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TNF-a Tumor Nekrozsiz Faktor Alfa

TSSB Travma Sonrasi Stres Bozuklugu

UCP-2 Uncoupling Protein-2

VEGF Vaskiiler Endotel Buyiime Faktori
vmPFK Ventromedial Prefrontal Korteks

VTA Ventral Tegmental Alan

WHO Diinya Saglik Orgiitii

YAB Yaygin Anksiyete Bozukluklari
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1. OZET

1.1.  Turkce Ozet

Efavirenz’in Anksiyojenik ve Depresyon Benzeri Etkilerinde Monoaminerjik,
GABAerjik ve Nitrerjik Sinir Iletim Sistemlerinin Rolii

Ogrencinin Adi ve Soyad1 : Selim KARAHAN
Danismani : Prof. Dr. Meral ERDINC
Anabilim Dal :T1ibbi Farmakoloji

Amagc: Efavirenz (EFV), HIV-1 tedavisinde siklikla kullanilan bir ilagtir. EFV ile
tedavinin ilk haftalarinda bir¢ok noropsikiyatrik yan etkinin gelisimesi, kullanimini
kisitlayan bir durumdur. Bu ¢alismada, akut EFV uygulamasinin farelerde anksiyete ve
depresyon benzeri noropsikiyatrik yan etkileri ve bu etkilere aracilik eden noronal
mekanizmalar1 ortaya koymak amaciyla EFV’in prefrontal korteks (pFK) dokularinda
mitokondriyal ve ndronal fonksiyonlar, oksidatif stres ve inflamasyon mekanizmalari
tizerine olan etkileri arastirildi.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, BALB/c tiirii erkek fareler Kontrol, EFV, EFV+ATR,
EFV+BCL, EFV+ M10907, EFV+SHTN, EFV+HPDL, EFV+FBZM, EFV+PRPL ve
EFV+AMGN olarak 10 gruba (n=7) ayrildi. Herbir grupta, deneklere EFV (20 mg/kg,
1.p.) uygulamasindan 30 dk. o6nce monoaminerjik, GABAerjik ve nitrerjik reseptor
antagonistleri (i.p.) uygulandi. Ilag uygulamalarindan 60 dk. sonra denekler agik alan,
yiikseltilmig art1 labirent, aydinlik/karanlik kutusu, kuyruktan asma ve zorunlu yiizme
testlerine tabi tutularak psikofarmakolojik incelemeler gerceklestirildi. Sakrifiye edilen
farelerin pFK dokularinda BDNF, VEGF-A, PGC-1a, TFAM, UCP-2, IL-18, IL-6 ve
TNF-a. genlerinin ekspresyon duzeyleri Real-time PZR yontemi ile 6lclldi. pFK
dokularinda malondialdehit diizeyleri 6l¢iilerek biyokimyasal incelemeler gergeklestirildi.

Bulgular: Akut EFV uygulamasi, farelerde anksiyete ve depresyon benzeri davranis
degisikliklerine neden oldu. Gelisen depresyon ve anksiyete tablosu, atropin ve
aminoguanidin ile tersine gevrildi. EFV, pFK dokularinda BDNF ve TFAM genlerinin
ekspresyonlarini 6nemli sekilde diisiirdii; IL-1p diizeylerini arttirdi. Diigmiis olan BDNF
dizeyleri M10907 ile tersine gevrildi. Artan IL-1B diizeylerinin ise siproheptadin ve
aminoguanidin ile tersine ¢evrildigi goriildii. EFV’in, pFK dokularinda malondialdehit
seviyelerini arttirdig1 saptandi.

Sonug¢: Calismamizda, EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerinde nitrerjik ve
kolinerjik sinir iletim sistemlerinin 6nemli rollerinin bulundugu, EFV uygulamasinin
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ndronal fonksiyonlar1 ve mitokondriyal enerji homeostazini bozdugu, inflamatuar ve
oksidatif stres ile ilgili mekanizmalari tetikledigi goriilmiistiir.

Anahtar Sozcukler: Efavirenz, Depresyon, Anksiyete, Sinirsel iletim, Nitrerjik Sistem



1.2. Abstract

The Role of Monoaminergic, GABAergic and Nitrergic Neurotransmission Systems
in Anxiogenic and Depression-like Effects of Efavirenz

Student’s Surname and Name : KARAHAN, Selim
Adviser of Thesis : Prof. Dr. Meral ERDINC
Department : Medical Pharmacology

Aim: Efavirenz (EFV) is an antiretroviral drug and frequently used in HIV-1 treatment.
Several neuropsychiatric side effects occur during the first weeks of EFV administration
and these side effects restrict the using EFV in the HIV-1 treatment. In this study, it was
aimed to investigate the acute effects of EFV administration including anxiogenic and
depression-like effects in mice and to understand potential neurotransmission mechanisms
of these effects during the acute EFV administration. In addition, the effects of EFV
administration on neuronal and mitochondrial functions, oxidative stress and
inflammation mechanisms were also examined.

Material and Method: For those purposes, BALB/c type male mice were divided into 10
equal groups (n=7) as following; Control, EFV, EFV+ATR, EFV+BCL, EFV+M10907,
EFV+SHTN, EFV+HPDL, EFV+FBZM, EFV+PRPL and EFV+AMGN. In treatment
groups, one of monoaminergic, GABAergic or nitrergic receptor antagonists (i.p.) was
administered to mice 30 min before EFV administration (20 mg/kg, i.p.). Sixty min after
the last drug administration, psychopharmacological experiments (open field test, elevated
plus maze, light/dark box test, tail suspension test, and forced swimming test) were
performed. The expression profiles of BDNF, VEGF-A, PGC-1a, TFAM, UCP-2, IL-18,
IL-6 and TNF-o genes in mice brain prefrontal cortex (pFK) were detected by using Real-
time PCR. Level of Malondialdehyde in pFK tissues were measured and biochemical
parameters in brain samples were detected.

Results: Acute EFV administration caused anxiety and depression-like behavioral
changes in mice. Developing depression and anxiety statement was reversed with atropine
and aminoguanidine. While EFV administration significantly decreased expression levels
of BDNF and TFAM genes in pFK tissues, level of IL-1pB gene was increased. However,
in EFV+SHTN and EFV+AMGN groups, IL-1p mRNA levels were decreased. In
EFV+M10907 group, BDNF mRNA level was increased, compared to EFV group. EFV
also caused an increase in malondialdehyde level in pFK tissues.

Conclusion: This study clearly indicates that nitrergic and cholinergic
neurotransmission systems play important roles in response to the anxiogenic and
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depression-like effects of EFV. It was also found that EFV administration disrupts

neuronal functions and mitochondrial energy homeostasis and may trigger mechanisms
related to inflammatory and oxidative stress.

Key Words: Efavirenz, Depression, Anksiety, Neurotransmission, Nitrergic System



2. GIRIS ve AMAC

Diinyada 35 milyon insanin HIV-1 (Insan Immiin Yetmezlik Viriisii Tip-1) ile
yasadigi tahmin edilmekte ve her yil yaklasik 2 milyon yeni enfeksiyon vakasi
bildirilmektedir. Gelistirilen kombine antiretroviral tedaviler, HIV-1’in neden oldugu
morbidite ve mortaliteyi 6nemli dl¢lide azaltmig ve hastalig1 uzun siireli tedavi gerektiren
kronik bir durum haline getirmistir. Diinya genelinde halihazirda 10 milyon HIV-1’li
hastanin antiretroviral tedavi gordiigii bildirilmekte ve Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
hedefleri iginde bu saymin daha da artacagi disiiniilmektedir (1). HIV-1 tedavisinde
kullanilan ilag rejimleri, genellikle iki nikleosid reverz transkriptaz inhibitori (NRTI) ve
guclendirilmis bir proteaz inhibitorii (PI) ilacin kombinasyonu seklinde veya iki NRTI ve
bir non-nukleosid reverz transkriptaz inhibitérid (NNRTI) ilacin kombinasyonu
seklindedir (2). Hastalarin hayatlarinin geri kalan kisminda ¢ogunlukla bu ilag
kombinasyonlarina maruz kalmasi ve maruz kalma siiresinin uzunlugu goéz Oniine
alindiginda, enfekte hastalarda kardiyovaskdler (3), metabolik (4) ve nérolojik hastaliklar

(5) gibi komorbiditelerin gelisme riskleri yiikselebilmektedir.

Efavirenz (EFV), istiin virolojik etkinligi nedeniyle HIV-1’e kars1 tedavide
antretroviral ilaglarin bileseni olarak siklikla kullanilan, kan-beyin bariyerini gecebilen ve
uzun yarilanma Omriine sahip bir ilagtir (6, 7). Bu nedenlerden dolayr EFV, HIV
enfeksiyonu i¢in en sik recete edilen tedavi kombinasyonlari i¢inde yer almaktadir. 1998
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) HIV-1 tedavisi igin onaylanmasindan bu
yana EFV, yiksek dizeyde aktif antiretroviral tedaviler (Highly Active Antiretroviral
Therapy, HAART) i¢in bir kose tast olmustur. EFV, genellikle lamivudine/zidovudine
(Combivir®) ve tenofovir/emtricitabine (Truvada®) ikili kombinasyonlariyla yapilan
tedavilerde ilave ilag olarak kullanilir. Ayrica tenofovir/emtricitabine/efavirenz (Atripla®)
seklinde U¢lu kombinasyonuna olanak saglayan preparati da vardir (8, 9). EFV’in etki
mekanizmasi esas olarak virlisin polimeraz aktif bolgesinde bulunan HIV-1 reverz
transkriptaz (HIVV-1 RT) enziminin nonkompetitif inhibisyonuyla DNA-RNA aktivitesini

bloke etmek seklindedir. Ayrica HIV-1 RT enziminin heterodimerizasyonunu arttirict
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etkisi oldugu ve HIV-1 RT enzimiyle olusan virlis DNA’larinin konake1 hiicre DNA’sina
integrasyonu sonucu konakge1 hiicre i¢i HIV-1 Gag ve Gag-Pol poliproteinlerinin olusum

stireglerini hizlandirarak viral partikiillerin olusumunu azalttig1 da gosterilmistir (10).

HIV diizeylerini diisiirmede ve bagisiklik sistemini giliglendirmede Onemli
katkilar1 olmasimna ragmen, standart dozlarinda —oOzellikle tedaviye baslandigi ilk
haftalarda- depresyon, anksiyete, uyku bozuklugu, konsantrasyon eksikligi, agresif
davranislar, haliisinasyon, paranoya, psikoz ve sanrilar gibi noropsikiyatrik yan etkilerinin
gelismesi  EFV’in kullanimini  kisitlamaktadir (11, 12). Mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonu etkileyerek enerji homeostazinda degisiklikler yapmasi (13), glial
hlcrelerde nitrik oksit sentaz (iNOS) ekspresyonunu indiikleyerek nitrik oksit miktarinin
artmasina ve mitokondrial O tilketiminin azalmasina neden olmasi (14, 15), beyin
endotelyal hicrelerinde mitokondrial endoplazmik retikulum stres ve otofajik yanitlari
bozmasi (16), kan-beyin bariyeri butiinliigiini bozmasi (17), kannabinoid reseptor
agonistleri ile beraber kullanildiginda timor hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin
sinerjistik olarak arttirmasi (18), amiloid-beta peptid miktarini arttirarak oksidatif stres ve
inflamasyona neden olmasi (19) gibi etkiler EFV’in norolojik yan etkilerinin nedeni
olarak gosterilen caligmalardir. Fakat EFV'nin merkezi sinir sistemine (MSS) olan

etkilerinin molekiiler mekanizmasi hentiz tam olarak aydinlatilamamastir.

EFV, MSS’de rol oynayan sinir iletim mekanizmalarini etkileyerek duygu-durum,
stres, motivasyon ve biligsel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan bazi
ndrotransmitterlerin aktivitesini degistirir. Son yapilan ¢alismalarda, EFV’in serotonin 5-
HT6 reseptérinun invers agonisti, 5-HT3a reseptor blokord, 5-HT2a ve 5- HT2c
antagonisti oldugu bildirilmistir (20). EFV tedavisinin ilk haftalarinda goriilen
hallsinojenik etkinin serotonin 5-HT2a reseptorl tzerinden olustugu diisiiniilmektedir
(21). Baz1 in vivo galismalarda, EFV’in spontan davranislari etkilemeden anksiyeteyi
arttirdig@i bildirilmistir (22). Aymi sekilde, EFV’in kronik dozlarda siganlarin Strese
duyarhiligimi arttirdigi ve depresyon benzeri etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bunun

yanisira, EFV’in proinflamatuar sitokinlerin seviyesini arttirarak depresyon geligimine



neden oldugu gosterilmistir (23). Siganlar tizerinde yapilan bagka bir ¢alismada, akut EFV
uygulamasinin anksiyeteye, subkronik EFV uygulamasinin ise hem anksiyete hem de
depresyona neden oldugu bildirilmis ve noropskiyatrik etkilerinin striatal monoaminerjik

norotransmitter miktarinin degismesinden kaynaklandigi bildirilmistir (24).

Uzun sureli virolojik baskilamanin sonucunda, daha iyi klinik sonucglar ve daha
uzun sagkalim ile hastalar uzun yillar antiretroviral ajanlara maruz kalabilmektedir. Bu
nedenle, antiretroviral ila¢ rejimlerinin giiglii klinik etkinlikleri korunmaya caligilirken,
ayn1 zamanda bu rejimlerin giivenligi ve tolere edilebilirligi arttirilmaya c¢alisilmaktadir
(25). EFV’in MSS’ne olan etkilerinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi
antiretroviral tedavinin klinik etkinligine yarar saglayacaktir. EFV’in kronik kullanimi,
antiretroviral tedavilerin ana bir bileseni olmasi1 ve son zamanlarda rapor edilen kétiye
kullanim vakalar1 nedeniyle ndropsikiyatrik yan etkilerinin agiga kavusturulmasi 6nem

arz etmektedir.

Bu calismada, EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri yan etkilerini
noropsikiyatrik ve norotoksik agidan incelemek amaglandi. EFV’in MSS’de depresyon ve
anksiyete bozukluklar: ile ilgili sinir iletim sistemleri iizerine etkilerini arastirmak
amactyla monoaminerjik, GABAerjik ve nitrerjik reseptor antagonistleri kullanilarak
hangi sinir iletim sistemlerinin bu etkilere aracilik ettigi ve davranmis degisikliklerine olan
etkileri arastirildi. Bu konuyla ilgili yeterli bilgi literatiirde mevcut degildir. Ayn1 zamanda
ndronal fonksiyonlar, néron mitokondriyal harabiyeti, oksidatif stres ve inflamatuar
stireglerde gorev alan bazi genlerin ekspresyon diizeyleri Real-time PZR yoOntemi ile
arastirilarak EFV’in noropsikiyatrik ve norotoksik yan etkilerinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalar aydinlatilmaya c¢alisildi.



3. GENEL BILGILER

3.1.  Major Depresif Bozukluk (MDB, MDD)

Unipolar Depresyon olarak da bilinen Major Depresif Bozukluk (MDB, MDD),
gelismis {ilkelerde yilda yaklasik % 7 goriilme sikligi (26) ile diinyada 6nde gelen
hastaliklardan biridir (27, 28). DSO, MDB nin morbidite ile iliskili ve nispeten yiiksek
intihar oranlar1 nedeniyle diinya ¢apinda hastalik yiikiiniin artmasi a¢isindan 6nemli
nedenlerinden biri oldugunu belirtmekte ve 2030 yilina kadar kiiresel hastalik yiikiine en
biiyiik katki yapan tek etken olacagi tahmininde bulunmaktadir (29). ABD'de depresif
bozukluklarin yasam boyu prevalansinin yaklasik % 17 oldugu tahmin edilmektedir ve
buna benzer bir seviye Avrupa ulkeleri icin de bildirilmektedir (30, 31). Hastalarin
depresif semptomlar gosterdigi donemlerin sayist nispeten yiiksektir ve MDB erken
yaglarda (29-34 yas) goriilme egilimindedir (32). Depresyon tablosu, yuksek dizeyde
kisisel ac1 ve intihara neden olur ve 6liime yol agabilecek diger komorbid tibbi durumlarin
riskini arttirir (33). Intihar ederek &lenlerin yaklasik % 2-9'unda MDB semptomlari
gorilmistiir (34).

MDB, duygusal diizenlemedeki anormallikler ile karakterize, oldukca yaygin,
karmasik ve heterojen bir zihinsel bozukluktur. Bir duygu durum bozuklugu olarak MDB,
uygun duygusal diizenlemenin insan saglig1 ve refahi i¢in kritik 6nemini gostermektedir
(35). DSO MDB nu degersizlik hissi, ilgi ya da zevk kayb, sugluluk duygusu ya da diisiik
0zgiiven duygusu, iizlintii, zay1f konsantrasyon, giinliik aktiviteleri gergeklestirememe,
uykusuzluk ve istahsizlik ile karakterize yaygin bir zihinsel bozukluk olarak tanimlar (3,
36, 37). MDB ile iliskili semptomlar diger psikiyatrik ve ndrodejeneratif kosullarda da
mevcut oldugundan, MDB'nin teshisi zor olabilmektedir (38). Depresyon etiyolojisi tam
olarak anlagilmadigindan, yararli tani testlerinin yani sira etki giict yiksek ve hizli etkili

antidepresan tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ¢ok zor olmustur (39).



3.1.1. Major depresif bozuklugun simiflandirilmasi

Mevcut depresyon c¢alismalarinin ¢cogu MDB iizerine odaklanmaktadir. MDB
biyolojik, psikolojik, genetik, sosyal ve ailesel faktorlerinin tetikledigi heterojen bir
hastaliktir (40). DSO'iin yaymladigi Uluslararas1 Hastalik ve Iliskili Bozukluk
Siniflamasi-10'a gére, MDB depresif epizod ve distimi olmak (zere iki ana alt kategoriye
ayrilmaktadir. Depresif epizodun seviyeleri, hafif, orta, siddetli olarak siniflandirilabilir;
genellikle 2 haftadan daha uzun slrer (41). Hasta uygun tedavi almazsa, tekrarlayan
depresif epizod ve distimi riski artmis olur. Distimi, semptomlarin MDB'ye benzer
oldugu, ancak daha uzun, en az 2 yil, bazen on yillarca siiren hafif depresyonun kalici
veya kronik bir sekli olarak tanimlanir (42, 43). Mental Bozukluklarin Tanisal ve
Istatistiksel El Kitab1 (DSM-V), MDB tanis1 icin 2 haftalik bir siire icerisinde bes veya
daha fazla semptom bulunmasi gerektigini belirtir. Bu semptomlar arasinda, giiniin biiyiik
kismi i¢in depresif ruh hali, ilgi ya da zevk kaybi, 6nemli kilo kayb1 veya kilo alimu,
uykusuzluk veya asir1 uyusukluk, yorgunluk veya enerji kaybi, konsantre olamama,

tekrarlayan 6liim diisiinceleri ve intihar diisiincesi/girisimi bulunur (37).
3.1.2. Major depresif bozuklugun fizyopatolojisi

MDB'nin fizyopatolojisinin altinda yatan etiyoloji; genetik, epigenetik, cevresel,
Klinik ve sosyal faktorlerin karmasik ve siklikla degisen bir etkilesimi sonucunda ortaya
cikar. Yillar boyunca bu psikiyatrik bozuklugun fizyopatolojisini agiklamak i¢in bircok
teori gelistirilmistir, ancak etiyolojisini agiklayabilecek tam kapsamli ve birlestirici bir

mekanizma henlz yoktur (44, 45).

Cok sayida beyin bolgesinin duygu durum diizenlenmesine ve duygusal
davraniglara katkida bulundugu diisiiniilmektedir ve bu nedenle MDB boyunca ¢esitli
makroskopik beyin degisikliklerinin ortaya ¢ikmasi sasirtict degildir. Bu hastaligin
fizyopatolojisinde yer aldigi tahmin edilen ana beyin bdlgelerinin bazilart dorsolateral
prefrontal korteks (dIPFK), hipokampus, 6n cingulate korteks, insula ve superior temporal
gyrus’dur. Saglikli kontrollere kiyaslandiginda depresyonlu hastalarin beyinlerindeki bu

bolgelerde azalmis aktivite goralir. Bununla beraber, antidepresan tedaviden sonra bu
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bolgelerde artmis aktivite ve negatif duygusal uyaricilara verilen yanitta azalma oldugu
gosterilmistir (46). MDB'de, ¢alisma bellegine ve planl diisiinmeye katkida bulunan bir
bolge olan dIPFK’in aktivitesinin azaldigi tahmin edilmektedir. dIPFK aktivitesinin

azalmasi bilissel yetersizlige de neden olur (47).

e

MDB'de aktivitesinin degistigi diger bolgeler arasinda medial ve inferior frontal
korteks gibi kortikal-limbik aglar, ayrica amigdala ve striatumda (kaudat ve putamen)
bulunur. MDB hastalarinda bu bolgelerde artmis aktivite (negatif uyaranlara cevap olarak

asir1 aktif) ve antidepresan tedaviye cevap olarak azalmig aktivite gorillur (48).
3.1.2.1. Major depresif bozuklugun molekiiler ve nérobiyolojik temelleri

Depresyonun molekiiler ve norobiyolojik temelleri ile ilgili mekanizmalarin
bazilar1 arasinda monoaminerjik (49) ve glutamaterjik transmisyondaki degisiklikler (50),
spesifik beyin yapilarinin sinaptik plastisite ve atrofisindeki eksiklikler (51, 52), yuksek
duizeyde néroinflamasyon ve oksidatif hasar olusumu (53) ve hipotalamik-hipofiz-adrenal
(HPA) eksenindeki fonksiyonlarin hiperaktivasyonu (54) bulunmaktadir (55, 56). Ancak,
bu bulgular her hastada mevcut degildir ve bu mekanizmalar1 dogrudan hedef alan
tedaviler sadece kismen arastirilmistir. Karmagsik dogasi, heterojenligi ve diger komorbid
psikiyatrik bozukluklarla iliskisi, depresyonun kesin ndrobiyolojik mekanizmalarinin

tanimlanmasindaki ana sinirliliklar olarak goriiliir (44).
3.1.2.1.1. Monoaminerjik bozukluklar (monoamin hipotezi)

Depresyonun etiyolojik nedenleri ile ilgili yakin tarihe kadar yapilan galismalar ve
gozlemler monoaminerjik sistemin bozulmasiyla ilgili olmustur (44, 57). Depresyonun
fizyopatolojisi igin temel bir hipotez olan monoamin hipotezi depresyonun, serotonin (5-
HT), norepinefrin (NE) ve dopamin (DA) dahil olmak tizere bir veya daha fazla monoamin
seviyesindeki degisiklikten kaynaklandigini belirtir. Monoaminerjik bozukluklar
antidepresan ilag gelisiminde temel mekanizma olmaya devam etmektedir (58).

MDB tanist konulan hastalarda 5-HT metabolitlerinin diistikligi, trisiklik
antidepresanlar (TAD'lar), selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'lar) ve
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serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri (SNRI'lar) gibi antidepresanlarin beyindeki
5-HT seviyelerini arttirarak depresyon tablosunu iyilestirmesi Serotonerjik sistemin
MDB’daki 6nemini gosterir. Fakat daha sonra yapilan caligmalarda, artan 5-HT
seviyelerinin antidepresan ilag etkileri i¢in gerekli oldugunu, fakat yalnizca 5-HT

tikenmesinin depresif semptomlara neden olmak igin yeterli olmadigini gosterdi (59).

Duygu-durum fizyolojisine etki eden Onemli norotransmitterlerden birisi de
NE’dir. TAD’lar, SNRI’lar ve norepinefrin-dopamin geri alim inhibitorleri (NDRI’lar)
gibi NE geri alimin1 engelleyen ve Mirtazapin gibi NE salgilanmasini artiranlar ilaglarin

depresyon tedavisinde etkili olmus atidepresanlardir (58).

MDB'nin en sik goriilen semptomlarindan olan 6diil duygusu ve motivasyondaki
azalma, calismalarin dopaminerjik aktiviteler lizerinde yogunlagmasina neden olmustur.
Ozellikle, MDB hastalarda niikleus accumbens (NAc) ve ventral tegmental alandan
(VTA) olusan mesolimbik dopaminerjik aktivitede azalma oldugu gosterilmistir (60-62).
Benzer sekilde, MDB hastalarinin beyin omurilik sivisindaki DA metabolitlerinin
konsantrasyonlarinin da saglikli bireylerinkinden daha diisiik oldugu gosterilmistir (63).
DA ve 06dill devresi MDB ig¢in varsayilan hedefler olarak tanimlanirken, MDB
patogenezindeki heterojenlik ve karmasiklik ideal ve birlestirici bir mekanizmanin ortaya

konmasinda 6nemli bir engel teskil etmektedir.

Son zamanlarda in vivo depresyon modellerinde ve MDB'li hastalarda yapilan
caligmalar, beyindeki baglica uyarict norotransmiter olan glutamatin da MDB
patogenezinde rol aldigin1 bildirmektedir (50, 64, 65). Gluatamat, ruh hali
diizenlemesinde de yer alan ve son donemde {izerinde yogun bir sekilde calisililan bir
norotransmitterdir. Bir N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptér antagonisti olan
ketaminin kuvvetli ve hizli etkili bir antidepresan olarak islev goérmesi, antidepresan
tedavisi i¢in olasi bir hedef olarak glutamaterjik sisteme biiyiik ilgi duyulmasina neden
olmustur. Klinik ¢aligsmalar, ketaminin geleneksel antidepresanlarin tersine saatler iginde

meydana gelen hizli bir antidepresan etkisine yol agtigini gostermistir (66).

3.1.2.1.2. Noroinflamasyon surecleri
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MDB'nin nérobiyolojisi timor nekrozsiz faktor (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve
interlokin-1p (IL-1p), kompleman faktorleri, T hucrelerinin aktivasyonu ve otoimmin
reaksiyonlar gibi immin inflamatuar degisiklikleri igerir (67). Fizyolojik kosullar altinda
mikroglial htcreler, homeostazinin 6nemli diizenleyicileridir (68). Bununla birlikte,
sitokinler tarafindan aktive edildikten sonra mikroglial hiicrelerin, 5-HT ve DA sentezine
mudahale ederek ve glutamaterjik dengesizlige neden olarak MDB'mun gelismesinde
onemli bir rol oynadig1 varsayilmaktadir. IL-18 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin,
5-HT reseptor tasiyicist (SERT) gibi monoamin geri alim tastyicilarinin ekspresyonunu
ve fonksiyonunu arttirdig1 veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tesvik ettigi
gosterilmistir (69). Benzer sekilde depresyonlu hastalarda IL-1f, IL-2, IL-6, TNF-0, CRP
ve PGE> inflamatuar belirteclerin seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir (70). Son 20
yilda, psikiyatrik arastirmalar, inflamatuar siireclerin ve beyin-immiin etkilesimlerinin
MDB patogenezinde rol oynadigi ve serotonerjik ve noradrenerjik fonksiyon

bozukluklarina katkida bulunabilecegi hipotezini desteklemistir (71).
3.1.2.1.3. Noronal fonksiyon bozukluklari

Norotransmisyonun etkinliginde kalic1 degisiklikler ile sonuglanan hiicresel
stiregler olarak tanimlanan sinaptik plastisitede bozulmalar depresyon patogenezinde de
gosterilmistir (72). Beyindeki spesifik notrofik faktdr seviyelerinin azaltilmasinin,
oOzellikle sinaptik plastisite ve hipokampal ndrogenez gibi fonksiyonlari etkileyebilecek
yaygin noronal fonksiyon bozukluguna neden oldugu gosterilmistir. Ayni1 zamanda duygu
durum duzenlenmesinde yer alan bazi bolgelerin (6rn. pFK ve hipokampiis) isleyisini
tehlikeye sokarak limbik sistemle olan baglantisini bozar (73, 74). Gegtigimiz yillarda
yapilan ¢aligmalarda, MDB etiyolojisine katkida bulunan beyin kaynakli nétrofik faktor
(BDNF), vaskiiler endotel biytme faktort (VEGF), fibroblast biyume faktori-2 (FGF-
2), sinir buyume faktort (NGF) ve insilin benzeri biyume faktori-1 (IGF-1) gibi ¢gesitli
norotrofik ve blylme faktorlerinin MDB patogenezinde rol aldigini gostermektedir (38).
Norogenezi diizenledigi iyi bilinen bir faktér olan BDNF, noronal sagkalim (75) ve

sinaptik plastisite (76) ve bilissel ve duyussal islevlere katkida bulunmak (77) gibi
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etkilerinden dolayt MDB en ¢ok calisilan norotrofik faktér olmustur. Birgok ¢alismada,
BDNF serum diizeyinin MDB'li hastalarda azaldigi ve antidepresanlarin BDNF
ekspresyonunu arttirdigr gosterilmistir (51, 78).

3.1214. Hipotalamus-hipofiz-adrenal aks modulasyonunun rold, stres ve
noroendokrin sistem

Vicudun strese verdigi noroendokrin tepkisine hipotalamus-hipofiz-adrenal
(HPA) aksi aracilik eder. Gergek veya algilanan bir strese yanit olarak, hipotalamusta
bulunan paraventrikiiler nucleus’deki (PVN) kortikropropin salgilayan hormon (CRH)
noronlart aktive edilir ve CRH'yi hipofizeal portal sistem yoluyla kan akisina salgilar.
CRH, hipofiz bezinden adrenokortikotropin hormon (ACTH) salinimini uyarir, bu da
adrenal bezden kortikosteron salinimini tetikler (79). Buna paralel olarak, CRH noronlari
enkefalin, dynorphin, arginin-vazopressin, anjiyotensin ve oksitosin gibi noropeptid
iceren diger noronlara ek olarak, rostral ventrolateral medulladan (RVLM) ¢ikint1 yapar
ve strese otonomik yanit1 baglatir. Strese verilen bu néroendokrin tepkiler, strese karsi
fizyolojik ve davranigsal cevabi koordine ederek “savas ya da kag” cevabini baslatir (80).
Hayvan calismalari, tekrarlanan psikososyal ya da g¢evresel stresin ve bunun sonucunda
gelisen HPA aksinin hiperaktivasyonun, sinaptik plastisite bozukluklarina ve
norotransmiter diizensizligine neden olarak anksiyete ve depresif benzeri davranislara yol
actigin1 gostermistir (81). Benzer sekilde, glukokortikoidlerin agir1 salgilanmasinin ve
glukokortikoid reseptdr fonksiyonunun diizensizliginin depresyon bozukluklarinin

patogenezinde rol oynadigi goriilmektedir (82).

3.1.3. Antidepresan tedavinin farmakolojik temelleri

MDB fizyopatolojisi ile ilgili siirl bilgilerimize ragmen, farmakolojik agidan
bircok etkili tedavi vardir. MDB tedavisinde kullanilan ilaglar, baslangicta genellikle
tamamen farkli endikasyonlar i¢in kullanilirken klinik gozlemler neticesinde
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kesfedilmistir. Yarim ylizyildan fazla bir sire boyunca yapilan bir¢ok depresyon
aragtirmasi, bu tedavilerin nasil ¢alistigini anlamanin, depresyonun nedenleri hakkinda
yeni bir bakis agis1 ortaya g¢ikaracagi fikrine dayanmiyordu. Sonug olarak, bu ilaglarin
ayrintili etki mekanizmalar1 kullanimindan uzun yillar sonra ortaya cikarilmistir (83).
Psikofarmakoloji alan1 gelistikge, ilag hedeflerinin ve bu ilaglarin biyokimyasal etkilerinin
daha iyi anlasilmasi adina biiyiik bir asama gosterilmistir. Bunun ¢ok 6nemli bir sonucu,
benzer biyokimyasal etkilere ulasabilecek ancak azaltilmis yan etki profiline sahip,

glvenli ve daha segici ilaglarin gelistirilmeye baglanmasi olmustur (84, 85).

Antidepresanlar, beynin fonksiyonel yapisini olusturan; duygulari, strese verilen
tepkileri diizenleyen ndrotransmiterlerin genel dengesini etkiler. MDB, u¢ ana kategoride
yer alan farmakolojik ajanlarin kullanimiyla tedavi edilmektedir: monoamin oksidaz
inhibitorleri (MAQI'ler), TAD ve ikinci nesil antidepresanlar (Tablo 1). MAOI'ler,
monoamin oksidaz enzim ailesinin aktivitesini segici olarak inhibe eden bir enzim
sinifidir. BoOylece sinapslarda monoaminerjik aktiviteyi arttirarak etki gosterirler.

MAOT'leri, siklikla birinci basamak tedavi olarak kullanilir (86).

Gilintimiizde pek c¢ok tedavi, MDB'den etkilenen hastalarin semptomlarini
tyilestirmek i¢in seg¢ici norotransmitter geri alim inhibit6rlerinin - kullanimina
dayanmaktadir. TAD'lar, depresyon tedavisinde kullanilan birinci nesil ilaglardir, ancak
genellesmis anksiyete bozuklugu ve sosyal fobi gibi diger tibbi hastaliklarin tedavisinde
de kullanilirlar. TAD'larin ¢ogunlugu esas olarak 5-HT ve NE tasiyicilarini bloke ederek
5-HT-NE geri alim inhibitorleri olarak gorev yapar, bunun sonucunda bu
norotransmiterlerin sinaptik konsantrasyonlarin1 dogrudan yukselterek nérotransmisyonu
arttirir (87-89). Bu ilaglar 6nemli terapdtik faydalar saglamasina ragmen, antidepresan
yanit1 indiiklemek i¢in haftalar-aylar gegmesi gerekir ve hastalarin % 33'iiniin tedaviye
direngli oldugu diisiiniiliir (90). Ayn1 zamanda, kilo alim1, uyusukluk ve bas donmesi gibi
yan etkiler kullanimini sinirlamaktadir (91). TAD'larla tedavi edilen hastalarda, 6zellikle
tedavi siiresi 9 aydan az oldugunda, niiks sik goriiliir (92). Giniimizde daha az yan etki

gosteren yeni antidepresanlarin gelistirilmesiyle TAD'larin kullanimi azalmistir.
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TAD’lara ¢ok benzeyen ancak daha az toksik ve yan etkiye sahip olan ilag grubu
ise SSRI’dir. SSRI'ler MDB tedavisinde en ¢ok regete edilen ilaglardir. 5-HT’in sinaps
araligindaki seviyesini, presinaptik hiicreye yeniden alimini inhibe ederek arttirirlar, bu

da daha iyi nérotransmisyon ve daha iyi bir ruh hali saglar (84).

Tablo 1: Baglica antidepresan sinif ve ilaglari: MAOI'leri, TAD'lar ve ikinci nesil antidepresanlar (93).

Antidepresan Sinifi flaclar Etki Mekanizmasi Yan Etkileri

MAOI'leri Tranilsipromin Monoamin oksidaz Kilo alimi, uykusuzluk,
Fenelzin enziminin aktivitesini hipertansiyon, ilag
Maklobemid inhibe ederler. etkilesimleri

TAD'lar Imipramin 5-HT ve norepinefrin Kardiyovaskuler
Amitriptilin geri alimini inhibe toksisite, sedasyon
Amoksapin ederler.

ikinci Nesil Bupropion 5-HT ve DA geri Uykusuzluk, epileptik

Antidepresanlar Fluoksetin alimini inhibe ederler.  ndbet riski, serotonin
Sitalopram sendromu
Paroksetin

3.2.  Anksiyete Bozukluklari (AB, AD)

Anksiyete; yaygin olarak ortaya ¢ikan, olumsuz duygusal bir haldir ve 6znel endige
ve korku duygulari ile karakterize edilir. Anksiyete duygusu dis ya da i¢ uyaranlara kars1
organizmanin zarar gormesini Onlemek veya azaltmak; boylece hayatta kalmasini
saglamak i¢in gelisen gelismis davranigsal tepkileri ortaya ¢ikarir. Potansiyel tehdit
beklentisi veya yakin tehlike ile kars1 karsiya kalindiginda belirli dl¢tilebilir davranigsal,
fizyolojik, hormonal ve otonomik reaksiyonlar olusur (94, 95). Anksiyete, organizma igin
uyarlanabilir alarm mekanizmasi olarak islev goriir. Bu tepkiler, ilgili ¢evresel uyaranlara
cevap olarak uygun sekilde gerceklestiginde adaptif ve faydalidir. Fakat normal ¢evresel
kosullara kars1 uyarilmig davranigsal tepkiler olusmasi ve bu tepkilerin devam etmesi

anksiyete ile iligkili bozukluklarin gelismesine yol agabilir (96-99).

Anksiyete bozukluklarmin (AB) etiyolojisi ile iliskilendirilen psikososyal stresler;
ebeveynlerden, ebeveynlerin evlilik uyusmazligindan, ¢ocukluk hastaliklarindan, cinsel

ya da fiziksel siddetten ya da ailenin akil hastalif1 ge¢misinden kaynaklanan travmatik

15



durumlar gibi ¢ocukluk veya ergenlik sirasindaki travmatik deneyimleri igerir. Her ne
kadar kotii yetistirme durumlari AB’nin ana nedeni olarak gorunse de, ebeveyn
tutumlarinin etiyolojisine katkilarin1 destekleyen kanitlar zayiftir. Cocukluk c¢agi
sikintisina ek olarak, yetiskinlik sirasindaki travmatik olaylar, 6rnegin bir aile iliyesinin

bosanmasi veya 6lmesi, AB’nin olas1 nedenleri olarak varsayilmistir (100).

AB, en yaygin psikiyatrik bozukluklardan biridir ve toplum igin 6nemli ekonomik
yuk getirir (101, 102). Eriskinlerde yasam boyu prevalansinin % 28'den fazla oldugu
tahmin edilmektedir. 2013 yil1 itibariyle, diinya genelinde dokuz kisiden biri ge¢mis
yillarda bir endise bozukluguna sahip olmustur (103). Avrupa’da 2010 yil1 itibariyle 60
milyon insanin AB’na sahip oldugu rapor edilmistir (104). Bu bozukluklar bat1 iilkelerinde
yaygin, Cin gibi Asya lilkelerinde ise daha az gorulur (27). Epidemiyolojik ¢aligmalarda
50 yasindan sonra AB prevalansinda belirgin bir azalma gézlenmistir (105). 55 yas ve
tistii yetiskinlerin AB yasama olasilig1 35-54 yas grubuna gore % 20 daha azdir. Diinya
genelinde kadinlarin kaygi bozuklugu yasama ihtimali ise, erkeklerden iki kat daha
fazladir (106). Genis semptom yelpazesi ve diger psikiyatrik durumlarla olan yiiksek
komorbidite iliskisi nedeniyle patolojik anksiyetenin tedavisine yonelik yaklagimlar
onemini korumaktadir (107). Ozellikle hasta popilasyonun genelinde anksiyete ve
depresyon bozukluklari arasinda yiiksek komorbidite gortlur (108, 109).

AB olan kisiler cevresel (sosyal durumlar veya yabanci yerler) veya igsel
(olagandis1 bedensel duygular) etkilere karsi asir1 korku, endise veya algilanan
tehditlerden kaginma davranislar gosterirler. Korku, algilanan yakin tehdidin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikarken, kaygi ise algilanan gelecekteki tehditlerle ilgili bir beklenti halidir.
Gocukluk ve ergenlikte gorulen korku ve kaygi gelisimseldir. Yetigkinlik boyunca da
gecici korku ve kaygi ozellikle stresli donemlerde ortaya c¢ikabilmektedir. Fakat bu
semptomlar devam etmedikce (en az 6 ay boyunca) anksiyete olarak degerlendirilmez
(95).

3.2.1. Anksiyete bozukluklarmin simflandirilmasi
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AB arasinda yaygin anksiyete (YAB), panik anksiyete, sosyal anksiyete, fobiler
ve ayrilma anksiyetesi, travma sonrasi stres bozuklugu (TSSB) ve obsesif-kompulsif
bozukluk (OKB) yer almaktadir (100). Fakat 6zellikle TSSB ve OKB gibi bozukluklar
gunimizde AB’ndan ayr1 olarak degerlendirilmektedir (37). Anksiyete ile iliskili
bozukluklarin farklilig1 ve diger psikiyatrik hastaliklar arasinda semptomlarin rtiismesi
anksiyete tedavisinde tanisal bir zorluk ortaya ¢ikartir (110). Biiyiik arastirma ¢abalari

patolojik anksiyete i¢in yeni ve daha etkili tan1 ve tedaviler gelistirmeyi hedeflemektedir.

AB icin baslangic yasi, bozukluklar arasinda farklhilik gosterir. Ayirilma
anksiyetesi bozuklugu ve spesifik fobi ¢ocuklukta baglar (ortalama 7 yasinda). Daha
sonraki yaslarda sosyal anksiyete bozukluklar1 goriilebilir (13 yil). Panik atak olmadan
agorafobi (20 yas) ve panik bozuklugu (24 yas) ise genglik ve daha sonraki yillarda
goraldr (111). Prevalans ¢alismalarinda tizerinde en ¢ok ¢alisilan ve klinik ortamlarda en

sik tedavi edilen anksiyete bozuklugu ise panik atak bozukluklaridir (106).
3.2.2. Anksiyete bozukluklarmin fizyopatolojisi

AB’nin fizyopatolojisi heniiz 1yi anlasilmamistir. AB, cok g¢esitli kosullar
grubudur ve giiniimiizde anksiyetenin patolojik formlarinin altinda  yatan
noropatofizyolojik mekanizmalarin anlagilamamasi bu heterojenligi yansitmaktadir (112).
‘Normal’ anksiyeteden anksiyete bozukluguna gecisin psikososyal stresorlerle
norobiyolojik degisikliklerin etkilesiminden kaynaklandigi disiiniilmektedir (113).
Anksiyete ile ilgili degisimlerin ve ¢evresel tehditlere verilen tepkilerin modiilasyonunda
amigdala, hipokampus ve medial prefrontal korteks (mPFK) gibi ¢esitli beyin bolgeleri
yer almaktadir. Ayrica hipotalamus, orta beyin (6rnegin, raphe nuclei) ve beyin sap1
(6rnegin, periakueduktal gri) da anksiyete bozukluklarinda rol alir (114). Gelismis beyin
goriintiileme ¢alismalar1 duygusal uyaricilarin islenmesi sirasinda, amigdala ve insula gibi
limbik bolgelerde asir1 aktivite gosterme egilimi goriildiigii, bu bolgeler ve birbirleri ile
beynin mPFK gibi bazi boélgeleri arasinda anormal fonksiyonel baglanti oldugu

anlasilmistir (95, 115).
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Genel olarak bakildiginda AB’ndaki patogenez ile ilgili ortaya ¢ikan veriler
amigdalay1r merkeze alan bir sinir sistemi modelinin temellendirilmesine sebep olmustur
(116-118). Bu modelde amigdaladan ventromedial prefrontal kortekse (vmPFK) ve
anterior cingulate kortekse (ACK) ¢ift yonli iletisim ve bu bdlgelerin tiimiiniin
hipokampls ile fonksiyonel capraz iletisimi gozlenir (114). Istekli dgrenmeyle iliskili
esneklik igin kritik bir yer olan bu limbik g¢ekirdek grubu, endiseli hastalarda anormal
aktivasyon ve baglant1 diizenleri gosterir (119). pFK ve alt bolimleri olan ventromedial
kisim ve ACK’de korku ile ilgili davranis ve bozukluklarda rol oynamaktadir (120).
Ayrica, etkilesim ve ¢cok modlu duyusal islemlerden sorumlu olan insula, bu devrenin bir
pargasi olarak 6nemlidir. Bununla birlikte, hem artmis hem de azalmis amigdala hacimleri

insan anksiyete bozukluklart ile iliskilendirilmistir (121, 122).

Sadece mekansal hafiza ve navigasyonla ilgili oldugu diisiiniilen beyin yapisi olan
hipokampiisiin de anksiyete bozukluklarinda rol aldigr hem klinik hem de klinik 6ncesi
kanitlarla desteklenmektedir (123, 124). Diger taraftan, beyindeki serotonerjik néronlarin
ana kaynagi olan raphe cekirdeklerinin de anksiyete ile ilgili tepkilere aracilik eden
yapilarin temel bir bilegeni oldugu goriilmektedir (125). Geleneksel olarak bir 6diil isleme
ve degerlendirme alani olarak kabul edilen dopaminerjik hiicre govdelerinin bulundugu

VTA da, bu devrenin bir pargasi olarak diistiniiliir (126, 127).

3.2.2.1. Anksiyete bozukluklarimin norobiyolojik ve molekiiler temelleri
3.2.2.1.1. Anksiyete olusumunda rolii olan temel nérotransmitter sistemleri
3.22.1.1.1. GABA-erjik sistem

Anksiyete fizyopatolojisinde etkili olan dnemli nérotransmitter sistemlerinden biri
GABAerjik sistemdir. y-aminobditrik asit (GABA) mPFK ve amigdalada ana inhibit6r

ndrotransmisyon olanagi saglayarak, bir dizi korku ve endise ile ilgili davranis iizerinde
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guglii bir etkiye aracilik eder (128, 129). GABAAreseptorii agonistleri, amigdaladaki bazi
alt-bolgeleri gecici olarak etkisiz hale getirerek kaygimin ortadan kalkmasma katkida
bulunur (130). GABA iletimini arttiran ilaglarin, hem deney hayvanlarinda hem de
insanlarda anormal korku ve anksiyete ile ilgili davranislarin azaltilmasinda etkili oldugu
lyi bilinmektedir (131). Bu nedenle, mPFK-amigdala arasindaki GABAerjik
ndrotransmisyonun, anksiyete ile iligkili yanitlarin modiilasyonu i¢in umut verici bir hedef

oldugu diistiniilmektedir.
3.2.2.1.1.2.  Monoaminerjik sistem

AB’nin  biyolojik etiyolojisi, monoamin ndrotransmitter eksikligi  ve
ndrotransmitter reseptdrlerinin anormal fonksiyonu ile yakindan iliskilidir. U¢ monoamin
norotransmitter sisteminin (5-HT, NE ve DA) bozulmasi, farkli beyin bolgelerinde AB ile

ilgili ¢esitli sinir devrelerinde bozukluklara neden olabilir (132).

Serotonerjik iletimi artiran ilaglarin hastalardaki anksiyete semptomlarim
hafifletmede etkili oldugu bilinmektedir ve ayn1 zamanda hayvanlarda korku ve endise ile
ilgili davranis degisiklikleri i¢in de kamitlanmistir (133). 5-HT24, 5-HT2g ve 5-HT2c
reseptorleri birden fazla hiicresel sinyallesme yolunda etki gosterir ve gesitli fizyolojik
beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar. Obezite, uyku, hafiza, bagimlilik,
sizofreni, anksiyete ve depresyon gibi psikiyatrik bozukluklar igin terapotik hedefler
olustururlar (134). Ritanserin ve ketanserin gibi ¢ogu segici olmayan 5-HT2a reseptor
antagonistlerinin anksiyolitik etki gosterdigi bildirilmistir (135, 136). Bu verilere ragmen,
her 5-HT2 reseptorii alt tiplerinin, yiiksek oranda segici reseptér ligandlarinin
bulunmamasindan dolayr bu davranigsal tepkilerin modiilasyonundaki spesifik katkis1

hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (137).

Birden fazla hiicre tipinde farkli sekilde eksprese edilmis ¢oklu 5-HT reseptor alt
tipleri, hem anksiyolitik hem de anksiyojenik etkilere sahip 5-HT ndrotransmisyonuna
aracilik edebilirler. Ornegin, hipokampal dokuda 5-HT1a reseptériniin aktivasyonu
anksiyolitik etkiler tretebilirken, 5-HT2a aktivasyonu anksiyojenik etki gosterir. 5-HT1a

genlerinin susturulmasi, asir1 ekspresyonu, mutasyonu veya bastirilmasi ile ilgili yapilan
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caligmalar, hem presinaptik hem de postsinaptik 5-HT1a reseptorlerinin anksiyete
fenotiplerine katkida bulundugunu 6ne stirmektedir (138).

Artan noradrenerjik aktivite, beyindeki korku ve anksiyete devrelerinin
aktivasyonu ile iligkilidir. NE'in kendisi veya NE fonksiyonunu arttiran ilaglar insanlarda
panik ataklari indiikleyebilir (139). Stres kosullarinda kortikotropin salgilayan faktor, NE
salgilayan ve uyaniklik ve anksiyete semptomlarini indiikleyen, locus ceruleus (LC)-
temporal hipokampusteki NE enerji yolunu aktive edebilir. Yapilan ¢alismalar yaygin
anksiyete bozuklugu olan hastalarda serum katekolamin konsantrasyonlarinda artis
(0zellikle NE) oldugunu gosterir (140). Bu durum, bazi klinik hekimler arasinda
SNRI'lerin ve NERI'lerin en azindan tedavinin ilk asamasinda anksiyogenik olabilecegi
algisina yol agmustir (141). Noradrenerjik iletimi arttiran ilaglarin AB tedavisinde
kullanilmast "noradrenerjik paradoks" olarak bilinir ve altinda yatan mekanizma heniiz
tam olarak anlasilamamustir (142). Panik atak hastalarinda beynin noradrenerjik hiicre
gbovdelerinin ¢ogunu iceren bir bolge olan LC'un uyarilmasinin hastalarda anksiyeteyi

uyardig1 ve LC’da NE metabolitlerinin konsantrasyonunu arttirdigi gosterilmistir (143).

DA reseptor fonksiyonundaki eksiklik pFK’ten amigdalaya gergeklesen
inhibisyonda basarisizliga yol agabilir; korku ve patolojik endisenin ortaya ¢ikmasina
neden olan amigdala'min asir1 uyarilabilirligini indiikleyebilir (144). Mezolimbik ve
mezokortikal dopaminerjik aktivite korku ve anksiyete davraniglarini arttirir (145).
Mezokortikolimbik dopaminerjik sistem amigdala tarafindan kontrol edilen VTA’daki
dopaminerjik néronlar tarafindan diizenlenir. Normal kosullar altinda, amigdaladaki ilgili
bolgelerin aktivitesi mPFK tarafindan baskilanir. Ancak stresli kosullarda, dopaminerjik
norotransmisyon, amigdalay1 kortikal inhibisyondan kurtarir ve anksiyete yanitlarinin
gelismesine yol acar (146). Arastirmalar, saglikli kontrollere kiyasla sosyal anksiyete
bozuklugu olan hastalarda DA tasiyici yogunlugunun ve striatumda D2 reseptori

baglanma oraninin azaldigini gostermistir (138).

Bu norotransmisyon sistemlerinden farkli olarak bazi beyin bdlgelerindeki

kolinerjik noronlarin 6zellikle dikkati arttirarak anksiyete gelisimini az da olsa engelledigi
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diisiiniilmektedir. Fakat antikolinerjik ilaglarin belirgin bir anksiyolitik etkisi
goriilememistir (147). Giincel baz1 ¢aligmalarda ise hipokampustaki ACh sinyallerinin
anksiyete ve depresyon ile ilgili davranislar tesvik ettigi bildirilmektedir (148, 149).

3.2.2.1.2. Anksiyete bozukluklari ve nitrik oksid (NO)

Nitrik Oksid (NO), major bir inflamatuar mediatdrdir ve upregilasyonu birgok
noropatolojik durumun altinda yatan faktordiir (150). NO, MSS'nin fizyolojisinde 6nemli
bir rol oynar. Ayrica, hipokampal nérogenez, néronal fonksiyonlar, sinir biytime faktori
sentezi, HPA aks1 aktivitesi NO tarafindan modiile edilir. Bununla birlikte, ROS Ureterek
bazi patolojik siireglere dahil edildiginde zararli etkileri olur. Beyindeki NO aktivitesinin

artmasi veya islev bozuklugu anksiyete patogenezinde 6nemli rol oynar (151, 152).

Nitrik oksit sentazlar (NOS), katalitik sentaz ailesinin Uyelerinden olan
enzimlerdir ve NO sentezinde gorev alir. Noronal NOS (nNOS), endotel NOS (eNOS) ve
indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak iizere 3 NOS tiirii vardir. eNOS ve nNOS, sirasiyla
endotel ve sinir hiicrelerinde yapisal olarak eksprese edilirken; makrofaj izoformu olan
INOS sitokinler tarafindan indiiklenir (153). Medial amigdalada NOS iceren hiicrelerin
bol miktarda bulunmasi, NO'nun bu yapilardaki strese bagli tepkilerin iglenmesinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (154). Medial amigdalada NOS inhibisyonu ayrica,
yikseltilmis art1 labirent testinde anksiyolitik etkiler Gretir (155). S-etilizotiyolre
tarafindan iNOS un selektif inhibisyonunun anksiyolitik etki tirettigi gosterilmistir (156).

3.2.2.1.3. Anksiyete bozukluklari ve néronal fonkisyonlar

Norotrofinler, noérogenezde rol oynayan Onemli proteinlerdir. Norotrofinler
arasinda NGF, BDNF, norotrofin-3, norotrofin-4 ve artemin gibi notrofik faktorler
bulunur. BDNF, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemindeki noronlar (izerinde
etkili bir proteindir ve nérogenezde ve yeni sinapslarin olusumunda 6nemli rol oynar.
BDNF'nin depresyon ve anksiyete etiyolojisinde yer aldigi, ancak anksiyete
bozukluklarinda beyin BDNF diizeyleri ile ilgili verilerin yetersiz oldugu

diistiniilmektedir. Norotrofik faktdrlerin anksiyete bozukluklarina kiyasla duygudurum
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bozukluklarinda daha 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Beyin atrofisi ve biiylime
faktorlerinin miktarinin azalmasi duygudurum bozukluklarinda gozlenirken, anksiyete

bozukluklarinda bdyle bir patolojiden heniiz kesin bir sekilde bahsedilememektedir (100).
3.2.3. Anksiyete bozukluklar: tedavisinin farmakolojik temelleri

Bltin AB’nin semptomlar1 hafif ve gecicidir. Cogunlukla psikolojik tedaviler
uygulanan anksiyetede sosyal ve mesleki ortamlarla iliskili bir bozulma olmaz ise ilag
tedavisi gerekmez. Bununla birlikte, bir hasta belirgin bir sikint1 gosterdiginde ya da
hastaligin neden oldugu komplikasyonlardan (6rnegin, ikincil depresyon, intihar
diisiincesi ya da alkol koétiiye kullanimi) muzdarip oldugunda tedavi endikedir. AB
cogunlukla ayakta tedavi edilebilir 6zelliktedir. Hastanede yatis endikasyonlar1 ise intihar,
standart tedavilere cevap verememe veya buna bagli komorbidite (major depresyon),

kisilik bozukluklar1 veya madde bagimliligi gibi sorunlari igerir (111, 114).

AB’nda etkili olan beyin alanlarinin aktivitesi, bazi noérotransmiter ve
noromodiilatorler tarafindan modiile edilir. Anksiyete ile ilgili bozukluklarin mevcut
davranigsal olmayan tedavilerinin temelinde bu sistemleri hedefleyen farmakolojik
bilesiklerin kullanimi bulunmaktadir. Bu tedavilerin ¢ogu, semptomlarin kisa stireli
azaltilmasinda etkili olurlar. Ayn1 zamanda etki siirelerinin ge¢ baglamasi ve primer etki
aktivitesi anksiyeteye yonelik olmamasi bu tedavi yaklasiminin olumsuzluklarindandir.
Bununla birlikte, bu tiir bilesiklerin kullanimi, daha 6nce belirtmis oldugumuz beyin
alanlarindaki anksiyete ile ilgili davranis ve bozukluklara katilan nérotransmitter

sistemlerine 151k tutmustur (127).

Antidepresanlar, ¢ogu anksiyete bozuklugu icin (spesifik fobiler hari¢) birinci
basamak farmakolojik tedavinin ana bilesenleridir. Anksiyete bozuklugu olan bircok
hastada depresyonun da gelismesi (109), antidepresanlarin kullaniminin tedavi etkinligini
arttirir. Anksiyete tedavisinde en yaygin kullanilan ve “genis spektrumlu” anksiyolitik
etkileri olan antidepresan ilaglar SSRI ve SNRI’dir (5). Bu antidepresan ilaglarin

anksiyolitik etkilerinin baglamasi 2 ila 4 hafta siirebilmektedir. Ayn1 zamanda bir SSRI
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ila¢ tedavisinin kesilmesi rebound geri ¢ekilme reaksiyonlarinin gelismesine neden
olabilir (111).

1950'erden bu yana, ABD Gida ve Ilac Idaresi (FDA) tarafindan anksiyete i¢in
birincil endikasyonlarla onaylanan yeni molekiiler bilesikler; benzodiazepinler, atipik
anksiyolitik buspiron, meprobamat ve hidroksizin pamoat ile sinirlandirilmistir (157).
Anksiyete tedavisinde kullanilan bu ilaclar antidepresanlardan daha {istiin tedavi etkinligi
gosterirler (114). Ayni1 zamanda, anksiyete bozukluklarinin tedavisinde kullanilabilecek
diger ilaglar gabapentin ve pregabalindir. Pregabalinin yaygin anksiyete bozuklugunda iyi
bir etkinlik gosterir (158).

Anksiyete bozuklugu olan bir¢ok hastaya hizli baslangicl etkinliklerinden dolay1
benzodiazepinler (BZD) 6nerilmektedir. BZD’ler GABA’nin sinirsel iletimini arttirarak
etki gosterirler (159). BZD’lerin anksiyolitik etkileri oral veya parenteral uygulamadan
hemen sonra baglar (160). Antidepresanlarin aksine, BZD’ler baglangicta artan titreme ve
uykusuzluga yol agmazlar. ABD’de anksiyete bozuklugu olan hastalarin %55 ila %94'U
BZD’ler ile tedavi edilmektedir. Ayni sekilde, Avrupada yayimlanan ¢aligmalar da yiiksek
oranda uzun sireli BZD kullaniminin oldugunu gostermistir (161). BZD’ler, anksiyete
bozukluklarinin tedavisi i¢in etkililigi kanitlanmis ilaglardir ve uzmanlarin ¢ogu, ikinci
veya Uc¢tncl basamak ajanlar olarak kullanilmasini 6nerirler (162). Bununla birlikte, olasi
kotiiye kullanim ve bagimlilik ile ilgili endiseler kullanimlarini sinirlandirmaktadir ve bu
ilaglar alkol veya diger madde kullanim bozukluklart olan kisilerde dikkatli
kullanilmahidir (veya hi¢ kullanilmamalidir). Gabapentin ve pregabalin gibi vy-
aminobtirik asit (GABA) sinyalini moddle eden anti-epileptik ilaglar, potansiyel kotlye

kullanim konusunda endise duyuldugunda BZD’lere alternatif olarak kullanilirlar (114).
3.3. Insan immiin Yetmezlik Viriisii (HIV)
3.3.1. HIV’in Tarihgesi

HIV ile iliskili bildirilen ilk vakalar, 1981 yilinda ABD’deki agresif Kaposi

sarkomas1 (KS) ve Pneumocystis carinii pnomonisi (PCP) ile hastaneye bagvuran geng
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escinsel erkeklerde rapor edildi. Bu nadir firsat¢t enfeksiyonlarin, en ¢ok bagisiklik
sistemi zayif olan kisilerde kendini gosterdigi bilinmekteydi ve bu hastalarin ikisi,
tanisindan kisa bir siire sonra 61dii (163). KS ve PCP vakalar1 ve 6liimler daha fazla rapor
edilmeye ve diger iilkelerde de goriilmeye baslayinca bu yeni durum tiim diinyanin
dikkatini ¢ekmeye basardi (164). Hastaligin nedeni bilinmiyordu bu sebeple
epidemiyolojik ve virolojik ¢alismalar hiz kazanmaya basladi. Iki y1l sonra, iki bagimsiz
arastirma grubu nedensel ajan olarak bir retroviriisii tanimladi. Viriis Luc Montagnier ve
arkadaglar1 (165) tarafindan izole edildi ve bir yil sonra viriis ile AIDS arasindaki
baglantinin ilk kanitim1 Gallo ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada géstermis oldu (166).
Birkag¢ yillik arastirmanin ardindan, 1986 yilinda viriis insan imman yetmezlik virisu
(HIV) olarak adlandirild1 (167).

[Ik AIDS vakalar bildirildigi sirada, HIV diinyanin neredeyse tiim bolgelerine
yayllmisti ve on binlerce kisi zaten HIV ile enfekte olmustu. Gergeklestirilen
epidemiyolojik ¢alismalar, HIV pandemisinin ne kadar siddetli olduguna dair ilk
ipuglarimi vermisti (168). Sahra-alt1 Afrika, diinya ¢apinda toplam HIV vakalarinn iigte
ikisini barindirarak ciddi bir sekilde etkilendi. Pandeminin ilk on yilinda, bolgenin pek
cok ulkesinde HIV prevelanst %10 ila %40'a ulasmist1 (169). Sahra-alt1 Afrika'daki bu
yiiksek prevalans, muhtemelen bu bolgenin HIV'in kaynagi oldugu gerceginden de
kaynaklanmaktadir (170). HIV'in 1931'de, simian immin yetmezlik virtsu (SIV) ile
enfekte olmus insan olmayan primatlardan ¢oklu enfeksiyonlar yoluyla insan
popiilasyonuna girdigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, viriisiin insan niifusu i¢ine girmesi

ile AIDS vakalarinin ortaya ¢ikmasi arasinda yaklasik 50 yil gegtigi tahmin edilmektedir.
3.3.2. HIV/AIDS pandemisi
3.3.2.1. Dunyada HIV/AIDS

[k taninma ve kesfinden yaklasik 38 yil sonra, AIDS, hastaligin yayilmasini
engellemek i¢in uygulanan ¢ok sayida ¢abaya ragmen hala ciddi bir kiiresel halk sagligi
ve gelisim problemi olmaya devam etmektedir. Bugiine kadar yaklasik 74,9 milyon insan

HIV ile enfekte olmus ve salginin baglamasindan bu yana yaklasik 32 milyon insanin
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AIDS ile ilgili hastaliklardan dolay1 61diigii rapor edilmistir. 2018 verilerine gore diinya
capinda yaklasik 37,9 milyon insan HIV ile yasamakta ve her yil yaklasik 1,7 milyon kisi
HIV ile enfekte olmaktadir (171). HIV ile micadele programlar1 ve antiretroviral tedaviler
icin gosterilen kiiresel cabalar sayesinde yeni HIV enfeksiyonlar1 énemli bir sekilde
azalmistir. Bununla birlikte, yeni HIV enfeksiyonlarindaki diistis hizi, 2016 yilinda
Birlesmis Milletler Genel Kurulu tarafindan kabul edilen Hizli Takip Hedefine (Fast-
Track Target) ulasmak i¢in ¢ok yavastir: 2020 yilina kadar yilda 500.000'den az yeni
enfeksiyon hedefi (172). WHO’nun 2017 verilerine gére HIV enfeksiyonuna sahip
bireylerin % 69’unun Afrika kitasinda yasamakta oldugu bildirilmektedir. Bununla
birlikte, HIV enfekte bireylerin % 9,4’inin Giiney Dogu Asya’da, % 9,2’sinin
Amerika’da, % 6,2’sinin Avrupa’da, % 4’iiniin Bat1 Pasifik bolgesinde ve % 1’inin Dogu

Akdeniz bolgesinde yasadigi tahmin edilmektedir (173).
3.3.2.2. Tiirkiye’de guincel durum

Ulkemizde HIV enfekte hastalarin sayis1 gelismekte olan iilkelerdeki kadar yiiksek
degildir. Ilk vakamin 1985 yilinda 3 HIV pozitif hasta ile bildirildigi Tiirkiye de
HIV/AIDS vakalarinda her gegen giin artis gozlenmektedir. Saglik Bakanlig1 verilerine
gore 2019 y1li itibariyle 21520 HIV/AIDS vakasi vardir ve 1 Ocak-31 Aralik 2018 tarihleri
arasinda yaklasik 3356 yeni HIV vakasi tespit edilmistir. Tespit edilen bu vakalarda ana
bulasma yolu heteroseksiiel cinsel temastir (% 36,5) ve bunu homoseksuel cinsel temas
(% 13,1) ve damar i¢i madde kullanimi1 (% 1,5) takip eder. Bununla birlikte, HIV/AIDS
en ¢ok 20 ila 49 yas araligindaki erkeklerde goriiliir (174). Bu veriler dikkate alindiginda
Tiirkiye’de her y1l yeni HIV/AIDS vakalarinin arttig1 ve tlkemizde de 6nemli bir saglik

sorunu haline geldigi gozlenmektedir.
3.3.3. HIV’in ozellikleri

HIV, uzun bir inklbasyon periyodu (lentus=yavas) ile karakterize edilen
Lentiviridae cinsine ait bir retroviriistiir. Iki tiir HIV vardir: diinya genelinde en yaygin
gorilen HIV-1 ve daha az patojenik, cogunlukla Bat1 Afrika'da bulunan HIV-2 (175, 176).

Kiresel olarak HIV enfeksiyonlarmin ¢ogunun sebebi olan HIV-1 virlisu dort gruba
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ayrilir: M (major), O (outlier), N (nonmajor/nonoutlier) ve P. M grubu diinya genelinde
en yaygin (yaklasik % 90) dagilim gosteren HIV-1 grubudur (177, 178). Bu nedenle ilag

ve tedavi gelistirme stratejileri M grubu HIV-1 retroviriisleri lizerine yogunlagmustir.

HIV virisl genetik bilgiyi DNA yerine RNA seklinde tasir ve dolayisiyla konakgi
hiicre kromozomuna dahil edilmeden dnce RNA'y1 DNA'ya transkribe etmek igin reverz
transkriptaz enzimini kullanir. HIV-1 viral partikiilleri sekil olarak kiireseldir ve capi
ortalama 100 nm'dir. Viral zarf olarak da bilinen ¢ift katmanli bir lipoprotein membrani
virtsi cevreler. Viral cekirdek, iki tekli HIV RNA dizisini ve reverz transkriptaz, proteaz,
riboniikleaz ve integraz gibi HIV replikasyonu igin gerekli enzimleri gevreleyen viral
kapsul proteinini (p24) igerir (179). HIV-1 viriisiiniin yapisi Sekil xx’de gosterilmistir.

Sekil 1: (A) Olgun HIV viriisiiniin yapisi. (B) Olgun HIV viriisiiniin elektron mikroskobundaki
goruntsi (180).

3.3.4. HIV-T1’in replikasyon dongusu

HIV-1, belirli viicut sivilar1 yoluyla yayilir ve 6zellikle CD4 reseptoriine sahip
hicrelere enfekte olarak bagisiklik sistemi ile savasir. CD4 reseptorii, HIV-1'in ana
hedefleri olan T hiicreleri, makrofajlar, mikroglia ve dendritik hticreler tizerinde eksprese
edilir. CD4" T hiicreleri, eksojen patojenlere karsi adaptif immiin yanitta ¢ok onemli bir
rol oynar. CD4" hiicrelerinin kaybi, konakg1 bagisiklik sistemi tizerinde dramatik bir
etkiye sahiptir ve bu da tiiberkiiloz, diger bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar gibi firsatci
enfeksiyonlara kars1 viicudu savunmasiz birakir (181). Bununla birlikte, CD4 reseptdriine

ek olarak, konak¢i hiicre yilizeyinde bulunan insan ko-reseptorleri de (C-C kemokin
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reseptori 5 (CCR5) ve C-X-C kemokin reseptorii 4 (CXCR4)) viriisiin konakg1 hiicreyi
tanimasi i¢in gereklidir (182).

HIV-1'in yasam dongiisii, serbest ve olgun viriisiin kan dolasimina girmesiyle
baglar. HIV-1 zarf glikoproteini olan gp120, hedef hiicrelerin hiicre zar1 igindeki lipid
bakimindan zengin bolgelerde bulunan CD4 reseptorlerine baglanir. Bu durum, viriisiin
hedef hiicrede CCR5 veya CXCR4 ko-reseptore baglanmasina izin veren viral zarfta bir
konformasyon degisikligine yol acar. Bu sayede viriis hiicre zar ile birlesir (flizyon) ve
viral proteinlerini konak¢1 hiicre sitoplazmasina aktarir (183, 184). Viral proteinler
sitoplazmaya vardiginda, viral RT enziminin aracilik ettigi reverz transkripsiyon sireci
baglatilir ve konak¢1 genoma entegrasyon igin gerekli olan tek iplikgikli viral RNA
genomundan ¢ift zincirli (double strand:ds) bir DNA meydana getirilir (185, 186). Olusan
bu dsDNA’ya proviriis denir. Viral ve konakg1 proteinlerle birlikte proviriis, ¢ekirdek
porlarina yonlendirilen preintegrasyon kompleksini (PIC) olusturur. PIC, konake1
hiicrenin ¢ekirdegine girdiginde, PIC'nin pargasi olan viral enzim integrali, viral DNA'nin
konaker1 hiicre kromozomuna entegrasyonunu katalize eder. Bu sekilde konak¢i DNA ¢ift
sarmal1 agilarak provirlis entegrasyonu saglanmig olur. Bu entegrasyon sonrasinda
proviriis, yeni enfeksiyoz viral partikiillerin iiretimi i¢in konakg¢i hiicrenin molekuler
mekanizmasini kullanir (187). Yeni iiretilen ve mutasyona ugramis viral proteinler ve
genomlar, konak¢i hiicreden tomurcuklanip yeni konakgi hiicreleri enfekte etmek
amaciyla enzimatik olgunlagsma siirecini ge¢irmek i¢in paketlenerek konakei hiicreden

ayrilir (188).
3.3.5. HIV enfeksiyonunun dogal seyri ve klinik 0zellikleri

HIV-1, agirlikli olarak genital sivilar ve kontamine kan gibi viicut sivilar1 yoluyla
iletilir. En yaygin bulagma yollar cinsel iliski, igne paylasimi, sterilize edilmemis tibbi
ekipman kullanimi, mesleki maruziyet (6rnegin igne ile yaralanma) veya kan
transfliizyonu seklindedir. Ek olarak, HIV'in anneden ¢ocuga dikey gecisi, hamilelik,
dogum ve anne siitii ile ortaya ¢ikabilir (189). HIV-1 bulagsmasindan sonra genellikle ii¢

klinik hastalik evresi vardir: birincil/akut enfeksiyon, kronik asemptomatik enfeksiyon ve
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AIDS. Enfeksiyondan sonraki ilk haftalarda bir¢ok hasta, ates benzeri semptomlara benzer
giiclli immiin yanitlar gosterir. Akut HIV-1 enfeksiyon sendromu olarak da adlandirilan
bu ilk asamayi, yavas virlis replikasyonunun eslik ettigi yaklasik 10 yil siiren
asemptomatik bir dénem izler (190). HIV'in temel hedefi, enfekte olmus ve daha sonra
tiikenmis olan, yeterli ve etkili bagigiklik tepkilerini saglama kabiliyetine sahip olan CD4*
T lenfositleridir. HIV-1 olgun CD4" T lenfosit hiicrelerini yok eder ve viicudun onlari
yeniden biiylitme yetenegini azaltir. Saglikli bir kiside CD4 hiicre sayis1 500-1600 hiicre
/ mm3 arasindadir. Firsatc1 enfeksiyon riski, hastanin CD4 sayis1 200 hiicrenin altinda
distiigiinde artar (191). CD4" T hiicre sayisi ve plazma HIV RNA viral yiikii, hastaligin
ilerlemesini izlemek icin 6nemli laboratuvar belirleyicileridirler. CD4 sayisi immiin
yetkinligin bir gostergesi iken, viral yiik hastalik ilerlemesi igin bir belirtegtir (192). HIV
enfeksiyonunun terminal fazi, CD4 hiicrelerinin tilkenmesi, AIDS ile sonuglanan siddetli

firsat¢1 enfeksiyonlara yatkinlik ve tedavi edilmezse kaginilmaz 6lim ile karakterizedir
(193).

3.4. Antiretroviral tedavi

Antiretroviral ilaglar, basta HIV olmak iizere retroviriislerle enfekte olmus
hastalarin tedavisi i¢in kullanilan ilaglardir. Antiretroviral tedavinin (ART) amaci,
viicuttaki HIV viral yiikiinii diigiik seviyede tutmaktir. Bu, viicutta bagigiklik sisteminin
zayiflamasina engel olur ve HIV'in neden oldugu semptomlarin azalmasinda fayda saglar.
Haziran 2017 verilerine gore, diinya ¢apinda HIV ile yasayan yaklasik 36,7 milyon insanin
20,9 milyonu ART’ye erismekte oldugu rapor edilmistir (194). 2010 yilinda sadece 7,7
milyon insanin ART aldig1 diisiiniildiigiinde bu gelisme son derece 6nemlidir. Fakat ne
yazik ki, diinya genelinde ART ye erisim UNAIDS’in 2030 yilina kadar salgin hastaligin
sona erdirilmesi hedefinden ¢ok uzakta kalmaktadir (195).

Giliniimiizde HIV tedavisinde kullanilan, FDA tarafindan onaylanmis bir¢ok
antiretroviral ilag vardir. ART nin ilk yillarinda ilaglar monoterapi seklinde uygulanmisti.
1987 yilinda, bir RT inhibitéri olan zidovudin HIV enfeksiyonunun tedavisinde

kullanilabilen ilk antiretroviral ila¢ olmustur. Ancak zidovudin monoterapisine karsi hizla
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direng gelismistir (196). 1996 yilinda, HIV yasam dongiisiinde farkli asamalara etki eden
ilaclarin bir kombinasyonu kullanilarak viicuttaki viral replikasyonu tamamen
baskilayabilen yuksek aktif antiretroviral tedavi (HAART) olarak bilinen clu ilag
kombinasyonlari ¢aginin temelleri atildi (197). Klinisyenler tarafindan yaygin bir sekilde
uygulanmaya baglayan HAART rejimleri, bireylerin daha iyi bir yasam kalitesine sahip
olmalara yardimer olarak HIV'i yonetilebilir ancak kronik bir enfeksiyon hastaligina

doniistiirdii (198).

HAART, ii¢ veya daha fazla antiretroviral ilacin eszamanli uygulanmasini igerir.
Halihazirda HIV’in yasam dongiisiindeki farkli mekanizmalara etki edebilen 6 temel
antiretroviral ilag sinifi vardir: niikleosid/nlkleotit reverz transkriptaz inhibitorleri
(NRTI), nukleosid olmayan reverz transkriptaz inhibitorleri (NNRTI), proteaz
inhibitorleri (PI), giris inhibitorleri (CCRS5 inhibitdrleri, fiizyon Inhibitorleri (FI)),
integraz inhibitorleri (INSTI) (199). Alisilmis HAART rejimi; iki NRTI art1 bir NNRTI
veya iki NRTT art1 Pl gibi li¢ veya daha fazla farkli ilacit birlestirerek uygulanir (200).
Uclinct ajan, klinik senaryo ve mevcut kaynaklara bagl olarak degisebilmektedir. Viral
yiik, hastanin CD4 sayisi, yas, tolere edilebilirlik ve antiretroviral ilag mevcudiyeti, ilag
kombinasyonu seciminde Onemli faktorlerdir (201). Birgcok kombinasyon terapisi
olmasia ragmen, WHO, yakin zamanda HIV tanis1 konan herkes i¢in baslangi¢ olarak
Tenofovir, Efavirenz ve Emtricitabine iceren sabit dozlu bir kombinasyon olan Atripla®'y1
onermistir. Efavirenzin yan etkilere neden oldugu durumlarda, Nevirapin genellikle ikame
bir ilag olarak kullanilir (202).

3.4.1. Giris/fiizyon inhibitorleri (FI)

Giris ve fiizyon inhibitorleri, HIV’in erken yasam dongiisiine etki eder ve virusiin
konakg¢1 hiicrelere girmesini Onler. Giris inhibitorleri, konake¢1 hiicreler {izerindeki
kemokin reseptorlerine (CCR4 / CCRS) baglanir ve ko-reseptor-viral etkilesimi onler. Su
anda sadece Maravirok adi verilen bir CCRS5 inhibitorii onay almistir (203). Viral girisi
onlemeye yonelik bir bagka yaklasim, viral zarfin hiicre membrani ile flizyonunu inhibe

etmektir. Enfuvirtide, gp41 proteinin hiicre membrani ile etkilesime girmesini 6nleyen ve
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fiizyonun durmasini saglayan sentetik bir peptiddir. Yiiksek dozlama siklig1 (giinde iki
kez) ve uygulama yolu (subkiitandz) goz oniine alindiginda rutin tedavide kullanimi

sturlidir. Diger ilaglara direng gelismis hastalara son ila¢ seceneklerinden biridir (204).
3.4.2. Integraz inhibitorleri (INSTI)

Integraz inhibitorleri (INSTI), konakg1 hiicre DNA'sina viral DNA’nin entegrasyonu igin
gerekli olan HIV integraz enzimini inhibe ederler. integraz enzimleri konakg1 hiicrelerde
bulunmaz, bu yiizden 6nemli ilag hedeflerindendirler (205). HIV-1 replikasyonundaki
merkezi rolii nedeniyle, entegrasyon agamasini hedefleyen bir¢ok inhibitor gelistirilmistir.
Raltegravir (RAL), 2007 yilinda FDA tarafindan onay alan ilk INSTI’dir (206, 207). Bu

siifa ait diger ilaglar ise dolutegravir ve klinik faz ¢alismalar1 devam eden elvitegravirdir.
3.4.3. Proteaz inhibitorleri (P1)

PI, biiyiik HIV 6ncii proteinlerini konake1 hiicre zarindan tomurcuklanabilen enfeksiyoz
viral partikiillere ayirmaktan sorumlu olan HIV proteaz enzimini hedef alir. Proteaz
enzimi, Gag-Pol poliproteininin fonksiyonel viral proteinler Gretmek icgin proteolitik
boliinmesinden sorumludur. Bu siirecin inhibisyonu tamamlanmamis viral olgunlagsmaya
yol agar; bu da tamamlanmamis, enfeksiyoz olmayan viryonlarin olugsmasina neden olur
(208). Bu smiftaki birkac¢ ilag su anda piyasadadir: atazanavir, ritonavir, indinavir,
darunavir, fosamprenavir, nelfinavir, saquniavir ve tipranavir. Ne yazik ki, uzun siireli
tedavide PI’larin ¢oguna yan etkiler eslik etmektedir. En yaygin yan etkiler, dislipidemi,
instlin direnci ve lipodistrofi/lipoatrofi gibi kardiyo-serebrovaskiiler hastaliklar ve
metabolik sendromlardir (209).

3.4.4. Reverz transkriptaz inhibitorleri
3441, Nukleozid/niikleotid reverz transkriptaz inhibitorleri (NRTI)

NRTI, gelistirilen antiretroviral ilaglarin birinci sinifinm1 olusturur ve mevcut HAART
rejimlerinin ana omurgasi olarak bilinir (200). RT enzimi i¢in substrat olarak hareket eden
bu ilaclar, blylyen viral DNA zincirine dahil olarak dogal deoksiniikleotitlerle rekabet

ederler. Bu bilesikler 3' hidroksil grubu icermediginden deoksiniikleotitlerin baglanmasini
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engelleyerek viral RNA’dan DNA olusumunu bloke ederler (210). NRTI'nin genel tolere
edilebilirligi olduke¢a iyidir. Hap yiikii, diger ila¢ siniflarina gore diisliktiir. Bu da hastada
uyun¢ problemini azaltir. Ayrica, NRTI’ler karaciger CYP450 enzim sistemleri ile
metabolize edilmeden bobrek atilimina maruz kaldiklari igin ilag etkilesimi olasiligi
diistiktiir. Bu potansiyel avantajlara ragmen; hala yaygin olarak kullanilan ilk kusak
NRTI’lar, uzun vadede olumsuz etkilere neden olabilecek mitokondriyal toksisiteye
neden olur (211). Gunimiizde, en yaygin olarak kullanilan NRTI'lar, tenofovir ve
abakavirdir. Lamivudin, stavudin, emtrisitabin, didanozin ve zidovudin bu sinifta yer alan

diger ilaglardandir.
3.4.4.2. Non-nukleozid reverz transkriptaz inhibitorleri (NNRTI)

NNRTT’leri, NRTTlar ile ayn1 viral hedef iizerinde etki eder, ancak eylem mekanizmasi
onemli dlgtide farklilik gosterir. NNRTI, non-kompetitif inhibisyola RT enzimini inhibe
eder. RT {lizerindeki allosterik bolgeye baglanarak konformasyonel bir degisiklige yol
acar. Bu konformasyonel degisim, endojen niikleozitlerin baglanma afinitesinde bir
azalmaya yol acar ve reverz transkripsiyonu bozar (212). HIV-1’in aksine NNRTI’lar
HIV-2’ye kars etkili ilaglar degillerdir. NRTI'lerden farkli olarak, NNRTT'larin ¢cabuk etki
gostermesi ve uzun bir plazma yar1 Omriine sahip olmas1 6nemli avantaj saglamaktadir.
NNRTI'lar iyi tolere edilir ve basit dozajlama imkan1 saglar. Fakat reverz transkripsiyon
esnasinda gelisen tek nokta mutasyonlarina karsi etkisiz kalabilmektedirler (213).
Virolojik baskilama i¢in giiglii ajanlar olmalarina ragmen ilag etkilesimleri, Gnemli yan
etkiler ve HIV-1 tarafindan direng gelisimi gibi durumlar kullanimini siirlandirmaktadir
(214). Tim NNRTTI'lar CYP450 tarafindan yiliksek oranda metabolize edilir ve giiclii
enzim indiikleyicileridir. Bu nedenle, ilag¢ etkilesimlerine neden olurlar (215). ilk
jenerasyon NNRTI’ler Nevirapin ve Efavirenzdir. Yakin zamanda Etravirin ve Rilpivirin

gibi ikinci jenerasyon ilaglar klinik kullanima sunulmustur (216).
3.5. Efavirenz

Efavirenz (Sustiva®, Stocrin®) diinyada en yaygin regete edilen antiretroviral ilaglardan

biridir. Benzoksamin turevi olan EFV, HIV-1 RT enzimini non-kompetitif inhibe eden
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gucli bir NNRTI ilagtir ve diger antiretroviral ilaglar birlikte HAART de yaygin olarak
kullanilmaktadir (11, 217). Dogrudan enzime baglanir ve  DNA-RNA polimerazin
aktivitelerini bloke ederek enzimin katalitik bélgesinin tahrip olmasina neden olur (218).
EFV, kimyasal olarak (S)-6-kloro-4-(siklopropiletinil)-l,4-dihidro-4-(triflorometil)-2H-
3,1-benzoksazin-2-on olarak adlandirilir (219). Kimyasal formuli C14HeCIF3NO2'dir ve
yapisal formiilii Sekil 2'te gosterilmistir. EFV zayif asit yapisinda ve suda ¢oziinmeyen
bir ilagtir (pKa =10,2). Molekiil agirhigi 315,68 g/mol’diir. FDA tarafindan biyofarmasétik
smiflandirma sistemi rehberligine gore smf II bir ilagtir (disiik ¢OzunUrllk, yuksek
gecirgenlik) (220, 221).

Sekil 2: Efavirenz’in yapisal formiili (222)
EFV'in iki NRTI ile kombinasyonu birinci basamak ART'nin klinik ¢aligmalarinda
referans standardi olarak kabul edilmektedir (223). 2006 yilinda; tenofovir disoproksil
fumarat  (NtRTI)/  emtrisitabin ~ (NRTI)/  EFV’dan  (NNRTI) (sirasiyla
300mg/200mg/600mg) olusan ilk sabit doz kombinasyon ilag olan Atripla® ABD’de FDA
onay1 alarak kiiresel HIV pandemisi ile miicadelede 6nemli bir adim atilmistir (224). Uzun
streli etkililik ve giivenligi, glinde bir kez dozlama kolayligi, tenofovir ve emtrisitabin ile
tek tabletli bir es-formiilasyonun mevcudiyeti (Atripla®) ve ara sira cevapsiz dozu affeden
uzun bir yarilan dmriine sahip olmas1 EFV’in tercih edilmesinin 6nemli sebeplerindendir
(217, 225). Ayn1 zamanda, HIV bulagma riski yiiksek olan materyallere maruz kalanlarda
HIV bulagsmasini dnlemek i¢in genisletilmis post maruziyet profilaksisi (PEP) rejiminin

bir pargasi olarak da diger antiretroviral ajanlarla birlikte kullanilmaktadir (226).

3.5.1. Efavirenz’in farmakolojik ozellikleri
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Diger NNRTTI'ler gibi EFV, hiicre i¢i metabolizmaya ihtiya¢ duymadan etki gosterir ve
EFV’in etki alani, HIV ile enfekte olmus hiicrelerin igerisindedir (227). EFV, enzim
konformasyonunu degistiren ve substratlara erisimi Onleyen allosterik bir mekanizma
vasitastyla HIV-1 reverz transkriptazin hidrofobik bolgesine non-kompetitif bir sekilde
baglanarak RNA ve DNA bagimli polimeraz aktivitesini bloke eder. Sonug olarak konak
hlcrelerde viral replikasyon inhibe olur (228). EFV’in MSS’ne olaganiistii etkin niifuzu
ve viral RT inhibisyonuna olan benzersiz etkisi klinik agidan onemli avantaj olarak
goriiliir. Bu avantajlarindan dolayi, diger antiretroviral rejimlerle karsilastirildiginda
yiikksek norolojik toksisite riskine ragmen birinci basamak tedavinin 6nemli

bilesenlerinden biri olarak kabul edilir (229).
3.5.2. Efavirenz'in farmakokinetigi

EFV, oral uygulamadan sonra iyi emilir ve 3 ila 5 saat sonra plazma pik
konsantrasyonlarina (Cmax) ulasir. Yetiskinlerde onerilen doz giinde bir kez 600 mg'dir.
Gidalarla birlikte alimi, EFV'nin biyoyararlanimini arttirir. Norolojik ve psikiyatrik yan
etkilerinin azaltilmasi i¢in yatmadan 6nce a¢ karnina alinmasi tavsiye edilir. Tekrarlayan
dozlarda, 6-10 giin i¢inde kararli durum konsantrasyonlarina ulagilir. HIV pozitif
hastalarda yapilan ¢alismalarda, giinde 600 mg oral uygulamadan sonra, Cmax degeri
12,943,7 pumol/L ve minimum plazma konsantrasyonu (Cmin) 5,6£3,2 pmol/L oldugu
gosterilmistir (230, 231).

EFV, plazma albiimine yiiksek oranda baglanir (> % 99). Kan-beyin bariyerini
geger ve beyin-omirilik sivisinda (BOS) yeterli konsantrasyonlara ulasir (232). Siganlarda
yapilan bir ¢caligmada, 15 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla (ip.) verilen EFV’in 1 saat
icerisinde plazma konsantrasyonuna oranla 4,6 kat daha fazla beyinde biriktigi
gosterilmistir (233). Tekli oral dozu takiben 52 ila 76 saat arasinda degisen uzun bir
yartlanma omriine (t12) sahiptir ve otoinduksiyon nedeniyle, uzun sureli uygulamadan
sonra 40 ila 55 saatlik bir yar1 6miir ortaya ¢ikar (234, 235). Almond ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada, bir ay boyunca giinde bir kez 200 ila 600 mg EFV alan HIV-

1 ile enfekte hastalarda (n=9), beyin omurilik sivisi konsantrasyonlar1 ilgili plazma
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konsantrasyonunun % 0,26 ila 1,19'u (ortalama % 0,69) arasinda oldugu gosterilmistir.
Bu oran plazmadaki EFV'in plazma proteinine bagli olmayan (serbest) fraksiyonundan
yaklagik 3 kat daha yiiksektir. Ayni ¢alismada, EFV'in hiicrelerde biriktigi ve % 90'lik
inhibitdr konsantrasyonunun (ICe) ¢ok Ulzerinde hiicre i¢i konsantrasyonlara ulastigi
bildirilmistir (227).

EFV esas olarak hepatik sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan hidroksilasyon
sonucu metabolize olur (236). CYP2B6, CYP3A5, CYP3A4 ve CYP1A2 mikrozomal
enzimleri EFV metabolizasyonunda etkili olan enzimlerdir. EFV'in primer ve maj6r
metaboliti 8-hidroksiefavirenz’dir (8-OH-EFV) ve metabolizasyon sureci 6nemli dlcude
CYP2B6 enzimi ile olur. Diger bir 6nemli metaboliti ise 7-hidroksiefavirenz’dir (7-OH-
EFV). Olusan metabolitler idrar ve safra (% 1'den azi) ile viicuttan atilirlar (230). EFV,
CYP mikrozomal enzimlerini indiikleyerek kendi metabolizmasini hizlandirir ve g¢oklu
dozlamayi takiben daha diisiik plazma konsantrasyonlarina neden olur. Bu etkinin, EFV
tarafindan CYP2B6 enziminin indiiksiyonuna bagli oldugu bulunmustur (237). Ayni
zamanda, CYP3A4 indiiksiyonu ile birgok ilacin klirensini (CL) arttirdig1 bilinmektedir
(219, 238).

Yaygin olarak kabul edilen 1-4 mg/L arasindaki terapdtik tedavi araligi, hem MSS
yan etkilerini en aza indirir, hem de viral supresyonu saglar (239). ilag-ilag etkilesimleri
EFV plazma konsantrasyonlarini 6nemli 6l¢iide degistirme potansiyeline sahiptir ve ciddi
Klinik sonuclara neden olabilir (240). ARV ilaglarin ¢ogunlukla kombinasyon seklinde
uygulanmasi ve firsat¢1 enfeksiyonlarin ve diger HIV ile iliskili hastaliklarin tedavisine
yonelik ilaglarla beraber kullanilmasindan dolay1r HIV hastalarinda ilag etkilesimlerinin
olasilig1 oldukea yiiksektir (241). Karbamazepin, lopinavir/ritonavir (Kaletra®), nevirapin,
rifampisin gibi ilaglar plazma EFV konsantrasyonlarini diisiirerek suboptimal terapotik
yanit veya ila¢ direncinin gelismesine yol agabilirler (242, 243); darunavir, flukonazol,
ritonavir, valproik asit, vorikonazol gibi ilaglar ise EFV’in plazma konsantrasyonlarini

arttirarak MSS yan etkilerini siddetlendirirler (243).
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Tablo 2: EFV’in farmakokinetik 6zellikleri (219)

Dozaj (mg) 600 /oral

tmax(saat) 3-5

Cmax (Mg/mL) 4,1

CL (L/h) 9,4

Vd (L/kg) 3,8

F % 40-45

tuz (h) 52-76, Tek doz
40-55, Coklu doz

Plazma Proteinlerine >99%

Baglanma Oram

tmax: maksimum plazma konsantrasyona ulagma siiresi (Cmax);, CL: Plazma klirensi; Vd: Dagilim hacmi; F:
biyoyararlamim: tip: yari omiir.

3.5.3. Efavirenz’in yan etkileri

Kombine antiretroviral tedavi (cART) ile iligkili yan etkilerin klinik 6nemi,
hastalarin yagsam boyu tedaviye bagli olmalar1 nedeniyle 6zellikle 6nemlidir. 20'den fazla
potansiyel ART kombinasyonu mevcuttur ve EFV, kombine tedavide 6nemli bir ilagtir.
Guvenli bir ilag olarak kabul edilmekle birlikte, EFV-bazli rejimler lipid bozukluklari
(244-246), hepatotoksisite (247-249), kardiyovaskuler (3), dermatolojik (250) ve

psikiyatrik (5) semptomlar ile iliskili bulunmustur.

EFV kullanan hastalarda lipoatrofi ve plazma lipidlerinin bozulmas1 goriilebilir
(251). EFV kaynakli lipoatrofi olusumu, kismen lipogenez ve farklilasma inhibisyonu da
dahil olmak (zere adipositler Uzerindeki etkilerden kaynaklaniyor olabilir (252).
Mitokondriyal disfonksiyon, EFV ile olugan karaciger hasarinin 6énemli bir mekanizmasi
olarak kabul edilir ve mitokondriyal solunum zincirinin inhibisyonu, yag asidi beta-
oksidasyonu ve ROS’un artan tretimi gibi yollarla gergeklestigi 6ne stiriilmektedir (253,
254). Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar ve bazi vaka ¢alismalari, EFV’in ndronal

tip defektleri potansiyeline sahip olmasi nedeniyle gebeligin ilk trimesterinde
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kullanilmamasi gerektigini bildirir. Bu nedenle EFV, FDA tarafindan gebelik kategorisi
D’ye alinmistir (255, 256).

3.5.3.1. Efavirenz’in ndropsikiyatrik yan etkileri

Akut MSS etkileri, EFV tedavisi ile iligkili en iyi bilinen yan etkilerdir ve
hastalarin % 50'sinden fazlasinda gorildiigi bildirilmistir (239, 257). Semptomlar bas
doénmesi, bas agrisi, konfiizyon, konsantrasyon bozuklugu, ajitasyon, amnezi, depresyon
(258), anksiyete (22), halusinasyonlar, uyku anormallikleri ve anormal riiyalardir (208,
259, 260). Bu semptomlar genellikle tedavinin ilk birkag giinii iginde ortaya ¢ikar (261)
ve hastalarin yaklasik % 4-10'unda EFV’in erken kesilmesine neden olurlar (239, 262).
Tedavi devam ettiginde, noropsikiyatrik belirtilerin ¢ogunun prevalansi birka¢ hafta
icinde azalir (229, 261). Bununla birlikte, az sayida hastada néropsikiyatrik bozukluklarin
birka¢ ay veya daha uzun siire devam ettigi (262, 263) veya EFV ile birka¢ ay tedaviden
sonra ilk defa ortaya ¢iktigi belirtilmistir (264, 265). Kronik noropsikiyatrik yan etkiler,
tedavi basarisizligi ve ilag uyuncunun diismesine ve sonug olarak HIV RNA seviyesinin

rebound yikselmesine neden olur (262, 266).

EFV, 1998'de onaylanmasindan bu yana siirekli olarak incelenen, hem insan klinik
calismalarinda hem de hayvan modellerinde néropsikiyatrik yan etkilerle iliskilendirilmis
bir ilagtir. Baz1 biiyiik randomize kontrollii (261, 267-269), kesitsel (270-272) ve kohort
(273, 274) galismalar EFV’in noropsikiyatrik yan etkilerini agik¢a gostemistir. Kenedi ve
arkadaglarmin yakin zamanda yapmis oldugu bir ¢alismada EFV ile tedavi edilen
hastalarin yaklasik % 50'sinde canli riiyalar, uykusuzluk ve duygudurum degisiklikleri
bildirilmistir (260). Baska bir ¢alismada ise, EFV temelli tedavi alan antiretroviral-naif
hastalarda PI ve diger NNRTI bazli rejimlere kiyasla anlamli derecede yiiksek norolojik
ve psikiyatrik yan etkiler bildirilmistir (275).
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EFV bazl rejimlerle ilgili giincel ve kapsamli bir sistematik derlemede; EFV
temelli tedavinin HIV-1 enfekte hastalarda en ¢ok tercih edilen tedavi seceneklerinden
biri olarak diisiiniildiigii, ancak EFV’in noropsikiyatrik yan etki profili nedeniyle daha
once psikiyatrik rahatsizligi mevcut olan hastalarda dikkatli recete edilmesi gerektigi
vurgulanmigtir (276). Psikiyatrik hastalik Oykiisii, depresif belirtiler veya madde
bagimliligi olan hastalarda EFV kaynakli noropsikiyatrik yan etki riskinin arttigi
gozlenmistir (273, 277). Baz1 giincel tedavi klavuzlar etkin bir psikiyatrik hastaligi olan
ve psikoaktif ila¢ alan hastalarda EFV’in kontraendike oldugunu, bunun yerine nevirapin

veya lopinavir/ritonavir kullaniminin daha yararl olacagini belirtmistir (278, 279).

Plazma ve hiicre i¢ci EFV konsantrasyonlarinin ve CYP2B6 polimorfizminin
tetiklenen erken noropsikiyatrik rahatsizliklarin belirleyicileri oldugu 6ne siiriilmiistiir
(280, 281). EFV’in kademeli doz azaltiminin ndropsikiyatrik yan etkilerinin hem sikligini
hem de siddetini azalttigi gosterilmistir (281). Bununla birlikte, hastalarin EFV’in
noropsikiyatrik yan etki gelistirme riski tasiyan tam plazma diizeyini belirlemeye yonelik
caligmalar ¢eligkilidir (282). Klinik deneyler EFV ve metabolitlerinin plazma
konsantrasyonlarina bagli olarak hastalarda gelisen noropsikiyatrik yan etkilerin baslama

zamani, siiresi ve siddetinin kisiler arasinda degiskenligini gostermektedir (283, 284).
3.5.3.1.1. Efvavirenz ve duygudurum bozukluklari

Calismalar, noropsikiyatrik yan etkilerin bir pargasi olarak EFV deneyimi olan
hastalarin % 25'inin duygudurum degisiklikleri oldugunu bildirmistir (263, 264, 285).
Olgularin yaklasik % 2'sinde sanri, paranoya, duyarsizlasma, haliisinasyonlar, agresif
davraniglar, anormal diisiinme, mani ve siddetli depresyon gibi daha ciddi nérolojik etkiler
bildirmistir (258, 286). Bazi olgu sunumlarinda EFV’in maniyi arttirdigi ve faz 3
denemelerinde 6fori ve mani goriilme sikliginin % 7 oldugu rapor edilmistir (264, 287).
Uzun siireli EFV kullanim1 sirasinda, 6zellikle uyku bozuklugu ve depresyon benzeri

semptomlarin goriilme siklig artmaktadir (270).

EFV ile depresyonun gelisimi veya tetiklenmesi arasinda bir iliski oldugunu

gosteren bircok vaka calismasi vardir. EFV'in dogrudan depresyonla iliskili oldugu
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bulgusuna dair veriler ile ilgili tartismalar vardir ve bu bir arastirma alani olmaya devam
etmektedir (261, 263, 277, 281, 288). Ne yazik ki, bu konuya deginmeye ¢alisan
arastirmalar ya kesitsel ¢alismalardir ya da nispeten kisa bir takip periyodu olan klinik
calismalar olmustur. Akut depresyon ve intihar egilimi vakalar bildirilen ¢alismalarda
(289, 290) EFV uygulanan hastalarda yiiksek depresyon prevalansi olmasina ragmen
(277, 291), baz1 az sayida ¢alisma EFV kullanimi ve depresif bozukluklar arasinda bir
iliski bulamamustir (261, 263, 292). Bu tiir ¢eliskili sonuglarin rapor edilmesi EFV’in
toksisite arastirmalarinda erken anektotik olgu sunumlar1 ve kesitsel kontrolli
calismalarin degerlendirme Slgiitlerindeki (6rneklem biiyiikliikleri, hasta kabul yontemleri
ve noropsikiyatrik komplikasyonlarin degerlendirilmesi) farkliliklardan kaynaklaniyor
olmas1 muhtemeldir. Bundan dolayi, daha biiyiik hasta populasyonlarinda ve nitelikli

6l¢lim metodlariyla yapilan ¢alismalari dikkate almak daha uygun olacaktir (229).

Retrospektif bir ¢aligmada, tedavi sirasinda EFV’in yerine bagka bir antiviral ile
degistirilmesinin depresyonu da igeren ¢esitli noropsikiyatrik durumlarn ¢6zdigiinii
gostermistir (293). 1897 hastanin incelendigi retrospektif bir ¢alismada; EFV ile diger
ilaclar karsilagtirildiginda depresyon sikayetlerinin goriilmesi anlamli olarak yiiksekti
(12). Yakin zamanda benzer iki ¢calismada, tedavi esnasinda EFV’den alternatif bir rejime
gecis yapan hastalarin depresyon ve diger semptomlarinin biiyiik oranda ¢oziildiigii
gosterilmistir (294, 295). Buna benzer ¢alismalar, depresyonun EFV tarafindan provoke

edilebilecegini desteklemistir.

2018’de Uganda’da yapilan prospektif calismada CYP2B6 genetik polimorfizm
olan hastalarda plazma EFV konsantrasyonlarina paralel olarak depresyon belirtilerinin
artmis oldugunu gostermektedir (296). CYP2B6 polimorfizmleri ile ylksek EFV plazma
konsantrasyonu arasinda net bir korelasyon vardir ve bu genetik varyans daha siddetli

CNS toksisitesi ile iligkilidir (297-299).

EFV’in noropsikiyatrik yan etkilerinde ana metaboliti olan 8-OH-EFV’in de rol
oynayabilecegi ile ilgili ¢alismalar bildirilmistir (300, 301). 8-OH-EFV’in KBB’ni

gecebildigi ve toksik EFV konsantrasyonlarinda periferik konjugasyonunun inhibe
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edildigi bilinmektedir. 2015’te yapilan bir ¢aligmada 8-OH-EFV’in duygu-durum
degisiklikleri ile ilgili oldugunu ve 8-OH-EFV konsantrasyonun terapétik ilag takibi icin
uygun bir parametre olabilecegini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada 8-OH- EFV'in neden
oldugu kisa ve uzun vadeli etkilerdeki katkisinin farkli oldugu gosterilmistir. Kisa vadeli

etkilerin EFV konsantrasyonuna bagli oldugunu, uzun vadeli olumsuz reaksiyonlarin ise

8-OH-EFV birikimiyle daha fazla iliskili olacagi iddia edilmistir (302).

Antidepresanlar (sitalopram, sertralin, mirtazepin, reboksetin, venlafaksin),
antipsikotikler (olanzapin, risperidon, amistlpirid, stlfirid), duygudurum duzenleyicileri
(valproat, lamotrijin) ve anksiyolitik (oksazepam, lorazepam, temazepam, zopiklon) gibi
cesitli psikotrop ilaglar EFV'in noropsikiyatrik yan etkilerini hafifletir (303). Ancak
psikotrop ilaglar ve antiretroviral ilaglar arasindaki etkilesim énemli bir sorundur. Genis
spektrum aktivitesi ve ART ile minimum ilag etkilesimi olan uygun bir psikotropik ajanin

secimi, ART ile iliskili noropsikiyatrik yan etkilerin énlenmesinde zorlu bir noktadir
(304).

3.5.3.1.2. Efvavirenz ve anksiyete bozukluklar

EFV'in neden oldugu MSS etkilerinin ¢ogu, tek bir dozdan sonra bile erken
goriiniir ve 1 ay icerisinde hafifler. Bununla birlikte, cok sayida vakada (bazi raporlarda
% 40'a kadar), anksiyete veya depresyon gibi etkiler cok daha uzun sireler boyunca devam
eder. Baz1 vakalarda EFV tedavisinin baglamasindan yillar sonra bile tedavi degisikligi
gerektirebilir (284).

Klinik ¢alismalarda EFV'in % 16-35 oraninda kaygiy1 artirdigr bildirilmistir (264,
271). Yapilan bir ¢calismada EFV alan deneklerin % 19'unun siddetli stres ve anksiyete
yasadigin1 ortaya koymustur. Ayni g¢alismada, EFV grubundaki hastalarin kontrol
grubundaki hastalara gore daha fazla ajite oldugu, huzursuzluk yasadig1 ve daha kolay
sinirlendikleri gozlenmistir (271). Baska bir calismada ise, uzun siireli EFV takibinde (184
hafta) anksiyete ve kotii rilyalarin devam ettigi bulunmustur (305). Bununla birlikte,
Gutierrez-Valencia ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada artan anksiyeteden

sikdyetci olanlarin yaklagik dortte ticlinde semptomlarin hafif oldugu bildirilmistir. Yine
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ayni sekilde EFV kullanan hastalarda panik ataklarin siddeti ile ilgili herhangi bir
semptom gozlenmedigi bildirilmistir (284). Yapilan bir ¢alismada 3 yil EFV alan
hastalarda, noropsikolojik performanslari baslangigtan itibaren diismedigi halde anormal
riiya ve kaygi diizeylerinin daha yiiksek bir seviyede oldugu goriilmiistiir (305). EFV'in
tedavisine baslanmasindan sonra iki hastada TSSB rekiirrensi bildirilmistir (306).
Bunlardan birinde, epizotlar sirasinda hasta efavirenz'e devam edebilmis ve semptomlar
4 hafta i¢inde diizelmistir (307).

3.5.4. Efavirenz kaynakh noropsikiyatrik ve norotoksik yan etkilerin muhtemel
molekuler mekanizmalari

EFV kaynakli néropsikiyatrik ve norotoksik yan etkilerin nedeni halihazirda tam
olarak anlasilabilmis degildir. EFV'in norotoksisitesine dair bol miktarda klinik kanit
olmasina ragmen, EFV’in diger antivirallere gore artmis MSS toksisitesini anlama
cabalar1 sonugsuz kalmistir. Ancak yakin zamanda yapilan g¢alismalarda, muhtemel

mekanizmalar ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir (208).

EFV, MSS’de bir¢ok reseptor ile etkilesime girer ve stres, motivasyon, duygu-
durum, biligsel fonksiyonlarin diizenlenmesinde etkili olan bazi norotransmitterlerin
aktivitesini degistirir. Serotonin 5-HT6 reseptdrindn invers agonisti, 5-HT2a agonisti, 5-
HT2c parsiyel agonisti, 5-HT3a reseptor blokorii; ayni zamanda M1 ve Ms muskarinik
reseptorlerin agonist uyarimini bloke edici etkisi oldugu bulunmustur (20). EFV’in
halusinojenik etkisinin 6zellikle serotonin 5-HT2a reseptori tUzerinden gergeklestirildigi
bilinmektedir (21) ancak bu etkinin karmagik bir reseptor kiimesinin aktivasyonu
nedeniyle olabilecegi de bildirilmistir (20). In vivo ¢alismalarda EFV’in néropsikiyatrik
ve davranissal etkileri ile ilgili bilgiler yetersiz ve kafa karistiricidir. Farelerde EVF ve
nevirapinin subkronik dozlarda verildiginde karsilastirilan davranig degisikliklerine
bakildiginda; EFV’in spontan davranislar1 etkilemeden anksiyeteyi arttirdigi goriilmiis ve
her iki NNRTI’nin tanima bellegini (recognition memory) bozdugu fakat caydirici bellegi
(aversive memory) ise en fazla EFV’in bozdugu bildirilmistir (22). Yine baska bir

calismada, EFV’in kronik dozlarda siganlarda uzaysal bellegi (spatial memory) bozdugu,
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strese duyarliligini arttirdig1 ve depresyon benzeri etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
EFV’in IL-1B ve TNF-a gibi baz1 proinflamatuar sitokinlerin seviyesini arttirdigi ve
paroksetin ile depresyon benzeri etkilerinin engellendigi bildirilmistir. Bu sonuclardan
yola c¢ikarak proinflamatuar sitokinlerin EFV’in depresyon benzeri etkilerinde rol
oynayabilecegi One siiriilmiistiir (23). 2017°de siganlar tizerinde yapilan bir ¢aligmada ise
akut EFV uygulamasinin anksiyeteye, subkronik EFV uygulamasinin ise hem anksiyete
hem de depresyona neden oldugu bildirilmis ve ndropskiyatrik etkilerinin striatal

monoaminerjik ndrotransmitter miktarinin degismesinden kaynaklandigi bildirilmistir

(24).

EFV alan bazi hastalarda gdzlenen depresif semptomlarin, bu ilacin serotonin
tiretimi veya reseptor duyarlilig: tizerindeki dogrudan etkisi ile iligkili oldugu heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Son yillarda yapilan birgok ¢alisma, ndropsikiyatrik bozukluklara
dolayli bir¢ok mekanizmanin neden olabilecegini iddia etmektedir. Aynmi sekilde,

beyindeki inflamatuar degisikliklerin depresyonla iliskili oldugu bildirilmistir (308, 309).

EFV’in diger antivirallere gore artmig MSS toksisitesinin molekiiler ve hicresel
mekanizmalarini anlama gabalar1 bugiine kadar sonugsuz kalmistir. Noronal mitokondri,
biiyiime ve sagkalim igin ¢ok 6énemlidir. No6ronlar ATP dretimi, hiicre ici Ca®*
homeostazisi, sinaptik fonksiyon ve hiicre Sliimiiniin baslatilmasi i¢in mitokondriye
ihtiyag duyarlar (310). Yapilan ¢alismalarda, spesifik mitokondriyal toksisitenin EFV ile
ortaya ¢ikabilecegi, ancak incelenen diger antivirallerde bulunmadig: ileri siirtilmiistiir
(311). EFV’in &zellikle hepatik hiicrlerde hiicresel biyoenerjetigin ana salteri olan AMP
ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonuna katkida bulunan mitokondriyal
fonksiyonlar tetikledigi iyi bilinmektedir (249). Ayrica, EFV'nin, AMPK'nin aktivasyonu
ile uyumlu bir sekilde glukoz ve lipojenik yollarin metabolizmasini degistirdigini gosteren
kanitlar vardir (252, 312). Diger temel bilim c¢aligmalari, EFV'in beyindeki enerji
metabolizmasini engelleyebilecegi olasiligini desteklemektedir (13, 19, 313, 314). EFV'in
sigan beynindeki enerji iiretiminde énemli rol oynayan kreatinin kinaz1 (KK) (313) ve

sitokrom ¢’yi (13) inhibe ettigi gosterilmistir. KK; beyin, iskelet kas1 ve kalp gibi yiiksek
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enerji tiketen dokular i¢in cok 6nemli bir enzimdir. Bu enzim, hiicresel adenosin trifosfat
(ATP) diizeylerini tamponlama sistemi olarak c¢alisir. KK fosforil grubunun
fosfokreatinden adenosin difosfata geri donisiimlii transferini katalize eder ve ATP’yi
yeniden dretir (315). Streck ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, kronik EFV
uygulamasinin fare serebral korteks, striatum ve hipokampiisiinde kompleks IV
aktivitesini inhibe ederek mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu bozdugu gosterilmistir
(13). Kompleks IV inhibisyonu mitokondride ROS olusumunu artirabilir ve bunun
sonucunda mitokondriyal genomda, lipoperoksidasyonda ve proteinlerin oksidatif
hasarinda anormalliklere neden olur (314). Mitokondriyal toksisiteyi 6ne stren in vitro
calismalar, ndronal hiicre hatlarinda azalmis hiicresel ATP depolarini ve azalan
mitokondriyal membran potansiyelini gosteren ¢aligmalar1 igermektedir (19). Néronal ve
glial hlcre kilturu Uzerinde yapilan bir ¢alismada, EFV’in hem glial hemde néronal
hicrelerde proliferasyonu, hiicresel oksijen kullanimini, mitokondriyal membran
potansiyelini azalalttigi ve reaktif oksijen metabolitlerinin Gretimini arttirdig
gosterilmistir. Buna ek olarak, HIV’li hastalarda gelisen néroinflamasyon kosullarinda
EFV’in bu etkilerinin daha da yikici olabilecegi tahmin edilmektedir (14). Baska bir
calismada, 30 uM EFV’in sigan astrositlerinin primer kiiltiirlerinde (24 saat) mitokondri
kaynakl1 oksidatif stres ile ilgili bir etki ile hiicre canliligin1 azalttigin1 gostermistir (316).
Sonug olarak, EFV’in akut mitokondriyal inhibisyonu i¢eren bir mekanizma ile ndronlarin
ve glial hiicrelerin enerjisel dengesi ve canlilig1 iizerinde dogrudan ve spesifik bir etkisinin

olmasi1 muhtemeldir.

EFV'in noron ve glial hicreler Gzerindeki mitokondriyal etkilerinde NO'nun
roliinii degerlendirildigi bir ¢aligmada, ekzojen NO’in EFV’in etkisini potansiyalize ettigi
bildirilmigtir. NO farkli noroinflamatuar ve ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezi ile
iligkili kritik bir proinflamatuar MSS mediatoriidiir. Noronal hiicreler daha ¢ok n(NOS)
eksprese ederken, glial hicreler bol miktarda iINOS eksprese ederler (150). Ayni
calismada, EFV konsantrasyonlarinin glial hiicrelerde iNOS ekspresyonunu indiikledigini
ve bu sekilde tiretilen NO'nun EFV'nin inhibe edici mitokondriyal etkilerine katildigini
gostermistir (15).
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EFV’in fare beynindeki mutajenik ve genotoksik etkilerinin arastirildigi bir
calismada (317), EFV tedavisi sirasinda gozlenen bazi toksik etkilerin oksidatif stresin
neden oldugu DNA hasar1 nedeniyle olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada,
subkronik EFV uygulamasinin beyinde artan DNA hasarina yol a¢tigi bildirilmistir.
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stresin, EFV uygulanan farelerin beyin

dokularinda gézlenen DNA hasarina katkis1 da miimkiin olabilir.

EFV’in noropsikitrik yan etkileri ile ilgili olas1 diger mekanizmalardan biri de
kannabinoid reseptorleri lizerinden gostermis olduklar etkilerdir. EFV’in kanser hiicreleri
uzerindeki sitotoksik etkilerine kannabinoid reseptdrlerinin aracilik ettigi r bildirilmistir.
EFV, kannabinoid reseptor tip 1 (CB1) eksprese eden timor hicrelerinde selektif
sitotoksik etki gosterir (18).

EFV'in bir metaboliti olan 8-OH-EFV’in de, ndronal hiicre hatlarinda enerji
metabolizmasi {lizerinde olumsuz etkisinin oldugu gosterilmistir (300). 8-OH-EFV’in
primer insan hepatositlerinde toksisiteyi uyardig: bilinmektedir (318). Benzer sekilde, 8-
OH-EFV'nin néronal kalsiyum homeostazisini diizensizlestiren ve diisiik nanomolar
araliktaki dendritik dikenleri tahrip eden giiclii bir ndrotoksin olduguna dair sonuglar
bildirilmektedir. Ayn1 g¢alismada, 8-OH-EFV etkilerinin ana ilagtan farkli oldugu
gosterilmistir (301). Bu sonuglar, EFV’in neden oldugu norotoksisite mekanizmalarinda
8-OH-EFV’nin ihmal edilmemesi gerektigini gosterir (302). EFV’in hizli metabolizmasi
diistintildiiginde, EFV’in veya biriken primer metabolitinin bu etkilerden sorumlu olup

olmadig agikliga kavusturulmalidir.

Efavirenz birgok reseptor, tasiyici ve iyon kanali ile benzer konsantrasyonlarda
etkilesime girer (21). 2017’de yapilan bir ¢alismada, EFV’in GABAAa Uzerinde ikili
etkilere neden oldugu gosterilmistir. Bu calismada; diisiik EFV konsantrasyonlarinda
GABAA reseptor komleksinde allosterik olarak artmis akimlar gozlenirken, yliksek
konsantrasyonlarda GABAAa akimi inhibe olmustur. EFV’in yiiksek konsantrasyonlarda
inhibe edici modiilasyonu, incelenen tiim alt birim konfigiirasyonlarinda belirgin oldugu

goriilmiistiir. EFV konsantrasyonlarina ve spesifik beyin bolgelerinde eksprese edilen
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GABAA reseptdr alt birim bilesenlerine bagli olarak agonist veya antagonist olarak gorev
yapabilir. Boylece, EFV’in GABAA reseptorleri iizerindeki etkisiyle ilgili olusan yan
etkilerinde, depresyon, anksiyete ve sinirlilik gibi farkl etkiler gozlenebilir (319).

EFV'in, in vitro olarak néronlar dahil olmak Uzere birgok hiicre tipinde otofajiyi
tetikledigi gosterilmistir (320, 321). Noéronal hicre hatlarinda ve primer noronlarda
EFV'in mitokondri ve otofaji lizerindeki etkisinin arastirildigi bir ¢calismada, SH-SY5Y
hicrelerinde, EFV’in artan otofaji, mitokondriyal parcalanma ve mitokondriyal
depolarizasyona denk gelen ATP iiretiminde bir diisiise neden oldugu goriilmiistiir. Buna
ek olarak, EFV primer noronlarda ATP iiretimini azaltip otofajiyi tetikledigi ve
mitokondriyal morfolojiyi degistirdigi bildirilmistir (320). Bu degisiklikler, klinik EFV
kullaniminda gozlenen merkezi sinir sistemi toksisitesine neden olan mekanizmalarda yer
alabilir. Baska bir ¢alismada ise, EFV farmakolojik olarak alakali konsantrasyonlarinda,
1s1 sok proteinlerinin indiiklenmesi, ER stresi ve otofajiye bagli olarak insan endotel
hlcrelerinde ROS’un olusmasina yol agtigi gosterilmistir (322). Bununla birlikte, astrosit
hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada ise EFV’in mitofajik mekanizmalar1 tetiklemedigi

bulunmustur (323).
3.5.5. Efavirenzin kotiiye kullanimi

HIV enfeksiyonunun olduk¢a yaygin oldugu ve antiretroviral ilaglarin
kullaniminin yiiksek oldugu Afrika iilkelerinde, gocuklar ve ergenler tarafindan belirgin
hallsinojenik etkiler yasamak igin yasadisi bir sekilde EFV kullanimi gorilmektedir
(324). Ozellikle Giiney Afrika gibi baz1 iilkelerde insanlar, “Nyaope” veya “Woonga”
ismiyle pazarlanan yasadisi bir EFV-kannabinoid karisimini (kokteyl) inhale ederek
kullanmaktadirlar (325). EFV kullanimi1 her ne kadar HIV tedavisine olusturdugu yan
etkiler agisindan ila¢ uyuncunu olumsuz etkilese de, HIV enfekte olmayan insanlarda
kullanimin yayginlasmasi endise verici boyuttadir. Ornegin Miami/Florida kentinde
insanlarin metamfetamin ve ecstasy gibi uyusturucu maddelerinin etkisini arttirmak igin
EFV kullandiklar1 rapor edilmistir (326). Yapilan caligmalar EFV’in psikoaktif bir
farmakolojik profile sahip oldugunu goéstermektedir. EFV, bir¢ok molekiiler hedefle
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etkilesime girmesine ragmen, 5-HT2a reseptorii araciligiyla liserjik asit dietilamin (LSD)
benzeri haliisinojenik etkiler meydana getirmesi psikoaktif etkilerinin altinda yatan en

onemli mekanizma olarak tahmin edilmektedir (21, 327).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

Haloperidol (Norodol-Ali Raif Ilag¢ San. As.)
Bikukulin Metiodid (Sigma Aldrich-14343)
Propranolol Hidroklorid (Sigma Aldrich-40543)
Siproheptadin Hidroklorid (Sigma Aldrich-C6022)
Fenoksibenzamin Hidroklorid (Sigma Aldrich-B019)
Aminoguanidin Hidroklorid (Sigma Aldrich-396494)
M100907 (Sigma Aldrich-M3324)

Atropin Sulfat (OSEL)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Fisher Bioreagents)
Trizol RNA Ekstraksiyon Solusyonu (VWR Amresco-N580)
Kloroform (VWR Amresco-0757)

Isopropranolol (Applichem-A3928)

Etanol (Merck)

Metanol (Merck)

Trikloroasetik asit (Merck)

Tiyobarbitlrik asit (Merck)

iScript cDNA Sentez Kiti (Biorad-1708891)

DNase I (Thermo-ENO0521)

SYBR Green Supermix (Biorad)

PZR Mikrotupleri (VWR:732-2913)

Bilyeli Homojenizasyon Tupleri (Beadbug-D1032-05)
Parafin (Izolab)

Eter (Sigma Aldrich)

4.2.  Kullamlan Cihazlar ve Aletler

Agik Alan Test Diizenegi (MAY OP-M)

Aydnlik Karanlik Kutusu Test Diizenegi (MAY LDB-216)
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Yiikseltilmis Art1 Labirenti Test Diizenegi (MAY EPMO01-M)
Zorunlu Yiizme Test Diizenegi (MAY FSTM-M)

Kuyruktan Asma Test Diizenegi (MAY TST-215-3)

Hassas Teraziler (Sartorius BP 1215, Shimadzu-AUX220)
Homojenizatorler (Fisher Scientific-Model FB50, BeadBug-D1030-E)
Sogutmal1 Santrifiij Cihazlar1 (Thermo MicroCL 17R)

UV Spektrofotometre (Shimadzu-UV-1205)

Stereo Mikroskop (Zeiss Stereomicroscope-Stemi 508)
Real-time PZR Sistemi (Applied Byosystem-StepOnePlus)
Termal Cycler (Eppendorf, Mastercycler 6331)

Nanodrop (Thermo-2000C)

Otomatik Referans Pipet Seti 0,2-2 ul, 2-20 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul (Eppendorf)
Mini Santriftjler (Sprout- UL STD 61010-1)

Jel Goriintilleme Cihazi (UVP- GelDoc-1t2 310)

Vorteks (Genie2- G560E)

-80 °C Derin Dondurucu (Panasonic- MDF-U53865-PE)

-30 °C Buz Dolab1 (Sanyo-7FB-6-P405-169000)

Tasinabilir Azot Tanki (Antech Scientific)

Cerrahi alet seti

Ethovision-XT 11 (Noldus, Netherlands) Bilgisayar Programi
SPSS 24.0 Bilgisayar Programi1

4.3. Deney Hayvanlar

Calismamizda, Dicle Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama
Merkezi (DUSAM)’nden temin edilen 35-45 gram agirliginda 70 adet 10-12 aylik erkek
BALB/c tirl konvansiyonel findik faresi kullanildi. Hayvanlarin viicut agirliklari
belirlenerek viicut agirlik ortalamalart birbirine en yakin olacak sekilde 10 gruba (her
kafeste 7 hayvan) ayrildi ve deneylerin baslangicindan 2 hafta énce DUSAM-Tibbi
Farmakoloji-Psikofarmakoloji Laboratuvarina getirilerek 22+2 °C sicaklik araliginda, 12

saat karanlik-aydinlik siklusa tabi tutulan bir odada, su ve yeme erisimleri serbest sekilde
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(ad libitum) barindirildi. Calisma protokolii Dicle Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan 30.05.2017 tarih ve DUHADEK/2017-12 protokol sayus1 ile etik
onay cercevesinde gerceklestirildi. Davranis deneyleri DUSAM-Tibbi Farmakoloji
Psikofarmakoloji Laboratuvarinda, biyokimyasal analizler D.U. Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji ve Tibbi Biyokimya Anabilim dallarinda, molekiiler analizler ise DUSAM

Laboratuvarlarinda gerceklestirilerek tamamlandi.
4.4.  Deneysel Gruplar ve ila¢ Uygulamalari

Deney asamasinda, gruplar uygulanacak ilaglara gore 10 gruba ayrildi. Deney

protokolundeki gruplar Tablo 3’te gosterilmektedir.

Tablo 3: Deney gruplar1 ve uygulanacak dozlar

Gruplar | Grup Adi Hayvan IIk Enjeksiyon Ikinci Enjeksiyon
Sayisi (n)
Grup1 Kontrol 7 Fizyolojik Serum DMSO+Fizyolojik
Serum (1:6, v:v)
Grup 2 EFV 7 Fizyolojik Serum Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 3 EFV+ATR 7 Atropin (2 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 4 EFV+BCL 7 Bikukulin (2 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 5 EFV+M10907 7 M10907 (0,1 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 6 EFV+SHTN 7 Siproheptadin (3 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 7 EFV+HPDL 7 Haloperidol (10 ug/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 8 EFV+FBZM 7 Fenoksibenzamin (2 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 9 EFV+PRPL 7 Propranolol (10 mg/kg) Efavirenz (20 mg/kg)
Grup 10 | EFV+AMGN 7 Aminoguanidin (100 mg/kg) | Efavirenz (20 mg/kg)

Farelere verilecek EFV dozu literatiirde kemirgenlere uygulanan dozlar dikkate
alinarak belirlenmistir (328). Her bir gruptaki farelere EFV uygulanmasindan 30 dk
Oncesinde atropin (nonselektif muskarinik asetilkolin reseptér antagonisti) (Grup 3),
bikukulin (GABAA reseptor antagonisti) (Grup 4), M100907 (potent 5-HT2a antagonisti)
(Grup 5), siproheptadin (5-HT2 nonselektif serotonerjik reseptor antagonisti) (Grup 6),
haloperidol (D2, D3, D4 dopamin reseptor antagonisti) (Grup 7), fenoksibenzamin
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(nonselektif o-adrenerjik reseptor antagonisti) (Grup 8), propranolol (nonselektif (-
adrenerjik reseptor antagonisti) (Grup 9), aminoguanidin (selektif iNOS ihibitoru) (Grup
10) gibi reseptdr antagonistleri uygulanarak belirli bazi sinyal iletim mekanizmalar1 inhibe
edildi. EFV uygulamasindan 60 dk. sonra ise davranis deneylerine gecildi. Bu deney
protokolii ve uygulanan reseptér antagonistlerinin etkili dozlari, dozlarin etkili oldugu
onceki galismalara dayanilarak olusturuldu (329-334) ve yeniden dizayn edildi. Deney
protokoliinde uygulanan reseptor antagonistlerinin dozlart davranis deneylerini

etkilemeyecek sekilde seg¢ilmistir. Deney dizayni Sekil 3’te gosterilmektedir.
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Sekil 3: Deney dizayni

Deney protokoliine gore herbir gruptaki hayvanlar (n=7) ayn1 giin i¢inde deneye
alinarak deney prosediirleri gergeklestirildi. EFV hayvan basina 20 mg/kg (328) dozunda
olacak sekilde 0,5 ml DMSQO’da ¢6zdiiriildii. Daha sonra tizerine 3 ml 0,9 %’luk serum
fizyolojik eklenerek homojen bir soliisyon hazirlandi. EFV soltisyonu herbir grup igin
deney Oncesinde taze olarak hazirlandi. ReseptOr antagonisti ilaglar ise uygulama
oncesinde 0,9 %’luk serum fizyolojik igerisinde ¢o6zdiiriilerek hazirlandi. Kontrol
grubunda ise hicbir ila¢ uygulanmadan sadece 0,9%’luk serum fizyolojik ve DMSO’lu
serum fizyolojik uygulandi. Boylelikle deney hayvanlarimin maruz kalacagi enjeksiyon

stresi dengelenerek tiim calisma gruplar1 agisindan deney protokolii optimize edilmis oldu.

Deneyler hergiin aynmi1 saatte baslayarak (08:00) gergeklestirildi. Bitin ilag
uygulamalari intraperitoneal (ip.) yoldan gerceklestirildi. EFV uygulamasinda 30 dk. 6nce
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reseptdr antagonisti ilaclar uygulandi. ilag enjeksiyonlarinin bitmesinde 60 dk. sonra ise

davranis deneylerine gegildi. Deney gruplarinda ila¢ uygulamalari su sekilde yapilmistir:

Kontrol grubu (Grup 1): Kontrol grubundaki hayvanlara ilk enjeksiyonda

intraperitoneal (ip.) yoldan serum fizyolojik uygulandi. 30 dk. sonra DMSO/serum
fizyolojik (1/6, v/v) icinde cozdurilerek ip. olarak uygulandi. 60 dk. sonra davranig
deneylerine gegildi.

EFV grubu (Grup 2): EFV grubundaki hayvanlara ilk enjeksiyonda yine serum

fizyolojik ip. yoldan uygulandi. 30 dk. sonra EFV (20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik
(1/6, v/v) solisyonunda cozdurulerek ip. yoldan uygulandi. 60 dk. sonra davranis

deneylerine gegildi.

EFV+ATR grubu (Grup 3): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik iginde sulandirilmis Atropin Siilfat (2 mg/kg) uygulandi. 30 dk. sonra EFV (20
mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) soliisyonunda ¢ozdiiriilerek uygulandi. 60 dk.

sonra davranig deneylerine basland.

EFV+BCL grubu (Grup 4): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik i¢inde sulandirilmis Bikukulin Metiodid (2 mg/kg) uygulandi. 30 dk. sonra EFV
(20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) solisyonunda ¢6zdiiriilerek uygulandi. 60

dk. sonra davranis deneylerine baslandu.

EFV+M10907 grubu (Grup 5): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum
fizyolojik i¢inde sulandirilmis M10907 (0,1 mg/kg) uygulandi. 30 dk. sonra EFV (20
mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) sollisyonunda ¢ozdiiriilerek uygulandi. 60 dk.

sonra davranis deneylerine basland.

EFV+SHTN grubu (Grup 6): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik i¢inde sulandirilmig Siproheptadin Hidroklorid (3 mg/kg) uygulandi. 30 dk.
sonra EFV (20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) soliisyonunda ¢ozdurulerek

uygulandi. 60 dk. sonra davranis deneylerine baslandi.
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EFV+HPDL grubu (Grup 7): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik i¢inde sulandirilmis Haloperidol (10 ug/kg) uygulandi. 30 dk. sonra EFV (20
mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) sollisyonunda ¢ozdiiriilerek uygulandi. 60 dk.

sonra davranis deneylerine baslandi.

EFV+FBZM grubu (Grup 8): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik i¢inde sulandirilmig Fenoksibenzamin Hidroklorid (2 mg/kg) uygulandi. 30 dk.
sonra EFV (20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) soliisyonunda c¢ozdurilerek

uygulandi. 60 dk. sonra davranis deneylerine baslandi.

EFV+PRPL grubu (Grup 9): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum
fizyolojik i¢inde sulandirilmis Propranolol Hidroklorid (10 mg/kg) uygulandi. 30 dk.
sonra EFV (20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) soliisyonunda c¢ozdurulerek

uygulandi. 60 dk. sonra davranis deneylerine baslandi.

EFV+AMGN grubu (Grup 10): Bu gruptaki hayvanlara ilk enjeksiyonda serum

fizyolojik i¢inde sulandirilmis Aminoguanidin Hidroklorid (100 mg/kg) uygulandi. 30 dk.
sonra EFV (20 mg/kg) DMSO/serum fizyolojik (1/6, v/v) soliisyonunda c¢ozdurulerek

uygulandi. 60 dk. sonra davranis deneylerine baslandi.
4.5. Davrams Deneyleri
45.1. Acik alan testi (Open Field, OF)

Acik alan testi (OF) farelerde hareketlilik (lokomotor aktivite), anksiyete ve kesif
davranislari i¢in kullanilan bir testtir. Calvin Hall tarafindan tasarlanan bu test, farelerin
serbestce kesfedebilecekleri kare bir kutudan olusur (335). Test, farelerin yeni, aydinlik,
acik ortamlara karsi hareket etme isteksizligine dayanmaktadir. Fareler dogal olarak
duvarlara yakin kalma egilimindedirler ve agik, merkezi alanlardan kaginirlar (336).
Kemirgenlerin bu 6zelliginden yararlanan arastirmacilar ilaglarin lokomotor aktiviteye
olan etkilerini ve anksiyojenik veya anksiyolitik etkilerini incelemek amaciyla bu testi

yaygin olarak kullanmiglardir.
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Calismamizda kullandigimiz agik alan testi siyah renkte pleksiglas malzemeden
yapilmig kare seklinde (42 cm x 42 cm x 30 ¢cm) bir test diizenegiydi. Her bir fare,
diizenegin ortasina birakilarak spontan aktivitesi 5 dakika boyunca videoya kaydedildi.
Kat edilen toplam mesafe, merkezi alanda harcanan zaman ve merkezi alana giris-¢ikis ile
ilgili veriler EthoVision XT 11 sistemi ile incelenerek degerlendirildi. Degerlendirme
sirasinda hayvanlarin toplam kat ettikleri mesafe lokomotor aktiviteyi; merkezi alanda
harcadiklar1 zaman ve merkezi alana giris-cikislari ise anksiyete durumu hakkinda bilgi

verdi.
45.2. Aydimhk/karanhk kutusu testi (Light/Dark Box, LDB)

Aydnlik/karanlik kutusu testi, farelerin isik i¢in dogustan gelen isteksizligine ve
yeni ortamlara cevap olarak kesif davraniglar1 gosterme egilimlerine dayanir (337).
Karanlik boliimdeki siire yiizdesi, aydinliga karsi algilanan isteksizlikle dogrudan ilgilidir.
Bu test ile hayvanlar, aydinlik alanlardan kacinma egilimi ile yeni bir ¢evreyi kesfetme
egilimi arasinda bir ¢eliskiye zorlanirlar. Anksiyetesi diisiik fareler ¢evreyi daha iyi

kesfetme ve daha fazla bolmeler arasi gegis yapma egilimindedirler (338).

Caligmamizda kullandigimiz aydinlik/karanlik kutusu, iki esit kompartman ve
arada gecisin saglanmasi i¢in bir kap1 (10 cm x 10 cm) olacak sekilde ikiye ayrilmis kare
seklinde (40 cm x 40 cm x 35 cm) bir test diizenegidir. Aydinlik bolmesi seffaf, karanlik
bolmesi siyah renkte pleksiglas malzemeden yapilmistir. Her bir fare, kapiy1 gérmeyecek
sekilde aydinlik bolmenin ortasina birakilarak spontan aktivitesi 5 dakika boyunca
videoya kaydedildi. Test sonunda bolmeler %70 etanol ile temizlendi. Aydinlik ve
karanlik bolmelerde harcanan zaman ve karanliktan aydinliga gecislerin sayisi ile ilgili

veriler (339) EthoVision XT 11 sistemi ile incelenerek degerlendirildi.
4.5.3. Yiikseltilmis art1 labirenti testi (Elevated Plus Maze, EPM)

Ik olarak Pellow ve arkadaslar tarafindan gelistirilen yiikseltilmis art1 labirent
(EPM) test diizenegi, farelerde anksiyete (izerine etkilerini degerlendirmek i¢in basit ve

giivenilir bir yontemdir. Labirentin yiikseltilmesi ile agik kollarda saglanan bilinmezlik,

52



acik alan tepkisi ve yiikseklik unsurlari ile birlestirilmis olur. Agik ve kapali kollarda

harcanan toplam siire, kaygi benzeri davraniglarin bir 6l¢iisii olarak yorumlanir (340).

Calismamiz sirasinda gercgeklestirilen EPM testinde labirent, art1 isareti seklinde
dikey kesisen iki a¢ik ve iki kapali koldan olusmakta ve labirent yerden yaklasik 50 cm
yuksekliktedir. Karsilikli  konumlanan kapali kollar yiikseltilmis duvarlar ile
cevrelenmistir. Kollar 5 cm genigliginde ve 25 cm uzunlugundadir. Kapali kollardaki

duvarlar ise 16 cm yiiksekligindedir. Merkez alani, kenarlar1 5 cm olan bir karedir.

Fareler, ayn1 kapali kola bakan labirentin merkez alanina yerlestirildi ve spontan
davraniglar labirentin iizerine yerlestirilmis bir video kamera sistemi ile 5 dk. boyunca
kaydedildi. Her hayvandan sonra labirent % 70 etanol ile temizlenerek testlere devam
edildi. Hayvanlarin agik kola girislerinin yiizdeleri ve agik-kapali kollarda harcanan siire
yiizdeleri hesaplandi. Anksiyetesi yliksek hayvanlar, yiikseltilmis art1 labirentin kapali
kollarinda kalma egilimindedir (338, 340).

4.5.4. Kuyruktan asma testi (Tail Suspension Test, TST)

Kuyruktan asma testi (TST), hayvanlarin hafif strese maruz birakilmasini igeren
bir model olarak yaygin bir bicimde kullanilmaktadir ve kaginilmaz veya kontrol edilemez
strese kisa siireli maruz kalma esnasinda hayvanin depresyon profilini ve ilag yanitini
givenilir bir sekilde saptamaktadir (341). Steru ve ark. tarafindan gelistirilen bu test,
hayvanin aktif olarak stresli bir uyarandan kagmaya calisacagr varsayimina
dayanmaktadir. Fareler baslangicta yukar1 dogru ¢ikmak veya kati bir yiizeye tirmanmak
icin miicadele eder. Hayvan miicadeleyi biraktiginda ve hareketsiz kaldiginda vazgectigi
kabul edilir. Daha uzun hareketsiz kalma sireleri depresyon benzeri bir durumun
ozelligidir (342). TST, FST ile ortak bir teorik temeli ve davranig Olglitiinii paylasir.
FST’ye gore en dnemli avantaj1 yiizme testindeki performansi etkileyebilecek hipotermi

veya motor fonksiyon bozuklugu problemlerine sahip olmamasidir (343).

Calismamizda, fareler havada sarkacak ve asagi bakacak sekilde yapiskan bantlar

ile kuyruklarindan asilarak kuyruk siispansiyonuna tabi tutuldu. Kuyruklarindan asilan
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fare ile zemin arasinda yaklasik 30 cm mesafe vardi. Deneyler, sadece diizenegin
aydinlatildigt bir ortamda gergeklestirildi. Test sirasinda farelerin 6 dk. boyunca spontan
hareketleri izlenerek video sistemi ile kaydedildi. 6 dakikalik siirenin son 4 dakikasindaki
davraniglar EthoVision XT 11 sistemi ile incelenerek degerlendirildi. Degerlendirme
sirasinda hayvanlarin hareketli (mobil) ve hareketsiz (immobil) kaldiklar1 siire depresyon

durumu hakkinda bilgi verdi.
4.5.5. Zorunlu ylzme testi (Forced Swimming Test, FST)

Zorunlu yiizme testi (FST), deneysel farmakolojik ¢alismalarda mevcut ve yeni
molekiillerin antidepresan potansiyelini arastirmak icin en yaygin kullanilan hayvan
modelidir (344). Porsolt ve ark. tarafindan gelistirilen bu test, hayvanin iginden
¢ikamadigi su dolu bir silindirde hareketsiz bir durus gelistirdigi gézlemine
dayanmaktadir (345). Baslangigta hayvan kagmaya ¢alisir. Kurtulamayacagini
anladiginda, su seviyesinin iizerinde kalmasi i¢in gerekli pasif bir davranis olan
hareketsizlik durusunu benimser. Bu testte, depresyon seviyeleri diisiik olan hayvanlar

daha uzun siireli kacis yonelimli davranislar sergilerler.

Calisgmamizda kullandigimiz FST diizenegi 25 cm ylikseklikte 10 cm ¢apinda
silindir bir su tankidir. Calismaya baslamadan 6nce, diizenege hayvanlarin kuyruk ve
ayaklarinin zemine temas edemeyecegi miktarda su (25 °C) dolduruldu. Daha sonra her
bir hayvan kafas1 suya batmayacak sekilde tankin i¢ine birakildi. Hayvanin spontan
davraniglart 6 dk boyunca izlenerek videoya kaydedildi. 6 dakikalik siirenin son 4
dakikasindaki davranislar EthoVision XT 11 sistemi ile incelenerek degerlendirildi.
Degerlendirme sirasinda hayvanlarin hareketli (mobil) ve hareketsiz (immobil) kaldiklar

siire depresyon durumu hakkinda bilgi verdi.
4.6. Cerrahi Islemler ve Biyolojik Materyallerin Cikarilmasi

Her bir gruptaki tiim hayvanlar davranis deneylerinin hemen ardindan anestezi
altinda servikal dekapitasyon yontemiyle Otenazi edildi. Daha sonra, farelerin beyin

dokular1 kafatasindan dikkatlice ¢ikarildi. Farelerin pFK dokulari (n=7) soguk plaka
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uzerinde disekte edildi. pFK, biyokimyasal ve molekiler analizler i¢in -80 °C'de muhafaza
edildi.

4.7.  Gen Ekspresyon Duzeylerinin Belirlenmesi
4.7.1. Total RNA izolasyonu

Beyin pFK dokularindan RNA izolasyonu, RiboZol™ RNA Extraction Reagent
(VWR-Amresco) soliisyonu kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokole gore yapildi.
Calisma steril bir ortamda gerceklestirildi ve ¢alismaya baglanmadan Once bazi 6n
hazirliklar yapildi. Her bir gruptan 4 hayvanin frontal korteks dokularinda total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Total RNA izolasyonu su sekilde gerceklestirildi:

1. Homojenizasyonda kullanilacak olan bilyeli tiipler (Beadbug)
numaralandirilarak her bir tiipe 1 ml trizol soliisyonu eklendi.

2. -80°C’de kryotiiplerde muhafaza edilen pFK dokularindan yaklagik 50 mg
doku 6rnegi alinarak trizol sollisyonu igeren tiiplere aktarildi.

3. Trizol sollsyonunda yuzdirilen dokular homojenizasyon cihazina
(BeadBug-D1030-E) yerlestirilerek bilyelerin hareketi sayesinde dokularin trizolde
homojen dagilimi saglandi (Resim 1A) ve homojenizasyon tuplerinde pargalanan dokular
ependorf tiiplerine aktarildi.

4. Uzerine 200 ul kloroform eklenerek 5 dk. vortekslendi.

5. 3 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra +4°C sogutmali santiftiijde
12000 x g hizinda 15 dk. santifriij edildi.

6. Santifriijiin ardindan, 6rnek 3 faza ayrildi: altta fenol-kloroform fazi
(kirmizi1), ortada DNA ve proteinlerin oldugu ince bir tabaka (beyaz) ve en listte RNA nin

bulundugu renksiz berrak sulu bir faz (Resim 1B).
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Resim 1: (A) Dokularin trizol sollisyonunda homojenizasyonu ve (B) total RNA’nin elde edilmesi.

7. Tipleri sarsmadan Ustte kalan sulu fazdan DNA ve proteinlerin oldugu orta
katmana miidahale etmeyecek bir sekilde 450 ul supernatant alarak RNase free tuplere
aktarild.

8. Aldigimiz siipernatantin iizerine 0,5 ml isopropanol ekleyerek tipleri 20-25 kez
terz yiiz edip RNA’ya zarar vermeden homojen dagilim saglandi.

9. 10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra +4°C sogutmali santifriijde 12000
X g hizinda 10 dk. santifriij edildi.

10. Santifriij sonrasinda RNA dibe ¢okerek gozle gorulebilir beyaz bir pelet halinde
topaklandi. Ustteki supernatant dokiildii ve elde ettigimiz RNA’nin alkolden
uzaklastirilmasi igin yikamalara gegildi.

11. Pelet tzerine 1 mL etanol (%75, -20°C) eklenerek vortekslendikten sonra 7500 x
g hizinda 5 dk. santifriij (+4°C) edildi. Supernatant bosaltilarak ayni igslem 2 kez tekrar
edildi (x2).

12. Daha sonra pelet tzerine 1 mL etanol (%95, -20°C) eklenerek vortekslendikten
sonra 7500 x g hizinda 5 dk. santifriij (+4°C) edildi.

13. Siipernatant dokiildiikten sonra elde ettigimiz RNA’lar1 etanolden uzaklastirmak
icin tupler kurutuldu.

14. Son olarak pelet Uzerine 80 ul RNase free su eklenerek RNA miktar élglimlerine
gecildi.

15. Elde edilen RNAlar nanodrop cihazi (Thermo-2000C) ile kantitatif 6l¢uldi. Olgtim

yaparken Ozellikle RNA safligini1 gosteren A260/A280 ve A260/A230 oranlarina dikkat
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edildi. A260/A280 igin 2+0,1 ve A260/A230 igin 2+0,3 araligindaki degerler c-DNA igin
kabul edilebilir degerler olarak belirlendi.

4.7.2. Primerlerin hazirlanisi

Primerler, NCBI gen veritabanina gore tasarlandi. Primerler, dnceki ekzonun
sonuna ve bir sonrakinin baglangicina baglanan en az bir intronik sekans icerecek sekilde
tasarlanmistir. Bdoylece, primerlerin potansiyel olarak kontamine edici, DNA'da
bulunabilen intronik dizilere baglanma olasilig1 azaltildi. Segilen ileri (forward) ve geri
(reverse) primerler tablolarda listelenmistir (Tablo 4, Tablo 5). Primerler BM Laboratuvar
Sistemleri (Ankara, Tirkiye) tarafindan sentezlendi. Liyofilize haldeki fare
primerlerinden 100 pMol/ul konsantrasyonunda bir ana stok elde etmek i¢in ilave edilmesi
gereken nukleaz icermeyen dH20 miktari, tiretici tarafindan saglanan bilgi formundaki
miktara gore belirlenip eklendi. Daha sonra her bir genin ileri ve geri primerlerinden 20

pl alinip bagka bir tiipte karistirilarak PZR asamasina kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 4: Fare housekeeping (referans) genler

Gen Primer Tard Primer Sekans Dizilimi
GAPDH forward TCCATGACAACTTTGGCATTG
reverse CAGTCTTCTGGGTGGCAGTGA
. forward CCATCATGAAGTGTGACGTGG
p-aktin reverse GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG

Tablo 5: Fare hedef genleri
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Gen Primer Tlri Primer Sekans Dizilimi
BDNF forward TCATACTTCGGTTGCATGAAGG
reverse ACACCTGGGTAGGCCAAGTT
TEAM forward TGGAGGGAGCTACCAGAAGCAG
reverse GCCTCCTTCTCCATACCCATCAGC
PGC-1 forward AGACAAATGTGCTTCCAAAAAGAA
GC-la reverse GAAGAGATAAAGTTGTTGGTTTGGC
UCP-2 forward AATGTTGCCCGTAATGCC
reverse CCCAAGCGGAGAAAGGAA
IL-1 forward ACCTGTCCTGTGTAATGAAAGACG
-1B reverse TGGGTATTGCTTGGGATCCA
IL-6 forward GAGAAAAGAGTTGTGCAATGGC
reverse CCAGTTTGGTAGCATCCATCAT
VEGE-A forward GAGACCCTGGTGGACATC
reverse TTTCTTTGGTCTGCATTC
TNE-o. forward TGAACTTCGGGGTGATCG
reverse TCCAGCTGCTCCTCCACT

4.7.3. DNA digesyon

DNA digesyon asamasinda genomik DNA kalintilarin1 parcalamak i¢in DNase I
(Thermo Fisher, ABD) enzimi kullanildi. DNase I enzimi, tek ve ¢ift sarmalli DNA'y1
parcalayan bir endoniikleazdir. Nanodrop’ta konsantrasyonlar1 6l¢iilen RNA’lar1 1 pg
konsantrasyonunda olacak hacimde alinarak DNA digesyon igin hazirlanan hizli
reaksiyon tiiplerine kondu. Uretici firmanin protokoliine gére 1ug total RNA {izerine 1 pl
DNase Reaksiyon Tamponu (10x, MgCl: igeren) ve 1 pl DNase enzim (RNase-free)
konuldu. Daha sonra ttpler hacim 10 pl olacak sekilde ultra saf su ile tamamlandi. Tipler
sirastyla santrifiij, vorteks, santrifiij edildi. Daha sonra 37°C’de 30 dakika qPZR’da
(Eppendorf, ABD) bekletildi. DNase enzimini durdurmak i¢in 1 pl 50 mM’lik EDTA
eklenerek 65°C’de 10 dk. bekletildi. Daha sonra cDNA (komplementer DNA) yapimina
gecildi.

4.7.4. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (Thermo

Fisher, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. cDNA sentezi, iiretici tarafindan saglanan

protokole gore yapildi. cDNA sentezi reaksiyonunda kullanilan reaktif hacimleri tabloda

gosterilmektedir (Tablo 6). Her bir 6rnek icin; 1 png/10 pl total RNA tzerine 1 pl random
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hexamer ve 1 pul oligo(dT) eklendi. Daha sonra 5x reaksiyon tamponundan 4 pl, RiboLock
RNase inhibitoriinden 1 pl, RevertAid reverz transkriptaz enziminden 1 pl, 10 uM dNTP
mix’ten 2 pl eklendi. Reaktiflerin eklendigi hizli reaksiyon tiipleri santiftiij, vorteks ve
tekrar santifriijlendi. PZR’da 25°C (5 dk.)/42°C (60 dk.)/70°C (5 dk.) inklbe edilerek
cDNA sentezi gerceklestirildi.

Tablo 6: cDNA sentezi i¢in gerekli reaktifler ve bunlara karsilik gelen hacimleri

Reaktif Ornek Basma Hacim
Template RNA 10 pl
Oligo(dT)18 Primer, 100 uM 1l

Random Hexamer Primer, 100 uM 1l

5x Reaksiyon Tamponu 4l
RiboLock RNase Inhibitorii (20 U/pl) 1l

10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid Reverz Transkriptaz Enzimi (200 1l

U/ul)

Toplam hacim 20 pnl

4.7.5. Kantitatif Gercek Zamanh (Real-time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-
PZR)

Kantitatif gergek zamanli (Real-time) polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) icin
cift iplikci DNA’ya baglanabilen SsoAdvanced SYBR Green Supermix (BioRad, ABD)
SybrGreen florosan boya kullanildi ve reaksiyonlar {ireticinin talimatina gore
gerceklestirildi. Reaksiyonlar PZR hizli reaksiyon tiiplerinde gerceklestirildi. Her bir

ornek icin PZR tlpune konulan reaktifler ve hacimleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: qRT-PZR deneyleri i¢in reaktifler ve karsilik gelen hacimleri.

Reaktif Hacim
Template cDNA 1l
SybrGreen 5ul
Primer (ileri+geri) 0,2 ul
dH20 3,8ul
Toplam Hacim 10 pnl

Reaksiyonlarin her bir gen i¢in spesifik oldugundan emin olmak adina erime

egrileri (melting curve) elde edildi ve her reaksiyon i¢in analiz edildi. Tiim reaksiyonlar
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ikili (duplikate) olarak gerceklestirildi. Ayni zamanda, sonuglar1 degistirebilecek
primerlerin amplifikasyonunun veya primer-dimer olusumunun olmadigindan emin
olmak igin referans genlerden iki kontrol gen (GAPDH ve B-aktin) kullanilmistir. Fare
pFK dokularinda BDNF (brain derived neurotrophic factor), VEGF-A (vascular
endothelial growth factor A), PGC-1a. (peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1-alpha), TFAM (mitochondrial transcription factor A), UCP-2
(mitochondrial uncoupling protein 2), IL-1p (interleukin 1 beta), IL-6 (interleukin 6),
TNF-a (tumor necrosis factor alpha) genlerinin rolatif mRNA ekspresyonlari Step One
Plus RT-PCR System Technology (Applied Biosystem, ABD) cihazi ile 6l¢tilmiistiir.
Optimizasyonu saglanmis qRT-PZR reaksiyon kosullar1 sekil 4’de verilmistir. qRT-PZR

mRNA ekspresyon degerlerinin normalizasyonunda 224 metodu kullanilmustir (346).

98°C . 95°C

Denaturasyon asamasi Siklus asamas: (40 siklus) Erime egrisi

Sekil 4: gRT-PZR deneyleri i¢in reaksiyon kosullari

4.8. Biyokimyasal Incelemeler
4.8.1. Malondialdehit Duzeyleri Tayini

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslestirilmemis elektrona sahip olan
bilesikler veya atomlardir. Serbest radikaller proteinler, niikleik asitler ve lipitler gibi bazi
viicut makromolekillerini okside eder. Proteinlerin, nukleik asitlerin ve lipitlerin serbest
radikal oksidasyonu her biri karbonil bilesikleri, malondialdehit (MDA) ve

deoksiguanozin P dretir (347). Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
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dizeyleri, daha 6nce Coladove arkadaslar tarafindan gelistirdikleri tiyobarbitiirik asit
(TBA) analiz yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir (348). Bu
yontemle, lipid peroksidasyonun son drind olan MDA, bir dokudaki genel

peroksidasyonun giivenilir bir degerlendirmesini saglar.

Farelerin beyinlerinde dissekte edilen pFK dokularinin agirliklari hassas terazi
(Sartorius BP 1215) vasitasiyla tartildi. Dokular, 0,5 ml %10 ve 4,5 ml % 5 (agirlik/hacim,
a/h) trikloroasetik asit (TCA) soliisyonuna daldirilarak homojenizasyon (Fisher Scientific
Model FB50) asamasina ge¢ildi. Doku homojenatlar1 4500 rpm’de 15 dk. santrifuj edildi
(Thermo MicroCL 17R). Elde edilen siipernatantlar ayri tiiplere aktarildi ve her bir tiipe 1
ml % 0,67 TBA (a/h) eklendi. 100°C’de 10 dk. kaynatilan ¢ozelti oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Numunelerin her birinde olusan MDA miktari, karigimin absorbans
degerleri spektrofotometre (UV-1205 Shimadzu) cihazi ile 532 nm’de Olgllerek
olusturuldu. Ortaya ¢ikan veriler, seyreltme faktorleri hesaba katilip, molar ekstinksiyon

katsayisi ile nmol/gram doku seklinde hesaplanarak degerlendirildi (349).
4.9. Istatistiksel Analiz

Caligmamizda elde edilen veriler SPSS programi kullanilarak gerceklestirildi.
Gruplarin karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans (one-way ANOVA) analizi kullanildi.
Gruplar aras1 anlaml farklilik halinde, post hoc Tukey testi ile bu farkliligin hangi gruplar
arasinda oldugu belirlendi. Grup ortalamalar1 Ortalama+Standart Hata (Standart Error of
Mean, SEM) olarak gosterildi. P degerinin 0,05’ten diisiik oldugu durumlarda gruplar
aras1 farklilik anlamli olarak kabul edildi. Belirlenen farkliliklar tablo ve grafikler

tizerinde farkli harflerle gosterildi.
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S. BULGULAR

5.1. Davrams Deneyleri
5.1.1. Acik alan testi (OF) bulgulari

Ila¢ uygulamalarindan 1 saat sonra gergeklestirilen acik alan testinde gruplarin
toplam katettikleri mesafe, merkezde gegirilen siire ve merkeze giris siireleri standart
hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10, Sekil 5, Sekil 6, Sekil
7).

Tablo 8: Agik alan testi sonuglari, toplam katedilen mesafe

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari Katedilen Mesafe (cm)
(ortlamaxSEM)
Kontrol 886,18+35,22
EFV 1100,5+74,22
EFV+ATR 1263,8+121,40
EFV+BCL 975,47+£48,71
EFV+M100907 939,56+112,27
EFV+SHTN 918,73+£151,37
EFV+HPDL 1160+113,37
EFV+FBZM 944,07+127,68
EFV+PRPL 997,1+93,65
EFV+AMGN 1005,5+140,32

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-y6nlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi.

62



Acik AlanTesti

1600

1400

1200

1000
800
600
400
200

0

& A N
45’& &"‘& (“ﬁs}’ '\. > q"" QSQ @ qﬁ‘\' \\S-"
< < S & &

&

Toplam Kat dilen Mesafe (cm)

Sekil 5: Ag¢ik Alan Testi bulgulari, tiim gruplarin toplam katedilen mesafelerinin istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi. p<0,05 EFV ve Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda. Hesaplamalarda tek-ydnli varyans
analizi (ANOVA); takiben post hocTukey testi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, toplam katedilen mesafede bitun
gruplarinda yiikselme oldugu goriilmiistiir. Fakat gruplar arasinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,05). Ayni sekilde EFV grubu ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(p<0,05, Sekil 5).

Tablo 9: Agik alan testi sonuglar1, merkezde gegirilen siire

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari Merkezde Gegirilen Siire (sn)
(ortlama+SEM)

Kontrol 103,99+4,90
EFV 58,24+9,73?
EFV+ATR 67,62+11,13
EFV+BCL 64,97+8,48

EFV+M100907 69,42+10,98
EFV+SHTN 56,01+11,042
EFV+HPDL 87,86+8,64

EFV+FBZM 61,12+12,34
EFV+PRPL 70,84+7,62

EFV+AMGN 104,44+4,91°
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3p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ®p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii
varyansanalizi (ANOV A) kullanild:.
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Sekil 6: Acik alan testi bulgulari, tim gruplarda merkezde gecirilen siirelerinin istatistiksel olarak
karsilastiriimasi. p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ®p<0,05 EFV grubu ile karsilagtirildiginda.
Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOV A); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, merkezde gegirilen siirelerde EFV,
EFV+ATR, EFV+BCL, EFV+M100907, EFV+SHTN, EFV+HPDL, EFV+FBZM ve
EFV+PRPL gruplarinda diistis oldugu; EFV+AMGN grubunda ise artis oldugu
goriilmiistiir. Merkezde gecirilen silire bakimimdan Kontrol grubuna kiyasla diisiis
gozlenen gruplar arasinda sadece EFV ve EFV+SHTN grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir diistis saptanmistir (p<0,05). EFV grubu ile karsilastirildiginda, EFV+AMGN
grubunda merkezde gegirilen siirelerin EFV grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu
saptanmistir. Diger gruplarda ise EFV grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (p<0,05, Sekil 6).
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Tablo 10: Agik alan testi sonuglari, merkeze giris siireleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL.: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplan Merkeze Giris Siireleri (sn)
(ortlamaxSEM)
Kontrol 80,85+12,95
EFV 41,10+9,52
EFV+ATR 57,62+10,51
EFV+BCL 44,97+7,98
EFV+M100907 112,28+30,25
EFV+SHTN 41,73+9,70
EFV+HPDL 87,86+8,64
EFV+FBZM 49,69+10,76
EFV+PRPL 70,84+7,62
EFV+AMGN 103,01+5,83

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-y6nlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi.
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Sekil 7: Acgik alan testi bulgulari, tim gruplarda merkeze giris siirelerinin istatistiksel olarak
karsilagtirilmasi. p<0,05 EFV ve Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli varyans
analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubu karsilagtirildiginda, merkeze giris siireleri bakimindan EFV,

EFV+ATR, EFV+M100907, EFV+HPDL, EFV+PRPL ve EFV+AMGN gruplarinda
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artis; EFV+BCL, EFV+SHTN ve EFV+FBZM gruplarinda diisiis gozlenmistir. Fakat
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (p<0,05, Sekil 7).

5.1.2. Yiikseltilmis arti labirenti testi (EPM) bulgulari

Agik alan testinin ardindan gergeklestirilen yiikseltilmis art1 labirenti testinde
gruplarin agik kollara giris ve agik kollarda gecirilen siire yiizdelerinin ortalamalari

standart hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 11, Sekil 8, Sekil 9).

Tablo 11: Yiikseltilmis art1 labirenti sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFVV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari Acik Kollara Giris (%) Acik Kollarda Gegirilen
(ortlamaxSEM) Sure (%)
(ortlamaxSEM)
Kontrol 56,59+6,67 23,48+3,66
EFV 47,59+8,26 17,96+2,78
EFV+ATR 37,59+12,80 15,45+4,46
EFV+BCL 55,61+9,57 24,69+5,91
EFV+M100907 47,64+5,99 18,38+1,42
EFV+SHTN 36,47+13,70 20,52+8,39
EFV+HPDL 67,49+15,40 20,4146,71
EFV+FBZM 41,77+12,50 15,28+5,94
EFV+PRPL 29,80+6,09 14,36+2,61
EFV+AMGN 34,50+7,57 15,46+4,05

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 8: Yiikseltilmis art1 labirent testi bulgulari, tim gruplarda acik alana giris siirelerinin istatistiksel
olarak karsilagtirilmasi. p<0,05 EFV ve Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii
varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, acik kollara giris yiizdelerinin
ortalamalarinda EFV+HPDL grubu digindaki biitiin gruplarda diisiis oldugu gozlenmistir.
Gruplar arasinda kontrol ve EFV gruplarina kiyasla anlamli bir fark saptanmamistir

(p<0,05, Sekil 8).
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Sekil 9: Yiikseltilmis art1 labirent testi bulgulari, tiim gruplarda agik kollarda gegirilen siirelerin istatistiksel
olarak karsilagtirilmasi. p<0,05 EFV ve Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli
varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, acik kollarda gegirilen siire yiizdelerinin
ortalamalar1 bakimindan EFV+BCL grubu disindaki biitiin gruplarda diisiis oldugu
g6zlenmistir. Fakat gruplar arasinda Kontrol ve EFV gruplarina kiyasla anlamli bir fark
goriilmemistir (p<0,05, Sekil 9).

5.1.3. Aydinhk/karanhk kutusu testi (LDB) bulgulari

Yiikseltilmis art1 labirent testinin ardindan gerceklestirilen aydinlik/karanlik
kutusu testinde gruplarin aydinlik alanda gegirdikleri siireler standart hatalar1 (SEM) ile
birlikte gosterilmistir (Tablo 12, Sekil 10).
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Tablo 12: Aydinlik/karanlik kutusu testi sonuglarinin gruplar arasi karsilagtirilmasi

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplarn

Aydinhik Alanda Gegirilen Siire (sn)

(ortlamazSEM)
Kontrol 174,5545,05
EFV 129,549,232
EFV+ATR 173,54+4,32b
EFV+BCL 145,12+8,23
EFV+M100907 130,83+11,682
EFV+SHTN 128,02+12,012
EFV+HPDL 151,145,96
EFV+FBZM 135,98+8,47
EFV+PRPL 150,68+12,41
EFV+AMGN 180,69+9,78°

2 p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. °p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli
varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 10: Aydinlik/karanlik kutusu testi bulgulari, tiim gruplarda aydinlik alanda gecirilen siirelerin

istatistiksel olarak karsilagtiriimasi.

8 p<0,05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.

b p<0,05 EFV grubu ile

karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi

kullanildi.
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, aydinlik alanda gecirilen siire bakimindan
EFV, EFV+M100907 ve EFV+SHTN grubunda istatistiksel olarak anlamli bir disiis
oldugu; diger gruplarda ise Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
gorulmemistir (p<0,05). EFV grubu ile karsilastirildiginda, EFV+ATR ve EFV+AMGN
gruplarinda aydinlik alanda gegirilen siire bakimindan EFV grubuna gore anlamhi diizeyde
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Diger gruplarda ise EFV grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmemistir (p<0,05, Sekil 10).

5.1.4. Kuyruktan asma testi (TST) bulgulan

Aydinlik/karanlik kutusu testinin ardindan gergeklestirilen kuyruktan asma
testinde gruplarin hareketsiz gecirdikleri siire ortalamalar1 standart hatalar1 (SEM) ile

birlikte gosterilmistir (Tablo 13, Sekil 11).

Tablo 13: Kuyruktan asma testi sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari Hareketsiz Zaman (sn)
(ortlamazSEM)
Kontrol 179,62+8,88
EFV 195,19+8,01
EFV+ATR 150,03+12,492
EFV+BCL 190,62+10,25
EFV+M100907 194,31+9,28
EFV+SHTN 210,87+4,38
EFV+HPDL 168,57+8,86
EFV+FBZM 202,27+4,26
EFV+PRPL 204,75+5,43
EFV+AMGN 155,937,602

2p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 11: Kuyruktan asma testi bulgulari, tiim gruplarin hareketsiz gegirdikleri siire ortalamalarinin
istatistiksel olarak karsilagtirilmasi.  p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii
varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi kullanildi.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, hareketsiz gecirdikleri siire ortalamalarinda
EFV, EFV+BCL, EFV+M100907, EFV+SHTN, EFV+FBZM ve EFV+PRPL gruplarinda
artis oldugu; EFV+ATR, EFV+HDL ve EFV+AMGN gruplarinda ise diisiis oldugu
goriilmiistiir. Fakat gruplar arasinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
goriilmemistir (p<0,05). EFV grubu ile karsilastirildiginda, EFV+ATR ve EFV+AMGN
gruplarinin hareketsiz gecirdikleri siire ortalamalari bakimindan EFV grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugu saptanmustir. Diger gruplarda ise EFV grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (p<0,05, Sekil 11).
5.1.5. Zorunlu yltzme testi (FST) bulgular:

Kuyruktan asma testinin ardindan gergeklestirilen zorunlu yilizme testinde
gruplarin hareketsiz gegirdikleri siire ortalamalar1 standart hatalar1 (SEM) ile birlikte
gosterilmistir (Tablo 14, Sekil 12).
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Tablo 14: Zorunlu yiizme testi sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasi

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari Hareketsiz Zaman (sn)
(ortlamaxSEM)
Kontrol 132,68+3,49
EFV 176,926,412
EFV+ATR 157,29+11,15
EFV+BCL 168,34+5,72
EFV+M100907 142,58+8,84
EFV+SHTN 166,37+6,83
EFV+HPDL 144,47+4,04
EFV+FBZM 149,81+15,20
EFV+PRPL 166,84+10,99
EFV+AMGN 135,59+7,10°

2 p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. °p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli

varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
4@“ q@

Sekil 12: Zorunlu ylizme testi bulgulari, tim gruplarin hareketsiz gegirdikleri siire ortalamalarinin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi. 2 p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ® p<0,05 EFV grubu ile
karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonli varyans analizi (ANOVA); takiben post hoc Tukey testi
kullanild.
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Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, hareketsiz gegirdikleri siire ortalamalarinda
bitiin gruplarda artis oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuna gére EFV grubundaki artigin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Diger gruplarda ise anlamli bir fark
goriilmemistir (p<0,05). EFV grubu ile karsilastirildiginda, EFV+AMGN grubunun

hareketsiz gegirdikleri siire ortalamalar1 bakimindan EFV grubuna gore istatistiksel olarak
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anlamli bir diisiis oldugu saptanmustir. Diger gruplarda ise EFV grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p<0,05, Sekil 12).

5.2. Real-Time PZR Analizleri

Fare PFK dokularinda BDNF, VEGF-A, PGC-1a, TFAM, UCP-2, IL-18, IL-6
ve TNF-a gen ekspresyon diizeyleri Real-time PZR yontemi kullanilarak EFV’in néronal
fonksiyonlar, néron mitokondriyal biyogenezis ve proinflamatuar siirecler tizerine etkileri

incelenmistir.
5.2.1. pFK dokularinda BDNF mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptdr blokdrlerinin néronal fonksiyonlar {izerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla pFK dokularinda BDNF geninin mRNA ekspresyonlari belirlendi. BDNF gen
ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo
15, Sekil 13).

Tablo 15: Tim gruplarda BDNF gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari BDNF
(ortlamaxSEM)
Kontrol 1,10 £0,10
EFV 0,67 £0,042
EFV+ATR 0,70+0,03%
EFV+BCL 0,54 +0,03?
EFV+M100907 0,98+0,10°
EFV+SHTN 0,51+0,042
EFV+HPDL 0,67+0,032
EFV+FBZM 0,54 +0,03?
EFV+PRPL 0,53 +0,05%
EFV+AMGN 0,53 +0,042

3p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ® p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii
varyansanalizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 13: BDNF rolatif mRNA Kkat artis1 grafigi.  p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ® p<0,05
EFV grubu ile karsilastirildiginda. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-yodnli varyans analizi (ANOVA)
ile test edilmistir. Gruplarin ¢oklu karsilagtirilmasinda post hoc Tukey kullanilmastir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BDNF rolatif mRNA kat artis1 bakimindan
EFV, EFV+ATR, EFV+BCL, EFV+SHTN, EFV+HPDL, EFV+FBZM, EFV+PRPL ve
EFV+AMGN gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diislis oldugu; EFV+M100907
grubundaki diigiislin ise istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir (p<0,05). EFV
grubu ile karsilagtirildiginda EFV+M100907 grubunun BDNF rolatif mRNA kat artisi
bakimindan EFV grubuna gore anlamli bir artis oldugu saptanmistir. Diger gruplarda ise

EFV grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gériillmemistir (p<0,05, Sekil 13).
5.2.2. pFK dokularinda VEGF-A mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptdr blokoérlerinin norogenezis ve ndronal fonksiyonlar uzerine
etkisinin arastirtlmas1 amactyla pFK dokularinda VEGF-A geninin mRNA ekspresyonlari
belirlendi. VEGF-A gen ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalart (SEM) ile
birlikte gosterilmistir (Tablo 16, Sekil 14).
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Tablo 16: Tum gruplarda VEGF-A gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL.: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplarn VEGF-A
(ortlama+SEM)
Kontrol 1,06 +£ 0,09
EFV 0,93 £ 0,04
EFV+ATR 1,03+ 0,09
EFV+BCL 0,90 + 0,08
EFV+M100907 1,05+0,08
EFV+SHTN 0,96 +0,11
EFV+HPDL 1,10 £ 0,08
EFV+FBZM 0,97 + 0,069
EFV+PRPL 0,91 + 0,07
EFV+AMGN 0,86 + 0,06

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi.
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Sekil 14: VEGF-A rolatif mRNA kat artis1 grafigi. p<0,05 Kontrol ve EFV grubu ile karsilastirildiginda.
Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonli varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarin goklu
karsilastiritlmasinda post hoc Tukey kullanilmastir.

Kontrol grubu ve EFV ile karsilastirildiginda, VEGF-A rolatif mRNA kat artisi
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (p<0,05,
Sekil 14).
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5.2.3. pFK dokularinda PGC-1a mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptdr blokdrlerinin ndron mitokondriyal biyogenezis tzerine etkisinin
aragtirtlmas1 amaciyla pFK dokularinda PGC-la geninin mRNA ekspresyonlari
belirlendi. PGC-1a gen ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalar1 (SEM) ile birlikte
gosterilmistir (Tablo 17, Sekil 15).

Tablo 17: Tim gruplarda PGC-1a gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFVV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplar PGC-1a
(ortlama+SEM)
Kontrol 1,04+0,08
EFV 1,07+0,05
EFV+ATR 1,19+0,08
EFV+BCL 1,09+0,70
EFV+M100907 1,03+0,04
EFV+SHTN 1,05+0,07
EFV+HPDL 1,11+0,08
EFV+FBZM 1,05+0,08
EFV+PRPL 1,06+0,09
EFV+AMGN 1,06+0,07
p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-y6nlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 15: PGC-1a rolatif mRNA kat artis1 grafigi. p<0,05 Kontrol ve EFV grubu ile karsilastirildiginda.
Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonlu varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarm g¢oklu
karsilastirilmasinda post hoc Tukey kullamilmustir.

Kontrol grubu ve EFV ile karsilastirildiginda, PGC-1a rolatif mRNA kat artist
bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p<0,05,
Sekil 15).

5.2.4. pFK dokularinda TFAM mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptor blokorlerinin néron mitokondriyal biyogenezis ve fonksiyonlari
lizerine etkisinin arastirllmast amaciyla pFK dokularinda TFAM geninin mRNA
ekspresyonlari belirlendi. TFAM gen ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalari
(SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 18, Sekil 16).

Tablo 18: Tiim gruplarda TFAM gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari TFAM
(ortlama+SEM)
Kontrol 1,03+0,11
EFV 0,74+0,042
EFV+ATR 0,660,042
EFV+BCL 0,71+0,032
EFV+M100907 0,72+0,052
EFV+SHTN 0,650,042
EFV+HPDL 0,64+0,03%
EFV+FBZM 0,64+0,042
EFV+PRPL 0,60+0,05%
EFV+AMGN 0,60+0,052

8p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 16: TFAM rolatif mRNA kat artis1 grafigi. @ p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Gruplar
arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonli varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarin goklu
karsilastirilmasinda post hoc Tukey kullamilmustir.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, TFAM rolatif mRNA kat artis1 bakimindan
bitun gruplarda istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugu gorilmiistiir (p<0,05). EFV
grubu ile karsilastirildiginda ise diger gruplardaki TFAM rolatif mRNA kat artis
degisikliklerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir (p<0,05, Sekil 16).

5.2.5. pFK dokularinda UCP-2 mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptor blokdrlerinin ndronal fonksiyonlar iizerine etkisinin aragtirilmasi
amaciyla pFK dokularinda UCP-2 geninin mRNA ekspresyonlar1 belirlendi. UCP-2 gen
ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalarit (SEM) ile birlikte gdsterilmistir (Tablo
19, Sekil 17).
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Tablo 19: Tim gruplarda UCP-2 gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL.: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplarn UCP-2
(ortlama+SEM)
Kontrol 1,08+0,13
EFV 1,20+0,10
EFV+ATR 0,80+0,12
EFV+BCL 1,08+0,11
EFV+M100907 0,74+0,13
EFV+SHTN 1,08+0,16
EFV+HPDL 0,75%0,15
EFV+FBZM 1,07+0,14
EFV+PRPL 0,72+0,08
EFV+AMGN 0,80+0,13

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOV A) kullanild.
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Sekil 17: UCP-2 rolatif mRNA kat artis1 grafigi. p<0,05 Kontrol ve EFV grubu ile karsilastirildiginda.
Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonlu varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarm ¢oklu
karsilastiritlmasinda post hoc Tukey kullanilmastir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, UCP-2 rolatif mRNA kat artis1 bakimindan
EFV+ATR, EFV+M100907, EFV+HPDL, EFV+PRPL ve EFV+AMGN gruplarinda
diisiis oldugu; EFV grubunda ise artis oldugu goriilmiistiir. Fakat bu degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir (p<0,05). EFV grubu ile
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karsilastirildiginda ise diger gruplardaki UCP-2 rolatif mRNA kat artis1 degisikliklerinin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p<0,05, Sekil 17).

5.2.6. pFK dokularinda IL-1 mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptor blokorlerinin proinflamatuar etkilerinin aragtirilmasi amactyla
pFK dokularinda IL-1f3 geninin mRNA ekspresyonlari belirlendi. IL-13 gen ekspresyonu
ortalama degerleri standart hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 20, Sekil 18).

Tablo 20: Tiim gruplarda IL-1B gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplan IL-1B
(ortlamazSEM)
Kontrol 0,89+0,06
EFV 1,2840,102
EFV+ATR 1,00+0,11
EFV+BCL 1,12+0,17
EFV+M100907 1,12+0,15
EFV+SHTN 0,79+0,10°
EFV+HPDL 1,00+0,13
EFV+FBZM 0,87+0,11
EFV+PRPL 0,82+0,08
EFV+AMGN 0,56+0,05°

3p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ® p<0,05 EFV grubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii
varyansanalizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 18: IL-1B rolatif mRNA kat artis1 grafigi. 2 p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ® p<0,05
EFV grubu ile karsilagtirildiginda. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonli varyans analizi (ANOVA)
ile test edilmistir. Gruplarin ¢oklu karsilagtirilmasinda post hoc Tukey kullanilmustir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, IL-1p rolatif mRNA kat artis1 bakimidan
EFV, EFV+ATR, EFV+BCL, EFV+M100907 ve EFV+HPDL gruplarinda artis oldugu
goriilmiistiir. Bu gruplardan sadece EFV grubundaki artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmistir (p<0,05). EFV grubu ile Kkarsilastirildiginda EFV+SHTN ve
EFV+AMGN gruplarimin IL-1p rolatif mRNA kat artig1 bakimindan EFV grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir diisis oldugu saptanmustir. Diger gruplarda ise EFV

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p<0,05, Sekil 18).
5.2.7. pFK dokularinda IL-6 mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptor blokorlerinin proinflamatuar etkilerinin aragtirilmasi amaciyla
PFK dokularinda IL-6 geninin mRNA ekspresyonlar1 belirlendi. 1L-6 gen ekspresyonu
ortalama degerleri standart hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 21, Sekil 19).
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Tablo 21: Tiim gruplarda IL-6 gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL.: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplar IL-6
(ortlamaxSEM)
Kontrol 1,2640,23
EFV 1,01+0,12
EFV+ATR 1,46+0,17
EFV+BCL 1,53+0,06
EFV+M100907 1,40+0,14
EFV+SHTN 1,05+0,18
EFV+HPDL 0,99+0,13
EFV+FBZM 1,38+0,13
EFV+PRPL 1,24+0,11
EFV+AMGN 1,31+0,13

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi.
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Sekil 19: IL-6 rolatif mRNA kat artigi grafigi. p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Gruplar
arasindaki farkliligin 6nemi tek-yonli varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarin ¢oklu
karsilastiritlmasinda post hoc Tukey kullanilmastir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 1L-6 rélatif mRNA kat artis1 bakimidan
EFV, EFV+SHTN ve EFV+HPDL gruplarinda diisiis oldugu; EFV+ATR, EFV+BCL,
EFV+M100907, EFV+FBZM ve EFV+AMGN gruplarinda ise artig oldugu gortilmiistiir.
Fakat gruplar arasindaki bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptanmustir (p<0,05). EFV grubu ile karsilastirildiginda ise diger gruplardaki IL-6 rolatif
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mRNA kat artis1 degisikliklerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir
(p<0,05, Sekil 19).

5.2.8. pFK dokularinda TNF-a mRNA ekspresyon profili

EFV ve reseptor blokorlerinin proinflamatuar etkilerinin aragtirilmasi amactyla
pFK dokularinda TNF-o geninin mRNA ekspresyonlar1 belirlendi. TNF-o. gen

ekspresyonu ortalama degerleri standart hatalari (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo
22, Sekil 20).

Tablo 22: Tiim gruplarda TNF-a gen ekspresyon diizeylerinin ortalama degerleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplari TNF-a
(ortlama+SEM)
Kontrol 1,06+0,15
EFV 0,87+0,16
EFV+ATR 1,18+0,30
EFV+BCL 1,10+0,07
EFV+M100907 1,06+0,18
EFV+SHTN 0,67+0,18
EFV+HPDL 1,07+0,26
EFV+FBZM 1,36+0,16
EFV+PRPL 1,31+0,19
EFV+AMGN 1,12+0,19

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
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Sekil 20: TNF-a rolatif mRNA kat artist grafigi. p<0,05 Kontrol ve EFV grubu ile karsilagtirildiginda.
Hesaplamalarda tek-yo6nlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi tek-
yonli varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gruplarin ¢oklu karsilagtirilmasinda post hoc Tukey
kullanilmastir.

Kontrol ve EFV grubu ile karsilastirildiginda, TNF-a rélatif mRNA kat artis
bakimindan EFV ve EFV+SHTN gruplarinda diisiis oldugu; EFV+ATR, EFV+BCL,
EFV+FBZM, EFV+PRPL ve EFV+AMGN gruplarinda artis oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Diger gruplarda ise Kontrol ve EFV gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmemistir (p<0,05, Sekil 20).

5.3. pFK dokularinda Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Gruplarin pFK dokularindaki malondialdehit (MDA) dizeyleri belirlendi. MDA
ortalama degerleri standart hatalar1 (SEM) ile birlikte gosterilmistir (Tablo 23, Sekil 21).
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Tablo 23: Tiim gruplarin PFK dokularinda malondialdehit diizeyleri

EFV+ATR: Efavirenz + Atropin; EFV+BCL.: Efavirenz + Bikukulin; EFV+M10907: Efavirenz + M10907;
EFV+SHTN: Efavirenz + Siproheptadin; EFV+HPDL: Efavirenz + Haloperidol; EFV+FBZM: Efavirenz +
Fenoksibenzamin; EFV+PPL: Efavirenz + Propranolol; EFV+AMGN: Efavirenz + Aminoguanidin.

Deney Gruplan Malondialdehit Dizeyleri
(nmol/g)
(ortlamaxSEM)
Kontrol 320,57+19,24
EFV 619,67+51,21°
EFV+ATR 408,86+50,63
EFV+BCL 381,43458,51
EFV+M100907 457,71+70,76
EFV+SHTN 476,57+52,55
EFV+HPDL 396,00+79,09
EFV+FBZM 566,00+80,79
EFV+PRPL 553,71+76,14
EFV+AMGN 341,14+26,91

p<0,05 Kontrol ve EFVgrubu ile karsilastirildiginda. Hesaplamalarda tek-y6nlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi.
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Sekil 21:
farkliligin  Snemi

karsilastiritlmasinda post hoc Tukey kullanilmastir.

tek-yonli  varyans analizi
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ile test edilmistir.

Malondialdehit duzeyleri. 2p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Gruplar arasindaki
(ANOVA)

Gruplarmm  ¢oklu



Kontrol ve EFV grubu ile karsilastirildiginda, MDA duzeyleri bakimindan EFV
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu goriilmistir (p<0,05). Diger
gruplarda ise Kontrol ve EFV gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p<0,05, Sekil 21).
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6. TARTISMA

Gliniimiizde kullanilan antiretroviral ilaglarin birgok yan etkisi vardir.
Antiretroviral ilaglarin yan etkilerinin anlasilmasi, HIV-1 ile enfekte hastalarin hayat
kalitelerini arttirmak ve uygun tedavi rejimleri tasarlamak i¢in 6nemlidir. Antiretroviral
tedavi rejimlerinde en ¢ok kullanilan ilaglardan biri olan EFV; hem eski hem de daha yeni
olan diger antiretroviral ilaglara gore ylksek etkinlik gosteren bir profile sahiptir. Uzun
stire kullanimu ile birikmis genis klinik deneyim, kolay ve ucuz erisim, giinliik tek ve sabit
dozlamaya uygun jenerik formlarinin varlig1 gibi bir¢ok avantaja sahip olmasi nedeniyle
HIV-1 tedavisinde yaygin sekilde kullanilir (350). Iyi tolere edilmesine ragmen EFV,
uykusuzluk, depresyon, amnezi, 6fori, anksiyete bozukluklar1 ve hallisinasyonlar gibi
6nemli MSS yan etkilerine neden olur (22, 208, 258-260). Hasta uyuncunu engelleyen ve
tedavinin kesilmesine neden olan bu MSS etkilerinin etiyolojisi anlagilamamigtir. Klinik
pratikte yaklasik yirmi yildir kullanilmasina ragmen, EFV igeren tedavi rejimlerinin
giivenligi ile ilgili daha ¢ok g¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (202). Bununla birlikte,
EFV’in neden oldugu MSS yan etkileri ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir. Bu
caligmalar sonucu ortaya ¢ikan veriler EFV bazli antiretroviral tedavi rejimlerinin

kullanimina daha ¢ok katkida bulunacaktir.
6.1. Davrams Deneyleri

Calismamizda, EFV’in anksiyete ve lokomotor aktiveteye olan etkilerinin
degerlendirildigi acik alan testinden elde edilen sonuglara bakildiginda, EFV’in veya EFV
ve reseptdr blokorleri ile kullaniminin spontan lokomotor aktivite diizeylerini
etkilemedigi bulunmustur (Sekil 5). Merkezde gegirilen siirelere bakildiginda, EFV’in
deneklerin merkezde gegirdikleri sureleri 6nemli 6lgude azaltarak anksiyojenik etki
gosterdigi goriilmiistiir. EFV’in neden oldugu anksiyetenin selektif iNOS ihibitori olan
aminoguanidin ile geri dondiiriildiigii gortilmiistir (Sekil 6). Aydmnlik/karanlik kutusu
testinde EFV’in denekler {izerinde anksiyojenik etki ile aydinlik alanda kalma siiresini
azalttig1 gorilmistiir (Sekil 10). Diger taraftan, EFV’in anksiyojenik etkisinin nonselektif
muskarinik asetilkolin reseptor antagonisti olan atropin ve aminoguanidin tarafindan
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bloke edildigi gorilmiistiir. Ayni testte, potent serotonin SHT-2a antagonisti M100907 ve
5-HT2 nonselektif serotonerjik reseptdr antagonisti olan siproheptadin ile 5HT-2a ve
5HT2 serotonerjik sinir iletiminin blokaji EFV’in denekler izerinde anksiyojenik etkisini
degistirmemistir (Sekil 10). ilaglarin farelerdeki anksiyete diizeylerine etkilerinin
arastirildigr diger bir davranis testi olan yiikseltilmis art1 labirent testinde ise, EFV'nin agik
kollarda harcanan zamani ve agik kollara girig sikligin1 azalttigi goriildii. Fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 8, Sekil 9). Sonug olarak, yiikseltilmis arti
labirent testi bulgularini agik alan testi ve aydinlik/karanlik kutusu testi bulgulari ile
beraber yorumladigimizda, farelerde akut EFV tedavisinin anksiyojenik etkiler
olusturdugunu sdyleyebiliriz. Yine ayni sekilde, EFV’in anksiyojenik etkilerinde

muskarinik ve nitrerjik sistemin 6énemli rol oynadig1 gortilmiistiir (Sekil 6, Sekil 10).

Yapilan bazi ¢alismalarda, EFV'nin agik alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent testi
gibi davranis testlerinde hayvanlar Uzerinde onemli anksiyojenik degisiklikler meydana
getirdigini gostermistir (21, 22). Bu galismalardan birinde, kronik EFV uygulamasinin
farelerde yiikseltilmis art1 labirent testinde spontan lokomotor aktiviteyi etkilemeden
gucli bir anksiyojenik etki olusturdugu gosterilmistir (22). O’Mahony ve ark. yapmis
oldugu bir calismada, EFV ile tedavi edilen siganlarin, Morris su labirentinde uzamsal
bellek bozukluklar gosterdigini bildirmislerdir ve EFV ile tedavi edilen siganlarin, strese
kars1 kontrollerden daha duyarli oldugu gosterilmistir (23). Basgka bir ¢calismada, EFV’in
acik alan testinde kesif davraniglarini (ambulasyon) azaltarak haliisinojenik benzeri
etkilere sebep oldugu bildirilmistir (21). 2017°de akut ve subkronik (2 hafta) EFV
tedavisinin si¢anlarda anksiyete tablosuna olan etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada ise,
yiksek dozlarda hem akut hemde subkronik EFV uygulamasinin siganlarda anksiyojenik
davranig kaliplarini indiikledigini gostermistir (24). Calismamizda ulastigimiz sonuglar,
EFV’in ansiyete davranislarina olan etkileri ile ilgili gliniimiize kadar yapilmis hayvan

caligmalarinda ulasilan sonuglara benzer sekildedir.

EFV’in depresyon benzeri davranis degisikliklerine olan etkilerini arastirmak

amaciyla gerceklestirmis oldugumuz kuyruktan asma testi ve zorunlu yiizme testi
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sonuglarina bakildiginda, her iki testte de EFV’in denekler Uzerindeki hareketsiz kalma
zamanini arttirdigr gorilmiistiir (Sekil 11, Sekil 12). Kuruktan asma testindeki hareketsiz
kalma zamaninin artmasmin istatistiksel olarak anlamli olmadigi, zorunlu yiizme
testindeki artisin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmiistiir. Kuyruktan asma
testinde, EFV’in dencklerde artmis olan depresyonun atropin ve aminoguanidin ile
azaltildig1 goriilmiistiir (Sekil 11). Zorunlu yiizme testinde ise, deneklerde EFV ile artmis
olan depresyon davranislarinin sadece aminoguanidin ile normale dondigi gorilmiistiir

(Sekil 12).

Zorunlu ylzme testi ve kuyruktan asma testi gibi davranissal ¢aresizlik modelleri,
depresif davranislar1 gézlemlemek ve yeni antidepresan ilaglar1 taramak igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (342, 345). EFV’in depresyon benzeri etkilerinin arastirildigi bir
calismada, kronik EFV wuygulamasinin zorunlu yiizme testinde farelerin kesif
davraniglarin1 ve hareketsiz kalma siiresini degistirmedigi gosterilmistir (22). Baska bir
calismada, kronik dozlarda EFV’in, akut stres etkeni sonrasinda siganlarda strese
duyarlilig1 arttirarak depresyon benzeri davranislar tetikledigi bildirilmistir (23). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada ise, zorunlu ylzme testinde akut EFV uygulamasinin
siganlarda hareketsiz kalma sdresini etkilemedigi, subkronik EFV uygulamasinin ise
hareketsiz kalma siiresini arttirarak depresyona neden oldugu bildirilmistir (24). Yapilan
in vivo davranis ¢aligmalarina bakildiginda, EFV’in depresyon (izerine olan etkilerinin
arastirildigi ¢alismalarin yetersiz oldugu ve daha fazla galismaya ihtiya¢ duyuldugu

gOriilmiistiir.

Agik alan testi bulgularimizda, EFV’in deneklerin merkez ve aydinlik alanda
gecirdikleri siireleri 6nemli Olglide azalttigi ve bu etkinin aminoguanidin ile geri
dondirildigi gorildi (Sekil 6). Aymi sekilde aydinlik/karanlik kutusu testinde de
aminoguanidinin EFV’in neden oldugu anksiyete davranislarini diizelttigi goriildi (Sekil
10). Kuyruktan asma testi bulgularimizda benzer sekilde EFV’in denekler iizerinde
kismen artmis depresyon davraniglarinin aminoguanidinin ile geri ¢evrildigi goruldi.

Ayni sekilde, zorunlu yiizme testinde de EFV’in denekler iizerindeki depreyon benzeri
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etkilerinin aminoguanidin ile tersine ¢evrildigi gorildi (Sekil 11, Sekil 12). Beyindeki
hiicreler arasi bir haberci olan nitrik oksit (NO), ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde
onemli bir rol oynar (150, 351). NO, anksiyete ile ilgili davranislar1 ve anksiyete ile
iliskilendirilen nérokimyasallar1 diizenlenmesinde etkili olan bir n6romodulatordur (352).
NO ile yapilan tedavinin anksiyojenik etkiler, NO inhibitorleri ile yapilan tedavinin
anksiyolitik etki gosterdigi i1yi bilinmektedir (353). Yapilan ¢alismalarda, EFV'nin
nérotoksik etkilerinin, bir néromoddilatér ve mitokondriyal fonksiyon regulatori olan
eksojen NO ile gi¢lendirildigi bildirilmistir (354). EFV'nin noronlar ve glial hicreler
uzerindeki mitokondriyal etkilerinde endojen NO'nun rollnun degerlendirildigi in vitro
bir calismada, EFV'nin kiiltiirlenmis glial hiicrelerde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) ekspresyonunu arttirarak NO {irettigini, INOS'un inhibisyonunun kismen bu etkiyi
tersine g¢evirdigini gostermistir. Artan glial NO miktarinm, mitokondriyal fonksiyon
bozukluguna neden olarak EFV’in noropsikiyatrik yan etkilerinin olusumuna katki
sagladig1 bildirilmistir (15). Primer astrosit ve néron hiicre hatti, insan glioma ve néroblast
hiicre hatlar1 kullanilarak yapilmis baska bir ¢alismada, EFV’in NO gibi glial hiicrelerde
ve noronlarda mitokondriyal islevi degistirdigi ve NO’nun mitokondriyal enerji dengesi
lizerine olan zararli etkilerini arttirdigi bildirilmistir (14). Yapilan in vitro ¢alismalarla
uyumlu olarak, ¢alismamizda kullandigimiz in vivo modelde aminoguanidin ile iNOS
blokajimin NO seviyelerini azaltarak EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerini
onledigi gosterilmistir. Yaptigimiz bu ¢alisma, EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri

etkilerine NO’nun aracilik ettigini gosteren ilk davranis ¢alismasidir.

Kolinerjik sistem ve muskarinik asetilkolin reseptorleri; sinaptik plastisite,
ndrogenez, néroproteksiyon, bilissel ve davranigsal islevlerin diizenlenmesinde énemli rol
oynarlar (355). Kolinerjik sistem, HPA ekseninin karmasik diizenleme mekanizmasinin
bilesenlerinden biridir. CRH’in CRH1 reseptorleri (zerindeki etkisinin anksiyete ve
depresyon belirtileri irettigi bilinmektedir (356). Aym1 zamanda, hipokampdsteki ve
pFK’deki asetilkolin (Ach) seviyeleri, strese bagli davranigsal modiilasyon ve anksiyete
ile iligkilidir (357). Benzer sekilde, mesolimbik DA sistemdeki kolinerjik mekanizmalarin

depresyon ve anksiyete ile ilgili davraniglar1 diizenledigi bilinmektedir (358). Mevcut
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kanitlar, VTA veya NAc'deki kolinerjik aktivitenin arttirilmasinin, depresyon benzeri yan
etkileri arttirdigin1 ortaya koymaktadir (359). Yapilan ¢aligmalarda, EFV’in beyindeki
muskarinik reseptorlere diisiik afinite gosterdigi bildirmistir (21). Daha sonraki
calismalarda, HEK293 hiicrelerinde EFV’in endojen muskarinik M3 reseptorlerini
antagonize ettigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda, EFV’in atropin ve skopolamin gibi
muskarinik M1 reseptorlerini bloke ederek halistinojenik davraniglart arttirdigi
bildirilmistir (20). Yaptigimiz c¢alismada, aydinlik/karanlik kutusu testi sonuglarina
bakildiginda, EFV’in deneklerin aydinlik alanda geg¢iridikleri siireleri azalttigi, bunun
atropin ile tersine cevrildigi goriildi (Sekil 10). Ayni1 zamanda, acik alan testinde
deneklerin lokomotor aktivitesini arttirarak antidepresan etkiler gosterdigi sdylenebilir.
Fakat atropin ile artmis lokomotor aktivite istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 5).
Kuyruktan asma testinde, kontrol grubuna kiyasla EFV’in neden oldugu depresyon bir¢cok
grupta arttig1 gortldu. EFV’in bu kismi etkisinin atropin ile geri dondiirtildiigii gosterildi
(Sekil 11). Fakat zorunlu yiizme testinde atropinin bdyle bir etkisi gorilmedi (Sekil 12).
Elde ettigimiz sonuclar ve daha 6nce yapilan ¢aligsmalar ile uyumlu olarak, muskarinik
sinir iletiminin EFV’in anksiyojenik etkisinde rol oynayan mekanizmalarindan birisi
oldugunu fakat muskarinik M1 reseptoriiniin EFV’in ansiyojenik etkisinde rolii
olmadigimi gostermistir. Sonug olarak, EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri
etkilerinin, farkli muskarinik resept0r alt tipleri {izerinden gerceklestirildigi veya EFV’in
ilgili reseptorler icin farkli bir afiniteye sahip oldugu goriilmiistiir. EFV’in muskarinik
reseptOr alt tipleri ile olas1 etkilesimlerinin arastirilmasina yonelik daha fazla ¢aligmaya

ithtiyag vardir.

Yapilan c¢alismalarda EFV’in hayvanlarda davramis degisikliklerine neden
olabilecek potansiyel mekanizmalardan birinin serotonin 5-HT2areseptoriiniin uyarilmasi
olarak goriilmiistiir. EFV'in suistimal edilmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, EFV’in
serotonin 5-HT2a reseptoriine baglandigi ve LSD benzeri davramigsal degisiklikler
(farelerde bas segirmesinin artmasi vb.) meydana getirdigi bildirilmistir (21, 360). Yapilan
bir diger calismada, 5-HT2a nakavt farelerde frontal korteks aracili bas segirmesi

tepkisinin goriilmedigi bildirilmistir (361). Benzer sekilde M100907 ve ketanserin gibi 5-
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HT2a antagonisti ilaglar ile frontal korteks aracili bas segirmesi tepkilerinin bloke edildigi
gosterilmistir (362). EFV’in serotonerjik sistem iizerine etkilerinin arastirildigi baska bir
calismada ise, EFV’in 5-HT2a reseptorii ile etkilesime girerek psikoaktif etkiler
gosterdigi, fakat klasik haliisinojenlerden farkli ozelliklere sahip olarak 5-HT2a
reseptorinii uyardigr bildirilmistir (20). Homozigot 5-HT2a nakavt farelerin, azalan 5-
HT2a reseptor aracili transmisyonu ile normal farelere kiyasla anksiyojenik-depresif
benzeri bir fenotip sergiledigi bildirilmistir (363). Yaptigimiz ¢alismada ise M100907 ile
5-HT2a reseptorlerini bloke ettigimizde EFV’in anksiyojenik etkisi iizerine herhangi bir
etkisi olmamis (Sekil 6, Sekil 9, Sekil 10), fakat Kontrol grubuna gore deneklerin
anksiyetelerini arttirdign goriilmiistiir. Bu anksiyojenik etki de M100907’nin kendi
anksiyojenik etkisinin (360) katkis1 oldugu diisiiniilmektedir.

EFV’in néropsikiyatrik yan etkilerini 6nleme adina, antiretroviral tedavi siirecinde
siproheptadin kullanimi goriilen bir olgudur (364). Siproheptadin non-selektif serotonin
5HT2 reseptdr antagonisti bir ilagtir (365). 2013’de randomize klinik bir ¢alismada
siproheptadinin anksiyete ve depresyonun da aralarinda bulundugu bir dizi
noropsikiyatrik yan etkilerin giderilmesinde basarili sonuglar verdigi bildirilmistir (366).
Calismamizda ise, siproheptadinin EFV’in neden oldugu anksiyete degisiklikleri iizerine

herhangi bir etkisi olmadigi goriilmistiir (Sekil 6, Sekil 9, Sekil 10).

GABAerjik sinir iletiminin —0zellikle GABAAa reseptorii tzerinden etki ile-
depresyon patogenezinde ve anksiyetenin dizenlenmesinde Onemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (367, 368). In vitro hicre kulturinde alp2y2 GABAA reseptorinin
EFV’in ¢esitli MSS hedeflerinden biri oldugu ve EFV’in etkilerini pozitif olarak modiile
ettigi bildirilmistir (21). Ayn1 ¢alismanin devaminda ise, EFV’in GABAerjik yanitlar
tizerinde diisiik dozlarda arttiric1 (a1p2y2) yiiksek dozlarda inhibe edici (a3p2y2) etki
gosterdigi bildirilmistir. Bu farkliligin da GABAA altbirimlerinin konfigiirasyonlarina
bagl oldugu gosterilmistir (319). Benzer sekilde, fenobartial gibi bazi GABAa reseptor
modulatori ilaglarin da GABAAa Uzerinde ikili (dual) etkilerinin oldugu; EFV’in
pikrotoksin ile ayn1 baglanma bdlgesine baglanarak GABA transmisyonunu inhibe ettigi
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bildirilmistir (369). insan ve hayvan beyininde EFV birikimimin yiiksek oldugunun
bilinmesi, EFV’in rutin dozlarinda GABAA reseptorii izerinden gerceklesen GABAerjik
sinir iletimini bloke edici etkisini destekler (233). In vivo davranis ¢alismalarinda, yiiksek
dozlarda akut ve subkronik EFV uygulamasinin, striatumda GABA seviyelerini
diisirdiigli; EFV ile akut tedavi edilen hayvanlarin anksiyojenik benzeri davranig
gosterirken, subkronik olarak tedavi edilenlerin hem anksiyojenik hem de depresif
davranis degisiklikleri gosterdigi bildirilmistir (24). Calismamimizda, bikukulin ile
GABAA reseptor komleksini bloke ettigimizde, EFV’in neden oldugu anksiyete {izerine
celiskili ve istatistiksel olarak anlamli olmayan etkiler gézlemlendi. Yiikseltilmis arti
labirent ve aydinlik/karanlik kutusu testinde, EFV’in Kontrol grubuna kiyasla anksiyete
belirteci olan agik/aydinlik alanda kalma siirelerini arttirdigi goriilmiistiir. Fakat bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Sekil 9, Sekil 10). Daha 6nceki ¢alismalarda,
EFV’in GABAA reseptorini aktive veya inhibe edici etkileriyle acikca iliskili yeterli
hayvan davranisi ¢alismalari bildirilmemistir. Benzer sekilde, yaptigimiz bu ¢alismada da,

EFV’in GABAA reseptoru uzerine etkisi goriillmemistir.

Mesolimbik dopaminerjik sistemde olusan islev bozuklugu, insanlarda hem
depresyon hem de yaygin anksiyete bozuklugu ile iliskilendirilir (370). 2013 yilinda
yapilan bir ¢alismada, dopamin tasiyicilarini eksprese eden klonlanmis insan hiicre
kultirlerinde EFV’in dopamin reseptorlerini etkilemedigi goriilmiistiir (21). Baska bir
caligmada ise, akut EFV uygulamasinmn, striatal dopamin ve noradrenalin seviyelerini
arttirdigl, subkronik uygulama ile azalttigi gosterilmistir (24). 2018’de yapilan bir
calismada ise, subkronik EFV uygulamasinin, sicanlarda kortiko-striatal DA miktarini

arttirdigi ve ddiillendirme davranislarini gelistirdigi bildirilmistir (328).

Adrenerjik sinir iletim sisteminin anksiyete ve depresyon patolojisinde 6nemli bir
yeri oldugu bilinmektedir (371). Yapilan in vitro bir calismada, EFV’in HeLa hiicrelerinde
B-adrenerjik reseptorlerini etkilemedigi gosterilmistir (20). Calismamizda, dopaminerjik,
a Ve B-adrenerjik reseptorlerin EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerine olan

muhtemel katkilar1 sirastyla haloperidol, fenoksibenzamin ve propranolol kullanarak
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incelenmistir. Sonuglara bakildiginda, davranis deneylerinde dopaminerjik ve adrenerjik
sinir iletim sistemlerinin EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerine katkisi

gbdzlenmemistir.
6.2. Real-Time PZR Analizleri

Norotrofinler, noéronlarin gelisimini ve hayatta kalmasini etkileyen Onemli
epigenetik faktorlerden olup; BDNF ve VEGF dahil olmak tzere duyusal ve motor
noronlarin hayatta kalmasini etkileyen coklu norotrofinler vardir. BDNF, ndéronal
devrelerin gelisiminde ve olgunlasmasinda merkezi bir rol oynar ve islevindeki
degisiklikler, davranis bozukluklar1 fizyopatolojisine katkida bulunur (372). Cok sayida
calismada,  bozulmus  BDNF  aktivitesinin,  duygudurum  bozukluklarinin
fizyopatolojisinde rol oynadigi ve antidepresanlarin terapdtik mekanizmasi igin Kritik
oneme sahip oldugu bildirilmistir (51, 373, 374). BDNF genindeki polimorfizmlerin
insanlarda ve farelerde olusan anksiyete ve depresyonu arttirdigi bildirilmistir (375).
Antiretroviral ilaglarin BDNF ile iligkisini inceleyen bazi ¢alismalar bildirilmistir.
Yapilan bir ¢calismada, zidovudinin (Niikleozid/Niikleotid Reverz Transkriptaz Inhibitdrii,
NRTI) yavru fare beyinlerinde BDNF seviyelerini diisiirerek farelerin ndrogelisimlerini
etkiledigi bildirilmistir (376). 2007’de yapilan bir g¢alismada, didanosinin (NRTI)
HIV/AIDS hayvan modelinde mitokondriyal ve norotrofik faktor dengesinin bozulmasi
ile duyusal ndropatiye neden oldugu bildirilmistir (377). Bazi calismalar, 6zellikle NRTI
bazli antiretroviral ilag tedavisinin BDNF araciligi ile noropatik agriyr arttirdigini
bildirmistir (378, 379). 2018’de yapilan bir ¢alismada ise, uzun siireli nevirapin (Non-
niikleozid Reverz Transkriptaz inhibitori, NNRTI) kullaniminin fare hipokampiisiinde
BDNF ekspresyonunu azaltarak noroprotektif sirecleri bozdugu bildirilmistir (380).
Onceki ¢aligmalara bakildiginda, EFV’in BDNF fonksiyonlari iizerine yapilmis herhangi
bir ¢alismanin olmadig1 goriilmiistiir. Calismamizda, EFV’in beyin pFK dokularindaki
BDNF mRNA gen ekspresyonlarini dnemli derecede diistirdiigii gorilmiis (Sekil 13), bu
da BDNF’nin EFV’in neden oldugu noropsikiyatrik yan etkilerin molekiler

mekanizmalarinda 6nemli katkilarinin oldugunu gdstermistir. Diger taraftan, EFV’in
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neden oldugu BDNF ekspresyon diizeylerindeki diisiisiin selektif serotonin SHT2a
reseptor antagonisti M100907 ile tersine g¢evrildigi goriildi. EFV’in serotonin SHT2a
uzerinden LSD benzeri hallsinojenik davranislar olusturdugu bildirilmistir (20, 21, 361).
Norotrofinlerin, 6zellikle de BDNF'nin beyin ve spinal ekspresyonunun serotonerjik sinir
iletimini diizenledigi bildirilmistir (381). Yaptigimiz ¢alismada, M100907 ile serotonin
S5HT2a sinir iletimini bloke ederek EFV’in baglanmasini engellemenin, pFK
dokularindaki BDNF mRNA ekspresyonlarini arttirdigr gézlendi ve bunu da EFV’in
norotoksiksik etkilerinin serotonin 5SHT2a aracili BDNF ekspresyonlarini diisiirmesinden
dolayr gergeklestigi goriildii. Olusan bu norotoksik etkinin, hayvanlarda depresyon ve

anksiyete davraniglarini etkilemedigi goriilmiistiir.

VEGF (VEGF-A olarak da bilinir) spesifik olarak, BDNF gibi ndéronal
fonksiyonlar1 diizenleyen eden (382) ve beynin bircok bolgesinde nérogenezis ve damar
olusumunda (anjiyogenez) 6nemli gorevler alan bir notrofindir (383, 384). Baslangigta
VEGF, endotel hicreleri icin bir biylme faktort olarak kesfedilmistir. Daha sonralari
noral hiicrelerde birgok etkisinin oldugu goriilmiistiir. Norolojik hastaliklarda, VEGF
stresli ndronlar1 noroprotektif etkisi ile korur, ndrojenezi uyarir, noronal farklilasmayi
uyarir ve sinaptik plastisiteyi tesvik eder (385). Yapilan bir calismada, 6zellikle NRTI tipi
antiretroviral ilaglarin VEGF baskilamasiyla anjiyogenezisi inhibe ettigi bildirilmistir
(386). Literatiirde simdiye kadar EFV’in VEGF aracili néronal fonksiyonlara olan etkisi
ile ilgili herhangi bir ¢alisma rapor edilmemistir. Yaptigimiz bu ¢aligmada da, VEGF-A
mRNA ekspresyon seviyelerinin tiim gruplarda birbirine yakin oldugu saptanmistir (Sekil
14). Sonug olarak, VEGF’nin EFV’in néropskiyatrik ve norotoksik yan etkilerinde
herhangi bir katkisinin olmadigi goriilmistiir.

Yapilan in vitro ¢alismalarda, EFV’in mitokondriyal enerji dengesini bozarak
mitokondriyal toksisiteye neden oldugu bildirilmistir (311). EFV, hepatik hiicrelerde
AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonuna katkida bulunan
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozarak hiicresel enerji iiretimini azaltir (249). Benzer

sekilde, EFV’in beyinde gerceklesen enerji metabolizmasi ve enerji dengesini etkileyerek
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glikoliz ve yag metabolizmasini bozduguna dair 6nemli ¢aligmalar vardir (13, 19, 252,
312, 313, 314). Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, EFV’in MSS’de enerji tiretiminde
onemli roller oynayan kreatin kinaz (KK) ve sitokrom ¢’yi inhibe ettigi bildirilmistir (13,
313). KK beyin dokularinda, hiicresel ATP diizeylerini tamponlar ve ATP’nin yeniden
uretilmesinde rol oynar. Kronik EFV uygulamasinin fare serebral korteks, striatum ve
hipokampusiinde kompleks 1V aktivitesini diisiirerek ROS olusumunu arttirdigi
bildirilmistir (13). EFV, noronal ve glial hiicre kilturlerinde ATP depolarinmi azaltir ve
mitokondriyal membran potansiyelini bozar. Ayn1 zamanda, hem glial hemde néronal
hiicrelerin mitokondriyal enerji liretimini bozarak ROS {iretimini arttirdigini, bunun
sonucunda hiicre proliferasyonunun azaldigi gosterilmistir (314, 316). Hem in vitro
hemde in vivo ¢alismalar EFV’in mitokondriyal enerji hemostazini etkiledigini, boylece
enerji tiiketiminin fazla oldugu beyin hiicrelerinde dejenerasyona neden olabilecegini
gostermektedir. Mitokondriyal fonksiyonlardaki bu bozukluklar nérodejenerasyon ile
iligkili 6nemli hicresel hasarlara neden olur (387).

Mitokondriyal biyogenez ve fonksiyonlar, ana transkripsiyonel koaktivatorler
tarafindan diizenlenir. Hem niikleer hem de mitokondriyal genomlarda ¢ok sayida
koaktivator ekspresyonu ile koordine edilir, bylece hiicreler degisken enerji taleplerine
daha hizli uyum saglar (388). Peroksizom proliferatdr-aktive reseptor gama ko-aktivatori
1-alfa (PGC-1a), mitokondriyal transkripsiyon faktor A (TFAM), ve mitokondriyal
uncoupling protein 2 (UCP-2) énemli beyin mitokondriyal biyosentez faktorleridir. PGC-
la, mitokondriyal biyogenez yoluyla enerji metabolizmasinda rol alan bazi genleri
duzenleyen transkripsiyonel bir ko-aktivatordur (389). PGC-1a ayn1 zamanda guclu bir
mitokondriyal biyogenez indikleyicisidir (390). Yapilan bir ¢alismada, PGC-1a'nin hiicre
enerjisine 6zellikle duyarli oldugunu, bu nedenle metabolik stres veya oksidatif hasarin
bir belirteci olarak gosterilmistir (391). TFAM'n asirt ekspresyonu organ ve sistem
duzeyindeki gelismelerle birlikte hiicre sagkalimini arttirir, boylece hiicreleri ve strese
maruz kalan organizmalar1 korumak i¢in mitokondriyal fonksiyonlari diizenler (392).
TFAM, spesifik ve spesifik olmayan baglama bdlgeleri ile transkripsiyonu uyarir. Bu da

TFAM'!m mitokondride artig1 ile birlikte, mitokondriyal kromozomlarin ve solunum
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kapasitesinin dengelenmesinde rol oynar (393). PGC-la ve TFAM mitokondriyal
biyogenez icin nlkleer diizenleyici olaylar1 aktive ederek beynin bazi bolgelerinde adaptif
mitokondriyal proteinleri uyarir (394). UCP-2 ise mitokondriyal ROS Uretimini azaltarak
oksidatif stresi azalttigi  bilinmektedir (395). insanlarda, UCP-2'nin artmis
ekspresyonunun noroprotektif oldugu gosterilmistir (396). MSS’de, stres kosullarinda
etkilenen hassas beyin bolgelerinde UCP-2 mRNA ve protein ekspresyonu yiiksektir
(397). UCP-2 fonksiyonuyla ilgili mitokondriyal mekanizmalarin, néronlarin sadece
noronal aktivitesini degil ayn1 zamanda sinaptik plastisiteyi arttirmak amaciyla uygun
biyoenerjetik adaptasyonlari i¢in de gerekli oldugu gosterilmistir (398). Calismamizda
EFV’in, pFK dokusunda mitokondriyal biyogenezde yer alan genlerden olan ve enerji
metabolizmasi ile iliskili mitokondriyal gen TFAM’m mRNA ekspresyonunu 6nemli
Olglide diistirdiigii  bildirilmistir. Ayn1  zamanda, muhtemel mekanizmalar olan
monoaminerjik, GABAerjik ve nitrerjik sistemin EFV’in TFAM aracilig: ile olusan
norotoksik etkilerinde gorev almadigi goriildii (Sekil 16). Buna karsilik, PGC-1a ve UCP-
2 mRNA ekspresyonlari lizerinde EFV’in herhangi bir etkisi olmamistir (Sekil 15, Sekil
17). Mitokondriyal disfonksiyonun noérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde temel bir
rol oynadig1 yaygin olarak bilinmektedir. Bu sonuclar gostermektedir ki, EFV pFK’te
mitokondriyal aktiviteyi tetikleyen bir transkripsiyon faktori olan TFAM uzerinden enerji

metabolizmasini bozarak norotoksik etkiler gostermektedir.

Daha once yapilan ¢alismalar, noroinflamatasyon ve oksidatif stresin
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadigini gostermistir (399, 400,
401). Fare beyninin frontal korteks ve hipokampiis dokularinda azalmig proinflamatuar
sitokin seviyelerinin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a) birgok noéropsikiyatrik davranig
bozukluklarina sebep oldugu bildirilmistir (400). Interlokin-1p (IL-1B), interlokin-6 (IL-
6) ve timor nekrozis faktor- o (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin korteks, striatum
ve hipokampus gibi farkli beyin bolgelerinde, sinaptik plastisiteyi fizyolojik olarak
modiile ettigi gosterilmistir (401). IL-1B, MSS’ine bagh ¢esitli fonksiyonlariin (uyku ve
istah gibi) diizenlenmesinde rol oynayan proinflamatuar bir sitokin olup, doku hasar1 ve

enfeksiyonlarma karst ndral immiin yanitlarda rol oynar (402). Aymi sekilde IL-6,
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inflamatuar bozukluklarin patogenezinde, sinir dokusunun fizyolojik homeostazinda,
doku rejenerasyonu ve patojen savunmasinda Kritik rol oynar (403). TNF-a ise hiicre ve
doku diizeylerinde homeostazin korunmasinda 6nemli proinflamatuar sitokindir. TNF-a
tiretimi, ¢esitli MSS patolojilerinde artmaktadir (404). EFV adiposit hiicre kilturlerinde
proinflamatuar sitokinlerin (IL-8, IL-6) saliniminda 6nemli bir artisa neden olur (405,
406). EFV'e maruz kalan insan koroner arter endotelyal hiicre kultirlerinde (HCAEC)
oksidatif stres, INK ve nukleer faktor-kB (NF-xB) aracili proinflamatuar sinyal yollarini
uyarir (407). Insan gliom ve néroblastoma hiicre kiltiirleri ile sigan primer ndron ve
astrosit kiiltiirleri tizerine yapilan bir ¢alismada, EFV'in MSS'deki oksidatif stres ve
noroinflamatuar sureclerde rol oynadigi gosterilmektedir (14). Yapilan bir ¢aligmada,
EFV’in oksidatif stresi tetikleyerek néronal kok hiicre kiiltiirlerinde konsantrasyona bagl
olarak proliferasyonu diisiirdiigii bildirilmistir, bu etki in vivo hayvan ¢alismasinda da
gosterilmistir. Ayni1 ¢alismada, EFV’in apoptotik siiregleri aktive ettigi gosterilmistir
(408). Noroinflamasyonun 6nemli bir rol oynadigi psikiyatrik bozukluklar ve uyusturucu
bagimliligi gibi durumlarda EFV'in proinflamatuar mekanizmalart arttirdigi bildirilmistir
(277, 409). Ayni sekilde klinik prospektif bir calismada, EFV alan hastalarda olusan MSS
yan etkilerinde oksidatif ve inflamatuar mekanizmalarin 6nemli roller oynadig:
belirtilmistir (410). O’Mahony ve arkadaslarinin siganlar tizerinde yapmis oldugu bir
calismada, EFV’in IL-1P ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyelerini arttirdigi,
bu artisin antidepresan etkili paroksetin ile 6nlendigi belirtilmistir (23). Bu bulgulara
dayanarak, EFV'nin sican beyin bolgelerinde proinflamatuar sitokinlerin artmasindan
kaynakli depresyon benzeri davraniglara neden olabilecegi sonucuna varilmistir (22).
Fakat 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada EFV’in noroinflamatuar siiregleri engelleyerek
Alzheimer semptomlarini azalttig1 bildirilmistir. Transgenik Alzheimer fare modelinde,
EFV’in sinaptik diizeyde inflamasyon, otofaji, oksidatif stres gibi parametreleri diizelterek
hayvan davranislarini normale ¢evirdigi bildirilmistir (411). Yaptigimiz ¢alismada,
EFV’in  pFK dokusunda proinflamatuar sitokinler arasindan sadece IL-1p
ekspresyonlarini arttirarak inflamatuar mekanizmalari tetikledigi (Sekil 18, Sekil 19, Sekil

20) ve EFV ile artan IL-1p ekspresyonlarinin siproheptadin ve aminoguanidin ile tersine
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dondurildigi gozlenmistir. Boylece, EFV’in inflamatuar siiregleri tetikledigi ve bunu IL-

1B tlizerinden gergeklestirdigi gosterilmistir.
6.3.  Malondialdehit Duzeyleri

EFV’in, ana metaboliti olan 8-OH-EFV (zerinden pro-oksidan degisiklikler
meydana getirerek ve ROS’u arttirdigi bildirilmistir (301, 328, 412). Yiiksek doz EFV
alan hastalarda bu etkinin daha belirgin oldugu goriilmiistiir (413). EFV’in ratlar tizerinde
bagimlilik yapict etkilerinin aragtirildigr bir ¢alismada, EFV’in beyin frontal korteks ve
striatum dokularinda lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA diizeyini arttirarak
oksidatif stresi indiikledigi bildirilmistir (328). Baska bir ¢alismada néron ve mikroglia
hicre kulttrlerinde EFV’in amiloid-beta peptid miktarini arttirarak oksidatif stres ve
inflamasyona neden oldugu gosterilmistir (19). Calismamizda, EFV alan farelerde lipid
peroksidasyonun son riinii olan MDA diizeylerinde artis gézlenmistir (Sekil 21). Elde
ettigimiz bu bulgular, EFV’in norotoksik etkilerinde oksidatif stresin roliinii arastiran
diger calismalarla uyumludur (301, 328). Fakat, noropsikiyatrik bozuklukluklarda
oksidatif stresin artmasi, sinir iletim sistemlerinin aktivitesinin de degismesine neden olur.
Bu durum noéropsikiyatrik bozuklukluklarda gérev alan sinir iletim sistemlerinin
yorumlanmasini zorlastirir (328). Benzer sekilde yaptigimiz ¢alismamizda da, EFV’in
oksidatif stres streclerde rol oynayan PGC-1a ve UCP-2 gibi belirteclerin ekspresyon

diizeyleri Gizerine anlaml bir etkisinin olmadig1 goriilmiistir.
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7. SONUC ve ONERILER

Calismamizda ulastigimiz sonuglar, akut EFV uygulamasinin farelerde lokomotor
aktiviteyi degistirmeksizin anksiyete ve depresyon davranis degisikliklerini arttirdigina,
gelisen anksiyete ve depresyon davranislarinda nitrerjik sinir iletim sisteminin énemli bir
rolii oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, bazi davranis testlerinde kolinerjik
sistemin de EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerinde rol oynadigi gorildu.
Buna karsilik, serotonerjik, adrenerjik, dopaminerjik, GABAerjik sinir iletim
sistemlerinin ise EFV’in neden oldugu anksiyete ve depresyon benzeri davranislar iizerine

etkileri g6zlenmemistir.

Ayrica, prefrontal korteks dokularinda noéronal fonksiyonlarin Onemli bir
gostergesi olan BDNF gen ekspresyon duzeylerinin EFV ile diistiigii, bu etkinin serotonin
5HT2a reseptori bloke edildiginde tersine gevrildigi gézlenmistir. Bu bulgular, EFV’in
norotoksik etkilerinde 5SHT2a aracili BDNF ekspresyonlarindaki azalmanin dnemli bir rol
oynadigini géstermektedir. Diger taraftan, EFV pFK dokularinda TFAM ekspresyonlarini

onemli Ol¢iide diistirerek mitokondriyal enerji hemostazini bozdugu goriilmiistiir.

EFV’in inflamatuar ve oksidatif stres ile ilgili mekanizmalar {izerine olan
etkilerine bakildiginda, IL-1p {izerinden inflamatuar mekanizmalari tetikledigi ve bu
etkinin serotonerjik ve nitrerjik sistem Uzerinden gergeklestigi goriilmiistiir. Bunun yani
sira, EFV’in malondialdehit duzeylerini 6énemli 6lclide yukselterek oksidatif stresi
arttirdigr gorilmistiir. Ancak EFV’in, oksidatif stres belirteglerinden olan PGC-1a ve
UCP-2 mRNA ekspresyonlar: {lizerine herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Bu
nedenle, EFV’in noropsikiyatrik yan etkilerinde oksidatif stresin roliiniin arastirilmasi ile

ilgili daha fazla ¢alismaya gerek duyuldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak, EFV’in anksiyojenik ve depresyon benzeri etkilerinde nitrerjik ve
kolinerjik sinir iletim sistemlerinin 6nemli bir yeri oldugu; noropsikiyatrik ve ndrotoksik
etkilerinde serotonin 5HT2a aracili sinyal iletiminin 6nemli rol oynayabilecegi; néronal
fonksiyonlar1 ve mitokondriyal enerji homeostazin1 bozdugu; inflamatuar ve oksidatif

stres ile ilgili mekanizmalar1 tetikleyebilecegi gosterilmistir. Ulagsmis oldugumuz bu
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sonuglar, EFV’in noéropsikiyatrik ve ndrotoksik yan etkilerinin arastirilacag: ileri

calismalar i¢in 6nemli bir literatiir teskil edecektir.
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