centrifiige Tube, Meksika
Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm, Katalog
No: BBY24M, ABD

Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GB0O5-RNA 0.5mm Dia, RNase-Free
Glass Beads, Katalog No: GB05, ABD

Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Isvicre

PCR ve Qubit tipleri (0.6ml): Neptune, Katalog No: 3737.S.X, Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

Plate Yapistirict: Applied Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film,
Katalog No: 4311971, ABD

Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction Plate
With Barcode (0,1 mL), Katalog No: 4346906, Singapur

Termal Dongii Cihazi: Biometra, Almanya

Qubit® 2,0 Fluormeter: invitrogen by life technologies, Avusturalya

Real Time-PCR cihazi: Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real Time
PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifiij: Sigma 3K30, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye
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3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Arachidonoyl Ethanolamide Lipid Maps MS Standard (Anandamide), Cayman
Chemical Company, Katalog No: 10007270, Kanada

e Mouse serotonin (ST) ELISA Kit: Hangzhou EASTBIOPHARM Co. Ltd. Kat
No: CK-E91028, ABD

e Lustral (Sertralin HCI) antidepresan 50 mg, 28 ¢entikli film tablet, Pfizer,
Tiirkiye

e Norgestimate (200mg), USP, Katalog No: 1471914, ABD

¢ Nuclease Removal Reagent (500 mL), Bioshop, Katalog No: NUC555, Kanada

e Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2,0 Fluorometer:
Invitrogen/Molecular Probes, Katalog No: Q32852, ABD

e TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Katalog
No: 4366596, ABD

e TagMan® Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, Katalog
N0:4369016, ABD

e The High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit, Applied Biosystems, Katalog No:
4387406, ABD

e Tri Reagent 200 ml, MRC, Bioshop, Katalog No: TR 118, Kanada

3.3. Kullanilan flaclarin Hazirlanmasi

Calismada kullandigimiz Norgestimate toz halde olup etanolde ¢oziilerek hayvanlara 5
mg/kg dozda subkutan olarak uygulanmistir. Anandamide Uretici firmaninin sunmus oldugu 5
mg/ml’lik etanoldeki sollisyon halinde satin alinmistir. Her hayvana 5 mg/kg dozda
anandamide etanolde ¢oziilerek subkutan olarak enjekte edilmistir.

Sertralinin 50 mg’lik tabletleri havanda toz haline getirildikten sonra metanolde
sonikator yardimiyla homojen hale getirilmis ve her bir hayvana 10 mg/kg dozda intraperitonel

olarak uygulanmistir. Her bir farenin yaklasik agirhigi 40 gr olarak olgllmustdr.
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3.4. Yontemler

3.4.1. Kronik Hafif Stres (Chronic Mild Stress ) Prosediirii

Kronik hafif stres (KHS), depresyon hayvan modeli ¢alismalarinda en ¢ok

kullanilan ve giivenilirligi yiiksek olan bir yontemdir (78,79).

Standart bir KHS protokolii bulunmayip, her laboratuvarda farkli sekillerde

uygulanabilmektedir (78).

Calismada Willner’in ve diger bazi1 arastirmacilarin

caligmalar1 baz alinarak bir KHS protokolii olusturuldu. Kronik hafif stres olusturmak

amaci ile fareler 7 hafta rastgele olarak giinliik 2-3 stres faktoriine maruz birakildi. Stres

faktorleri 18-24 saat susuz birakma + 30 dk bos suluk verme, 12-24 saat a¢ birakma, 12

saat gece aydinlikta birakma, 3 saat giindiiz karanlikta birakma, 8 saat kafesi 45° egik

birakma, 14 saat 1slak talash kafeste birakma, 5 dk kuyruktan asma, 24 saat kafese

yabanci bir cisim koyma, 24 saat izolasyon, 1 saat 80 db beyaz sese maruz birakma, 3

saat 2000 Ix beyaz 151k verme olarak belirlendi (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Haftalik kronik hafif stres protokolii

Stres faktorii

Pazartesi

Sah

Carsamba

Persembe

Cuma

Cumartesi

Pazar

Ag birakma (12 sa)

Susuz birakma (16 sa)
+bos suluk (30 dk)

Nemli talasta birakma
(14 sa)

2000 Ix 15182 maruz
birakma (3 sa)

Giindiz karanlikta
birakma (3 sa)

Kafesi 45 egik koyma
(8 sa)

Kafese yabanci bir
cisim koyma (24 sa)

Kuyruktan asma (5 dk)

Gece aydinlikta birakma
(12 sa)

80 dB beyaz sese
maruz birakma (1 sa)

Izolasyon (24 sa)
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3.4.2. Zorunlu Yiizme Testi

Kemirgenlerle yapilan depresyon calismalarinda 6zellikle de antidepresan tedavi
taramalarinda en sik kullanilan ve giivenilirligi yiiksek olan hayvan modeli Zorunlu
yiizme testidir (91, 92). ZYT’de uyguladigimiz islemler, Porsolt ve arkadaslarinin
(1977) fareler i¢in tanimladigi davranis testi ile benzerdir (93).

Pleksiglastan yapilmis silindir seklinde, 27 cm ¢apinda ve 50 cm yiiksekliginde
konteynerin i¢i 30 cm’ye kadar 24-26°C arasinda su ile dolduruldu. Deneklere ilk giin
15 dk’lik yiizme islemi uygulandi. Bu islemden 15 dk sonra anandamide (5mg/kg) ve
norgestimate (5mg/kg) subkutan olarak, sertralin (10 mg/kg) ise intraperitonel olarak
enjekte edildi. 24 saat sonra deneklere yilizdiirme islemi uygulanmadan 5 saat Once
ikinci doz, 1 saat dnce de iiciincii doz uygulandi. Ilaclarin ikinci ve iigiincii dozu ilk
giinkli miktarlarla ayn1 olacak sekilde enjekte edildi. Daha sonra 6 dk zorunlu yiizmeye
birakildi. Toplam siire boyunca farelerin hareketsizlik (basin su iistiinde oldugu
viicudun hareketsiz kaldigi donemler), yilizme ve tirmanma parametrelerini
hesaplayabilmek i¢in video kaydi yapildi. Son yilizdiirme kayitlarinin son 4 dakikasi
tarafsiz bir gozlemci tarafindan 5 saniyelik araliklarla skorlama (yiizme, tirmanma ve
hareketsizlik) yapilarak hesaplandi (95).

Deneylerden hemen sonra deneklere anestezi islemi uygulanarak beyinleri
hizlica agildi. Prefrontal korteks bolgesi ayrildi. Alinan dokular sivi azot tankina

aliarak hemen donduruldu, daha sonra -80°C’de saklanda.

3.4.3. ELISA Testi ile Serotonin Seviyesi Tayini

Beyin dokusu orneklerinde serotonin seviyesi tayini ELISA yontemi ile fare
serotonin ELISA Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Yontemin uygulanabilmesi igin
beyin dokusu homojenizasyon cihazinda 1000 pl PBS (Ph: 7,4) ile homojenize edildi.
Santrifiijleme (2000-3000 RPM) islemi uygulandiktan sonra supernatant kisim alinarak
kullanildi.

Kit i¢ginde bulunan standart soliisyonlar 96, 48, 24, 12, 6 ng/ml olacak sekilde

hazirlandi.
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Caligma protokolii agagidaki gibidir:

1.

o M D

Ornek yiiklemesi:

a. Kor kuyucuk: Ornek, biotinli serotonin antikoru ve streptavidin-HRP
kuyucuklara eklenmeyip sadece kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu
eklendi.

b. Standart Kuyucuklari: 50 pl standart ve 50 ul streptavidin-HRP kuyucuklara
eklendi.

. Test Kuyucuklari: Kuyucuklara 40 pl 6rnek, 10 ul serotonin antikoru ve 50 ul
streptavidin-HRP eklendi. Plate koruma membran1 yapistirildi. Hafifge
sallayarak karistirildiktan sonra plate 37°C’ de 60 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra plate koruma membram ¢ikarildi. Sivi bosaltildi kalan siv1 da

hafifce sallanarak bosaltildi. Daha sonra plate distile su ile dilute edilmis (20X)

yikama soliisyonu ile yikandi. 30 dk bekledikten sonra sivi bosaltild1 ve bu islem 5

kez tekrarlanda.

Her kuyucuga 6nce 50 ul soliisyon A daha sonra 50 pl soliisyon B eklenip hafifce

karistirilip 37°C’ de 10 dk karanlikta ortamda inkiibasyona birakildi.

Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. ( mavi renk hemen sari renge doniisiir.)

Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.

Hesaplama iglemi gerceklestirildi.

3.4.4. Tri Reagent ile RNA izolasyonu

30-40 mg doku alindi, ependorf tiiplere konularak tizerlerine 500 ul Tri Reagent
eklendi.

Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.

Homojenizatoriin 8. hizinda 5 dk homojenize edildi.

5 dk oda sicakliginda bekletildi.

Tiipler i¢indeki homojenizatdr boncuklari ile birlikte 12.000 X g’de 2 dk santrifij
edildi.

Stipernatant kisimlar yeni tiiplere aktarildi iizerine 100 pl kloroform eklenip

yaklasik 15 sn vortekslendi.

. Tiipler oda sicakliginda 2-3dk bekletildi.
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8. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santrifiij edildi.

9. Santrifiij isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist faz1 bagka tiipe alind1.

10. 250 ul izopropil alkol eklendi.

11. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

12. 12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifiij edildi.

13. Siipernatant kisimlar dokiildii.

14. Pellet iizerine 500 pl % 75’lik etanol eklendi.

15. Vortekslendi ve 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santrifiij edildi.

16. Siipernatant atild1 ve etanol islemi tekrarlandi.

17. Stipernatant atildi ve tlipler bir miiddet oda sicakliginda bekletilerek etanoliin
ucmasi sagland.

18. Kuruyan tiiplerin tizerine dietilpirokarbonatli (DEPC) su eklendi ve pipetaj yapildi.

19. Izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandh.

3.4.5. Spektrofotometrik RNA Olciimii

RNA olgiimii i¢in Qubit® RNA assay kit for use with The Qubit® 2,0

fluorometer (invitrogen/Molecular Probes) kullanilds.

Kit protokoliine gore Qubit Buffer™’dan 199xn ul ve Qubit Reagent™’den 1xn
ul alinarak Qubit ¢aligma soliisyonu hazirlandi (n = 6rnek sayis1). RNA orneklerinden 1
ul ve soliisyondan 199 pl alinarak eppendorf tiiplere koyuldu. 2 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra tiipler cihaza yerlestirilerek RNA miktar1 pg/ml olarak ol¢iildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde esit RNA miktarlarinda ¢aligilabilmesi
icin okunan en diisiik RNA degeri standart olarak alindi. kontrol grubu, sham grubu,
sertralin grubu, anandamide grubu, sertralin+anandamide grubu, norgestimate grubu,

sertralin+norgestimate grubu olmak tizere toplamda 7 RNA havuzu olusturuldu.

3.4.6. Komplementer DNA Sentezi

TRPC3, TRPC6 genlerinin RT-PCR’1 i¢in kullanilacak ¢cDNA’lar i¢in havuz
yapilan RNA orneklerinden 10 pl kullanildi. cDNA sentezi toplam 20 pl hacimde
gerceklestirildi. Sentez icin 10ul RNA 6rnegi, 2 pl 10xRT random primer, 2 pul 10xRT
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buffer, 0,8 pl 25xdNTP mix, 4,2 ul niikleaz igermeyen su ve en son olarak 1ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase enzimi kullamld: (Cizelge 3.2.). Ornekler termal
dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son
sicaklik 4°C olacak sekilde cihazda bekletildi (Cizelge 3.3.). Olusan ¢cDNA 6rnekleri -
20°C’de saklanda.

Cizelge 3.2. TRPC3/6 igin cDNA karigim miktar1 (20ul’lik reaksiyon) (The High Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit, Applied Biosystems, Katalog No: 4387406)

Bilesik Hacim (ul)
10X RT tamponu 2,0
25X dNTP karigimi (100mM) 0,8
MultiScribe™Revers Transkriptaz (S0U/ul) 1,0
10XRT Random Primer 2,0
RNase Inhibitor 1,0
RNA 06rnegi 10
Niikleaz igermeyen H,O 3,2
Reaksiyon toplami 20

Cizelge 3.3. TRPC3/6 i¢in cDNA sentezi PCR programi

PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 30 dk 120 dk 5 dk o0

cDNA sentezi toplam 15 pl hacimde gergeklestirildi. MikroRNA’lardan cDNA
sentezi i¢in 5 pul RNA kullanildi. Sentez ig¢in 5 ul RNA 6rnegi, 3 pl primer ve hazirlanan
cDNA master mix’ten 7 pl kullamld: (Cizelge 3.4.). Ornekler termal dongii cihazina
yerlestirildi. 16°C’de 30 dk, 42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de oo olacak sekilde
cihazda bekletildi (Cizelge 3.5.). Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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Cizelge 3.4. miRNA’lar i¢in ¢cDNA karigim miktart (15 pl’lik reaksiyon) (micro RNA Reverse
Transcription Kit, Applied Biosystem, ABD, Katalog no: 4366596)

Bilesik Hacim (ul)
10X RT Tamponu 15

dNTP karisimu (100mM) 0.15
MultiScribe™ Revers Transkriptaz (50U/ pl) 1.00
RNase Inhibitor (20U/ ul) 0.19
Primer 3

RNA 6rnegi 5

Niikleaz igermeyen H,O 4.16
Reaksiyon toplami1 15

Cizelge 3.5. miRNA’lar i¢gin cDNA sentezi PCR programi

PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 16°C 42°C 85°C 4oC
Zaman 30 dk 30 dk 5dk ©

3.4.7. Ger¢ek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA
Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhginda Gergek Zamanli (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
amplifiye edildi. Deneklerin beyinlerinin prefrontal korteks bolgesinde miR-9, miR-16-
5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-129-5p, miR-132-3p, miR-139-5p,
miR-219a-5p, miR-382-5p, miR-497-5p ve TRPC3/6 ekspresyon diizeyleri incelendi
(Cizelge 3.6.). RT-PCR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin

2724CT metodu kullanildi.

hesaplanmasinda

Real Time-PCR ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. plate kuyucuklarima cDNA
orneklerinden 2pl koyuldu. Her bir 6rnek i¢in S5ul TagMan Master Mix, 2,5 pl niikleaz
icermeyen su ve 0,5 pl primer hibridizasyon probu ornek sayisina gore bilesen
miktarlart hesaplanarak ependorflara birakildi ve vortekslendi. Plate’deki cDNA

orneklerinin ilizerine hazirlanan karigimdan 8pul pipet ile birakilarak plate’in {izeri optik
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filmle kapatildi (Cizelge 3.7.). Plate Orneklerin tamamen dibe ¢dkmesi ve olusan
kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate spin cihazinda 1 dakika santrifiigasyon

islemine tabi tutuldu.

Cizelge 3.6. RT-PCR’ da kullanilan microRNA primerleri: (Life Technologies)

MiRNA Katalog Numarasi
mmu-miR-9-5p 000583
mmu-miR-16-5p 000391
mmu-miR-30c-5p 000419
mmu-miR-34a-5p 000426
mmu-miR-128-1-5p 464067_mat
mmu-miR-129-5p 000590
mmu-miR-132-3p 000457
mmu-miR-139-5p 002289
mmu-miR-219a-5p 000522
mmu-miR-382-5p 000572
mmu-miR-497-5p 001346
SnoRNA202 001232

Cizelge 3.7. RT-PCR i¢in kullamilan bilesikler (TagMan gene expression master mix, Applied
Biosystems, katalog N0:4369016)

Bilesikler Hacim (ul) X Ornek Sayisi
cDNA 2,0

Primer-prob 0,5

TagMan mix 5,0

Niikleaz igermeyen H,0O 2,5

Toplam 10,0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi ile
Ol¢iildi. Calismada miRNA’lar igin SNHORNA-202, TRPC3 ve TRPC6 iyon kanallar1 igin
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ise GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullart 50°C’de 2
dakika, 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde
ayarlandi (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. RT-PCR programu

RT-PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2 dk 10 dk 15 sn 1dk

3.5. istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler i¢in SPSS 16 (Statistical Package for the Social
Sciences) paket programi kullanildi. RT-PCR, Elisa, ZYT gibi parametrelerin gruplar
arasinda karsilastirilmasi igin t testi kullanildi (208). p<0,05 degeri istatistiksel agidan
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Elisa Testi Verilerinin Degerlendirilmesi
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Sekil 4.1. Gruplara ait total beyin serotonin degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.

Elisa test verilerinin istatistiksel sonuglarmma gore gruplarin serotonin
seviyeleri degerlendirildiginde;

Kontrol grubu ile sham (p=0,006), anandamide (p=0,006), sertralin+
anandamide (p=0,006) ve norgestimate (p=0,006) gruplari karsilastirildiginda Sham ve
anandamide, sertralin+anandamide ve norgestimate gruplarinin serotonin seviyelerinde
anlamli bir azalma g6zlenmistir.

Kontrol grubu ile sertralin (p=0,84) ve norgestimate+anandamide (p=0,81)
gruplart karsilastirildiginda kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Sham grubu ile sertralin grubu karsilastirildiginda sertralin grubun serotonin
degerinde anlamli bir artig (p=0,01) saptanirken sham grubu ile anandamide (p=0,688),
sertralin+anandamide (p=0,421), norgestimate (p=0,195), sertralin+norgestimate

(p=0,09) gruplar karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmemistir.
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Sertralin grubu ile anandamide ve norgestimate gruplart karsilastirildiginda
anandamide (p=0,014) ve norgestimate (p=0,01) gruplarmin serotonin seviyelerinde
anlamli bir azalma oldugu goriilmistiir.

Sertralin grubu ile sertralin+anandamide (p=0,054) ve sertralin+norgestimate
(p=0,283) gruplar karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmamustir.

Anandamide grubu ile sertralin+anandamide (p=0,173), norgestimate (p=0,688),
sertralin+norgestimate  (p=0,149) gruplar1 Kkarsilastirildiginda anlamli  bir fark
gorilmemistir.

Sertralin+anandamide grubu ile norgestimate (p=0,054), sertralin+ norgestimate
(p=0,574) gruplar karsilagtirildiginda anlamli bir fark gériilmemistir.

Norgestimate grubu ile sertralin+norgestimate grubu karsilastirildiginda
sertralin+norgestimate (p=0,016) grubunun serotonin seviyesinde anlamli bir artis

goriilmustiir (Sekil 4.1.).

4.2. Zorunlu Yiizme Testi Davranis Verilerinin Degerlendirilmesi
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Sekil 4.2 Gruplara ait zorunlu ylizme testi yiizme davranisi verileri. Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir.
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TIRMANMA
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Sekil 4.3 Gruplara ait zorunlu yiizme testi tirmanma davranisi verileri. Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir.

HAREKETSIZLIK
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Sekil 4.4 Gruplara ait zorunlu yiizme testi hareketsizlik davranig1 verileri. Degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir.
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Zorunlu yiizme testi verilerinin istatistiksel sonuclar1 degerlendirildiginde;

Kontrol ile sham gruplar yiizme davraniglart bakimindan karsilastirildiginda
anlamli bir fark goriilmezken (p=0,44) tirmanma davranisinda anlamli bir azalma
(p=0,001) ve hareketsizlik davramiglarinda anlamli bir artis (p=0,001) oldugu
saptanmigtir.

Kontrol ve sertralin gruplar karsilastirildiginda hareketsizlik davranisinda
anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,16). Yizme davramisinda anlamli bir artig
(p=0,021), tirmanma davranisinda ise anlamli bir azalma oldugu (p=0,006)
belirlenmistir.

Kontrol ve anandamide gruplart ylizme davraniglart  bakimindan
karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmezken (p=0,54) tirmanma davranisinda
anlamli bir azalma (p=0,001) ve hareketsizlik davranislarinda anlamli bir artis
(p=0,009) oldugu saptanmustir.

Kontrol ve sertralin+anandamide gruplari yiizme (p=0,294), tirmanma (p=0,276)
ve hareketsizlik (p=0,116) davranislart bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark
goriilmemistir.

Kontrol ve norgestimate gruplar1 yiizme davranislari (p=0,13) bakimindan
karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmezken tirmanma davranisinda anlamli bir
azalma (p=0) ve hareketsizlik davraniglarinda anlamli bir artis (p=0,001) oldugu
saptanmuistir.

Kontrol ve sertralin+norgestimate grubu karsilastirildiginda norgestimate+
anandamide grubunun yiizme davranisinda anlamli bir azalma (p=0,001) goézlenirken
tirmanma (p=0,621) ve hareketsizlik (p=0,744) davramiglarinda anlamli bir fark
bulunmamastir.

Sham grubu ile sertralin grubu karsilastirildiginda sertralin grubun yiizme
(p=0,003) davranisinda anlamli bir artis goriiliirken hareketsizlik davranisinda anlamli
bir azalma (p=0,004) goriilmistiir. Tirmanma davramisinda ise anlamli bir fark
(p=0,133) saptanmamustir.

Sham grubu ile anandamide gruplar yiizme (p=0,86) ve hareketsizlik (p=0,418)
davraniglar1 bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark goériilmemistir. Tirmanma

davraniginda ise anlamli bir artig (p=0,4) goriilmiistiir.
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Sham grubu ile sertralin+anandamide gruplar1 yiizme davraniglari (p=0,58)
bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark goériilmezken tirmanma davranisinda
anlaml bir artis (p=0,013) ve hareketsizlik davranisinda anlamli bir azalma (p=0,01)
tespit edilmistir.

Sham grubu ile norgestimate gruplar1 ylizme (p=0,33), tirmanma (p=0,31) ve
hareketsizlik (p=0,79) davranislart bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark
gorilmemistir.

Sham  grubu ile sertralin+norgestimate  grubu  karsilastirildiginda
sertralin+norgestimate grubunun yiizme davranisinda anlamli bir azalma (p=0,012)
gozlenirken tirmanma davranisinda anlamli bir artis (p=0,001) ve hareketsizlik
davraniglarinda anlamli bir azalma (p=0,001) oldugu goriilmiistiir.

Sertralin ve anandamide gruplar1 karsilastirildiginda anandamide grubunun
yiizme davranisinda anlamli bir azalma (p=0,011) goriiliirken, tirmanma (p=0,86) ve
hareketsizlik (p=0,065) davranisinda anlamli bir fark belirlenmemistir.

Sertralin ve sertralintanandamide gruplar1 karsilagtirildiginda  sertralin+
anandamide grubunun yiizme davranisinda anlamli bir azalma (p=0,005) goriiliirken
tirmanma  (p=0,125) ve hareketsizlik davranisinda (p=0,74) anlamli bir fark
belirlenmemistir.

Sertralin ve norgestimate grubu karsilastirildiginda norgestimate grubunun
yizme davraniginda anlamli bir azalma (p=0,001) ve hareketsizlik davranislarinda
anlamli bir artis (p=0,004) goriiliirken tirmanma davranisinda anlamli bir fark (p=0,314)
goriilmemistir.

Sertralin ve sertralin+norgestimate gruplar1 karsilastirildiginda  sertralin+
norgestimate grubunun yiizme davramiginda anlamli bir azalma (p=0,001), tirmanma
davraniginda anlamli bir artis (p=0,004) goriilirken hareketsizlik davranisinda
(p=0,303) anlaml bir fark bulunmamustir.

Anandamide grubu ile sertralin+anandamide grubu karsilastirildiginda sertralin
+anandamide grubunun yiizme (p=0,8), tirmanma (p=0,076) ve hareketsizlik (p=0,136)
davraniglarinda anlamli bir degisim goriilmemistir.

Anandamide grubu ile norgestimate gruplar karsilastirildiginda norgestimate
grubunun yiizme (p=0,6), tirmanma (p=0,241) ve hareketsizlik (p=0,357)

davraniglarinda anlamli bir degisim goriilmemistir.
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Anandamide ve sertralin+norgestimate gruplart karsilagtirildiginda yiizme
(p=0,173) davranmisinda anlamli bir degisim goriilmezken tirmanma davranisinda
(p=0,002) anlamli bir artis ve hareketsizlik davranisinda (p=0,018) anlamli bir azalma
oldugu goriilmiistiir.

Sertralin+anandamide grubu ile norgestimate gruplari ylizme davranislart
bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmezken (p=0,785) tirmanma
(p=0,026) ve hareketsizlik (p=0,01) davranislarinda anlamli bir azalma oldugu tespit
edilmistir.

Sertralin+anandamide grubu ile sertralin+norgestimate gruplart yiizme
(p=0,172), tirmanma (p=0,149) ve hareketsizlik (p=0,219) davranislari bakimindan
karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmemistir.

Norgestimate grubu ile sertralin+norgestimate gruplari yiizme davraniglari
bakimindan karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriillmezken (p=0,196) tirmanma
davraniginda anlaml bir artis (p=0,001), hareketsizlik davranisinda anlamli bir azalma

(p=0,001) oldugu tespit edilmistir.
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4.3. Gruplarin miRNA Ekspresyon Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi
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Sekil 4.5. Gruplara ait miR-9-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmigtir
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Sekil 4.6. Gruplara ait miR-16-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.7. Gruplara ait miR-30c-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.

miR-34a-5p ekspresyonu kismi kat artigi
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Sekil 4.8. Gruplara ait miR-34a-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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miR-128-1-5p ekspresyonu kismi kat artigi

Sekil 4.9. Gruplara ait miR-128-1-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.10. Gruplara ait miR-129-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.11. Gruplara ait miR-132-3p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.12. Gruplara ait miR-139-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.13. Gruplara ait miR-219a-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.14. Gruplara ait miR-382-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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45 miR-497-5p
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miR-497-5p ekspresyonu kismi kat artisi

Sekil 4.15. Gruplara ait miR-497-5p ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.

RT-PCR verilerinin istatistiksel analizine gore;

Kontrol grubu ile sham grubu karsilastirildiginda miR-9-5p (p=0,01), miR-128-
1-5p (p=0,001), miR-382-5p’de (p=0,005) anlamli bir artig goriilirken mMiR-16-5p
(p=0,001), miR-129-5p (p=0,001), miR-219a-5p (p=0,003), mikroRNA’larinda anlaml
bir azalma oldugu belirlenmistir. miR-30c-5p (p=0,180), miR-34a-5p (p=0,117), miR-
132-3p (p=0,062), miR-139-5p (p=0,555), MiR-497-5p’ de (p=0,288) ise istatistiki
olarak anlamli bir degisim gortilmemistir.

Kontrol grubu ile sertralin grubu karsilastirildiginda, miR-128-1-5p (p=0,001),
miR-132-3p-3p (p=0,01), miR-382-5p’de (p=0,003) anlamli bir artis oldugu, miR-16-5p
(p=0,004) ve miR-129-5p’ de (p=0,004) anlamli bir azalma oldugu gorilmiistiir. MiR-
9-5p (p=0,131), miR-30c-5p (p=0,086), miR-34a-5p (p=0,753), miR-219a-5p
(p=0,058), miR-139-5p (p=0,224) ve miR-497-5p’de (p=0,471) ise istatistiki olarak
anlamli bir degisim goriilmemistir.

Kontrol grubu ile anandamide grubu karsilastirildiginda miR-9-5p (p=0,00),
miR-34a-5p (p=0,006), miR-128-1-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,003), MiR-139-5p
(p=0,005), miR-382-5p (p=0,001) ve miR-497-5p (p=0,027) mikroRNA’larinda anlaml
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bir artis oldugu goriilirken miR-16-5p (p=0,022), miR-129-5p (p=0,012), istatistiki
olarak anlamli bir azalma oldugu goriilmiistir. miR-30c-5p (p=0,145) ve miR-219a-
5p’de (p=0,288) ise anlaml1 bir degisim belirlenmemistir.

Kontrol grubu ile sertralin+anandamide grubu karsilastirildiginda miR-9-5p
(p=0,003), miR-30c-5p (p=0,033), miR-34a-5p (p=0,004), miR-128-1-5p (p=0,001),
miR-129-5p (p=0,002), miR-219a-5p (p=0,005), miR-132-3p (p=0,001), MiR-139-5p
(p=0,002), miR-382-5p (p=0,004) ve miR-497-5p’de (p=0,012) istatistiki olarak anlaml
bir artis oldugu goriilmistir. miR-16-5p’de (p=0,13) ise anlamli bir degisim
belirlenmemistir.

Kontrol grubu ile norgestimate grubu karsilagtirildiginda miR-9-5p (p=0,036),
miR-128-1-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,002), miR-139-5p (p=0,015) ve miR-382-
5p (p=0,009) mikroRNA’larinda anlamli bir artis oldugu ve miR-16-5p’de (p=0,038)
anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. miR-30c-5p (p=0,201), miR-34a-5p (p=0,064),
miR-129-5p (p=0,224), miR-219a-5p (p=0,191) ve mMiR-497-5p’ de (p=0,07) ise
istatistiki olarak anlamli bir degisim goriilmemistir.

Kontrol grubu ile sertralin+norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-9-5p’°de
(p=0,001), miR-16-5p (p=0,001), miR-30c-5p (p=0,045), miR-34a-5p (p=0,001), miR-
128-1-5p (p=0,001), miR-129-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,016), mMiR-139-5p
(p=0,001), miR-219a-5p (p=0,007), miR-382-5p (p=0,002) ve mIiR-497-5p’de
(p=0,004) istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir.

Sham grubu ile sertralin grubu karsilastirildiginda miR-129-5p’de anlamli bir
azalma, miR-219a-5p’de anlamli bir artis goriilirken miR-9-5p (p=0,056), MiR-16-5p
(p=0,062), miR-30c-5p (p=0,555), miR-34a-5p (p=0,174), miR-128-1-5p (p=0,67),
miR-132-3p (p=0,113), MiR-139-5p (p=0,471), miR-382-5p (p=0,298) ve MiR-497-5p
(p=0,113) mikroRNA’larinda istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim goriilmemistir.

Sham grubu ile anandamide grubu karsilastirildiginda, miR-16-5p (p=0,007),
miR-30c-5p (p=0,027), miR-34a-5p (p=0,002), miR-128-1-5p (p=0,024), miR-129-5p
(p=0,011), miR-132-3p (p=0,016), miR-139-5p (p=0,008), miR-219a-5p (p=0,007),
miR-382-5p (p=0,008) ve miR-497-5p (p=0,008) mikroRNA’larinda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-9-5p° de (p=0,288) ise anlamli bir degisim

belirlenmemistir.
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Sham grubu ile sertralin+anandamide grubu karsilagtirildiginda miR-16-5p
(p=0,001), miR-30c-5p (p=0,009), miR-34a-5p (p=0,001), miR-128-1-5p (p=0,003),
miR-129-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,002), miR-139-5p (p=0,003), MiR-219a-5p
(p=0,001), miR-497-5p’de (p=0,004) istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu
goriilmiistiir. miR-9-5p (p=0,156) ve miR-382-5p’de (p=0,841) ise anlamli bir degisim
belirlenmemistir.

Sham grubu ile norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-16-5p (p=0,003),
miR-30c-5p (p=0,034), miR-34a-5p (p=0,011), miR-128-1-5p (p=0,006), MiR-129-5p
(p=0,011), miR-132-3p (p=0,01), miR-139-5p (p=0,027), miR-219a-5p (p=0,002), miR-
497-5p’de (p=0,021) istatistiki olarak anlamli bir artig oldugu goriilmiistir. miR-9-5p
(p=0,224) ve miR-382-5p’de (p=0,357) ise anlamli bir degisim belirlenmemistir.

Sham grubu ile sertralin+norgestimate grubu Kkarsilastirildiginda miR-9-5p
(p=0,001), miR-16-5p (p=0,001), miR-34a-5p (p=0,001), MiR-128-1-5p (p=0,001),
miR-129-5p (p=0,001), miR-139-5p (p=0,001), miR-219a-5p (p=0,001), MiR-497-
5p’de (p=0,002) istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-30c-5p
(p=0,278), miR-132-3p (p=0,232) ve miR-382-5p’de (p=0,324) ise anlamli bir degisim
belirlenmemistir.

Sertralin grubu ile anandamide grubu karsilastirildiginda miR-9-5p (p=0,018),
miR-30c-5p (p=0,015), miR-34a-5p (p=0,005), miR-128-1-5p (p=0,038), MiR-139-5p
(p=0,016), miR-382-5p’de (p=0,029), miR-497-5p’de (p=0,047) istatistiki olarak
anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-16-5p (p=0,066), miR-129-5p (p=0,224),
miR-132-3p (p=0,113) miR-219a-5p’de (p=0,232) ise anlamli bir degisim
belirlenmemistir.

Sertralin grubu ile sertralin+anandamide grubu karsilatirildiginda miR-9-5p
(p=0,012), miR-16-5p (p=0,001), miR-30c-5p (p=0,006), miR-34a-5p (p=0,003), MiR-
128-1-5p (p=0,048), miR-129-5p (p=0,001), , miR-132-3p (p=0,006), MiR-139-5p
(p=0,004), miR-219a-5p (p=0,001) ve mIiR-497-5p’de (p=0,021) istatistiki olarak
anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. MiR-382-5p’de (p=0,374) ise anlamli bir degisim
saptanmamigtir.

Sertralin grubu ile norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-16-5p (p=0,02),
miR-30c-5p (p=0,019), miR-34a-5p (p=0,045), miR-128-1-5p (p=0,009), MiR-129-5p
(p=0,002), , miR-219a-5p’de (p=0,012) anlaml bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-9-5p
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(p=0,288), miR-132-3p (p=0,058), miR-139-5p (p=0,058), MiR-382-5p’de (p=0,098),
miR-497-5p’de (p=0,174) ise anlamli bir degisim belirlenmemistir.

Sertralin grubu ile sertralin+norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-9-5p
(p=0,001), miR-16-5p (p=0,001), miR-34a-5p (p=0,001), miR-128-1-5p (p=0,001),
miR-129-5p (p=0,001), miR-139-5p (p=0,001), miR-219a-5p’de (p=0,001), MiR-497-
5p’de (p=0,007) anlamli bir artis goriilirken miR-30c-5p (p=0,573), MiR-132-3p
(p=0,573), ve miR-382-5p’de (p=0,773) ise anlaml1 bir degisim gériilmemistir.

Anandamide ile sertralin+anandamide grubu karsilastirildiginda miR-16-5p
(p=0,005), miR-129-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,029), miR-219a-5p’de (p=0,003)
anlaml bir artig goriilirken miR-382-5p’de (p=0,009) anlamli bir azalma goriilmiistiir.
miR-9-5p (p=0,630), miR-30c-5p (p=0,228), miR-34a-5p (p=0,555), MiR-128-1-5p
(p=0,717), miR-139-5p (p=0,156) ve miR-497-5p’de (p=0,640) ise anlamli bir degisim
goriilmemistir.

Anandamide ile norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-9-5p (p=0,56),
miR-16-5p (p=0,395), miR-30c-5p (p=0,797), miR-34a-5p (p=0,051), MiR-128-1-5p
(p=0,167), miR-132-3p (p=0,573), miR-139-5p (p=0,232), MiR-497-5p’de (p=0,298)
anlaml1 bir degisim goriilmezken miR-129-5p (p=0,004) ve miR-219a-5p’de (p=0,046)
anlamli bir artig, miR-382-5p’de (p=0,004) ise anlaml1 bir azalma belirlenmistir.

Anandamide ile sertralin+norgestimate grubu karsilastirildiginda miR-132-3p
(p=0,058), miR-497-5p’de (p=0,095) anlamli bir degisim goriilmezken, mMiR-9-5p
(p=0,001), miR-16-5p (p=0,001), miR-30c-5p (p=0,009), miR-34a-5p (p=0,042), MiR-
128-1-5p (p=0,001), miR-129-5p (p=0,001), MiR-139-5p (p=0,001) ve miR-219a-5p
(p=0,003) ve miR-382-5p’de (p=0,11), anlamli bir artis oldugu belirlenmistir.

Sertralin+anandamide ile norgestimate gruplari karsilastirildiginda miR-9-5p
(p=0,033), miR-16-5p (p=0,006), miR-34a-5p (p=0,027), miR-129-5p (p=0,006), MiR-
139-5p (p=0,034), miR-219a-5p’de (p=0,010) anlaml1 bir azalma goriiliirken miR-30c-
5p (p=0,166), miR-128-1-5p (p=0,397), miR-132-3p (p=0,053), miR-382-5p (p=0,278),
miR-497-5p’de (p=0,139) anlaml1 bir degisim gériilmemistir.

Sertralin+anandamide ile sertralin+norgestimate gruplari karsilastirildiginda
miR-16-5p (p=0,001), miR-30c-5p (p=0,004), MiR-129-5p’ de (p=0,001) anlamli bir
artts, miR-9-5p (p=0,001), miR-132-3p (p=0,004), miR-139-5p’da (p=0,001) ise
anlamli bir azalis oldugu goriilmiistiir. miR-34a-5p (p=0,083), miR-219a-5p (p=0,732),
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miR-382-5p (p=0,427), miR-497-5p’de (p=0,125) ise anlamli bir degisim
saptanmamistir.

Norgestimate ile sertralin+norgestimate gruplar1 karsilastirildiginda miR-382-
5p’de (p=0,083) anlamli bir degisim goriilmezken mMiR-9-5p (p=0,001), MiR-16-5p
(p=0,001), miR-30c-5p (p=0,012), miR-34a-5p (p=0,005), miR-128-1-5p (p=0,001),
miR-129-5p (p=0,001), miR-139-5p (p=0,001), miR-219a-5p (p=0,014), MiR-497-
5p’de (p=0,028) anlamli bir artis, miR-132-3p (p=0,032) ise anlamli bir azalis oldugu

gorilmiistiir.

4.4. TRPC3 ve TRPC6 Iyon Kanallarinin Ekspresyon Olciimlerinin

Degerlendirilmesi
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Sekil 4.16. Gruplara ait TRPC3 mRNA ekspresyon degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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Sekil 4.17. Gruplara ait TRPC6 mRNA ekspresyon degerleri. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak
verilmigtir.

RT-PCR verilerinin istatistiksel analizlerine gére gruplar arasinda TRPC3 ve

TRPC6 mRNA ekspresyonlarinda anlamli bir degisim gorilmemistir.
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5. TARTISMA

Depresyon toplumda sik goriilen ve hayat kalitesi iizerine ciddi olumsuz etkileri
olan bir hastaliktir. Hastaligin etyopatogenezinden sorumlu tutulan pek ¢ok etiyolojik
faktor olmasma ragmen mikroRNA’larin hastaligin etyopatogenezindeki rolleri
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (1). MikroRNA’lar 6zellikle beyinde oldukea yiiksek
oranda sentezlenmektedirler (130, 131). Ancak yapilan insan calismalarinda
depresyonlu bireylerin postmortem beyin dokularindaki miRNA profillerinin
incelenmesi pek miimkiin olmamistir. Beyinde mikroRNA profillerinin dl¢iildiigii pek
cok fare galigmasi olmasina ragmen bu calismalarda genellikle sadece miRNA profilleri
degerlendirilmistir. Caligmamizda ise farede olusturulan depresyon modelinde
mikroRNA’lar ile iyon kanallar1 arasindaki iligkiler degerlendirilmis olup elde edilen
veriler mikroRNA’lar ile iyon kanal islev bozukluklari arasinda onemli iliskilerin
varligint destekler niteliktedir. Bu baglamda calismamizda 3 temel bulgu elde
edilmistir. ilk olarak fare depresyon modelinde beyinde sentezlenen miRNA’lardan
miR-9-5p, miR-128-1-5p, miR-382-5p’de anlamli bir artis ve miR-16-5p, miR-129-5p,
miR-219a-5p’de anlamli bir azalma oldugu, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-132-3p,
miR-139-5p, miR-497-5p-5p gibi baz1t miRNA’larda ise anlamli bir degisim olmadig1
goriilmiistiir. Ozellikle miR-9-5p ve miR-128-1-5p diizeylerinde literatiirdeki diger
calismalarla ortiisecek sekilde artis oldugu belirlenmistir (7,209,210). Ikincisi, iyon
kanal inhibitérlerinin genel olarak MiRNA sentezini artirdig1 belirlenmistir. Ozellikle
iyon kanal inhibitorlerinin genel olarak miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-
1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p ve miR-382-5p ekpresyonlarini artirdigi
bulunmustur. Ucgiinciisii, kullanilan iyon kanal inhibitérleri Anandamide ve
Norgestimate’in fare depresyon modelinde zorunlu yiizme testinde antidepresif etkiye
sahip oldugu saptanmistir. Bu agidan ZYT’de sertralin ve inhibitorlerin beraber
kullanildig1 gruplarda antidepresif etkinligin sadece sertralin kullanilanlara gore anlamli
sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Son yillarda yapilan hayvan ¢aligmalar1 ve elektrofizyolojik ¢aligmalarla hiicre
ici sinyal iletim mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarda gelisen bozukluklar daha iyi bir
sekilde anlasilmaya baslanmistir (11). Voltaj veya ligand bagimli iyon kanallarinin veya

kanal diizenleyici proteinlerin yapisal veya islevsel bozukluklart pek ¢ok hastalikla
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iligkilendirilmektedir. Sinyal mekanizmasinin 6nemli bir pargast olan iyon kanallar
beyinde ndrotransmisyon, noral farklilasma, plastisite gibi siire¢lerde 6nemli gorevler
iistlenmektedir. Bu nedenle iyon kanal bozukluklarinin g¢esitli noral hastaliklara sebep
oldugu bilinmektedir (211). Ancak yaygin psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisinde
iyon kanallarmin nasil  bir degisim gosterdigi hakkinda yeterli calisma
bulunmamaktadir. Smolin ve ekibinin (2012) yapmis oldugu bir calismada bipolar
bozukluk, sizofreni ve major depresyon gruplarinda cesitli iyon kanal genlerinin
ekspresyonlarina bakilmis ve bu hastalik durumlarinda iyon kanal ekspresyonlarinda
anlamli degisimlerin oldugu goriilmiistiir. Major depresif bozukluk vakalarinin
postmortem beyin dokularinda yapilan bu ¢alismada KCNN3, KCNS3, CLCN7 gibi
iyon kanallarinin ekspresyonlarinda artis oldugu belirlenmistir (212). Coryell ve
ekibinin (2009) depresyon ve iyon kanali iliskisi arastirmalari kapsaminda yapmis
oldugu caligsmada ise yine depresyonda etkili oldugunu diisiindiikleri ASIC1A kanalinin
inhibisyonunun antidepresan etkiye benzer davramigsal degisimler olusturdugunu
gozlemlemislerdir (192). Ayrica gesitli ¢alismalarda Beynin duygu diizenlenmesi ile
ilgili kisimlarinda bol bulunan ANK3, CACNAIC, P2RX7, HCN4 gibi iyon
kanallarindaki polimorfizmler major depresif bozuklukla iliskilendirilmektedir
(194,199,213).

TRPC kanallarinin memeli beyninde oldukg¢a yiiksek seviyede eksprese oldugu
bilinmektedir. TRPC3 kanalinin dendrit biiyiimesi, hipokampal ndron hiicrelerinin
cogalma ve farklilagma siireclerinin kontrolii gibi 6nemli rolleri vardir. TRPC3 mGluR
bagimli sinaptik iletime araci olmaktadir (188, 211).

Biyojenik amin geri alim inhibitdrlerinin antidepresan etkisi bilinmektedir.
Hiperforin, ‘‘Hypericum perforatum’’ bitkisinde bulunan bioaktif bir bilesik olup
dopamin, norepinefrin, serotonin ve glutamat gibi ndrotransmitterlerin geri alim
inhibitoriidiir. Son zamanlarda bu bilesigin antidepresif 6zelliklerinin temelinde yatan
mekanizmanin spesifik olarak TRPC6 iyon kanalim1 aktive etmesi oldugu anlagilmistir.
TRPC6’nin aktivasyonu sonucu hiicre i¢in kalsiyum artisinin cAMP-PKA-CREB
yolagin1 aktive ederek BDNF reseptorii olan olan TrkB ekpresyonunu artirdigi
belirlenmistir (214). Depresif epizodlu hastalarda yapilan caligmalar, serum BDNF
diizeylerinin kontrole gore anlamli olarak daha diisiik bulundugunu gostermistir (215).

Ayrica rat ve farelerde olusturulan depresyon modellerinde beyin BDNF diizeylerinin
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azaldig1 ve cesitli antidepresanlarin BDNF diizeylerini diizelttigi belirlenmistir. (216).
Depresyon patogenezinde oOnemli rolii olan BDNF aktivitesine bagli yasamsal
mekanizmalar, PLC/IP3R, ERK/CREB ve PI3K/Akt/NF-kB gibi Ca**a bagl sinyal
yolaklar1 sayesinde gerceklesmektedir. TRPC3 veya TRPC6 downregiilasyonu BDNF
etkisini bloke ederek bu mekanizmalarin aksamasina neden olmaktadir. Dendrit
morfolojisinin diizenlenmesinde rolii olan transkripsiyon faktorii CREB, TRPC3 ve
TRPC6 tarafindan diizenlenmektedir. Cesitli calismalarda TRPC6’nin inhibe
edilmesinin hipokampal noéronlarin dendrit uzunlugunun azalmasina yol acgtig1
belirtilmistir. Ayrica TRPC3 veya TRPC6 downregiilasyonu apoptozise yol agtigi
bilinmektedir. TRPC6 transgenik farelerde CaMK4 ve CREB fosforilasyonu
artmaktadir (188). Bu bilgiler dogrultusunda depresyon vakalarinda TRPC3/6 mRNA
ekspresyonlarinin degisim gostermesi beklenmektedir. Ancak yapmis oldugumuz
caligmada, depresyon durumunda, TRPC3 ve TRPC6 iyon kanal ekspresyonlarinin
anlamli bir degisime ugramadig1 saptanmistir.

Calismamizda degerlendigimiz diger bir iyon kanali olan TREK-1 kanallari
ozellikle beynin prefrontal korteks ve hipokampus bolgelerinde yogun olarak eksprese
olmaktadir. Bu iyon kanalinin eksikliginde farelerde depresyona karsi bir direng
olustugu gorilmistiir. Tsai’nin yaptigi (2008) bir g¢alismada farelerde TREK-1
inhibisyonunun stres durumunda kortikosteron seviyelerini azalttigi ve farelerin
davraniglarinin  antidepresan uygulamasit yapilan farelerle benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu bulgular TREK-1 kanal inhibitorlerinin potansiyel yeni bir
antidepresan olabilecegini gostermistir (217).

Iyon kanallarinin  ekpresyonlarinda degisim olmamasi bu kanallarin
aktivitesindeki degisimleri yansitmamaktadir. TRPC3/6 ve TREK-1 kanalinin
aktivitesindeki degisimler de ndron hiicrelerinde iyon dengesizliklerine neden olarak
bazi mikroRNA’larin ekpresyonlarini degistirmeleri muhtemeldir.

Depresif hastalarin prefrontal korteksinde hipoaktivasyon oldugu bilinmektedir
(218). Ogzellikle bu bolgede meydana gelen miRNA diizeylerindeki degisimlerin
belirlenmesi hipoaktivasyona aracilik eden mekanizmalarin ortaya koyulmasi agisindan
olduk¢a onemlidir. insanda depresyon hastalarinin beynin prefrontal korteksindeki
miRNA diizeylerinin degerlendirildigi ¢ok az sayida postmortem calisma

bulunmaktadir. Smalheiser ve arkadaslarinin (2014) depresif intihar hastalarinin
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postmortem  beyinlerinin  prefrontal korteks bdlgesinde miRNA  diizeylerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, mikroRNA’larin  ekpresyonlarimin  azaldigini
belirlemislerdir (219). Ayrica farelerde akut hareket siirlamasi ile olusturulan stres
durumunda beynin frontal korteks bolgesinde miR-9-5p, miR-26b, miR-29b, miR-30b,
miR-30c-5p, miR-30e, miR-125a, miR-126-3p, miR-129-3p, miR-207, miR-212, miR-
351, miR-423, miR-487b, miR-494, miR-690, miR-691, miR-709, miR-711 ve Let-7a-
e’nin arttig1 tespit edilmistir (7).

Yapilan diger caligmalar daha ¢ok hayvan modellerini ve insanda periferik
kandan elde edilen oOrneklerdeki miRNA’diizeylerinin  degerlendirilmesini
kapsamaktadir. Bu ¢alismalar agagidaki cizelgede 6zetlenmistir (Cizelge 5.1.). Yapilan
calismalarda genel olarak gozlemlenen en 6nemli bulgulardan biri her bir ¢alismada

farkli miRNA’larda degisimlerin gbzlenmis olmasidir.
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Cizelge 5.1. Stres ve depresyonla iligkili miRNA’lar

Cahsmalar miRNA’lar Kaynaklar

Kisitlama Frontal korteks: miR-9, miR-26b, miR-29b, miR- | 218
30b, miR-30c, miR-30e, miR-125a, miR-126-3p,
miR-129-3p, miR-207, miR-212, miR-351, miR-
423, miR-487b, miR-494, miR-690, miR-691,
miR-709, miR-711, Let-7 a-e let-7a, miR-9, miR-
26a/b, miR-30b/c, miR-125a

Hareketsizlik Hipokampus CAL, amigdala: miR-134, miR-183, | 219
miR-132, Let-7a-1, miR-9-1, miR-124a-1
Kronik hafif stres modeli Hipokampus: miR298, miR-130b, miR-135a, | 220

miR-323, miR-503, miR-15b, miR-532 miR-125a,
miR7a, miR-212, miR-124, miR-139, miR-182

Erken yasam stresorleri Medial prefrontal korteks: pre-miRs 132, 124-1, 9- | 221
1,9-3, 212, 29a
Ogrenilmis caresizlik Frontal korteks: mmu-miR-184, mmu-miR-197, | 222

mmu-miR-107, mmu-miR-329, mmu-miR-125a-
5p, mmu-miR-872, mmu-miR-181c, mmu-miR-
18a, mmu-miR-29b, mmu-let-7a, rno let-7e, rno-
miR-20a

Postmortem beyin ¢alismalari Prefrontal korteks: hsa-miR-142-5p, hsa-miR-33a, | 217
hsa-miR-137, hsa-miR-489,hsa-miR-148b, hsa-
miR-101, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-301a, hsa-
miR-146a, hsa-miR-335, hsa-miR-494, hsa-miR-
20b, hsa-miR-376a, hsa-miR-190, hsa-miR-155,
hsa-miR-660, hsa-miR-552, hsa-miR-453, hsa-
miR-130a, hsa-miR-27a, hsa-miR-497, hsa-miR-
10a, hsa-miR-20a, hsa-miR-142-3p

Periferal mononiiklear hiicreler has-miR-107, miR-133a, miR-148a, miR-200c, | 223
miR-381, miR-425-3p, miR-494, miR-517b, miR-
579, miR-589, miR-636, miR-652, miR-941

Tim kan hiicreleri (12 haftalik | hsa-miR-130b, hsa-miR-505, hsa-miR-29b-2, hsa- | 224
miR-26b, hsa-miR-22, hsa-miR-26a, hsa-miR-
664, hsa-miR-494, hsa-let-7d, hsa-let-7g, hsa-let-
7e, hsa-miR-34c-5p, hsa-let-7f, hsa-miR-629, hsa-
miR-106b, hsa-miR-103, hsa-miR-191, hsa-miR-
128, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-374b, hsa-miR-
132, hsa-miR-30d, hsa-miR-500, hsa-miR-770-5p,
has-miR-589, hsa-miR-183, hsa-miR-574-3p, hsa-
miR-140-3p, hsa-miR-335, hsa-miR-361-5p

escitalopram tedavisi)

Calismamizda kontrol ile sham grubu (depresyon grubu) karsilastirildiginda
miR-9-5p, mir-128-1-5p ve miR-382-5p ekpresyonunun arttigi, miR-16-5p, miR-129-5p
ve mir-219a-5p’nin azaldigi, mir-30c-5p, mir-34a-5p, mir-132-3p, mir-139-5p, mir-497-

S5p’nin ise degismedigi belirlenmistir.
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Beyinde bol miktarda bulundugu bilinen miR-9 6zellikle santral sinir sistemi
gelisiminde, noronal hacmin belirlenmesinde, aksonal uzama ve dallanmada gorevli
olan bir miRNA’dir. Norogenezi ve plastisiteyi diizenleyen gen ekspresyonlarinda
meydana gelen degisimlerin depresyon patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (8,
52). miR-9; REST, SIRT1, ‘‘Forkhead box protein P2’’ (FOXP2) gibi depresyon
olusumunda rol oynayan genleri hedeflemektedir. REST’in beyin gelisiminde ve
plastisitede gorev alan birgok miRNA ile iliskili oldugu bilinmektedir. SIRT1 ndronal
farklilagsma ve canliligin siirdiiriilmesinde gorev almaktadir (225). SIRT1 geninin azalan
ekspresyonunun MDB patogenezinde etkili oldugu bilinmektedir (226). Bir
transkripsiyon faktorii olan FOXP2 proteini sinir sistemi gelisiminde ve fonksiyonunda
gbrevi olan yiizlerce genin ekspresyonunu kontrol etmektedir. Tao ve arkadaslarinin
(2013) Cin populasyonunda yaptigi calismada, FOXP2 rs10447760 varyantinin,
sizofreni ve major depresif bozuklukta etkili oldugu bulunmustur (227). Calismamizda
depresyonda miR-9-5p diizeyinde anlamli bir artig goriilmiistiir. Uyumlu sekilde tedavi
amach sertralin uygulanan grupta miR-9-5p seviyesi depresyon grubuna gore anlamli
sekilde azalma gostermistir.

Calismamizda artig gdsteren ve norogenez ve sinaptogenezde gorev alan diger
bir miRNA olan miR-128-1-5p o6nemli bir sinyal yolagi olan ve depresyon
patogenezinde rol aldigi bilinen ‘‘Extracellular Signal-Regulated Kinase’> (ERK2)’1
hedeflemektedir. Depresyon hastalarinin gesitli beyin bdlgelerinde ERK aktivitesinin
azaldig1 goriilmiistiir (228, 229). Antidepresan tedavileri ile downregiile olan miR-
128a’nin GRM7 seviyelerinde artisa neden oldugu bilinmektedir (7).

Beyin gelisiminde ve fonksiyonunda gorevli genlerin diizenlenmesinde goérev
alan miR-382-5p depresyon patogenezinde rolii oldugu bilinen BDNF ve DRD1 gibi
genleri hedeflemektedir (229). Calismamizda depresyon durumunda miR-382-5p
diizeyinde anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. Bu anlamli artisin depresyonda
genel olarak azalmis olan BDNF diizeylerinden sorumlu olan mekanizmalara katki
saglamas1 muhtemeldir (216).

Calismamizda depresyon durumunda miR-16-5p’de anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. miR-16 serotonerjik sinyalleri diizenlenmesinde, aksonal protein
sentezinin dilizenlenmesinde, akson gelisimi ve fonksiyonunda, néral biliylime ve

gelisimde rol oynamaktadir (150-153). miR-16’'nin SERT, BDNF, GRM7, Wnt2,
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CREB1, MAP2K1 gibi depresyonda rolii olan bir¢ok geni hedefledigi bilinmektedir
(229). Depresyonda olduk¢a 6nemli rolii olan serotonin tasiyicist SERT’i hedefleyen
miR-16, serotonerjik sinyalleri diizenleyerek depresif norofizyolojinin kontroliinii
saglamaktadir (138, 139). Noral gelisim ve plastisitede dnemli rolii olmas1 dolayisiyla
BDNF’nin MDB patolojisinde etkili oldugu bilinmektedir. Yiiksek miR-16
seviyelerinin BDNF ekspresyonunu azaltmasi dolayisiyla depresyon benzeri
davranislara neden olmasi beklenmektedir. Ancak bizim c¢alismamizla benzer sekilde
Bai ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 bir calismada kronik stres modeli uygulanan
ratlarda miR-16 seviyelerinde artis goriilmemistir. Ancak ayni ¢alismada annelerinden
ayri tutulan yavrularda miR-16 seviyelerinde artis ve BDNF seviyelerinde diisiis
gozlemislerdir (230). Baska bir ¢aligmada ise kronik stres modeli olusturulan farelerde
beyin sapinin raphe ¢ekirdegi bolgesine miR-16 enjeksiyonu veya locus coeruleus
bolgesine anti-miR-16 enjeksiyonunun bir antidepresan olan fluoxetine ile ayni etkiyi
yarattigi belirlenmistir (4). Major depresif bozukluk olusumuna dahil olan sinyal
yolaklarindan ERK-MAPK, Wnt/B-catenin sinyal yolaklar1 bazt miRNA’larin hedefleri
olarak tanimlanmaktadirlar (143). miR-16’nin hedefi olan Wnt-2, antidepresan
tedavilerine cevaben artis gostermektedir (231). Ancak ¢alismamizin tedavi grubu olan
sertralin grubunda miR-16’da anlaml1 bir degisim goriilmemistir.

Fetal beyinde serebellum gelisimi ve noral gelisim ile iliskili oldugu bilinen
miR-129, FOXP2 ve CAMK2A genlerini hedeflemektedir (229). Mental rahatsizliklarin
patofizyolojisinde ve farmakolojisinde rolii olan ve beyinde olduk¢a bol oldugu bilinen
CAMKZ2A ekspresyonunun depresyon durumunda artis gosterdigi belirlenmistir (232).
Calismamizda depresyon durumunda miR-129-5p diizeyinde anlamli bir azalma oldugu
gorilmiistiir.

Oligodendrosit oncii hiicrelerinin farklilagmasimni ve myelinizasyonu kontrol
eden, ayrica sinaptik plastisite ve beyin gelisiminden sorumlu NMDA reseptorii ile
iliskili oldugu bilinen miR-219, CAMK2G genini hedeflemektedir (167,168,169,229).
CAMK yolagimin antidepresan aktivitesinde ve depresyon patogenezinde rolii oldugu
bilinmektedir. CAMK yine depresyonda ekspresyonunun azaldigi bilinen CREB’in
fosforilasyonunu gerceklestirmektedir (233). Calismamizda depresyon durumunda miR-
219-5p diizeyindeki anlamli azalma bu yolag: etkileyerek depresyondaki nérofizyolojik

degisimlere katki saglayabilecegi diistintilmektedir.
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Noronal devrelerin gelisiminin kontroliinii saglayan miR-30, noronal gelisim ve
sinaptik plastisitede gorev alan GLUR2 ve noronal plastisiteyle ilgili transkripsiyon
faktori CREB gibi genleri hedeflemektedir (154, 155, 229). Cesitli ¢alismalar stresin
bireylerde glukokortikoid seviyelerini diizensizlestirdigi gostermis ve bazi miRNA’larin
glukokortikoid reseptorlerini  downregiile ettigi belirlenmistir  (4). Depresyonlu
hastalarda  glutamaterjik sistem bozukluklarinin  goriilmesi de bu bilgiyi
desteklemektedir (132). Yapmis oldugumuz ¢alismada depresyon durumunda miR-30
diizeyinde anlamli bir degisim goriilmemistir Ancak anandamide ve norgestimate
gruplarinda anlamli bir artis oldugu goériilmiistiir.

Norogenez, noronal farklilasma ve sinaptogenezde rol oynadigi diisliniilen ve
tizerinde durulan bir miRNA olan miR-34, beyinde eksprese olan ve depresyonlu
kisilerde kayda deger degisimler gosterdigi bilinen bcl-2, VEGFA, GRM7, MYCN,
MITF, MAP2K1, CDH1 gibi birgok 6nemli geni hedeflemektedir (8, 156, 157, 229).
Antidepresan tedavilerinin beyinde miR-34 seviyelerini arttirdig1 belirtilmektedir (234).
Ancak ¢alismamizda depresyon ve sertralin grubunda miR-34a-5p diizeyinde anlamli
bir degisim goriilmemistir. Anandamide ve norgestimate gruplarinda ise miR-34a-5p
diizeyleri anlamli artis géstermistir.

Noron gelisimi ve olgunlagmasini, dendrit uzama ve dallanmasini saglayan miR-
132’nin, diizensizliklerinin depresyonda 6nemli rolii oldugu bilinen sirkadiyen ritm
genlerini ve noral aktiviteyi diizenleyen transkripsiyonal diizenleyici MECP2 genini
hedefledigi belirlenmistir. (4). Calismamizda miR-132-3p depresyon grubunda
artmasina ragmen anlaml bir artis gostermemistir. Ancak anandamide ve norgestimate
gruplarinda anlaml artis oldugu saptanmustir.

Kortikal noronal gocii diizenleyen miR-139, FOXP2 genini hedeflemektedir
(165, 166, 229). Calismamizda depresyon grubunda miR-139-5p diizeyinde anlamli bir
degisim goriilmemistir. Anandamide ve norgestimate gruplarinda ise anlamli bir artig
oldugu goriilmiistiir.

Noronal 6liimii diizenlenmesinde ve norogenezde gorev alan miR-497, Bcl-2,
GRM7, BDNF, CREB, 5HT-4, SMAD5, MAP2K1l, DRD1 gibi depresyon
patogenezinde rolii oldugu bilinin birgok geni hedeflemektedir (172, 173, 229).
Uzmanlarca belirlenen miRNA hedefleri arasinda olan anti-apoptotik protein Bcl-2 ve

5-HT4’iin intihar veya depresyon durumlarinda degisimler gosterdigi veya antidepresan

77



mekanizmalarina dahil oldugu bilinmektedir (7,8). Yin ve ekibinin (2010) yaptigi
calismada mMIR-497’nin  bcl-2  ekspresyonunu  baskiladigr  goriilmiistiir  (235).
Calismamizda depresyon grubunda miR-497-5p diizeyinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. Ancak anandamide ve norgestimate gruplarinda anlamli bir artis oldugu
gorilmiistiir.

Iyon kanallarinda meydana gelen degisimler hiicresel mekanizmalarda derin
etkiler birakmaktadir. Giinlimiizde yapilan molekiiler temelli ¢alismalarin ¢ogu kalp,
kas ve duygudurum hastaliklar1 gibi c¢agimizda ciddi olumsuzluklar yaratan
rahatsizliklar ile baglantili oldugu diisiiniilen iyon kanallarininin diizenlenmesinde rolii
olan genler iizerine yapilmaktadir (13). Transkripsiyon faktorlerinin iyon kanal
ekspresyonlarinin kontroliinde kritik bir role sahip olduklar1 bilinmekteydi ancak son
yillarda yapilan calismalarla yeni diizenleyici bir molekiill olarak miRNA’lar
kesfedilmistir (15). Su ana kadar iyon kanallar1 ve mikroRNA’lar arasindaki iligkilerin
arastirildig1 calismalar genellikle mikroRNA’larin iyon kanal genlerinin ekpresyonunu
diizenleme mekanizmalarinin ortaya koyulmasi amacina yonelik olarak kurgulanmistir.
Gen ifadesi kontroliiniin 6nemli elemanlarindan mikroRNA’lar cesitli dokularda iyon
kanallarinin diizenlenmesi siirecine dahil olmaktadir (14). Luo ve ekibinin (2008)
yapmis oldugu ¢alismada Atrial fibrilasyon hastalarinda miR-1 downregulasyonunun
CACNB2 proteininin ekspresyon seviyesini arttirdigi belirlenmistir. Luo ve
arkadaglarinin (2008) baska bir ¢alismasinda ise kardiyak hipertrofi hastalarinda miR-1
ve miR-133’lin HCN2 kanalin1 diizenledigi bildirilmistir (236). Yang ve arkadaslarinin
(2007) ratlarda yaptigi kardiyak aritmi ¢aligmasinda miR-1’in asir1 ekspresyonunun
KCNJ2’yi baskiladigi belirtilmistir (237). Favereaux ve ekibinin (2011) noropatik
kronik agr1 modeli olusturdugu ratlarda ise miR-103’iin CACNA1C’nin ekspresyonunu
diizenledigi gorilmiistiir (238). Parthasarathy ve arkadaglarmin (2012) akut akciger
hasar1 olan hastalarda yaptig1 bir ¢alismada miR-16’nin asir1 ekspresyonunun epitelyal
sodyum kanali (ENaC) seviyesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (239).
Belirtilen c¢alismalar gibi birgok calisma miRNA’larin iyon kanallar1 iizerindeki
etkilerine odaklanmistir. Ancak iyon kanallarinin miRNA’lar {izerinde nasil bir etki
olusturduguna dair fazla ¢alisma bulunmamaktadir. MikroRNA’lar ¢esitli iyon kanal
genlerini ve iyon kanallari ile iligkili genleri hedef aldiklar1 gibi iyon kanallarmin da

miRNA’larin diizenlenmesinde etkisi oldugu bilinmektedir (15). Hiicrelerin dogal
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ortamlarinda i¢inde bulunduklari mikro ¢evredeki degisimler miRNA’larin
degisimlerine neden olmaktadir. Iyon akisindaki diizensizliklerin mikro cevre
degisimine katkida bulundugu bilinmektedir. Cesitli patolojik kalp rahatsizligi
caligmalarinda iyon dinamigindeki diizensizliklerin miR-195te artisa neden oldugu,
miR-1 ve miR-133’de ise azalmaya neden oldugu bildirilmistir (240).

Calismamizda oOzellikle anandamide, anandamide+sertralin, norgestimate ve
norgestimate+sertralin gruplarinda elde edilen en O6nemli veri genel olarak miRNA
diizeylerinin diger gruplara gore artmasidir. Calismamizda iyon kanal inhibitori
Anandamide kullanildiginda miR-16, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-
132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p ve miR-382-5p mikroRNA’larin ekpresyonunda
artts oldugu miR-9-5p ekpresyonunda ise anlamli bir degisim olmadigi saptanmustir.
Yine Norgestimate kullanildiginda ise miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-
1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p mikroRNA’larin ekpresyonunda artis
goriiliirken miR-9-5p ve miR-382-5p ekspresyonunda anlamli bir degisim olmadigi
belirlenmistir. Sertralin+anandamide grubunda miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p,
miR-128-1-5p, miR-129-5p, mMiR-132-3p, MiR-139-5p, miR-219a-5p, MiR-497-5p’de
istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-9-5p ve miR-382-5p’de ise
anlamli bir degisim belirlenmemistir. Sertralin+norgestimate grubunda miR-9-5p, miR-
16-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-129-5p, miR-139-5p, miR-219a-5p, miR-497-
5p’de istatistiki olarak anlamli bir artig oldugu gortilmistiir. miR-30c-5p, miR-132-3p
ve MiR-382-5p’de ise anlamli bir degisim belirlenmemistir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada depresyon modeli olusturulmus farelerde
TRPC3/6 ve TREKI1 iyon kanallarint spesifik inhibitorlerle inhibe ederek cesitli
miRNA’larda olusan degisimleri goézlemledik. Bu gozlemler sonucu depresyon
durumunda iyon kanal inhibitorii verilen gruplarin 6zellikle miR-16-5p, miR-30c-5p,
miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p ve miR-382-5p
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisimler oldugunu saptadik.
mikroRNA’larin  6zellikle iyon kanal inhibitorlerinin verildigi gruplarda artma
mekanizmasin1 agiklamak bu alanda c¢ok sinirli sayida calisma oldugundan dolayi
oldukga giictiir. miRNA genlerinin transkripsiyonu, protein kodlayan genlerin
transkripsiyonuna benzemektedir. miRNA’lar 6zellikle doku ve gelisimsel olarak

spesifik sekilde diizenlenmektedirler. Yapilan calismalar daha ¢ok miRNA genlerinin
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transkripsiyonunun nasil diizenlendigi veya miRNA’larin farkli genlerin translayonunu
nasil diizenldikleri ilizerine yogunlagsmistir. Hiicre boliinmesinin ilerlemesi, biiyliime
faktor sinyalizasyonu ve noral aktivite, miRNA stabilitesini etkileyen 6nemli fakorler
arasinda yer almaktadir. miRNA’larin ekpresyonlarinda g¢esitli uyaranlarla degisimlerin
arastirildig1 ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Bunlara 6rnek olarak Riiegger ve ekibinin
(2010) yapmis oldugu ¢aligmada ‘‘non-tumorigenic human breast cells’> (MCF10A)
immortalize hiicre hatlar1 Epitelyal Biiylime (Growth) Faktorleri (EGF) ile uyarildigi
zaman mMiRNA ekpresyonun azaldigi belirlenmistir. EGF uygulamasini takiben 1 saat
icin miRNA sentezinin %50 azaldig1 belirlenmistir (241). Benzer bulgular insan HelLa
hiicre hattinda da gosterilmistir. EGF’ye karst bu hizli cevabin proliferasyon ve
migrasyon gibi hiicre aktivitelerine hazirlik olarak gergeklestigi belirtilmistir (241).
Krol ve arkadaslar1 (2010) rat retinasinda mir-183/967182 gen kiimesi ve ilaveten mir-
204, mir-211’in 1s18a bagl olarak diizenlendigini gostermislerdir. Bu miRNA’larin
1siktan karanliga gecildiginde 90 dakika i¢inde sentezlerinin %50 oraninda diistiiglinii
belirlemislerdir (118). miRNA’larin turnoveri 6zellikle beyin dokusunda ¢ok hizlidir.
Postmortem insan beyninde miRNA turnover1 yaklasik 3,5 saattir.  Noronal
miRNA’larin hizli turnover1 noronal aktiviteye baglidir. Glutamat reseptorlerinin bloke
edilmesiyle bu hizli turnover engellenebilmektedir. Ancak mir-132 mikroRNA’s1
beklenilenin tersi bir sekilde etki gostermektedir. Glutamat reseptorlerinin bloklanmasi
parcalanmayr aktive ederken, glutamatin ilavesi mir-132’nin pargalanmasini
yavaglatmaktadir. Bir deniz siimiikliibdcegi tiirii olan Aplysia californica’ya serotonin
verildiginde noronal miRNA’larin  hizla pargalandigi belirlenmistir. Serotonin
verilmesini takiben yaklasik 3,5 saatten daha kisa bir siire iginde mir-124 ve mir-184
diizeylerinde azalma oldugu belirlenmistir (241). Calismamizda anandamide,
norgestimate, anadamide+sertralin ve sertralin+norgestimate gruplarimn serotonin
diizeylerinde kontrole gore azalma oldugu belirlenmistir. Serotonin diizeylerindeki bu
azalmanin miRNA diizeylerindeki artis1 ekpresyonu artirarak, pargalanmasini azaltarak
ya da stabilitesini artirarak etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Molekiiler diizeyde
mikroRNA’larin ekpresyonlarindaki degisimler 1) primer miRNA transkriptlerinin
transkripsiyonel ve epigenetik olarak baskilanmasinda azalma, 2) miRNA
islenmesindeki degisimler (dicer, drosha, DGCRS, fosfo-TRBP), 3) Argonat homolog

proteinlerin diizeyindeki degisimler, 4) miRNA’larin hizli turnoveri, mekanizmalar ile
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aciklanabilir (219). Yukarida belirtilen 4 mekanizmay1 etkileyecek tiim fizyolojik ve
patolojik siiregler miRNA diizeylerini etkileyebilmektedir. Bu mekanizmalari
etkileyebilecek en Onemli mekanizmalardan birisi depresyonun genel karakteristik
ozelliklerinden olan serotonin diizeyindeki degisimler olabilir. Iyon kanal
inhibibitorlerinin aksiyon potansiyelinde degisimler meydana getirdigi patch clamp
deneylerinde gdsterilmistir. Ozellikle bu iyon kanal inhibitdrleri prefrontal korteks
bolgesinde aksiyon potansiyelinde degisimler meydana getirerek miRNA diizeylerini
etkileyebilir.

TREK-1 kanal inhibitorii olan Anandamide’in farelerde olusturulan depresyon
lizerine etkilerinin arastirildigi ¢alisma olmamasina ragmen diger K* kanalarinin
antidepresan etkinlikleri hakkinda pek cok calisma yapilmis ve farkli K* kanal
inhibitorlerinin antidepresan etkinligi gdsterilmistir. Asagida bu inbitdrlerin etkinligi ile
ilgili olarak pek ¢ok 6rnek verilmistir.

Takahashi ve ekibinin (2006) yapmis oldugu caligmada glibenclamide,
charybdotoxin ve apamin gibi K* kanal blokerleri incelenmistir (242). Glibenclamide
pankreatik B hiicre tiplerinde, kalp kasi, iskelet kasi ve bazi beyin noronlarmnda K*
kanallarmni bloke etmektedir. Pankreatik B hiicrelerinde ATP ile diizenlenen K™ kanallar
sulfonylureas, glibenclamide gibi insiilin bagimsiz diyabet tedavisinde kullanilan oral
hypoglisemik ajanlar i¢in hedeftir. Uyarilma mekanizmasi ATP duyarli K* kanallarinin
inhibisyonu ile ger¢eklesmektedir. Charybdotoxin, ‘‘Leiurus quinquestriatus’’
akrebinin zehirinde bulunan bir peptid olup GH3 6n hipofiz hiicrelerinde ve primer sigir
aortik diiz kas hiicrelerinde bulunan Ca*? tarafindan aktive edilen K* kanallarimin
selektif blokeridir. Apamin, ‘‘Apis mellifera’’ bal arisinin zehrinde bulunan bir peptid
olup Ca™ bagimhi K* iletimini selektif olarak bloke etmektedir. Voltage-clamp
teknikleri apaminin diger iyon kanallarini etkilemedigini gostermistir. Calismada bu ve
diger K* kanal blokerlerinin ZYT’de antidepresan benzeri etkisi oldugu gdsterilmistir.
Ayrica fluoxetine, desipramine, amitriptyline, nortriptyline, clomipramine, maprotiline,
citalopram ve paroxetine gibi antidepresanlar terapotik bir etki olarak K* akimini inhibe
etmektedir (243). Ekibin yapmis oldugu calismada GIRK2, K* kanalinin
antidepresanlardan fluoxetine ve desipramine ile inhibisyonunun néral hiicre 6limiini
baskiladig1 ve mutant farelerin motor yeteneklerinin gelistigi goriilmiistiir (242). Bu

calisma ile K* kanal inhibisyonunun depresyonun patofizyoloji ve tedavisi ile iliskili
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oldugunun goriilmesi gorisiimiizii desteklemektedir. Cesitli ¢alismalarda antidepresan
kombinlerinin ve K* blokerlerinin ZYT de antidepresan etki yarattig1 gdzlenmistir.

Agmatine, adenosine ve tramadol gibi antidepresan 6zellige sahip bilesikler,
cesitli K* kanal blokerleri ile kombinlediginde FST’de antidepresan benzeri etki
yaratmaktadir. Dahast TREKI1 geninin delesyonu stres durumunda 5-HT
norotransmisyonunun artigina ve kortikostereon seviyelerinin diismesine neden olarak
depresyona direng olusturmaktadir. Bu kanallardaki degisimlerin duygu degisimlerine
neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu K* kanallar1 yeni antidepresan ilag
gelistirilmesi siirecinde potansiyel hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.

Fluoxetine ve norfluoxetine TREK1 K" kanallarmi bloke etmektedir. Dolayistyla
bu blok etkisi, bu antidepresanlar ile yapilan tedavide de ortaya ¢ikabilmektedir (243).
Farelere etkili dozlarda folik asit (antidepresan ajan) ve K" kanal blokerlerinin kombine
uygulamasi1 FST’de antidepresan benzeri etki yaratmustir. Farelerde Ca™ tarafindan
aktive edilen voltaj bagimli K* kanallart ZYT’de hareketsizlik siiresinin
modiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Ca'’tarafindan  aktive edilen
yiiksek gecirgenlikli K* kanali NO hedeflerinden biri olarak bilinmektedir.
Glibenclamide, apamin ve charybdotoxin gibi farkli K* kanal blokerleri de ZYT de
antidepresan benzeri etki yaratmistir. Bu etki farelerde sildenafil veya L-arginin
uygulamas1 ile Onlenmistir. Bu nedenle bu sonuglar NO ve c¢cGMP’nin baz1 K'
kanallarinin 6nemli diizenleyicileri oldugunu gostermektedir (243).

K" kanallarinin NMDA reseptorleri ve L-arginine-NO yolaklarinin aktivasyonu
ile diizenlenen ana hedeflerden birini temsil ettigi diisiiniildiigiinde, K* kanallarinin
inhibe edilmesi NMDA reseptorlerinin ve folik asit aracili NO iiretiminin inhibisyonu
ile sonuglanabilir. Yapilan calismada bu vitaminin antidepresan benzeri etkisinin
NMDA reseptorlerinin ve NO sentezininin inhibisyonu ile gergeklesebilecegi
belirtilmistir. Bu nedenle folik asit ile NMDA- L-arginine-NO yolag: aracilig1 ile K*
kanallarinin indirekt modiilasyonu bu caligmada bildirilmis davranis sonuclarinin
aciklamasi olabilir. Ancak folik asitin bu kanallar1 direk inhibe etme olasilig1 g6z ardi
edilemez. Hipotezi giiclendirmek icin bir K™ kanal acic1 olan cromakalim uygulanan
farelerde ZYT'de hareketsizlik siiresinde azalmayr Onledigi goriilmiistiir. Literatiir
verileri yiiksek dozlarda cromakalim uygulamasinin ZYT’de hareketsizlik siiresini

arttirdigini  gostermektedir. Hayvanlara cromakalim uygulamasinin imipramine,
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amitriptyline, desipramine ve paroxetine gibi antidepresanlarin anti-hareketsizlik
etkisini tersine cevirdigi goriilmiistiir.  Etkili dozlarda fluoxetine ve K* kanal
inhibitorlerinin kombini ZYT’de antidepresan etki yaratmaktadir ve bu etki K* kanal
acicilari ile engellenebilmektedir (242, 243).

Yapilan pek ¢ok calismada K* kanal inhibitdrlerinin antidepresan etkinligi
belirlenmistir. Caligmamizda anandamide verdigimiz gruplarda ZYT’de yilizme
acisindan bir farklilik olmamasina ragmen tirmanma davranisinda artis ve hareketsizlik
davranisinda azalma oldugu belirlenmistir. Bu veri anadamide’in diger K* kanal
inhibitorlerine benzer sekilde ZYT’de diizelmeye neden oldugunu ve antidepresan
etkinlige sahip oldugunu gostermektedir.

Kalsiyum ve kalsiyum kanallar1 nérotransmitter salinimindan ve merkezi sinir
sisteminin fonksiyonundan sorumludur. Nifedipin gibi kalsiyum kanal blokerleri ¢esitli
kardiovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Depresyon tedavisinde
trisiklik antidepresanlar, SSRI’1ar, serotonin ve epinefrin gerialim inhibitorleri ve gesitli
antidepresanlar kullanilmaktadir. Ancak bu tedavilerinin biiyiik kisminda terapide
komplikasyonlar olabilmekte veya bazi hastalarda ilag cevabi alinamayabilmektedir.
Son zamanlarda Kkalsiyum kanal inhibitorlerinin ve kalsiyumun duygudurum
hastaliklarinda 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Gerilime bagli kalsiyum
kanali antagonistlerinin kemirgenlerde stres Onleyici ve benzeri etkileri {rettigi
bilinmektedir. Herhangi bir noktada, hiicre i¢i sinyal yolagindaki Ca**-kalmodulin-
NOS-guanilil siklazin kesintisi antidepresan benzeri etkiler iiretebilmektedir (244).

Aburawi ve arkadaslarmin (2007) yaptigi ¢alismada bir kalsiyum kanal blokeri
olan nifedipinin zorunlu yiizme testinde hareketsizlik baslangicini geciktirdigi ve bu
antidepresan etkisini 5-HT1A aktivasyonu araciligi ile gergeklestirdigi belirlenmistir.
Nifedipin GABA’nin aktivasyonu ile Na“min salimina yol acarak nifedipinin
antidepresan etki gostermesine sebep olmaktadir. Nifedipin’in, GABA reseptdrlerinin
ve Na”nin hiicre i¢i kalsiyum salimmini arttirarak antidepresan etkiyi olusturdugu
belirlenmigtir (245). Aynm1 calismada yiizme testindeki hareketsizlik baslangicinin
gecikmesinine neden olan diger bir kalsiyum kanal blokeri verapamilin de antidepresan
benzeri etkisi oldugu gosterilmistir. Farkli tiirdeki kalsiyum girisleri {izerindeki
calismalar verapamilin, Na® salinnminin artmasina neden olan prejunctional a2

reseptorlerini engelledigini gostermistir. Verapamil dogrudan katekolamin salinimini
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etkileyebilmektedir. Bir sekilde katekolamin depolama kesecikleri ile etkilesim halinde
oldugundan katekolamin alimini azaltabilmektedir. Bylece sempatik sinirlerden Na*
salinimini arttirmaktadir. Verapamilin kalsiyum igeri akisinda, Na® kaynakli artis1
tizerinde bir etkisi yoktur; bu da verapamil duyarli ve verapamil duyarsiz kalsiyum
kanallar1 oldugunu gostermektedir. Allgaier ve arkadaslarina (1995) gore bu etki
nikotinik reseptor antagonistleri tarafindan bloklandigindan dolay1r nikotinik
kolinoseptorlerin alt smifi iizerindeki etkisi ile sempatik néronlardan saliman Na®,
ATP’yi indiiklemektedir (245,246).

Endojen 5-HT artis1 disardaki kalsiyumun varligindan bagimsizdir. Serotonin
antideprasan etkileri iiretmek i¢in 5-HT1A reseptorlerini aktive etmektedir. Ayrica
kalsiyum gegisini indiikleyen 5-HT3 presinaptik reseptorleri de aktive etmektedir. Bunu
da hiicre i¢i depolardaki Ca*? salinimini tetikleyerek; sitoplazma ve niikleusta
kalsiyumun artmasina yol acarak gergeklestirmektedir.  Aktive edilen 5-HT3
postsinaptik  reseptorleri  depolarizasyonu indiiklemektedir. Sonu¢ olrak ki
mekanizmada antidepresan etkiyle sonuglanmaktadir. Serotonin 5-HT3 reseptorleri ile
GABA noérotransmisyonu regiile etmektedir. Bu ayrica 5-HT1C reseptorlerini de
etkileyerek klorid kanal aktivitesini de arttirmaktadir. Artan Ca*®’un klorid kanallarini
aktive ettigi gosterilmistir. Bu aktivite kloridin hiicre membranindan sizmasiyla
depolarizasyona sebep olmasi ile voltaj kapili kalsiyum kanallarinin agilmasina yol
acmaktadir. Klorid hiicre i¢i depolardan salinan Ca'? tarafindan ve voltaj bagimli
kalsiyum kanallarindan giren Ca'? ile de aktive edilebilmektedir (245).

Verapamil yiiksek K* depolarizasyonunu indiikleyerek GABA’min salinmig Ca*?
bagiml fraksiyonlarin1 modifiye edememektedir. Hipokampustaki Zn"nin presinaptik
etkisi sinaptik bosluktaki GABA nin salinimini arttirmaktadir. Zn" etkisi Verapamilden
etkilenmemektedir. Cinko, hipokampus bolgesindeki AMPA/kainat reseptorlerinin
giiclendirici etkisi tarafindan GABA salinnmin arttirip ve bunu takiben presinaptik
glutamat salinimi azaltmaktadir. Cinko glutamatin ndéromodulatér inhibitorii olarak
diistiniilmektedir. NMDA reseptor kapilari voltaj bagimli ve bagimsiz olmak iizere
¢inko i¢in iki inhibitdr bolge icermektedir. Ca*? kanallari indiiklenmis-depolarize
GABA salimmmin regiilasyonunda iki rol oynamaktadir. ilk olarak indiiklenmis

depolarize Ca* girisine izin vermektedir. ikinci olarak disardaki Ca*? icermeyen bir
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mekanizma ile GABA salinimini etkilemektedir. Kolin alinimin blokaji verepamil’in
antidepresan etkisinde 6nemli rol oynamaktadir (245).

Alprazolam benzodiazepine reseptorlerinden bagimsiz olarak antidepresan etki
yaratabilmektedir. Benzodiazepine ve Ca*? kanal inhibitérleri adenozin transportunda
onemli etkiye sahiptir. Benzodiazepine baglanma boélgeleri, beyin membranlarindaki
voltaj duyarlh Ca'™ kanallarimi regile etmektedir. Diazepam, yiizme labirentindeki
hareketsizlik zamanini etkilememektedir, ancak imipramin’in antidepresan etkisiyle
antagonisttir. Bu da alprazolam ve imipramine’in ikisininde voltaj duyarli Ca*? kanallart
ile antidepresan etki yarattig1 anlamina gelmektedir. Imipramin; biyojenik aminlerin,
serotoninin ve Na"’nin presinaptik almimimi antidepresan etki iiretmek igin inhibe
edebilmektedir. Imipramin, GABAerjik mekanizmasi ile bu antidepresan etkiyi
yaratabilmektedir.  Imipramin, hiicre ici depolardan kalsiyum  salmimini
arttirabilmektedir. Bu etkiyi Na® konsantrasyonunu arttirarak ve GABA reseptor
aktivasyonu ile gergeklestirmektedir. Fare {izerinde yapilan bu ¢alismalarda ZYT de
verapamil’in antidepresan benzeri etkisi oldugu goriilmiistiir. Verapamil ile kombini
yapilan alprozolam ve impramine uygulamalar1 ekstra antidepresan etki gdstermistir.
Verapamilin gosterdigi etkinin sebebi anlasilamamistir (245). Hem imipramin hem de
nifedipin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; hareketsizligin baslangicini sirasiyla
%75 ve %81 oranlarinda geciktirdigi goriilmiistiir. imipraminin ve nifedipinin birlikte
kullanilmasi, kontrol grubuna gore hareketsizligin baslangicint %73 oraninda
geciktirmistir. Bu gozlem nifedipinin kendi antidepresan mekanizmasi oldugunu, hem
de L tipi kalsiyum kanal aktivasyonu iizerinden imipramin mekanizmasini blokladigini
gostermistir. Bu caligma nifedipinin antidepresan 6zellige sahip oldugunu gostermistir.
Nifedipin ve alprozolamin kombine kullanimi, antidepresan etkiyi arttirmistir. Bu
bulgu nifedipin ve alprazolam’in farkli mekanizmalar igerdigini gostermektedir (245).

Calismamizda kullanmis oldugumuz kalsiyum kanallarindan TRPC3 ve TRPC6
inhibitorli olan norgestimate’in yiizme ve hareketsizlik davranigini etkilemedigi ancak
tirmanma davranigini artirarak antidepresan etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Daha 6nce
bu spesfik kanal blokerinin ZYT iizerine etkilerinin arastirildigi c¢alisma mevcut
degildir. Ancak diger kalsiyum kanal blokerlerine benzer sekilde etki gdstererek

antidepresan etkinlige sahip oldugu muhtemeldir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Glinimiizde depresyonda serotonin seviyelerinin azaldigr bilinmektedir.
Calismamizda  kontrol ~ grubu ile karsilastirldiginda sham,  anandamide,
sertralin+anandamide ve norgestimate gruplarinin serotonin seviyelerinde anlamli bir
azalma gozlenmistir. Sonuglarimiz depresyonda serotonin seviyesinde azalma oldugu
bilgisi ile uyusmaktadir. Ayrica tedavi amaghi kullanmis oldugumuz giincel bir
serotonin geri alim inhibitérii olan sertralinin uygulandigi grubumuzun serotonin
degerinde anlamli bir artis saptanmasi serotonin- depresyon iligkisini desteklemektedir.

Calismamizda major depresif bozuklukta miR-9-5p, miR-128-1-5p, miR-382-
5p’de anlamli bir artig goriiliirken miR-16-5p, miR-129-5p, miR-219a-5p’de ise anlamli
bir azalma oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz bu sonuclar miRNA’larin MDB
patogenezine dahil olabilecegi diisiincesini  dogrular niteliktedir.  Hastalik
etyopatogenezinde yer alan miRNA’larin tespit edilerek ekspresyon profillerinin
belirlenmesi depresyonun altinda yatan genetik faktorlerin bulunmasi ve yeni ilag
hedefleri gelistirilebilmesi icin 6nem teskil etmektedir. Ekspresyon degerlerine bakmis
oldugumuz mikroRNA’lardan miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-132-3p, miR-139-5p,
miR-497-5p’de istatistiki olarak anlamli bir degisim goériilmemistir. Bu miRNA’larin
beynin depresyonla iligkili diger bolgelerindeki ekspresyonlarina da bakilmasi
Onerilmektedir.

Depresyonda sertralin miR-129-5p’de anlamli bir azalmaya, miR-219’da
anlamli bir artisa neden olurken miR-9-5p, miR-16-5p, miR-30, miR-34, miR-128-1-5p,
miR-132-3p, miR-139-5p, MiR-382-5p ve miR-497-5p mikroRNA’larinda istatistiksel
olarak anlaml bir degisim saglamamistir. Sertralinin depresyonda miRNA’lar {izerine
etkisini arastiran daha kapsamli bir ¢aligma yapilmasi antidepresanlar ve miRNA’lar
arasindaki iligkinin anlasilmasi bakimindan 6nemlidir.

Iyon kanallarindaki diizensizliklerin depresif bozukluklarin etyopatogenezinde
kayda deger bir rolii oldugu g¢esitli arastirmalarla bildirilmis olmasina karsilik
calismamizda depresyonda TRPC3 ve TRPC6 iyon kanal ekspresyonlarinda anlamli bir
degisim saptamadik. Beynin baska bolgelerinde ve diger iyon kanallari tizerinde

calismalarin devam ettirilmesi Onerilmektedir.

86



Ekstraseliiler sinyallerin  miRNA ekspresyonunu nasil etkiledigine dair
calismalar olduk¢a azdir. Iyon kanallari ve mikroRNA’lar arasindaki iliskilerin
arastirildig1 calismalar genellikle mikroRNA’larin iyon kanal genlerinin ekpresyonunu
diizenleme mekanizmalarmin ortaya konmasi amacina yonelik olarak kurgulanmstir.
Tersi bir diisiinceyle yola ¢iktigimiz c¢aligmamizda elde ettigimiz bulgular iyon
kanallarinin miRNA’lar iizerinde etkisi oldugunu acik¢a gostermektedir.

Calismamizda major depresif bozuklukta iyon kanal inhibitorleri anandamide
ve Norgestimate uygulanan gruplardan elde edilen en 6nemli veri genel olarak miRNA
diizeylerinin diger gruplara gore belirgin bir artig gostermesidir. Calismamizda iyon
kanal inhibitorii anandamide kullanilan grupta miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p,
miR-128-1-5p, miR-132-3p, mIiR-139-5p, mIiR-219a-5p ve  mMIiR-382-5p
mikroRNA’larin ekpresyonunda artis oldugu miR-9-5p ekpresyonunda ise anlamli bir
degisim olmadig1 saptanmistir. Yine norgestimate kullanildiginda ise miR-16-5p, miR-
30c-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p
mikroRNA’larin  ekpresyonunda artis  goriilirken miR-9-5p ve miR-382-5p
ekspresyonunda anlamli bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda
iyon kanallarinin miRNA’lar ve sinyal yolaklar1 iizerine etkisinin arastirilmasi iyon
kanal iligkili hastaliklarin tedavi ve teshisinde yeni hedeflerin bulunmasin
saglayabilmesi bakimindan olduk¢a dnem teskil etmektedir. Calismamiz bu bakimdan
onemli bir kaynak gorevi gormektedir.

Sertralin+anandamide grubunda miR-16-5p, miR-30c-5p, miR-34a-5p, miR-
128-1-5p, miR-129-5p, miR-132-3p, miR-139-5p, miR-219a-5p, mMiR-497-5p’de
istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-9-5p ve miR-382-5p’de ise
anlamli bir degisim belirlenmemistir. Sertralin+norgestimate grubunda miR-9-5p, miR-
16-5p, miR-34a-5p, miR-128-1-5p, miR-129-5p, miR-139-5p, miR-219a-5p, miR-497-
5p’de istatistiki olarak anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir. miR-30c-5p, MiR-132-3p
ve miR-382-5p’de ise anlamli bir degisim belirlenmemistir.

Ozellikle norgestimat hareketsizlik davranisinda ciddi azalma saglamis olup
potansiyel bir tedaviye yardimci ila¢g konumundadir. Calismamiz depresyonda miRNA
etkinliklerinin ve iyon kanal inhibitorlerinin miRNA’lar iizerine etkilerinin anlasilmasi
ve yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina yonelik ¢alismalara 1s1k tutmasi bakimindan

oldukca 6nem tagimaktadir. Bu alanda yapilacak yeni ¢aligmalarin 6zellikle farkli iyon
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kanal inhibitorlerinin benzer etkinliklerinin ortaya konmasina yonelik olarak
planlanmasi, bu alandaki bilgi eksikliklerini tamamlayacak ve ¢alismamizin bulgularini
dogrulayacaktir.

Sonug olarak miRNA diizeylerinin 6lgiilmesi 6zellikle MDB’de miRNA’larin
nasil diizenlendiginin ortaya konmasi agisindan oldukca &nemlidir. Iyon kanallarmin
miRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerin arastirilmasit iyon kanallar1 ile iligkili

hastaliklar i¢in yeni terapotik hedeflerin bulunmasi bakimindan 6nem tasimaktadir.
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