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OZET

Bashk: Deneysel Parkinson Modellerinde Vazoaktif Intestinal Peptid (ViP)’in
Striatum Ve Substantia Nigradaki o-Siniiklein Birikimine Ve Norogeneze Olan

Etkisinin Arastirilmasi

Amac: 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ve rotenon ile olusturulan deneysel
Parkinson modellerinde, néromodiilatér, nérotrofik ve noroprotektif etkileri olan
ViP’in a-siniiklein birikimine ve norogeneze olast etkilerinin arastirilmasi

amaglanmistir.

Yontem: Rotenon ve 6-OHDA Parkinson modelleri i¢in kontrol/sham, toksin
ve toksinle VIP uygulanan gruplar olmak iizere 200-250 gram agirhiginda 36 adet
Sprague-Dawley sigan (n=6) kullanildi. 6-OHDA modeli intrastriatal 6-OHDA
cozeltisi stereotaksik olarak; rotenon modeli sekiz hafta siireyle 2,5 mg/kg/gilin
rotenon intraperitoneal verilerek olusturuldu. Her iki VIP grubuna sekiz hafta
boyunca 25 ng/kg giinasin VIP, diger gruplara esit hacimde serum fizyolojik
intraperitoneal uygulandi. Sekizinci haftada lokomotor aktivite testi uygulandi.
Sonlandirma sonrasi olfaktor bulbus, subventrikiiler zon (SVZ), dentat girus,
striatum ve substantia nigra kesitleri immiinohistokimyasal olarak isaretlendi.
Kesitlerden elde edilen goriintiiler Image-J programinda analiz edilerek elde edilen

veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.

Bulgular: VIP uygulamasi, rotenon grubunda azalan lokomotor aktiviteyi
kontrol grubu diizeylerine yaklastirdi (p<0,05), 6-OHDA modelinde etki gostermedi.
Rotenon modeli gruplarinda a-siniiklein birikiminde anlamli farklilik goézlenmedi.
Her iki toksin modelinde SVZ’de artan nestin immiinoreaktivitesine (p<0,05) VIP
uygulamasimnim etkisi gdzlenmezken; 6-OHDA modelinde VIP uygulamasi
doublecortin immiinoreaktivitesini kontrol ve toksin grubuna goére anlamli diizeyde

arttirdi (p<0,05). VIP diger parametrelerde anlamli degisiklige neden olmad.

Sonug¢: Rotenon ve 6-OHDA Parkinson modellerinde nérogenez stireclerindeki
degisim eszamanli karsilastirilmis, in-vivo VIP uygulamasiyla 6-OHDA modelinde
SVZ néroblast alani artarken ayni etkinin rotenon modelinde goriilmedigi, VIP’in

farkli modellerde etkinliginin farkli olabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, 6-hidroksidopamin, rotenon,

norogenez, a-siniiklein, vazoaktif intestinal peptit.



ABSTRACT

Title : Investigation of the Effect of Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) on a-
synuclein Accumulation in Striatum and Substantia Nigra and Neurogenesis in
Experimental Parkinson Models

Aim : Our aim is to evaluate the potential effect of VIP, renowned for
neuromodulatory, neurotrophic and neuroprotective effects, on a-synuclein
accumulation and neurogenesis in 6-hydroxydopamine (6-OHDA) and rotenone

experimental Parkinson model rats.

Methods: For rotenone and 6-OHDA models, 36 Sprague-Dawley rats
weighing 200-250 grams were used as control/sham, toxicated and toxicated VIP
treated groups (n=6). 6-OHDA model was established by stereotaxic injection of 6-
OHDA intrastriatally, rotenone model was achieved by 2.5 mg/kg/day injection of
rotenone intraperitoneally for eight weeks. Both treatment groups received 25 ng/kg
VIP every other day throughout eight weeks, other groups received an equal volume
of saline intraperitoneally. Locomotor activity test was performed in eighth week.
After sacrification, olfactory bulb, subventricular zone (SVZ), dentate gyrus, striatum
and subtantia nigra sections were immunohistochemically stained. Section images

were analysed using Image-J and data was compared statistically.

Results: While VIP treatment exerted an increase comparable to controls in
locomotor activity lowered by rotenone (p<0,05), caused no alterations in 6-OHDA
model. No significant alteration in a-Synuclein aggregation was observed in rotenone
groups. In SVZ, while VIP showed no effect on nestin immunoreactivity elevation in
toxicated groups (p<0,05), it increased doublecortin immunoreactivity in 6-OHDA
model compared to sham and toxicated groups (p<0,05). VIP did not exert

significant alterations in remaining parameters.

Conclusion: Alterations in neurogenesis process was compared simultaneously
in rotenone and 6-OHDA Parkinson models, in-vivo VIP treatment increased SVZ
neuroblast area in 6-OHDA but not rotenone model, providing a differential effect of
VIP in distinct models.

Keywords: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, rotenone, neurogenesis,

a-synuclein, vasoactive intestinal peptide.
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1. GIRIS VE AMAC

Bazal gangliyonlar, temelde motor kontrol ve istemli hareketten sorumlu
niikleuslar grubudur. Substantia nigra (SN), pars kompakta (SNc) ile bazal
gangliyonlarin kortikal girdiyi alan temel kismi1 olan striatum iizerinde dopaminerjik
modiilasyon gergeklestirirken; pars retikiilata (SNr) ile motor kontrol devresinin
talamusa olan ¢iktisina katki saglar (Crittenden & Graybiel, 2011). Parkinson
hastaligr, SNc’den striatuma projeksiyon yapan dopaminerjik ndronlarin hasariyla
ortaya ¢ikan motor bulgularla tanimlanmis, bunun yaninda néropsikiyatrik, otonom,
duyusal, gastrointestinal sikayetlerin, koku ve uyku bozukluklarinin semptomlari
olusturdugu motor olmayan bulgularla da karakterize norodejeneratif bir hastaliktir
(Alexander, 2004; Chaudhuri vd., 2011). Giiniimiizde hastaligin patolojisine kars1
bazi smirli  semptomatik tedaviler uygulansa da, hastaliktaki ilerleyici

norodejenerasyonun durdurulmasi heniiz miimkiin degildir.

Parkinson hastaliginin patolojik bulgusu olan Lewy cisimcikleri ve
noritlerindeki agregatlarin temel yapisin1 olusturan a-siniiklein, santral sinir
sisteminde katekolaminerjik sinaps yapisinin olusturulmasinda ve vezikiil trafiginde
onemi bilinen bir proteindir (Cheng vd., 2011; Taguchi vd., 2019). Agrege a-
siniiklein, dopamin sentezinin hiz kisitlayic1 enzimi olan tirozin hidroksilaz (TH)
aktivitesini azaltarak dopamin sentezini bozar, ayni zamanda stabil dopamin
saliverilmesini de engeller ve Parkinson patolojisini indiikler (Giraldez-Pérez vd.,
2014).

Norogenez, memeli santral sinir sisteminde eriskin hayatta devam ettigi
bilinen, subventrikiiler zon ve hipokampal dentat girus subgraniiler zonda siiregleri
ayrintili sekilde ortaya konmus; hipotalamus, serebellum, korteks, striatum ve SN
gibi pek cok bolgede de varligiyla ve mekanizmalariyla ilgili degisik diizeylerde
kanitlarin literatiirde yer aldig1 bir siirectir (Jurkowski vd., 2020; Mamber vd., 2013;
Pino vd., 2017). Subventrikiiler zonda yerlesik Onciil hiicrelerle baslayan nérogenez
siireci, rostral go¢ akimi ile olfaktdr bulbusa yonlenir ve Onciil hiicrelerin
olgunlasarak sinirsel devrelere entegrasyonuyla sonlanir. Subgraniiler zon bolgesi de
ogrenme, hafiza gibi ileri fonksiyonlarn hipokampal devrelerine katki saglar (Pino
vd., 2017). Cesitli patolojilerde bu 6nciil hiicre havuzlarinin farkli bolgelere goc edip

etmedigi ya da baska bolgelerde hiicrelerin benzer bir onciilliik vasfi elde ederek



tamir mekanizmalarina dahil olma ihtimali hiicresel belirtecler yardimiyla

arastirilmaktadir.

Vazoaktif intestinal peptit (VIP), cesitli visseral fonksiyonlar: yaninda,
bagisiklik sistemi hiicrelerinde ve noronal sonlanmalarda bulunan, antioksidan,
antiinflamatuar, ndororejeneratif, myelinizasyon saglayici, noroprotektif etkinligi
gdsterilmis bir peptittir (Korkmaz & Tungel, 2019). Néroinflamatuar siireglerde VIP,
astrositlerin asir1 gogalmasini engeller, noron 6limiinii azaltir (Morell vd., 2012). 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA) toksisitesine karsi noron koruyucu oldugu, MPTP fare
modelinde nigrostriatal dopaminerjik néron Olimiinii azalttii gosterilmistir
(Delgado & Ganea, 2003; Offen vd., 2000). Tungel ve ark.’nmin 6-OHDA sigan
Parkinson modeli ile yaptiklart cok sayida calismada VIP; ndronal hasarr ve
demyelinizasyonu azaltmig (Tungel vd., 2005), striatal néronlarda 6-OHDA etkisiyle
azalan dendritik dallanma sayisini1 degistirmeden dendritik diken yogunlugunu
arttirmig ve nigral dopaminerjik néron kaybini engellemistir (Korkmaz vd., 2012).
VIP, striatal ve talamik gama amino biitirik asit (GABA) diizeylerini arttirmus,
striatal dopamin diizeylerini degistirmeden motor fonksiyon asimetrisini geri
dondiirmiistiir (Korkmaz vd., 2010; Tungel vd., 2005; Yelkenli vd., 2016). VIP,
erken postnatal sicanlardan elde edilen hipokampal kok hiicre kiiltiiriinde
proliferasyonu arttirarak onciil hiicrelerin nestin pozitif fenotip yoniine boliinmesini
saglamistir (M. Zaben vd., 2009). VIP ayrica, mikroglia kaynakl interlokin-4 aracili
proliferatif etkiyi de arttirmig (Nunan vd., 2014) ve noronal farklilasmada rolii
oldugu &ne siiriilmiistiir (M. Zaben vd., 2009). Bir baska ¢alismada ise VIP ve ayn
peptit ailesinden olup VIP ile ortak reseptdrleri kullanan bir diger molekiil pitiiiter
adenilat siklaz aktifleyen polipeptit (PACAP) uygulamasi, hiicrelerin apoptozuyla
birlikte noronal veya glial farklilagmasini engellemis (Scharf vd., 2008); bu etkiler
farkli yazarlar tarafindan farkli reseptor etkilesimleriyle iliskilendirilmistir (Scharf
vd., 2008; M. J. Zaben & Gray, 2013). Fare hipokampusunda ndérogenezle ilgili in-
Vivo bir ¢alismada ise VIP eksprese eden ara noronlarin nestin eksprese eden dnciiller
lizerine etkisi gosterilememistir (Song vd., 2012). VIP ile ndrogenezi iliskilendiren
in-vivo ¢alismalarin azligi, in-vitro bulgular ile in-vivo ¢alismalar arasindaki
farkliliklar, VIP’in nérogenez iizerine etkisiyle ilgili in-vivo ¢alismalarin gerekliligini

ortaya koymaktadir.



Nigrostriatal hasarin  olusumunda da rolii olan nitrik oksitin (NO),
subventrikiiler zon ve olfaktor bulbusta ndrogenezi azalttigi gosterilmistir (Y. He vd.,
2003; Moreno-Lopez vd., 2004). VIP, 6-OHDA modelinde striatumda NO diizeyini
azaltmig; GABA diizeylerini ve sinir biiylime faktorii (NGF) ifade eden mast
hiicrelerini ise arttirmistir (Korkmaz vd., 2010; Tungel vd., 2012; Yelkenli vd.,
2016). NGF, Parkinson hastalarinda ve 6-OHDA modeli sicanlarda serum
diizeylerinin azaldig1 gosterilmis bir nérotrofindir (Lorigados Pedre vd., 2002;
Miiller vd., 2005). GABA’erjik uyarmin ise; eriskin noérogenez siire¢lerinde 6nemi
ortaya konmustur (Ge vd., 2007). VIP’in striatal ve talamik GABA diizeylerini
degistirebilmesi, NO ve NGF iizerindeki etkinligiyle birlikte degerlendirildiginde,

VIP’in nérogeneze de etki edebilecegi hipotezini dogurmaktadir.

Tim bu bilgiler dogrultusunda planlanan bu tez c¢aligmasinda iki farkl
Parkinson sican modelinde, norogenezin yogun olarak gerceklestigi bilinen
bolgelerde farkli Onciil hiicre popiilasyonlarinda olasi degisiklikleri hiicresel
belirtegler araciligiyla degerlendirmek; ndromodiilator, nérotrofik ve ndroprotektif
bir molekiil olan VIP’in ndrogenez siirecine etkisini arastirmak amaglanmaktadir.
Bunun yaninda o-siniiklein patolojisi gosterdigi bilinen rotenon modelinde,
Parkinson hastaligmin patolojik bulgusu olan a-siniiklein agregasyonuna VIP’in olasi

etkisi de arastirilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Bazal Gangliyonlar

Bazal gangliyonlar, beyin hemisferlerinin derininde yerlesmis, motor
kontrolden sorumlu, bunun yaninda motor 6grenme, davranis ve duygulanimla ilgili
niikleuslar grubudur. Gegmiste bazal gangliyonlarin yalnizca istemli harekette gorev
aldig1 diisiiniiliirken, artik genel kabul goren goriis su sekildedir: Bazal gangliyonlar
istemli hareketten baska, skeletomotor, okiilomotor, kognitif ve emosyonel

davraniglarin olusmasinda goérev alir (Kandel vd., 2000).
2.1.1. Bazal gangliyonlar ve anatomik baglantilari

Bazal ganglionlar yapisinda birbiriyle baglantili ¢ok sayida niikleustan
olugmakla birlikte; baglantilar1 yoniinden 4 temel yapida incelenir. Striatum, globus
pallidus (GP), substantia nigra (SN) ve subtalamik niikleus (STN) bu yapilardir.
Serebral korteks, talamus ve SN’den gelen bilginin alicist olan kaudat niikleus,
putamen ve akiimbens niikleus, birlikte striatumu olusturur. Striatumun
projeksiyonlari, GP’nin dis segmentine (GPe), i¢ segmentine (GPi) ve SN’nin SNr
bolgesine olur. Bu projeksiyonlarin dogrudan GPi ve SNr’ye ulastigi yol
monosinaptik direkt yoldur. ilk duragi GPe olan projeksiyonlar ise buradan STN
araciligiyla yahut aracisiz olarak yine GPi ve SNr’ye ulasir; buna indirekt yol denir.
GP1i ve SNr, bazal gangliyonlarin olusturdugu bilgiyi talamusa (ventral ¢ekirdege) ve
beyin sapina gonderen ¢ikt1 niikleuslaridir. Talamustan kortekse olan projeksiyonlar
eksitatordiir; bazal gangliyonlarin ¢ikti niikleuslar1 (GPi ve SNr) ise yliksek frekansl
tonik inhibitor desarjlarla talamusu kontrol altinda tutar. Talamusun frontal loba
verdigi projeksiyonlarin frontal lob icinde yonlendirildigi bolge yine frontal
korteksten bazal ganglion devresine striatum iizerinden girdi saglayan aym
bolgeleridir ve boylece korteks, bazal gangliyonlar ve talamus arasinda bir ¢ember

devre olusur (Kandel vd., 2000).

Direkt yol ile indirekt yolun GPi, SNr ve talamus tizerindeki etkileri birbirine
zittir. Direkt yolun aktivasyonu, c¢ikti niikleuslar1 olan GPi ve SNr’deki tonik
aktiviteli néronlar1 kisa siireli (fazik) inhibe ederek bu néronlarin talamusa olan
inhibitor desarjlarin1 gegici olarak durdurur; bdylece talamokortikal aktiviteyi arttirip
hareketin ortaya ¢ikarilmasini saglar. Indirekt yolun aktive olmasi halinde ise GPe

noronlart baskilanir, bu da STN {izerindeki tonik inhibisyonun kaldirilmasina yol
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acar. STN kaynakli eksitator (uyarici) desarjlarin artis1 ¢ikti niikleuslarinin tonik
aktiviteli noronlarini daha fazla uyarir ve talamus {lizerine gonderilen tonik inhibitor
desarjlar arttirilir, talamokortikal néronlar daha c¢ok inhibe olur; bdylece hareket

yavaslatilir veya durdurulur (Lanciego vd., 2012).

STN; GPe’den, serebral korteksten, talamustan ve beyin sapindan girdiler
toplar; GPe, GPi ve SNr’ye projeksiyonlar gonderir; olusturdugu bu kisa devreye
hiperdirekt yol da denir (Kandel vd., 2000).

Striatumun fonksiyonel yapis1 ile ilgili klasik modele gore striatal ¢ikti
ndronlari, yani dikenli projeksiyon ndronlarinin (medium spini néron, MSN) direkt
ve indirekt yol noronlart olarak siniflanmasi, hareketin kontroliiniin agiklanmasi i¢in
kullanighdir. Diger yandan, 6grenme ve karar verme ile ilgili bagka striatal
fonksiyonlar iginse, ¢ikti veren ndronlarin striozom ve matriks ndronlar1 olarak
simiflanmasi, noronal baglantilar ve gergeklestirilen gorevler baglaminda uygun

bulunmustur (McGregor vd., 2019).

Striatum; limbik, asosiyatif ve sensorimotor korteksten girdiler alir. Striatumun
laterali sensorimotor ve asosiyatif; mediali ise limbik korteksten girdi alir. Limbik
girdiler daha c¢ok striozomlara ydnelirken; sensorimotor ve asosiyatif alanlardan
gelen girdiler ¢ogunlukla matrikse dogrudur (Sekil 2.1.) (Crittenden & Graybiel,
2011; Perrin & Venance, 2019).



Sensorimotor Asosiyatif Limbik
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Striatumun kortikal girdileri ve projeksiyonlari

Renklerin igaret ettigi striatal alt bolgeler ve projeksiyonlart sekil iizerinde
belirtilmigstir. Striatuma projeksiyon gonderen merkezler medialden
laterale dogru limbik, asosiyatif ve sensorimotor korteks olarak belirtilmis
ve striatal renk gegisinde sematize edilmistir. Limbik korteksin daha ¢ok
striozomlara, motor ve asosiyatif kortekslerin daha ¢ok matrikse projekte
oldugu renk kodlariyla sematize edilmistir. Gri alan akiimbens niikleusu
gosterir. AC; anterior kommisur. Kaynagindan Tiirkgelestirilerek

alinmigtir (Crittenden & Graybiel, 2011).

2.1.2.Bazal gangliyon baglantilarinda dopaminin yeri

SN’nin SNc bolgesi; ventral tegmental alanin bazi kisimlar1 ve orta beyindeki

baska baz1 bolgeler gibi dopaminerjik noéronlarin kalelerinden biridir ve buradan

cikan dopaminerjik projeksiyonlar striatuma ve diger bazal ganglion niikleuslarina
gider (Kandel vd., 2000).

Striatumda en ¢ok bulunan ndron tipi aksonal sonlanmalarindan GABA

saliveren

yani GABA’erjik MSN’lerdir. Bu ismi kiiglik-orta boyutlu hiicre

govdelerinden ve dendritleri tizerinde bulundurduklar1 ¢ok sayida dikenden alirlar.

Kortikal ve talamik projeksiyonlardan baska, striatumdaki kolinerjik ve GABA’erjik

lokal ara néronlar da bu dendritik dikenler iizerine ¢ok sayida sonlanma gonderir.
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Bunlardan baska SNc ve ventral tegmental alandan gelen dopaminerjik sonlanmalar

da MSN’leri modiile eder (Kandel vd., 2000; Lanciego vd., 2012) .

Cok c¢esitli hiicre tipleri bulunmakla birlikte striatal hiicre popiilasyonunda
¢ogunlugu olusturan striatal projeksiyon néronlari (MSN), ¢iktidan sorumlu tek
yapidir. Projeksiyonlari, matriksten direkt ve indirekt yolda SNr/GPi ve GPe’ye,
striozomal yolda striozomlardan SNc’ye olur (Sekil 2.1.) (Crittenden & Graybiel,
2011; Matsuda vd., 2009). Dopamin reseptor 6zelligi agisindan da MSN’ler farklilik
gosterir. GPe’ye projeksiyon veren indirekt yol néronlar1t D2 reseptorleri, enkefalin
ve norotensin eksprese ederken; GPi (sican beyninde karsiligi entopedinkiiler
niikleus, EPN) ve SNr’ye projeksiyon veren direkt yoldaki noronlar ise D1
reseptorleri, substans P ve dinorfin eksprese eder. Cesitli ¢calismalarda, %6 ila %60
arasinda degisen oranlarda hem D1 hem D2 reseptorleri birlikte eksprese edebilen
MSN’lerin  varligt ve bu ndronlarin  heteromerik D1/D2  reseptorii  de

bulundurabildikleri gosterilmistir (Bertran-Gonzalez vd., 2010; Perreault vd., 2011).

Direkt yolda dogrudan SNr ve GPi’ye sonlanmalarini gonderen striatal efferent
noronlar; D1 reseptorlerini yogun olarak bulundurur ve bu reseptorlerin aktivasyonu
noronal transmisyonu kolaylastirir. Indirekt yolda projeksiyon veren striatal
noronlarda ise D2 reseptorleri yogundur ve bu reseptorler uyarildiginda noéronal

transmisyon baskilanir (Kandel vd., 2000).

SNc kaynakli dopamin striatal néronlar iizerine saliverildiginde; direkt yolun
noronlar1 D1 reseptorleri araciligiyla uyarilip direkt yolun neden oldugu
talamokortikal aktivitedeki artis kuvvetlendirilirken, indirekt yolun noronlart D2
reseptorleri araciligiyla baskilanir ve indirekt yolun aktivasyonuyla ortaya cikan
talamokortikal baskilanma (inhibisyon) hafifletilir. Nihai dopaminerjik etki her iki
yol iizerinden de arttirlmig bir talamokortikal aktivasyon ve hareketin
kolaylastirilmasidir.  Dolayisiyla, striatumdaki dopamin diizeyinin azalmasi,

Parkinson hastaliginda oldugu gibi, hareket bozukluklarina yol agmaktadir.

Tiim bu bilgiler bazal gangliyonlar ve dopamin iligkisinin anlagilmasi1 ve
degerlendirilmesini kolaylastirmistir; ne var ki, sigan striatumunda bir MSN’nin
yaklagik 200 dopaminerjik néronun etkisi altinda oldugu, her bir dopaminerjik
noéronun 75.000 striatal noronla baglanti kurabildigi, bu saymin primatlarda milyona

ulagabildigi g6z Oniine alindiginda dopaminin etkisinin yalitilmis bir etkiden ¢ok



striatal baglantilarin geneli lizerinde yogun modiilator bir etki oldugu anlagilacaktir

(Lanciego vd., 2012; Matsuda vd., 2009).
2.2.Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi, 60 yas tsti niifusun %1’ini etkileyen, nigrostriatal
yolaktaki dopaminerjik noéronlarin progresif kaybi ve buna bagh olarak bazal
ganglion dopaminerjik girdilerinin azalmasina bagli; harekette yavaslama, rijidite ve
istirahat tremoru gibi karakteristik motor bulgularin olustugu ikinci en sik goriilen
norodejeneratif hastaliktir (Alexander, 2004). ilk olarak 1817 yilinda James

Parkinson tarafindan tanimlanmistir (Parkinson, 2002).

Parkinson hastaligi, motor bulgulari yo6niinden hipokinetik karakterde bir
hareket bozuklugu tablosudur. Akinezi (hareketi baslatmada giicliik), bradikinezi
(istemli hareketlerin amplitiid ve hizinda azalma), rijidite (pasif harekete kars1 artmis
kas direnci), istirahat tremoru (4-6 Hertz frekansh titremeler) ve fleksiyon postiirii
goriilmesi tanisaldir (Fahn, 2003; Jankovic, 2008; Regensburger vd., 2014). Yiiriime
ve konusmada bozukluklar, yazi karakterinde degisme, parmak kavrama
fonksiyonunda bozulma, hedefe yonelik hareket sirasinda ortaya c¢ikan istirahat
tremoru gibi ¢ok cesitli sekonder motor bulgularin da goriilebilecegi bilinmektedir
(Moustafa vd., 2016). Parkinson hastaliginin patolojik bulgulari, SNc¢ dopaminerjik
noronlarmin kaybi ve Lewy cisimcikleri olarak bilinen protein ¢okeltilerinin
dopaminerjik noronlarda gozlenmesidir. Bu ndronlardaki dejenerasyon striatal
dopamin diizeyinde %80’lik bir azalmaya yol actifinda ve SNc¢ dopaminerjik
noronlarinda %60-70’lik kayip oldugunda motor semptomlar ortaya ¢ikar (Dauer &
Przedborski, 2003; Tieu, 2011).

2.2.1.Parkinson hastalig1 ve a-siniiklein

Alfa-siniiklein; santral sinir sisteminde c¢ogunlukla katekolaminerjik
sinapslarda bulunan, sinaps yapisinin olusturulmasi ve saglamliginda, sinaptik
vezikiil trafiginde gorevi oldugu diistiniilen bir proteindir (Cheng vd., 2011; Taguchi
vd., 2019). Parkinson hastaliginin da dahil oldugu siniikleinopatilerde patolojik bulgu
olan Lewy cisimcikleri ve Lewy noritleri olarak bilinen intraseliiler agregatlarin
temel bileseni de a-siniikleindir (Stefanis, 2012; Taguchi vd., 2019). Alfa-siniikleinin

ekstraseliiler alanda da bulunabildigi, ndronal sonlanmalardan aktivite iliskili olarak



saliverildigi, Lewy cisimciklerinin gézlendigi ndérodejeneratif hastaliklarda bu yolun

da 6nemi oldugu bildirilmistir (Lee vd., 2014; Yamada & lwatsubo, 2018).

Agregatlar ¢oziiniir formdaki a-siniikleinin ¢éziinmez hale gegip agregat
cekirdegini olusturmasiyla baslar. Dogal halinde katlanmamis yapiya sahipken,
membran fosfolipidlerine baglanmasiyla alfa-helikal, uzun siire inkiibasyon sonrasi
beta-helikal yap1 kazanir (Stefanis, 2012). Agregasyon egilimi arttik¢ca a-siniiklein
proteininin yapist amiloid benzeri fibrillere doniisiir (Si vd., 2017; Stefanis, 2012).
Bu nedenle agregat olusumu ig¢in endojen a-siniiklein ekspresyonu gereklidir
(Taguchi  vd., 2019). Hipokampal GABA’erjik noronlarda  a-siniiklein
ekspresyonunun diisiik oldugu ve Lewy cisimciklerinin olusmadigi, buna karsin
onceden olusturulmus o-siniiklein fibrillerinin verilmesiyle agregatlarin goriildigi

bildirilmistir (Taguchi vd., 2014).

Alfa-siniiklein proteininin ndronlarda asirt ekspresyonunun inkliizyon
cisimcikleri olusumuna ve noron kaybina neden oldugu gosterilmistir. Intraseliiler a-
siniiklein seviyeleri norodejeneratif hastaliklar agisindan risk olusturmaktadir
(Taguchi vd., 2019). Alfa-siniiklein, dopamin sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan
tirozin hidroksilaz (TH) aktivitesini azaltarak dopamin sentezini bozabilir. Tirozin
hidroksilazin defosforile yani inaktif konumda kalmasin1 saglayarak dopamin
sentezini azaltir. Bu etki fosforillenmis a-siniiklein i¢in gosterilememistir. Alfa-
siniiklein, dopaminin vezikiille almmasinda ve vezikiillerin stabil dopamin
saliverilmesini saglayacak sekilde konumlandirilmasinda da gorevlidir. Alfa-
siniiklein fizyolojik olarak ubikuitin-proteazom ve otofaji-lizozom sistemleri
araciligiyla yikilir. Oksidatif stres iliskili mekanizmalar proteinin agregasyonunu
kolaylagtirir. Proteazom ve otofaji inhibitorleri o-siniikleinin yikimini zorlastirir

(Giraldez-Pérez vd., 2014).

Alfa-siniiklein proteinini kodlayan SNCA geninde aminoasit degisikligine
neden olan ¢esitli mutasyonlarin otozomal dominant kalitilan Parkinson hastaligiyla
iligkili oldugu gosterilmistir (Si vd., 2017). SNCA gen bolgesi duplikasyonlar1 ve
triplikasyonlar1 da otozomal dominant kalittimli Parkinson hastaliina neden
olmaktadir. Gen bdlgesi triplikasyonunun, erken baslangicli ve ciddi seyirli

Parkinson hastaligina neden oldugu bildirilmistir (Stefanis, 2012).



Bazal gangliyon yapilarinda a-sinliklein ekspresyonu bdlgelere gore
degiskenlik gostermektedir. SNc¢, SNr’ye gore ¢ok daha zayif a-siniiklein boyanmasi
gosterir. Taguchi ve arkadaslarimin farelerde yaptiklari c¢alismada SNc’de
dopaminerjik noronlarin sitoplazmasinda, ayrica hem eksitator hem inhibitor
sinapslarin bazilarinda a-siniiklein pozitifligi gézlenmistir. SNr’de o-siniiklein daha

¢ok inhibitor sinapslarda kolokalizedir (Taguchi vd., 2016).

Bazal ganglionlarin ¢ikti niikleuslar1 olan SNr/GPi ile GPe’de, a-siniiklein
pozitifligi eksitator sinapslardan ¢ok inhibitor sinapslarda kolokalizedir. Bu yapilarin
afferent girdilerinin striatal MSN’lerden gelen yogun GABA’erjik innervasyon
oldugu diistiniildiigiinde, MSN’ler yogun olarak a-siniiklein eksprese etmektedir.
Striatum, STN ve talamus ise GABAerjik innervasyon agisindan zengin olmalarina
karsin, buralarda a-siniiklein daha ¢ok eksitator sinapslarda kolokalizedir. Buna gore;
STN ile talamusa aksonlarini gonderen GPe ile GPi/SNr yapilarinda yerlesmis
GABA’erjik noronlarin o-siniiklein ekspresyonlarinin  diisiik oldugu sonucuna

varilmistir (Taguchi vd., 2016, 2019).

Yasa bagl artan a-siniiklein ekspresyonu, nigral TH ekspresyonunu baskilar.
Alfa-siniiklein proteinini asir1 eksprese eden farelerde proteaza direncli a-siniiklein
birikimiyle birlikte néron Oliimiiniin eslik etmedigi motor davraniglarda bozulma
izlenmistir (Cheng vd., 2011).

2.2.2.Parkinson hastahig1 hayvan modelleri

Parkinson hastalarinin ¢ogunda hastaligin olusma nedeni bilinmemektedir.
Hastalarin %10’undan azinda tek gen mutasyonlari ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Hastaligin ortaya ¢ikmasinda, ¢evresel etmenler ve genetik ozelliklerin ayni bireyde
bir araya gelmesi rol oynamaktadir. Bu baglamda, Parkinson hastaligi caligmalari
icin model olustururken, dis kaynakli ndrotoksik ajanlar, hastalikla iliskili oldugu
bilinen genetik mutasyonlar veya bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir (Tieu,
2011).

Dopamine yapisal benzerlik gosteren baz1 kimyasallar dopaminerjik ndronlar
hasarlayarak Parkinson benzeri fenotipe neden olabilir. Tarimda kullanilan bazi
kimyasallara kronik maruziyet de Parkinson hastaligi gelisme riskini arttirir.

Parkinson hastaligi hayvan modellemelerinde sik¢a kullanilan norotoksinler; 6-
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hidroksidopamin (6-OHDA), 3-metil-4-fenil-tetrahidropiridin (MPTP), rotenon,
parakuat gibi maddelerdir (Dauer & Przedborski, 2003; Zeng vd., 2018).

2.2.2.1. 6-Hidroksidopamin

6-Hidroksidopamin (6-OHDA), kan beyin bariyerini geg¢emediginden
intraserebral enjeksiyonla uygulanarak, SNc veya striatuma uygulama sonrasi
dopamin tastyicist (DAT) aracilifiyla dopaminerjik néronlara alinir, mitokondride
birikir ve mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks 1 ve kompleks IV
inhibisyonu tizerinden mitokondriyal membran potansiyelini diisiiriir (Zeng vd.,
2018). SNc dopaminerjik noronlar1 yiiksek reaktif oksijen tlirevleri ve diisikk
glutatyon peroksidaz diizeylerine sahip olmalari, dopaminin otooksidasyona agik bir
molekiil olmasi nedeniyle oksidatif strese karsi hassas noéronlardir (Hernandez-
Baltazar vd., 2017). Hiicre i¢ine alinan 6-OHDA, otooksidasyona ve metabolik
yikima ugrayarak, hidrojen peroksit, stiperoksit ve hidroksil radikallerini olusturur.
Hiicresel yapilarin oksidasyonu sonucu oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyona yol agar. GABA ve glutamat1 arttirtp glutamini azaltmasi astrosit-
noron aras1 glutamin-glutamat dengesini bozarak eksitasyon-inhibisyon devrelerinin

islevselligine zarar verir (Zeng vd., 2018).

Intrastriatal uygulanan 6-OHDA, striatal sonlanmalarda hasar1 baslatarak,
takiben SNc noronlarinin progresif 6liimiine neden olur. Bu yolla ortaya ¢ikan SNc
ndron 6liimi, toksinin nigral uygulandigi modele gore daha az olup nigral néronlarin
yaklasik %50-70’inde gozlenmistir. Model olusturulan hayvanlarda rotasyonel
hareket gibi motor bozukluklarin gozlenmesi i¢in %95°ten fazla yani tama yakin
nigrostriatal lezyon olusmas1 gerekir. Parsiyel nigrostriatal lezyon olusan
hayvanlarda, model olusturulduktan 2-4 ay sonra motor fonksiyonlarda geri doniis

gozlenebilir (Blandini vd., 2008; Stanic vd., 2003).

Hiicre  kiiltiirinde  uygulanan  6-OHDA’nin;  a-Sintiklein ~ proteininin
proteazomal degradasyonunu bozarak anti-apoptotik 6zelligine engel oldugu, buna
bagli olarak proteinin intraseliiler konsantrasyonunun artarak agregasyon egiliminin
arttigi one sirilmiistiir (da Costa vd., 2006). Ancak 6-OHDA hayvan modeli,
Parkinson hastaliginda goriilen Lewy-benzeri inkliizyonlarin veya protein
agregatlarinin olusmasina neden olmamaktadir (Blandini vd., 2008; Hernandez-
Baltazar vd., 2017; Tieu, 2011).
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2.2.2.2. Rotenon

Rotenon, bitki koklerinden elde edilen ve pestisit olarak kullanilan bir
flavonoiddir. Yiiksek lipofilik 6zelligi nedeniyle, sistemik uygulandiginda kan-beyin
bariyerini kolayca gecer ve dopaminerjik noronlara giris i¢in DAT proteinine ihtiyag
duymaz. Hiicre icinde mitokondriyal kompleks I aktivitesini inhibe ederek reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) ciddi miktarda birikimine sebep olur, proteazom

aktivitesini inhibe eder (Blandini & Armentero, 2012).

Rotenon nigrostriatal dopaminerjik néron Oliimiine ve Lewy cisimciklerine
benzer o-siniiklein ve ubikuitin igeren inkliizyonlarin olusmasina sebep olur.
Hayvanlarda hipokinezi, rijidite, egik postiir gibi Parkinson benzeri fenotipik

bulgular1 da ortaya ¢ikarir (Blandini & Armentero, 2012).

Rotenon modeli, deneysel Parkinson modelleri arasinda ndrodejenerasyonun
mitokondriyal mekanizmalarina sagladigi katkilar acisindan &nemlidir. Ote yandan
rotenonun karaciger, kalp, bobrek ve gastrointestinal sistem {izerinde olusturdugu
sistemik toksisite hayvan modellerinde kullanimi acisindan gbz Oniinde
bulundurulmalidir. Gastrointestinal motilite ve enterik sinir sistemi {izerindeki
patolojik etkisi Parkinson hastaliginin motor olmayan bulgularmma benzerligi
acisindan 6nemlidir (Xiong vd., 2012). Rotenon modeliyle ilgili bir diger ¢ekince ise
modelin tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi, hayvanlarda ortaya ¢ikan histolojik ve
davranigsal bulgularin gesitlilik gdstermesidir. Tam nigrostriatal lezyonun
olusturulabildigi hayvan sayis1 degiskenlik gostermektedir (Blandini & Armentero,
2012; Giraldez-Pérez vd., 2014; Xiong vd., 2012).

2.2.3.Parkinson hastahiginda motor olmayan bulgular

Parkinson hastaliginin motor bulgulari;; hem santral hem periferik sinir
sisteminde ¢esitli noéron gruplarinin kaybiyla ortaya c¢ikan motor, biligsel, afektif,
otonomik ve duyusal bozukluklarin bir arada oldugu buzdaginin goriinen yiiziidiir
(Alexander, 2004). Motor olmayan semptomlar denen ¢ok cesitli noropsikiyatrik,
otonom, duyusal, gastrointestinal semptomlar, uyku bozukluklari gibi problemler
Parkinson hastalarinin %90°dan fazlasinda goriilmektedir (Chaudhuri vd., 2011).
Uykuda hizli géz hareketleri fazi (REM) davranis bozuklugu, koku almayla ilgili
bozukluklar ise bu genis yelpazedeki semptomlar iginde daha erken donemde ¢ikan

onciil semptomlardir (Braak vd., 2003; Jankovic, 2008). Duygudurum ve biligsel
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stireclerdeki degisikliklerle birlikte koku almada azalma (hiposmi) Parkinson
hastaliginin motor kayip dncesi ortaya ¢ikan (premotor) bulgular1 arasinda en erken
baslayanlardir. Braak ve arkadaslari, Parkinson hastalarimin beyin dokularinda
hastaligin patolojik belirteci olan Lewy cisimcikleri ve ndritlerinin dagilimini
degerlendirerek evreleme sistemini tanimladiklari ¢alismalarinda; OB ve 6n olfaktor
niikleusun en erken tutulan olfaktoér yapilar oldugunu, bunu olfaktor tiiberkdil,
piriform Kkorteks, periamigdaloid korteks gibi iliskili yapilarn izledigini
bildirmiglerdir. Parkinson hastaliginin erken evre tanisi i¢in koku bozukluklarinin
degerlendirilebilecegini belirtmislerdir (Braak vd., 2003). Parkinson hastaliginda
motor semptomlardan dnce erken evrede patolojik tutulum goriilen bolgelerden biri
de OB ve iliskili yapilardir (Braak vd., 2003; Marxreiter vd., 2013).

OB ayn1 zamanda erigkin hayatta lateral ventrikiil duvarindan rostral go¢ akimi
araciligryla gelen hiicrelerin entegrasyonunun gosterildigi ve eriskin nérogenezin

tanimlandig1 bolgedir (Marxreiter vd., 2013).
2.3. Eriskin Norogenez

Germinal tabakalardan yeni néron olusumunun embriyonik déneme sinirlt
oldugu fikrinin kabul gordiigli uzun yillardan sonra, eriskin merkezi sinir sisteminde
norogenezin varligini one siiren erken donem calismalarin karsi karsiya kaldig
itibarsizlik, 1900’lerin ortalarina degin siirmistiir (Gross, 2000; Pignatelli &
Belluzzi, 2010).

Smart’in 1961 tarihli calismasi ile Altman ve Das’in 1960’1 yillarda
yaymmladiklar1 ¢ok sayida ¢aligmadan bugiine gegen yarim yiizyilda artik acikliga
kavusmustur ki; eriskin beyninde yeni ndronlarin olusumu devamli gerceklesen bir
stirectir (Abbott & Nigussie, 2020; Altman, 1962; Altman & Das, 1965; Gross, 2000;
Lledo & Valley, 2016; Pino vd., 2017). Kabuklularda, siiriingenlerde, kuslarda,
rodentlerde, primatlarda ve insanda erigkin donemde norogenezin gerceklestigi
gosterilmistir (Lledo vd., 2006; Pignatelli & Belluzzi, 2010; Pino vd., 2017). Eriskin
memeli beyninde ndrogenezin varligina dair genel kabul goren iki bolge; lateral
ventrikiilleri ¢evreleyen hat boyunca yerlesen subventrikiiler zon ve hipokampal
dentat girusun graniiler hiicre tabakasi ile hilusu arasinda uzanan subgraniiler zondur

(Sekil 2.2.) (Pino vd., 2017).

13



Sekil 2.2. Norogenez bdlgelerinin sematik gosterimi

LV: Lateral ventrikiil, SVZ: Subventrikiiler zon, SGZ: Subgraniiler zon,
RMS: Rostral go¢ akimi, OB: Olfaktdr bulbus. Kaynagindan degistirilerek
almmustir (Ma vd., 2009).

2.3.1.Subventrikiiler zon

Memeli beyninde lateral ventrikiillerin duvarlar1 binlerce noral kok hiicre
(NKH) ile doludur. Lateral ventrikiilleri doseyen ependim hiicre tabakasinin hemen
altinda yerlesen subventrikiiler zon (SVZ), ventrikiil boslugundaki beyin-omurilik
stvist (BOS) igeriginde bulunan besin maddeleri ve biiylime faktorlerine oldukca

yakin konumdadir (Curtis vd., 2007).

Embriyonik doénemin radial glia hiicreleri, eriskin SVZ’de yavas ¢ogalan
hiicreler de denen tip B hiicreleri olustururlar. B hiicreler astrositlere benzer yapisal
ozellikler gosterirler. Glial fibriler asidik protein (GFAP), vimentin ve nestin
pozitiftirler. Kromatin yap1 farkliligina gore Bl ve B2 olarak smiflanirlar. B2
hiicreler nérojenik olmayan astrositlerdir ve parankimal tarafta, go¢ eden hiicrelerle
alttaki striatum arasinda yerleserek glial bir sinir olusturur (Mamber vd., 2013). B1
hiicreler go¢ eden hiicrelerle ependim tabakasi arasinda yerlesirler. Ventrikiil
duvarin1 doseyen ependim hiicreleri apikal yiizeyde cok sayida hareketli silyum
bulundurur. B1 hiicreler ise kan damarlarima uzattiklar1 ayakc¢iklart ve ependim
hiicrelerinin arasindan uzatarak ventrikiil limenindeki BOS ile temas ettikleri
hareketsiz apikal tek silyumlari ile benzersiz astrositlerdir. (Lim & Alvarez-Buylla,
2016; Pino vd., 2017).

Sessiz B1 hiicreler nestin negatifken, aktive olmus B1 hiicre popiilasyonlari

nestin eksprese ederler. Aktive B1 hiicreler; ara 6nciil hiicreler (IPC), hizl1 bdliinen
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progenitdrler veya gecici-¢ogalan prekiirsorler denen tip C hiicreleri ortaya ¢ikarirlar.
Bu esnada oligodendrosit onciilleri de olusabilir (Mamber vd., 2013). Tip C hiicreler
SVZ i¢inde kiimeler seklinde dagilmislardir, nestin eksprese ederler ve farklilasarak
OB’ye go¢ edecek noroblastlart yani tip A hiicreleri olusturur. Tip A hiicreler
doublecortin (DCX) ve poli-sialil noral hiicre adhezyon molekiilii (PSA-NCAM)
ekspresyonu ile tip C hiicrelerden ayrilirlar (Doetsch vd., 1997; Lim & Alvarez-
Buylla, 2016; Pino vd., 2017). Tip A hiicre topluluklar1 tip B hiicreler tarafindan

sarmalanmistir ve ¢ogalan C hiicre kiimelerine yakin konumlanir (Sekil 2.3.).

(A%

» B1 Astrosit ﬂ B2 Astrosit ™ Kan damar1

a C hiicre «  Ependim hiicre .( Mikroglia
). Oligodendrosit Noroblast LV:Lateral
onciil hiicre (A hiicre) ventrikiil

Sekil 2.3. SVZ hiicrelerinin sematik olarak gosterimi

Kaynagindan Tirkgelestirilerek alinmistir (Mamber vd., 2013).

Lateral ventrikiil duvarlar1 boyunca karmasik bir ag yapisi olusturan bu
hiicreler, ndroblastlarin zincir halinde uzun mesafeler boyunca rostral goc¢ akimi
(RMS) icinde gog¢ etmeleri i¢in organize olmuslardir. Noroblastlar SVZ’nin 6n
kismindan ¢ikarak RMS iginde OB’ye gog ederler. Noroblastlar RMS iginde gog
ederken, kan damarlarinca desteklenir ve astroglial hiicreler tarafindan olusturulan
glial tlip icinde sarmalanirlar. Boylece hedef disina dagilmalari engellenir. Gog
slireci norogenezin devami ve ndronal maturasyon i¢in olmazsa olmazdir (Pino vd.,

2017).

Esas OB beynin en rostral kisminda yerlesir. Aksesuar OB ise esas OB’nin
postero-dorsalinde yerlesen, feromonal bilgiden sorumlu alandir ve cinsel dimorfizm
gelistiren canlilarda evrimsel olarak korelmistir (Imamura vd., 2020; Suarez vd.,

2009). OB’nin histolojik yapisi i¢ i¢e organize olmus sirkiiler tabakalardan olusur.
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Olfaktér duyu noéronlarimin (OSN) aksonlari olfaktoér sinir tabakasinda bulunur
(ONL) ve bulbusu en distan tanjansiyel sekilde sararak glomeriiler tabakaya uzanur.
Hemen alttaki glomeriiler tabakada (GL) periglomeriiler hiicreler bulunur.
Periglomeriiler hiicreler ile OB’nin efferent hiicreleri (projeksiyon noronlari) olan
mitral ve tiftiksi hiicreler primer dendritlerini glomeriillere uzatarak burada olfaktor
duyu noronlarinin aksonlariyla sinaps yaparlar. Tiftiksi hiicrelerin hiicre gévdeleri
dis pleksiform tabakada iken, mitral hiicrelerin gévdeleri ise mitral tabakada yer alir
(Imamura vd., 2020). En icteki tabaka ise graniil hiicre tabakasidir ve merkezinde
olfaktor ventrikiilii barindirir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. OB hiicre tabakalari

Ik gorselde parasagittal kesitte OB tabakalari, ikinci gorselde hiicrelerin
baglantilar1 goriilmektedir. Ucgiincii gorsel koronal Kkesitte tabakalar:
sematize etmektedir. Son gorsel noronal ¢ekirdek proteini (NeuN) ile
immiinohistokimyasal  isaretlenmis OB  kesitinde tabakalasmay1
gostermektedir. Objektif 2,5x, dlgek 100 pm. GCL: Graniil hiicre tabakasi,
MCL: Mitral hiicre tabakasi, IPL: I¢ pleksiform tabaka, EPL: Dis
pleksiform tabaka, GL: Glomeriiler tabaka, ONL: Dis sinirsel tabaka,
AOB: Aksesuar olfaktér bulbus, MOB: Esas olfaktér bulbus (Hasegawa-
Ishii vd., 2020; Imamura vd., 2020).

Noroblastlar OB’ye ulastiginda, radyal yonde go¢ ederek fonksiyonel
periglomertiler (%4) ve graniiler (%94) ara noronlara doniisiir (Lim & Alvarez-
Buylla, 2016; Lledo & Valley, 2016; Pino vd., 2017).0B’nin farkli tip hiicrelerinin
kaynag1 SVZ’nin farkl bolgeleridir. Ventral SVZ NKH’leri derin graniil néronlarini

ve kalbindin-pozitif periglomeriiler noronlar1 olustururken, dorsal NKH’ler yiizeyel
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graniil néronlarmi1 TH eksprese eden periglomeriiler néronlart olusturur (Lim &
Alvarez-Buylla, 2016). Yeni hiicreler hedef katmana ulasip matiire olurken, {ist beyin
bolgelerinden gelen sentrifugal aksonlar da ara noronlarla kurduklar1 sinaptik
baglantilar sayesinde bu néronlarin matiirasyonu ve sagkaliminda rol oynar (Lledo &

Valley, 2016).
2.3.2. Subgraniiler zon

Hipokampal subgraniiler zon (SGZ), hipokampusun dentat girus (DG)
bolgesinde, graniiler tabakanin merkezi hilusa komsu kisminda bulunan nérojenik
bolgedir. Hipokampal SGZ bolgesinde, morfolojik 6zellikleri ve 6zgiin proteinlerine
gore ¢ok sayida progenitdr hiicre tanimlanmistir. Radial glia benzeri oldugu kabul
edilen, Tip 1 hiicreler de denen yavas prolifere olan astrositler (B hiicreler) nestin ve
GFAP eksprese ederler ve tiim graniil noron tabakasini kat ederek molekiiler
tabakaya uzanan uzun radial uzantiya sahiptirler (C. Zhao vd., 2008). Tip 1 hiicreler
Tip 2 de denen non-radyal prekiirsorleri olusturabilir (Ming & Song, 2011; C. Zhao
vd., 2008). Onciil hiicrelerden bir digeri intermediyat progenitdr hiicrelerdir. Bu
onciillerin noroblasta doniismesinden itibaren DCX ekspresyonu baglar (Ming &
Song, 2011). Noroblastlar hizli ¢ogalan progenitdrler veya tip D hiicreler olarak da
adlandirilmaktadir (Pino vd., 2017). DCX ve PSA-NCAM eksprese ederler.
Noroblastlar matiirasyon basamaklarint tirmandik¢a kisa uzantilar olusturarak
molekiiler tabakaya uzanirlar (Ming & Song, 2011). Bu geng noronlar, yaklasik iki
ay siliren matiirasyon siirecinde, graniiler tabakanin “yasl” noronlarina gore daha
kolay uyarilabilir durumdadir. Doguslarindan 1 hafta sonra ilk GABA’erjik sinaptik
girdilerini alirlar (Bischofberger, 2007). Sinapslarin eksitator GABAerjik fenotipten
inhibitor GABAerjik fenotipe doniigsmeleri ise ligiincii haftada olur (Bischofberger,
2007; C. Zhao vd., 2008). Eksitator glutamaterjik sinapslarin  olusumu da bu
zamanda baslar ve sayilar alt1 ila sekiz haftada maksimuma ulasir. Bu siiregte geng
noronlarda DCX ve PSA-NCAM ekspresyonu devam etmektedir. Noroblastlar iki ay
sonunda tip G olarak da siniflandirilan NeuN eksprese eden matiir graniiler tabaka
noronlarma farklilagirlar (Sekil 2.5.) (Bischofberger, 2007; Pino vd., 2017).
Dendritlerini molekiiler tabakaya, aksonlarini ise hilus {izerinden CA3 bdlgesine
uzatirlar (Ming & Song, 2011; Toni vd., 2008). Yeni graniil noronlar, yaslandikga
graniiler tabakanin katmanlarinda derinlesirler ve buradaki ndron agina entegre

olurlar (Pino vd., 2017; C. Zhao vd., 2008).

17



Mitotik Postmitotik

5 G Matiir néron
Immatiir norot

Tipl Tip2a Tip2ab Tip2b IiP3
¢ VD—_)

D 2> @

—
GFAP

-
Tbr2
DCX

- NeoNIENENN
Sekil 2.5. Hipokampal DG hiicrelerinin sematik olarak gosterimi

Kaynagindan Tiirkgelestirilerek alinmistir (Hussaini vd., 2013).

2.3.3. Klasik bolgelerin disinda norogenez

Merkezi sinir sisteminin diger bolgelerinde ndrogenezin varligi ile ilgili
aragtirmalarda siklikla transgenik modeller, bromodeoksiiiridin (BrdU) gibi timidin
analoglar1 ve klasik nérogenez bolgelerinde ekspresyonlar: bilinen hiicre belirtegleri

kullanilmaktadir.

Memeli mezensefalonunda nérogenezle ilgili c¢esitli calismalarda BrdU
tutulumu olan hiicrelerin glial hiicrelere doniistiigli, ndrona donilisiim gostermedigi
sonucuna varilmigtir (Farzanehfar, 2018). Mezensefalonda bir¢ok olgun néron nestin
proteini eksprese edebilir ve bu hiicreler go¢ etmeyip lokal kalirlar (Farzanehfar vd.,
2017). Midsagittal hat yapilar1 olan medial septal gekirdek, diagonal band g¢ekirdegi,
serebral akuaduktusun c¢evresi gibi bolgelerde; ayrica striatum ve hipokampusta da
nestin eksprese eden, ayni zamanda erigkin noron karakteri gosteren NeuN pozitif

hiicreler tespit edilmistir (Hendrickson vd., 2011).

Hipokampusla karsilastirildiginda daha kiigiik bir popiilasyon olusturan
mezensefalik nestin eksprese eden hiicrelerin dopaminerjik nérona doniistiglini
iddia eden calismalar da vardir (Albright vd., 2016; Shan vd., 2006). Bu hiicrelerin
serebroventrikiiler hattan go¢ etmis olabilecegi de One siiriilmiistiir (M. Zhao vd.,
2003).
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Neokortekste bazi glial hiicrelerin nérona doniisiim potansiyeli barindirdiklar
diisiiniilmektedir (Magnusson & Frisén, 2016). Tavsan, fare ve insan striatumunda
ise nérogenezin varligiyla ilgili kuvvetli kanitlar mevcuttur (Ernst vd., 2014; Luzzati
vd., 2006, 2011).

2.4. Vazoaktif intestinal Peptit

Vazoaktif Intestinal Peptit (VIP), akcigerler ve ince bagirsaktaki vazodilator
etkinligi ile tanimlanmig, daha sonra kalp, bobrek, tiroid bezi gibi bircok organda,
merkezi ve periferik sinir sisteminde bulundugu gosterilmis bir néropeptittir (Morell
vd., 2012). Bagisiklik sisteminin anahtar oyuncularindan biri olarak, noroendokrin-
immiin iletisimde dnemlidir (Korkmaz & Tungel, 2019; Morell vd., 2012). Ogrenme
ve hafizada, normal sirkadyen ritimlerin olusmasinda rol oynar (Morell vd., 2012).
Hipokampal CA1 bélgesinde VIP eksprese eden ara néronlarin spasyal dgrenmede
gbrevi oldugu gosterilmistir (Turi vd., 2019). VIP eksprese eden OB ara noronlart
koku duyusunun algilanmasinda ve OB’nin sirkadyen ritimlerinin olusumunda da
gorevlidir (Miller vd., 2014; Wang vd., 2022). Striatumda kolesistokininle birlikte
VIP eksprese eden ara noronlarin varligi gosterilmistir (Mufloz-Manchado vd.,
2018). ViP’in nérorejeneratif, myelinizasyon saglayici, noroprotektif etkinlik
gosterdigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Korkmaz & Tungel, 2019; Morell vd.,
2012). Néroinflamatuar siireclerde VIP, astrositlerin asir1 ¢ogalmasini engeller,
noron Oliimiint azaltir. Mikroglia kaynakli sitotoksik mediatorleri azaltir, otoimmiin
yamtlar1 deaktive eder (Morell vd., 2012). /n-vitro kosullarda rotenonun neden
oldugu mikroglial aktivasyonu hafiflettigi, 6-OHDA toksisitesine karsi ndron
koruyucu oldugu; noroblast kiiltiirinde VIP uygulamasinin  déngiisel AMP
diizeylerini arttirarak DNA sentezini ve sagkalimi uyardigi gosterilmistir (Broome
vd., 2022; Offen vd., 2000; Pincus vd., 1990). Kronik konstipasyon yasayan
Parkinson hastalarmin bagirsak dokularinda, submukozal VIP eksprese eden ndron
sayis1 ve VIP reseptor ekspresyonlari kontrole kiyasla azalmistir (Giancola vd.,
2017). Deneysel otoimmiin ensefalomyelit modelinde VIP eksprese eden mezensimal
kok hiicrelerin uygulanmasi, inflamasyon ve demyelinizasyonu azaltarak hastaligin
progresyonunu durdurmus ve semptomlar1 geriletmistir. Ayn1 etki VIP’in lentiviral
vektor araciligiyla uygulanmasinda saglanamamistir (Cobo vd., 2013). Fare MPTP
toksin modelinde, VIP uygulamasiyla dopaminerjik noron oliimiiniin azaldig

gosterilmistir (Delgado & Ganea, 2003).
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PACAP ve VIP, aym aileye mensup iki peptittir ve G protein iliskili ortak
reseptorleri iizerinden trofik etki gdsterdikleri bilinmektedir (Vaudry vd., 2000). ViP
reseptorleri (VPAC) adenilil siklaz aracili etki gosterirken, PACAP reseptorii-1
(PAC1) adenilil siklaz, fosfolipaz C ve iliskili hiicresel sinyal yolaklarini aktifler.
PACAP; PACI reseptoriine yiiksek affinite gosterirken, her iki peptit molekil de
VPAC1 ve VPAC2 reseptorlerini yiiksek affiniteyle aktifler (Scharf vd., 2008).
ViP’in PAC1 reseptoriine affinitesi ise 1000 kata kadar diisiiktiir (M. J. Zaben &
Gray, 2013).

Hipokampusta VIP igeren noron govdeleri ve uzantilari, CAl, CA3
bolgelerinde ve DG’de mevcuttur. Hipokampusta VIP bulunduran ara néronlarm
%401  GABA’erjiktir. VIP reseptdrleri de hipokampusta yaygin olarak
bulunmaktadir (M. J. Zaben & Gray, 2013). Sican hipokampal NKH kiiltiiriinde,
VIP, 1uM konsantrasyonda hiicre proliferasyonunu; 30nM konsantrasyonda nestin-
pozitif onciiller lizerine trofik etki gostererek ndronal sagkalimi artirmistir (M. Zaben
vd., 2009). VIP, VPAC-2 reseptorleri araciligiyla in-vitro kosullarda hipokampal
progenitorlerin nestin-pozitif fenotipe yonelmesini saglamistir (M. Zaben vd., 2009;
M. J. Zaben & Gray, 2013). VIP, erken postnatal farelerden elde edilen NKH’lerin
apoptozuyla birlikte néronal veya glial farklilagmasini da engellemis (Scharf vd.,
2008); farkli galigmalarda bu etkilerin PAC1 ya da VPAC2 reseptorii aracili
olabilecegi degerlendirilmistir (Scharf vd., 2008; M. J. Zaben & Gray, 2013). Eriskin
fare SVZ hiicre kiiltiiriinde ise VIP’in yiiksek konsantrasyonlarda proliferasyonu
arttirdigi, bu etkinin PACI1 reseptorii aracili oldugu 6ne siiriilerek, bu bulgular in-vivo
PACAP uygulamasiyla artan SVZ ve DG hiicre proliferasyonuyla desteklenmistir
(Mercer vd., 2004). VIP, VPACI reseptorii iizerinden olusan etkiyle mikroglia
kaynakli interlokin-4 aracili proliferatif etkiyi arttirmis (Nunan vd., 2014), bu

reseptoriin noronal farklilasmada rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir (M. Zaben vd., 2009).

Parkinson hastaliginda dopaminerjik nodronlarda gdzlenen mitokondriyal
disfonksiyon, temel olarak reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuyla yani oksidatif
stresle karakterizedir. Oksidatif stres, hiicrelerin DNA, protein ve lipid igeriklerine
hasar vermekle kalmaz, apoptotik yolaklar1 da aktifler (Ang vd., 2010; Korkmaz &
Tungel, 2019). Tungel vd’nin 6-OHDA sigcan Parkinson modeli ile yaptiklar1 ¢ok
sayida calismada VIP; noronal hasari ve demyelinizasyonu azaltmis (Tungel vd.,

2005), lipid peroksidasyonunu ve DNA fragmentasyonunu azaltarak striatal dokuda
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6-OHDA hasarima kars1 oksidatif stresten ve apoptozdan koruyucu etki gostermistir
(Tungel vd., 2012). Striatal MSN’lerde 6-OHDA etkisiyle azalan dendritik dallanma
sayisint  degistirmeden dendritik diken yogunlugunu arttirmis ve nigrada
dopaminerjik noéron kaybini engellemistir (Korkmaz vd., 2012). Sigcan 6-OHDA
modelinde uygulanan VIP, striatal GABA ve glutamat diizeylerini arttirmus,
glutatyon diizeyini kontrole yaklastirmis (Yelkenli vd., 2016), dopamin diizeylerini
degistirmeden rotasyonel hareket asimetrisini geri dondiirmiis, bu etkisi 6-OHDA
uygulamasiyla azalmis talamik GABA diizeylerini arttirmasiyla agiklanmigtir
(Korkmaz vd., 2010; Tungel vd., 2005).

Parkinson hastaligina yonelik olarak, ndrorestoratif stratejileri degerlendiren
deneysel caligmalarda, olusturulan lezyonun baslangictaki kismi dopaminerjik néron
kaybinm1 takip eden progresif dejenerasyon, yani parsiyel progresif model seklinde
dizayn edilmesi Onerilmektedir (Aponso vd., 2008). Bu baglamda bu tez
caligmasinda intrastriatal 6-OHDA modeli ilk model olarak tercih edilmistir (Aponso
vd., 2008; Korkmaz vd., 2010). Parkinson hastaliginin patolojik bulgusu olan a-
siniiklein agregasyonunun da gozlendigi bilinen rotenon modeli ise diger model

olarak segilmistir (Cannon vd., 2009; Sherer vd., 2003; Zhang vd., 2017).

Tim bu bilgiler dogrultusunda planlanan bu tez calismasinda iki farklh
Parkinson sican modelinde, norogenezin yogun olarak gergeklestigi bilinen
bolgelerde farkli dnciil hiicre popiilasyonlarinda nasil degisiklikler oldugunu hiicresel
belirtecler araciligiyla degerlendirmek; ndroprotektif ve néromodiilatér bir molekiil
olarak noral onciiller {izerine proliferatif etkisi gosterilen VIP’in nérogenez siirecine
etkisini aragtirmak amacglanmaktadir. Bununla birlikte a-siniiklein patolojisi
gosterdigi bilinen rotenon modelinde, Parkinson hastaliginin patolojik bulgusu olan

o-siniiklein agregasyonuna VIP’in olas1 etkisi de arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullamlan Gerecler

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Fosfat tamponlu salin :Thermo Scientific
Tamponlu sitrat ¢ozeltisi :Thermo Scientific
Etanol : Sigma Aldrich

Dimetil siilfoksit
Hidrojen peroksit
Antikor diliisyon ¢ozeltisi
Antijen blokaj ¢ozeltisi
Biotinlenmis kegi anti-serumu :
Streptavidin peroksidaz
DAB substrat
ViP
6-OHDA
Rotenon
Miglyol 812N

3.1.2. Kullanilan cihazlar
Buzdolab1
Stereotaksimetrik tabla
Infiizyon pompasi
Hamilton mikroenjektor
Peristaltik pompa
Hassas terazi
Tart1

Lokomotor aktivite test sistemi:

: Sigma Aldrich
: Thermo Scientific
: Thermo Scientific

: Thermo Scientific

Thermo Scientific

: Thermo Scientific
: Thermo Scientific
: Sigma Aldrich

: Sigma Aldrich

: Abcam

: loi Oleochemical

. Argelik, No-Frost, Tiirkiye

: Kopf 5600, David Kopf Ins., ABD
: CMA, ABD

: CMA, ABD

: Ismatec, ABD

: Shimadzu AUX220, Japonya

: Sinbo, Tiirkiye

Commat, Ankara, Tiirkiye
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Isik mikroskobu : DM3000, Leica, CMS GmbH
Goriintii analiz programi : Image J, NIH, ABD

Istatistik programi : GraphPad 9.4.1, ABD
3.2. Yontemler

"Deneysel Parkinson Modellerinde Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP)’in
Striatum ve Substantia Nigradaki o-Siniiklein Birikimine ve Norogeneze Olan
Etkisinin Arastirilmas1” baslikli bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 28/07/2016 tarih ve 98 sayili toplantisinda
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesine uygun bulunarak 537 sayili karar
ile onaylanmistir (EK 1.). Arastirma biitcesi Eskisehir Osmangazi Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu'nca 201811019 no’lu proje ile
desteklenmistir.

Calismada 36 adet 200-250 gram agirliginda erkek Sprague-Dawley sigan
kullanild1. Rotenon modeli ve 6-OHDA modelinin degerlendirilmesi i¢in ticer grup
belirlendi (Sekil 3.1.).

Rotenon modeli i¢in;

Kontrol grubu (n=6), her giin 1 ml/kg %2 dimetilsiilfoksid (DMSO) - %98
Miglyol 812N karigimi ve giinagirt 1 ml/kg serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.)
uygulanan grup

Rotenon grubu (n=6), her giin 2,5 mg/kg/ml rotenon ¢ozeltisi ve giinasir1 1
ml/kg serum fizyolojik i.p. uygulanan grup

Rotenon ve VIP grubu (n=6), her giin 2,5 mg/kg/ml rotenon ¢dzeltisi ve
giinasir1 25 ng/kg VIP i.p. uygulanan grup

6-OHDA modeli i¢in;

Sham (taklit operasyon) grubu (n=6), intrastriatal olarak 2 mikrolitre (ul)
%0,3’1iik askorbik asit (serum fizyolojik i¢inde) ¢ozeltisi enjekte edilen ve giinasiri 1
ml/kg serum fizyolojik i.p. uygulanan grup

6-OHDA grubu (n=6), intrastriatal olarak 12 mikrogram (ung)/2 ul 6-OHDA
¢ozeltisi enjekte edilen ve gilinasirt 1 ml/kg serum fizyolojik i.p. yoldan uygulanan
grup

6-OHDA ve VIP grubu (n=6), intrastriatal olarak 12 ug/2 pl 6-OHDA ¢dzeltisi
enjekte edilen ve giinasir1 25 ng/kg VIP i.p. uygulanan grup
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Sekil 3.1. Deney akis cizelgesi

“BioRender.com” uluslararasi ag adresi lizerinde liretilmistir.

3.2.1. Kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanisi ve uygulanisi

6-OHDA c¢ozeltisi i¢gin 6-OHDA hidrobromid (H116, Sigma, ABD) kullanildi.
Coziicii olarak izotonik sodyum kloriir iginde %0,3’liikk askorbik asit ¢ozeltisi 1s1ktan
korunarak hazirlandi. 6-OHDA hidrobromid, ¢6ziicii i¢inde 6 pg/ul konsantrasyonda
hazirlanarak 2 pl tek sefer uygulandi (Tungel vd., 2005).

Rotenon (ab143145, Abcam) cozeltisi, 1 ml ¢ozeltide 2,5 mg madde olacak
sekilde hazirlandi (von Wrangel vd., 2015). Coziicii olarak %2 DMSO ile %98
Miglyol 812N (Ioi Oleochemical, Hamburg) karisimi kullanildi (Cannon vd., 2009).
Her giin 2,5 mg/kg dozda i.p. sekiz hafta uygulandi1 (von Wrangel vd., 2015).

VIP (V3628, Sigma; 3325,80 g/mol) ¢dzeltisi, 1 ml ¢dzelti iginde 25 ng madde
olacak sekilde; 7,5 nanomolar (nM) konsantrasyonda hazirlandi. Giinasirt 25 ng/kg

dozda i.p. enjeksiyonla sekiz hafta uygulandi (Tungel vd., 2005).

Perfiizyon fiksasyonda kullanilan %4’lilkk paraformaldehit c¢ozeltisinin
hazirlanmasinda, her bir litrelik ¢ozelti i¢in 40 gram toz paraformaldehit maddesi
(1040051000, Merck) 900 ml distile su i¢ine kondu. Isitict tablali karistiricida
60°C’de ¢ozlinmesi ve seffaflagsmasi saglandi. Soguduktan sonra 100 ml 10X fosfat
tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi (TA-999-PB, ThermoScientific) eklenerek 1 litre

fosfat tamponlu paraformaldehit ¢6zeltisi elde edildi.
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3.2.2. Deneysel Parkinson modellerinin olusturulmasi
3.2.2.1. Stereotaksik 6-OHDA lezyon modeli olusturulmasi

Stereotaksik 6-OHDA lezyon modeli i¢in, stereotaksimetri altinda intrastriatal
olarak 6-OHDA hidrobromid (Sigma, ABD) verildi. Uygulama alaninin belirlenmesi
icin siganlar 80 mg/kg Ketamin — 10 mg/kg Ksilazin (i.p.) anestezisine alinarak
parmak kistirmaya ekstremite ¢ekme yanitina gore yeterli anestezi derinligi
saglandiktan sonra stereotaksik sisteme yerlestirildi (Sekil 3.2.). Midsagittal insizyon
ile bas derisi agildi. Sirasiyla Bregma ve Lambda i¢in lateral ve AP koordinatlar
Olciilerek not edildi. Bu esnada kilavuzun orta hatta oldugu kontrol edildi. Paxinos-
Watson sigan beyin atlasi baz alinarak striatum i¢in Bregma’ya gore AP: 1,60 mm,
Lateral: 2,60 mm hesaplanarak hedef koordinat belirlendi (Paxinos & Watson, 1997).
Parietal kemik {izerine isaret kondu ve mini matkap ile delindi. Dura yiizeyine gore
Ventral: 5,10 mm derinligine inilerek 2 pl enjeksiyon uygulandi. 6-OHDA
gruplaria, ¢oziicli olarak kullanilan izotonik sodyum kloriir igindeki %0,3’lik
askorbik asit c¢ozeltisi icinde 6 pg/ul konsantrasyonda hazirlanan 6-OHDA
verilirken, sham grubuna izotonik sodyum kloriir i¢indeki %0,3’liik askorbik asit
¢ozeltisi esit hacimde uygulandi. Doku hasarint minimalize etmek igin belirlenen
derinlige 1 dakika siirede inildi. Infiizyon pompasi 1 pl/dakika hiza ayarlandi ve
Hamilton mikroenjeksiyon enjektorii araciligiyla uygun ¢ozelti 2 dakika siireyle
uygulandi. Enjektor ucu beyin parankimi i¢inde tutularak 2 dakika beklendi, boylece
maddenin diflizyonuna zaman birakildi. Ardindan enjektdr ucu 2 dakika siirede
kafatas1 disina cekildi (Tungel vd., 2005). islem sonrasi cilt insizyonu siitiirlenerek
antiseptik ¢ozeltiyle temizlendi ve hayvan uyanmasi beklenmek iizere sicak ortamda

istirahate alinda.

Sekil 3.2. Stereotaksimetri sistemi
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3.2.2.2. Rotenon modeli olusturulmasi

Rotenon modeli i¢in, her giin ayni saatte; toksin gruplarina yukarda tarif
edildigi sekilde hazirlanan rotenon ¢ozeltisi, kontrol grubuna ise toksin
bulundurmayan %2 DMSO - %98 Miglyol 812N karisimi i.p. enjeksiyon ile sekiz
hafta uygulandi (Cannon vd., 2009; von Wrangel vd., 2015). Si¢anlarda ¢ekum
siklikla sol alt kadran yerlesimli oldugundan rotenon (kontrol grubunda ¢oziicii)
enjeksiyonlar1 sag alt kadrana yapild1 (Coria-Avila vd., 2007). Bu gruplarda serum
fizyolojik ve VIP enjeksiyonlari sol alt kadrana yapild.

3.2.3 in-vivo motor fonksiyon degerlendirmesi

Motor fonksiyonlarin degerlendirilmesi icin sekizinci haftada lokomotor

aktivite testi uygulandi.
3.2.3.1 Lokomotor aktivite testi

Lokomotor aktivite testi lokomotor ve davranigsal aktivite diizeyini kapsamli
olarak degerlendiren bir testtir. Lokomotor bozukluklar ve potansiyel tedavilerin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cevresel etkiler, anksiyete,
sirkadiyen ritim gibi etmenlerden etkilenmesi testin kisitliliklarindandir (Tatem vd.,
2014).

Lokomotor aktivite degerlendirmesi i¢in otomatize aktivitemetre sistemine
entegre 40 cm x 40 cm x 40 cm Olclilerinde seffaf pleksicamdan imal edilmis acik
test kabini (Commat, Ankara) kullanildi. Test siiresince ortamin sessiz olmasina
dikkat edildi. Deney hayvanlar test odasina 20 dakika alistirildiktan sonra, 120 liks
aydinlatma ortaminda acik kabinin ortasina birakilarak bes dakika siireyle kayit
alind1 (Aydin vd., 2021). Her kayit sonrasinda kabin i¢indeki fekal materyal ve idrar
uzaklastirilarak %70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlenip kurulandi (Sekil 3.3.).

Stereotipik, ambulatuar, vertikal ve toplam hareket sayilari; stereotipik ve
ambulatuar hareket ile dinlenme siirelerinin yiizdeleri, toplam kat edilen mesafe (cm)

verileri kaydedildi.
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Sekil 3.3. Lokomotor aktivite test diizenegi

Gorselde vertikal hareket (sahlanma hareketi) goriilmektedir.

3.2.4 Sonlandirma prosediirii ve doku eldesi

Sekiz hafta boyunca uygun enjeksiyonlar1 alan hayvanlar siire sonunda anestezi

altinda perfiizyon fiksasyon ile sakrifiye edildi.
3.2.4.1 Perfiizyon fiksasyonu

Perfiizyon icin PBS ve %4’ liikk paraformaldehit (PFA) ¢ozeltileri hazirlandu.
Sonlandirma giiniinde deney hayvanlarina 80 mg/kg Ketamin - 10 mg/kg Ksilazin
(i.p.) enjeksiyonu uygulanarak anestezi saglandi. Anestezi derinligi i¢in parmak
kistirmaya ekstremite ¢ekme yaniti takip edildi. Anestezi derinligi saglandiginda
sternal ksifoid ¢ikintinin altindan karin cildi kesilerek karma girildi. Diyafram 6nden
baglanip iki yana dogru kesilerek acildi, asagidan yukariya dogru kostalarin
kesilmesiyle gogiis kafesine girildi. Peristaltik pompaya bagl kateter ucu (21G, BD
Vacutainer) sol ventrikiile yerlestirilerek, sag atriuma kesi yapildi ve 100cc PBS
ardindan 100cc PFA ¢ozeltileri 37°C’de 10 ml/dakika hizda verilerek perfiizyon
fiksasyonu uygulandi.

3.2.4.2 Beyin dokularinin ¢ikarilmasi

Perfiizyon sonras1 kafatasina foramen magnumdan girildi, dorsalde anteriora ve
laterale ilerlenerek kemik yapilar kaldirildi. Bu esnada beyin dokusunun
hasarlanmamasina 6zen gosterildi. Ventralde kafa tabanina giren kranyal sinirler
kesildi. Dura mater dokusuna tutunan bolgelerde dura tarafindan kesi yapilarak beyin

serbestlestirildi. Anteriorda OB bdlgesinin hasarlanmamasi i¢in kribriform plaka
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icine dogru doku takip edildi, OB korunarak plakaya en yakin seviyede yapilan
kesilerle olfaktdr sinirlerden ayrildi. Bdylece tiim beyin kafa tabanindan ayrilmis

oldu.

Kafatasindan serbestlestirilen beyinler midsagittal hat boyunca yapilan kesi ile
iki hemisfere ayrilarak %4’ liik paraformaldehit ¢ozeltisi i¢inde postfiksasyona alindi.
24 saat sonra her beyinin sag hemisferleri ventralde makroskopik olarak ayirt
edilebilen yapilar incelenerek yapilan ii¢ koronal kesi ile dort pargaya ayrildi. En
posterior kesi mamiller cisimin arkasindan serebral pedinkiil seviyesinden, ortadaki
kesi optik kiazma seviyesinden, en anterior kesi ise lateral yiizeyde beyaz madde
goriintlisiinde gozlenen lateral optik traktus trasesinin dorsoventral kalinliginin

azaldig1 koronal seviyeden yapildi (Sekil 3.4.) (Bolon vd., 2006). Her dort segment

rostralden kaudale dogru incelenmek lizere ayri ayr1 kasetlendi. Doku takip sonrasi

parafin blok i¢ine alind1 (Sekil 3.5.).

Sekil 3.4. Koronal kesi seviyelerinin goriintiilenmesi

Sag hemisfer ventralden goriintiilenmektedir.

Sekil 3.5. Elde edilen parafin bloklar
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3.2.5. Immiinohistokimyasal islemler

Immiinohistokimyasal islemler i¢in -10°C’de sogutulan parafin bloklardan 2um
kalinliginda koronal kesitler poli-L-lizin kapli lamlara alindi. Deparafinizasyon

islemi icin agsagidaki basamaklar sirayla uygulandi.
Etiiv 60°C 40 dakika
Ksilol 3x5 dakika
%100 Etanol 5 dakika
%96 Etanol 5 dakika
%70 Etanol 5 dakika
%50 Etanol 5 dakika
Distile su 2 x 1 dakika

Sonrasinda lamlar, antijen maskesinin kaldirilmasi icin sitrat tamponu icinde
(pH:6) (TA-9003-999, ThermoScientific) 11 dakika diidiikli tencerede isitildi. Bes
dakika sonra kapagi acilip oda sicakligina c¢ikarilan lamlar 40 dakika sogumaya
birakildi. Ug kez PBS ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi i¢in %0,3’lik hidrojen peroksid (TA-125-HP, ThermoScientific)
cozeltisinde 10 dakika bekletildi. Ardindan Tween-20 iceren PBS ¢ozeltisi (PBST,
TA-999-PT, ThermoScientific) iginde on dakika bekletilerek membran

permeabilizasyonu saglandi.
3.2.5.1 Kullanilan primer antikorlar

Primer antikor Oncesinde protein blokaj c¢ozeltisinde (TA-125-UB,
ThermoScientific) bes dakika bekletilen lamlar, ardindan antikor diliisyon
cozeltisinde (TA-125-UD, ThermoScientific) uygun diliisyonda hazirlanmis primer
antikor damlatilarak 12 saat oda sicakliginda bekletildi. Antikorlar seri kesitlere ayn1

sirayla uygulandi.
Kullanilan antikorlar ve hazirlanan diliisyonlar asagidadir:
Tirozin hidroksilaz (E2L6M) 1:300 (58844, Cell Signaling Technology)
Alfa-siniiklein (E4U2F) 1:100 (51510, Cell Signaling Technology)

DCX 1:1500 (4604, Cell Signaling Technology)
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Nestin (Rat-401) 1:200 (4760, Cell Signaling Technology)
GFAP (G-A-5) 1:2000 (IF03L, Calbiochem)
NeuN (D4G40) 1:700 (24307, Cell Signaling Technology)

Primer antikorla inkiibasyon sonrasinda PBS ile yikanan lamlar sirayla
biotinlenmis kegi serumu (TP-125-BN, ThermoScientific) ve streptavidin peroksidaz
(TS-125-HR, ThermoScientific) ile bekletildi. Her asamada PBS ile yikama
tekrarlandi. Kromojen olarak  3,3'-diaminobenzidin  (DAB, TA-125-HD,
ThermoScientific) uygulamasi sonrasi ¢esme suyuyla yikanan lamlar, 10 saniye
hematoksilen ile boyandiktan sonra artan alkol serilerinden ve ksilolden gecirilerek

kapatma mediumu ile kapatildi.
3.2.6. Goriintii eldesi

Immiinhistokimyasal boyanmis kesitlerin fotograflanmasi icin Leica DM3000
mikroskop entegre bilgisayar destekli sistemde Q-Capture programi kullanildi.

Fotograflar “tiff” dosya formatinda kaydedildi.
3.2.6.1. Norogenez degerlendirmesi icin alinan goriintiiler

Norogenez degerlendirmesi i¢in GFAP, nestin, DCX ve NeuN antikorlari ile

immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitlerin goriintiileri alind1.

OB bolgesi i¢in, olfaktor ventrikiiliin dorsoventral mesafede orta hatt
belirlendi. Ventral yarida, orta {icte birlik kisimdan, olfaktor ventrikiiliin uzun ekseni

fotograf alaninin kdsegenine konumlandirilarak 40x objektif ile goriintii alind1 (Sekil
3.6. (8)).

Dorsal hipokampus kesitlerinde DG’nin graniiler hiicre tabakasinin

suprapiramidal ve infrapiramidal kisimlarinin birlesimi fotograf alanmin icinde

kalacak gekilde konumlandirilarak 10x objektifle goriintii alindi (Sekil 3.6. (b)).

Lateral ventrikiil bolgesinde, lateral ventrikiiliin dorsolateral kosesinde
ependim hiicre tabakasi simir1 fotograf alaninin kose dortte birlik kisminda
konumlandirilarak, SVZ bolgesinin subkallosal uzantis1 40x objektif ile goriintiilendi

(Sekil 3.6. (c)).
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Sekil 3.6. Norogenez degerlendirmesi yapilan bolgelerin gosterilmesi

OB (a), hipokampal DG (b), lateral ventrikiil ve striatum bolgesi (c)
koronal kesitleri gosterilmistir. Olciimler i¢in goriintii alman bolgeler
sematik olarak dikddrtgen ile isaretlenmistir. Sekildeki (a) ve (b) gorseli
2,5x; (c) gorseli 1,6x objektifle elde edilmisti. D: Dorsal yoni
gostermektedir. OV: Olfaktor ventrikiil; CA1, CA2 ve CA3: Hipokampal
cornu ammonis bolgeleri, DG: Hipokampal DG, LV: Lateral ventrikiil,

KK: Korpus kallosum, Str: Striatum, ak: anterior kommisur.
3.2.6.2 Alfa-siniiklein ve tirozin hidroksilaz degerlendirmesi icin alinan goriintiiler

Alfa-siniiklein degerlendirmesi i¢in striatum ve orta beyin kesitlerinde 5x
objektifle goriinti elde edildi. Striatum bdolgesinin  fotograflamasi anterior
kommisurun dorsal sinirindan gegen horizontal seviye ile korpus kallosum kesisimi
gozlenecek sekilde yapildi. Tirozin hidroksilaz degerlendirmesi igin striatum
kesitlerinde 2,5x; SN bolgesini de igeren orta beyin kesitlerinde ise 5x objektifle elde

edilen goriintiiler kullanildi.
3.2.7. Goriintii analizleri

Tim goriintiiller Image J programina aktarildi (Schneider vd., 2012). “Colour
Deconvolution 2” eklentisi kullanilarak DAB ile uyumlu goriinti segmenti
hematoksilen segmentinden ayrildi ve 8 bit boyutlu goriintiiler elde edildi (Sekil 3.7.
ve Sekil 3.8.) (Ruifrok vd., 2003). Bu goriintillerde hiicre govdesi ve uzanti
hatlarinin, hiicreler arasi bosluklarin ve immiin negatif alanlarin korunacag: sekilde
“threshold” uygulanarak, esik deger ile siyah i¢in tanimlanan “sifir” degeri arasinda

kalan degerlerin kaydedildigi piksel kare cinsinden alan, dl¢limiin yapildig1 toplam
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alana oranlanarak yiizde alan 6l¢iimii olarak analiz edildi (Sekil 3.7.) (Korkmaz vd.,
2019).
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Sekil 3.7. Image J programinda “threshold” fonksiyonunun gosterilmesi

Ik gorsel 8 bit boyutlu DAB ile uyumlu goriintiiyii gdstermektedir.
Ortadaki gorsel, ilk gorselde “threshold” uygulandiktan sonra esik i¢inde
kalan alanlar1 gostermektedir. Analize esas Olglim {iggen alanda
yapilmigtir. Son gorsel Image J programi “threshold” ekranini

gostermektedir. LV; Lateral ventrikiil.

SVZ bolgesinde 6l¢iim i¢in liggensel alan belirlenerek; elde edilen goriintiiler,
licgenin tabani lateral ventrikiiliin dorsolateral kdsesinde ependim hiicre tabakasinin
lateral smirinda, ticgenin tepesi SVZ hiicrelerinin subkallosal uzantisinda olacak

sekilde konumlandirildi. Tiim Sl¢limler belirlenen standart tiggensel alanda yapildi
(Sekil 3.8.).

139261040 pixels; ROB; 5.5M8 139201040 pixels; 8-bit. 1 4MB 139231040 pixels, 8-bit; 1 4MB
_—

Sekil 3.8. SVZ bolgesinde 6l¢iim alinan alanin gosterilmesi

Ilk goriinti DCX immiinohistokimyasal isaretlenmis kesitten 40x
objektifle elde edilmistir. Ortadaki goriintii, ilk fotografin DAB segmentini
gostermektedir. Son goriintii acisal dondiirme sonrasi standart Slgiim

alaninin konumlandiriligini gosterir.

OB kesitlerinde tiim 40x’lik fotograf alanindan 6l¢tim alindu.
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Dorsal hipokampus kesitlerinde Image J programinda 900x900 piksel kare
standart alan ¢izilerek, DG’nin graniiler tabakasinin suprapiramidal ve infrapiramidal
kisimlarinin birlesimi bu karenin kenar orta noktasina konumlandirildi. Béylece 900
piksel mesafe standardize edilerek DG graniiler tabaka ve SGZ’yi igeren alanin her

bir goriintiide ¢izimi yapildi. Olgiimler bu alandan elde edildi.

Striatum goriintiilerinde anterior kommisurun dorsal sinirindan gegen hat ile
korpus kallosumun kesistigi horizontal seviye standart 6l¢iim alaninin ventral sinir1

olarak belirlendi. Standart dikdortgen alanda 6l¢iim yapildi.

Orta beyin kesitlerinde SN bolgesinde 6l¢iim i¢in belirlenen standart dairesel
alan, SN Dbolgesinin  ventrolateral smirin1  olusturan  serebral  pedinkiil
komsulugundaki hattin ortasina konumlandirilarak 6l¢ctim alindi. SNc bolgesi i¢in her
bir tirozin hidroksilaz immiinoreaktif kesit goriintiisiinde alan cizilerek a-siniiklein

degerlendirmesi de bu alanda yapild1 (Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. SNc bolgesi alan ¢iziminin gosterilmesi

Soldaki gorsel sigan beyin atlasinda SN bolgesini gostermektedir (Paxinos
& Watson, 1997). Diger gorseller ardisik SN kesitlerinde a-siniiklein ve
TH immiinoreaktivitesiyle birlikte SNc ve SNr bolgelerini gostermektedir.
Objektif 5x, dlgek 100 um. (ASYN; a-siniiklein, TH: tirozin hidroksilaz,
sp: Serebral pedinkiil)

3.2.8. istatistiksel degerlendirme

In-vivo testlerden ve histolojik goriintiilerin analizinden elde edilen sayisal
verilerin istatistiksel degerlendirmesi i¢in GraphPad 9.4.1 programi kullanildi.
Verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren veriler icin tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) ve “Tukey c¢oklu
karsilastirma testi” ile, normal dagilim gostermeyen veriler igin “Kruskal-Wallis

testi” sonrasi “Dunn ¢oklu kargilagtirma testi” ile analiz yapildi. Veriler ortalama +
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standart hata olarak ifade edildi. Elde edilen sonuglarin istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0,05 olarak kabul edildi (Korkmaz vd., 2010).

3.3.  Arastirmanin Kisithhiklar:

Arastirma biit¢esinde, alim oncesinde Kisa siirede gergeklesen ciddi kur artisi
sebebiyle malzeme miktarinda azaltmaya gidilmesi zorunlu olmustur. Arastirma
oncelikle immiinfloresan yontemle ticlii antikor isaretlemeleriyle yapilarak konfokal
mikroskopiyle goriintiillenmek ve analiz edilmek tizere planlanmistir. Ancak sigan
beyin dokusunda bilinen bir sorun olan otofloresans yogun olarak goézlenmistir.
Otofloresansi azaltmak iizere sodyum borohidriir, Sudan siyahi, ultraviyole 1s18a
maruz birakma gibi gesitli yontemler ve kombinasyonlar1 uygulanmistir (Clancy &
Cauller, 1998; Oliveira vd., 2010; Spitzer vd., 2011). Ancak otofloresansin ortadan
kaldirilamamasi1 sebebiyle immiinohistokimyasal yoOnteme gecilmek zorunda
kalinmigtir. Floresan mikroskopik gériintiilemeler Eskisehir Osmangazi Universitesi

Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapilmistir ve Ek 3.’te sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Lokomotor Aktivite Testi Analizleri

6-OHDA modelinde lokomotor aktivite testi verilerinde 6-OHDA modeli

gruplar1 arasinda anlaml farklilik gozlenmedi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. 6-OHDA modeli gruplar1 arasinda lokomotor aktivite test verilerinin

karsilagtirilmasi

Grafiklerin ait oldugu test verisi her grafigin iizerinde tanimlanmustir.
Yiizde degerler toplam test siiresine gore siire yilizdesini ifade etmektedir.
hareket

Toplam hareket verisi; stereotipik, ambulatuar ve vertikal

sayllarinin toplamim1  gosterir. (Tek yonli ANOVA, Tukey c¢oklu

karsilastirma)
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Rotenon modelinde lokomotor aktivite testine gore; stereotipik hareketlerin
siirece yiizdeleri ve sayilar1 rotenon grubunda kontrole gére azaldi (p<0,05), VIP
uygulanan grupta rotenon grubuna kiyasla anlamli artis goériilmedi. Ambulatuar
hareket say1 ve slirece yilizdesi rotenon grubunda kontrole gore anlamli azalig
gdstermedi, rotenon ve VIP uygulanan grupta ise rotenon grubuna gére artis gdsterdi
(p<0,05). Toplam hareket sayisi rotenon grubunda kontrole gore azaldi (p<0,05),
rotenon ve VIP uygulanan grupta ise rotenon grubuna gore artis gosterdi (p<0,05).
Siirece dinlenim yiizdesi rotenon grubunda kontrole gore artt1, rotenon ve VIP
uygulanan grupta ise rotenon grubuna gore azaldi (p<0,05). Vertikal aktivite sayisi
ve test stiresinde Kat edilen toplam mesafede gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farklilik g6zlenmedi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Rotenon modeli gruplar1 arasinda lokomotor aktivite test verilerinin

karsilastirilmasi

Grafiklerin ait oldugu test verisi her grafigin {lizerinde tanimlanmustir.
Yiizde degerler toplam test siiresine gore siire yiizdesini ifade etmektedir.
Toplam hareket verisi; stereotipik, ambulatuar ve vertikal hareket
sayilarinin toplamini gosterir. *p<0,05, **p<0,01. (Tek yonliit ANOVA,
Tukey c¢oklu karsilagtirma; vertikal hareket Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu

karsilastirma)
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4.2. Immiinhistokimyasal isaretleme Analizleri

4.2.1. Tirozin hidroksilaz immiinoreaktivitesi

6-OHDA uygulanan grupta striatal TH immiinoreaktivitesi, sham grubuna gore
azalmis bulundu (p<0,05). 6-OHDA verilip VIP uygulanan grupta sham grubuna
veya 6-OHDA grubuna gore anlamli fark gozlenmedi (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).

Striatum TH
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Sekil 4.3. 6-OHDA modeli gruplari arasinda striatal TH immiinoreaktivitesinin

karsilagtirilmasi

*: p<0,05 (Tek yonlii ANOVA, Tukey coklu karsilagtirma)

s
o W

SHAM 6-OHDA 6-OHDA+VIP

Sekil 4.4. 6-OHDA modeli gruplarinda striatal TH immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi

Goriintiiler 2,5x objektifle elde edilmistir. Sol alt kdsedeki 6lgek (100 pum)

her {i¢ gorsel i¢in de gegerlidir.
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Striatal TH immiinoreaktivitesi kontrol, rotenon ve rotenon verilip VIP
uygulanan gruplar arasinda istatistiksel a¢idan anlamli farklilik gostermedi (Sekil

4.5. ve Sekil 4.6.).

Striatum TH

Sekil 4.5. Rotenon modeli gruplari arasinda striatal TH immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu karsilagtirma)

KONTROL ROTENON ROTENON+VIP

Sekil 4.6. Rotenon modeli gruplari arasinda striatal TH immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi

Goriintiiler 2,5x objektifle elde edilmistir. Sol alt kdsedeki 6lgek (100
um) her li¢ gorsel icin de gegerlidir.

Nigral SNc bolgesi TH immiinoreaktivitesi 6-OHDA uygulanan ve 6-OHDA
uygulanip VIP verilen gruplarda, sham grubuna gore anlamli olarak azaldi (p<0,05).
VIP uygulanan grupta 6-OHDA grubuna gére anlamli degisiklik olmadi (Sekil 4.7.
ve Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. 6-OHDA modeli gruplarinda SNc bolgesi TH immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

*p<0,05 (Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu karsilagtirma)
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Sekil 4.8. 6-OHDA modeli gruplarinda SNc¢ bolgesi TH immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi

Gortintiiler 5x (A, B, C) ve 40x (A’, B’, C’) objektifle elde edilmistir.
Olgekler: 100 um (A, B, C) ve 50 um (A, B, C°).

Nigral SNc¢ bolgesi TH immiinoreaktivitesi rotenon grubunda kontrole gore
anlaml olarak azald1 (p<0,05). VIP uygulanan grupta rotenon grubuna gore anlamli
degisiklik olmadi, kontrol grubuna goére de anlamh farklilik olusmadi (Sekil 4.9. ve
Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. Rotenon modeli gruplarinda SNc bolgesi TH immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

*p<0,05 (Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu karsilagtirma)
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Sekil 4.10. Rotenon modeli gruplarinda SNc bélgesi TH immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi

Goriintiiler 5x (A, B, C) ve 40x (A’, B’, C’) objektifle elde edilmistir.
Olgekler: 100 um (A, B, C) ve 50 um (A, B, C°).
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4.2.2. Alfa-siniiklein immiinoreaktivitesi

Rotenon modeli gruplarinda yapilan striatal o-siniiklein degerlendirmesinde

gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.)

Striatum ASYN

100 1
80

60 ]

Alan

%

401

201

Sekil 4.11. Rotenon modeli gruplarinda striatal a-siniiklein immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

ASYN: a-siniiklein (Tek yonliit ANOVA, Tukey c¢oklu karsilagtirma)

OI\iTROL ROTENON ROTENON+VIP

Sekil 4.12. Rotenon modeli gruplarinda striatal a-siniiklein immiinoreaktivitesinin
gosterilmesi
Goriintiiler 2,5x objektifle elde edilmistir. Sol alttaki 6lcek 100 pm

gostermektedir ve her ii¢ goriintii i¢in gecerlidir.
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Rotenon modeli gruplarinda yapilan nigral o-siniiklein degerlendirmesinde
gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.13.). Rotenon modelinde
tiim gruplarda o-siniiklein immiinoreaktivitesi SNr’de SNc¢’ye gore yiiksek bulundu

(p<0,0001) (Sekil 4.13. (c)).

SNr ASYN SNe ASYN ASYN

*kAk Rk *x %« SNr
s SNc

Sekil 4.13. Rotenon modeli gruplarinda SNr ve SNc¢ a-siniiklein

immiinoreaktivitelerinin karsilastirilmasi

****p<0,0001. ASYN: a-siniiklein (a, b: Tek yonlii ANOVA, Tukey

coklu karsilastirma; c: Bagimsiz 6rneklem T testi)

Sekil 4.14. Rotenon modeli gruplarinda SNr ve SNc o-siniiklein

immiinoreaktivitelerinin gosterilmesi

Goériintiiler kontrol (A, A’), rotenon (B, B”), rotenon ve VIP (C, C’)
gruplarinda SN bolgesinde a-siniiklein  immiinoreaktivitesini
gostermektedir. SNr bolgesi cizilmistir. Olgekler: 100 um (A, B, C)
ve 50 um (A, B’, C).

42



4.2.3. SVZ’de GFAP, Nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktivitesi

SVZ bolgesinde gozlenen GFAP, nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktiviteleri
gosterilmistir (Sekil 4.15.).

Sekil 4.15. SVZ bolgesinde GFAP, nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktivitelerinin

gosterilmesi

Immiinohistokimyasal isaretlemeler 6-OHDA grubundan elde edilen
dokuda ardisik kesitlerde yapilmistir. Uygulanan antikorlar sekil iizerinde
belirtilmistir. Goriintiiler 40x objektifle elde edilmistir. Olgek (50 pum)

tiim gorseller icin gecerlidir.

SVZ boélgesinde GFAP degerlendirmesine gore her iki modelde gruplar

arasinda anlaml fark saptanmadi (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. 6-OHDA (a) ve rotenon (b) modeli gruplarinda GFAP

immiinoreaktivitesinin karsilastiriimasi

(@; Tek yonli ANOVA, Tukey coklu karsilastirma, b; Kruskal
Wallis, Dunn ¢oklu karsilastirma)

SVZ bolgesinde Nestin immiinoreaktivitesi 6-OHDA grubunda sham grubuna
gore artis gosterdi (p<0,05). 6-OHDA uygulanip VIP verilen grupta 6-OHDA
grubuna gore anlamli farklilik yoktu, sham grubuna gore de anlamli farklilik
olusmadi (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. 6-OHDA modeli gruplarinda SVZ nestin immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

*p<0,05 (Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu karsilastirma)
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SVZ bolgesinde nestin immiinoreaktivitesi rotenon uygulanan grupta kontrole
gore artis gdsterdi (p<0,05). Rotenon uygulanip VIP verilen grupta rotenon grubuna

gore anlamli farklilik yoktu, kontrol grubuna goére de anlamli farklilik olusmadi

(Sekil 4.18.)
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Sekil 4.18. Rotenon modeli gruplarinda SVZ nestin immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

*p<0,05 (Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

SVZ bolgesinde DCX immiinoreaktif alan 6-OHDA uygulanip VIP verilen
grupta, 6-OHDA grubuna ve sham grubuna gore artt1 (p<0,05) (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. 6-OHDA modeli gruplarinda SVZ DCX immiinoreaktivitesinin

karsilagtirilmasi

*p<0,05 (Tek yonliit ANOVA, Tukey c¢oklu karsilagtirma)
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SVZ bélgesinde DCX immiinoreaktif alan agisindan rotenon modeli gruplari

arasinda anlamli fark olusmadi (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Rotenon modeli gruplarinda SVZ DCX immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

SVZ’de NeuN immiinoreaktif hiicreler seyrek olarak gozlenmistir (Sekil
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Sekil 4.21. SVZ’de NeuN immiinoreaktivitesinin gosterilmesi

A gorselinde dikdortgen isaretlenen alan B gorselinde goriilmektedir. Ok
isareti SVZ subkallozal uzantisinda NeuN immiinoreaktif hiicreyi isaret
etmektedir. A 10x, B 40x objektifle elde edilmistir. Olgekler: 100 um
(A), 25 um (B).
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4.2.4. OB’de GFAP, nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktivitesi

OB Dbolgesinde GFAP, nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktiviteleri
gosterilmistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. OB bolgesinde GFAP, nestin, DCX ve NeuN immiinoreaktivitelerinin

gosterilmesi

Immiinhistokimyasal isaretlemeler kontrol grubundan elde edilen dokuda
ardisgik  kesitlerde yapilmistir. GFAP, nestin, DCX ve NeuN
immiinoreaktiviteleri goriilmektedir. Goriintiiller 40x objektifle elde

edilmistir. Olgek (50 um) tiim gorseller igin gecerlidir.

OB’de GFAP immiinoreaktivitesi 6-OHDA modeli gruplar1 arasinda anlamli
farklilik gostermedi (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. 6-OHDA modeli gruplarinda OB GFAP immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilagtirma)

OB’de GFAP immiinoreaktivitesi rotenon modeli gruplari arasinda anlamli
farklilik gostermedi (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. Rotenon modeli gruplarinda OB GFAP immiinoreaktivitesinin

karsilastiriimasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

OB’de nestin immiinoreaktivitesi 6-OHDA modeli gruplari arasinda anlamlt
farklilik gostermedi (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. 6-OHDA modeli gruplarinda OB nestin immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilagtirma)

OB’de nestin immiinoreaktivitesi rotenon modeli gruplari arasinda anlamli

farklilik gostermedi (Sekil 4.26.)
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Sekil 4.26. Rotenon modeli gruplarinda OB nestin immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

49



OB’de DCX immiinoreaktivitesi, 6-OHDA grubu ve 6-OHDA verilip VIP
uygulanan grupta sham grubuna goére anlamli olarak azaldi (p<0,05) (Sekil 4.27. ve
Sekil 4.28.).
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Sekil 4.27. 6-OHDA modeli gruplarinda OB DCX immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

*p<0,05 (Tek yonlit ANOVA, Tukey c¢oklu karsilagtirma)
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Sekil 4.28. 6-OHDA modeli gruplarinda OB DCX immiinoreaktivitesinin

gosterilmesi

Goriintiiler 40x objektifle elde edilmistir. Sag alt kdsede yerlesen
Olcek (50 pm) her ti¢ gorsel icin de gecerlidir.

OB’de DCX immiinoreaktivitesi rotenon modeli gruplari arasinda anlamli

farklilik gostermedi (Sekil 4.29.).
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Sekil 4.29. Rotenon modeli gruplarinda OB DCX immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

OB’de NeuN immiinoreaktivitesi 6-OHDA modeli gruplari arasinda anlaml
farklilik gostermedi (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.30. 6-OHDA modeli gruplarinda OB NeuN immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)
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OB’de NeuN immiinoreaktivitesi rotenon modeli gruplar1 arasinda anlaml

farklilik gostermedi (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Rotenon modeli gruplarinda OB’de NeuN immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey coklu karsilastirma)
4.2.5. DG bolgesinde DCX ve nestin immiinoreaktivitesi

DG bolgesinde gozlenen GFAP, DCX ve NeuN immiinoreaktiviteleri
gosterilmistir (Sekil 4.32.).

. GFAP 4 DCX Ly NeuN

Sekil 4.32. DG bolgesinde GFAP, DCX ve NeuN immiinoreaktivitelerinin

gosterilmesi

Immiinohistokimyasal isaretlemeler rotenon grubundan elde edilen
dokuda ardisik kesitlerde yapilmistir. Uygulanan antikorlar resim
iizerinde belirtilmistir. Gériintiiler 10x objektifle elde edilmistir. Olcek
(100 um) tiim gorseller igin gecerlidir.
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DCX immiinoreaktivitesi, DG’de 6-OHDA modeli gruplar1 arasinda anlamli
farklilik gostermedi (Sekil 4.33.).

DG DCX

&

Sekil 4.33. 6-OHDA modeli gruplarinda DG bélgesi DCX immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmast

(Kruskal Wallis, Dunn ¢oklu karsilagtirma)

DCX immiinoreaktivitesi, DG’de rotenon modeli gruplari arasinda anlaml
farklilik gostermedi (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.34. Rotenon modeli gruplarinda DG bolgesi DCX immiinoreaktivitesinin

karsilastirilmasi

(Tek yonlit ANOVA, Tukey ¢oklu karsilastirma)

DG’de nestin immiinoreaktif hiicre gdzlenmemistir (Sekil 4.35.).
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(2) (b)

Sekil 4.35. DG’de nestin immiinoreaktivitesinin gosterilmesi

DG bolgesinde nestin immiinoreaktivitesi gozlenmemistir. Goriintiiler
sirayla 10x (a) ve 40x (b) objektifle elde edilmistir. Olgekler sirayla (a)
100 pm ve (b) 50 um gostermektedir.

4.2.6. Nigral DCX ve nestin immiinoreaktivitesi

Orta beyin kesitlerinde yapilan DCX ve nestin immiinohistokimyasal
isaretlenmis  kesit gorlintiilemelerinde, SN  bolgesinde DCX ve nestin

immiinoreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 4.36).
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SN _ SN DG
Nestin DCX DCX

Sekil 4.36. SN bolgesinde nestin ve DCX immiinoreaktivitesi

SN bolgesinde nestin ve DCX immiinoreaktivitesi gdzlenmedi. Ust
siradaki gorseller 10x objektif ile elde edilmis olup, alt sirada iistteki her
bir kesitin 40x objektifle alinan goriintlisii yer almaktadir. Kullanilan
antikorlar ve kesit bolgesi en istte belirtilmistir. Ortadaki DCX
immiinohistokimyasal isaretlenmis SN bdolgesini igeren tiim kesit
alaninda hipokampal DG bolgesi de goriintiilenebilmektedir. En sagdaki
goriintiilerde DG bolgesinde DCX immiinoreaktif hiicreler net olarak
goriilmektedir ve pozitif kontrol olarak sunulmustur. Ust siradaki
gorseller icin st sirada ilk gorseldeki dlgek (100 um) gecerlidir. Alt
siradaki gorseller i¢in alt sirada ilk gorseldeki dlgek (50 pm) gegerlidir.

4.2.7. Diger bulgular

Striatum bolgesinde DCX ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis
kesitlerde dagmik yerlesimli kisa uzantilara sahip hiicreler gozlenmistir. 6-OHDA
uygulanan hayvanlarda prob hattinda GFAP, nestin ve DCX immiinoreaktivitesi
gbsteren, NeuN immiinoreaktivitesi acisindan negatif alan tespit edilmistir. Iliskili

gorseller Ek 4.°te sunulmustur.
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5. TARTISMA

Elde ettigimiz sonuglara gore, 6-OHDA modelinde lokomotor aktivitede
farklilik gozlenmezken, rotenon uygulanan hayvanlarda VIP, azalan lokomotor
aktiviteyi  arttirmistir.  6-OHDA  modelinde  nigral ve  striatal TH
immiinoreaktivitesinin azalmasi nigrostriatal dopaminerjik innervasyondaki azalmay1
ortaya koymustur. Benzer seckilde, rotenon uygulamasiyla nigral TH
immiinoreaktivitesinin azalmasi nigrostriatal dopaminerjik innervasyonda azalmay1
gostermekle birlikte; striatumda TH immiinoreaktivitesinde anlamli azalma
goriilmemistir. Her iki toksin modelinde de VIP uygulamast TH
immiinoreaktivitesini ~ dolayisiyla nigrostriatal ~dopaminerjik azalmayr geri
dondiirememistir. SVZ’de nestin immiinoreaktivitesi her iki toksin grubunda da
kontrole gére artmakla birlikte VIP uygulamasiyla anlamli bir farklilik
goriilmemistir. SVZ’de DCX immiinoreaktivitesinde toksin gruplarinda kontrole
gore anlamli bir farklilik gézlenmezken; VIP uygulamasi 6-OHDA modelinde DCX
immiinoreaktivitesini anlamli derecede arttirmistir. Bu da VIP uygulamasinin 6-
OHDA toksin modeli i¢in noroblastlari, dolayisiyla noral kok hiicreden norona
dontigiimii  indiikliiyor olabilecegini gostermektedir. Ulasabildigimiz kaynaklara
gore; bizim galisgmamiz 6-OHDA modeli siganlarda in-vivo VIP uygulamasiyla SVZ
noroblast artigmi gdsteren ilk galismadir. OB bolgesinde ise VIP uygulamasi, 6-
OHDA ile azalan DCX immiinoreaktivitesinde anlamli degisiklige neden olmamustir.
Noroblast belirteci olan DCX immiinoreaktivitesi SVZ’de 6-OHDA modelinde VIP
uygulamasiyla kontrole ve 6-OHDA grubuna gore artmasma karsin, OB’de DCX
immiinoreaktivitesi ise 6-OHDA ve 6-OHDA ile VIP uygulanan gruplarda kontrole

kiyasla diisiik bulunmustur.

Lokomotor aktivite testi lokomotor ve davranissal aktivite diizeyini kapsamli
olarak degerlendiren bir testtir (L. Chen vd., 2012). Kronik rotenon uygulamasinda
ise lokomotor aktivitenin azaldigi bildirilmistir (Zhang vd., 2017). Stereotipik
hareketler belirli bir amaca yonelik olmayan tekrarlayici davramiglardir ve
dopaminerjik etkinligin artmasi, 6zellikle stereotipik hareketler iizerinden lokomotor
aktiviteyi arttirir (H. Steiner, 2016). Bu tez ¢alismasinin bulgularina gore, rotenon
uygulanan hayvanlarda lokomotor aktivite Kkontrole gore azalmistir; bu bulgu
dopaminerjik etkinligin azalmasi yoniinde yorumlanabilir. Azalan lokomotor

aktivitenin  VIP uygulamasiyla kontrol grubu diizeylerine gelmesi, VIP’in
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nigrostriatal dopaminerjik yolagi modiile edici etkisi ile aciklanabilir. Rotenon
toksisitesinin periferik etkilerine bagli olarak da davranigsal bulgularin olusabilmesi
miimkiindiir (Hoglinger vd., 2006). VIP periferik etkiler iizerinden de fonksiyonel
iyilesme sagliyor olabilir. Ayrica rotenon modelinde davranigsal bulgularin
siddetinde secilen sican tiirii ve tercih edilen sistemik uygulama yolunun etkisinin
goriilebilecegi de bildirilmistir (Cannon vd., 2009; Sherer vd., 2003; von Wrangel
vd., 2015; Zhang vd., 2017). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada VIP uygulamasinin 6-
OHDA modelinde azalmis striatal dopamin diizeyini degistirmeden motor bulgular
diizelttigi gosterilmistir (Tungel vd., 2005). Bu tez ¢alismasinin bulgularina gore ise,
6-OHDA modelinde lokomotor aktivite testlerinde anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Tungel ve arkadaglarimin (2005) yaptiklart ¢alismada, motor
fonksiyon testleri ikinci haftada; bu tez calismasinda ise sekizinci haftada
gergeklestirilmistir (Tungel vd., 2005). Bu baglamda aradaki alti haftalik siirede
motor fonksiyon kaybima neden olan dopaminerjik kayip telafi ediliyor olabilir.
Diger taraftan, bu tez ¢alismasinda, unilateral Parkinson modelini en iyi ortaya koyan
motor fonksiyon testi olan apomorfinle tetiklenen rotasyonmetri  testi
uygulanamamistir. Dolayistyla bu noktada, 6-OHDA modelinde VIP uygulamasinin

motor fonksiyonlar iizerine etkisi hakkinda kesin yargiya ulasmak miimkiin degildir.

6-OHDA modelinde striatal sonlanmalardan alinan toksinin striatumda TH
immiinoreaktivitesini azaltmasi, buna karsin kronik intraperitoneal rotenon
uygulamasinin nigrada dopaminerjik hasara neden olurken striatal TH diizeyinde
kontrole karsi anlamli azalmaya neden olmamasi, rotenon patolojisinin ¢ikan yolla
ortaya c¢ikmasi fikrini kuvvetlendirmektedir (Drolet vd., 2009; Kim vd., 2019;
Uemura vd., 2018). Parkinson hastalarindan elde edilen bulgulara gore, klinik
hastalik enterik ve otonomik sinir sistemi bulgulariyla baglayip vagal yol ve sempatik
baglantilarla santral sinir sistemine taginabilecegi gibi, beyin i¢inde, amigdala, OB
gibi bolgelerden baslayarak da periferik otonom sinir sistemine yayilabilecegi; bu
ozelliklerine gore Parkinson hastaliginin beyin-baglangigli ve beden-baslangich
olarak iki tip oldugu oOne siiriilmiistiir (Bohnen & Postuma, 2020; Borghammer &
van den Berge, 2019). Bu baglamda uyguladigimiz prosediirdeki rotenon modelinin,
hayvanlarda, beden baslangigli Parkinson hastaligiyla uyumlu bir fenotip gelistirdigi

ve bundan dolayi striatal TH immiinoreaktivitesinin azalmadigi sdylenebilir.
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Calismamizda kullandigimiz dozda rotenon uygulanan c¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Sprague-Dawley si¢anlara 2,5 mg/kg/giin rotenon uygulanan bir
calismada nigral TH pozitif noron sayis1 (%30 azalis) ve normalize edilmis striatal
TH dansitesi (1°¢ kars1 0,26) kontrole kiyasla azalmistir (von Wrangel vd., 2015). Bir
bagka calismada ise Sprague-Dawley sicanlara 48 giin boyunca 2,5 mg/kg/ml i.p.
rotenon uygulanan grupta striatum ve nigra dokularindan protein tayini ile dopamin
diizeyleri kontrole gore anlaml olarak diisiik bulunmustur (Alam & Schmidt, 2004).
Wistar si¢anlarda yapilan bir c¢alismada on giinliik rotenon (2,5 mg/kg/ml)
enjeksiyonu sonrasi 33. giinde alinan nigral dokularda TH optik dansitesi kontrole
gore %13 azalmis bulunmustur (Zaminelli vd., 2014). Rotenonun 10-18 mg/kg/giin
intravendz uygulandigi bir calismada ise nigral TH ndron sayist azalmamistir
(Ferrante vd., 1997). Richter vd.’nin (2007) ¢alismalarinda ise farelerde nigrostriatal
dopaminerjik néron kaybimin olusmadigi bildirilmistir. Subkutan yoldan 30-45 giin
stireyle sistemik rotenon uygulanan bu ¢aligmada farelerin spontan motor aktivitesi
azalirken nigral dopaminerjik néron yogunlugu ve striatal TH lif dansitesi
azalmamis, yalnizca 12 aylik yashh hayvan grubunda yiiksek dozla (4 mg/kg)
uygulamada noron sayisinda azalma egilimi olusmustur (Richter vd., 2007). Lewis
sicanlarda 2,75 mg/kg/giin rotenon uygulamasiyla belirgin striatal lezyon olmadan
hipertrofik ve olasilikla disfonksiyonel dopaminerjik sonlanmalarin goézlendigi
bildirilmistir (Cannon vd., 2009). Rotenon modelinde striatal dopaminerjik
innervasyon kaybinin goriilme oran1 %20’ye kadar diisebilmektedir (Hoglinger vd.,
2006). Farkli hayvanlarda, dozlarda ve uygulama siirelerinde rotenonla olusturulan
striatal patoloji degiskenlik gosterebilmektedir (Cannon vd., 2009; Y. He vd., 2003,
Sherer vd., 2003; Zhang vd., 2017).

Rotenon modelinde a-siniiklein immiinoreaktivitesinin degerlendirildigi cesitli
calismalarda birbirinden farkli sonuglara ulasilmistir. Betarbet vd. (2000) intravendz
kaniilasyonla rotenon uyguladiklar1 ¢alismalarinda, Sprague-Dawley siganlara gore
Lewis sicanlarda daha tutarli bulgular elde ettiklerini belirterek ¢alismalarina bu
sican tirll ile devam etmislerdir (Betarbet vd., 2000). Ayni grubun bir bagka
caligmasinda Lewis sicanlarda nigral noronlarda a-siniiklein inkliizyonlari
3mg/kg/giin 32 giinliik rotenon enjeksiyonu grubunda gosterilebilmistir (Sherer vd.,
2003). Cannon vd. (2009) caligmalarinda rotenonun 3 mg/kg/giin uygulanmasiyla

nigral noronlarda o-siniiklein ve poli-ubikuitin iceren inkliizyonlar goézlendigi
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bildirilmis, ancak bu ndronlarda TH immiinopozitifligi net olarak gdsterilmemistir
(Cannon vd., 2009). Subkutan yoldan 2,5 mg/kg/giin dort hafta boyunca rotenon
uygulanan farelerde, nigral dopaminerjik néronlarin bazilarinda a-siniiklein birikimi
sitoplazmada ve uzantilarda gosterilmistir (Miyazaki vd., 2020). Wistar siganlara
subkutan yoldan bes hafta boyunca 2-2,5 mg/kg/giin rotenon uygulamasinda, doz
artig1 ile a-siniiklein pozitif nigral dopaminerjik ndron sayisinin arttigi bildirilmistir
(Zhang vd., 2017). Bir baska ¢alismada Sprague Dawley siganlara 1 mg/kg subkutan
rotenon uygulanmis, nigral dopaminerjik noronlarda o-siniiklein  birikimi
gosterilmistir (Yuan vd., 2016). Nigral dopaminerjik ndronlarin disinda a-siniiklein
ekspresyonunun yiiksek oldugu bilinen komsu SNr alaninda o-siniiklein
immiinoreaktivitesi gézlenmemesi ise dikkat ¢ekmektedir (Taguchi vd., 2016; Yuan
vd., 2016). Goriildiigi gibi cesitli ¢alismalarda nigrostriatal dopaminerjik néron
hasar1 ve o-siniiklein birikimi agisindan birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.
Hayvanlarin tiimiinde tipik noronal hasarin gosterilemedigi bildirilmistir (Abdel-
Salam, 2015; Sherer vd., 2003). Rotenon dozu, sikligi, uygulama siiresi, secilen
hayvan tiirii birbirinden farkli histolojik sonuglara yol agabilmektedir. Rotenon
modelinin kullanighiligi agisindan soru isaretlerine neden olan farkliliklar ve
tekrarlanamama durumu, ¢ok sayida derlemede dikkate alinmistir (Abdel-Salam,
2015; Cicchetti vd., 2009, 2010; Giraldez-Pérez vd., 2014; Hoglinger vd., 2006).
Immiinhistokimyasal ve immiinfloresan yéntem farkliliklari, kullamlan antikor
ozellikleri bu farkliliklarda rol oynayabilir. Uygulama yolu, siiresi ve hayvan tiiriine
gore olusabilecek farkliliklar da géz 6niinde bulundurulmasi gereken degiskenlerdir.
Bu nedenlerle bizim ¢alismamizda, toksin uygulama yolu, hayvan tiirii ve kullanilan

antikor 6zelliklerine bagli olarak a-siniiklein patolojisi gosterilememis olabilir.

Erigkin memeli beyninde noérogenezin devam ettigi bilinen SVZ, OB, SGZ
bolgelerinde c¢esitli toksin uygulamalarinin etkileriyle ilgili ve ndorodejeneratif
siireclerdeki norogenezi hedefleyen tedavi stratejilerine yonelik cok sayida caligsma

literatiirde yer almaktadir.

SVZ’de, tip B hiicrelerin bazilar1 ve tip C hiicrelerce ifade edilen epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGFR) pozitif proliferatif hiicrelerin MPTP
uygulamasiyla erken donemde azaldig1 gosterilmis, MPTP etkisiyle azalan dopamin
nedeniyle bu hiicrelerin mitotik aktivitelerinin azalmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir;

ilerleyen donemde ise proliferatif hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) degerlendirmesine
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gore proliferasyon gosteren hiicre sayisi kontrolden farksizdir. Nigrostriatal 6-OHDA
uygulanan sicanlarda da SVZ’de PCNA pozitif proliferatif hiicre sayisinin azaldigi,
D2 reseptor agonisti uygulanmasiyla proliferasyonun arttigi gosterilmistir.
(Hoglinger vd., 2004). Memeli beyninde SVZ‘nin tip C ve tip A hiicreleri D1 ve D2
reseptorleri eksprese ederler. Parkinson hastalarinin beyinlerinde SNc’den SVZ’ye
gelen dopaminerjik girdinin azalmas1 D2 ve D3 reseptorlerinden zengin tip C
hiicrelerin 6liimiine neden olmustur. Parkinson’lu SVZ daha az 6nciil (progenitdr)
hiicre barindirmaktadir (Curtis vd., 2007). Bulgularimiza gore SVZ’de nestin
immiinopozitif hiicresel alan toksin gruplarinda kontrole kiyasla artmistir. Aktif tip B
ve tip C hiicrelerce ifade edilen nestin immiinoreaktivitesinde toksin uygulamastyla
azalma olmamasi, tersine artis olmast bu hiicreler iizerindeki dopaminerjik
innervasyonda kayip olmadigimi distindiirmektedir. Bu durum 6-OHDA grubunda
gozlenen striatal TH immiinoreaktivite kaybinin SVZ komsulugundaki medial
striatumdan ziyade, motor merkezlerden girdi alan lateral striatumda gdzlenmesiyle
iliskili olabilir (Crittenden & Graybiel, 2011). Rotenon uygulanan hayvanlarin
bazilarinda gozlenebilen striatal TH immiinoreaktivite kayb1 da SVZ
komsulugundaki striatal alanda yer almamistir. SVZ’deki nestin pozitif hiicresel
alanin her iki toksin grubunda kontrole gore artmasi, proliferatif kapasitesi yiiksek
olan tip C onciillerde toksinlere yanit olarak proliferasyonun tetiklenmesine bagli
olabilir (Mamber vd., 2013). SVZ’de toksin uygulamalarinin erken donemde
noroblastlarda apoptoza neden olabilecegi de bildirilmistir (X. J. He vd., 2006).
SVZ’de noroblast belirteci DCX degerlendirmemize gore toksin uygulamalariyla
kontrole kiyasla fark olugsmamustir. Toksin gruplarinda gozledigimiz nestin artisi,
noroblastlarda apoptotik siireclerin baslamasina yanit olarak da nestin pozitif
hiicrelerde proliferasyonun tetiklenmis ve farklilasan hiicrelerin DCX pozitif tip A
noroblastlart ikame etmis olabilecegini diislindiirmektedir. Bulgularimiza gore
SVZ’deki nestin immiinpozitifligi acisindan, VIP uygulanan gruplarda toksin
gruplarina gore anlamli bir fark gézlenmemekle birlikte azalma egilimi vardir. Bu

durumda da VIP’in néroprotektif etkisi apoptotik siiregleri yavaslatiyor olabilir.

SVZ’de noroblastlarca ifade edilen DCX pozitif hiicre sayisi1 nigrostriatal 6-
OHDA modelinde ilk iki haftada kontrole kiyasla azalmig (Winner vd., 2008);
SVZ’de DCX pozitif-PCNA pozitif tip A hiicreler MPTP uygulamasiyla erken

donemde azalirken iki ila dort haftada kontrol degerlerine donmiistiir (X. J. He &

60



Nakayama, 2015). MPTP uygulamasiyla SVZ’de 6zellikle noroblastlarda yani tip A
hiicrelerde baslangigta apoptozun arttigi, ndrogenezin baskilandigi (X. J. He vd.,
2006), sonrasinda onarim siireci ile tip A hiicrelerde toparlanmanin gergeklestigi
ifade edilmistir (X. J. He & Nakayama, 2015). Bulgularimiza gére SVZ’de DCX
immiinoreaktif hiicresel alan toksin uygulamasiyla kontrole gore fark gdstermemistir.
DCX pozitif hiicresel alan erken dénemde azalmis bile olsa, sekiz haftalik deney
siirecimizin sonunda literatiirle benzer sekilde toparlanmaya bagli olarak kontrol
degerlerine  doénmiis  olabilir. Uyguladigimiz  VIP  ise SVZ’de DCX
immiinoreaktivitesini arttirmistir. Bu durumda, deneye basladigimizda uygulanan 6-
OHDA sonrasi, SVZ noroblastlarinda gozlemledigimiz olas1 toparlanma, sekiz
haftalik VIP uygulamasi ile daha da indiiklenmis godziikmektedir. Bizim
bulgularimizla benzer sekilde, Yang ve arkadaslari serebral iskemi modelinde
intraserebroventrikiiler VIP uygulamasiyla SVZ’de DCX pozitif hiicrelerin arttigim
gostermislerdir (Yang vd., 2015). Bulgularimiza gére, 6-OHDA modelinin aksine,
rotenon toksin gruplarinda VIP ayni etkinligi gdsterememistir. Bu durum, rotenon

toksisite mekanizmasinin farkliligiyla iligkili olabilir.

Postnatal bes haftalik geng erigkin farelerden elde edilen SVZ ve striatum
dokularinda VIP reseptdr genlerinin ifade edildigi gosterilirken, primer kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan noral kok hiicrelerde ise VPACI reseptoriiniin ekspresyonu
gosterilememistir (Mansouri vd., 2012). Eriskin fare SVZ’sinden elde edilen noral
kok hiicre kiiltiiriinde 0,003-0,01-0,03 uM uygulamada VIP’e yanit alinmamus, 0,3
uM uygulamada proliferasyonda anlamli artis gosterilmis; ancak bu konsantrasyonun
fizyolojik olmadigi, VIP’in 100-1000 kat daha diisiik afiniteyle baglandigi PACI1
reseptOriinii uyaran konsantrasyon oldugu belirtilmistir. Kiiltiirde gosterilen noral
kok hiicre proliferasyonunun VPAC reseptorlerinden ziyade PACI1 reseptorleri
araciligiyla ortaya ¢iktigi ifade edilmistir (Mercer vd., 2004). SVZ kaynakli noral
kok hiicre kiiltiiriinde, hiicre ¢cogalmast PACAP uygulamasiyla uyarilmistir. PAC1
reseptorlerinin  SVZ’de eksprese edildigi, farelerde intraventrikiiler PACAP
uygulamasiyla SVZ’de proliferasyonun arttigi gosterilmistir (Mercer vd., 2004). Bu
baglamda, in-vivo bulgular ile in-vitro calismalarin farkli sonuglara ulasmasi

noktasinda reseptor aktivasyon diizeyinin degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

SVZ’de, noroblastlarin matiirasyon sirasinda NeuN eksprese edebilecekleri, bu

hiicrelerin  kii¢lik hiicre c¢ekirdekleri ile olgun noéronlardan ayirt edilebilecegi
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bildirilmistir (Saito vd., 2018). SVZ’de seyrek olarak gozledigimiz NeuN
immiinpozitif hiicreler, olasilikla matiirasyon sirasinda NeuN ekspresyonu baslayan
noroblastlart gostermektedir. Ancak bu hiicrelerin net karakterizasyonu igin ikili

immiin igsaretleme yapilmasi gerekmektedir.

OB bolgesinde, MPTP uygulamasinin go¢ etmis noroblastlar1 azalttigi
gosterilmis (Hoglinger vd., 2004); 6-OHDA modelinde OB glomeriiler ve graniiler
hiicre tabakalarinda NeuN pozitif hiicre sayisi ise degismemistir (Winner vd., 2008).
OB bolgesindeki degerlendirmelerimize gore, literatiirle benzer sekilde, ndroblast
belirteci olan DCX immiinoreaktivitesi 6-OHDA uygulanan hayvanlarda kontrol
grubuna gore azalmistir; VIP uygulanan grupta ise 6-OHDA grubuna gore fark
olusmamustir. OB’de noroblastlarda azalmanin nedeni; stereotaksik 6-OHDA
uygulama koordinatlar1 ile RMS’nin yakiligi sebebiyle apoptoza agik tip A
noroblastlarda gog sirasinda toksin etkisiyle hiicre 6liimiiniin gergeklesmesi olabilir.
VIP, 6-OHDA’nin gd¢ eden ndroblastlar iizerindeki toksisitesine karsi koruyuculuk
gostermemistir. Rotenon modelinde ise OB’de DCX pozitif noéroblast alaninda
gruplar arasinda fark olusmamistir. Bu durum ¢ikan yol iizerinden olustugunu
diisiindiigiimiiz rotenon toksisitesinin rostral koordinatlara ulagmamasiyla iligkili
olabilir. OB’de nestin eksprese eden Onciillerde ve NeuN pozitif matiir ndronal
alanda ise her iki modelde de gruplar arasinda farklilik goriilmemistir. OB’nin
merkezinde nestin pozitif 6nciillerin varlig1 (Liu & Martin, 2003), OB’de nérogenez
sonucu olusan ara ndronlar arasinda VIP ifade eden ara néronlarin da oldugu (R.
Chen vd., 2012) bilinmektedir. Tespit ettigimiz onciillerin postmitotik asamada hangi
tip matiir fenotip kazandiklarma ve VIP uygulamasinin bu siirece etkisine dair

degerlendirme yapabilmek i¢in ek ¢aligsmalar gerekmektedir.

DG bolgesinde, MPTP uygulamasi ile DCX pozitif-BrdU pozitif hiicrelerin
arttig1 bildirilmistir (Peng vd., 2008). MPTP uygulanan hayvanlarda hipokampal
DG’de BrdU pozitif hiicrelerde degisiklik olmadigin1 (X. J. He & Nakayama, 2015;
M. Zhao vd., 2003) ya da gegcici artis oldugunu (Park & Enikolopov, 2010) bildiren
calismalar da mevcuttur. Sican 6-OHDA modelinde DG’de proliferasyonun
azaldigim1 gosteren calismalar oldugu gibi degismedigini gdsteren sonuclar da elde
edilmistir (Suzuki vd., 2010; Winner vd., 2009). MPTP modeli farelerde
transkriptom analizi yapilan bir calismada, hipokampal DG’de VIP gen ekspresyonu

azalmistir (Bao vd., 2017). Postnatal sekiz-on giinliikk siganlardan elde edilen
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hipokampal NKH kiiltiiriinde VPACI reseptor agonisti, PACI1 reseptoriinii
uyarmayan konsantrasyonda noronal farklilasmay1 arttirmis; 30 nM VIP uygulamasi
olasilikla VPAC2 reseptor ekspresyonunu arttirarak onciil hiicrelerin nestin pozitif
fenotip yOniine boliinmesini saglamistir. VPAC2 reseptor geni susturulmus farelerde
SGZ’de nestin pozitif hiicrelerin azaldig1 gosterilmistir (M. Zaben vd., 2009; M. J.
Zaben & Gray, 2013). Erken postnatal fare beyninden elde edilen noral 6nciil hiicre
kiiltiiriinde ise 100 nM VIP ve PACAP uygulamasi, hiicrelerin apoptozuyla birlikte
noronal veya glial farklilasmasmi da engellemis, zayif VPAC2 ekspresyonu ile
degerlendirildiginde bu etkiler yliksek olasilikla PACI reseptdr aktivasyonuyla
iliskilendirilmistir (Scharf vd., 2008). Zaben vd.’nin (2009) ¢alismalarinda yaptiklari
degerlendirmeye gore ise bu etki kendi ¢alismalarinda elde ettikleri VPAC2 reseptor
aracili etkiyle uyumludur (M. Zaben vd., 2009). In-vivo bir calismada farelerde
intraserebroventrikiiler PACAP uygulamasinin, PAC1 reseptor ekspresyonuna bagl
olarak DG bolgesinde proliferatif hiicreleri arttirdig1 ifade edilmistir (Mercer vd.,
2004). Arttirllmis uyaran ortamina maruziyetin hipokampal norogeneze etkisiyle
ilgili bir ¢aligmada ise endojen PACAP’mn etkisi gen susturma yOntemiyle
degerlendirilmis, DG graniil hiicrelerinin proliferasyonuna olmasa da sagkalimlarina
katkida bulundugu ifade edilmistir (Ago vd., 2011). Bir baska g¢alismada fare
hipokampusunda parvalbuminerjik ara noronlarin optogenetik olarak aktivasyonu ile
nestin pozitif dnciiller sessiz doneme yénlendirilmis ancak VIP ve somatostatin
eksprese eden ara noronlarin nestin pozitif onciiller lizerine etkisi gosterilememistir
(Song vd., 2012). Yenidogan hayvanlardan elde edilen DG hiicrelerinin sagladigi
bulgular ile eriskin hayvanlardaki in-vivo bulgularin farklilig1 dikkat ¢ekmektedir. Bu
tez caligmasinin bulgularina gore, hipokampal DG bolgesinde DCX pozitif ndroblast
alanimin degerlendirilmesinde gruplar arasinda anlamli fark olusmamis, nestin
eksprese eden oOnciillere ise rastlanamamstir. VIP uygulamasi her iki toksin
modelinde de hipokampal DG bdlgesindeki noroblast yogunluguna katkida
bulunmamistir. Nestin pozitif onciillerin gézlenememesi, dokularin yaklasik bes
aylik hayvanlardan elde edilmis olmasindan kaynaklanabilir. VIP uygulamasinin ve
VIP eksprese eden ara noronlarm DG bolgesinde noérogeneze etkisi ve
mekanizmalarina dair, reseptor protein diizeyleri ve aktivasyonunu da igeren in-vivo

caligmalara ihtiyag¢ oldugu goriilmektedir.
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Nigrostriatal ~ dejenerasyon modellerinde hasara ugrayan bdlgelerde
norogenezin aktive olarak rejenerasyon saglama potansiyeli birgok arastirmanin ¢ikis
noktasidir. Proliferatif hiicreleri gdstermek lizere timidin analogu kullanilan bir
calismada, farelerde nigral dokuda bazi proliferatif hiicrelerin DCX pozitifligi de
gosterdigi bildirilmis, ancak bu ndronlarin matiir fenotip kazandig1 gosterilememis,
6-OHDA uygulamasi bu hiicrelerde sayica degisiklige yol agmamistir (Worlitzer vd.,
2013). Buna gore nigral DCX pozitif hiicrelerin SVZ ve DG progenitorlerine benzer
norogenez kapasitesi gosteremeyecekleri yorumlanarak; progenitér hiicre gociinde
bilinen rolii yaninda, néronal hiicresel plastisitede de 6nemi oldugundan, DCX’in
norogenez belirteci olarak degerlendirilmesinde dikkatli olunmasi Onerilmistir
(Worlitzer vd., 2013). Birgok baska c¢alismaya gore ise nigrada DCX pozitif
hiicrelere rastlanmamustir (Frielingsdorf vd., 2004; Kay & Blum, 2000; Klaissle vd.,
2012; B. Steiner vd., 2006; van Kampen & Eckman, 2006). MPTP modelinde
nigrada BrdU tutulumu gosteren hiicrelerin immatiir (DCX) veya matiir (NeuN)
noronal belirtegler yoniinden pozitiflik gostermedigi (Klaissle vd., 2012), striatal 6-
OHDA modelinde ve kontrol grubunda nigral BrdU hiicrelerin glial belirteg
gosterdikleri bildirilmistir (B. Steiner vd., 2006). Elde ettigimiz bulgulara gore de
nigrada DCX pozitif hiicrelere rastlanmamis, benzer sekilde nigral nestin pozitifligi

de izlenmemistir.

Striatal norogeneze yonelik olarak, cesitli iskemi modellerinde iskemik alanda
artmigs DCX pozitifligi bildirilmistir (Arvidsson vd., 2002; Lv vd., 2018; Magnusson
vd., 2014; Plane vd., 2008; Thored vd., 2006; Yamashita vd., 2006). Bu ¢alismalar,
iskemide ndroblast gogiiniin tetiklendigini gostermektedir. Ote yandan; glial yara
olusumunda astrositlerin nestin eksprese edebildikleri bilinmektedir (Frisén vd.,
1995; Lin vd., 1995; Wachter vd., 2010). Astrositlerin geriye dogru farklilasarak
(dediferansiyasyon) nestin eksprese ettikleri ileri siirtilmiistiir (Wachter vd., 2010). 6-
OHDA uygulanan hayvanlardan elde ettigimiz kesitlerde, stereotaksik uygulama
probunun gectigi hatta, probun madde gecisine izin veren porlarmin bulundugu
kisimda, DCX ve nestin pozitif alanin yogunlastigi, bu bolgenin NeuN negatif
oldugu dikkati c¢ekmistir. Bu degisiklikler glial yara dokusu ile uyumlu
goriinmektedir. Prob uygulama bélgesinde gozlemledigimiz hiicrelerin nérojenik

potansiyelinin degerlendirilmesi ileri ¢aligmalar1 gerektirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda néroprotektif, ndromodiilatér ve norotrofik etkileri bilinen
ViP’in, olusum mekanizmalar1 birbirinden farkli iki Parkinson modelinde
gerceklesen norogenez siirecine etkisi, belirtegler araciligiyla biitiinsel bir yaklagimla
degerlendirilmistir. Bu iki modelde noérogenez siireglerinin, Ozellikle go¢ eden
ndroblastlar baglaminda, farkli etkilenebilecegi goriilmiistiir. Yine, kronik VIP
uygulamasinin etkilerinin iki modelde birbirinden farkli oldugu anlasilmistir. VIP,
rotenon modelinde lokomotor aktiviteyi arttirmig; 6-OHDA modelinde ise noroblast
olusumunu tetiklemistir. Calismamiz iki farkli Parkinson modelinde VIP’in

norogeneze etkisini in-vivo olarak ilk kez ortaya koymustur.

VIiP¢in iki farkli Parkinson modelinde norogeneze olan etkinliginin farkli
olarak gozlenmesine neden olan fizyopatolojik mekanizmalarin neler oldugu ve
VIP’in bu mekanizmalar1 nasil degistirdigi; dahasi VIP etkisinin ortaya ¢ikisinda
ozellikle noral oOnciillerde reseptor etkilesimlerinin rolii gelecek ¢alismalarla

degerlendirilmeyi beklemektedir.
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