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OZET

Amag: Parkinson hastaligi (PH), dopaminerjik hasarin yani sira dopaminerjik olmayan
disfonksiyon ile iliskili motor ve motor olmayan semptomlarla karakterizedir.
Vortioksetin, potansiyel prokognitif etkileri olan multimodal serotonerjik bir
antidepresandir. Bu ¢alismada, rotenon ile indiikklenen PH sigan modelinde vortioksetinin
motor fonksiyonlar, uzaysal 6grenme ve bellek ile depresyon-benzeri davranislar

tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Yontem: Erkek Sprague-Dawley siganlara 28 giin boyunca rotenon (2 mg/kg/giin, s.c.)
ve/veya vortioksetin (10 mg/kg/giin, s.c.) uygulandi. Motor fonksiyonlar (rotarod,
katalepsi, agik alan), anhedoni (siikroz tercihi), anksiyete (ylkseltilmis art1 labirent) ve
uzaysal Ogrenme ve bellek yetenekleri (yeni nesne tanima, Morris’in su tanki)
degerlendirildi.  Striatum, prefrontal korteks ve  hipokampus dokularinda
immiinohistokimyasal (TH, a-siniiklein, pS129-a-siniiklein, cleaved kaspaz-3, TLR-2),
norokimyasal (dopamin, noradrenalin, serotonin, glutamin, L-glutamik asit) ve

biyokimyasal (TNF-a, IL-1p, IL-6, NFkB-p65) analizler gerceklestirildi.

Bulgular: Rotenon uygulamasi, anksiyete hari¢, motor ve biligsel disfonksiyonlar ile
anhedoniyi indiikledi, immiinohistokimyasal analizlerle gosterildigi gibi noéronal hasara
neden oldu. Ayrica, beyin dokularinda inflamatuvar yaniti bozdu ve nérotransmitter
seviyelerini degistirdi. Vortioksetin ile tedavi, bu parametrelerde bolge-spesifik etkiler
araciligiyla anlamli bir iyilesme sagladu. Ilging bir sekilde, vortioksetin ile kontrol grubuna
kiyasla sadece SNpc’de artmig TLR-2 ve azalmis TH immiinoreaktivitesi ile gosterildigi

gibi, bazal gangliyonlarda bir tiir disfonksiyonun tetiklendigi diisiiniilmektedir.

Sonu¢: Bu c¢alisma, vortioksetinin  rotenon ile indiikklenen PH modelinde
norodejenerasyonla iligkili motor ve bilissel bozukluklar {izerinde faydali etkileri
oldugunu gostermektedir. Bu yararli etkilerin altinda yatan olas1 mekanizmalar, TLR-2

inhibisyonunu ve vortioksetinin nérokimyasal restorasyonunu kapsamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, Toll-benzeri reseptorler, Norodejenerasyon,

Vortioksetin.



ABSTRACT

Objective: Parkinson's disease (PD) is characterized by motor and non-motor symptoms
associated with non-dopaminergic dysfunction as well as dopaminergic injury.
Vortioxetine is a multimodal serotonergic antidepressant with potential procognitive
effects. This study aimed to explore the effects of vortioxetine on motor functions, spatial
learning and memory, and depressive-like behavior in the rotenone-induced rat model of
PD.

Method: Male Sprague-Dawley rats were daily administered with the rotenone (2
mg/kg/day, s.c.) and/or vortioxetine (10 mg/kg/day, s.c.) for 28 days. Motor functions
(rotarod, catalepsy, open-field), anhedonia (sucrose preference), anxiety (elevated plus
maze), and spatial learning and memory abilities (novel object recognition and Morris
water maze) were evaluated. Immunohistochemical (TH, a-synuclein, pS129-a-synuclein,
cleaved caspase-3, TLR-2), neurochemical (dopamine, noradrenaline, serotonin,
glutamine, L-glutamic acid), and biochemical (TNF-a, IL-1pB, IL-6, NFxB-p65) analysis

are performed in the striatum, prefrontal cortex, and hippocampus tissues.

Results: Rotenone administration significantly induced motor and cognitive dysfunction
as well as depression-like behavior but not anxiety, caused neuronal damage as evidenced
by immunohistochemical analysis. It also impaired inflammatory response and affected
neurotransmitter levels in brain tissues. Treatment with vortioxetine produced a
significant improvement in these parameters through region-specific effects. Interestingly,
vortioxetine is thought to trigger a sort of dysfunction in basal ganglia as evidenced by
increased TLR-2 and decreased TH immunoreactivity only in SNpc compared to the

control group.

Conclusion: The present study indicates that vortioxetine has beneficial effects on motor
dysfunction as well as cognitive impairment associated with neurodegeneration in the
rotenone-induced PD model. Possible mechanisms underlying these beneficial effects

cover TLR-2 inhibition and neurochemical restoration of vortioxetine.

Keywords: Parkinson’s disease, Toll-like receptors, Neurodegeneration, \Vortioxetine.
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proinflamatuvar sitokinler ve NFxB-p65 seviyeleri lizerine

etkisi
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH); istirahat tremoru, rijidite ve bradikinezi gibi dopamin
eksikliginin klinik etkilerini yansitan klasik t¢lii motor belirti ile karakterize
norodejeneratif bir hareket hastaligi olarak tanimlanmaktadir (Schapira ve ark., 2017).
Ancak, motor olmayan belirtilerin prevalansindaki artisin fark edilmesi ile PH’deki
ndrodejeneratif ilerleyisten serotonerjik, kolinerjik ve noradrenerjik sistemler gibi diger
norotransmitter sistemlerin de etkilendigi goriisii giindeme gelmistir (Poewe ve ark.,
2017). En sik goriilen motor olmayan belirtiler arasinda yer alan biligsel disfonksiyon,
demans riskini ve mortaliteyi artirmasi nedeniyle PH’deki tedavisi, artan bir ilgi alani

haline gelmistir (Biundo ve ark., 2016).

Son yillarda yapilan arastirmalar a-siniiklein patolojisinin, ndroinflamasyon ile siki bir
sekilde iligkili oldugunu gostermektedir (Gustot ve ark., 2015). Calismalar, a-sintikleine
maruz kalan mikroglial hiicrelerin aktif hale geldigini ve proinflamatuvar sitokinler
salgilayarak noroinflamasyonu tetikledigini gostermektedir (La Vitola ve ark., 2018).
Mikroglial aktivasyona aracilik eden Toll-benzeri reseptdr (TLR)’ler a-siniiklein
tarafindan aktive edilerek inflamatuvar cevaplar tetikleyebilir (Kim ve ark., 2018). PH
hastalarimin substansiya nigra (SN) ve hipokampus dokularinda a-siniiklein patolojisi ile
iligkili reaktif mikroglianin varliginin yan1 sira TLR-2 ekspresyonunda da kontrol
gruplarina kiyasla artig olmast TLR-2’nin hastaligin progresyonunda 6nemli bir role sahip
oldugu diisiindiirmektedir (Doorn ve ark., 2014). Dolayisiyla, TLR-2-spesifik yolaklara
etki eden ilaglarin bulunmasi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi, bu yolagi bloke

edebilecek terapdtik yaklagimlart giindeme getirebilir.

PH’deki biligsel bozuklugun tedavisini spesifik olarak hedefleyen farmakolojik tedavi
seceneginin bulunmamasi, PH’deki bilissel disfonksiyonu aktif bir aragtirma alan1 haline
getirmistir (Weil ve ark.,, 2018). Bu konuda yapilan ¢alismalarin ¢ogu, farkl
norotransmitter sistemlerini etkileyen farmakolojik ilaglara odaklanmis durumdadir
(Sauerbier ve ark., 2017). Ilging bir sekilde, Deneysel PH modellerinde antidepresanlarin
norodejenerasyonu azalttigi, motor fonksiyonlarda iyilesme sagladigi, striatal dopamin

seviyelerini artirdiginin gosterilmesi, PH tedavisinde kullanilan antidepresanlarin yararl
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etkileri olabilecegini gostermektedir (Kandil ve ark., 2016; Sharma ve ark., 2016; Shadfar
ve ark., 2018).

Vortioksetin, serotonin (5-HT) 5-HT3s, 5-HT7 ve 5-HT1p reseptorii antagonisti, 5-HT1g
reseptOrii parsiyel agonisti, 5-HT1a reseptorii agonisti, ayn1 zamanda serotonin tasiyicisi
(SERT) inhibitorii multimodal bir antidepresandir (Sanchez ve ark., 2015). Vortioksetinin
bilissel fonksiyonlar iizerindeki etkisinin altinda yatan kesin mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamis olsa da norotransmitter sistemleri tizerindeki etkilerinin yani sira olasi
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklerinin bu etkilerine aracilik ettigini ileri siiren
hipotezler bulunmaktadir (Mork ve ark., 2013; Pehrson ve ark., 2013; Talmon ve ark.,
2018). Ancak, literatiirde vortioksetinin PH’deki depresyonda kullanimi sirasinda hem
motor belirtiler hem de depresyon ve biligsel disfonksiyon gibi motor olmayan belirtiler

tizerindeki etkinligi ve etki mekanizmalari ile ilgili calismalara rastlanmamistir.

Bu tez projesinde, rotenon (2 mg/kg/giin, s.c., 28 giin) ile Sprague Dawley sicanlarda
indiiklenen PH modelinde vortioksetin tedavisinin (10 mg/kg, s.c., 28 giin)
norodejenerasyon, motor fonksiyonlar, bilissel fonksiyonlar ve depresyon-benzeri
davraniglar {izerine olan etkilerinin arastirilmasi: amaglanmigtir. Bu amag dogrultusunda
(1) davranis testleriyle motor fonksiyonlar (rotarod, Katalepsi ve agik alan testi), bilissel
fonksiyonlar (yeni obje tanima testi ve Morris’in Su tanki), antidepresan-benzeri etki
(siikroz tercihi testi) ve anksiyete (ylikseltilmis art1 labirent testi) davranislari, (2) SN,
striatum, prefrontal korteks (PFK) ve hipokampus dokularinda patolojiyi
degerlendirebilmek i¢in immiinohistokimyasal analizlerle tirozin hidroksilaz (TH), a-
siniiklein, serin 129 bolgesinde fosforile olmus a-sintiklein (pS129-a-siniiklein), cleaved
kaspaz-3 ve TLR-2 ekspresyonlari, (3) biyokimyasal analizlerle striatum, PFK ve
hipokampus dokularinda nérotransmitter seviyeleri (dopamin, serotonin, noradrenalin,
glutamin ve L-glutamik asit) ve inflamasyon belirtegleri (TNF-a, IL-1p, IL-6, NFxB-p65)
analiz edilmistir. Bu c¢alisma ile deneysel bir PH modelinde vortioksetinin
norodejenerasyon, motor fonksiyonlar, biligsel fonksiyonlar ve depresyon tizerindeki
etkileri ilk kez in vivo olarak arastirilmis ve vortioksetinin, PH’de goriilen en 6nemli non-
motor bulgulardan olan biligsel disfonksiyon ve depresyonun tedavisindeki terapotik

potansiyeli ile ilgili 6nemli preklinik veriler literatiire kazandirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahgi

2.1.1. Parkinson Hastahi@inin Tarihgesi

PH, bati tip literatiirine MS 175 yilinda Galen’in ‘’titremeli felg’” tanimlamasi ile
girmistir (Kalita ve Misra, 2018). 17. ve 18. yy’larda, Sylvius de la Boe, Boissier de
Sauvages ve Juncker gibi bilim adamlarinin tremor ile ilgili tanimlamalar1 James
Parkinson’a 151k tutmus ve PH, 1817 yilinda, Ingiliz Doktor James William Keys
Parkinson tarafindan yazilan ’An Essay on the Shaking Palsy (Titremeli Felg Uzerine Bir
Deneme)’’ adl eserle birlikte modern halini alip klinik olarak farkli bir hareket hastalig1

olarak tanimlanmistir (Raudino, 2012).

James Parkinson’un modern tanimlamasindan yaklasik altmis y1l sonra, Fransiz nérolog
Jean Martin Charcot, PH’deki titremeyi, multipl skleroz hastalarinda yalnizca aktivite
esnasinda goriilen kinetik titremeden ayirip bu hastaligi “’Parkinson’’ hastaligi olarak
isimlendirmistir (Lewis, 2012). 1899 yilinda Eduoard Brissaud, substantia nigra pars
kompakta (SNpc)’nmin PH'den etkilenen bolge olabilecegini ileri siirmiis, bundan 20 yil
sonra, Trétiakof, SNpc’de ndromelanin pigmenti i¢ceren ndronlarda biiyiik bir kayip
oldugunu ve sitoplazmada ileride Friedrich Lewy tarafindan *’Lewy cisimcikleri’’ olarak
adlandirilacak inkliizyon cisimlerinin varligin1 gézlemlemistir (Del Rey ve ark., 2018).
1957 yilinda Arvid Carlsson, kendisine fizyoloji ve tip alaninda nobel 6diilii kazandiran
kesfiyle, dopaminin yalnizca noradrenalinin prekiirsorii degil, bir ndrotransmitter
oldugunu ve rezerpin kullanilarak dopamin depolar1 bosaltilmis hayvanlarda levodopa (L-
DOPA) tedavisinin PH belirtilerini hafiflettigini gostermistir (Yeragani ve ark., 2010).
1959 yilinda Oleh Hornykiewicz ve Herbert Ehringer, yaptiklari ¢aligmalarla PH’nin
patofizyolojisinde striatum ve SNpc’de dopamin eksikliginin yer aldigini1 ortaya
cikarmistir (Hornykiewicz, 2006). Bu sonuglar 1960 yilinda yayinlandiktan sonra PH’ nin
mekanizmalari, nedenleri ve tedavilerine yonelik daha ileri arastirmalarin 6nii agilmis ve
o zamandan beri ‘altin standart’ olan L-DOPA, 1967 yilinda semptomlarin tedavisi i¢in

ilk etkin ilag tedavisi olarak yerini almistir (Hornykiewicz, 2017).



1983 yilinda Langston ark.,, 1-metil-4-fenill,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP)
maruziyetinden sonra akut parkinsonizm gelistigini bildirmesiyle in vitro ve in vivo PH
modellerinin 6nii agilmistir (Langston, 2017). 1998 yilinda genetik analiz tekniklerindeki
ilerlemelerle birlikte PH’nin genetik bilesenleri saptanmis ve a-Siniiklein proteininin
Lewy cisimciklerinin ana bileseni oldugu ortaya ¢ikmistir (Baba ve ark., 1998). 2003
yilinda Heiko Braak, hastaligin beyin sapindan baslayip kortekse yayildigina dair alt1
basamakli patolojik bir evreleme teorisi gelistirmistir (Braak ve ark., 2003). Giiniimiizde,
genetik temelli hayvan modelleri ve hiicresel modeller, hastaligi modiile edebilecek
terapotik stratejilerin gelistirilmesi igin benzersiz firsatlar sunmaktadir (Del Rey ve ark.,
2018). Ayrica bagirsak mikrobiyotasindaki degisikliklerle hastaligin patofizyolojisi
arasinda kurulan yeni baglantilar, PH etiyolojisini aydinlatabilmek i¢in yeni arastirma

alanlar1 agmaktadir (Scheperjans ve ark., 2018).

2.1.2. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi ve Klinik Ozellikleri

PH’nin prevalansinin genellikle 100.000 kiside 100 ile 200 arasinda degistigi kabul
edilmektedir ve yillik insidansin 15/100.000 oldugu diisiiniilmektedir (Tysnes ve
Storstein, 2017). PH’nin siklig1 ileri yaslarda, erkeklerde, diisiik sosyoekonomik duruma
sahip popiilasyonlarda ve Avrupa popiilasyonlarinda daha fazladir (Van Den Eeden ve
ark., 2003; Lix ve ark., 2010). Tirkiye’de yapilan kiiciik Ol¢ekli ¢aligmalar, PH
prevalansini 111-149/100.000 arasinda tahmin ederken (Torun ve ark., 1995; Bolayir ve
ark., 2002; Ozbek ve ark., 2009), Durmus ve ark.’lar1 tarafindan yapilan Tiirkiye'de PH
prevalansini belirlemeye yonelik ilk biiylik popiilasyon tabanli ¢calismada, PH prevalansi

Avrupa lilkelerinden biraz daha diisiik, 202/100.000, bulunmustur (Durmus ve ark., 2015).

PH; istirahat tremoru, rijidite (kaslarda sertlik), bradikinezi (hareketlerde yavaslama) ve
postural instabilite (viicudun durus seklinde bozukluk) gibi dopamin eksikliginin klinik
etkilerini yansitan dort ana motor belirti ile karakterize ndrodejeneratif bir hareket
hastalig1 olarak tanimlanmaktadir (Jankovic, 2008). Bununla birlikte, hastaligin erken
evrelerinde ortaya ¢ikan ve hastanin yasam kalitesini nemli 6l¢iide bozan motor olmayan
semptomlar da hastalia eslik etmekte ve spesifik tedavi stratejilerine ihtiyag
duyulmaktadir (Massano ve Bhatia, 2012). Hastaligin teshisi dopamin eksikliginin klinik

etkilerine dayanmasina ragmen, PH giinlimiizde artik yalnizca motor sistem ile iliskili bir
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hastaliktan ziyade serotonerjik, noradrenerjik ve kolinerjik devreler gibi diger
norotransmitter sistemlerini igeren heterojen bir multisistem bozuklugu olarak kabul
edilmektedir (Aarsland ve ark., 2017). Ayrica Lewy cisimciklerinin de SNpc’nin yani sira
lokus seruleus (LC), beyin sapmin retikiiler g¢ekirdekleri ve vagusun dorsal motor
cekirdegi ve ayrica Meynert'in bazal c¢ekirdegi, amigdala ve hipokampusun cornu

ammonis (CA) 2 alani gibi diger ¢ekirdeklerde bulundugu da gosterilmistir (Ferrer, 2011).

2.1.3. Parkinson Hastahginin Norobiyolojisi

PH’nin karakteristik Ozellikleri, SNpc’de noromelanin pigmenti igeren noéronlarda
meydana gelen ndron kaybi ve yaygin hiicre i¢i protein (a-siniiklein) birikimi ile meydana
gelen yuvarlak, hiyalin néronal sitoplazmik inkliizyonlarin (Lewy cisimcikleri) varligidir
(Ferrer, 2011; Poewe ve ark., 2017). Her ne kadar SNpc’deki dopaminerjik noron kaybi
veya noronlarda o-siniiklein birikimi sadece PH’ye 6zgii olmasa da, bu iki ana
noropatolojinin birlikte goriilmesi idiyopatik PH’nin kesin teshisinin konulmasini saglar

(Poewe ve ark., 2017).

PH’nin motor semptomlart bazal gangliyonlar (BG) olarak adlandirilan beyin
bolgesindeki noéronlarin dejenerasyonu ile iliskilidir (Cha ve ark., 2015). Buradaki
noronlar yiirime gibi istemli motor hareketlerden ve cesitli emosyonel ve biligsel
fonksiyonlardan sorumludur (Cha ve ark., 2015). BG, bazal telensefalonda bulunur ve
birbirine bagli bes g¢ekirdekten olusur (Sekil 2.1): Kaudat ¢ekirdek, putamen, globus
pallidus (GP), SN ve subtalamik ¢ekirdek (Blandini ve ark., 2000). Kaudat ¢ekirdek ve
putamen internal kapsiille kismen ayrilmis olsa da anatomik ve fonksiyonel 6zellikler
acisindan benzer hiicre kopriileri bu iki ¢ekirdegi birbirine baglar ve bu iki yap1 birlikte
genel olarak striatum olarak adlandirilir (Blandini ve ark., 2000). Striatum, kortikal ve
talamik inputlar i¢cin BG’nin ana girisidir ve ana olarak kortikal, talamik ve nigral
kaynaklardan gelen bilgiler bu input g¢ekirdekten output cekirdeklere (Gpi ve SNpr)
taginir. Output ¢ekirdekler de bu bilgileri talamusa iletir (Galvan ve Wichmann, 2008).



Sekil 2.1. Bazal gangliyonlar.

Maymun beyninin parasagittal kesiti. Ac: Anterior komissiir, Acb: Akumbens niikleus, CN: Kaudat niikleus,
GPe: Globus pallidus eksternal, GPi: Globus pallidus internal, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta,
SNpr: Substansiya nigra pars retikiilata, STN: Subtalamik ¢ekirdek, Put: Putamen. (Lanciego ve ark., 2012).

Motor korteks ve BG arasinda direkt ve indirekt olmak {izere iki ana yolak vardir (Bartels
ve Leenders, 2009) (Sekil 2.2). Direkt yolak, hareketin olusmasinda 6nemli bir rol
tistlenirken, indirekt yolak ise istenmeyen hareketin engellenmesinde gorevlidir (Bartels
ve Leenders, 2009). Striatumdan kalkan direkt yolaktaki Gama aminobiitirik asit
(GABA)-erjik noronlar, Globus pallidus internal (GPi) ile inhibitor projeksiyonlar yapar
ve GPi aktivitesini inhibe ederek GPi’nin talamus tlizerindeki inhibitor etkisinin ortadan
kalkmasina yol agarak talamusu daha aktif hale getirir (Blandini ve ark., 2000; Bartels ve
Leenders, 2009). Aktiflesmis talamus ise motor kortekse siirekli olarak gonderdigi
eksitator sinyaller araciligiyla kaslara ‘harekete ge¢’ mesajin1 gondermis olur (Bartels ve
Leenders, 2009). Striatumdan kalkan indirekt yolak ise subtalamik ¢ekirdege GABAerjik
projeksiyonlar gonderen globus pallidus eksternal (GPe) ile inhibitér projeksiyonlar yapar
ve onun aktivitesini inhibe eder; boylece GPe, subtalamik c¢ekirdek ile iletisim kuramaz
ve subtalamik ¢ekirdek daha aktif hale gelir (Blandini ve ark., 2000; Bartels ve Leenders,
2009). Aktif hale gelmis subtalamik ¢ekirdek, GPi’ye eksitator sinyaller gonderir ve
bunun neticesinde GPi’nin talamus tizerindeki inhibitor etkisi daha da artarak hareketi
baskilar (Bartels ve Leenders, 2009). PH’de SNpc kisminda striatuma projeksiyon yapan
(nigrostriatal) ve istemli motor hareketleri diizenleyen dopaminerjik noronlarda ilerleyici
bir dejenerasyon meydana gelir (Andersen ve ark., 2017). PH belirtilerinin en hafif oldugu

hastalarda bile SNpc’deki dopaminerjik noronlarin kayb1 %60 civarindadir, bu nedenle



norodejenarasyonun erken doneminde PH tanist koymak miimkiin olmamaktadir
(Andersen ve ark., 2017). Dopamin, direkt yolaktaki striatal ndronlar iizerinde Di
reseptorleri aracili eksitator etkiler gosterirken indirekt yolaktaki striatal hiicreler iizerinde
D2 reseptorleri aracili inhibitor etkiye sahiptir. Baska bir deyisle, motor aktiviteyi artiran
direkt yolak dopamin tarafindan ateslenirken, motor aktiviteyi azaltan indirekt yolak ise
yine dopamin tarafindan inhibe edilir (Obeso ve ark., 2002).
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Sekil 2.2. Bazal gangliyonlarin saglikli ve Parkinsonlu bireylerdeki sematik diyagrami.

Striatum ve GPi arasindaki direkt yolak inhibitor GABA norotransmitterini kullanirken GPe ve subtalamik
¢ekirdek aracili inhibitor yolakta iki tane GABAerjik ve bir tane glutamaterjik projeksiyon bulunmaktadir.
Parkinson hastaliginda direkt ve indirekt yolaklar arasindaki denge indirekt yolak lehine kaymakta ve
kirmizi ile gosterilen indirekt yolaga ait yapilar aktif hale gegmektedir. ACh: Asetilkolin, Glu: Glutamat,
GPe: Globus pallidus eksternal, GPi: Globus pallidus internal, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta,
SNpr: Substansiya nigra pars retikiilata, STN: Subtalamik ¢ekirdek, VA:Ventral anterior, VL:Ventral
lateral. (Standaert ve Roberson, 2018)’den uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.

2.2. Parkinson Hastahiginda Motor Olmayan Semptomlar
PH’de klasik olarak dopaminerjik néronlarin %60-70’1 apoptozise ugradiktan sonra ortaya
¢ikan motor belirtiler ile teshis konulmasina ragmen, “premotor déonem” kavrami giderek
daha fazla kullanilmaktadir. Koku alma bozuklugu, uyku anormallikleri, kardiyak
sempatik denervasyon, kabizlik, depresyon, agr1 ve biligsel bozukluklarin PH nin motor
belirtilerinin baslangicindan once gelebilecegine dair artan kanitlar bulunmaktadir
(Poewe, 2008; Obeso ve ark., 2010). Bu motor olmayan bulgular, hastalik ilerledikge
baskin hale gelebilir ve hastalik yiikiinii motor bulgulardan daha fazla artirabilir (Marinus
ve ark., 2018). Her ne kadar, PH’nin bir pargasi olarak motor olmayan bulgularin son
birka¢ on yilda kesfedildigi diisiiniilityorsa da bundan 200 y1l 6nce James Parkinson’un
klasik tezi ‘’An Essay on Shaking Palsy’’de uyku bozukluklari, otonomik disfonksiyon,
7



biligsel ve noropsikiyatrik sorunlar gibi temel motor olmayan semptomlarin zaten
tanimlanmis oldugu goriilmektedir (Todorova ve ark., 2014; Pfeiffer, 2016). Motor
olmayan bulgular, PH hastalarinda olduk¢a yaygindir. PH tanisi alan hastalarin hemen
hepsinde en az bir motor olmayan semptom bildirildigi gosterilmistir (Kim ve ark.,

2013b). PH’de en sik goriilen motor olmayan bulgular Sekil 2.3’te gosterilmistir.

89,3

7.9 802 80,9 Sl Sl
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Sekil 2.3. Parkinson hastaliginda en sik goriilen motor olmayan bulgularin dagilimi.
Veriler (Kim ve ark., 2013)’ten uyarlanarak % olarak gosterilmistir.

PH'nin altinda yatan ndropatolojinin, LC, dorsal vagal ¢ekirdek, rafe c¢ekirdegi,
hipotalamus, olfaktor tiiberkiil ve limbik korteks ile neokorteks gibi motor kontrolde
dogrudan yer almayan alanlar dahil olmak {izere dopaminerjik nigrostriatal sistemin
disindaki bir¢ok beyin alanma yayildig:r bilinmektedir (Poewe, 2008). Dejeneratif
siireclerin nigrostriatal sisteme ve diger beyin bolgelerine nasil zarar verdigi tam olarak
bilinmemekle birlikte Braak ve ark.’lar1, yapmis olduklari kategorilendirme ile dejeneratif
slirecin beyin sapindan bagladigini varsaymistir (Sekil 2.4) (Braak ve ark., 2003). Bu
kategorilendirmeye gore ilk etkilenen yapi olfaktor bulbustur. Ardindan otonom
fonksiyonlar1 ve uykuyu etkileyen alt beyin sap1 etkilenir. Daha sonra, orta beyindeki SN
ve diger cekirdekler etkilenir, bdylece PH'nin tipik motor semptomlar1 ortaya ¢ikar. En
sonunda, limbik sistem ve frontal neokorteks dejenerasyonu, ileri PH asamalarinda

goriilen biligsel ve psikiyatrik semptomlarla sonuglanir (Hou ve Lai, 2007).



Glinimtizde PH’nin artik yalnizca dopaminerjik bir hastalik olmadigi, o6zellikle
serotonerjik sistem gibi diger nérotransmitter sistemlerindeki dejenerasyonu da kapsayan
daha yaygin bir patoloji oldugu bilinmektedir (Politis ve Loane, 2011). Dorsal rafe
cekirdeklerinde yer alan ve psiko-duygusal ve biligsel islevlerin kontroliinde yer aldig1
bilinen serotonerjik néronlardan esas olarak striatuma, ayn1 zamanda frontal kortekse ve
limbik sisteme giden projeksiyonlarda meydana gelen dejenerasyonun, PH’li hastalarda
duygudurum bozukluklar1 (depresyon ve anksiyete) ve bilissel bozukluklar gibi motor
olmayan semptomlarla iliskili olabilecegi gosterilmistir (Politis ve Loane, 2011; Ohno ve

ark., 2015).

Braak 1. ve 2. Braak 3. ve 4. Braak 5. ve 6.
derece derece derece
Otonomik ve Uyku ve motor Duygusal ve
olfaktor bozukluklar bozukluklar biligsel bozukluklar

Olfaktor bulbus
araciligiyla Pre-motor Motor

semptomlar  semptomlar

_ s @ Beyin sap1 Lewy cis
Vagus siniri aracihigiyla ® Kortikal Lewy cisimeikleri

Sekil 2.4. Parkinson hastaliginda Braak evrelemesi
Sekil, (Halliday ve ark.2011)’den uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.

2.2.1. Depresyon

PH hastalarmin depresyon gelistirme olasiligi, saglikli kontrollere kiyasla iki kat daha
fazladir ve depresyon semptomlarinin PH teshisi konmadan yillar 6nce ortaya ¢ikabildigi
bilinmektedir (Marinus ve ark., 2018). 2016 yilinda yapilan bir meta-analizde, PH
hastalarinda major depresyon prevalansinin ortalama %23 oldugu bildirilmistir (Goodarzi
ve ark., 2016). PH hastalarinda depresyon tanisi koymak 6zellikle zordur, ¢linkii kilo
kaybi, uykusuzluk, psikomotor gerileme ve yorgunluk gibi depresyonun baz1 belirtileri,

PH’nin birincil semptomlariyla veya PH tedavisinde kullanilan ilaglarin yan etkileriyle

9



karigabilmektedir (Marinus ve ark., 2018). Premotor dénemde olusan depresyona ek
olarak, motor semptomlarin yasam Kkalitesini azaltmasi, hastalarda depresif
duygudurumun daha da artmasina neden olmaktadir (Muller, 2012). Depresyonun apati,
anksiyete ve panik atak gibi semptomlar1 PH’nin sadece erken evrelerinde degil, aym

zamanda ilerleyen donemlerinde de siklikla goriilmektedir (Muller, 2012).

PH’de lezyonlarin SNpc’deki dopaminerjik sistemin yani sira duygudurum ve odiil
sistemlerinin diizenlenmesinden sorumlu olan noradrenerjik ve serotonerjik sistemlere
kadar ulastig1 bilinmektedir (Marsh, 2013). Braak’in evrelemesine gore PH’de bazal orta
beyindeki dopaminerjik noronlarin tutulumundan 6nce serotonerjik rafe ¢ekirdegi ve
noradrenerjik LC gibi depresyonda rol oynayan beyin sapi bolgelerinde Lewy
cisimciklerinin birikmesi, PH'de presemptomatik evrelerde meydana gelen depresyon ve
anksiyete olusumunu agiklayabilir (Gallagher ve Schrag, 2012; Politis ve Niccolini,
2015). PH'de motor semptomlarin baslangicindan 6nce dopaminerjik néronlarin %50-
80'inin kayboldugu iyi bilinmektedir. Hakim olan goriise gore, motor sistemde
semptomlarin ortaya ¢ikis siiresini geciktiren kompansatuvar mekanizmalar afektif
sistemlerde olmadig1 i¢in, depresyon ve anksiyete gibi semptomlar motor semptomlardan

once ortaya ¢ikmaktadir (Ryan ve ark., 2019).

Yiiksek proinflamatuvar sitokin diizeylerinin daha ciddi depresyon belirtileri ile iliskili
bulunmast (Lindgvist ve ark., 2012), depresif bozukluklarin PH hastalarinda yiiksek
prevalansa sahip olmasi (Reijnders ve ark., 2008) ve asir1 a-siniiklein ekspresyonu ile
indiiklenen PH hayvan modellerinde depresyon belirtilerinin de hastaliga eslik etmesi
(Caudal ve ark., 2015), PH'deki depresyonun, motor ve bilissel bozukluklar ile ortak bir
immiin-aracili ndrodejeneratif siiregten kaynaklanabilecegi hipotezini ortaya koymaktadir

(Rocha ve ark., 2015).

2.2.2. Bilissel Disfonksiyon

PH hastalarinda, hastaligin erken asamalarindan itibaren goriilen hafif diizeydeki bilissel
bozukluklarin %36’lara ulasabildigi, PH tanisindan 20 y1l sonra ise hastalarin %80'inden
fazlasinda demans gelistigi gosterilmistir (Hely ve ark., 2008). Hastaligin tipik seyri, hafif

biligsel bozukluk evresi boyunca biligsel becerilerin kademeli olarak bozulmasi ve
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sonunda PH demansina ilerlemesidir (Marinus ve ark., 2018). PH hastalarinin demans

gelistirme olasiliginin, saglikli kontrollere gore 2-6 kat daha fazla oldugu bilinmektedir

(Aarsland ve Kurz, 2010).

PH hastalarinda bilissel bozukluklar siklikla depresyon gibi diger motor olmayan
semptomlarla birlikte goriilmekte, depresyon bilissel bozuklugu artirirken ayn1 zamanda
bilissel bozukluk da depresyon bulgularini artirmaktadir (Ohno ve ark., 2015). Hafif,
genellikle de klinik olarak asemptomatik olan bilissel bozukluk, erken PH'nin yaygin,
ancak yeterince taninmayan bir bilesenidir ve dopamin bagimli frontostriatal bir bozukluk
olarak kabul edilir (Schapira ve ark., 2017). Ancak, PH’de ortak bir néropatogenezi
paylastig1 diisiiniilen depresyon ve biligsel disfonksiyonda, klasik nigrostriatal a-siniiklein
patolojisine ve dopaminerjik néron kaybina ek olarak, farkli ndrotransmitter sistemlerinde
degisiklikler meydana geldigi bilinmektedir (Simuni ve Sethi, 2008; Aarsland ve ark.,
2017). Braak’in evrelendirmesinde yer alan entorinal korteks ve hipokampusta meydana
gelen norodejenerasyonun, prefrontal korteks (PFK)’e gelen veri akisinin bozulmasina
neden olarak bellek performansinda azalmaya ve biligsel disfonksiyona yol actig1 da
bilinmektedir (Braak ve ark., 2004). Ogrenme ve bellek ile iliskili fonksiyonlarin ana
olarak kolinerjik veya glutamaterjik sistemler tarafindan kontrol edildigi kabul gorse de
5-HT’nin ve 5-HT reseptorlerinin de dopamin ve glutamat gibi farkli nérotransmitter
sistemleriyle etkileserek Ogrenme ve bellekte 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir

(Meneses, 2015).

PH’de yapilan postmortem c¢alismalarda serotonerjik ndronlarin dejenere oldugu,
hipotalamus, korteks ve kaudat ¢ekirdekte dopamin kadar olmasa da 5-HT igeriginin de
azaldigi, 5-HT tastyicilart ve ¢esitli 5-HT reseptor alt tiplerinin aktivitelerinde
degisiklikler oldugu gosterilmistir (Kerenyi ve ark., 2003; Fox ve ark., 2009; Schapira ve
ark., 2017). Her ne kadar serotonerjik disfonksiyonun genel popiilasyonda depresyon ile
iliskili oldugu biliniyor olsa da 5-HT norotransmitter sisteminde meydana gelen

degisikliklerin PH'deki roliine iligkin bulgular heniiz net degildir (Schapira ve ark., 2017).

PH’deki biligsel bozukluklar ana olarak frontal lob hastalarininkine benzeyen bir fenotiple

sonuglanan, ana olarak yiiriitiicii islev bozukluklari, gorsel uzamsal yetilerin bozulmasi ve
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bellekte meydana gelen bozulmalarla karakterizedir (Solari ve ark., 2013). Fonksiyonel
goriintiileme teknikleri baz alinarak yapilan klinik caligmalar, biligsel semptomlarin
yalnizca SNpc’deki dopaminerjik ndronlarin 6limi ile degil, ayn1 zamanda PFK,
hipokampus ve amigdala gibi diger beyin bdlgeleriyle de iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Solari ve ark., 2013). Ayrica, PH’de bu beyin bolgelerinde proinflamatuvar
tipte aktif olan mikroglianin artis gosterdiginin kanitlanmasi, tipki depresyonda oldugu
gibi, noroinflamatuvar siirecin PH'deki biligsel disfonksiyon i¢in de onemli oldugunu

ortaya koymaktadir (Imamura ve ark., 2003).

2.3. Ogrenme ve Bellek

Gecgmis deneyimi bilingli ve kasithi olarak hatirlama yetenegimiz olarak tanimlanabilen
“bellek’” (Mulligan, 2003), ii¢ ana baslik altinda ele alinabilir (Sekil 2.5) (Camina ve
Giell, 2017):

1. Duyusal bellek: Cevremizdeki diinyadan gelen bilgiler duyusal bellek tarafindan

depolanmaya baslar ve bu bilginin gelecekte erisilebilir olmasint miimkiin kilar.

2. Kisa siireli bellek: Bireyin kisa siirede isledigi bilgileri ifade eder. Calisma bellegi bu

islemi gerceklestirir.

3. Uzun siireli bellek: Bilgileri uzun siire saklamamiza izin verir. Bu bilgiler bilingli olarak

(eksplisit) veya bilingsiz olarak (implisit) alinabilir.

Onceki deneyimlerin bilingli olarak hatirlanmasi deklaratif (eksplisit) bellek olarak,
bilingsiz olarak hatirlanmasi refleksif veya non-deklaratif (implisit) bellek olarak ifade
edilir (Spataro ve ark., 2017). Eksplisit bellek, canli, kolay erisilebilir, duygusal olarak
etiketlenmis bilgileri kodlamak i¢in amigdala, hipokampus ve diger beyin yapilar ile;
implisit bellek, BG, motor korteks ve serebellum ile iliskilidir (Watson ve Leverenz,
2010). Semantik (anlamsal) bellek, kisinin O6grendigi genel bilgileri ifade ederken
deklaratif bellegin alt bilesenlerinden epizodik bellek, bilgi ve ger¢eklerin hatirlanmasi ile
ilgilenir (Das ve ark., 2019). Epizodik bellek, bir olayin mekansal ve zamansal yonlerinin
ayrintilarini igerir, yani bir olayim ‘’nerede’’ oldugu ve olayin ’ne’’ oldugu hatirlamamizi

saglar (Das ve ark., 2019).
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Ogrenme ve bellek siirecinde gerekli dort asama vardir: kodlama (bilginin ilk defa
Ogrenilmesi), depolama (bilgilerin zaman i¢inde korunmasi), birlestirme (olusturulduktan
sonra bellegin korunmasi) ve bilginin geri cagrilmasi (gerektiginde bilgiye erisme
yetenegi, hatirlama) (Markowitsch, 2013). PH'li kisilerin bu epizodik bellek asamalarinin
her birinin (kodlama, konsolidasyon, depolama ve geri alma) yani sira ¢alisma bellegi gibi

diger bellek bigimlerinde de eksiklikler yasayabilecegi gosterilmistir (Das ve ark., 2019).

| BELLEK |

——
DUYUSAL BELLEK KISA SURELI BELLEK | UZUN SURELI BELLEK
(Calisma Bellegi)

DEKLARATIF NON-DEKLARATIF
(explisit) BELLEK (implisit) BELLEK

EPiZODIK BELLEK || SEMANTIK BELLEK
asamalar — |

Kodlama " Depolama " Birlestirme " Geri Cagirma |

| Asinalik || Hatirlama |
l_r_)

Sekil 2.5. Bellek siiflandirmasi ve Parkinson hastaliginda ana olarak bozulan bellek tiirleri (kirmizi).
(Das ve ark., 2019) kaynak alinarak uyarlanmistir.

2.3.1. Hipokampus

Karmasik epizodik bellek siiregleri, medial temporal lobda yer alan hipokampus adi
verilen kiiciik bir denizati seklindeki beyin yapisinda gerceklesir (Das ve ark., 2019).
Hipokampus, CA1, CA2, CA3 ve CA4, dentat girus (DG) ve subikulum adi verilen alt
alanlardan olusur (Das ve ark., 2019). Entorinal korteksten veya CA3 bdlgesinden bilgileri
alan ve isleyen CA1 bélgesi noronlari, uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda rol
alir. CA3 bolgesi, Schaffer kollateral lifleri araciligr ile CA1 bolgesiyle baglantilidir. CA1
bolgesi ise subikulum, entorinal korteks ve PFK’ye projeksiyonlar yapar (izci ve Erbas,
2015) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Hipokampal trisinaptik devre. Entorinal korteks (EK)’ten gelen uyarilar glutamaterjik eksitator
sinaptik baglantilarla Dentat girus (DG) graniiler hiicreleri dendritlerine yayilir (perforan yol). Trisinaptik
halkanin ikinci yolu DG’nin CA3 ile yaptig1 sinaptik baglantidir. DG graniiler hiicrelerinin aksonlart,
CA3’teki piramidal hiicrelerle yosunsu lifler araciligiyla seyrek fakat giiclii baglantilar yapar. CA3
piramidal noronlarindan Schaffer kollateralleri ile CA1l piramidal néronlarmin dentritlerine yayilim ile
trisinaptik yol tamamlanir. Sekil, (Brandalise, 2016)’dan alinarak Tiirkcelestirilmistir.

Hipokampus; yer, izgara, smir ve zaman hiicreleri gibi fonksiyonel olarak 6zellesmis
hiicre tipleri sayesinde biiylik miktarlardaki uzaysal bilginin hizli bir sekilde islenmesini
saglar (Moser ve ark., 2015). Genellikle CA3 ve CA1 bolgelerinde bulunan konum
hiicreleri, spesifik konumlara gelindiginde aktive olur. Izgara hiicreler, beyinde bir
koordinat sistemi olusturarak eksiksiz bir yol bulma ve konumlandirma saglar. Sinir
hiicreleri, ¢evreye ait bolgede bir sinira (duvar veya esik gibi) gelince aktive olur. Zaman
hiicreleri ise gecmis olaylarin zamanlamasi hakkindaki bilgileri tasir (Izci ve Erbas, 2015).
Hipokampusun gorsel uyarilar1 kaydetmesi ve uzaysal konumlamayi saglayabilmesi i¢in
konum hiicreleri ve zaman hiicrelerinin uyumlu ¢alismasi gerekir (Izci ve Erbas, 2015).
Hayvanlarda epizodik-benzeri bellek, “’ne’’, “’nerede’” ve ‘’ne zaman’’ bilesenlerinin
entegrasyonunu gerektirir (Deshmukh ve Knierim, 2011). Hipokampusun medial
entorinal korteks (MEK) ve lateral entorinal korteks (LEK) olmak tizere iki ana kortikal
girdisi vardir (Deshmukh ve Knierim, 2011). Izgara ve sinir hiicreleri ile MEK,
hipokampusa spesifik uzamsal bilgileri iletir, LEK’deki néronlar ise anatomik olarak,
nesneleri tanimadan sorumlu bolgelerle iletisim halindedir (Deshmukh ve Knierim, 2011).
Bagka bir deyisle, MEK, "nerede" sousuna cevap verir ve uzaysal bellek ile iliskilidir,
LEK ise "ne" sorusuna yanit verir ve uzaysal olmayan bellek ile iligkilidir (Deshmukh ve

Knierim, 2011). Tanima bellegi (recognition memory), epizodik bellegin bir alt tiiriidiir
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ve bilginin hatirlanmasinda (retrieval) tanima belleginin iki bi¢imi deneyimlenir: asinalik
(familiarity) ve hatirlama (recollection) (Cohen ve Stackman, 2015). Asinalik, bir olayin,
bireyin veya 6genin daha once karsilasildigi hissidir. Hatirlama ise deneyimin baglamsal
ayrintilarinin bilingli bir sekilde hatirlanmasini saglayan daha yavas bir stireci ifade eder,
yani bu deneyimin nerede ve ne zaman gerceklestigine dair bilgiler verir (Cohen ve
Stackman, 2015).

Goriintiileme ¢aligmalari, PH’de hipokampal atrofi oldugunu ve bunun uzaysal 6grenme
fonksiyonlarini bozdugunu gostermistir (Schneider ve ark., 2017). Hipokampal sinaptik
plastisite tizerinde olumlu etkileri oldugu bilinen kolinesteraz inhibitorii rivastigmin ve
glutamat N-metil D-aspartat (NMDA) reseptor antagonisti memantin ile yapilan
caligmalarda, demansli PH hastalarinda veya Lewy cisimcikli demans hastalarinda bilissel
fonksiyonlar iizerine yararli etkiler goriilmesi, PH’de bilissel disfonksiyonda
hipokampusun da rolii oldugunu kanitlamaktadir (Calabresi ve ark., 2013). Son
norobiyolojik c¢aligmalar, monoamin hipotezine ek olarak, depresyon ve bozulmus
norogenez arasinda bir iliski oldugunu bildirmistir ve bu bozulmus hipokampal
norogenezin, PH hayvan modellerinde erken donemdeki serotonerjik eksiklikle iligkili
oldugu gosterilmistir (Lim ve ark., 2018). Hipokampus-bagimli testler araciligiyla PH
hastalarindaki 6grenme ve bellek fonksiyonlarindaki kayiplar hayvan modellerinde de

degerlendirilebilmektedir (Schneider ve ark., 2017).

2.3.2. Prefrontal Korteks

Dikkat, caligma bellegi, planlama, akil yiiriitme, karar verme ve zamanlama gibi temel
yuriitiicii islevler, kortikal ve subkortikal girdileri birlestirmekten sorumlu olan PFK’nin
kontrolii altindadir (Puig ve ark., 2014). Bu devrelerin islevi biiyiik 6lgiide dopaminerjik
néromodiilasyona baglidir (Puig ve ark., 2014). Insan beyninde, PFK, korteksin biiyiik bir
kismimi isgal eder ve ¢ogu beyin bolgesi ile genis baglantilara sahiptir (Watson ve
Leverenz, 2010). Striatumun dorsolateral bdlgesi, yani putamen, Sensorimotor
fonksiyonlarla; dorsomediyal kismi, yani kaudat, asosyatif fonksiyonlarla ve ventral
striatum, yani niikleus akumbens ise motivasyonel ve duygusal fonksiyonlarla iliskilidir.
Baska bir deyisle, putamen ana olarak duyusal ve motor devrelerle; kaudat, frontal ve

paryetal baglanti devreleriyle ve niikleus akumbens ise amigdala ve hipokampus gibi
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limbik yapilar ve ventromediyal PFK ile baglantilidir (O'Callaghan ve ark., 2014).
Dorsolateral PFK’ye projeksiyon yapan BG devrelerinin patolojisinin de yonetici
islevlerdeki bozukluklara katkida bulunabilecegi bilinmektedir (Hausdorff ve ark., 2015).
PFK’nin kisa siireli calisma belleginin yani sira belirli bilgilerin daha uzun zaman
Olceklerini kapsayacak sekilde kodlanmasini ve hatirlanmasint sagladigini gdsteren
kanitlar da vardir (Ghazizadeh ve ark., 2018). PFK ve hipokampusun ¢esitli direkt ve
indirekt anatomik yollarla birbirine bagli olmasi, bu beyin alanlar1 arasindaki iletisimin
epizodik bellek siiregleri igin gerekli oldugunu gostermektedir (Jin ve Maren, 2015;
Sigurdsson ve Duvarci, 2016). Hem kemirgenlerde hem de primatlarda PFK,
hipokampustan monosinaptik projeksiyonlar alir (Sigurdsson ve Duvarci, 2016). Bu
projeksiyonlar, medial prefrontal korteks (mPFK) i¢indeki ana néronlarda veya
GABAerjik ara noronlarda sonlanan uyarici glutamaterjik piramidal néronlari kapsar (Jin
ve Maren, 2015). PFK’nin yani sira hipokampusun da ¢alisma belleginde rol aldig: ve bu
iki yap1 arasindaki iletisimin bu siire¢ i¢in kritik oldugu bilinmektedir (Yoon ve ark.,
2008). Nitekim PFK, anatomik olarak, dogrudan ventral hipokampus ile (uzaysal bilgi ve
bellegi isleyen kisim) ve talamus yoluyla da dolayli olarak dorsal hipokampus (duygusal
ve motivasyonel davranislar ile ilgili kisim) ile baglantilidir (Yoon ve ark., 2008;
Sigurdsson ve Duvarci, 2016) (Sekil 2.7).

Prefrontal bolgelere dopaminerjik projeksiyonlar yapan ventral tegmental alan (VTA) ve
medial nigral bolgeler, bazi PH hastalarinda dejenerasyona ugrar (Narayanan ve ark.,
2013). PFK’ye mezokortikal dopamin girdilerinin ¢alisma bellegi fonksiyonunu,
planlamay1 ve dikkati diizenliyor olmasi, dopamin degisikliklerinin PH'deki yonetici islev
bozukluklarindan kismen sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (Hausdorff ve ark.,
2015). Braak’in evrelendirmesinde yer alan entorinal korteks ve hipokampusta meydana
gelen norodejenerasyonun, PFK’ye gelen veri akisinin bozulmasina neden olarak bellek
performansinda azalmaya ve bilissel disfonksiyona yol a¢tig1 da bilinmektedir (Braak ve
ark., 2004). Ogrenme ve bellek ile iligkili fonksiyonlarm ana olarak kolinerjik veya
glutamaterjik sistemler tarafindan kontrol edildigi kabul gorse de 5-HT’nin ve 5-HT
reseptOrlerinin de dopamin ve glutamat gibi farkli norotransmitter sistemleriyle

etkileserek 6grenme ve bellekte 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Meneses, 2015).
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Sekil 2.7. Prefrontal korteks ve hipokampus arasindaki direkt ve indirekt baglantilar. Oklar, projeksiyonlarin
yoniint isaret etmektedir. AC: Anterior cingulate cortex, 6n singulat korteks, PL: Prelimbik korteks, IL:
Infralimbik korteks, mPFC: Medial prefrontal cortex, orta prefrontal korteks, dHPC: Dorsal hipokampus,
VHPC: Ventral hipokampus. NR: Niikleus reuniens. Sekil, (Sigurdsson ve Duvarci, 2016)’dan alinarak
Tiirkgelestirilmistir.

2.4. Parkinson Hastaliginda Norotransmitter Sistemlerinin Rolii

PH'de, ¢oklu norotransmitter eksikliklerinin varligi uzun siiredir ¢alisiimaktadir (Halliday
ve ark., 2014). PH’de L-DOPA’ya yanit vermeyen depresyon, bilissel bozukluk veya
demans gibi motor olmayan bulgular, bu semptomlarin gelismesinde diger
norotransmitter sistemlerinin rol oynadigin1 gostermektedir (Perez-Lloret ve Barrantes,
2016).

2.4.1. Parkinson Hastahginda Dopaminerjik Sistem

Beyindeki dopaminerjik noronlarin ¢ogu, BG’ye (nigrostriatal sistem), limbik bolgelere
(mezolimbik sistem) ve kortikal bolgelere (mezokortikal sistem) projeksiyonlar yapan ii¢
ana orta beyin dopamin bolgesinde bulunur (Halliday ve ark., 2014) (Sekil 2.8). PH’deki
dopaminerjik kayip, indirekt yolagin asir1 aktivitesi ve direkt yolagin hipoaktivitesine yol
acarak kortikostriatal disfonksiyona neden olur (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017).

Dopaminerjik mezolimbik yolak, duygudurumu kontrol eden VTA'ya ve niikleus
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akumbensin limbik bdlgelerine baglanir. Bu yolaktaki patoloji, PH'de nigrostriatal
dejenerasyondan Once ortaya ¢ikar (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). Hastaligin erken
evresinde mevcut olan ve dopamin ile modiile edilen frontal-striatal disfonksiyon, calisma
belleginde, dikkatte, planlamada eksiklige yol acarken hastalik ilerledik¢e kolinerjik kayip
ile iligkili olan ve demansa yol agan posterior kortikal dejenerasyon meydana gelir
(Biundo ve ark., 2016).

Striatum
Frontal
korteks  / Substansiya
\ nigra
Nukleus
akumbens
Ventral
Tegmental Hipokampus
Alan

Sekil 2.8. Beyindeki dopaminerjik yolaklar. 1. Substantia nigra =» Dorsal striatum (Nigrostriatal yolak)
2.Ventral tegmental alan = Ventral striatum (Mizolimbik yolak) 3. Ventral tegmental alan =» Prefrontal
korteks (Mezokortikal yolak). Sekil, Okinawa Bilim ve Teknoloji Enstitiisii web sayfasindan alinarak
Tiirkgelestirilmistir (https://www.oist.jp/news-center/photos/dopamine-pathways, Erisim tarihi:20 Agustos
2020).

2.4.2. Parkinson Hastahginda Kolinerjik Sistem
Beyindeki {i¢ ana asetilkolin kaynagi; striatal ara noronlar, niikleus bazalisteki kortikal
projeksiyon yapan kolinerjik noronlar ve pedinkiilopontin ¢ekirdekte talamik projeksiyon
yapan kolinerjik néronlardir (Halliday ve ark., 2014). Neostriatumda hem nikotinik hem
de muskarinik asetilkolin reseptorleri (AChR'ler) bulunmaktadir; nikotinik AChR'ler
nigrostriatal dopamin saliverilmesini aktive ederken muskarinik AChR'ler dopaminerjik
noronlarin inhibisyonuna neden olur (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). PH’deki
dopaminerjik eksiklikler, striatal kolinerjik ara néronlarin asir1 aktivasyonuna yol acar ve
bu hiperaktivasyon, muskarinik aktivasyon yoluyla dopamin saliverilmesinde diisiise
neden olur (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). Niikleus bazalisteki kolinerjik
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noronlarmin dejenerasyonu, PH'nin son donem vakalarinin ¢ogunda gozlenir, ancak PH

demansinda en siddetlidir (Halliday ve ark., 2014).

2.4.3. Parkinson Hastahiginda Noradrenerjik Sistem

LC; neokorteks, hipokampus, talamus, subtalamik c¢ekirdek ve SN gibi ¢esitli beyin
alanlarina noradrenalin salginmasini saglayarak santral islevleri modiile eder (Delaville
ve ark., 2011). LC’den koken alan noradrenerjik noronlarin PH hastalarinda ciddi bir
hasara ugradig1 bilinmektedir (Bhide ve Bishop, 2011). Ayrica kaudat g¢ekirdek ve
putamen gibi ¢esitli beyin bolgelerinde hem noradrenerjik ndronlarin hem de noradrenalin
iceriginin kayboldugu gosterilmistir (Ehringer ve Hornykiewicz, 1960). Tiim 6n beyni
innerve eden LC’de siddetli noradrenerjik noéron kaybi, PH demansinda sik goriiliir ve bu
anlaml1 kay1p niikleus bazalisteki kolinerjik néron kaybi ile de iliskilidir (Halliday ve ark.,
2014). Limbik sistemin dopaminerjik ve noradrenerjik innervasyon kaybi, PH’deki
biligsel disfonksiyon, depresyon ve anksiyete gibi ndrodavranissal problemlerle iliskilidir

(Delaville ve ark., 2011).

2.4.4. Parkinson Hastah@inda Serotonerjik Sistem

On beyne projeksiyonlar yapan iki ana serotonerjik hiicre grubu dorsal ve median rafe
¢ekirdeginde bulunur. Dorsal rafe ¢ekirdegindeki néronlar striatum ve kortekse, median
rafe ¢ekirdegindeki noronlar ise kortekse ve hipokampusa projeksiyon yapar (Halliday ve
ark., 2014) (Sekil 2.9). Goriintilleme c¢alismalari, erken donem PH hastalarinda kaudat,
talamus, hipotalamus ve 6n singulat kortekste; ileri donem PH hastalarinda putamen,
insula, posterior singulat korteks ve PFK’de SERT’in onemli o&lglide azaldigini
gostermistir (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). PH'deki 5-HT disfonksiyonu,
noradrenerjik disfonksiyon ile birlikte depresyon, kilo kaybi, yorgunluk ve uyku
bozukluklari gibi motor olmayan semptomlarin gelismesinde rol oynar (Muifioz ve ark.,
2020). Serotonerjik sistemde meydana gelen dejenerasyonun bilissel bozuklugun
goriilmesi ile ilgili olup olmadigi heniiz degerlendirilmemis olsa da PH’deki demansta
kortikal 5-HT yikiminda bir artis ve 5-HT innervasyonunda azalmanin meydana gelmesi
median rafe ¢ekirdegindeki 5-HT noronlarinin geg-donem kaybiyla tutarlidir (Halliday ve
ark., 2014).
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Sekil 2.9. Beyindeki serotonerjik yolaklar. Dorsal rafe ¢ekirdegindeki noronlar striatum ve kortekse (dorsal
striatal yolak ve dorsal kortikal yolak), median rafe ¢ekirdegindeki noronlar ise kortekse ve hipokampusa
(ventral kortikal yolak ve ventral limbik yolak) projeksiyon yapar. Sekil, (Halliday ve ark., 2014)’ten
uyarlanarak Tiirkgelestirilmistir.

Serotonin Reseptorlerinin Parkinson Hastaliginda Olasi1 Terapotik Rolleri

Serotonerjik norotransmisyon, yedi 5-HT reseptor ailesi (5-HT1-5-HT7) araciligiyla
saglanmaktadir (Athar, 2010). Bu reseptorlerden, iyonotropik o6zellikte olan 5-HTs
reseptorleri hari¢ diger hepsi G-proteini kapli reseptorler ailesi iginde yer alir (Athar,
2010). Post-sinaptik reseptorlerin yani sira, 5-HT noronlarinda iki tip presinaptik
otoreseptor bulunur. 5-HTia reseptorleri, serotonerjik noronlarin hiicre govdelerinde
bulunur ve kendi ateslemelerini negatif olarak kontrol ederken 5-HTig/1p reseptorleri
serotonerjik sinir u¢larinda bulunur ve 5-HT'nin saliverilmesini veya sentezini bir geri
besleme mekanizmasi olarak inhibe eder (Ohno ve ark., 2015). 5-HT reseptorlerinin 14

alt tipi olmasina ragmen PH’de heniiz hepsiyle ilgili kapsamli ¢aligmalar yapilmamustir.

5-HT1a reseptorii esas olarak hipokampusta, septumda, rafe ¢ekirdeginde ve daha az
olgtide kortikal bolgelerde yogunlagsmaktadir. 5-HT1g/1p reseptori SN, hipokampus, dorsal
subikulumda ve daha az oranda striatumda bulunur (Buhot ve ark., 2000). Cesitli

calismalarda, PH hastalarinda ve PH’li hayvanlarin rafe ¢ekirdeklerinde, hipokampal
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formasyon ve PFK’de 5-HT1a baglanma bolgelerinin azaldigi gosterilmistir (Zhang ve
ark., 2014). Tersine, siddetli lezyonlu striatal niikleuslarda 5-HT1a reseptér yogunlugu,
Ozellikle putamende artis gostermistir. Bu sonuglar, daha yiiksek néronal hiicre 6liimiine
sahip beyin bolgelerinde 5-HTia reseptorlerinin sentezinde artis meydana geldigini
desteklemektedir (Frechilla ve ark., 2001). PH'de 5-HT tasiyic1 aktivasyonunun azaldigi
bolgelerde ve depresyonda ventral striatumda 5-HT1g reseptor baglanmasinin da azaldigi
orta dereceli bir azalma rapor edilmistir (Varrone ve ark., 2015). Klinik ¢alismalarda 5-
HT1a/B reseptor agonisti eltoprazinin, kiigiik bir PH hastas1 grubunda L-DOPA'nin motor
yararlarin1 degistirmeden diskinezi semptomlarini hafiflettigi gosterilmistir (Paolone ve
ark., 2015; Svenningsson ve ark., 2015) ancak 5-HTias reseptorlerinin PH’de roliinii

aydinlatmak icin daha ileri ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

5-HT2 reseptorlerinden 5-HT2a ve 5-HTac serebral korteks, limbik bolgeler ve BG’de
yaygindir (Ohno ve ark., 2015). 5-HT. reseptorlerinin blokajmin, antipsikotik (D2
antagonisti) tedavi ile iliskili ekstrapiramidal motor bozukluklar1 iyilestirdigi iyi
bilinmektedir (Shimizu ve ark., 2013). Ayrica 5-HT. antagonistlerinin PH hayvan
modellerinde ve PH hastalarinda motor bozukluklar1 iyilestirdigi gosterilmistir
(Henderson ve ark., 1992; Ferguson ve ark., 2010). 5-HT. reseptorlerinin bilissel
disfonksiyon ve duygudurum bozukluklarindaki patolojik siireglerde roliiniin oldugunun
gosterilmesi, 5-HT2 reseptorlerinin modiilasyonunun PH gibi baska hastalik kosullarinda
meydana gelen biligsel bozuklugun veya depresyonun tedavisi ig¢in yararlar

saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Ohno ve ark., 2015).

Na* ve Ca?* iyonlarma gegirgen bir katyon kanali gérevi goren 5-HTj reseptorleri, post-
sinaptik membran depolarizasyonu yaparak hedef néronlari uyarir. Ayrica, kolinerjik ve
glutamaterjik noéronlarin sinir terminallerinde bulunur ve norotransmitter saliverilmesini
diizenler (Barnes ve Sharp, 1999). Ondansetron ve granisetron gibi 5-HT3 reseptor
antagonistlerinin antipsikotiklerle indiiklenen ekstrapiramidal bozukluklart hafiflettiginin
gosterilmesi, SHT3 reseptor antagonistlerinin PH tedavisi i¢in potansiyel faydalarim
ortaya koymaktadir (Ohno ve ark., 2015). Ayrica, 5-HT3 antagonistlerinin g¢esitli hayvan
modellerinde bilissel islevleri iyilestirdigi gosterilmistir (Barnes ve ark., 1990; Hodges ve

ark., 1996). Ondansetron, ayrica sizofreni hastalarinda hem biligsel bozukluklari hem de
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antipsikotik kaynakli ekstrapiramidal yan etkileri anlamli bir sekilde iyilestirmistir (Zhang
ve ark.,, 2007; Akhondzadeh ve ark., 2009). Bu yararli etkilerin altinda yatan
mekanizmanin serebral kortekste asetilkolinin artis1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Ohno
ve ark., 2015). Dolayisiyla, 5-HT3 reseptor antagonistleri, PH'de motor olmayan
semptomlar1 (duygudurum bozukluklari, psikoz ve bilissel disfonksiyon) iyilestirme

potansiyeline de sahip olabilir (Ohno ve ark., 2015).

5-HTs reseptorleri de striatumda yaygin olarak bulundugu i¢in ekstrapiramidal motor
fonksiyonu modiile ettikleri diisiiniilmektedir (Ohno ve ark., 2015). Elektrofizyolojik
calismalarda, striatal kolinerjik ara noronlarda bulunan ve onlarin ateslenmesini pozitif
yonde regiile eden 5-HTe antagonistlerinin antiparkinson etkisinin gosterilmesi ile 5-HTs
reseptor blokajinin PH tedavisinde fayda saglayabilecegi desteklenmistir (Bonsi ve ark.,
2007). 5-HTe reseptoriinii asir1 eksprese eden transgenik hayvan modellerinde 6grenme
bozukluklarinin 5-HTs antagonistleri ile geri ¢evrilmesi, 5-HTs blokajinin PH’de hem
eksptrapiramidal etkiler ilizerinde hem de bilissel disfonksiyon gibi motor olmayan
semptomlar tizerinde yararli olabilecegini diistiindiirmektedir (Mitchell ve ark., 2007;
Ohno ve ark., 2015).

5-HT7 reseptorleri esas olarak talamus, hipotalamus, frontal korteks, hipokampus ve
amigdalada ekspresedir (Du ve ark., 2018). Serotonerjik ndronlarda veya GABAerjik ara
noronlarda bulunan 5-HT7 reseptdrlerinin PH’de disfonksiyonel veya downregiile oldugu
gosterilmistir (Wang ve ark., 2017). Ayrica mPFK aktivitesinin de dogrudan veya dolayli
olarak 5-HT7 aracili oldugu disiiniilmektedir (Fan ve ark., 2016). 5-HT7 reseptor
antagonizmasinin serotonerjik modiilasyon veya D2 reseptdr blokajiyla indiiklenen
bradikinezi veya katalepsi bulgularina etki etmedigi gosterilmistir (Ohno ve ark., 2015).
Ancak, yapilan hayvan ¢aligmalarinda, hemiparkinson hayvanlarin prelimbik korteksine
uygulanan 5-HT7 agonistinin anksiyete-benzeri davraniglari azalttig1 gosterilmistir (Du ve
ark., 2018). Median rafe ¢ekirdeginden projeksiyonlar alan lateral habeniiler ¢ekirdekteki
5-HT7 reseptorleri, hemiparkinson sicanlarda depresyon-benzeri davranislar1 azaltmistir
(Han ve ark., 2016). 5-HT7 reseptorlerinin de bilissel islevlerin kontroliinde rol oynadigini

One siiren ¢aligmalar olsa da bu bilgi halen ¢ok siirlidir (Ohno ve ark., 2015).
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2.4.5. Parkinson Hastahginda GABAerjik ve Glutamaterjik Sistemler

Striatum, BG'nin tiim motor devrelerinin merkezidir. Korteks ve talamustan gelen
glutamaterjik afferentler ve SN’den gelen dopaminerjik afferentler striatuma projeksiyon
yapar (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). GPe ve GPi, striatumdan inhibitor GABAerjik
afferentler ve subtalamik c¢ekirdekten eksitator glutamaterjik afferentler alir. BG’nin
O0grenme, planlama, ¢alisma bellegi, duygular ve hareket kontroliinde rolii oldugu
bilinmektedir. Bu islevler PH'de farkli sekillerde bozulur (Sanjari Moghaddam ve ark.,
2017). Glutamat, ¢esitli beyin bolgelerinde NMDA reseptorleri ve glutamatla aktive olan
voltaj kapili kalsiyum kanallart aracili eksitotoksisiteden sorumludur (Sanjari
Moghaddam ve ark., 2017). Glutamat aracili eksitotoksisite i¢in olas1 bir diger
mekanizma, PH i¢in de kabul edilen patolojik bir mekanizma olan agirlikli olarak kaspaz
9 ve 3'lin aktivasyonuna yol acan hiicre i¢i kaskad tarafindan kontrol edilen apoptoz ve
otofaji yolaklarinin indiiklenmesidir (Sanjari Moghaddam ve ark., 2017). Striatumun orta
dikenli néronlarinda dopamin tiikenmesini takiben degisen glutamaterjik reseptor diizeni
ve glutamat depolanmasi, eksitotoksisite hasarini ve ndérodejenerasyonu artirir (Sanjari
Moghaddam ve ark., 2017). Goriintiileme calismalari, PH hastalarinda, pons, BG ve
talamusta artmig GABA, azalmis kortikal glutamat ve SN’de artmig GABA/glutamat orant
bildirmistir (O'Gorman Tuura ve ark., 2018). GABA ve glutamat seviyeleri, bilissel
bozukluk ve depresyon dahil olmak tizere PH'deki mevcut semptomlarla

iliskilendirilmektedir (O'Gorman Tuura ve ark., 2018).

2.5. Santral Sinir Sistemi Immiin Sistemi

Periferde, dendritik hiicreler, protein antijenleri yakalar, onlart kiiciik peptitler halinde
isler ve daha sonra bu peptitleri hiicre yiizeyindeki major histo-uyumluluk kompleksi 11
(MHC IT) molekiilleri ile baglayarak T-hiicreleri tarafindan taninmasini saglar (ten Broeke
ve ark., 2013). Antijeni taniyan T-hiicreleri tarafindan sitokinlerin saliverilmesi ile,
dokuda yerlesik olan veya lenfatik sistemden sizan immiin hiicreler, patojene karsi
saldirtyr koordine etmek igin sinyale yanit verir (Turvey ve Broide, 2010). Beyin
parankiminde, beynin yerlesik immiin hiicresi olan mikroglia, periferdeki dendritik
hiicrelere atfedilen bir¢ok fonksiyonel 6zelligi yerine getirir (Ghosh, 2010). Bu hiicreler

tarafindan salgilanan proinflamatuvar molekiiller, patojen klirensine yardimci olmak i¢in
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dolasimdaki lenfositlerin ve miyeloid hiicrelerin beyin parenkimine infiltrasyonunu tesvik
eder (Lehnardt, 2010) (Sekil 2.10).

A Perifer | | Lenfnodu | | inflame doku |
Yerlesik
O Patojen/Hasar makrofaj
\ U
MHC I
——
‘Antijen tamma
o 1 . . IFN-y
Dendritik hiicre T hiicresi IL-4
Polarize edici 1 - Dolasimdan
sitokinler IL-17 gelen monosit

B Perifer | | SIS !
©
3% O 0 °0° 0
SASY 2 o, ° 9
O Patojen/Hasar %j’)\%‘ ’,9 ) o O
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Astrosit Mikroglia Mast @
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. + + Mast hiicresi
=» Doku hasar1 € Doku onarm Lokositler - mediyatérleri
Antijen spesifik Patojen klirensi t
T hiicresi

Sekil 2.10. Periferde ve santral sinir sisteminde dogal immiinite. (A) Periferik bir hasar karsisinda, dendritik
hiicreler antijeni taniyarak peptidler halinde isler ve lenf nodlarina gocerek yiizeylerindeki MHC simif 11
molekiilleri ile araciligiyla T lenfositlerinin bu antijenleri tanimasini saglayarak onlar1 harekete gegirir. T
hiicrelerinin salgiladiklar1 diizenleyici sitokinler, yerlesik veya dolagimdan gelen immiin hiicreler ile birlikte
inflamatuvar yanit1 yonetir. (B) Periferde dendritik hiicrelerin yaptig1 islevi yerlesik mikroglia ve astrositler
yapar. Patojen veya hasar varhiginda, yerlesik santral sinir sistemi (SSS) hiicreleri tarafindan eksprese edilen
ve doku onariminda gorev alan sitokinler ve kemokinler patojen temizlenmesine yardimei olmak igin
periferden dolagimdaki lenfositlerin ve miyeloid hiicrelerin toplanmasini destekler. MHC: Major histo-
uyumluluk kompleksi. Sekil, (Ransohoff ve Brown, 2012)referans alinarak yeniden ¢izilmistir.

Santal sinir sistemi (SSS), son derece 6zellesmis bir yapidir. Noronal aktivitenin optimum
isleyebilmesi i¢in olduk¢a kontollii mikrogevresel kosullara ihtiyag¢ vardir (Villabona-
Rueda ve ark., 2019). Bu kosullar1 saglayabilmek igin, SSS, ana islevi hem eksojen hem
de endojen elementlerin beyin homeostazini1 degistirmesini 6nlemek olan karmasik yari
gegirgen bir hiicresel bariyer olan kan-beyin bariyerinin varligi ile kismen izole edilmistir
(Louveau ve ark., 2015). Saglikli kosullar altinda, perifer kaynakli immiin hiicreler ve
iliskili inflamatuvar molekiiller kan-beyin bariyerini gecip SSS’ye giremez (Ransohoff ve

Brown, 2012). Saglikli beyin parenkiminde yerlesik dendritik hiicrelerin olmamasi ve
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noral dokunun kan-beyin bariyeri ve inflamatuvar supresif sitokinlerin varligi nedeniyle
nispeten antiinflamatuvar ortami, SSS i¢inde dogal bagisiklik siireglerinin sessiz sedasiz
islemesine yol agar (Ransohoff ve Brown, 2012). Lenfoid organlarda alarm ¢almak i¢in
SSS’deki dogal immiin hiicreler disartya goc¢ etmez, bu da yerlesik dogal immiin
hiicrelerinin patojenler ve doku hasari ile dogrudan ugragmasini gerektirir (Ransohoff ve
Brown, 2012). Astrositler, mikroglia, oligodendrositler ve glial hiicreler, beynin dogal
immiin hiicreleri olarak islev goriir ve bu hiicrelerin farkli kosullar altinda aktivasyonu
noroinflamasyonun gelismesine yol acar (Kumar, 2019). Proinflamatuvar molekiillerin
tiretimi Kan-beyin bariyerini bozarak immiin hiicrelerinin inflamatuvar bdlgeye gogiine
neden olur (Kumar, 2019; Wesselingh ve ark., 2019). Hasarli siire¢ kontrol edilemez veya
azaltilamazsa, beyinde doku hasarina veya noroinflamasyona neden olan kalici

inflamasyon meydana gelebilir (Kumar, 2019).

2.5.1. Mikroglia ve Norodejenerasyon: Parkinson Patogenezindeki Rolii
Mikroglia hiicreleri ilk kez Pio del Rio Hortega tarafindan, giimiis boyama yontemi ile
beyin parenkiminde gomiilii, kisa gubuk seklinde goriilmiistiir ve diger glial hiicrelerden
daha kiigiik oldugu i¢in mikroglia olarak adlandirilmistir (Ghosh, 2010). Mikroglia
hiicreleri, beyin parenkiminde yerlesik makrofajlar olarak bilinmektedir (Sevenich, 2018).
SSS’deki homeostazin korunmasindan ve SSS parankimindeki enfeksiydz ajanlara ve
hasar ile iligkili tirlinlere kars1 birinci basamak savunmadan sorumludurlar (Ousman ve
Kubes, 2012). Saglikli kosullar altinda, fenotipik olarak dallanmis mikroglia, "hareketsiz"
veya "dinlenme" durumunda olarak tanimlanmaktadir (Kabba ve ark., 2018). SSS
homeostazinin tehlikeye girdigi bir durumda, mikroglia hiicreleri fenotiplerini
degistirerek aktif hale gelir (Kabba ve ark., 2018). Mikroglialarin klasik M1
(proinflamatuvar, sitotoksik) fenotipi tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin (IL)-
1B, IL-6, IL-12, siiperoksit ve nitrik oksit gibi sitotoksik molekiillerin ve reaktif oksijen
tiirlerinin saliverilmesine neden olarak proinflamatuvar yaniti tetiklerken alternatif M2
(antiinflamatuvar, sitoprotektif) fenotipi IL-4, IL-13 ve transforme edici biiyiime faktorii-
beta (TGF-B) gibi antiinflamatuvar 6zelliklere sahip sitokinler tireterek doku onarimini
tesvik eder ve immiinosupresif etkiler gosterir (Wang ve ark., 2015c; George ve ark.,
2019). Norodejeneratif siirecte bu denge proinflamatuvar fenotip yoniine kayar (Lecours
ve ark., 2018).
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PH’de, kronik inflamatuvar siirecin, proinflamatuvar sitokinlerin agir1 iretimi ve oksidatif
stres yoluyla noronal dejenerasyona katkida bulundugu o6ne siiriilmektedir (Ferreira ve
Romero-Ramos, 2018). Hasarli bolgelerde aktiflesmis mikroglia birikimi ile tespit edilen
inflamasyonun varligi, PH hastalarinin post-mortem beyinlerinde, dopaminerjik
dejenerasyonun yogun oldugu SNpc'de ve ayrica noron kaybinin yaygin oldugu
hipokampus, transentorinal korteks, singulat korteks ve temporal kortekste gosterilmistir
(Long-Smith ve ark., 2009). Ayrica, PH’de mikroglianin ve yanlis katlanmis a-sintikleinin
karsilikli bir etkilesim i¢inde oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim, agrege o-siniiklein
mikrogliayr aktif hale getirirken inflamatuvar mediyatorlerin de a-siniiklein
agregasyonuna neden oldugu bilinmektedir (George ve ark., 2019). inflamasyonun PH
patogenezindeki kesin rolii heniiz belirsiz olsa da klinik ¢alismalardan ve hayvan
modellerinden elde edilen kanitlar, PH’deki ndrodejeneratif siiregte mikroglial
aktivasyonun ve inflamatuvar kaskadin 6nemli bir rol oynadigina isaret etmektedir (Long-
Smith ve ark., 2009).

2.5.2. Patern Tanima Reseptorleri

Patern Tanima Reseptorleri (PRR'ler), patojenlerde bulunan molekiilleri (patojenle iligkili
molekiiler motifler, pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) veya hasarli
hiicreler tarafindan salgilanan molekiilleri (hasarla iliskili molekiiler motifler, damage-
associated molecular patterns, DAMPs) taniyabilen proteinlerdir (Amarante-Mendes ve
ark., 2018). Memelilerde, Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), RIG-I benzeri reseptorler,
Nod benzeri reseptorler, AIM2 benzeri reseptorler, C-tipi lektin reseptorleri gibi birkag
farkli PRR smifi vardir. Bunlar arasinda, TLR'ler ilk tanimlanmis ve en karakteristik

olanlardir (Kawasaki ve Kawai, 2014).

Toll-Benzeri Reseptorler

Toll, ilk olarak meyve sinegi (Drosophila melanogaster) embriyosunda tanimlanmus,
mantar enfeksiyonlarina kars1 immiin cevapta 6nemli rol oynadig1 gosterilmis bir gendir
(Giiven ve Can, 2012). Bu genin firettigi transmembran proteinlerin homologlar1 daha
sonradan memelilerde tespit edilmis ve bu proteinler, TLR’ler olarak adlandirilmistir
(Gtiven ve Can, 2012). Toll ismi, bu geni ilk bulan ekipte olan Niisslein-Volhard’in meyve

sinegi larvasinin dorsal viicut boliimiine gore az gelismis olan ventral bolgesini fark
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ettiginde hayretini dile getirmek i¢in sdyledigi “Das ist ja toll” climlesinden gelmektedir.

Almanca’da toll “inanilmaz” veya “harika” demektir (Kundakci ve Pirat, 2012).

TLR’ler, PAMP ve DAMP molekiillerini taniyan ve dogal immiin yanit1 baslatan at nali
bi¢imindeki proteinlerdir (Nie,2018). Toll proteininin kesfinden bu yana, insanda 10 adet
TLR (TLR1 — TLR10) ve farede 13 adet TLR (TLR1 — TLR13) belirlenmistir (Nie ve
ark., 2018). TLR 1, 2, 4, 5 ve 6 hiicre zarinda eksprese edilerek hiicre dis1 kompartmani
algilarken, TLR 3, 7, 8 ve 9 hiicre i¢inde, esas olarak endozomlarda bulunur ve RNA/DNA

gibi viral bilesenler i¢in i¢ mikrogevreyi algilar (Zolezzi ve ark., 2019).

Farkli tip TLR'ler farkli molekiiler paternleri tanimasina ragmen, tiim TLR'lerin genel
yapist ortaktir (Suresh ve Mosser, 2013). Her birinde, patojen taninmasindan sorumlu,
sarmal seklinde ekstraseliiler losin zengin tekrarlar, bu yapinin bagli oldugu bir
transmembran alan ve sinyal transdiiksiyonundan sorumlu sitoplazmik toll-
benzeri/interlskin 1 (TIR) alani bulunmaktadir (Suresh ve Mosser, 2013) (Sekil 2.11).
Ligand baglanmasindan sonra, TLR'ler dimerize olur ve sinyal molekiillerinin baglanmasi
icin gerecken konformasyonel degisiklige ugrar (Akira ve Takeda, 2004). Bunlar
molekiiller arasinda MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88, Miyeloid
farklilagsma primer yanit proteini 88), TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-p, TIR bolgesi igeren interferon-f3 saliverilimini indiikleyen adaptor), TIRAP
(Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein, Toll/interlokin-1
reseptor bolgesi igeren adaptor protein) ve TRAM (TRIF related adaptor molecule, TRIF
iliskili adaptor molekiil) gibi adaptor proteinler bulunur (Kawasaki ve Kawai, 2014). Tiim
TLR sinyal yollari, TRIF adaptorii aracilifiyla sinyallemeyi baslatan TLR-3 disinda,
MyD88'e baghidir (Kawasaki ve Kawai, 2014) (Sekil 2.12).
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Transmembran kisim >

Toll-benzerilinterlokin 1
(TIR) kisim

Sekil 2.11: Toll-benzeri reseptoriin kisimlart. Losin zengin tekrarlar kismi ligandi tanir, Toll-
benzeri/interlokin 1 (TIR) kismi1 adaptér proteinler ile etkilesime girerek sinyalizasyon kaskadini baslatir.

MyD88-bagimli sinyal yolaginda, TLR, ligand ile aktive oldugunda MyD88’in TIR alani
reseptorin TIR alani ile, amino (N) terminali ise IRAK-4 (Interleukin-1 receptor-
associated kinase 4, IL-1 reseptorii ile iliskili kinaz 4) ile kompleks olusturur (Akira ve
Takeda, 2004). IRAK-4 araciligiyla fosforillenen IRAK-1, TRAF-6 (TNF receptor
associated factor-6, TNF-reseptorii ile iliskili faktor-6) ile birlesir (Kumar, 2019). TRAF
6'nin aktivasyonu, TAK-1 (TGF- ile aktive olan kinaz-1)'i aktive eder ve TAK-1, hem
niikleer faktor kappa-B (NFkB) hem de mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK)
sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agan bir dallanma noktasi gorevi goriir (Suresh ve
Mosser, 2013). Bodylece NFkB’nin ¢ekirdege translokasyonuna izin vererek
proinflamatuvar gen ekspresyona veya AP-1 (aktivator protein-1) ailesi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna yol agarak inflamatuvar yanitlar1 diizenler (Suresh ve Mosser,

2013).
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Sekil 2.12. Toll-benzeri reseptdér sinyalizasyon kaskadi. (1) MyD88-bagimli yolak. TLR’ye ligand
baglandiginda TIR bdlgesi dimerizasyona ugrayarak MyD88’in baglanmasi i¢in gerekli konformasyonel
degisiklikler meydana gelir. MyD88’in TIR bolgesi TLR’nin TIR bdlgesi ile etkileserek sinyalizasyon
kaskadini tetikler. Bu etkilesim sonucu fosforile olan IRAK, TRAF-6’y1 aktive eder. TRAF-6’nin TAK-1’1
aktive etmesi ile MKK-6 ve IkK aktive olur ve AP-1 ve NFkB gibi transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdege
translokasyonu gerceklesir. (2) Endozomlarda yer alan TLR’ler tarafindan kullanilan MyD88 bagimsiz
yolakta ise adaptor protein olarak TRIF yer alir ve sirasiyla TRAF-3 ve IRF-3 aktivasyonu gergeklesir. Bu
aktivasyon sonucu gekirdekte anti-inflamatuar 6zellikteki Tip-1 IFN’larin sentezi tetiklenir. (3) Bu yolakta
ayrica RIP-1 aktivasyonu aracilifiyla proinflamatuar sitokinlerin sentezi de tetiklenebilir. AP-1: Aktivator
protein 1, IkK: Inhibitdr kappa-B kinaz; IRAK: Interlokin-1 reseptorii ile iliskili kinaz; IRF-3: interferon
diizenleyici faktor 3; MKK-6: MAP kinaz kinaz-6; MyD88: Miyeloid farklilasma primer yanit proteini 88;
NF«B: Niikleer faktor kappa-B; RIP-1: Reseptorle etkilesen protein-1; TAK-1: Transforme edici bityiime
faktorii beta ile aktive olan kinaz-1; Tip-1 IFN: Tip-1 interferon; TIR: Toll-like/interlokin1, TLR: Toll-
benzeri reseptOr; TRAF-3: TNF-reseptor iligkili faktor 3; TRAF-6: TNF-reseptor iliskili faktor 6; TRIF:
TIR bolgesi igeren interferon-f saliverilmesini indiikleyen adaptor.
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MyD88 bagimli yolak proinflamatuvar sitokinlerin iiretimini tesvik ederken, MyD88-
bagimsiz yolak interferon (IFN) ile indiiklenebilir genlerin indiiksiyonu ve dendritik
hiicrelerin olgunlagmasi ile iliskilidir (Fiebich ve ark., 2018). MyD88 bagimsiz sinyal
yolaginda (TRIF-TRAM yolagi), TLR, ligand ile aktive oldugunda, TRIF veya TRAM
molekiiliinii baglayarak TRAF-3 ve TRAF-6 ile etkilesime girer (Fiebich ve ark., 2018).
TRAF-6, RIP-1 (receptor-interacting protein-1, reseptorle etkilesen protein-1) kinaz ile
etkilesime girer ve RIP-1 kinaz, TAK-1 kompleksi ile birleserek onu aktive eder ve NF-
kB ve MAPK'lerin aktivasyonuna ve inflamatuvar sitokinlerin indiiksiyonuna yol agar
(Kawasaki ve Kawai, 2014). Bunun aksine, TRAF-3, TBK-1 (TRAF family member-
associated activator-binding kinase-1, TRAF aile {iyesi-iliskili NF«xB aktivatorii
baglayan kinaz-1) ve IxK;i (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon,
Niikleer faktor kappa-B kinaz inhibitorii epsilon alt birimi) ile etkilesime girerek IRF-3
(Interferon regulatory factor-3, interferon diizenleyici faktor-3)’ii aktive eder (Kawasaki
ve Kawai, 2014). Daha sonra, IRF-3 bir dimer olusturarak sitoplazmadan ¢ekirdege geger,

burada tip I IFN genlerinin ekspresyonunu indiikler (Kawasaki ve Kawai, 2014).

2.5.3. Bir DAMP Molekiilii Olarak a-Siniiklein

PH’nin ana patolojik bulgularindan olan agrege a-siniikleinin bir DAMP molekiilii olarak
davrandig1 ve mikroglial TLR’leri aktif hale getirdigi tahmin edilmektedir (Kouli ve ark.,
2019). SNpc’de sag kalan dopaminerjik néronlarda bulunan ve PH igin patognomonik
olarak kabul edilen Lewy cisimcikleri igerisinde yanlis katlanarak toksik agregatlar
olusturan a-siniiklein, saglikli bireylerde sinaptik plastisite, norotransmitter saliverilmesi
ve presinaptik vezikiil trafiginde rol oynayan 140 aminoasitli bir proteindir (Rocha ve ark.,
2018; Zella ve ark., 2019). Fizyolojik kosullar altinda katlanmamis, ¢oziiniir monomerler
veya agregasyona direngli a-heliks tetramerler olarak belirli bir denge halinde bulunan a-
siniiklein, lipid-baglayan amfipatik bir N-terminaline, asidik bir C-terminaline ve
hidrofobik bir amiloid olmayan-B merkeze (NAC, non-amiloid-8 complement) sahiptir
(Zhang ve ark., 2018).

Lewy cisimciklerinin B-levhalar seklinde agrege olmus a-siniiklein fibrilleri ile
karakterize olmasi, PH’de a-siniiklein toksisitesinin B-levha katlanmasi aracili oldugunu

diistindiirmektedir (Gallegos ve ark., 2015). Agregasyon olusumunda NAC bolgesi kritik
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Ooneme sahip olsa da bu bolge ile etkilesim icerisinde olan ve fibril olusumunu inhibe
ederek spontan agregasyonlari Onleyen C terminali, bir takim post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayarak o-siniikleinin katlanma kinetigini degistirebilir (Ma ve ark.,
2016; Zhang ve ark., 2018). Ozellikle serin-129 bdlgesinde meydana gelen
fosforilasyonun, a-Siniiklein inkliizyonlarinin olusumunu hizlandirdigi ve néronal kaybi
artirdig1 bildirilmistir (Sugeno ve ark., 2008). Saglikli bireylerin beyinlerinde serin-129
fosforilasyonu meydana gelmis a-siniiklein (pS129-a-siniiklein) orani yalnizca %4 iken
Lewy cisimcikleri olusmus PH hastalarinin beyinlerinde bu oran yaklasik %90 olarak
bulunmustur (Rocha ve ark., 2018). Ayrica pS129-o-siniiklein izoformlarinin B-

katlanmalara gegcisinin daha hizli gerceklestigi gosterilmistir (Samuel ve ark., 2016).

Son yillarda yapilan arastirmalar a-siniiklein patolojisinin, 6zellikle, SSS’de meydana
gelen noroinflamasyon ile siki bir sekilde iliskili oldugunu géstermektedir (Gustot ve ark.,
2015; Zella ve ark., 2019). Yapilan galismalar, a-siniikleine maruz kalan mikroglial
hiicrelerin aktif hale geldigini ve proinflamatuvar sitokinler gibi norotoksik faktorleri
serbest birakarak noroinflamasyonu tetikledigini gostermektedir (La Vitola ve ark., 2018).
PH hastalarinin beyin-omurilik sivilar1 (BOS)’nda, plazma ve post-mortem beyin
dokularinda inflamatuvar mediyatorlerin tespiti, ndroinflamasyonun ndrodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesini hizlandirabilecegi goriisiinii desteklemektedir (Ransohoff, 2016;
Duffy ve ark., 2018).

2.5.4. Toll-Benzeri Reseptor-2 Sinyal Yolagimin Parkinson Patogenezindeki Rolii

TLR-2 MyD88-bagimli reseptor ailesinin bir iiyesidir ve ligandlar ile etkilesmek i¢in
TLR-1 veya TLR-6 ile heterodimer olusturur (Caplan ve Maguire-Zeiss, 2018). TLR-
2’nin mikroglianin yani sira noronlarda da eksprese oldugu ve ndronal TLR-2’nin de
ekstraseliiler a-siniiklein ile etkilesime girebildigi bilinmektedir (Caplan ve Maguire-
Zeiss, 2018). Ayrica noronlardan ekstraseliiler ortama saliverilen a-siniiklein, mikroglial
TLR-2’leri aktif hale getirebilir ve norodejenerasyonu tetikleyen toksik maddeler
tretebilir (Kim ve ark., 2013a). a-siniiklein tarafindan aktive olmus mikroglialarda NFxB
yolaginin TLR-2 aracili aktivasyonu, inflamatuvar cevaplar tetikleyerek proinflamatuvar
sitokinlerin saliverilmesine neden olmaktadir (Kim ve ark., 2018). a-siniiklein asiri

eksprese eden veya toksinle indiiklenen PH hayvan modellerinde TLR-2’nin upregiile
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edildigi bildirilmistir (Watson ve ark., 2012; Kim ve ark., 2013a; Noelker ve ark., 2013;
Drouin-Ouellet ve ark., 2014). Insan calismalarindan elde edilen kanmitlar da bu
reseptorlerin PH patogenezinde rolii oldugunu desteklemektedir (Kouli ve ark., 2019). PH
hastalarinin SNpc’lerinde ve hipokampuslarinda a-siniiklein patolojisi ile iligkili reaktif
mikroglianin varliginin ve TLR-2 ekspresyonundaki artig, TLR-2’nin PH’de prodromal
durumun bir belirteci olabilecegi ve hastaligin progresyonunda 6nemli bir role sahip
oldugu disiiniilmektedir (Doorn ve ark.,, 2014). Ayrica, TLR-2 reseptorlerinin
aktivasyonunun, protein konformasyonuna duyarli oldugu ve -levha bakimindan zengin
a-siniiklein oligomerlerinin bu reseptorleri aktive ettigi bilinmektedir (Kim ve ark.,
2013a). Ancak, klinik kanitlar, erken veya ge¢ donem PH’de TLR-2 ekspresyonunun
bolgeye spesifik olabilecegini ve TLR-2'min ayni anda tiim bolgelerde eksprese
edilmedigini gostermektedir. Dolayisiyla TLR-2'nin PH'deki roliiniin iki yonlii olabilecegi
diistiniilmektedir (Rietdijk ve ark., 2016). Bu fonksiyonlarin altinda yatan mekanizmalar
heniiz agikliga kavusturulamamistir (Caplan ve Maguire-Zeiss, 2018). Dolayisiyla, TLR-
2 spesifik yolaklara etki eden ilaglarin bulunmasi ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmast,
PH’deki norodejeneratif siire¢ hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamiz1 saglayacak ve

bu siirecin blokajina dair farkli yaklagimlar1 giindeme getirecektir.

2.6. Parkinson Hastahg Hayvan Modelleri
Degisen baslangi¢ yasi, semptomlar ve ilerleme hizina sahip heterojen bir hastalik olan
PH’de, hastaligin farkli yonlerini incelemek i¢in ¢esitli hayvan modellerinin kullanilmas1

gerekir (Konnova ve Swanberg, 2018).

PH'yi deney hayvanlarinda modellemek i¢in ii¢ ana yaklasim kullanilir: (i) ndrotoksinler,
(if) genetik manipiilasyonlar ve (iii) transkripsiyon faktorlerini hedef alan stratejiler
(Konnova ve Swanberg, 2018). Norotoksinler (6-OHDA, MPTP, rotenon, paraquat ve
maneb), PH'de yer alan c¢evresel faktorlerden kaynaklanan dopaminerjik
norodejenerasyonu modelleyebilir (Blesa ve ark., 2016; Konnova ve Swanberg, 2018).
Buna karsilik, genetik tabanli modeller (a-siniiklein, PINK1, Parkin, DJ-1, LRRK2 ve
UCH-L1) sadece degisken hiicre kayb1 ve motor semptomlar1 gostermekle kalmaz, ayni
zamanda spesifik modele bagli olarak a-siniiklein patolojisini de sergileyebilir (Konnova

ve Swanberg, 2018). Transkripsiyon faktorlerini hedef alan stratejiler ise dopaminerjik
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ndronlarin gelisimi ve sagkalimi i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin eksikligine

dayanur.

Genetik modeller, insanlarda PH'ye neden oldugu bilinen potansiyel mekanizmalarla
iliskili belirlenmis hedeflere dayali olarak ¢alisirlar (Tieu, 2011), nérotoksinle indiiklenen
modeller ise neden olan nigrostriatal yolakta yaygin bir dejenerasyona neden olarak gii¢lii
motor semptomlar olusturur (Gubellini ve Kachidian, 2015). ideal bir PH modeli hem
dopaminerjik hem de dopaminerjik olmayan sistemleri kapsayan patolojik ve Klinik
Ozelliklerin yani1 sira ayrica motor ve motor olmayan semptomlar1 da gostermelidir (Tieu,
2011). Ancak, mevcut modellerin hi¢biri PH'yi tam olarak taklit edememekte ve hastaliga
dair tiim patolojinin ve semptomlarin bir arada goériilmesi miimkiin olmamaktadir
(Gubellini ve Kachidian, 2015). Bu nedenle, aragtirmacilar, hipotezleri igin en uygun ve
en giiclii yonleri olan modeli segmelidir. Giiniimiizde norotoksin modelleri, kullanimi1 ve
onceki calismalarla karsilastirilmasi kolay oldugu igin en sik kullanilan modellerdir (Kin

ve ark., 2019) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Norotoksin modellerin etki mekanizmalari, avantajlari ve dezavantajlar.

PH Etki Mekanizmasi Avantajlar Dezavantajlan
Modeli
6-OHDA | Mitokondriyal o Tekrarlanabilir  lezyon * L:;’gz)_gis'mc'klig
Kompleks ! olusumu IOro rejsif ilerleme
inhibisyonu ve e SNpc’de yaygin p ?
Oksidatif Stres dopaminerjik néron kaybi . Direkt beyne
Motor olmayan b
) semptomlar Y enjeksiyon
P gerektirir
MPTP Mitokondriyal e Tekrarlanabilir lezyon * (Slilfa:lirdir
Kompleks | olusumu F elg d .
inhibisyonu e SNpc’de yaygin * olarrneaezrane Ve nsan
dopaminerjik néron kayb1 prima)lltlar da
) I[;aetvc\),I):)jisi cisimetiden fonksiyonel
e Motor olmayan iyilesme goriili
semptomlar
e  Sistemik uygulama

33



Tablo 2.1. (Devam) Norotoksin modellerin etki mekanizmalari, avantajlar1 ve dezavantajlari.

Rotenon Mitokondriyal Tekrarlanabilir lezyon Yiiksek mortalite
Kompleks olusumu Dopaminerjik
inhibisyonu SNpc’de yaygin hasar degiskenlik

dopaminerjik néron kaybi gosterebildigi igin
Lewy cisimcikleri tekrarlanabilirligi
patolojisi diistiktiir
e Sistemik uygulama
e  Motor olmayan
semptomlar
Paraquat | Oksidatif stres e SNpc’de giiclii * Disik s
T tekrarlanabilirlik
ve dopaminerjik néron kaybi .
. . e  Dopaminerjik
maneb * Lewy“ . cisimeikleri hiicre Oliimii,
patolojisi striatal ~ dopamin
kayb1 ve davranis
acisindan degisken
ve celiskili
sonuglar

(Gubellini ve Kachidian, 2015; Blesa ve ark., 2016; Jagmag ve ark., 2016; Konnova ve Swanberg, 2018)
kaynak alinarak diizenlenmistir. 6-OHDA: 6-Hidroksidopamin, MPTP: 1-metil-4-fenill,2,3,6
tetrahidropiridin.

2.6.1. Rotenonla Indiiklenen Parkinson Hastaligi Hayvan Modeli

Mitokondriyal kompleks I inhibisyonunun PH patogenezinde bir rolii oldugu
bilinmektedir ve dopaminerjik néronlar1 yok eden norotoksinler kompleks I'i de inhibe
etmektedir (Schmidt ve Alam, 2006). Ancak, bu norotoksinler arasinda rotenon ayr1 bir
oneme sahiptir, ¢linkiit MPTP ve 6-OHDA gibi norotoksinler dopamin tastyicisi ile hiicre
icine alinip selektif olarak dopaminerjik noronlar1 yok ederken yiiksek oranda lipofilik
olmasi nedeniyle rotenon, kan-beyin bariyerini kolaylikla gecer ve belirli bir tasiyiciya
baglanmadan tiim hiicrelere girebilir (Schmidt ve Alam, 2006; Tieu, 2011). Béylece PH'de
yaygin ndrodejenerasyondan sorumlu mekanizmalarin aydinlatilmasini saglayabilir
(Schmidt ve Alam, 2006). 2000 y1linda, farelerde kronik sistemik rotenon maruziyetinin,
MPTP uygulamasinin etkilerine benzer PH 6zelliklerini gosterdigi ilk kez Betarbet ve ark.
tarafindan bildirildi (Betarbet ve ark., 2000).

Rotenon, Pachyrhizus erosus ve Derris cinsinin bazi baklagil bitkilerinde dogal olarak

buluna rotenoid norotoksin ailesinden bir pestisid ve insektisittir (Gubellini ve Kachidian,
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2015). Kan-beyin bariyerini kolayca gecen rotenon, noronlara girdikten sonra
mitokondriyal kompleks I'i bloke eder, reaktif oksijen tiirlerini artirir, proteazom
aktivitesini inhibe eder ve dopamin ve glutatyon diizeylerini diisiirerek oksidatif hasara
neden olur (Gubellini ve Kachidian, 2015). Bu modelin, Lewy cisimciklerine benzeyen
hiicre i¢i inkliizyonlarin olusumu da dahil olmak tizere PH nin neredeyse tiim 6zelliklerini
yeniden iirettigi gosterilmistir (Jagmag ve ark., 2016). Hatta, rotenona maruziyetin, insan
PH'sine benzer motor olmayan bozukluklar1 da indiikledigi bilinmektedir (Zhang ve ark.,
2017a). Olumlu 6zelliklerine ragmen, rotenon inflizyon modeli ile ilgili, 6zellikle hayvan
duyarliligindaki degiskenlik ve yiliksek mortalite oranlari nedeniyle endiseler
bulunmaktadir (Tieu, 2011; Zhang ve ark., 2017a). Cannon ve ark. tarafindan bu endiseleri
gidermek i¢in revize edilmis bir rotenon modeli gelistirilmistir (Cannon ve ark., 2009).
Bu protokol ile orta zincirli yag asidi tasiyicisi kullanilarak yapilan giinliik i.p. enjeksiyon
ile rotenonun nigrostriatal yolda daha tutarli bir lezyon iirettigi, bununla birlikte o-
siniiklein ve ubikitin-pozitif inkliizyonlar ve motor bozukluklar meydana geldigi
bildirilmistir (Cannon ve ark., 2009). Karmasik genetik manipiilasyonlar1 ve daha uzun
yasam ve nesil siireleri nedeniyle, sican modelleri patogenez veya terapotik ¢alismalar
icin daha uygunken, fare modelleri molekiiler genetik arastirmada daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Xiong ve ark., 2012). Rotenon, subkutan, intravendz ve intraperitoneal
dahil olmak tizere ¢esitli yollarla siganlara sistemik olarak uygulanmaktadir (Zhang ve
ark., 2017b) . Subkutan rotenon enjeksiyonu, kullanigliligi ve basitligi nedeniyle PH
modeli olusturmak icin yaygin olarak kullanilmaktadir ancak doz se¢imi konusunda
farkliliklar bulunmaktadir (1.25-5 mg/kg/giin) (Zhang ve ark., 2017a). Zhang ve ark.,
sicanlara glinlik 2 mg/kg rotenon enjeksiyonunun, a-siniiklein olusumunu
kolaylastirdigin1 ve PH'nin tipik o6zelliklerini indiiklerken mortaliteyi diisiik tuttugunu
gostermistir (Zhang ve ark., 2017a).

2.7. Parkinson Hastaliginin Tedavisi

PH, kisisellestirilmis terapotik yaklasim gerektiren genis bir motor ve motor olmayan
bulgular spektrumuna sahip karmasik bir ndrodejeneratif bozukluktur (Jankovic ve Tan,
2020). PH tedavisinde birincil amag, motor ve motor olmayan bulgular tedavi ederek

hastanin yasam kalitesini artirmaktir (DeMaagd ve Philip, 2015).
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Dopaminerjik ndrotransmisyonun artirilmasina yonelik ilaglarla sadece palyatif tedavinin
mimkiin olmasi, PH’de noroprotektif etkiye sahip potansiyel ilag adaylart ile ilgili

calismalar1 kag¢inilmaz kilmaktadir (Blandini, 2005).

2.7.1. Motor Semptomlar icin Giincel Farmakolojik Tedavi Stratejileri

PH i¢in yaygin olarak kullanilan ilaglar, dopaminerjik aktiviteye sahip bilesikler (L-
DOPA, dopamin agonistleri), endojen dopamin metabolizmasini inhibe eden bilesikler
(COMT, MAO-B inhibitorleri) ve dopaminerjik olmayan ilaglar (antikolinerjikler ve
amantadin gibi)’dir (Jankovic, 2008) (Tablo 2.2). Her hasta semptomlarinin ciddiyeti,
yasadiklar1 yan etkiler ve kisisel oncelikleri dikkate alinarak 6zel bir yaklagimla tedavi

edilmelidir (Sekil 2.13) (Zahoor ve ark., 2018).

L-DOPA, PH i¢in en etkili farmakolojik ajandir ve semptomatik hastalar i¢in altin standart
tedavi olmaya devam etmektedir (Goetz ve ark., 2005). L-DOPA her zaman karbidopa ile
kombine edilir, ¢iinkii karbidopa, dopa dekarboksilazi bloke ederek L-DOPA ’nin periferik
olarak dopamine doniistimiinii 6nler (Miyasaki ve ark., 2002). Karbidopa, serebral L-
DOPA biyoyararlanimini da artirmakta ve dopaminin mide bulantisi ve hipotansiyon gibi

periferik yan etkilerini de azaltmaktadir (Miyasaki ve ark., 2002).

Dopamin reseptor agonistleri, PH tedavisinin erken sathalarinda uygulandiginda L-DOPA
ile indiiklenen motor dalgalanmalar ve diskineziler gibi iliskili komplikasyonlarin ortaya
cikmasini geciktirir (Jankovic ve Tan, 2020). Dopamin agonistleri, motor semptomlar igin
monoterapi olarak veya semptomlar L-DOPA tarafindan yeterince kontrol edilmediginde
veya motor dalgalanmalar mevcut oldugunda yardimci tedavi olarak kullanilabilir

(Jankovic ve Tan, 2020).

Monoamin oksidaz-B  (MAO-B), dopaminin parcalanmasinda rol oynayan ana
enzimlerden biridir ve bu enzimin aktivitesini azaltan ilaglar, striatum iginde endojen
dopaminin aracilik ettigi dopaminerjik aktivitenin artmasina neden olur (Zahoor ve ark.,
2018). Dopamin degradasyonunda rol oynayan diger bir enzim olan katekol-O-
metiltransferaz (COMT)’1 inhibe eden ilaglar da yine dopaminin par¢alanmasini azaltarak

endojen dopamin seviyelerinin korunmasini saglar (Zahoor ve ark., 2018).

36



Tablo 2.2. Parkinson hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglar.

PARKINSON HASTALIGININ TEDAVIiSINDE KULLANILAN iLACLAR
ILAC SINIFI ILAC DOZ ARALIGI
DOPAMIN PREKURSORU KARBIDOPA/LEVODOPA 300-1000 mg
KARBIDOPA/LEVODOPA (ER) 855-2205 mg
LEVODOE;?ﬁ\;S(I)_nglnstestlnal 600-1800 mg
LEVODOPA iNHALASYON TOZU 48-84 mg
DOPAMIN AGONISTI PRAMIPEKSOL 0.125-4.5 mg
PRAMIPEKSOL (ER) 0.375-4.5 mg
ROPINIROL 0.25-12 mg
ROPINIROL (ER) 2-24 mg
ROTIGOTIN (yama) 2-8 mg
APOMOREFIN (sublingual) 10-100 mg
LiZURID 0.2-3mg
PERGOLID 0.5-6mg
BROMOKRIPTIN 10 -50 mg
PiRiBEDIL 50 — 250 mg
COMT iNHIBITORU ENTAKAPON 600-1600 mg
TOLKAPON 300-600 mg
OPIKAPON 50 mg
MAO-B INHIBITORU RASAJILIN 1mg
SELEJILIN 5 mg
SAFINAMID 50-100 mg
DiIGER TRIHEKSIFENIDIL 2-8 mg
AMANTADIN 100-300 mg
AMANTADIN (ER) 68.5-274 mg
BENZTROPIN 0.5-2mg

(Muller, 2012; Jankovic ve Tan, 2020) kaynak alinarak hazirlanmustir.
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Parkinson hastaliginin
teghisi
Antamli bir Bozukluklarin varhgini
bozukluk yoksa ve semptomlarini belirleyin |
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Bradikinezi, rijcite 3
Postural 265 yag*
instabilite/yirime
bozukluguu

Motor komplikasyon
geligimi

Sekil 2.13. Parkinson hastaliginin tedavi algoritmasi. (Wells ve ark., 2019).

L-DOPA’nin kesfinden 6nce, muskarinik AChR antagonistleri PH'yi tedavi etmek i¢in
yaygin olarak kullanilmigtir (Goldenberg, 2008). Dopaminerjik ndronlarin kaybi,
beyindeki dopamin ve asetilkolin arasindaki normal dengenin bozulmasina neden olur ve
antikolinerjik ilaclar bu iki norotransmitter arasindaki normal dengenin restorasyonunu
saglayabilir (Zahoor ve ark., 2018). Giiniimiizde PH tedavisinde kullanilan antikolinerjik
ilaglarin (triheksifenidil ve benztropin gibi) orta diizeyde antiparkinson aktivitesi vardir
(Goldenberg, 2008). Antikolinerjik ilaglar gen¢ hastalarda daha iyi tolere edilir ve bu alt
grupta tremorun kontrolii icin faydalidir, ancak biligsel bozukluk, konfiizyon,

haliisinasyon, bulanik gérme, agiz kurulugu, kabizlik ve iiriner retansiyon gibi ¢esitli yan
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etkilerle iliskili oldugu icin PH tedavisinde antikolinerjiklerin etkinligi sinirlidir
(Goldenberg, 2008; Jankovic ve Tan, 2020).

Antiviral bir ilag olarak gelistirilen amantadinin, NMDA reseptor antagonisti olarak
antiglutamaterjik etkisinin yani sira endojen dopamin saliverilmesini uyardigi, sinaptik
araliktan dopaminin geri alimin1 bloke ettigi ve antikolinerjik 6zelliklere sahip oldugu

disiiniilmektedir (Jankovic ve Tan, 2020).

2.7.2. Motor Olmayan Semptomlar i¢in Giincel Farmakolojik Tedavi Stratejileri
PH’nin seyri, motor ve motor olmayan bulgularin hastada ortaya ¢ikis sekli, terapdtik
miidahalelerin etkinligi ve hasta tarafindan tolere edilebilirligi klinik uygulamada bir
hastadan digerine degisir. Dolayisiyla, hekim tarafindan hasta ile yakin is birligi iginde,
tekrarli kontroller ve uygun doz secimi ile kisiye 6zgii bir tedavi rejimi gerekir (Muller,
2012). PH’deki yaygin ve sorun yaratan motor olmayan semptomlarin tedavisi
dopaminerjik olmayan, farkli norotransmitter sistemlerini hedef alan stratejileri kapsar
(Poewe ve ark., 2017).

Parkinson Hastah@indaki Depresyonun Tedavisi

PH'deki depresyonun dopaminerjik, serotonerjik ve noradrenerjik sistemlerin de
etkilendigi yaygin beyin sap1 ve kortikal patolojisi, PH-olmayan hastalarda goriilen
depresyondan farkli oldugu igin genel psikiyatride kullanilan tedavilerin PH'deki etkisi
istenen diizeyde olmayabilir (Seppi ve ark., 2019). Depresyon dopaminerjik ilaglarin
etkisini yitirdigi ve semptomlarin yeniden ortaya ¢iktig1 "off periyotlar"da gelisebilir, bu
nedenle oncelikle dopaminerjik tedaviyi optimize etmek gerekir (Ryan ve ark., 2019).
Antidepresan ilag se¢imi, ilacin depresyon iizerindeki etkinligini, motor sistem tizerindeki
uzun vadeli etkisini, eslik eden PH ilaglariyla etkilesim potansiyelini ve diger motor
olmayan semptomlara gore spesifik ve spesifik olmayan ila¢ yan etkilerini dikkate alarak
yapilmalidir (Muller, 2012). Her ne kadar PH’deki depresyonun tedavisi igin antidepresan
secimi konusunda net bir fikir birligi olmasa da segici serotonin geri alim inhibitdrleri
(SSRI'lar), daha olumlu yan etki profilleri nedeniyle en yaygin olarak recete edilen
antidepresan grubudur (Frenklach, 2016; Starkstein ve Brockman, 2017). SSRI’larin yani

sira, serotonin noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI'lar)’nin de tolerabilite agisindan
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hi¢bir fark olmaksizin SSRI'lara benzer sekilde etkili oldugu diistiniilmektedir (Connolly
ve Fox, 2014). SNRI’lar da olumlu giivenlik profilleri, tolere edilebilirlikleri ve hem
mental saglik hem de agri gibi fiziksel durumlarda kullanimlari nedeniyle depresif
bozuklugun tedavisinde birinci basamak tedaviler olarak kabul edilebilir (Ryan ve ark.,
2019). Trisiklik antidepresanlar, yan etki profillerinden dolayi ilk tercih edilen ilag grubu
olmasalar da antikolinerjik 6zellikleri salya akmasi, asir1 aktif mesane ve insomnisi olan
PH hastalarinda yardime1 olabilir (Jankovic, 2008). Mezolimbik sistemdeki dopaminerjik
norotransmisyon disfonksiyonunun depresyon semptomlarina katkida bulunabilecegi
gercegi, PH’deki depresyonda dopamin agonistlerinin kullanimini desteklemektedir
(Ryan ve ark., 2019). Pramipeksol ve pergolid gibi dopamin agonistlerinin antidepresan
etkileri olabilecegine dair ¢alismalar vardir (Connolly ve Fox, 2014; Seppi ve ark., 2019).
Benzer sekilde, rasajilin ve selejilin gibi irreversibl MAO-B inhibitorlerinin de PH’deki
depresyonda kullanimlart arastirilmaktadir (Seppi ve ark., 2019).

Parkinson Hastahigindaki Bilissel Disfonksiyonun Tedavisi

PH ile iligkili biligsel bozukluklarin tedavisi, Alzheimer hastalig1 ve diger demanslarin
tedavisi kadar zordur (Jankovic, 2008). Hastalarin tedavisine yonelik genel yaklasim,
enfeksiyon, kabizlik, uyku bozuklugu, deliryum ve depresyon gibi bilissel islev
bozukluguna katkida bulunabilme potansiyeli olan durumlarin dislanmasiyla baslamalidir
(Cosgrove ve ark., 2015). PH'de regete edilen antikolinerjik ilaglar ve dopamin
agonistleri, biligsel fonksiyonlar iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilecegi igin,
hastaya regete edilen tiim ilaglar gézden gegirilmelidir (Cosgrove ve ark., 2015).Son
yillardaki 6nemli ilerlemelere ragmen, PH'deki biligsel bozuklugun mevcut farmakolojik
tedavisi oldukga yetersizdir (Seppi ve ark., 2019). Yalnizca orijinal olarak Alzheimer
hastaliginda kullanilmak {izere tasarlanmis ilaglar PH’deki bilissel bozukluklar i¢in ruhsat
almistir ve etkinlikleri istenen diizeyde degildir (Cosgrove ve Alty, 2018). Kolinesteraz
inhibitorlerinin, MAO-B inhibit6rlerinin ve SNRI’larin PH’deki bilissel bozukluklarda
kullanimiyla ilgili aragtirmalar devam etmektedir (Connolly ve Fox, 2014; Seppi ve ark.,
2019).

Kolinesteraz inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin ve NMDA reseptor antagonisti

memantin ile yapilan agik etiketli kiigiik calismalar, her ti¢ ilacin da genel
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degerlendirmede bir etki gosterdigini ancak yalnizca donepezil ve rivastigminin biligsel
islevi, davranigsal semptomlart ve giinlik yasam aktivitelerini Onemli o6l¢iide
iyilestirdigini ortaya koymustur (Wang ve ark., 2015a). Her ii¢ ila¢ da giivenli say1lmasina
ragmen rivastigminin advers olay gelistirme riski daha yiiksek bulunmustur ancak bu
olaylar genellikle hafif veya orta siddette olmus ve ciddi advers olay riskinin olmadig1
gosterilmistir (Wang ve ark., 2015a). Her ne kadar klinik 6nemi degerlendirilmemis olsa
da segici noradrenalin geri alim inhibitorii (NRI) atomoksetinin, pilot bir ¢alismada,
depresyonu olan PH hastalarinda yiiriitiicii disfonksiyonu ve global biligsel performansi

iyilestirdigi gosterilmistir (Connolly ve Fox, 2014).

PH’deki bilissel bozukluklar1 ve demansi tedavi etmeye yonelik mevcut farmakolojik
yaklagimin en dnemli dezavantaji, semptomlar ortaya ¢ikip da kolinesteraz inhibitorleri
kullanilmaya baglanana kadar hedeflenen norotransmitter sistemlerindeki hasarin ¢oktan
meydana gelmis olmasidir. Bu nedenle, demans gelistirme olasiligr en yliksek olan
hastalarin erken ve dogru tahmin edilmesi gelecekteki ¢aligmalar i¢in biiyilk 6nem arz

etmektedir (Cosgrove ve ark., 2015).

2.7.3. Hastalig1 Modifiye Eden Tedavi Secenekleri

Klinik kullanima gireli kirk yili agskin bir siire gegcmis olmasina ragmen, eksik olan
dopamini yerine koyan L-DOPA, PH tedavisinde halen en etkili ve en yaygin regete edilen
ilagtir (Blandini, 2005). Ancak uzun dénem L-DOPA kullaniminin sebep oldugu motor
komplikasyonlar (on-off dalgalanmalar, donakalim epizodlari, doz sonu fenomeni,
kontrol edilemeyen hareketler) ve dopaminerjik olmayan semptomlar hastanin yasam
kalitesini diisirmektedir (Blandini, 2005; AlDakheel ve ark., 2014). PH i¢in uygulanan
tedaviler, ana olarak motor semptomlarin giderilmesini amaglamakta, hastaligin patojenik
mekanizmalarina etki etmemektedir (Blandini, 2005). PH i¢in néroprotektif veya hastaligi
modifiye eden tedavi stratejileri gelistirmek igin birgok potansiyel tedavi preklinik
caligmalarda basar1 gostermesine ragmen, PH'de noroprotektif olarak ruhsat almis bir ilag
bulunmamaktadir (Athauda ve Foltynie, 2015). PH’de, genetik mutasyonlar, oksidatif
stres, mitokondriyal disfonksiyon, eksitotoksisite, inflamasyon ve glial aktivasyon, trofik
faktorlerin eksikligi, apoptoz, yanlis katlanmis a-sinliklein birikimi gibi farkh

mekanizmalart igeren patogenezinin tam olarak anlasilmamasi, dogru hayvan
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modellerinin ve dogrulanmig biyobelirteclerin eksikligi ve klinik caligsma tasarimindaki
siirlamalar, etkili ndroprotektif tedavilerin gelistirilmesini engellemektedir (Athauda ve
Foltynie, 2015; Park ve Stacy, 2015). Avrupa ila¢ Ajans1 (European Medicines Agency,
EMA), klinik olarak hastaligin ilerlemesini geciktiren ve altta yatan patofizyolojik siire¢
tizerinde bir etkisi olan ilaglar1 ‘’noroprotektif ** olarak tanimlamaktadir (Jankovic ve
Poewe, 2012). Bugiin, noroprotektif ilaglar sayesinde hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesi
veya yavaslatilmasi (hastalik modifikasyonu), motor komplikasyonlar meydana gelmeden
semptomlarin gii¢lii bir sekilde hafifletilmesi ve motor olmayan semptomlarin tedavi
edilmesi amaglanmaktadir (Charvin ve ark., 2018). Bu alanda, ndérodejeneratif
mekanizmalar {izerinde etkisi olan antioksidanlar, mitokondri gii¢clendiriciler, dopamin
agonistleri, glutamat antagonistleri, nérotrofik faktorler ve antiinflamatuvar ilaglar gibi
farkli ilag siniflarindaki bilesikler dikkat ¢cekmektedir (Sekil 2.14).

Antiinflamatuvar ilaclar

Noroinflamasyon, PH patogenezinde rol oynayan 6nemli bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. PH hayvan modellerinde ve PH hastalarinin beyinlerinde BG’de ve frontal
ve temporal kortikal bolgelerde artmis mikroglial aktivasyon tespit edilmistir (Sherer ve
ark., 2003a; Gerhard ve ark., 2006; Marinova-Mutafchieva ve ark., 2009). Ayrica, IL-1p,
IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinler PH hastalarinin BOS unda, serumlarinda
ve BG’de yiiksek bulunmustur (Mogi ve ark., 1996; Brodacki ve ark., 2008; Rocha ve
ark., 2015). Norotoksin enjeksiyonu ile indiiklenen hastalik modellerinde de striatumda
proinflamatuvar sitokinlerin artip antiinflamatuvar sitokinlerin azaldigi gosterilmistir
(Lofrumento ve ark., 2011; Goes ve ark., 2018). Inflamatuvar yanitlar tetikleyen okside
olmus a-siniiklein formlarinin PH hastalarinin ve MPTP ile intoksike olmus farelerin

beyinlerinde oldukga yogun bir sekilde bulundugu gosterilmistir (Reynolds ve ark., 2009).

Noroinflamasyonun PH patogenezindeki rolii tam olarak aydinlatilamamis olsa da
antiinflamatuvar ilaglarn  PH tedavisinde noroprotektif amacghi kullanilmalari

giindemdedir (AlDakheel ve ark., 2014).
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Sekil 2.14. Parkinson hastaliginda nérodejenerasyon mekanizmalarini hedef alan hastaligi modifiye edici

stratejilere yonelik ila¢ hedefleri.

43



Aspirin, salisilik asit, ibuprofen ve selekoksib gibi steroid olmayan antiinflamatuvar
ilaglar (NSAIi’ler)’in hem siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibisyonu (prostaglandin
sentezinin inhibisyonu) ile hem de COX-2 inhibisyonundan bagimsiz mekanizmalar
(NFkB aktivasyonunun blokaj1) aracilifiyla noroprotektif etkiler olusturdugu in vivo
olarak gosterilmistir (Mohanakumar ve ark., 2000; Sanchez-Pernaute ve ark., 2004; Di
Matteo ve ark., 2006; Swiatkiewicz ve ark., 2013). Yapilan epidemiyolojik calismalarda
da uzun siireli NSAIl kullaniminmn PH riskini %21 oraninda diisiirdiigii bildirilmistir

(Wang ve ark., 2015b).

Kolesterol sentezini inhibe eden statinlerin ayni zamanda mikroglia arafindan iiretilen
TNF-a, nitrik oksit ve stiperoksit olusumunu azaltarak antiinflamatuvar etkiler gosterdigi,
serbest radikalleri siipiirdiigii bilinmektedir (AlDakheel ve ark., 2014). In vitro ve in vivo
calismalarda simvastatinin dopaminerjik noronlar iizerindeki koruyucu etkileri oldugu ve
bu etkilerin oksidatif stresin azaltilmasi, néronal onarim ve rejenerasyonun indiiklenmesi
(Tan ve ark., 2016), a-siniiklein agregasyonunun azaltilmasi (Bar-On ve ark., 2008),
dopamin reseptor ekspresyonunun artirilmasi (Wang ve ark., 2005), inflamatuvar siirecin
inhibisyonu (Hernandez-Romero ve ark., 2008) ve NMDA reseptorii modiilasyonu aracili
(Yan ve ark., 2014) olabilecegi gosterilmistir. Bunun yani sira, yakin zamanda yapilan bir
meta-analizde, statin kullaniminin PH riskini azalttig1 bildirilmistir (Bai ve ark., 2016).

Glukokortikoidlerin, mikroglia tizerinde eksprese edilen glukokortikoid reseptorii
araciligiyla, NFxB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu diizenledigi
(Wang ve ark., 2015b) ve sentetik bir steroid olan deksametazon uygulamasinin
dopaminerjik néronlarda glial aktivasyonu azaltarak koruyucu bir etki gosterdigi in vivo
modellerde gosterilmistir (Scheinman ve ark., 1995; Kurkowska-Jastrzebska ve ark.,
2004).

Antidepresanlar

Motor fonksiyonlarda daha ciddi bozulmalar, diisiik yasam kalitesi ve mortalitede artis
riski nedeniyle PH hastalarinin ¢ogu antidepresan tedavi almaktadir (Kandil ve ark.,
2016). Literatiirde, farkli etki mekanizmalarina sahip ¢ok sayida antidepresanin PH’deki

motor belirtiler tizerindeki etkilerini inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir (Kandil ve ark.,
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2016; Sharma ve ark., 2016; Shadfar ve ark., 2018). Trisiklik antidepresanlarin
antikolinerjik etkileri ile tremorjenik aktiviteyi azalttiklar1 (Rehavi ve ark., 1977) ve
sedatif etkileri ile de PH'de yaygin olarak karsilasilan uyku problemlerini
hafifletebilecekleri gosterilmistir (Pefia ve ark., 2018).

Rotenonla indiiklenen PH hayvan modelinde yapilan c¢alismalar, trisiklik
antidepresanlarin bu yararli etkilerinin  monoamin ve norotrofin seviyelerinin
modiilasyonunun yani sira antioksidan ve antiinflamatuvar  &zelliklerinden
kaynaklanabilecegini gostermistir (Kandil ve ark., 2016). Venlafaksin ve sertralin gibi
farkli gruplarda yer alan antidepresanlarin da ndrotransmitter seviyelerini diizenleyerek
PH benzeri semptomlar1 azalttigi yine in vivo olarak rotenon modelinde gosterilmistir
(Sharma ve ark., 2016). Ayrica néronal hayatta kalma, plastisite ve gelisme igin gerekli
olan norotrofik faktdrlerin upregiilasyonunun, farkli gruplarda yer alan antidepresanlarin
PH’deki yararli etkilerinin altinda yatan mekanizmalardan biri oldugu bildirilmistir
(Shadfar ve ark., 2018).

Depresyonun ve inflamasyonun birbirlerini etkiledikleri, ayn1 zamanda birbirlerinin
gelisimine katkida bulunduklari i¢in ¢ift yonlii bir baglantiya sahip olduklar1 bilinmektedir
(Miller ve ark., 2009; Burke ve ark., 2015). Baz1 antidepresanlarin NSAIi'ler ile benzer
kimyasal yapilara sahip olduklarinin (Bayram ve ark., 2018) ve bazt NSAII’lerin de 5-HT
aracili antidepresan-benzeri etkilerinin oldugunun gosterilmesi (Sandrini ve ark., 2002;
Hochstrasser ve ark., 2013) PH tedavisinde antiinflamatuvar ilaglarin yararl
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Ayrica, monoterapi veya antidepresanlara ek olarak
kullanilan antiinflamatuvar ilaglarin plaseboya kiyasla daha iyi antidepresan etkinlik
gosterdikleri klinik ¢calismalar da bu hipotezi desteklemektedir (Kohler ve ark., 2016).

Vortioksetin

Vortioksetin, 5-HT reseptor aktivitesinin modiilasyonunu SERT inhibisyonu ile
birlestiren multimodal etki mekanizmasina sahip bir antidepresandir (Pehrson ve ark.,
2018) (Sekil 2.15). Vortioksetin, 5-HT3, 5-HT7 ve 5-HT1p reseptor antagonisti, 5-HT1g
reseptorii parsiyel agonisti ve 5-HTia reseptorii agonisti, ayn1 zamanda da SERT
inhibitoridiir (Pehrson ve ark., 2018). Vortioksetin Ekim 2013'te FDA tarafindan ve major
depresif bozuklugun (MDB) tedavisi i¢in EMA tarafindan onaylanmistir (Sanchez ve ark.,
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2015; Pehrson ve ark., 2018). Vortioksetin, ciddi depresif epizod tanisi konan eriskinlerde,
afektif sferi iyilestirici potansiyeli ne olursa olsun, biligsel islevi etkin bir sekilde artiran
ilk ilagtir (Dziwota ve Olajossy, 2016).

Vortioksetinin bagimsiz prokognitif 6zelliklerini dogrulamak igin ¢esitli klinik ¢alismalar
yapilmigtir. Ornegin; randomize, c¢ift-kor, plasebo kontrollii bir klinik calismada
(NCT01422213) vortioksetinin (10 veya 20 mg/kg) tekrarlayan MDB’si olan
yetiskinlerde bilissel islevlerin 6znel ve nesnel dlgiilerinde iyilesme meydana getirdigi ve
bu etkilerin depresif belirtilerin iyilestirilmesindeki etkisinden biiylik 6l¢iide bagimsiz
oldugu sonucuna varilmistir (Mclntyre ve ark., 2014). Cok merkezli, randomize, ¢ift-kor,
plasebo kontrollii, aktif referansli (duloksetin 60 mg) bir paralel grup ¢alismasinda,
biligsel islev bozuklugu bildiren MDB’si olan eriskinlerde (18-65 yas), vortioksetinin
(10-20 mg/kg) bilissel fonksiyonlara kisa siireli etkisi ve giivenliligi degerlendirilmis ve
vortioksetinin, bilissel fonksiyon, depresyon ve islevsellikte 6nemli Ol¢iide iyilesme
meydana getirdigi ve genellikle 1iyi tolere edilebilir oldugu gdsterilmistir

(Mahableshwarkar ve ark., 2015).

SERT —» 5HT #

SiTrTA sHT Glut, DA,
GABA § —> NAHA,
Ach

J 5HTIB —» SHT 4
\) -1//////////////4 =

HN s DA,NA, HA Ach #
) 5HTID —» SHT 4§

\ Glut, 5HT
H,C CH, 5HT3 —> GABA ¥ —— NA. Ach 1t

Vortioksetin
5HT7 5 5HT &
Agonist GABA &

7772 Parsiyel agonist

mmm) Antagonist

Sekil 2.15. Vortioksetinin kimyasal yapis1 ve etki mekanizmalar1. Sekil, (Salagre ve ark., 2018)’den alinarak
Tiirkcelestirilmistir.
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18-65 yas arasinda MDB tanist konmus 602 hasta ile yapilan ¢ift-kor, randomize,
ayarlanmig dozlu (fixed-dose), plasebo kontrollii 8 haftalik bir bagka calismada,
vortioksetinin  (10-20 mg/kg) bilissel performans {izerinde yiiriitiicii fonksiyon,
dikkat/islem hiz1 ve bellek fonksiyonlarinda meydana gelen iyilesmelerle oOl¢iilen ¢ok
alanli yarara sahip oldugu bildirilmistir (Harrison ve ark., 2016). Yakin zamanda MDB
hastalarinda (n=152) yapilan randomize, ¢ift-kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada da
vortioksetin (10mg / giin)’in, paroksetin (20 mg/giin) ve plaseboyla karsilastirildiginda
bilissel performansi ve islevselligi 6nemli dlglide iyilestirdigi gosterilmistir (Baune ve
ark., 2018). MDB’de, mevcut antidepresanlara yetersiz yanit veren hastalarla
essitaloprama karsi yapilan baska bir randomize, cift-kor kesif calismasinda ise
vortioksetin (10-20 mg/giin) etkin ve iyi tolere edilir bir antidepresan degisim tedavisi
olarak bulunmustur (Vieta ve ark., 2018). Prospektif, randomize, 12 ay siireli, paralel-
gruplu bir ¢alismada, vortioksetin (15 mg/giin) alan grup, depresyonu olan Alzheimer

hastalarina kiyasla biligsel testlerde daha iyi sonuglar elde etmistir (Cumbo ve ark., 2019).

Vortioksetin ile yapilan hayvan ¢alismalari da vortioksetinin 5-HT reseptorleri tizerindeki
direkt etkileriyle veya farkli norotransmitter sistemlerinin tizerindeki modiilator
etkileriyle farkli hayvan modellerinde 6grenme ve bellek fonksiyonlari iizerinde yararli
etkileri oldugunu gostermektedir (Wallace ve ark., 2014; Westrich ve ark., 2015; Pehrson
ve ark., 2016; Smagin ve ark., 2016; Torrisi ve ark., 2019). Dale ve ark.’nin yapmis
olduklar1 ¢alismada, vortioksetinin sican hipokampusunda piramidal hiicre fonksiyonunu
disinhibe ettigi ve sinaptik plastisiteyi artirdig1 gosterilmis ve vortioksetinin bilissel
fonksiyonlart iyilestirdigini gosteren klinik veya preklinik c¢aligmalara hiicresel temel
saglanmigtir (Dale ve ark., 2014). Pehrson ve ark., akut vortioksetinin, siganlarda sosyal
bellekte ve nesne tanima belleginde skopolamin ile indiiklenen bozukluklarin tersine
dondigiinii, ancak dikkat ile iligkili bozukluklarin degismedigini gostermistir. Akut
vortioksetin ayrica hipokampal asetilkolin diizeylerinde orta ve kisa siireli bir artisa neden
olmustur, ancak bu kisa vadeli etki, vortioksetinin beyindeki kismen uzun yarilanma émrii
(5,1 saat) ile degisiklik gosterebilir (Pehrson ve ark., 2016). ilging bir sekilde, subkronik
vortioksetin tedavisinin skopolamine bagli sosyal tanima bellegi bozukluklarimi tersine
¢evirememis ve bazal hipokampal asetilkolin seviyeleri tizerinde higbir etkisi olmamustir.
Bu veriler, vortioksetin, bellek {izerinde kolinerjik ndrotransmisyon aracili bazi etkilere
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sahip oldugunu gostermektedir, ancak bu etkiler orta derecelidir ve sadece akut dozlama
kosullar1 altinda gortilmektedir (Pehrson ve ark., 2016).

Smagin ve ark., vortioksetinin akut ve kronik uygulanmasinin, sigcan PFK’sinden ve
ventral hipokampustan toplanan mikrodiyalizatlardaki histamin konsantrasyonlarinda
degisikliklere neden oldugunu ileri siirmiistiir (Smagin ve ark., 2016). Vortioksetinin,
oreksijenik sisteminin aktivasyonu yoluyla, trombositamerik ¢ekirdegi uyardigini ve
histaminerjik noérotransmisyonu artirdigini ve bu durumun, vortioksetinin bilissel
fonksiyon tizerindeki olumlu etkilerine katkida bulundugunu savunmuslardir (Smagin ve
ark., 2016). Pechrson ve ark. baska bir c¢alismada, vortioksetinin GABA
norotransmisyonunu baskilayip glutamaterjik aktivasyonu artirdigi yoniindeki hipotezi
test etmek icin GABAerjik ve glutamaterjik transmisyonu da degistiren subkronik
fensiklidin modelinde akut veya subkronik vortioksetin uygulamasmin fensiklidin ile
indiiklenen biligsel bozukluklar1 azalttig1 ve selektif SHT3 antagonisti ondansetron veya
SHT geri alim inhibitorii essitalopramin bu etkiyi taklit edebildigini gostermistir (Pehrson
ve ark., 2018). Dolayisiyla vortioksetinin biligsel fonksiyonlar ile iligkisinde GABAerjik

ve glutamaterjik etkilerin de olabilecegi giindemdedir.

Vortioksetinin yapisal olarak NSAII ilaglarla benzerlik gdstermesi, vortioksetinin
antiinflamatuvar etkisininin olabilecegini giindeme getirmistir (Bayram ve ark., 2018).
Insan monosit/makrofajlar1 iizerinde yapilan bir ¢aligmada, vortioksetinin makrofajlarin
alternatif fenotiplerine (M2) dogru polarizasyonunu saglayan antioksidan aktiviteye ve
antiinflamatuvar etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Talmon ve ark., 2018). Ayrica
antiinflamatuvar bir ilag olan selekoksib ile vortioksetin kombinasyonunun antidepresan
etkiyi artirdigi gosterilmis ve sekonder analizlerde vortioksetinin olast immiinomodiilator
etkilerinin aragtirilmasinin yeni bir yaklasim olabilecegi ileri siiriilmistiir (Fourrier ve
ark., 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasallar

3.1.1. Deneysel Tedaviler
Deney hayvanlarinda PH’yi indiiklemek i¢in ve hastalifin motor ve motor olmayan
semptomlarini tedavi edebilmek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler ile dokularin

diseksiyonu sirasinda gerekli maddelere iliskin detaylar Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. /n vivo tedavilerde ve dokularin diseksiyonunda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal ismi

Marka, Katalog Numarasi

Rotenon

Sigma-Aldrich, R8875

Aycicek Yagi

Yudum Gida, Istanbul

Dimetil siilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich, 276855

2-Hidroksipropil-p-siklodekstrin

Sigma-Aldrich, H107

Vortioksetin

Lundbeck, Kopenhag, Danimarka

Dietil eter

Tekkim, TK.150130.01000

Formaldehit (%10)

Sigma-Aldrich, 11-0735

Tinzaparin sodyum

Abdi ibrahim, 8699514950035*

Serum fizyolojik

Kogak Farma, 8699828691693 *

* Tibbi miistahzarlar i¢in barkod numarasi paylasilmistir.

3.1.2. Davrams Testleri

Stikroz tercihi testi sirasinda siikroz %1 agirlik/hacim olacak sekilde kullanildi. Deneyler
arasinda siganlarin koku duyusuna gore hareketlerini engellemek i¢in %70’lik etanol
kullanilarak davranis deneyleri sirasinda kullanilan cihazlar temizlendi. Davranis testleri

gergeklestirilirken kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 3.2. Davrams deneylerinde kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Ismi Marka, Katalog Numarasi
Siikroz (> %99.5) Sigma-Aldrich, SLBR6029V
Etanol (%70) Isolab, 920.026.2500

3.1.3. immiinohistokimyasal Analizler
Immiinohistokimyasal analizler sirasinda dokularin hazirlanmasi sirasinda kullanilan
kimyasal malzemeler Tablo 3.3’te, boyamalar sirasinda kullanilan antikorlar ve kimyasal

reaktifler Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Dokularin immiinohistokimyasal analizler i¢in hazirlanmasi sirasinda kullanilan kimyasal

maddeler.
Kimyasal Ismi Marka, Katalog Numarasi
Etanol (Absolute) Isolab, 920.026.2500
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi Sigma, P3813
Di-sodyum hidrojen fosfat Isolab, 969.086.1000
Hidrojen peroksit 35% Emprove Isolab, 932.122.2500
Sodyum kloriir Isolab, 969.033.1000
Mayer’s hematoxylin Atom Scientific, RRSP60-E
UltraVision polyvalent Thermo Scientific, TP-060-HL
Ksilen Isolab, 990.019.2501
Parafin boncuk Moslab, BKBP00001
Entellan Merck, M107961.0500
Sitrik asit monohidrat Isolab, 910.046.1000
Di-hidrojen potasyum fosfat Isolab, 960.066.100
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Tablo 3.4. Boyamalar sirasinda kullanilan antikorlar ve kimyasal reaktifler.

Kimyasal Ismi

Marka, Katalog Numarasi

Anti-tirozin hidroksilaz antikoru

Abcam, ab112

Biyotinli anti-rabbit 1gG antikoru

Vectorlab, BA-1000

Cleaved kaspaz 3 antikoru

Cellsignaling, 9661

Anti-a-siniiklein antikoru

Cellsignaling, 4179S

Anti-TLR2 antikoru

Abcam, ab213676

Anti-a-siniiklein (fosfo S129) antikoru

Abcam, ab51253

soliisyonu (SensiTek HRP)

HRP ile isaretli streptavidin molekiilii iceren enzim

Scy Tek, ABG125

3,3'-Diaminobenzidine (DAB) tablet

Sigma Fast, D9167

Ure hidrojen peroksit tablet

Sigma Fast, U5005

3.1.4. Biyokimyasal Analizler

Sivi kromatografi/kiitle spektrometresi (LC/MSMS) ile nérotransmitter tayini sirasinda

kullanilan reaktifler Tablo 3.5’te, enzim bagli immunosorbent testleri (ELISA) sirasinda

kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.5. LC/MSMS reaktifleri.

Kimyasal ismi

Marka, Katalog Numarasi

Serotonin

Sigma-Aldrich, 14927

Noradrenalin

Sigma-Aldrich, A7257

Dopamin HCI Sigma-Aldrich, H8502
Glutamik asit Sigma-Aldrich, G1251
L-Glutamin Sigma-Aldrich, G3126

HPLC grade metanol

Sigma-Aldrich, 34860

HPLC grade su Sigma-Aldrich, 270733
Asetonitril Merck, M100030
Formik asit Merck, 1.00264.1000
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Tablo 3.6. ELISA analizleri sirasinda kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler.

Kimyasal Ismi

Marka, Katalog Numarasi

Potasyum kloriir

Sigma-Aldrich, P9541

Tris—HCI

Sigma-Aldrich, 10812846001

Sodyum kloriir

Merck, M106404.1000

Albumin standard

Thermo Scientific, 23209

Coomasie Plus ™ (Bradford)

Thermo Scientific, 1856210

Fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi

Sigma-Aldrich, P4417-100TAB

Sican IL-6 ELISA Kiti

Elabscience, E-EL-R0015

Sigan IL-1B ELISA Kiti

Elabscience, E-EL-R0012

Sigan TNF-a ELISA Kiti

Elabscience, E-EL-R0019

Rat NF«B p65 ELISA Kiti

Elabscience, E-EL-R0674

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz ismi

Marka, Ulke

Hayvan Tartim Terazisi

Techfit, Tirkiye

Hassas Terazi (AX-200)

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya

Ultrasonik banyo (Sonorex)

Bandelin, Berlin, Almanya

Dikey tel aparati

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal

Rotarod cihazi

Ugo Basile, Varese, italya

Acgik alan aparati

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Yiikseltilmis art1 labirent

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Morris’in su tanki

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal
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Tablo 3.7. (Devam) Calismada kullanilan cihazlar.

Yeni obje tanima alanlari

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Video takip sistemi

Ethovision XT, Noldus, Hollanda

Mikrotom

Leica, Almanya

Mikroskop (Zeiss-Axioplan)

Zeiss, Oberkochen, Almanya

Isik mikroskobu (Olympus CX41)

Olympus, Tokyo, Japonya

Mikrosantrifiij (Mikro 200R)

Hettich®, Tuttlingen, Almanya

Sonikat6r (Sonopuls HD2070)

Bandelin, Almanya

Vortex cihazi IKA, Staufen, Almanya

Doku homojenizatorii (Miccra D-1) Miccra, Almanya

Laboratuvar tipi derin dondurucu (-86

°C) Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri

Triple quadrupole kiitle spektrometresi

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya
(LCMS-8040)

UFLC sistemi (LC-20 AD UFLC XR) Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya

ODS-4 Kolon GL Sciences, Tokyo, Japonya

3.3. Deney Hayvanlari

250-300 g agirliginda Sprague-Dawley erkek sicanlar kullanildi. 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik dongiisiine ayarlanmig 22 £ 1 °C sicakligindaki iyi havalandirilan odalarda
barindirilan hayvanlar deneylerden birkag giin 6nce deney yapilacak laboratuvara alinarak
deney ortamina aligmalar1 saglandi. Beslenmeleri amaciyla standart yem pelletleri ve
cesme suyu verildi. Hayvan deneyleri icin Akdeniz Universitesi Yerel Etik Komitesi

(Karar N0:104) tarafindan Etik Kurulu Onay1 alinmustir.

3.4. Deney Gruplarmin Olusturulmasi ve ila¢ Uygulamalari

Bu calisma kapsaminda, insanlardaki PH nin noéropatolojik 6zelliklerini taklit edebilmek
icin PH hayvan modellerinde siklikla kullanilan bir pestisid, ayni zamanda iyi bir
norotoksin olan rotenon kullanilarak PH’nin motor ve motor olmayan belirtilerinin

indiiklenmesi ve kronik bir inflamasyon durumunun tetiklenmesi saglandi.
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Sicanlar rastgele olarak dagitilarak Tablo 3.8’de yer alan in vivo g¢alisma gruplari

olusturuldu:

Tablo 3.8. In vivo deneyler igin belirlenen deney gruplari ve uygulanan tedaviler.

Deney Gruplan ilac/Toksin Uygulamalar:

Kontrol Aycigek vyagi (s.c.) iginde dimetil siilfoksit (DMSO) ve %10 B-
hidroksipropil siklodekstrin, (s.c.)

Rotenon 2 mg/kg (s.c.)

Vortioksetin 10 mg/kg (s.c.)

Rotenon+Vortioksetin 2 mg/kg (s.c.) ve 10 mg/kg (s.c.)

%10 B-hidroksipropil siklodekstrin, vortioksetinin ¢oziiciisii olarak kullanildi (Mork ve
ark., 2012). Rotenon ise ilk olarak 1:50 dimetil siilfoksit:aycicek yagi stok ¢ozeltisinde
icinde ¢oziiliip dozu 2 mg/kg olacak sekilde aygicek yaginda seyreltildi (Ojha ve ark.,
2015; Zhang ve ark., 2017b). Rotenon dozunun 2 mg/kg secilmesi ile rotenon
uygulamasinin kisitlamalarindan olan anlamli kilo kaybi ve sistemik toksisite sonucu
goriilen yiiksek mortalite oranlarinin 6niine gecilmis oldu. Rotenon uygulamasi ile birlikte
vortioksetin (10 mg/kg, s.c.,) uygulamasi ayni anda basladi ve 28 giin boyunca devam etti.
15. giinde antidepresan-benzeri etkilerin tespiti igin siikroz tercihi testi, 21. giinde motor
fonksiyonlarin degerlendirilmesi igin katatoni ve ratorod testleri ile lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek igin agik alan testi, 22. giinde anksiyete davranislarinin degerlendirilmesi
icin yiikseltilmis art1 labirent testi ile uzaysal hafizay1 degerlendiren 24 saatlik yeni obje
tanima testi ve 28. giinde de yine uzaysal hafiza fonksiyonlarini degerlendiren Morris’in
su tank1 (MWM) testi yapildi. Beyin dokularinda biyokimyasal ve immiinohistokimyasal
analiz yapilacak olan hayvanlar MWM testini tamamlandiktan hemen sonra sakrifiye
edilerek beyin dokular1 alind1 (Sekil 3.1).
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Tedavilerin baslangici
EPM: Elevated Plus Maze (YUlkseltilmis Arti Labirent Testi)
MWM: Morris Water Maze (Morris'in Su Tanki)

NOR: Novel Object Recognition (Yeni Obje Tanima Testi)
STT: Siikroz Tercihi Testi

Sekil 3.1. Deney protokolii.

Immiinohistokimyasal analizler (n=5) i¢in tiim beyin dokular1 cikarilarak formaldehid
cozeltisinde saklandi. Norotransmitter seviyelerinin LC/MSMS ile ve sitokin ve NF«B-
p65 diizeylerinin ELISA ile belirlenmesi i¢in striatum, PFK ve hipokampus dokular
(n=10) ¢ikarilarak -80 °C’de muhafaza edildi.

3.5. Davrams Deneyleri

Davranis deneyleri her giin 10.00-16.00 saatleri arasinda gerceklestirildi. Hayvanlarda
stres olusumunu 6nlemek igin higbir test ardisik olarak gergeklestirilmedi ve testlerden 30
dakika 6nce hayvanlar deneylerin yapilacagi ortama alinarak ¢evreye alismalar1 saglandi,
boylece anksiyetenin ve korkunun olasi etkileri minimize edildi. Hayvanlarin saglik
durumlarin1 degerlendirmek i¢in viicut agirliklart her hafta diizenli olarak kaydedildi ve
hayvanlar motor veya motor olmayan bozukluk belirtisi agisindan ¢aligma boyunca takip
edildi. Beklenmedik bir belirtisi olan (enfeksiyon gibi) siganlar ve hipokinezi veya rijidite

gosteren ¢ok zayif motor kabiliyete sahip sicanlar deneylere dahil edilmedi.

Motor fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in katatoni ve rotarod testleri, lokomotor aktiviteyi
degerlendirmek i¢in agik alan testi, 6grenme ve bellek fonksiyonlarmi degerlendirmek
icin yeni obje tanima ve MWM testleri, anksiyete-benzeri davranislar1 degerlendirmek
icin ylikseltilmis art1 labirent testi ve anhedoni davranisinin degerlendirilmesi i¢in siikroz

tercihi testi yapilda.
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3.5.1. Rotarod Testi

Rotarod testi siganlarin motor performans ve koordinasyonunu tespit etmek i¢in kullanildi
(Sekil 3.2). Deneye alinacak hayvanlar 3 ardisik glin boyunca rotarod aletine (Ugo Basile,
Biological Research Apparatus, Varese, Italy) alistirildi. Bu siire zarfinda, siganlar,
maksimum 2 dakika boyunca 12 rpm sabit hizinda dénen bir gubugun iizerinde yiiriimek
tizere egitildi (Abada ve ark., 2013). Test giiniinde, deneylere baslamadan 30 dakika dnce,
hayvanlar laboratuvara alinarak c¢evreye adapte olmalari saglandi. Rotarod cihazi
tizerindeki bireysel bolmelerine alinan hayvanlar, 5 dakikalik bir siire zarfinda 4 ile 40
rpm arasinda diizgiin bir sekilde hizlanarak donen ¢ubugun (7,3 cm ¢apta) tersi yoniinde
yerlestirildikten sonra c¢ubuk fiizerinde kalma siireleri otomatik olarak kaydedildi
(Monville ve ark., 2006). Kay1t alma siiresi 300s olarak belirlendi ve 5 dakikalik dinlenme
periyotlar1 uygulanarak ardisik 3 dl¢lim yapildi ve her denemeden sonra cihaz %70°lik

etanol ¢ozeltisi ile silinerek kurutuldu (Abada ve ark., 2013).

Sekil 3.2. Rotarod cihaz1 (Ugo Basile, Biological Research Apparatus, Varese, Italy).

3.5.2. Katatoni Testi

Hayvanlarda “donup kalma” olarak tanimlanan bir postiir bozuklugu olan katatoni
davraniginin analizi i¢in sik kullanilan, basit ve kolay uygulanabilir bir yontem olan
“vertical wire” (dikey tel) testi uygulandi (Biilbiil ve ark., 2019). Bunun i¢in hayvanlar
yavas bir sekilde 25x35 cm boyutlarinda dikey (5 mm aralikli) bir tel 1zgara iizerine

yerlestirildi (Sekil 3.3). Hayvanlarin 1zgara iizerinde tamamen hareketsiz kaldigi siire
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kronometre yardimi ile dlgiilerek kaydedildi. Kataleptik davranisin siddeti, 2 dakikalik bir

gbzlem siiresi i¢inde hareketsiz gegen en uzun zaman dilimi dlgiilerek degerlendirildi.

35cm

25 cm

Sekil 3.3. Dikey tel testi. (a) Sematize hali ve (b) Deneylerde kullanilan dikey tel aparati.

3.5.3. A¢ik Alan (Open Field) Testi

Acik alan deneyleri duvar yiiksekligi 45 cm olan, taban1 100x100 cm ebatlarinda kare
seklinde siyah mat tabanli bir diizenekte yapildi (Sekil 3.4). Alan, birbirine esit 16 kiigiik
kareye boliindii. Deneyin baslangicinda siganlar tek tek bu alanin merkezine birakildi ve
5 dakika boyunca hareketleri Noldus Ethovision XT System (the Netherlands)
kullanilarak kaydedildi. Her sigan i¢in girdigi kare sayisi, katettigi toplam mesafe,

ortalama hiz ve dig/i¢ kadranda gegirilen siireler 6l¢iildi (Basaranlar ve ark., 2019).

100 cm

Sekil 3.4. Acik alan testi. (a) Sematize hali (istten bakig) ve (b) Deneyler sirasinda kullanilan agik alan
aparatinin Noldus Ethovision XT sistemi ile kayit yapilirken alinmig goriintiisii ve cihazin boyutlar1
(100x100x45 cm).
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3.5.4. Morris’in Su Tanki (Morris Water Maze) Testi

MWM, ¢ap1 150 cm, yiiksekligi 60 cm olan daire seklindeki su dolu 6grenme tankinda
yapildi (Sekil 3.5 ve 3.6). Tank 4 kadrana boliindii ve kuzey-dogu kadranina platform
yerlestirildi. Siganlarin her giin 120 saniye tankta yiizmelerine izin verildi. Bu siire iginde
platformu bulan hayvanlarin 15 sn siireyle platform iizerinde kalarak uzaysal ipuglarini
kesfetmelerine izin verildi. 120 sn i¢inde platformu bulamayan siganlar yavasca platforma
yonlendirildi ve 15 sn platformun tizerinde durmalar1 saglandi. 5 giin siireyle 5 dakika
araliklarla, farkli baslangi¢ pozisyonlari belirlenerek giinde 4 deneme uygulandi ve 6. giin
platform kaldirildi (Tablo 3.9). 6. giin, deney siiresince Ogrenmenin gerceklesip
gerceklesmedigi platformsuz su tankinda yapilan 30 saniyelik ylizdiirme denemesi
(probe) ile degerlendirildi. Bu sirada siganlarin daha once platform bulunan kadranda
gegirdikleri siire, tankta kat ettikleri yol ve ylizme hizlari Noldus Ethovision XT System
(the Netherlands) kullanilarak kaydedildi (\Vorhees ve Williams, 2006).

KD
I

K
KB
a
B D
N
GB
G

vV
KD

Sekil 3.5. Morris’in su tanki testinin sematize hali.
B: Bati, D: Dogu, G: Giiney, GB: Giiney-bati, GD: Giiney-dogu, K: Kuzey, KB: Kuzey-bati, KD: Kuzey-
dogu.
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Sekil 3.6. Deneylerde kullanilan Morris’in su tanki. Cap: 150 cm, yiikseklik 60 cm. Noldus Ethovision XT
sisteminde 4 esit kadrana boliinmiis ve kuzey dogu kadranina (II numaralar1 alan) yerlestirilmis platform
tizerine ¢ikmug sigan ile birlikte sematize gosterimi.

Tablo 3.9. Morris’in su tanki testinde deneme periyotlarinda ve test periyodunda kullanilan baslangig
pozisyonlart.

Giinler 1. Deneme 2. Deneme 3. Deneme 4. Deneme

1. Giin K D GD KB

2. Giin GD K KB D

3. Gin KB GD G K

4. Giin D KB K GD

5. Giin K GD D KB
Test Giinii GB

B: Bati, D: Dogu, G: Giiney, GB: Giiney-bati, GD: Giiney-dogu, K: Kuzey, KB: Kuzey-bat1.KD: Kuzey-
dogu.

3.5.5. Yeni Obje Tanima Testi

Yeni obje tanima testi Ozellikle dikkat, kisa ve uzun siireli bellek c¢aligmalarinda
kullanilmakta ve 1i¢ asamadan olusmaktadir: Alistirma (habituation), tanitma
(familiarization) ve hatirlama (test period) (Antunes ve Biala, 2012). Alistirma
asamasinda sicanlar 40 cm yiiksekliginde, 40x40 cm ebatlarinda ki ortamin merkezine

konuldu ve ortamda herhangi bir obje yokken 5 dakika siireyle ortami kesfetmelerine izin
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verildi. Egitim asamasinda, siganlar merkezden alana birakildi ve ortama konan iki objeyi
incelemesi i¢in 5 dakika verildi. Bu siire boyunca her bir objeyi incelemek i¢in harcanan
zaman kaydedildi (Sekil 3.7) (Bevins ve Besheer, 2006). Deneyler arasinda si¢anlarin
koku duyusuna gore hareketlerini engellemek i¢in diizenek %70’lik etanol ile temizlendi.
Hatirlama asamasinda ise objelerden biri yeni obje ile degistirildi ve 5 dakika boyunca her
bir objeyi incelemek i¢in harcanan zaman Noldus Ethovision XT System (the
Netherlands) kullanilarak kaydedildi. Ayiricilik indeksi su formiil kullanilarak hesaplandi;
(yeni objede gegirilen siire- eski objede gegirilen siire)/(yeni objede gegirilen siire + eski
objede gecirilen siire) (Antunes ve Biala, 2012). Ayiricilik indeksinin yani sira, yeni
objede gecirilen siirenin yiizdesi, yeni objeye temas ylizdesi ve toplam kesif siireleri

hesaplanarak gruplar arasinda kiyaslamalar yapildi.

a
? =
@
24 sa
Ornek nesne tanima
b
g
Q
(e}
F

40 cm

Sekil 3.7. Yeni obje tanima testi. (a) Sematize hali ve (b) Deneylerde kullanilan yeni obje testi aparati
(40x40x40) ile objeler.
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3.5.6. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Anksiyete-benzeri davranislarin analizinde kullanilan yiikseltilmis art1 labirent testi igin,
kol genisligi 10 cm, kol uzunlugu 50 cm, duvar yiiksekligi 40 cm, yerden yiiksekligi ise
50 cm olan art1 seklinde, iki kolun duvarlarla cevrili, diger iki kolun ise g¢evresinin
tamamen agik oldugu siyah mat zeminli bir diizenek kullanildi (Sekil 3.8) (Contreras ve
ark., 2014). Her hayvan kollarin ¢akisma noktast olan merkeze birakildi ve 5 dakika
boyunca agik ve kapali kollarda gegirilen zamanlar kaydedildi. Tiim gruplar igin agik ve
kapal1 kollarda gecirilen siirelerin yiizdesi, acik ve kapali kollara giris frekanslarinin
yiizdesi ve anksiyete indeksi hesaplandi. Anksiyete indeksi su formiil kullanilarak
hesaplandi; 1 — [([Agik kolda gegirilen siire/Test siiresi] + [Agik kola giris frekasi/Kollara
toplam giris frekansi])/2]. (Contreras ve ark., 2014).

Sekil 3.8. Yiikseltilmis art1 labirent testinin sematize hali.

3.5.7. Siikroz Tercihi Testi

Anhedoni davranisini degerlendirmek igin 48 saatlik Siikroz tercihi testi uygulanda.
Adaptasyon siirecinde (ilk 24 saat) siganlar, biri siikkroz (%1 agirlik/hacim) biri musluk
suyu (normal su) igceren ve agirliklart dnceden bilinen, ayn1 6zelliklere sahip iki siseye 48

saat maruz birakildi. Bu siire zarfinda tiim hayvanlar standart yemle ad libitum beslendi

61



ve siirecin yarisinda siselerin yerleri degistirildi. Testten 6nce ya da sonra yiyecek veya
su kisitlamas1 yapilmadi. 48 saat sonra siseler tekrar tartildi ve tiiketilen sivi miktari

belirlendi. Stikroz tercihi asagidaki sekilde hesaplandi (Coelho vd. 2014).

Siikroz Tercihi= [Tiiketilen siikroz miktari (g) / (Tlketilen siikroz miktari (g) + Tiiketilen
su miktar1)] x 100

3.6. Immiinohistokimyasal Analizler

Bu yontemle SNpc (-4,92 mm ve -5,28 mm; Paxinos ve Watson'dan alinan koordinatlar)
(Fagotti ve ark., 2019), striatum, PFK (singulat korteks 1. ve 2. alanlar Cgl ve Cg2 ile
sekonder motor korteks M2 dahil) (Laubach ve ark., 2018) ve hipokampus dokularinda
TH, a-siniiklein, pS129-o-siniiklein, cleaved kaspaz-3 ve TLR-2 ekspresyonlari
degerlendirildi ve gruplar arasindaki fark bu ekspresyon siddetlerine gore yorumlandi.

Sakrifiye edilen hayvanlarin total beyin dokulari ¢ikarildiktan sonra parafin takibe alindi.

3.6.1. Dokularin Hazirlanmasi

Davranig testleri tamamlandiktan sonra immiinohistokimya icin sakrifiye edilecek
hayvanlara eter ile derin anestezi uygulanarak diseksiyon tepsisine alindi. Ksifoid
cikintinin hemen altindan klavikulaya kadar torasik orta hat boyunca cerrahi makasla bir
kesi yapildi (Sekil 3.9). Plevral boslugu ortaya ¢ikarmak igin gogiis kafesi boyunca
kavisli, kiint makas kullanilarak diyaframda kesi yapildi. Atmakta olan kalbi agiga
cikarmak igin gogiis kafesinin her iki tarafindaki kaburgalar dikkatlice kesilerek gogiis
boslugu agildi. Cildin iki kanadi rostral ve lateral olarak katlanarak torasik alan tamamen
ac1ga cikarildi. Iris makasi kullanilarak sol ventrikiiliin arka ucuna kiigiik bir kesi yapildi.
Kesik ventrikiilden ¢ikan aortaya 15 gauge'lik kiint uglu perfiizyon ignesi gegirilerek
igneyi sabitlemek ve sizintiy1 dnlemek i¢in klemp atildi. Yine iris makasi kullanilarak inen
aortaya zarar vermeden kan ¢ikisini saglayabilmek i¢in sag atriyuma bir kesi yapilarak

hayvan perfiize edilmeye hazirlandi.

1U/ml heparin igeren serum fizyolojik ile transkardiyak perfiizyon baslatildi ve sag
atriyumdan ¢ikan sivi  tamamen Dberrak olana kadar islem devam etti.
Immiinohistokimyasal analizler igin %10’luk formalin fiksatifi kullanilarak perfiizyon

tamamlandi. Beyin dokusunu ¢ikarmak i¢in bir makas araciligiyla boyundan buruna
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kadar bir orta hat kesisi yapildi ve kafatasi ortaya ¢ikarildi. Kafatasini g¢evreleyen
boyun Kkaslar1 kesilerek kafatasinin tabani goriiniir hale getirildi. Iris makasin keskin ucu
bir taraftaki foramen magnuma yerlestirilerek arka kafatasi yiizeyinin uzak kenarina kadar
uzanan bir kesim yapildi. Kontralateral tarafta ayni kesim tekrarlandi. Ronjur kullanarak
kafatasinin dorsal yiizeyi beyinden ayrildi ve kafatasinin yanlar Kesilerek beyin
rahatga goriiniir hale getirildi. Bir spatula kullanarak, olfaktér bulbus ve beynin ventral

ylizeyi boyunca goriilen sinir baglantilari ayrilarak doku ¢ikarildi (Sekil 3.10).

~
ot

sol ventrikl

- Kl
« kandl (15 S

Sekil 3.9. Transkardiyak perfiizyonun basamaklari.

1: Tamamen agi8a ¢ikan torasik alan ve atmakta olan kalbin sabitlenmesi, 2: Iris makas1 kullamilarak sol
ventrikiilin arka ucuna atilan kiigiik kesi, 3: Cikan aortaya 15 gauge'lik kiint uglu perflizyon ignesi
gecirilmesi, 4: Inen aortaya zarar vermeden kan ¢ikisini saglayabilmek igin sag atriyuma atilan kiiciik kesi.

Sekil 3.10. Beyin dokusunun diseksiyonu.
1: Boyundan buruna kadar yapilan orta hat kesisi, 2: Kafatasi kaldirilarak rahatga goriiniir hale gelen beyin
dokusu, 3: Perfiize edilmis beyin dokusu.

Beyin dokular1 %10’luk formalin fiksatifinde fikse edildi ve fiksasyon sonrasi dokular
yarim giin akar suda yikanarak yiikselen alkol serilerinde yarim giin bekletildi. Ksilol ile

seffaflastirildiktan sonra parafin igerisine gémiildii. Mikrotomda parafin bloklardan Poly-
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L lizinle kaph lamlar tizerine Spm kalinliginda kesitler alindi ve bu kesitler ertesi giin

yapilacak immiinhistokimyasal boyamalar i¢in 60 °C’deki etiivde bir gece bekletildi.

Islem Basamaklar

1.

10.

Alman kesitler, parafini slaytlarin {izerinden uzaklastirmak i¢in 15 dk temiz
ksilolde bekletildi ve takiben %100°’1lik, 90’lik, 80’1lik ve 70’lik alkollerden 3’er
dakika siirelerle gecirdikten sonra 3 dakika distile suda bekletilerek rehidrate
edildi.

Ardindan kesitler, dokudaki antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak amaciyla,
sitrik asit ¢Ozeltisinde mikrodalga firmin “med-high” ayarinda 2x5 dakika
kaynatilarak oda sicakliginda 20 dakika sogutuldu.

Kesitler daha sonra fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) igerisine alinarak 3x5
dakika yikanda.

Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin %3’liikk H202
igerisinde 20 dakika inkiibe edildi.

Tekrar PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra hidrofobik kalem ile kesitlerin
cevresi ¢izildi.

Ortaya ¢ikabilecek non-spesifik reaksiyonlarin bloklanmasi igin kesitler Ultra V
blok ile 7 dakika muamele edildi.

Bu islem sonrasinda herhangi bir yikama basamagi yapilmadan kesitler, Tablo
3.10°da gosterilen oranlarda diliie edilmis primer antikorlar ile muamele edildi.
Negatif gruplara ise ayn1 oranda IgG i¢eren immungloblulinler damlatilarak
kesitler +4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

Inkiibasyon sona erdikten sonra kesitler 3x5 dakika PBS ¢ozeltisinde yikanarak
biyotinli anti-rabbit sekonder antikor (Vectorlab, BA-1000, 1:400) ile muamele
edildi ve oda sicakliginda 45 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra 3x5 dakika PBS c¢ozeltisinde yikandi ve HRP-konjuge
Streptavidin damlatilarak 40 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Takip eden yikama islemi sonrasinda, Kesitler dnerilen sekilde hazirlanan DAB
enzim soliisyonunda 3 dakika inkiibe edilerek gelisen reaksiyon mikroskop altinda

degerlendirildi.
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Tablo 3.10. immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilan antikorlar

Antikor Marka Katalog No Kaynak
Tirozin hidroksilaz Abcam abl12 Tavsan poliklonal
a-siniiklein Cell Signaling 41798 Tavsan monoklonal
pS129- a-siniiklein Abcam ab51253 Tavsan monoklonal
Cleaved kaspaz-3 Cell Signaling 9661 Tavsan poliklonal
TLR-2 Abcam ab213676 Tavsan poliklonal

Kullanilan Soliisyonlar:

PBS soliisyonu (pH 7,4)

Hazirlanisi:
o 2,85 gr NA2HPO4 (Sodyum fosfat dibasik)
e 16 gr NaCl (Sodyum klortir)
e 0,8 gr H2KO4P (Potasyum dihidrojen fosfat)
e 2000 ml distile su

Sitrik Asit Soliisyonu (pH 6)
Hazirlanisi:

o 2.1 grsitrik asit

e 900 ml distile su

Hidrojen peroksit (H202) soliisyonu (%3):
Hazirlanisi:
e 63ml metanol

e 7ml hidrojen peroksit

NaOH cozeltisi (2M) (pH ayar1 i¢in)
Hazirlanisi:
e 8 g NaOH (Sodyum hidroksit)
e 100 ml distile su

Diliisyon

1:100
1:200

1:500
1:100

1:200
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DAB Soliisyonu (pH ayar1 i¢in)
Hazirlanisi:
e 1 adet DAB tablet, 1 adet iire hidrojen peroksit tableti

e 1 ml distile su

3.6.2. Tirozin Hidroksilaz Ekspresyonunun Belirlenmesi

TH; dopamin, noradrenalin ve adrenalin gibi katekolaminlerin biyosentezinde hiz

kisitlayict basamakta yer alan, L-tirozinin L-DOPA'ya hidroksilasyonunu katalize eden

bir monooksijenazdir (Sekil 3.10) (Weinberg ve ark., 2019). TH isaretlenmesi SNpc,

striatum, PFK ve hipokampustaki sag kalan dopaminerjik néronlarin varligini belirlemek

igin yapildu.
NH,*
\ " 4
c—CH
N
C=—0
/

Fenilalanin

HO
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\ \ * /
HO c—CH,
L-DOPA
HO
OH OH  *H,N—CH,
\ \ | /
HO C—CH, C—CH,
" Feniletanolamin N-metiltransferaz 5
Noradrenalin Adrenalin

Sekil 3.10. Dopamin biyosentezi. Sekil, (Weinberg ve ark., 2019) kaynak alinarak Tiirkgelestirilmistir.
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3.6.3. a-Siniiklein Ekspresyonunun Belirlenmesi
Sag kalan noronlarda a-siniiklein’den zengin Lewy cisimcikleri ve noritlerin varligi,
PH’nin karakteristik patolojik 6zelligidir (Phan ve ark., 2017). a-siniiklein isaretlemesi,

ilgili beyin bolgelerinde a-siniiklein birikimini ve PH patolojisini belirlemek igin yapildi.

3.6.4. Serin-129 Bolgesinde Fosforile Olmus o-Siniiklein Ekspresyonunun
Belirlenmesi

Serin-129 bolgesinde meydana gelen fosforilasyonun a-siniiklein inkliizyonlarinin
olusumunu hizlandirdig1 ve noéronal kaybi artirdigr bildirilmistir (Sugeno ve ark., 2008).
Ayrica pS129-a-siniiklein izoformlarinin 3-katlanmalara gecisinin daha hizli gerceklestigi
gosterilmistir (Samuel ve ark., 2016). Son yillarda yapilan yogun arastirmalardan sonra o-
siniiklein patolojisinin, SSS’de meydana gelen néroinflamasyon ile siki bir sekilde iliskili
oldugu ve a-siniiklein fibrillerinin inflamatuvar 6zelliklerinin de yine B-yap1 ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Gustot ve ark., 2015; Zella ve ark., 2019). pS129-a-siniiklein
isaretlemesi, a-siniiklein agregatlarinin toksisitesini ve inflamatuvar kaskadi tetikleyici

roliinii aydinlatmak i¢in yapildi.

3.6.5. Cleaved Kaspaz-3 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Kaspaz-3, kaspaz kaskad siirecinin aktivasyonu igin kritik 6neme sahip, apoptozla iligkili
sistein peptidazdir. Kaspaz-3, proteolitik ayrilma (cleavage) yoluyla aktive edilir (Yuan
ve ark., 2016). Kaspaz-3'iin aktivasyonu, PH’de de 6nemli bir isarettir. Mikroglia aracilt
inflamasyon ve apoptoz araciligiyla néron 6liimiine neden olabilir (Liu ve ark., 2013).
Cleaved kaspaz-3 isaretlemesi; SNpc, striatum, PFK ve hipokampus dokularinda apoptoz
belirteci olarak kullanildi.

3.6.6. Toll-Benzeri Reseptor-2 Ekspresyonunun Belirlenmesi

TLR-2, hem hiicre yiizeyindeki hem de mikroglia i¢indeki organeller ile iliskili olup gen
transkripsiyonunda degisikliklere yol agan hiicre i¢i yolaklar1 degistirerek spesifik
ligandlara cevap veren patern tanima reseptorleridir (Dzamko ve ark., 2017; Zhang ve
ark., 2018). a-siniiklein tarafindan aktive olmus mikroglialarda NF«B sinyal yolaginin

TLR-2 aracili aktivasyonu, inflamatuvar cevaplart tetikleyerek proinflamatuvar
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sitokinlerin saliverilmesine neden olmaktadir (Kim ve ark., 2018). TLR-2 ekspresyonu,

inflamatuvar siirecin bir belirteci olarak kullanildi.

3.6.7. Image-J analizi

Image-J programi kullanilarak dokularda ekspresyon goriilen yerler isaretlendi ve bu alan
program ile hesaplanarak total alana oranlandi. Farkli gruplardaki immiinoreaktiviteler,
tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirildi p degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu degerler anlamli olarak kabul edildi.

3.7. Biyokimyasal Analizler

Calisma gruplarindaki hayvanlar davranis testlerini tamamladiktan sonra biyokimyasal
analizler i¢in kullanilacak beyin dokularindan striatum, PFK ve hipokampus boélgeleri
cikarilarak bu bolgelerde LC/MSMS metodu ile dopamin, serotonin, noradrenalin,
glutamik asit ve L-glutamin norotransmitterlerinin miktar tayini gergeklestirildi. Yine
ayni dokularin kontralateral bolgeleri kullanilarak ELISA yontemi ile proinflamatuvar
sitokin ve NFxB-p65 diizeyleri belirlendi. insanlarda, uzaysal lokasyonlarin allosentrik
islenmesini gerektiren bellek gorevlerinde 6zellikle sag hipokampusun gorev aldigi, sol
hipokampusun ise epizodik/otobiyografik bellekte rol aldigi bilinmektedir
(Burgess,2002). Yapilan ¢alismalarda egitimsiz kontrol grubuna kiyasla, gizli platform
konumunu 6grenmis si¢anlarda sol hipokampusta 74 gene karsi sag hipokampusta 623
genin farkli sekilde eksprese edildigi gosterilmistir (Klur,2009). Bu nedenle sag taraftaki
dokular norotransmitter tayini igin, sol taraftaki dokular ise sitokin ve NFxB-p65
diizeylerinin tespiti i¢in kullanildi. Hayvanlarin sakrifikasyonu ve beyin dokusunun
diseksiyonu, immiinohistokimyasal analizler i¢in dokularin hazirlanmasi (Bkz: 3.6.1.
Dokularin hazirlanmasi) kisminda anlatildigr gibi gergeklestirildi. Ancak transkardiyak

perfiizyon sirasinda yalnizca 1U/ml heparin igeren serum fizyolojik kullanildi.
3.7.1. Dokularin Homojenize Edilmesi

Formik Asit Tamponu ile Homojenizasyon Yoéntemi
Her gruptaki hayvanin hipokampus, PFK ve striatum dokular c¢ikarilarak tartildi ve
tartilan 6rneklere LC/MSMS yontemi ile norotransmitter tayini i¢in 1:10 (agirlik/hacim)

olacak sekilde 0,1 M formik asit ¢ozeltisi eklenerek dokular buz iizerinde homojenize
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edildi. Her bir ornekten elde edilen doku homojenatlari, ndrotransmitter tayini igin
postmitokondri siipernatanti elde etmek i¢in 4 °C'de 18000 g'de 20 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar temiz eppendorflara boliinerek analize yapilana kadar -80 °C'de muhafaza

edildi. Santrifiijlemeden sonra, siipernatantlar 200 pL’lik viallere alinarak analiz edildi.

PBS Tamponu ile Homojenizasyon Yontemi

Her gruptaki hayvanin hipokampus, PFK ve striatum dokulari ¢ikarilarak tartildi ve
tartilan 6rneklere ELISA testleri i¢in 1:9 (agirlik/hacim) olacak sekilde fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenerek dokular buz tizerinde homojenize edildi. Her bir 6rnekten
elde edilen doku homojenatlari, proinflamatuvar sitokinlerin ve NF«xB-p65 aktivitesinin
analizi i¢in postmitokondri siipernatanti elde etmek icin 4 °C'de 5000 g'de 5 dakika
santriflij edildi. Siipernatantlar temiz eppendorflara boliinerek analiz yapilana kadar -80
°C'de muhafaza edildi.

3.7.2. Dokularda Total Protein Tayini
Norotransmitter tayini ve ELISA testleri i¢in yapilan tiim protein tayinleri Bradford

Yontemi (1976) kullanilarak yapildi (Bradford, 1976).

Yontemin Esasi: Bu yontemde bir organik boyar madde olan Commassie brillant blue G-
250’nin proteindeki renklendirme 6zelliginden yararlanilir. Commassie brillant blue G-
250, negatif yiikli olan ve proteindeki (+) yiiklii gruplara baglanan bir boyadir. Boya,
Kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formlarda bulunur. Kirmizi form
cozeltideki haldir. Boya, proteinlere baglandiginda mavi renk olusur. Rengin siddeti

protein yogunlugu ile dogru orantilidir (Robyt ve White, 1987).

islem Basamaklar:

1. Doku homojenatlar distile su ile 1:250 oraninda seyreltildi.
2. Bovin serum albuminden 2, 4, 8, 12, 16 ve 20 pl/ml’lik standartlar hazirlandi.

3. 100 pl ornek, standart veya kor (distile su) c¢ozeltilerine 100 pl Bradford belirteci
eklenerek vortekslendi ve bu numuneler 96 kuyucuklu plakaya, her kuyucukta 200 ul

ornek bulunacak sekilde pipetlendi.
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4. Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede ile 595 nm’de 3 tekrarl olarak

sleiildi.

5. Standart konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri ile elde edilen standart egriden

(Sekil 3.12) hareketle protein miktarlar1 hesaplandi. Sonuglar pg/ml olarak verildi.
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Sekil 3.12. Protein standart egrisi.

3.7.2. Dopamin, Serotonin, Noradrenalin Glutamin ve L-Glutamik Asitin Kantitatif
Kiitle Spektrometrik Ol¢iimii

Olgiimler i¢in, tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile birlestirilmis ultra hizli siv1
kromatografi (UFLC) kullanilarak optimize edilmis bir ¢oklu reaksiyon izleme (MRM)
yontemi kullanmildi (Biilbill ve ark., 2019). Bu teknikle, yiiksek basingli sivi
kromatografisinde fizikokimyasal oOzelliklerine gore ayrilan molekiiller kiitle
dedektoriinde kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore parcalandi. Birinci kuadrupol filtrede m/z
oranina gore ayrilan molekiiller, ikinci kuadrupol filtrede yiiksek safliktaki gaz ile
pargalanarak iyonlarina doniistiiriildii ve olusan iyonlarin iizerinden teshis ve miktar tayini

yapildi.
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Dopamin, serotonin, noradrenalin, glutamin ve L-glutamik asit standartlari, 0,01 g madde
10 ml LC-simif su:formik asit (0,1 M) karigiminda (9:1) ¢oziilerek hazirlandi (5 ng/ml).
Standart ¢ozelti, stok ¢ozeltiden distile su kullanilarak seyreltildi ve optimizasyon ig¢in

1000, 500 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi.

Kontrol, rotenon, vortioksetin ve rotenon+vortioksetin gruplarindaki hayvanlardan elde
edilen hipokampus, PFK ve striatum doku &rnekleri, agirliklarina gére 0,1 M formik asit
igeren soguk ekstraksiyon ¢oziiclisii kullanilarak buz iizerinde homojenize edildi (doku
agirhigi:formik asit; 1:10). Doku homojenatlar1 daha sonra 18.000 g’de +4 °C’de 20 dk
santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra, siipernatantlar 200 pL’lik viallere alinarak
LCMS-8040 triple quadrupole kiitle spektrometresiyle (Shimadzu Corporation, Japan)
birlestirilmis bir UFLC sistemi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japan)
tizerinde, 25 °C'de tutulan bir HPLC kolonu (Inertsil ODS-4, 3 x 100 mm, 2 um, GL
Sciences Inc. Tokyo, Japonya) kullanilarak analiz edildi. Elde edilen degerler doku

agirhigina normalize edilerek sonuglar [nmol/mg] cinsinden verildi.

Tablo 3.11. LC/MSMS Olgiim Parametreleri.

Kolon Inertsil ODS-4, 3 x 100 mm, 2 um, GL Sciences Inc. Tokyo, Japonya

Mobil faz A: % 0,1 formik asit ve %1 asetonitrilin sudaki ¢ozeltisi.

B: %0,1 formik asitin asetonitrildeki ¢ozeltisi

Sicaklik 25°C

Enjeksiyon hacmi 5uL

AKkis hizi 0,4 mL/dak

Dereceli eliisyon Faz B, %5-50 (0-1 dakika), %50-95 (1-2 dakika), %95 (2-3 dakika) ve %5
(3—4 dakika)

3.7.3. Proinflamatuvar Sitokinlerin Tayini
Hipokampus, PFK ve striatum dokularinda TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyeleri kat1 faz
sandvi¢ ELISA testi TNF-a, IL-1p ve IL-6 kitleri (Elabscience) kullanilarak yapildu.

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Kit iginde
bulunan 96 kuyucuklu plaklar sican TNF-a, IL-1p ve IL-6’ya 6zgii bir monoklonal
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antikorlarla kaplanmistir. Standartlar veya numuneler mikro ELISA plaka kuyucuklarina
eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Daha sonra sigan TNF-a, IL-1p veya IL-6 ve
avidin-yabanturpu peroksidaz (HRP) konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir tespit antikoru,
her mikro plaka kuyusuna art arda ilave edilir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler
yikanarak uzaklagtirilir. Her kuyucuga substrat ¢ozeltisi ilave edilir. Sadece sigan TNF-a,
IL-1P veya IL-6, biyotinli tespit antikoru ve avidin-HRP konjugati iceren kuyucuklar mavi
renkte goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma ¢o6zeltisi ilave edilerek sona
erdirilir ve renk sararir. Optik yogunluk 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak Ol¢iiliir. Optik yogunluk degeri, sigan IL-1p, IL-6 veya TNF-a konsantrasyonlari
ile orantilidir. Numunelerin optik yogunlugu standart egri ile karsilagtirarak

numunelerdeki TNF-a, IL-1pB veya IL-6 konsantrasyonlar1 hesaplanir.

Test Prosediirii

1. Standart ¢alisma ¢ozeltisi ilk iki kolona eklendi: Co6zeltinin her konsantrasyonu,
her bir kuyucuga, yan yana (her kuyucuk igin 100 uL) ¢ift olarak eklendi. Ornekler diger
kuyucuklara eklendi (her kuyucuk i¢in 100 uL). Plaka, kitte verilen sizdirmazlik filmi ile
kapatildi. 37 © C'de 90 dakika inkiibe edildi.

2. Swvilar kuyucuklardan yikama yapmadan uzaklastirildi. 100 pL Biyotinli tespit
antikoru calisma soliisyonu eklendi. Plaka sizdirmazlik filmi ile kapatildi. Yavasca

karistirildi. 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Sivilar kuyucuklardan aspire edildi, 350 uL yikama tamponu eklendi. 1 ~ 2 dakika
bekletildi ve her kuyudan soliisyon aspire edildi ve temiz emici kagida hafif¢ce vurarak

kurulandi. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlandi.

4. Her kuyucuga 100 pL HRP Konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plaka
sizdirmazlik filmi ile kapatildi. 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Sivilar kuyucuklardan aspire edildi, yikama islemi adim 3'te gosterildigi gibi bes

kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 uL substrat reaktifi eklendi. Yeni bir plaka sizdirmazlik filmi ile
kaplandi. 37 © C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1siktan korundu. Reaksiyon
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stiresi gercek renk degisikligine gore kisaltildi veya uzatildi, ancak 30 dakikadan fazla

beklenmedi.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma ¢dzeltisinin

eklenmesi, substrat ¢ozeltisindeki ayni sirayla yapildi.

8. Her bir kuyucugun optik yogunlugu, dalga boyu 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro

plaka okuyucu ile bir kerede belirlendi.

Sonuclarin Hesaplanmasi
Her standart ve numune igin yinelenen okumalarin ortalamasini alindi, ardindan ortalama
sifir standart optik yogunlugu ¢ikarildi. Microsoft Excel’de bulunan log-log algoritmasi

kullanilarak standart egri elde edildi. Sonuglar pg/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.4. Niikleer Faktor Kappa-B-p65 Aktivitesinin Belirlenmesi
Hipokampus, PFK ve striatum dokularinda NFkB-p65 6lgtimleri, kat1 faz sandvi¢ ELISA
testi NFxB-p65 kiti (Elabscience) kullanilarak yapildi.

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Kit icinde
bulunan 96 kuyucuklu plak sican NFkB-p65'e 6zgii bir monoklonal antikorla kaplanmistir.
Standartlar veya numuneler mikro ELISA plaka kuyucuklarma eklenir ve spesifik antikor
ile birlestirilir. Daha sonra Sigan NFkB-p65 ve avidin-yabanturpu peroksidaz (HRP)
konjugatina 6zgii biyotinlenmis bir tespit antikoru, her mikro plaka kuyusuna art arda
ilave edilir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir. Her kuyucuga
substrat ¢ozeltisi ilave edilir. Sadece sigan NF«xB-p65, biyotinli tespit antikoru ve avidin-
HRP konjugati iceren kuyucuklar mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu,
durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek sona erdirilir ve renk sararir. Optik yogunluk, 450 nm +
2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir. Optik yogunluk degeri, NFkB-p65
konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerin optik yogunlugu, standart egri ile

karsilagtirarak numunelerdeki NFkB-p65 konsantrasyonu hesaplanir.
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Test Prosediirii

1. Standart ¢alisma ¢ozeltisi ilk iki kolona eklendi: Cozeltinin her konsantrasyonu,
her bir kuyucuga, yan yana (her kuyucuk icin 100 uL) ¢ift olarak eklendi. Ornekler diger
kuyucuklara eklendi (her kuyucuk igin 100 uL). Plaka, kitte verilen sizdirmazlik filmi ile
kapatildi. 37 © C'de 90 dakika inkiibe edildi.

2. Sivilar kuyucuklardan yikama yapmadan uzaklastirildi. 100 pL Biyotinli tespit
antikoru calisma soliisyonu eklendi. Plaka sizdirmazlik filmi ile kapatildi. Yavasca

karistirildi. 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Sivilar kuyucuklardan aspire edildi, 350 uL yikama tamponu eklendi. 1 ~ 2 dakika
bekletildi ve her kuyudan soliisyon aspire edildi ve temiz emici kagida hafifce vurarak

kurulandi. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlanda.

4. Her kuyucuga 100 pul. HRP Konjugat g¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka
sizdirmazlik filmi ile kapatildi. 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Swivilar kuyucuklardan aspire edildi, yikama islemi adim 3'te gosterildigi gibi bes

kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 uL substrat reaktifi eklendi. Yeni bir plaka sizdirmazlik filmi ile
kaplandi. 37 © C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1siktan korundu. Reaksiyon
stiresi gercek renk degisikligine gore kisaltildi veya uzatildi, ancak 30 dakikadan fazla

beklenmedi.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi. Durdurma ¢dzeltisinin

eklenmesi, substrat ¢ozeltisindeki ayni sirayla yapildi.

8. Her bir kuyucugun optik yogunlugu, dalga boyu 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro

plaka okuyucu ile bir kerede belirlendi.
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Sonuc¢larin Hesaplanmasi
Her standart ve numune i¢in yinelenen okumalarin ortalamasini alindi, ardindan ortalama
sifir standart optik yogunlugu ¢ikarildi. Microsoft Excel’de bulunan log-log algoritmasi

kullanilarak standart egri elde edildi. Sonuglar pg/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.3. Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler Graphpad Prism 7.0 yazilimi kullanilarak yapild: ve sonuglar ortalama
+ SEM olarak verildi. Davranis deneylerinde gruplar arasindaki farklar, tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma post-hoc testi kullanilarak
degerlendirildi. Morris’in su tanki testinde alistirma periyotlarinda platforma ulagsmak i¢in
harcanan siirenin ve alinan toplam yolun analizinde iki yonlii tekrarli 6l¢iim ANOVA ve
ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma post-hoc testi kullanildi. Biyokimyasal
(norotransmitter seviyeleri, proinflamatuvar sitokinler ve NFxB-p65 seviyeleri) ve
immiinohistokimyasal bulgularda, normal dagilima uyan degerlerin analizinde tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey ¢oklu karsilagtirma post-hoc testi kullanildi. Kolmogorov-
Smirnov testinde normal dagilima uymayan degerlerin analizinde ise Kruskal-Wallis ve
ardindan Dunn’s ¢oklu karsilastirma post-hoc testi kullanildi. p degerinin 0.05’ten kiigiik

oldugu degerler anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. lla¢ Uygulamalarinin Sagkalim Uzerine Etkisi

Kontrol ve vortioksetin gruplarinda 4 haftalik deney siiresince mortalite goriilmedi
(sagkalim oranlar1 %100). Rotenon grubunda, deneye dahil edilen 27 hayvandan 2’si
iciincli haftada, 2’si dordiinci haftada olmak {izere toplam dort sican deneyler
tamamlanmadan kaybedildi. Rotenon grubunda sagkalim oran1 %85,2 idi. Rotenon ile
birlikte vortioksetin uygulamasi yapilan kombinasyon grubunda da deneye dahil edilen
27 hayvandan tgilincii haftada iki sigan deneyler tamamlanmadan kaybedildi.
Rotenon+vortioksetin grubunda sagkalim orani %92,6 idi. Sagkalim egrileri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmedi (Log-rank (Mantel-Cox) testi, p=
0,0707) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kaplan-Meier sagkalim analizi. Degerler, Log-rank (Mantel-Cox) testine gére her grupta hayatta
kalan si¢anlarin yiizdesi olarak hesaplanmistir. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:
Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.

4.2. lla¢ Uygulamalarinin Viicut Agirhig Uzerine Etkisi

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan si¢anlarin 4
haftalik periyod boyunca viicut agirliklarinda goriilen degisimler karsilastirildiginda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu (grup etkisi, F (3,311) =
5,82, p=0,0007; zaman etkisi, F (3,311) = 3.329, p=0.0199) ancak; tedavi gruplar ile

haftalar arasinda bir etkilesim olmadigi goriildii (deney grubu x zaman etkilesimi F
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(9,311) = 0,4497, p=0,9070) (Sekil 4.2). Kontrol ve vortioksetin grubunda yer alan
sicanlarin kilolart 4 haftalik periyod boyunca sirasiyla %18,4 ve %12,8’lik bir artis
gosterdi. Kontrol grubundaki kilo artis1 I. ve IV. haftalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklillk gostermesine ragmen (Tukey post-hoc, p=0,0092) vortioksetin
grubundaki kilo artig1 istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Rotenon ve
rotenon+vortioksetin gruplarinda ilk hafta hafif diizeyde (sirasiyla %0,9 ve %2,1) bir kilo
kayb1 meydana gelmesine ragmen ikinci haftadan itibaren kilo artis1 goriildii. 4 haftanin
sonunda rotenon grubundaki sigcanlar ilk hafta Olgiilen kilolariyla karsilastirildiginda
toplamda %5,5, rotenon+vortioksetin grubundaki siganlar %5,9 kilo artis1 gosterdi, ancak

bu veriler istatistiksel olarak anlamli degildi (her iki grup i¢in p>0,05).
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Sekil 4.2. 4 haftalik deney siiresince deney gruplarindaki viicut agirlig1 degisimi. Veriler ortalama + SEM
olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=25). *p<0,05; Kontrol grubunda I. haftaya goére anlamli farklilik. KONT: Kontrol,
ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.3. Vortioksetin Uygulamasinin Rotenon ile Indiiklenen Motor Bozukluklar

Uzerine Etkisi

4.3.1. Vortioksetin Uygulamasi Rotarod Performansinda Iyilesme Sagladi
Calisma gruplarinda yer alan sicanlarin 4 ile 40 rpm arasinda diizgiin bir sekilde

hizlanarak dénen ¢ubugun tlizerinde diismeden kalma siireleri Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan sicanlarin
donen g¢ubuk {izerinde diismeden kalma stireleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gériildi (Tek yonlit ANOVA, F (3,66) =
22,37, p<0,0001). Tukey coklu karsilagtirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizde,
rotenon uygulamasi yapilan sicanlarin dénen ¢ubuk {izerinde kalma siireleri kontrol ve
vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir diisiis gosterdi (p<0,0001, p<0,0001; sirasiyla).
Rotenon+Vortioksetin grubunda siganlarin dénen ¢ubuk tizerinde kalma siireleri kontrol
ve vortioksetin grubuna kiyasla daha kisa olmasina karsin (p<0,05, p<0,05; sirasiyla),

rotenon grubuna kiyasla daha uzundu (p<0,0001).
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Sekil 4.3. Vortioksetin uygulamasinin rotenon uygulanan siganlarda meydana gelen motor bozukluklar
iizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. istatiksel analizler, tek yonlii ANOVA ve
ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir (n=15). *p<0,05, ***p<0,0001; Kontrol
grubuna gore anlamh farklihik, ¥ p<0,0001; Rotenon grubuna gore anlamh farklihk, #»<0,05; Vortioksetin
grubuna gore anlaml farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR:
Vortioksetin.
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4.3.2. Vortioksetin Uygulamasi Katatoni Skorlarinda Diisiis Meydana Getirdi
Calisma gruplarinda yer alan sicanlarin dikey tel 1zgara {lizerinde hareketsiz olarak

kaldiklar stireler Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+tvortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin
dikey tel 1zgara lizerinde hareketsiz kaldiklar stireler karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goériildii (Tek yonlit ANOVA, F (3,81) =
8,34, p<0,0001). Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizde,
rotenon uygulamasi yapilan siganlarin dikey tel izgara lizerinde tamamen hareketsiz
kaldiklar1 stireler kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde artti
(p<0,001, p<0,01; sirasiyla). Hem vortioksetin hem de rotenon tedavisi uygulanan grupta,
rotenon grubuna kiyasla katatonik gecen siire anlamli bir sekilde azaldi (p<0,001).
Rotenon+vortioksetin grubu ile kontrol ve vortioksetin grubu arasinda anlamli bir farklilik

goriilmedi (her iki grup i¢in p>0,05).
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Sekil 4.4. Vortioksetin uygulamasinin rotenon uygulanan siganlarda meydana gelen katatoni davranigi
iizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. istatiksel analizler, tek yonli ANOVA ve
ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir (n=15). ***p<0,001; Kontrol grubuna gore
anlaml farklihk, *p<0,01, **p<0,001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik. KONT: Kontrol, ROT:

Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.3.3. Vortioksetin Uygulamasi Lokomotor Aktivite Skorlarinda Iyilesme Saglad
Calisma gruplarinda yer alan sicanlarin agik alan testinde aldiklari toplam yol (cm),

ortalama hizlar1 (cm/s) ve kadranlar aras1 gecis sayilar1 Sekil 4.5°te gosterilmistir.

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan sigcanlarin agik
alan testinde aldiklar1 toplam yol, ortalama hiz ve kadranlar arasi gec¢is sayilari
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
goriildii (Tek yonli ANOVA; toplam yol, F (3, 50) =37,97, p<0,0001; ortalama hiz, F (3,
49) = 41,67, p<0,0001; kadranlar aras1 gegis sayis1 F (3, 44) = 21,52, p<0,0001). Tukey
coklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizde, rotenon uygulamasi
yapilan si¢anlarda alinan toplam yolun, ortalama hizin ve kadranlar arasi gegis sayisinin
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde distiigii gozlendi (p<0,0001, p<0,0001,
p<0,0001; sirasiyla). Rotenon+vortioksetin grubunda, rotenon grubuna kiyasla alinan
toplam yol, ortalama hiz ve kadranlar arasi gegis sayisinin anlamli bir sekilde arttigi
(p<0,0001, p<0,0001, p<0,001, sirastyla) ancak kontrol grubundan anlamli olarak daha
diisiik oldugu tespit edidi (p<0,0001, p<0,0001, p<0,01; sirasiyla). Benzer sekilde,
vortioksetin grubuyla rotenon+vortioksetin grubu karsilastirildiginda da toplam yol ve
ortalama hiz parametrelerinin rotenon+vortioksetin grubunda anlamli olarak daha yiiksek
oldugu tespit edildi (p<0,05, p<0,05; sirastyla. Tek basina vortioksetin uygulanan grupta
ise kontrol grubuna kiyasla herhangi bir fark bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.5. Vortioksetin uygulamasimin lokomotor aktivite lizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak
gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak

Fkkk

degerlendirilmistir (n=15). ~p<0,01,

p<0,0001; Kontrol grubuna gore anlaml farklilik, ***p<0,001,

*++p<0,0001; Rotenon grubuna gére anlaml farklilik #p<0,05; Vortioksetin grubuna gére anlaml farklilik.

KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.4. Vortioksetin Uygulamasinin Rotenon ile Indiiklenen Bilissel Bozukluklar

Uzerine Etkisi

4.4.1. Vortioksetin Uygulamasi Yeni Obje Tanima Testindeki Bilissel Performans
Skorlarinda Iyilesme Saglad

Calisma gruplarinda yer alan siganlar icin yeni obje testindeki ayiricilik indeksi, yeni
objede gegirilen siirenin yiizdesi, yeni objeye temas yiizdesi ve toplam kesif siireleri Sekil

4.6’da gosterilmistir.

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin
ayricilik indeksi, yeni objede gegirilen siirenin yiizdesi ve yeni objeye temas yiizdesi
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
goriildii (Tek yonlii ANOVA, “’deney grubu’’ degiskeninin ayiricilik indeksi iizerine
etkisi F (3,44) = 19,11, p<0,0001; ‘’deney grubu’’ degiskeninin yeni objede gegirilen
stirenin yiizdesi tizerine etkisi F (3,44) = 19,11, p<0,0001; “’deney grubu’’ degiskeninin
yeni objeye temas yiizdesi iizerine etkisi F (3,49) = 8,648, p=0,0001). Hesaplanan toplam
kesif siiresi ise rotenon uygulamasi yapilan sicanlarda kismi bir diisiise yol agmasina
ragmen gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Tek yonliit ANOVA, F (3,42)
= 2,684, p=0,0588). Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc
analizde, rotenon uygulamasi yapilan si¢anlarin ayiricilik indeksinin, yeni objede
gecirilen siirenin yilizdesinin ve yeni objeye temas yiizdesinin kontrol ve vortioksetin
gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde diistiigii ve sicanlarin eski obje ile yeni obje arasinda
ayrim yapamadigi goriildii (Tukey post-hoc, p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, kontrol
grubu igin sirasiyla; p<0,0001, p<0,0001, p<0,01, vortioksetin grubu igin sirasiyla).
Vortioksetin tedavisiyle birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda ayricilik indeksi, yeni
objede gecirilen siirenin yiizdesi ve yeni objeye temas yiizdesi rotenon grubuna kiyasla

anlamli bir gekilde artt1 (p<0,001, p<0,001, p<0,05; sirastyla).
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Sekil 4.6. Vortioksetin uygulamasinin yeni obje tanima testi performans! tizerine etkisi. Veriler ortalama +
SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi

kullanilarak degerlendirilmistir (n=15).

stk

'p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik, *p<0,05,

p<0,01, *p<0,001, T p<0,0001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik. KTRL: Kontrol, ROT:
Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.

83



4.4.2. Vortioksetin Uygulamasi Morris’in Su Tanki Testindeki Bilissel Performans
Skorlarinda lyilesme Sagladi

Calisma gruplarinda yer alan siganlarin 6grenme periyotlar1 boyunca platforma ulagsmak
icin harcadiklar1 siire ve alinan toplam yol uzunluklari, test periyodunda platformun
kaldirildig1 hedef kadranda gecirdikleri siire, ortalama hizlar1 ve yiizme yoriingelerinin

temsili Sekil 4.7°de (a-e) gosterilmistir.

MWM, uzaysal 6grenme ve bellek fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢in 23. giinden 28.
giine kadar, 6 giin siireyle uygulandi. Siganlarin 6grenme yeteneklerinin degerlendirildigi
5 glinliik 6grenme periyotlart boyunca platforma ulagsmak i¢in harcanan siire ve alinan
toplam yol uzunluklar1 hesaplandi (Tablo 4.1, Sekil 4.7 a-b). Uzaysal hafizay:
degerlendirmek igin 6. giin yapilan test periyodunda ise platformun kaldirildigi hedef
kadranda gegirilen siire ve siganlarin bu siire zarfindaki ortalama hizlar1 hesaplandi (Sekil

4.7 c-d).

Deneye alinan tiim hayvanlar platformu bulma gorevini 6grenebildi, ¢iinkii platforma
ulagmak i¢in harcanan siireler (kagis gecikmeleri) ve alinan toplam yol her grupta, bes giin
sliren 6grenme periyotlart boyunca azaldi (iki yonli tekrarli 6lgiim ANOVA, “’giin®’
degiskeninin platformu bulma siiresi ve alinan toplam yol iizerine etkisi (F (4,378) =
1425, p<0,0001 ve F (4,366) = 140,5, p<0,0001; sirastyla). Hem platforma ulasmak igin
harcanan siirelerde hem de alinan toplam yol miktarlarindaki giin x deney grubu etkilesimi

oldugu gortildi (F (12,378) = 4,107, p<0,0001 ve F (12,366) = 3,732, p<0,0001; sirasiyla).

Platforma ulagmak i¢in harcanan siireler degerlendirildiginde, kontrol ve vortioksetin
grubundaki hayvanlar arasinda 6grenme periyodunun higbir giiniinde anlamli bir fark
bulunmazken rotenon uygulanan siganlarin kontrol, vortioksetin ve rotenon+vortioksetin
grubu ile kiyaslandiginda platformu bulmak i¢in daha fazla zaman harcadiklar1 gosterildi
(iki yonlii tekrarli 6lgiim ANOVA, “’deney grubu’’ degiskeninin platformu bulma siiresi
tizerine etkisi F (3,378) = 47,29, p<0,0001; giin x deney grubu etkilesimi F (12,378) =
4,107, p<0,0001). Tukey coklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizde,
O0grenme periyodunun ilk ii¢ giiniinde rotenon grubundaki sicanlarin kontrol grubuna

(Sekil 1a; p<0,0001, p<0,0001, p<0,001, giinlere gore sirasiyla) ve vortioksetin grubuna
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kiyasla platforma ulagmak ic¢in anlamli olarak daha fazla zaman harcadiklar1 gosterildi
(Sekil 1la; p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, giinlere gore sirasiyla). Vortioksetin
uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin grubundaki sicanlarin platforma ulagmak
icin harcadiklar1 siirenin, 6grenme periyodunun ikinci ve iicilincii giinlerinde rotenon
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldig1 gosterildi (Sekil 1a; p<0,001, p<0,05, giinlere
gore sirastyla). Ogrenme periyodunun dordiincii giiniinde rotenon ve vortioksetin gruplari
hari¢ (Sekil 1a; p<0,001) diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 1a;
p>0,05). Ogrenme periyodu boyunca azalma egilimi gdsteren kagis gecikmeleri, 6grenme
periyodunun son giinii olan besinci giliniinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik

gostermedi (Sekil 1a; p>0,05).

Platforma ulagsmak i¢in harcanan siirelerle uyumlu olarak, kontrol ve tek basina
vortioksetin uygulanan hayvanlar arasinda 6grenme periyodunun higbir giiniinde anlamli
bir fark bulunmazken rotenon uygulanan sicanlarin kontrol, vortioksetin ve
rotenon+vortioksetin grubu ile kiyaslandiginda platformu bulmak i¢in daha fazla yol
aldig1 gosterildi (iki yonlii tekrarl 6l¢iim ANOVA, “’deney grubu’’ degiskeninin alinan
toplam yol iizerine etkisi F (3,366) = 39,1, p<0,0001; giin x deney grubu etkilesimi F
(12,366) = 3,732, p<0,0001). Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-
hoc analizde, 6grenme periyodunun ilk ii¢ giiniinde rotenon grubundaki siganlarin kontrol
grubuna (Sekil 1b; p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, giinlere gore sirasiyla) ve vortioksetin
grubuna kiyasla platforma ulagsmak i¢in anlamli olarak daha fazla yol aldiklari gosterildi
(Sekil 1b; p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, giinlere gore sirasiyla). Vortioksetin
uygulamasiyla birlikte rotenon+vortioksetin grubundaki siganlarin platforma ulagsmak i¢in
aldiklar1 toplam yolun, 6grenme periyodunun ikinci giiniinde rotenon grubuna kiyasla
anlamli bir sekilde azaldig1 gosterildi (Sekil 1b; p<0,001). Ogrenme periyodu boyunca,
tipki kacis gecikmeleri gibi azalma egilimi gosteren toplam yol miktarlari, 6grenme
periyodunun dordiincii ve besinci gilinlinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik

gostermedi (Sekil 1b; p>0,05).
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Tablo 4.1. Ogrenme periyotlar1 boyunca platforma

ulagsmak i¢in harcanan siirelerin gruplar arasi

karsilastirilmasi.
Ogrenme KONTROL ROTENON ROTENON+ VORTIOKSETIN
Periyodu | Nean +S.EM.) | (Mean2S.EM,) | Y ORTIOKSETIN (Mean £S.E.M.)
(Mean £S.E.M.)
L. Giin 52,74+3,5 85,92+5,19 ™ 84,67+4,90 7 57,09+4,66 *++*
II. Giin 38,36+3,73 77,78+6,84 7| 60,28+4,96 7, ++ ## 35,04+3,62
I1I. Giin 21,17+2,17 49,04+4,97 7 33,5+3,88 * 22,06+2,48 *+**
IV. Giin 18,82+1,83 32,48+4,54 20,61+2,48 11,73+1,24 +
V.Giin 11,26+1,09 17,394+2,03 15,08+2,12 13,17+1,48

"p<0,001, """p<0,0001; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001; Rotenon
grubuna gore anlaml farklilik, ##*#p<0,0001; Vortioksetin grubuna gore anlamli farklilik.

Tablo 4.2. Ogrenme periyotlari boyunca alinan toplam yol miktarinin gruplar arasi karsilastirilmast.

Ogrenme KONTROL ROTENON ROTENON+ VORTIOKSETIN
Periyodu | Nfean +S.EM.) | (Mean2S.EM,) | YORTIOKSETIN (Mean +S.E.M.)
(Mean £S.E.M.)
I. Giin 574,1+56,55 858,2451,76 ™" | 889,2+106,3 ™ ### 580,1+48,81 *++
1. Giin 342,4+47,95 729,6458,25 ™" | 487,9+42 6+ ## 222,9426,74 *+
11L. Giin 144,7+10,77 418,246 ™ 300,6+43,46 # 125,3+14,85 *+++
IV. Giin 114,6+18,8 205,1425,67 160,7+20,38 94,7949 572
V.Giin 82,069,513 153,1425,28 131,3+21,51 54,08+10,42

HkkK

#n <0,05, ###p <0,0001; Rotenon+Vortioksetin grubuna gére anlamli farklilik.

p <0,0001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik, ***p <0,001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik,
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Sicanlardaki uzaysal hafiza fonksiyonlarinda meydana gelen bozukluklar1 dogrulamak
icin, onceden platformun bulundugu hedef kadranda harcanan siirenin 6l¢iildiigii test
periyodunda, hedef kadranda gegirilen siirenin tiim gruplar arasinda anlamli derecede
farkli oldugu tespit edildi (tek yonlii ANOVA, “’deney grubu’’ degiskeninin hedef
kadranda gegirilen siire {izerine etkisi F (3, 58) = 13.13, p<0,0001). Yapilan Tukey ¢oklu
kargilagtirma testi, rotenon uygulanan siganlarin kontrol grubu siganlara (Sekil 1c;
p<0,0001) ve vortioksetin grubu siganlara (Sekil 1c; p<0,0001) kiyasla hedef kadranda
gecirdikleri siirenin anlamli olarak azaldigin1 ve hedef kadran tercihinin kayboldugunu
gosterdi. Vortioksetin uygulamasi, rotenon grubuna kiyasla hedef kadranda gegirilen
stirede meydana gelen anlamli artis ile (Sekil 1c; p<0,001) gosterildigi gibi
rotenon+vortioksetin grubundaki siganlarin bellek fonksiyonlarinda meydana gelen
bozukluklar1 hafifletti.

Rotenon uygulamasiyla motor performans testlerinde olusturulan MWM’deki 6grenme ve
bellek bilesenlerini etkileyip etkilemeyecegini anlamak i¢in siganlarin test periyodundaki
ortalama hizlar1 hesaplanarak karsilastirildi. Tek yonliit ANOVA ve ardindan Tukey ¢oklu
karsilastirma testi kullanilarak yapilan analizlerde, gruplar arasinda anlamli bir farkliligin
olmadigi gosterildi (Sekil 1d; tek yonlii ANOVA, “’deney grubu’’ degiskeninin ortalama
hiz tizerine etkisi F (3, 68) = 0,4109; p=0,7457).
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Platforma ulagmak igin harcanan siire (sn)

Alinan toplam yol (cm)
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Sekil 4.7. Vortioksetin uygulamasinin Morris’in su tanki testinde degerlendirilen biligsel performanslar
lizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gésterilmistir. (2) Ogrenme periyotlar1 boyunca platforma
ulagmak i¢in harcanan siire (kagis gecikmeleri) ve (b) alinan toplam yol, iki yonlii tekrarli lgiim ANOVA
ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir (n=15). Test giiniinde (c) hedef kadranda
gegirilen siire ve (d) ortalama hizlar ise tek yonlit ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir. (€) Siganlarin 6grenme periyotlarinda gizli platformu aramak i¢in izledikleri yolun
temsili (3. giin). (n=15). ""p<0,001, "*p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlaml farklilik, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001; Rotenon grubuna gore anlaml farklililk. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon,
ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.5. Vortioksetin Uygulamasimin Emosyonel Parametreler Uzerine Etkisi

4.5.1. Vortioksetin Uygulamasi Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi ile Degerlendirilen
Anksiyete Parametreleri Uzerine Etki Gostermedi

Yiikseltilmis art1 labirent testi, anksiyete-benzeri davraniglar1 degerlendirmek i¢in yapildi.
Tiim gruplar i¢in agik ve kapali kollarda gegirilen siirelerin yiizdesi, agik ve kapali kollara
giris frekanslarinin yiizdesi ve anksiyete indeksi hesapland: (Sekil 4.8 a-d). Rotenon
uygulanan sicanlar ile kontrol grubu, vortioksetin grubu ve kombinasyon grubu
(rotenon+vortioksetin) kiyaslandiginda agik ve kapali kollarda gegirilen siirelerin
yiizdesinin ve frekansinin yani sira hesaplanan anksiyete indeksi degerlerinin de birbirine
oldukg¢a yakin oldugu gozlemlendi. Tek yonli ANOVA ile yapilan analizler, kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenontvortioksetin gruplarinda yer alan si¢anlar igin agik ve
kapal1 kollarda gecirilen siirelerin yiizdesi, acik ve kapali kollara giris frekanslarinin
yilizdesi ve anksiyete indeksi karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik olmadigin1 gosterdi (agik kolda gecirilen siirenin yiizdesi, acik kola
giris frekansinin ylizdesi, kapali kolda gegirilen siirenin yiizdesi, kapali kola girig
frekansinin yiizdesi ve anksiyete indeksi igin tek yonli ANOVA degerleri sirasiyla; F
(3,70) = 0,2503, p=0,8609; F (3,67) = 0,7655, p=0,5174; F (3,72) = 0,2176, p=0,8839; F
(3,68) = 1,169, p=0,3279; F (3,77) = 0,3455, p=0,7925).

90



o]
(e

@ 20- 7 907
c X
@ 154 o T T
= T = 40 T
g L T T 297
© 104 S
s <
S £ 201
54 X
X 3
- O
g <
2 o0 : - : . S o : : : :
& & & < & < S Q&
{_oé O Y O *_oé O O O
S 9
<& <&
c d
(0] -
5 100-‘ 2 80-‘
2 = I — —— E
9 804 f__’ 604 I I -
';fr w 1
@ 601 =
© «© 404
3 S
s 40- °
= T 20
© 204 Q
Q
g ¥
L 0 T T T T S o0 T T T T
& < N Q & Q A @
{_oé O e O > © O 9
S € &
<& <&
e
1.0
‘B 0.84
% o o e —_
©
£ 0.6
g
2041
)]
X
& 0.24
0.0 T T

Sekil 4.8. Yiikseltilmis art1 labirent testi ile degerlendirilen anksiyete-benzeri davranis parametreleri. Veriler
ortalama + SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc
testi kullanilarak degerlendirilmistir (n=15). (a) Acik kolda gegirilen siirenin yiizdesi, (b) agik kola giris
frekansinin yiizdesi, () kapali kolda gegirilen siirenin yiizdesi, (d) kapali kola giris frekansinin yitizdesi, (€)
anksiyete indeksi. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.5.2. Vortioksetin Uygulamasi Siikroz Tercihi Testinde Anhedoni Davranislarim
Hafifletti

Siikroz tercihi testi, insanlarda odiillendirici veya eglenceli aktivitelerden zevk alma
deneyiminin azalmasi olarak tanimlanan ve depresyonun temel belirteci olan anhedoni
davraniginin siganlardaki degerlendirilmesi i¢in yapildi (Sekil 4.9). 48 saatlik siikroz
tercihi testinin adaptasyon siirecinde (ilk 24 saat) gruplar arasinda siikroz tercihi agisindan
anlamli bir farklilik goésterilmedi (Tek yonli ANOVA, F (3,14) = 0,3014, p=0,8239)
ancak, 48 saat sonunda gruplarin siikroz tercihlerinin anlamli olarak farkli oldugu tespit
edildi (Tek yonli ANOVA, F (3,8) = 13,79, p=0,0016). 48 saatin sonunda, rotenon
uygulamasi ile birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda siikroz tercihinin kontrol ve
vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir sekilde azaldigi bulundu (Tukey post-hoc,
p<0,0001, p<0,0001; sirastyla). Vortioksetin uygulamasi ile birlikte, rotenon+vortioksetin
grubunda, siikroz tercihinin rotenon grubuna gére anlamli bir sekilde arttig1 (Tukey post-
hoc p<0,001) yani anhedoni davranisinin hafifledigi gosterildi. Kontrol, vortioksetin ve
rotenon+vortioksetin gruplari arasinda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli farkin

olmadig: gosterildi (p>0,05).
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Sekil 4.9. Vortioksetin uygulamasinin siikroz tercihi tizerine etkileri. Veriler ortalama + SEM olarak
gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=15). **"p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlaml farklilik, ***p<0,001, ****p<0,0001;
Rotenon grubuna gore anlamh farklihlk. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:
Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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4.6. Immiinohistokimyasal Analizler

4.6.1. Vortioksetin Uygulamasinin Substansiya Nigra Pars Kompakta, Striatum,
Prefrontal Korteks ve Hipokampus Dokularinda Tirozin Hidroksilaz Ekpresyon
Diizeyleri Uzerine EtKkisi

Caligsma gruplarinda yer alan siganlarin beyin dokularinda dopaminerjik néron belirteci
olan TH enziminin SNpc, striatum, PFK ve hipokampus dokularinda gézlenen ekspresyon
siddetleri (Sekil 4.10) analiz edilerek gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi (Sekil 4.11).

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin TH
ekspresyonlari karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugu goriildi (Tek yonlii ANOVA, F (3, 16) = 75,23, p<0,0001; F (3, 15) = 46,61,
p<0,0001; F (3, 20) = 13,69, p<0,0001; F (3, 16) = 12,19, p=0,0002; SNpc, striatum, PFK

ve hipokampus igin sirasiyla).

Tukey c¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizlerde, rotenon
uygulamasi yapilan sicanlarda TH ekspresyon diizeyleri kontrol ve vortioksetin gruplarina
kiyasla anlamli bir diisiis gosterdi (p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001, p<0,0001 kontrol
grubuna gore kiyasla sirasiyla SNpc, striatum, PFK ve hipokampus i¢in; p<0,001,
p<0,0001, p<0,05, p<0,05 vortioksetin grubuna gore kiyasla sirasiyla SNpc, striatum PFK
ve hipokampus i¢in). Rotenon+vortioksetin grubunda TH ekspresyon diizeyleri SNpc,
striatum, PFK ve hipokampus dokularinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha
diisiik olmasina karsin (p<0,0001, p<0,001, p<0,001, p<0,05; sirastyla), rotenon grubuna
kiyasla, SNpc, striatum, ve hipokampus dokularindaki TH ekspresyon diizeyleri anlamli
olarak daha ytiksekti (p<0,05, p<0,0001, p<0,05; SNpc, striatum, ve hipokampus i¢in
sirastyla). PFK dokusunda ise rotenon grubu ile rotenon+vortioksetin grubu arasinda
anlamli bir farklilik goriilmedi (p=0,6738). Kontrol ve vortioksetin gruplari arasinda
striatum, PFK ve hipokampus dokularinda TH ekspresyon diizeyleri acisindan higbir
dokuda anlamli bir farklilik olmamasina ragmen (tiim dokular i¢in p>0,05) SNpc
dokusunda yalnizca vortioksetin uygulanan grupta TH ekspresyonu kontrol grubuna gore

anlamli olarak diisiikk bulundu (p<0,001).
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Sekil 4.10. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
gozlenen tirozin hidroksilaz ekspresyon siddetlerinin gruplara gore dagilimi. Oklar, tirozin hidroksilaz+
ndronlar1 gostermektedir. Bilyilitme orani 20X, skala bar 50pm’dir.
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Sekil 4.11. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda tirozin
hidroksilaz immiinoreaktivitesinin kantitatif analizi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel
analizler, Image J analizi sonrasi tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=5). "p<0,05, "p<0,01, *"p<0,001, **p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlaml
farklilik, *p<0,05, ***p<0,001; Rotenon grubuna gore anlamh farklilk. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon,
ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta, VOR: Vortioksetin.

4.6.2. Vortioksetin Uygulamasimin Substansiya Nigra Pars Kompakta, Striatum,
Prefrontal Korteks ve Hipokampus Dokularinda a-Siniiklein Ekpresyon Diizeyleri
Uzerine Etkisi

Calisma gruplarinda yer alan siganlarin beyin dokularinda Lewy cisimciklerinin ana
bileseni olan agrege a-siniikleinin SNpc dokusunda gozlenen ekspresyon siddetleri (Sekil
4.12) analiz edilerek gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi (Sekil 4.13).

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin a-
siniiklein ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, yalnizca SNpc dokusunda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu goriildi (Tek yonli ANOVA, F (3, 16) =
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580,7, p<0,0001). Striatum, PFK ve hipokampus dokularinda agrege olmus a-siniiklein

reaksiyonu gozlenmedi.

Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizlerde, rotenon
uygulamasi yapilan si¢canlarda, SNpc dokusunda a-sintiklein ekspresyon diizeyleri kontrol
ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir yiikselis gosterdi (her iki grup i¢in
p<0,0001). Rotenon+vortioksetin grubunda SNpc, dokusunda a-siniiklein ekspresyon
diizeyleri, kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli olarak daha yiiksek olmasina
karsin (p<0,05 ve p<0,001; sirasiyla), rotenon grubuna kiyasla, SNpc dokusunda a-
siniiklein ekspresyon diizeyleri anlamli olarak daha disiiktii (p<0,0001). Kontrol ve
vortioksetin gruplar1 arasinda o-siniiklein ekspresyon diizeyleri agisindan anlamli bir

farklilik yoktu (p>0,05).
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Sekil 4.12. Substansiya nigra pars kompakta dokusunda gozlenen a-siniiklein ekspresyon siddetinin
gruplara gore dagilimi. Oklar a-siniiklein ekspresyonu olan ndronlari gostermektedir. Biiyiitme orani 20X,
skala bar 50pum’dir.
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Sekil 4.13. Substansiya nigra pars kompakta dokusunda a-siniiklein immiinoreaktivitesinin kantitatif
analizi. Veriler ortalama = SEM olarak gdsterilmistir. Istatiksel analizler, Image J analizi sonras1 tek yonlii
ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak degerlendirilmistir (n=5). *p<0,05, “*p<0,0001;
Kontrol grubuna gore anlaml farklilik, ****p<0,0001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik, ##p<0,001;
Vortioksetin grubuna gore anlamli farklililk. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:
Rotenon+Vortioksetin, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta, VOR: Vortioksetin.

4.6.3. Vortioksetin Uygulamasinin Substansiya Nigra Pars Kompakta, Striatum,
Prefrontal Korteks ve Hipokampus Dokularinda Serin-129’da Fosforile Olmus a-
Siniiklein Ekpresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calisma gruplarinda yer alan siganlarin beyin dokularinda pS129-a-siniikleinin SNpc,
striatum, PFK ve hipokampus dokularinda gozlenen ekspresyon siddetleri (Sekil 4.14)
analiz edilerek gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi (Sekil 4.15).

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin
pS129-a-siniiklein ekspresyonlari karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugu goriildi (F (3, 16) = 9,096, p=0,0010; F (3, 16) = 27,15,
p<0,0001; F (3, 16) = 8,351, p=0,0014; F (3, 16) = 8,8, p=0,0011; SNpc, striatum, PFK

ve hipokampus i¢in sirasiyla).

Tukey coklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizlerde, rotenon
uygulamasi yapilan si¢anlarda fosforile olmus a-siniiklein ekspresyon diizeyleri kontrol

ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir artis gosterdi (p<0,01, p<0,0001, p<0,01,
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p<0,01 kontrol grubuna gore kiyasla sirasiyla SNpc, striatum, PFK ve hipokampus i¢in;
p<0,01, p<0,0001, p<0,01, p<0,01 vortioksetin grubuna goére kiyasla sirasiyla SNpc,
striatum, PFK ve hipokampus igin). Vortioksetin uygulamasiyla birlikte,
rotenon+vortioksetin grubunda, pS129-a-siniiklein ekspresyon diizeyleri rotenon grubuna
kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,05, p<0,01, p<0,05, p<0,01; SNpc, striatum, PFK ve
hipokampus i¢in sirasiyla). Striatum dokusunda rotenon+vortioksetin grubunda pS129-a-
sintiklein ekspresyon diizeyi, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak farklilik géstermedi
(p>0,05) ancak, vortioksetin grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0,01). Kontrol
ve vortioksetin gruplar1 arasinda ise pS129-a-siniiklein ekspresyon diizeyleri agisindan

hi¢bir dokuda anlamli bir farklilik bulunmadi (tiim dokular igin p>0,05).
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Sekil 4.14. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
gozlenen pS129-a-siniiklein ekspresyon siddetlerinin gruplara gére dagilimi. Oklar, pS129-a-siniiklein
ekspresyonu olan néronlar1 gostermektedir. Biiyiitme orani 20X, skala bar 50um’dir.
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Sekil 4.15. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
pS129-a-siniiklein immiinoreaktivitesinin kantitatif analizi Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir.
Istatiksel analizler, Image J analizi sonrasi tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=5). “p<0,01, "“p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlamli farklilik, *p<0,05, **p<0,01,
*+**p<0,0001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik. #p<0,01; Vortioksetin grubuna gore anlamli
farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, SNpc: Substansiya nigra
pars kompakta, VOR: Vortioksetin.
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4.6.4. Vortioksetin Uygulamasinin Substansiya Nigra Pars Kompakta, Striatum,
Prefrontal Korteks ve Hipokampus Dokularinda Cleaved Kaspaz-3 Ekpresyon

Diizeyleri Uzerine EtKkisi

Calisma gruplarinda yer alan siganlarin beyin dokularinda, apoptotik siirecte geri doniisii
olmayan yolagi isaret eden cleaved kaspaz-3 enziminin SNpc, striatum, PFK ve
hipokampus dokularinda gozlenen ekspresyon siddetleri (Sekil 4.16) analiz edilerek
gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi (Sekil 4.17).

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin
SNpc, striatum, PFK ve hipokampus dokularindaki cleaved kaspaz-3 ekspresyonlari
karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu
gorildii (Tek yonlit ANOVA, F (3, 21) = 4,731, p=0,0113; F (3, 16) = 11,46, p=0,0003;
F (3, 20) = 12,9, p<0,0001; F (3, 16) = 12,15, p=0,0002; SNpc, striatum, PFK ve

hipokampus i¢in sirasiyla).

Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizlerde, rotenon
uygulamasi yapilan siganlarda cleaved kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri, SNpc, striatum,
PFK ve hipokampus dokularinda kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir
artis gosterdi (p<0,05, p<0,001, p<0,001, p<0,001; kontrol grubuna gore kiyasla sirasiyla
SNpe, striatum, PFK ve hipokampus i¢in; p<0,05, p<0,001, p<0,001, p<0,001;
vortioksetin grubuna gore kiyasla sirasiyla SNpc, striatum, PFK ve hipokampus igin).
Vortioksetin uygulamasiyla birlikte, rotenontvortioksetin grubunda striatum, PFK ve
hipokampus dokularindaki cleaved kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri rotenon grubuna
kiyasla anlamli olarak azald1 (p<0,01, p<0,05, p<0,01; striatum, PFK ve hipokampus i¢in
sirastyla), SNpc dokusunda ise anlamli bir degisiklige neden olmad: (p=0,3129). Kontrol
ve vortioksetin gruplari arasinda cleaved kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri agisindan higbir

dokuda anlamli bir farklilik bulunmadi (tiim dokular i¢in p>0,05).
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Sekil 4.16. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
gozlenen cleaved kaspaz-3 ekspresyon siddetlerinin gruplara gore dagilimi. Oklar, cleaved kaspaz-3
ekspresyonu olan noronlar1 gostermektedir. Biiyiitme orani 20X, skala bar 50um’dir.
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Sekil 4.17. Substansiya nigra pars kompakta striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
cleaved kaspaz-3 immiinoreaktivitesinin kantitatif analizi. Veriler ortalama = SEM olarak gosterilmistir.
[statiksel analizler, Image J analizi sonrasi tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=5). **p<0,01, ***p<0,001; Kontrol grubuna goére anlamhi farklilik, *p<0,05,
*p<0,01, **p<0,001; Rotenon grubuna gore anlamli farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:

Rotenon+Vortioksetin, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta, VOR: Vortioksetin.
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4.6.5. Vortioksetin Uygulamasinin Substansiya Nigra Pars Kompakta, Striatum,
Prefrontal Korteks ve Hipokampus Dokularinda Toll-Benzeri Reseptor-2
Ekpresyon Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calisma gruplarinda yer alan sicanlarin beyin dokularinda TLR-2 reseptoriiniin SNpc,
striatum, PFK ve hipokampus dokularinda gozlenen ekspresyon siddetleri (Sekil 4.18)
analiz edilerek gruplar arasi farkliliklar degerlendirildi (Sekil 4.19).

Kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenont+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlarin
TLR-2 ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugu gorildi (Tek yonliit ANOVA, F (3, 21) = 5,336, p=0,0068; F (3, 16) =
22,57, p<0,0001; F (3, 16) = 13,09, p=0,0001; F (3, 24) = 9,579, p=0,0002; SNpc,

striatum, PFK ve hipokampus i¢in sirasiyla).

Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapilan post-hoc analizlerde, rotenon
uygulamast yapilan siganlarda TLR-2 ekspresyon diizeyleri, striatum, PFK ve
hipokampus dokularinda kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir artig
gosterdi (p<0,0001, p<0,001, p<0,001; kontrol grubuna gore kiyasla sirasiyla striatum,
PFK ve hipokampus i¢in; p<0,0001, p<0,001, p<0,001; vortioksetin grubuna gore kiyasla
sirastyla striatum, PFK ve hipokampus i¢in). Vortioksetin uygulamasiyla birlikte,
rotenon+vortioksetin grubunda, bu dokulardaki TLR-2 ekspresyon diizeyleri rotenon
grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (p<0,01, p<0,01, p<0,05; striatum, PFK ve
hipokampus i¢in swrasiyla). Striatum dokusunda TLR-2 ekspresyon diizeyi,
rotenon-+vortioksetin grubunda, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksekti (p<0,05). Ilging bir
sekilde, SNpc dokusunda, TLR-2 ekspresyonu, vortioksetin ve rotenon+vortioksetin
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,01 ve
p<0,05; sirasiyla).
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Sekil 4.18. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokularinda
gozlenen Toll-benzeri reseptor-2 ekspresyon siddetlerinin gruplara gére dagilimi. Oklar Toll-benzeri
reseptor-2 ekspresyonu olan noronlar1 gostermektedir. Biiyiitme orani 20X, skala bar 50pm’dir.
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Sekil 4.19. Substansiya nigra pars kompakta, striatum, prefrontal korteks ve hipokampus dokusunda Toll-
benzeri reseptor-2 immiinoreaktivitesinin kantitatif analizi. Veriler ortalama + SEM olarak gdsterilmistir.
Istatiksel analizler, Image J analizi sonrasi tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=5). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; Kontrol grubuna gére anlamli
farklilik, %p<0,05, 4%&p<0,001, 4&&&p<0,0001; Vortioksetin grubuna gore anlamli farklilhik. *p<0,05,
**p<0,01; Rotenon grubuna gore anlamli farkliik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:
Rotenon+Vortioksetin, SNpc: Substansiya nigra pars kompakta, VOR: Vortioksetin.

4.7. Vortioksetin Uygulamasinin Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

4.7.1. Vortioksetin Uygulamasimmin Hipokampus, Prefrontal Korteks ve Striatum
Dokularinda Nérotransmitter Seviyeleri Uzerine Etkisi
Calisma gruplarina ait hipokampus, PFK ve striatum dokularindaki dopamin, serotonin,

noradrenalin, glutamin ve L-glutamik asit diizeyleri Tablo 4.3te gésterilmistir.

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenontvortioksetin gruplarinda yer alan sicanlar igin
hipokampus dokusunda dopamin, serotonin, noradenalin, glutamin ve L-glutamik asit

seviyeleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
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oldugunu gosterdi (Tek yonlii ANOV A, dopamin, serotonin, glutamin ve L-glutamik asit
seviyeleri i¢in sirasiyla, F (3, 40) = 50,05, p<0,0001; F (3, 38) = 18,53, p<0,0001; F (3,
40) = 34,47, p<0,0001; F (3, 42) = 24,6, p<0,0001; Kruskal Wallis, noradrenalin seviyeleri
i¢in, p= 0,0029).

Rotenon uygulamasiyla hipokampus dokusunda dopamin, serotonin, glutamin ve L-
glutamik asit diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalirken (Tukey post-hoc,
p<0,0001, p<0,0001, p<0,01, p>0,05, sirasiyla), noradrenalin seviyeleri degismedi
(Dunn’s post-hoc, p>0,05). Dopamin, serotonin, glutamin ve L-glutamik asit
seviyelerinde meydana gelen dislisler vortioksetin uygulamasiyla birlikte,
rotenon+vortioksetin grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir degisiklik
gostermedi (Tukey post-hoc, p>0,05). Yalnizca, noradrenalin seviyelerinde hem kontrol
hem de rotenon grubuna goére anlaml bir diisiis gozlendi (Dunn’s post-hoc, p<0,05 ve
p<0,01, sirasiyla). Sadece vortioksetin uygulamas: yapilan sican grubunda, kontrol
grubuna kiyasla dopamin seviyeleri azaldi (Tukey post-hoc, p<0,05), glutamin ve L-
glutamik asit miktar1 anlamli olarak artt1 (Tukey post-hoc, p<0,01 ve p<0,05, sirasiyla).

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenontvortioksetin gruplarinda yer alan sicanlar i¢in PFK
dokusunda dopamin, serotonin, noradenalin, glutamin ve L-glutamik asit seviyeleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu
gosterdi (Tek yonlii ANOVA, glutamin, L-glutamik asit ve noradrenalin seviyeleri i¢in
sirasiyla, (F (3, 39) = 24,98, p<0,0001; F (3, 41) = 24,54, p<0,0001; F (3, 41) = 6,299,
p=0,0013; Kruskal Wallis, dopamin ve serotonin seviyeleri i¢in, p<0,0001 ve p=0,0075,

sirastyla).

Rotenon uygulamasiyla PFK dokusunda dopamin diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak azaldi (Dunn’s post-hoc, p<0,01), glutamin ve L-glutamik asit seviyeleri
anlamli olarak artt1 (Tukey post-hoc, p<0,001 ve p<0,0001, sirasiyla), noradrenalin ve
serotonin seviyeleri ise degismedi (Tukey post-hoc p>0,05 ve Dunn’s post-hoc p>0,05,
sirastyla). Dopamin seviyelerinde meydana gelen diistisler vortioksetin uygulamasiyla

birlikte rotenon+vortioksetin grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir
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degisiklik gostermedi (Tukey veya Dunn’s post-hoc, p>0,05). Artmis olan glutamin ve L-
glutamik asit miktar1 rotenon grubuna kiyasla rotenon+vortioksetin grubunda anlaml
olarak azaldi (Tukey post-hoc, p<0,0001). Noradrenalin seviyelerinde hem kontrol hem
vortioksetin hem de rotenon grubuna gore anlamli bir diistis gézlendi (Tukey post-hoc,
p<0,05, p<0,01, p<0,01, sirasiyla). Serotonin seviyeleri ise rotenon ve vortioksetin

gruplarina kiyasla anlamli olarak yiikseldi (Dunn’s post-hoc, p<0,05, p<0,01, sirasiyla).

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler, kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan sigcanlar i¢in striatum
dokusunda dopamin, serotonin, glutamin ve L-glutamik asit seviyeleri karsilagtirildiginda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gosterdi (Tek yonlii
ANOVA, dopamin, glutamin ve L-glutamik asit seviyeleri igin sirasiyla, (F (3, 38) =
76,02, p<0,0001; F (3, 40) = 27,71, p<0,0001; F (3, 39) = 27,99, p<0,0001; Kruskal
Wallis, serotonin seviyeleri i¢in, p<0,0001). Striatumdaki noradrenalin diizeyleri i¢in
kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplart karsilastirildiginda ise
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: goriildii (Kruskal Wallis,
p=0,3132).

Rotenon uygulamasiyla striatum dokusunda dopamin, serotonin, glutamin ve L-glutamik
asit diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi (Tukey veya Dunn’s post-hoc,
p<0,0001, p<0,001, p<0,0001, p<0,0001, sirasiyla), noradrenalin seviyeleri ise degismedi
(Dunn’s post-hoc, p>0,05). Dopamin ve glutamin seviyelerinde meydana gelen diisiisler
vortioksetin uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde bir degisiklik gostermedi (Tukey post-hoc, p>0,05). Diismiis olan
serotonin ve L-glutamik asit miktari, rotenon grubuna kiyasla rotenon+vortioksetin
grubunda anlamli olarak artti (Tukey veya Dunn’s post-hoc, p<0,01, p<0,05, sirasiyla).
Noradrenalin seviyelerinde vortioksetin uygulamasiyla birlikte hi¢bir grupta anlamli bir
degisiklik gbzlenmedi (Dunn’s post-hoc, p>0,05). Sadece vortioksetin uygulamasi yapilan
sigan grubunda, kontrol grubuna kiyasla serotonin seviyeleri azaldi (Dunn’s post-hoc,
p<0,05).
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Tablo 4.3. Vortioksetin uygulamasiimn hipokampus, prefrontal korteks ve striatumda norotransmitter

seviyeleri lizerine etkisi.

Kontrol Vortioksetin Rotenon Rotgnon +
Vortioksetin
HiPOKAMPUS
. 2,451 + eas ® g
Dopamin 0.255 1,745 £ 0,220 0,0620 + 0,012 0,0878 +£0,0117""
Serotonin 062(());16i 0,155+ 0,199** 0,0482 + 0,006™" 0,0325 + 0,004 ##
. 1,563 + & oy
Noradrenalin 0.012 1,294 £ 0,074 1,554 £ 0,011 0,988 +£0,103™
Glutamin 2055 == 2399£0,065™ | ¢354 0,037 1,6 & 0,083
0,060
L- Glutamik asit 564(?5; 6,28 + 0,017 **+ 4,651 +0,136" 4,211+ 0,193 ###
PREFRONTAL
KORTEKS
Dopamin 0,77+ 0,14 0,853 + 0,153* 0,064 + 0,006™ 0,047 + 0,006 ™ ###
Serotonin Oc’)ogfgi 0,021 £ 0,010 0,023 + 0,008 0,068 £ 0,005 * #
Noradrenalin 0(’)4&?; 0,555+ 0,07 0,493 + 0,069 0,136 +0,013% ** #
H 1’126 o= *, e+t SRR ++++
Glutamin 5041 0,908 + 0,040™ 1,495 + 0,08 0,925 + 0,047
L- Glutamik asit 3(’)03;; 2,693+ 0,131%* | 442940224 | 2562+ 0,121
STRIATUM
Dopamin 360273 5| 2647202087 0.0877£0,014 | 0815+ 0,009 ™ ##
. 0,2427 + . 0,0770 + -
Serotonin 0,039 0,1026 + 0,008 0.0167" 0,1803 + 0,023
. 0,516 +
Noradrenalin 0.072 0,636 +0,129 0,706 £ 0,051 0,645 £ 0,078
Glutamin 1648295 1,314+ 0061 | 0,899 +0,044 ™ | 1,016+ 0,04 ™ ##
H H 3,153 + ++++ falaiaid K+, Hit
L- Glutamik asit P 3,213+ 0,134 2,071 + 0,082 2,552 +£0,113*%

Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii ANOVA veya Kruskal-Wallis
ve ardindan Tukey veya Dunn’s post-hoc kullamilarak degerlendirilmistir (n=10). “p<0,05, “p<0,01,
p<0,001, "p<0,0001; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, #p<0,01, ##p<0,001, #*p<0,0001;
Vortioksetin grubuna gore anlaml farklilik *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001; Rotenon grubuna gére anlaml

farklilik.
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4.7.2. Vortioksetin Uygulamasinin Hipokampus, Prefrontal Korteks ve Striatum
Dokularinda Proinflamatuvar Sitokinler ve NFkB-p65 Seviyeleri Uzerine Etkisi

Calisma gruplarina ait hipokampus, PFK ve striatum dokularinda proinflamatuvar sitokin
ve NFkB-p65 seviyelerinde meydana gelen degisimler sirasiyla Sekil 4.20, 4.21, 4.22de

gosterilmistir.

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlar igin
hipokampus dokusunda TNF-a ve IL-1B seviyeleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gosterdi (Sekil 4.10, Tek yonlit ANOVA,
TNF-a ve NFkB-p65 seviyeleri i¢in sirastyla; F (3, 29) = 6,422, p=0,0018; Kruskal Wallis,
IL-1B seviyeleri igin, p=0,0470). Hipokampustaki IL-6 ve NFkB-p65 seviyeleri icin
kontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplart karsilastirildiginda ise
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriildi (Sekil 4.10,
Kruskal Wallis, p=0,1754; Tek yonli ANOVA, NFkB-p65 i¢in F (3, 34) = 2,325,
p=0,0922).

Rotenon uygulamasiyla hipokampus dokusunda kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla
yalnizca TNF-a seviyelerinde anlamli bir artig gozlendi (Tukey post-hoc, her iki grup igin
p<0,05). Vortioksetin uygulamasiyla birlikte, TNF-a seviyelerindeki bu artista
rotenon+vortioksetin grubunda, diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik meydana gelmedi (Tukey post-hoc, p>0,05). Hipokampustaki IL-p
diizeylerinin, rotenon+vortioksetin grubunda, yalnizca vortioksetin uygulanan gruba gore
anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii (Dunn’s post-hoc, p<0,05). IL-6 ve NF«B-
p65 seviyelerinde ise higbir grup arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (Dunn’s veya

Tukey post-hoc, tiimii i¢in p>0,05).
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Sekil 4.20. Vortioksetin uygulamasinin hipokampus dokusunda proinflamatuvar sitokinler ve NFkB-p65
seviyeleri iizerine etkisi. Veriler ortalama = SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii
ANOVA veya Kruskal-Wallis ve ardindan Tukey veya Dunn’s post-hoc testi kullanilarak
degerlendirilmistir (n=10). *p<0,05; Kontrol grubuna goére anlaml farklilik, *p <0,05; Vortioksetin grubuna
gore anlaml farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR:
Vortioksetin.

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlar i¢in PFK
dokusunda TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyeleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik oldugunu gosterdi (Sekil 4.11, Tek yonlit ANOVA,
IL-1B ve IL-6, seviyeleri i¢in sirasiyla; F (3, 39) = 10,66, p<0,0001 ve F (3, 40) = 5,252,
p=0,0038; Kruskal Wallis, TNF-a seviyeleri i¢in, p=0,0030). PFK’deki NFkB-p65
seviyeleri i¢in Kkontrol, vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplari
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1

goriildii (Sekil 4.11, Tek yonli ANOVA, F (3, 29) = 1,736, p=0,1816).
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Rotenon uygulamasiyla PFK dokusunda kontrol ve/veya vortioksetin gruplarina kiyasla
TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinde anlaml1 bir diisiis gézlendi (TNF-o igin, Dunn’s post-
hoc, p<0,01 ve p<0,05, sirasiyla; IL-1p igin, Tukey post-hoc, p<0,001 ve p<0,05, sirasiyla;
IL-6 i¢in, Tukey post-hoc, kontrol vs rotenon p<0,05). Vortioksetin uygulamasiyla
birlikte, TNF-a, IL-1p ve IL-6 seviyelerinde meydana gelen bu disiislerde,
rotenon+vortioksetin grubunda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik meydana gelmedi
(tiimii i¢in p>0,05). PFK’deki IL-1P ve IL-6 seviyelerinin rotenon+vortioksetin grubunda,
vortioksetin grubuna kiyasla anlamli olarak daha diistik oldugu goriildii (Tukey post-hoc,
p<0,01 ve p<0,05, sirastyla). PFK’deki NFxB-p65 seviyelerinde ise higbir grup arasinda
anlaml1 bir farklilik goriilmedi (Tukey post-hoc, tim gruplar i¢in p>0,05).

Tek yonlii ANOVA veya Kruskal Wallis testi kullanilarak yapilan analizler kontrol,
vortioksetin, rotenon ve rotenon+vortioksetin gruplarinda yer alan siganlar igin striatum
dokusunda TNF-a, IL-1B, IL-6 ve NFkB-p65 seviyeleri karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gosterdi (Sekil 4.12, Tek yonli
ANOVA, TNF-a ve NFkB-p65 seviyeleri icin sirasiyla; F (3, 36) = 4,835, p=0,0063 ve F
(3, 31) = 6,098, p=0,0022; Kruskal Wallis, IL-1B ve IL-6 seviyeleri i¢in sirasiyla,
p=0,0083 ve p=0,0099).

Rotenon uygulamasiyla striatum dokusunda kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla
TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyelerinde anlamli bir diisiis (TNF-o i¢in, Tukey post-hoc,
p<0,01 ve p<0,05 sirastyla; IL-1P i¢in, Dunn’s post-hoc, her iki grup i¢in de p<0,05; IL-
6 i¢in, Dunn’s post-hoc, her iki grup i¢in de p<0,05), NFkB-p65 seviyelerinde ise anlaml
bir artis gozlendi (Tukey-post-hoc, p<0,01 ve p<0,05 sirasiyla). Vortioksetin
uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda, TNF-o, IL-1p ve IL-6
seviyelerinde rotenon grubuna kiyasla anlamli bir yiikselis (TNF-a i¢in, Tukey post-hoc,
p<0,05; IL-1B i¢in, Dunn’s post-hoc, p<0,05; IL-6 i¢in, Dunn’s post-hoc, p<0,05), NFkB-
p65 seviyelerinde ise anlamli bir diistis gozlendi (Tukey-post-hoc, p<0,05).
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Sekil 4.21. Vortioksetin uygulamasinin prefrontal korteks dokusunda proinflamatuvar sitokinler ve NFkB-
p65 seviyeleri lizerine etkisi. Veriler ortalama + SEM olarak gosterilmistir. istatiksel analizler, tek yonlii
ANOVA veya Kruskal-Wallis ve ardindan Tukey veya Dunn’s post-hoc kullanilarak degerlendirilmistir

(n=10). "p<0,05, “*p<0,01, ***p<0,001,

otk

'p<0,0001; Kontrol grubuna gore anlaml farklilik, #p<0,05,

#p<0,01; Vortioksetin grubuna gore anlamli farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR:
Rotenon+Vortioksetin, VOR: Vortioksetin.
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Sekil 4.22. Vortioksetin uygulamasinin striatum dokusunda proinflamatuvar sitokinler ve NFkB-p65
seviyeleri iizerine etkisi. Veriler ortalama = SEM olarak gosterilmistir. Istatiksel analizler, tek yonlii

ANOVA veya Kruskal-Wallis ve ardindan Tukey veya Dunn’s post-hoc

testi

kullanilarak

degerlendirilmistir (n=10). *p <0,05, **p <0,01; Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, “p <0,05; Rotenon
grubuna gore anlamli farklilik. KONT: Kontrol, ROT: Rotenon, ROT+VOR: Rotenon+Vortioksetin, VOR:
Vortioksetin.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi, serotonerjik bir modiilatér olan vortioksetinin rotenon ile indiiklenen PH
sican modelinde motor fonksiyonlar, depresyon-benzeri davranislar ve biligsel
disfonksiyon {iizerine olan etkilerini ve bu etkilerin molekiiler mekanizmalarini
aydinlatabilmek amaciyla planlandi. Calismadan elde edilen veriler, vortioksetinin
rotenon ile indiiklenen PH sican modelinde TLR-2 ekspresyon seviyeleri tizerindeki
inhibitor etkileri, bolgeye-6zgii immiinomodiilator yanitlar ve norotransmitter
seviyelerinde meydana gelen degisiklikler araciligiyla néroprotektif ve prokognitif etkiler
gostererek PH’nin motor ve motor olmayan bulgularini iyilestirdigini gostermektedir. Bu
caligma, vortioksetinin deneysel PH modelinde antiparkinson, antidepresan ve prokognitif

etkilerini bildiren ilk arastirmadir.

Dogru bir deneysel PH modeli, hastalikta goriilen yavas, ilerleyicCi ve segici nigrostriatal
dopaminerjik dejenerasyonu taklit edebilmelidir (Zhang ve ark., 2017b). Bu tez
caligmasinda, son derece lipofilik bir molekiil olmasi sayesinde dopamin tasiyici proteini
kullanarak hiicre igine giren diger norotoksinlerden farkli olarak kan-beyin bariyerini
kolayca gegebilen rotenon sistemik olarak wuygulanarak deneysel PH modeli
olusturulmustur (Peshattiwar ve ark., 2020). Hiicre igine kolayca gecebilen rotenon,
mitokondriyal kompleks I’1 inhibe ederek oksidatif strese yol agar ve hiicre dliimiinii
indiikler. Deneysel PH modeli olusturmak i¢in uygulanan rotenonun bir diger avantaji,
SNpc’de a-siniiklein fibrillerinin olusumunu indiiklemesidir (Cannon ve ark., 2009).
Rotenon uygulamasinin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyon ve iligkili oksidatif
stres, glial hiicreleri aktif hale getirerek noroinflamasyonu tetikler. Ayrica, a-siniikleinin
oksidatif modifikasyonlar1 ve agregasyonu da noroinflamasyon igin gii¢lii bir uyaricidir
(Thakur ve Nehru, 2015). Bu ¢alismada, siganlara 28 giin boyunca sistemik olarak
uygulanan rotenon, PH semptomlarini basarili bir sekilde taklit ederek lokomotor
aktivitede (agik alan testi) ve motor koordinasyonda (rotarod testi) azalmaya, katalepsi
performansinda ise (dikey tel testi) artisa yol act1. Rotenonun subkiitan uygulamasi, kolay,
basit ve etkili bir tekniktir. Ancak, literatiirde bildirilen genis doz araligi (1.25-5

mg/kg/giin), bu teknikte optimum doz se¢imini zorlagtirmaktadir. Calismada, Zhang ve
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ark.’nin 6nceki ¢alismasina dayanarak (Zhang ve ark., 2017b) rotenon dozunun 2 mg/kg
secilmesi ile hem deney hayvanlarinda PH semptomlar1 basarili bir sekilde taklit edildi
hem de rotenon uygulamasinin kisitlamalarindan olan anlamli kilo kaybi ve sistemik

toksisite sonucu goriilen yiiksek mortalite oranlarinin 6niine gegildi.

Deneysel modellerde, davranis testleri uygulanan hayvanlarin PH patogenezi ile uyumlu
olarak, verdikleri yanitlarin bozuldugu veya degistigi bilinmektedir (Asakawa ve ark.,
2016). Bu ¢alismada rotenon, 6nceki ¢alismalara benzer sekilde motor ve motor olmayan
fonksiyonlar1 degerlendiren davranis testlerinde 6nemli bozukluklara yol a¢t1 (Medeiros-
Linard ve ark., 2018; Haider ve ark., 2020). Rotarod testinde, rotenon uygulamasiyla
sicanlarin donen ¢ubuk iizerinde kalma siiresi kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla
anlamli olarak azaldi. Kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte siganlarin dénen ¢ubuk
lizerinde kalma siireleri rotenon grubuna gore anlamli olarak artti. Ancak,
rotenon+vortioksetin grubunda gézlemlenen bu motor iyilesme, kontrol ve tek basina
vortioksetin uygulanan gruptaki si¢anlara gore anlamli olarak daha zayifti. “’Donup
kalma’’ olarak tanimlanan katatoni davranisini1 degerlendiren dikey tel testinde de rotenon
grubundaki sicanlar, kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla daha uzun stire hareketsiz
kaldi. Bu sitireler, kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin
grubunda, rotenon grubuna kiyasla anlamli olarak daha diisiik bulundu. Lokomotor
aktivitenin degerlendirildigi agik alan testinde, alinan toplam yol, ortalama hiz ve
kadranlar arasi gegis sayisi degerlendirildi. Kronik rotenon uygulamasiyla, her ii¢ skorda
da kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli bir azalma meydana geldi. Bu
hipokinetik davranislar, kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin
grubunda anlamli olarak azaldi ve degerlendirilen skorlarda artig gosterildi. Rotarod
testinde oldugu gibi agik alan testinde de vortioksetin uygulamasiyla elde edilen
iyilesmeler, kontrol ve sadece vortioksetin uygulanan gruplara kiyasla anlamli olarak daha
zayif bulundu. Bu sonuglardan hareketle, kronik vortioksetin uygulamasinin PH’de
rotenon ile indiiklenen ndrodejenerasyon iizerinde olumlu etkiler gdstererek motor
fonksiyonlarda iyilesme sagladigi ancak, norodejeneratif siireci tamamen geri
ceviremedigi soylenebilir. Bu bulgular, rotenon uygulanan sicanlarin = striatum
dokusundaki dopamin seviyeleri ile uyumlu olmakla birlikte, rotenon+vortioksetin

grubunda dopamin diizeylerinin rotenon grubundan farkli olmadigi goriildi. Calisma
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gruplarinda, rotenon uygulamasi ile striatumdaki dopamin seviyeleri kontrol ve
vortioksetin gruplarina kiyasla dramatik olarak diistii ve kronik vortioksetin uygulamasi
ile rotenon+vortioksetin grubundaki dopamin diizeyleri ile rotenon grubundaki siganlarin

striatum dokularindaki dopamin diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi.

PH, motor semptomlarin yani sira, hastaligin erken evrelerinde bile gozlemlenebilen
motor olmayan semptomlarla karakterizedir (Schapira ve ark., 2017). Dopaminerjik,
serotonerjik ve noradrenerjik sistemlerde meydana gelen hasarlarin PH'deki depresyon ile
iliskili oldugu disiiniilmektedir (Kano ve ark., 2011). PH'de SNpc’de meydana gelen
dopaminerjik norodejenerasyon sonucu 0diil ve motivasyonla ilgili bolge olan ventral
striatum daha az uyarilmaya baslar (Borgonovo ve ark., 2017). Limbik kortikal alanlar ile
ventral striatum arasindaki bu dongiide meydana gelen dopaminerjik disfonksiyon,
depresyon gibi motivasyonel bozukluklarla; PFK gibi assosiasyon korteksi alanlar1 ile
kaudat ¢ekirdek arasindaki dongiide meydana gelen dopaminerjik disfonksiyon ise biligsel
semptomlarla iliskilidir (Borgonovo ve ark., 2017). PH’de dopamin kaybina ek olarak,
noradrenalin seviyelerinde de LC’nin dejenerasyona ugramas: ile iligkili olarak azalma
meydana geldigi bilinmektedir (Remy ve ark., 2005). Daha 6nceki ¢alismalarda, rotenon
uygulamasi ile striatum ve/veya hipokampus dokularinda dopaminin yan1 sira 5-HT ve
noradrenalin diizeylerinde de azalma rapor edilmistir (Morais ve ark., 2012; Khurana ve
Gajbhiye, 2013; Kandil ve ark., 2016; Motawi ve ark., 2020). Ilging bir sekilde, rotenon
uygulamasi ile striatum dokusunda noradrenalin miktarinda artig gosterilen ¢aligmalar da
mevcuttur (Abdel-Salam ve ark., 2014a; Abdel-Salam ve ark., 2014b). Siikroz tercihi testi,
kemirgenlerde depresyon-benzeri bulgulardan biri olan anhedoni davranisini tespit
edebilmek i¢in siklikla kullanilan bir modeldir (Liu ve ark., 2018). Bu ¢alismada, kronik
rotenon uygulamasi, siikroz tercihi testinde azalmis siikroz tiiketimi skorlariyla iliskili
olarak depresyon-benzeri davraniglar1 artirdi. Literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olarak
dopamin diizeyleri striatum, PFK ve hipokampus dokularinda; 5-HT diizeyleri striatum
ve hipokampus dokularinda anlamli olarak azaldi ancak noradrenalin seviyelerinde
striatum, PFK ve hipokampus dokularinda anlamli bir degisiklik saptanmadi. Kronik
vortioksetin uygulamasiyla birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda PFK ve striatum
dokusunda 5-HT seviyeleri rotenon grubuna kiyasla anlamli artis gosterdi. Bu sonuglara
gore, vortioksetinin rotenonla indiikklenen PH modelinde antidepresan-benzeri
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etkilerinden PFK ve striatumda artmig olan 5-HT seviyelerinin rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica PH’de meydana gelen nérokimyasal degisikliklerin anksiyete
gelisimine neden olabilecegi de bilinmektedir (Prediger ve ark., 2012). Rotenonla
indiiklenen PH hayvan modellerinde anksiyete bulgularinin da patolojiye eslik ettigi
gosteren ¢aligmalara ragmen (Shallie ve ark., 2017; Rao ve ark., 2019), Noseda ve ark.,
rotenonun anksiyojenik benzeri bir etkiye neden olmadigini bildirmistir (Noseda ve ark.,
2016). Bu tez ¢calismasinda, anksiyete benzeri davranislar, yiikseltilmis art1 labirent testi
kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen bulgular, kronik rotenon ve/veya vortioksetin
uygulamasinin acik ve kapali kollarda gegirilen siirelerin yiizdesi, agik ve kapali kollara
giris frekanslarinin yiizdesi ve anksiyete indeksi degerlerinde anlamli bir degisiklige
neden olmadigini gosterdi. Farkli sigan tiirlerinin ve farkli deney kosullarinin, anksiyete
testinin sonucu tizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Rex ve ark., 2004).
Rex ve ark., Sprague Dawley siganlarin yeni ¢evreye daha iyi uyum sagladiklarini ve
Wistar siganlardan daha az anksiyeteye sahip olduklarini bildirmistir (Rex ve ark., 2004).
Dolayisiyla, bu ¢alismada uygulanan protokole veya kullanilan deney hayvanlarinin
tiirtine bagl olarak rotenon uygulamasi ile anksiyete-benzeri davraniglarda anlamli bir

farkliligin gorilmedigi digiiniilmektedir.

Depresyon hem PH i¢in hem de PH'deki biligsel bozukluklar ve demans gibi diger motor
olmayan bulgular igin bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (Marinus ve ark., 2018).
PH’de depresyonla ortak bir ndropatogenezi paylastigi diisiiniilen biligsel bozukluk, tani
sirasinda belirsiz olmasina ragmen, PH'nin sonraki asamalarinda hastaligin en 6nemli
motor olmayan semptomlarindan biri olarak kendini gostermektedir (Peshattiwar ve ark.,
2020). Kronik rotenon uygulamasiyla, dopaminerjik olmayan sistemlerde meydana gelen
norodejenerasyon araciligiyla PH’deki motor olmayan semptomlarin da taklit edilebildigi
ve biligsel fonksiyonlarda bozulmalarin meydana geldigi in vivo modellerde gosterilmistir
(Perez-Pardo ve ark., 2017; Parkhe ve ark., 2020). Bu ¢alismada, rotenonun neden oldugu
bilissel disfonksiyon, MWM ve yeni oObje tanima testleri kullanilarak degerlendirildi.
Vortioksetinin rotenonla birlikte uygulanmasi, alistirma denemelerinde rotenon grubuna
kiyasla azalan kacis gecikmeleri, alinan toplam yol ve test giiniinde hedef kadranda
gecirilen siirede artis ile gosterildigi lizere 6grenme ve bellek fonksiyonlari anlamli
Olglide 1iyilestirdi. Motor fonksiyonlardaki bozukluklarm MWM testini etkileyip
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etkilemedigine dair silipheler, test giinii tiim gruplardaki hayvanlarin ortalama hizlar
degerlendirilerek giderildi. Ortalama hizlar karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlaml
bir farklilik olmadigi, dolayisiyla harcanan siirelerin siganlarin motor fonksiyonlar ile
degil, bilissel performanslari ile iliskili oldugu belirlendi. Yeni obje tanima testinde ise
rotenon uygulamasi ile azalan ayiricilik indeksi, yeni objede gegirilen siirenin yiizdesi ve
yeni objeye temasin yiizdesi, kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte
rotenon+vortioksetin grubunda, rotenon grubuna kiyasla anlamli olarak artti. Skorlarin
motor disfonksiyona bagli olarak diismedigi, hayvanlarin toplam kesif siireleri
degerlendirilerek tespit edildi. Toplam kesif siiresi gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermedi. Daha onceki deneysel PH modeli caligmalarinda, 5-HT deplesyonu ile
indiiklenen biligsel bozukluklarda, akut, subkronik ve kronik vortioksetin uygulamasinin,
nesne tanima bellegi ve gorsel-uzamsal bellek fonksiyonlarinda olumlu etkiler gosterdigi
bildirilmistir (du Jardin ve ark., 2014; Jensen ve ark., 2014). Bu etkilerin 5-HT3
antagonizmasi, 5-HTia agonizmasi, hipokampal hiicre proliferasyonundaki artis,
piramidal hiicre ¢ikisinda (output) artis ve hipokampusta noroplastisite ile iliskili gen
ekspresyonunun artmasi aracili olabilecegi gosterilmistir (Dale ve ark., 2014; du Jardin ve
ark., 2014; Betry ve ark., 2015; Li ve ark., 2015b). Ayrica vortioksetin uygulamasinin
norotransmitter seviyeleri tizerine etkileri de bulunmaktadir. Pehrson ve ark.’nin yaptigi
calismada, akut vortioksetin uygulamasi hipokampal asetilkolin diizeylerinde artig ve
skopolaminle bozulan sosyal bellek ve nesne tanima belleginde iyilesme saglamustir.
Ancak subkronik uygulama ile bazal hipokampal asetilkolin seviyeleri {izerinde hic¢bir
degisiklik meydana gelmemis ve skopolamine bagl sosyal tanima bellegi bozukluklar
geri ¢evrilememistir (Pehrson ve ark., 2016). Dolayisiyla, vortioksetinin kolinerjik
norotransmisyon aracili prokognitif etkilerinin sadece akut dozlama kosullar1 altinda
gorildigi distiniilmektedir (Pehrson ve ark., 2016). Vortioksetinin, 5-HT reseptorleri
araciligiyla dort prokognitif norotransmitterin  (dopamin, asetilkolin, noradrenalin,
histamin) saliverilmesini artirdigi gosterilmistir (Stahl, 2015). Bu ¢alismada, rotenon
uygulamasiyla hipokampus dokusunda dopamin, 5-HT, glutamin ve L-glutamik asit
seviyeleri kontrol ve vortioksetin grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi ancak, kronik
vortioksetin uygulamasiyla bu nérotransmitter seviyelerinde anlamli bir degisiklik

meydana gelmedi. PFK dokusunda ise rotenon uygulamasiyla birlikte dopamin
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seviyelerinde anlamli, serotonin seviyelerinde kismi bir azalma goriilirken glutamin ve
L-glutamik asit diizeylerinde anlamli bir artis meydana geldi. Kronik vortioksetin
uygulamasiyla birlikte rotenon+vortioksetin grubunda, dopamin diizeyleri rotenon
grubuna kiyasla degismedi, serotonin diizeyleri anlamli bir sekilde artt1, glutamin ve L-
glutamik asit diizeyleri ise anlamli bir sekilde azaldi. Bu verilere gore, ¢calismamizda
vortioksetinin MWM ve yeni obje tanima testlerinde gosterilen prokognitif etkilerinde
Ozellikle hipokampus dokusunda nérotransmitter sistemlerinin baskin roliinden ziyade
hipokampal norogenez ve plastisitede artis veya TLR-2 modiilasyonu aracili
noroinflamatuvar yanitlardaki inhibisyonun rol aldigi disiiniilmektedir. PFK dokusunda
ise serotonerjik modiilasyonda meydana gelen artis ve yine TLR-2 sinyal yolaginin

inhibisyonunun bu yararl etkilerde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Dopamin ve glutamat, BG’de ve PFK’de etkilesime girerek birbirlerinin islevini ve
saliverilmesini yakindan diizenlemektedir (Caravaggio ve ark., 2016). Bu dopaminerjik
ve glutamaterjik sistemlerdeki anormallikler, PH (Griffith ve ark., 2008) ve depresyon
(Musazzi ve ark., 2013) dahil olmak iizere ¢ok sayida noropsikiyatrik bozuklukta
gozlenmektedir (Caravaggio ve ark., 2016). 1980'lerde gelistirilen klasik BG modeli
(Obeso ve Lanciego, 2011), striatal dopamin kaybinin indirekt yolakta aktivasyon ve
direkt yolakta inhibisyon araciligiyla striatum ve korteksteki ekstraseliiler glutamat
seviyelerini azaltacagim dngdrmektedir (Caravaggio ve ark., 2016). Ozellikle, kronik
dopamin deplesyonunun, striatal glutamat seviyelerinde klasik model ile tutarli olarak
azaldigin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Meshul ve ark., 1999; Holmer ve ark.,
2005). Bu ¢alismada, klasik BG modeli ile uyumlu olarak rotenon ile striatumda azalan
dopamin seviyeleri neticesinde L-glutamik asit ve glutamin diizeylerinin de anlamli olarak
azaldigr gosterildi. Kronik vortioksetin tedavisiyle birlikte, rotenon+vortioksetin
grubunda dopamin seviyeleri degismemesine ragmen L-glutamik asit seviyeleri rotenon
grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis gosterdi ancak kontrol grubu ile aralarindaki
anlamli fark korundu. Striatal dopamin aktivitesi, uyarict ve inhibitér glutamaterjik
girdiler ile dengeli bir sekilde yonetilmektedir (Gleich ve ark., 2015). PFK’deki
glutamaterjik norotransmisyonun striatal dopaminerjik aktiviteyi inhibe ettigi
gosterilmistir (Del Arco ve ark., 2008; Balla ve ark., 2009; Usun ve ark., 2013).
Calismamizda, kronik rotenon uygulamasiyla PFK’de glutamin ve L-glutamik asit

121



diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artti. Bu artig, striatal dopamin
tizerindeki inhibitdr etkinin bir kismindan sorumlu olabilir. Nitekim striatum dokusunda
rotenon ve rotenon+vortioksetin grubunda dopamin seviyeleri kontrol ve vortioksetin

gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu.

Tirozinin L-DOPA'ya doniisiimiinii katalize eden ve dopamin biyosentezinde hiz
kisitlayict bir enzim olan TH, tim dopaminerjik hiicrelerde bulunur (Daubner ve ark.,
2011). TH inhibisyonu ve TH pozitif noronlarda meydana gelen diisiis, nigrostriatal
yolakta dopamin sentezini azaltir ve PH’nin motor bulgularinin ortaya ¢ikmasina yol agar
(Salvatore ve ark., 2019). Ayrica, pS129-a-siniiklein miktarlarinda meydana gelen artisin,
TH regiilasyonunu bozarak néronal sagkalimi olumsuz etkileyebilecegini de gosterilmistir
(Sato ve ark., 2011). Yapilan ¢alismalarda, rotenon uygulamasi ile SNpc, striatum, PFK
ve hipokampus dokularinda TH pozitif ndronlarin ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir
(Sherer ve ark., 2003c; Feng ve ark., 2006; Luo ve ark., 2007). Bu ¢alismada, kronik
rotenon uygulamasinin SNpc, striatum, PFK ve hipokampus dokularinda TH
ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi gosterildi. Kronik vortioksetin uygulamasiyla
birlikte, rotenon+vortioksetin grubunda, rotenon grubuna kiyasla anlamli olarak artmis
olan TH ekspresyon diizeyleri, vortioksetin uygulamasinin dopaminerjik ndronlari
korudugunu gdstermektedir. ilging bir sekilde, SNpc dokusunda yalnizca vortioksetin
uygulanan grupta TH immiinoreaktivitesi rotenon grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek
olmasina ragmen kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu. SNpc dokusunda
TH ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna goére diisiik olmast BG’de vortioksetin
aracilt bir disregiilasyondan kaynaklanabilir. Literatiirde, bazi antidepresanlarin
parkinsonizm dahil olmak iizere ekstrapiramidal semptomlara neden oldugu bildirilmistir
(Govoni ve ark., 2001). Melatonin-1 ve melatonin-2 reseptor agonisti ve 5S-HT2c reseptor
antagonisti olan agomelatinin rotenon ile indiiklenen PH sigan modelinde ozellikle
striatumda rotenon kaynakli toksisiteyi siddetlendirdigi bildirilmistir (Gunaydin ve ark.,
2019). Demireva ve ark., SSRI’larin etki mekanizmalarindan olan kronik SERT blokajinin
BG'ye bagli motor performansi bozdugunu, SNpr aktivitesini artirdigini ve SNpc’deki
dopaminerjik aktiviteyi azalttigini gostermistir (Demireva ve ark., 2018). Bu calismalarla
uyumlu olarak, kronik vortioksetin uygulamast ile SNpc dokusunda TH

immiinoreaktivitesinin diigmesi ve motor fonksiyonlarda meydana gelen iyilesmeye
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ragmen striatum dokusunda rotenon uygulamasi ile azalan dopamin diizeylerinin
vortioksetin uygulamasiyla artis gostermemesi, vortioksetinin heniiz agiklanamayan

mekanizmalar araciligryla BG’de meydana getirdigi disfonksiyon ile agiklanabilir.

PH'nin ana patolojik 6zelligi, membranla iligkili bir protein olan a-siniikleinin ana bilesen
oldugu intrasitoplazmik Lewy cisimciklerinin varligidir. PH hastalarinda o-siniiklein
patolojisi SN disinda hipokampus ve PFK gibi dokularda da gdsterilmesine ragmen
(Doorn ve ark., 2014) bizim ¢alismamizda a-siniiklein immiinoreaktivitesi yalnizca SNpc
dokusunda tespit edildi. a-siniiklein ekspresyonu, kronik rotenon uygulamasi ile kontrol
ve vortioksetin gruplarima kiyasla anlamli bir sekilde artarken kronik vortioksetin
uygulamasi, SNpc’deki a-siniiklein ekspresyon diizeylerini rotenon+vortioksetin
grubunda, rotenon grubuna kiyasla azaltti. Yapilan c¢alismalarda, siniikleinopati
lezyonlarinda a-siniikleinin serin-129 bolgesinde fosforilasyonun meydana geldigi
(Fujiwara ve ark., 2002) ve bu fosforilasyonun, a-siniiklein izoformlarinin daha toksik
agregatlar olusturan B-katlanmalara gegisini (Samuel vd., 2016) ve a-siniiklein
inkliizyonlariin olusumunu hizlandirdig1 ve néronal kaybi artirdig: bildirilmistir (Sugeno
vd., 2008). Calismalar, pS129-o-siniikleinin artan oraninin, TH regiilasyon
mekanizmalarint bozarak noronal sagkalimi olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir
(Lou ve ark., 2010). Daha o6nce bildirildigi gibi, SNpc'deki dopaminerjik néronlarin TH
ekspresyonu, rotenon uygulanan hayvanlarda 6nemli dl¢iide diigsmistiir (Sato ve ark.,
2011). Ayrica, saglikli bireylerin beyin dokularinda pS129-a-siniiklein orani yalnizca %4
iken Lewy cisimcikleri olusmus PH hastalarinin beyin dokularinda bu oran yaklasik %90
olarak bulunmustur (Rocha vd., 2018). Bu calismada, kronik rotenon uygulamasinin
SNpc’de pS129-a-siniikleinin ekspresyon diizeylerini kontrol ve vortioksetin gruplarina
kiyasla anlamli olarak artirdigi, SNpc’nin yani sira striatum, PFK ve hipokampus
dokularinda da pS129-a-siniiklein ekspresyonlarinda anlamli bir artisa neden oldugu
gosterildi. Rotenon ile birlikte vortioksetin uygulanan siganlarda, rotenon grubuna kiyasla
pS129-a-siniiklein ekspresyonunda anlamli bir azalma meydana geldi. Bu sayede
vortioksetinin  SNpc’de ve striatumda agrege a-siniiklein ve pS129-a-siniiklein
ekspresyon diizeylerini azaltarak dopaminerjik ndronlari korudugu ve motor fonksiyonlari
tyilestirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica PFK ve hipokampus gibi 6grenme ve bellek
fonksiyonlarmin saglikl bir sekilde yiiriitiilmesinden sorumlu olan bdlgelerde de pS129-
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a-siniiklein ekspresyon diizeylerinin anlamli olarak azalmasinin, yeni obje tanima ve
MWM testlerinde rotenon+vortioksetin grubunda, rotenon grubuna gore elde edilen daha

basarili skorlarla iligkili oldugu diisiintilmektedir.

PH, programlanmis hiicre 6liimiiniin neden oldugu ilerleyici dopaminerjik néron kaybu ile
karakterize edilir (Venderova ve Park, 2012). Apoptotik hiicre Olimiiniin Snemli
bilesenlerinden olan kaspaz aktivasyonu, BG’de dopaminerjik ndronlarin kaybi ve PH'nin
gelismesi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Sherer ve ark., 2003b). Rotenon
uygulamasinin apoptoza yol agan kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir
(Wang ve ark., 2002; Ahmadi ve ark., 2003; Yuan ve ark., 2016; Gunaydin ve ark., 2019).
Kaspaz aracili apoptotik yolagin inhibisyonunun néroprotektif etki gosterdigi in vitro ve
in vivo rotenon modellerinde bildirilmistir (Li ve ark., 2015a; Tong ve ark., 2016). Bu
caligmada, kronik rotenon uygulamasiyla aktif kaspaz-3 formu olan cleaved kaspaz-3
immiinoreaktivitesi SNpc, striatum, PFK ve hipokampus dokularinda anlamli olarak artti.
Kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte striatum, PFK ve hipokampus dokularinda
cleaved kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri rotenon grubuna kiyasla anlamli olarak azaldi,
SNpc dokusunda ise bir degisiklik meydana gelmedi. Bu durum, SNpc’de vortioksetinle

indiiklenen BG disfonksiyonunun bir diger belirteci olabilir.

Norodejeneratif bozukluklarin patogenezinde inflamatuvar mediyatorlerin rol oynadig:
bilinmektedir. Mikroglial aktivasyon ve inflamatuvar mediyatorlerin salgilanmasi, PH
patogenezinde anahtar bilesenlerden biridir (Nagarajan ve Marathe, 2018).
Antiinflamatuvar ilaglarin antidepresan etkiler gosterebilecegi fikri, gesitli kanitlarla
desteklenmektedir (lyengar ve ark., 2013; Fourrier ve ark., 2018). NSAII ilaglar, statinler
ve glukokortikoidler gibi inflamatuvar kaskad: ¢esitli mekanizmalarla bloke eden ilaclarin
noroprotektif 6zellikler gosterebilecegi diistiniilmektedir (Mohanakumar ve ark., 2000;
Kurkowska-Jastrzebska ve ark., 2004; Sanchez-Pernaute ve ark., 2004; Tan ve ark., 2016).
Vortioksetin yapisal olarak NSAII ilaglarla benzerlik gosteren bir molekiildiir (Bayram ve
ark., 2018). Talmon ve ark., 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada, vortioksetinin insan
monosit/makrofajlarinda alternatif fenotipe (M2) dogru polarizasyonunu saglayan
antioksidan aktiviteye ve antiinflamatuvar etkilere sahip oldugunu gostermistir (Talmon

ve ark., 2018). Ayrica, Fourrier ve ark.,, NSAII selekoksib ile vortioksetin
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kombinasyonunun antidepresan etkinligi artirdigini gostermistir (Fourrier ve ark., 2018).
Bu calismada, vortioksetinin immiinomodiilasyon iizerindeki olast etkileri TLR-2

ekspresyonu ve proinflamatuvar sitokinlerin tayini ile degerlendirildi.

Insanlarda yapilan nérogériintiileme c¢alismalarinin yani sira (Ouchi ve ark., 2005;
Gerhard ve ark., 2006) MPTP (Sugama ve ark., 2003), 6-OHDA (He ve ark., 2001) ve
rotenon (Sherer ve ark., 2003a) gibi farkli PH hayvan modellerinde de aktive edilmis
mikroglia hiicrelerinin varligi ispat edilmistir. Calismalar, bir¢ok sitokinin PH
patogenezine katildigini dogrulamistir (Nagatsu ve Sawada, 2005). PH hastalarinda ve
deneysel hayvan modellerinde SN ve striatum dokularinda TNF-a, IL-1f ve IL-6
diizeylerinin artmis oldugu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (Joers ve ark., 2017).
Proinflamatuvar sitokinlerin oksidatif stres indiikksiyonu ve apoptotik faktorlerin
uyarilmastyla iligkili mekanizmalar yoluyla ndronal hiicre o6liimiine yol actiklar

bildirilmistir (Azmy ve ark., 2018).

Doorn ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismada, PH hastalarinin SN’lerinde ve
hipokampuslarinda a-siniiklein patolojisi ile iliskili reaktif mikroglianin varliginin yani
sira TLR-2 ekspresyonunda da kontrol gruplarina kiyasla artis oldugunu gostermistir
(Doorn ve ark., 2014). Benzer sekilde, PH hastalarinin dolasimdaki monosit hiicrelerinde
TLR-2 ekspresyonunun arttiginin gosterilmesi, PH’de TLR-2 kaynakli inflamasyonun
roli olduguna dair goriisleri giiglendirmistir (Drouin-Ouellet ve ark., 2014). Aym
caligmada, a-siniikleini asir1 aktive eden farelerde de TLR-2 ekspresyonunun arttigi
bildirilmistir (Drouin-Ouellet ve ark., 2014). Ayrica, a-siniiklein oligomerlerinin
(intraserebroventrikiiler, i.c.v.) mikroglial aktivasyon ve TLR-2 aracili sinyaller
araciligiyla farelerde bellek fonksiyonlarini bozdugu gosterilmistir (La Vitola ve ark.,
2018). o-siniiklein transgenik fare PH/Lewy cisimcikli demans modelinde TLR-2
blokajinin néronal ve astroglial hiicrelerde a-siniiklein birikimini, ndroinflamasyonu,
norodejenerasyonu ve davranis bozukluklarimi hafiflettigi gosterilmistir (Kim ve ark.,
2018). Yanlis katlanmis a-siniikleinin, mikroglia tizerindeki TLR-2 reseptoriinii aktive
edebilecegi ve MyD88-bagimli yolak aracilifiyla inflamatuvar sitokin {retimini
tetikleyebilecegi gosterilmistir (Daniele ve ark., 2015). Ayrica, yakin zamanda, gen

delesyonu veya siRNA aracili yikim (knock down) yoluyla TLR-2'nin inhibisyonunun,
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hiicresel modellerde ve transgenik farelerde a-siniiklein birikimi ile baglantili patolojiyi

kurtardig1 gosterilmistir (Kim ve ark., 2015).

PH’nin transgenik hayvan modellerinde TLR-2 ekspresyonunda artis oldugu, kortikal ve
subkortikal bdlgelerde a-siniiklein akiimiilasyonunun, noéroinflamasyonun arttigi ve
davranig bozukluklarinin meydana geldigi gosterilmistir (Letiembre ve ark., 2009). Kim
ve ark., a-siniikleini asir1 eksprede eden SH-SYS5Y hiicrelerinin oligomerik o-siniiklein
salgiladigl, SH-SYSY kosullu ortamin mikroglia'y1 aktif hale getirdigi ve bu aktivasyon
i¢cin mikroglialarda TLR-2 ekspresyonunun gerekli oldugunu géstermistir (Kim ve ark.,
2018). a-siniiklein ile 6n tedavi gérmiis mikroglialarda, TLR-2'ye 6zgii bir agonistin
uygulanmasi sitokin gen ekspresyonunu artirirken diger TLR agonistlerinin bdyle bir
etkiye yol agmadigi bildirilmistir (Roodveldt ve ark., 2013). Ayrica, TLR-2
reseptorlerinin aktivasyonunun, protein konformasyonuna duyarli oldugu, tamamen
monomerik ve fibriler a-siniikleinin TLR-2'yi aktive edemedigi ve yalnizca B-levha
bakimindan zengin a-siniiklein oligomerlerinin bu reseptorleri aktive ettigi bilinmektedir
(Kim ve ark., 2013a). Bu ¢alismada, kronik rotenon uygulamas ile striatum, PFK ve
hipokampus dokularinda TLR-2 ekspresyon seviyelerinde kontrol ve vortioksetin
gruplarma kiyasla meydana gelen artis ve yine bu dokularda pS129-a-siniiklein
ekspresyonunda da anlamli bir artigin olmasi bu hipotezi destekler niteliktedir, ¢iinkii
pS129-a-siniiklein miktarindaki artisin  B-levha bakimindan zengin a-siniiklein

oligomerlerinin olusumunu hizlandirdig bilinmektedir (Sugeno ve ark., 2008).

Hipokampus dokusunda meydana gelen mikroglial aktivasyon, TLR-2 ekspresyonu ve
TNF-a ve IL-1p upregiilasyonu, dopaminerjik néronal inflamatuvar hasar ile uyumlu ana
bilesenler olarak diistiiniilmektedir (Li ve ark., 2012a). Bu c¢alismada, kronik rotenon
uygulamasi ile hipokampus, PFK ve striatum dokularinda TLR-2 ekspresyonunun kontrol
ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlamli olarak artis gostermesi inflamatuvar kaskadin
tetiklenmesi ile iliskilendirildi. Kronik vortioksetin uygulamasiyla birlikte hipokampus,
PFK ve striatum dokularindaki artmigs TLR-2 ekspresyonu, rotenon grubuna kiyasla
anlamli olarak azaldi. Bu ¢alismada gozlendigi gibi, TLR-2 ekspresyonunun vortioksetin
aracili inhibisyonu, vortioksetinin diger ¢alismalarda bildirilen olas1 antiinflamatuvar ve
antioksidan aktivitesiyle iliskili olabilir (Talmon ve ark., 2018). Ilging bir sekilde SNpc
dokusunda ise yalnizca vortioksetin uygulanan grupta diger gruplara kiyasla TLR-2
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ekspresyonlarinin anlamli bir sekilde arttigi tespit edildi. TH ve cleaved kaspaz-3
bulgulart ile uyumlu bu sonuglar, kronik vortioksetin uygulamasinin BG tizerindeki farkli
etkileri ile veya Doorn ve ark.’min gosterdigi gibi TLR-2 ekspresyonunun, bolgeler
arasinda ve hastalik asamasina bagl bir sekilde degisiklik gostermesi ile iliskili olabilir

(Doorn ve ark., 2014).

Mikroglia aracili noroinflamatuvar siirecte dnemli bir inflamatuvar sinyal yolagi olarak
bilinen NFkB yolagimmin TLR-2 aracili aktivasyonu sirasinda IxkB fosforile olur ve
NF«kB'nin p65 alt birimi ¢ekirdege translokasyon yaparak spesifik inflamatuvar hedef
genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu indiikler (Yuan ve ark., 2013; Caplan ve
Maguire-Zeiss, 2018). Bu calismada, kronik rotenon uygulamasi ile hipokampus
dokusunda sitokin seviyelerinde anlamli bir degisiklik tespit edilmedi, benzer sekilde
NF«B-p65 seviyelerinde de rotenon uygulamasi ile diger deney gruplarina kiyasla bir artis
egilimi olmasina ragmen anlamli bir farklilik bulunmadi. Bu durum, hipokampus
dokusunda noroinflamasyona karsi bir ¢esit direng olabilecegini diisiindiirmektedir.
Nitekim, Mitra ve ark., rotenon uygulamasiyla erkek ve disi fare beyinlerinde frontal
korteks ve SN dokularinin aksine hipokampus dokusunda TNF-a seviyelerinde herhangi
bir degisikligin meydana gelmedigini gostermistir (Mitra ve ark., 2015). Kronik
inflamasyon varliginda, geng yetiskin sigan beyninde hipokampusta glutamat etkisinde
azalmaya neden olabilecek dogal degisikliklerin kompensatuvar bir siireci igaret ettigi
diigiiniilmektedir (Brothers ve ark., 2013). Calismada, hipokampus dokusunda
proinflamatuvar sitokinlerin diizeylerinde gruplar arasinda bir farklilik olmamasi, rotenon
ile indiiklenen kronik inflamatuvar gevreye karsi hipokampus dokusunda meydana gelen
kompansasyon aracilt olabilir. Ayrica, rotenon uygulamasi ile glutamat seviyelerinde

meydana gelen diisiis de bu hipotezi desteklemektedir.

Kronik rotenon uygulamasi ile striatum ve PFK dokularinda TNF-a ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokin diizeylerinde bir artis 6ngiilmesine ragmen (Zaitone ve ark., 2012;
Alabi ve ark., 2019), bu ¢alismada, rotenon uygulamasiyla striatum ve PFK dokusunda
TNF-a, IL-1p ve/veya IL-6 diizeylerinin kontrol ve vortioksetin gruplarina kiyasla anlaml
olarak azalmis olmasi dikkat c¢ekicidir. Bu sonuglar, farkli beyin bolgelerindeki
mitokondrilerin strese farkli tepki verdigini gdsteren kamitlarla agiklanabilir. Ornegin,
Oliveira ve Gongalves, primer kiiltiirlerde striatal kdkenli noronlarin ve astrositlerin
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mitokondriyal strese karsi serebral korteks kokenli hiicrelere kiyasla daha hassas
oldugunu gostermistir (Oliveira ve Goncalves, 2009). Benzer sekilde, Brustotevsky ve
ark., sicanlardan izole edilen striatal mitokondrinin kalsiyuma yanitlarinda kortikal
mitokondriden daha hassas oldugunu bildirmistir (Brustovetsky ve ark., 2003). Ayrica,
rotenon aracili kompleks I inhibisyonu ve oksidatif fosforilasyon, hiicresel enerji
beslemesinin siirdiiriilmesi i¢in ikinci biiyilk mitokondriyal yol olan trikarboksilik asit
(TCA) dongiisiiniin oraninda bir artisa neden olabilir. Bu artis, ayni zamanda a-
ketoglutaratin (TCA dongiisliniin bir ara maddesi) glutamata doniistliriilmesi yoluyla
glutamat seviyelerinde artisa neden olarak eksitotoksisite ve hiicre 6liimiine yol agabilir
(Moussa ve ark., 2008). Striatum dokusu gibi PFK dokusunun da oksidatif strese karsi
hipokampustan daha duyarli oldugu farkli patolojik kosullar taklit edilerek gosterilmistir
(Fowler ve ark., 2014; Zlatkovic ve ark., 2014). Bu baglamda, ¢alismada striatum ve PFK
dokularinda rotenon ile proinflamatuvar sitokin seviyelerinde meydana gelen disiisler,
striatum ve PFK’nin mitokondriyal strese daha duyarli olmasi ile ve her giin tekrarlanan
rotenon uygulamasi ile hasar goren hiicre sayisinda bir artis goriilmesi ve bu hasar goéren
hiicrelerdeki mitokondriyal solunum zincirinin blokaji1 ile agiklanabilir. Nitekim daha
onceki c¢aligmalarda rotenonun hasarli hiicrelerde mitokondriyal kompleks I'i inhibe
etmesi sonucu inflamatuvar sitokin seviyelerini azalttigi gosterilmistir (Sun ve ark., 2014).
Striatum ve PFK dokularinda da hipokampus dokusunda oldugu gibi kronik rotenon
uygulamasi ile NFkB-p65 diizeyleri gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedi.
Buna ek olarak, McCabe ve ark., intrastriatal rotenon uygulamasi yapilan siganlarda
inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonlarindaki degisikliklerin biiyiikliigiiniin ve zaman
akigmin farkhilik gosterdigini rapor etmistir. Ornegin, kullandiklari modelde TNF-o
ekspresyonu 28. giinde en yiiksek iken IL-6 seviyeleri 14.giinde en yiiksek olup diger
giinler gruplar arasinda bir farklilik gozlenmemistir (McCabe ve ark., 2017). Bizim
calismamizda, proinflamatuvar sitokin diizeyleri yalnizca 28. giinde, davranis testlerini
takiben alinan dokulardan tayin edildi. Dolayisiyla, proinflamatuvar sitokin seviyeleri

McCabe ve ark.’nin ¢alismasinda gosterildigi gibi zamana bagl olarak degisiyor olabilir.

Rotenonun mikroglial aktivasyon aracili toksik etkisi hem in vivo (Sherer ve ark., 2003a;
Li ve ark., 2012b) hem de in vitro (Gao ve ark., 2002; Zhou ve ark., 2007; Yuan ve ark.,

2013) yaklagimlar kullanilarak genis ¢apta agiklanmis olmasina ragmen, glial hiicreler
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tizerindeki dogrudan etkilerine dair raporlar kisithidir (Rabaneda-Lombarte ve ark., 2019).
Bir norotoksin olan rotenonun mikroglia hiicrelerinde proinflamatuvar yanitt bozarak
sitokin seviyelerinde diisiis meydana getirdigini gosteren in vitro kanitlar bulunmaktadir
(Rabaneda-Lombarte ve ark., 2019). Ornegin, Klinworth ve ark., rotenon uygulamasinin
mikroglial aktivasyon ve pro-inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesi {izerinde direkt bir
etkisinin olmadigin1 géstermistir (Klintworth ve ark., 2009). Benzer sekilde Ferger ve ark.,
mitokondriyal toksinlerin lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen sitokin iiretimini
degistirmedigini gostermistir (Ferger ve ark., 2010). Bu kanitlar, glial hiicrelerin bir pro-
inflamatuvar tehdide tepkisinin, rotenon gibi mitokondriyal solunum zinciri aktivitesini
inhibe eden toksinlerin varliginda degistigini gosterir, bu da glial immiin yanitlarin bu tiir
maddeler tarafindan bozuldugunu gostermektedir (Rabaneda-Lombarte ve ark., 2019).
Dolayisiyla, bu ¢alismada hipokampus, striatum ve PFK dokularinda kronik rotenon
uygulamasiyla inflamatuvar siiregten sorumlu TLR-2 ekspresyonlarinda artis meydana
gelmesine ragmen inflamatuvar sitokin yanitlarinda elde edilen farkli yanitlar 1s181inda,
striatum ve PFK dokularinda kronik rotenon uygulamasinin immiin yanitlar1 bozarak
hasara yol agtig1 soylenebilir. Kronik vortioksetin uygulamasiyla, rotenon+vortioksetin
grubunda, azalmis sitokin diizeylerinin tekrar kontrol ve vortioksetin grubundaki
seviyelere ulagmasi, onarilmis inflamatuvar yanita ve bolgedeki hasarin geri ¢evrilmesine
isaret ediyor olabilir. Norodejeneratif siiregte ndronlar tarafindan salgilanan
proinflamatuvar sitokinlerin néronlarin 6liimiine yol agan kilit faktorler olarak
bildirilmesine ve PH hastalarinda SSS’de ve periferik immiin sistemde proinflamatuvar
sitokin seviyelerinde artig oldugu gosterilmesine ragmen (Kim ve ark., 2015; Rocha ve
ark., 2015) PH patofizyolojisindeki heterojenliginin sitokin diizeylerinin degerlendirildigi
caligmalarda farkli sonuglar elde edilmesine neden oldugu diistiniilmektedir (Rocha ve
ark., 2015). C)megin Alfariah ve ark., PH hastalarinin serumlarinda TNF-a ve IL-6
seviyeleri acgisindan kontrol bireylerine kiyasla bir farklilik bulunmadigini gostermistir
(Alrafiah ve ark., 2019). Ayrica, o-siniiklein aracili TLR2/1 sinyal yolaginin
aktiflestirilmesinin ana etkisinin proinflamatuvar sitokinlerin salgilanmasindan ziyade
otofaji yolagmin inhibisyonu oldugunu gdsteren kanitlar bulunmaktadir (Kim ve ark.,
2015). Dolayisiyla, TLR-2 sinyali ile indiiklenen inflamatuvar kaskadin nérodejenerasyon

mekanizmalar1 ve 5-HT reseptorlerinin bu kaskaddaki rolii yeni bir arastirma konusudur.

129



Bu tez calismasmin sahip oldugu bazi kisitlamalar bulunmaktadir. Oncelikle, bu
calismada, yalnizca multimodal 6zelliklere sahip vortioksetinin PH’deki motor ve motor
olmayan bulgular tizerindeki etkisi arastirildi. VVortioksetinin etkileri, SSRI’lar veya 5-HT
reseptor agonistleri/antagonistleri gibi PH’de yararli olabilecegi gosterilen farkli sinif
antidepresanlarin, bu ¢alismada kullanilan PH modelindeki davranig testleri ve
ndrokimyasal parametreler {izerindeki etkileri ile karsilastirilmadi. ikinci olarak,
norotransmitter tayini, davranis deneyleri tamamlandiktan hemen sonra sakrifiye edilen
hayvanlarin uygun sekilde ¢ikarilan beyin dokulari kullanilarak gergeklestirilmesine
ragmen mikrodiyaliz gibi serbest, baglanmamis ekstraseliiler doku konsantrasyonlarini
anlik olarak tayin edebilen bir teknigin kullanilmasi farmakolojik olarak aktif
konsantrasyonlara yakin sonuglar verebilirdi (Krebs-Kraft ve ark., 2007). Ancak,
mikrodiyaliz teknigi i¢in hayvanlara yerlestirilecek prob, MWM testinde sicanlarin
ylizdiiriilmesine engel olacagindan dokulardan noérotransmitter tayini yapilmasina karar
verildi. Uciincii olarak, proinflamatuvar sitokin diizeyleri ve NFxB-p65 seviyeleri
davranig testlerini takiben alinan dokulardan 28. giinde tayin edildi. Proinflamatuvar
sitokin seviyeleri zamana bagli olarak degisiklik gosterebilir. Bu nedenle, taklit edilen PH
progresyonu boyunca farkli zaman araliklarinda alinan 6l¢timler daha farkli sonuglar
ortaya koyabilir. Benzer sekilde, ndrotransmitter tayinleri de 28. giinde alinan dokulardan
yapildi. Ancak davranmig deneyleri farkli zaman dilimlerinde planlanarak uygulandi.
Ornegin motor testler 21. giinde tamamlandiktan sonra 7 giin daha rotenon uygulamasi
devam etti. Bu nedenle, norotransmitter diizeylerini motor bulgular veya antidepresan-
benzeri davraniglar ile birlikte yorumlarken arada gecen bu siire zarfinda
norodejenerasyon ilerleyecegi i¢in norotransmitter seviyelerinde degisikliklerin meydana
gelebilecegi géz Oniinde bulundurulmalidir. Son olarak, bu c¢alismada, vortioksetin
belirlenen tek dozda (10 mg/kg) uygulandi, farkli bir doz segilerek dozlar arasinda
karsilagtirma yapilmadi. Vortioksetinin 5-HT3z, 5HT1g ve SERT isgali igin belirlenen
ED50 degerleri 10 mg/kg’dan daha diisiik dozlar isaret etmektedir ancak vortioksetinin
sicanlardaki serotonin 5-HTi1a ve SHT7 reseptorlerine afinitesi insanlardakinden daha
diisiiktiir. Bu nedenle Sicanlarda yapilan ¢aligmalarda 5-HT1a ve 5HT7 reseptorlerinin de

isgali icin vortioksetinin belirlenen ED50 degeri 10 mg/kg (s.c.) olarak bulunmustur
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(Sanchez ve ark., 2015). Ek olarak, Pehrson ve ark.’nin siganlarda vortioksetinin g¢esitli
dozlar ile yapmis olduklar1 mikrodiyaliz ¢aligmasinda, vortioksetinin 10 mg/kg (s.c.)
dozu ile, 5-HT, noradrenalin ve dopamin gibi nérotransmitter miktarlarinda istatistiksel
olarak anlamli artiglar gozlenmistir (Pehrson ve ark., 2013). Benzer sekilde vortioksetinin
sicanlardaki depresyon modellerinde antidepresan etkisini gostermek i¢in de 10
mg/kg/giin (p.o.) dozu tercih edilmistir (Li ve ark., 2013). Vortioksetinin si¢anlarda
ogrenme ve bellek fonksiyonlarinin degerlendirildigi ¢alismalarda da kullanilan dozun 10
mg/kg (s.c., i.p.) oldugu gorilmistiir (Mork ve ark., 2013; Jensen ve ark., 2014; Wallace
ve ark., 2014). Yukaridaki literatiir bulgular1 esas alinarak bu tez ¢aligmasinda vortioksetin

dozu 10 mg/kg (s.c.) olarak belirlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

PH; istirahat tremoru, rijidite ve bradikinezi gibi dopamin eksikliginin klinik etkilerini
yansitan klasik ti¢lii motor belirti ile birlikte dopaminerjik olmayan sistemlerde meydana
gelen hasarla ortaya ¢ikan motor olmayan bulgularla karakterize norodejeneratif bir
hareket hastaligi olarak tanimlanmaktadir. En sik goriilen motor olmayan belirtiler
arasinda yer alan biligsel disfonksiyon, demans riskini ve mortaliteyi artirmasi nedeniyle

PH’deki tedavisi, artan bir ilgi alan1 haline gelmistir.

Bu calisma ile serotonerjik modiilasyon {izerinden antidepresan etkiler gosteren
vortioksetinin PH’deki en 6nemli motor olmayan belirtilerden biligsel disfonksiyon ve
depresyon iizerindeki etkileri, ilk defa deneysel bir PH modelinde, sistemik rotenon
uygulamasi ile olusturulan sigan modelinde incelenmistir. Elde edilen bulgular,
multimodal bir antidepresan olan vortioksetinin rotenon ile indiiklenen PH sigan
modelinde noroprotektif ve prokognitif etkileri araciligiyla motor ve motor olmayan
semptomlar {izerinde yarar gosterdigini belirtmektedir. Rotenon ile bozulan motor ve
biligsel fonksiyonlarin yani sira tetiklenen depresyon-benzeri etkiler, vortioksetin
uygulamasiyla birlikte anlamli olarak iyilesmistir. Bu yararh etkiler SNpc, striatum,
hipokampus ve PFK dokularinda TH pozitif ndronlarin korunmasi, cleaved kaspaz-3, a-
siniiklein, pS129-a-siniiklein ve TLR-2 ekspresyon seviyelerinin azalmasi ile iliskili
hasarin 6nlenmesi ve bunun sonucu olarak gézlemlenen nérodavranigsal iyilesmeler ile
iliskilendirilebilir. Ayrica norotransmitter Seviyelerinde ve proinflamatuvar sitokin
diizeylerinde bolge-spesifik degisiklikler de vortioksetinin etkilerine aracilik etmektedir.
Ilging bir sekilde diger dokulardan farkli olarak SNpc’de TH ekspresyonunda azalma ve
TLR-2 ekspresyonunda artis meydana getirmesi ile gézlemlendigi gibi vortioksetinin
BG’de mekanizmasi tam olarak belli olmayan bir disfonksiyona yol agabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak bu disfonksiyon, motor parametreleri bozacak kadar giiclii
degildir.

Vortioksetinin PH patogenezinde 6nemli rol oynadigi diisiiniilen inflamatuvar siirecin
basamaklar lizerindeki etkileri de ilk defa bu proje kapsaminda degerlendirilmistir.

Literatiirde antiinflamatuvar potansiyeline dair yalnizca kisith bir ¢aligma yaymlanmis
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olan vortioksetinin, inflamasyon siirecine iliskin etki mekanizmalarin1 aydinlatmak
amaciyla TLR-2 reseptor aktivasyonuna yonelik immiinohistokimyasal analizler yapilmis
Ve vortioksetinin olasi immiinomodulator etkileri olabilecegi bulunmustur. VVortioksetinin
sistemik rotenon ile indiiklenen deneysel PH modelinde noérodejenerasyon {iizerindeki
etkileri aydinlatilarak, depresyon ve/veya bilissel disfonksiyonun goriildiigii PH
hastalarinda etkinligi ve yarari ile ilgili elde edilen bu preklinik verilerin ileri ¢alismalarla
desteklenmesi, yalmizca PH ig¢in degil, noroinflamatuvar siiregle sekillenen basta
Alzheimer hastalig1r olmak tizere diger norodejeneratif hastaliklara iliskin yaklagimlar

acisindan oldukca 6nemlidir.

Bilinmektedir ki PH’de motor olmayan belirtiler, hastaligin motor belirtilerinden daha
once ortaya ¢ikmaktadir. Daha 6nceki calismalarda, prokognitif 6zellikleri gosterilmis
olan ve PH’de de bilissel bozukluklar1 diizeltmesi muhtemel bir ilag olan vortioksetinin
ayni zamanda norodejenerasyonu da Onliiyor olabilme ihtimali hem hastanin yasam
kalitesini artirmak hem de mortaliteyi azaltabilmek agisindan oldukga yararli
goziikmektedir. Vortioksetinin PH’deki olas1 prokognitif etkilerinin ileride klinik
calismalarla da desteklenmesi durumunda, PH tanis1 almis biligsel disfonksiyonu olan
hastalarda adjuvan tedavi olarak kullanilmasi, yeni bir ¢0ziim Onerisini tartismaya
acabilecektir. Ancak, bu ¢Oziim Onerileri tartisilmadan Once, c¢alismada vortioksetin
uygulamasi ile SNpc’de meydana geldigi diisiiniilen olas1 disfonksiyonun mekanizmast
tam olarak aydinlatilarak vortioksetinin motor fonksiyonlar {izerindeki etkileri hakkinda
stipheler giderilmelidir. Bu sayede, motor olmayan belirtilerin eslik ettigi PH hastalarinin
yasam kalitesini artirmaya ve saglik maliyetlerini azaltmaya yardimci olacak stratejiler

gelistirilebilir.
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