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OZET

L-DOPA VE AMANTADININ iNSAN UMBLIKAL VEN ENDOTELYAL
HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKIiSiNIN DEGERLENDIRILMESI

Parkinson hastalig1 (PH) hareketlerde yavaslama, rigidite, postural instabilite
ve istirahat tremoru ile karakterize progresif norodejeneratif bir hastaliktir.
Levodopa (L-Dopa) PH tedavisinde ilk tercih edilecek ilaglardan biri olup, kronik
kullaninminin tetikledigi diskinezi olarak degerlendirilen istenmeyen hareketler en
onemli motor komplikasyonlardan biridir. Nigrostriatal endotelyal proliferasyon ve
bozulmus kan beyin bariyeri, L-Dopanin etkilenmis beyin bolgelerine hizli ve genis
dagilimina neden olarak L-Dopaya bagli diskinezi (LID-“Levodopa induced
dyskinesia”) ve motor dalgalanmalarda 6nemli bir patofizyolojik role sahiptir.
NMDA-glutamat reseptor antagonisti olan amantadin LID 6nlenmesinde kullanilan

antiviral bir ilagtir.

Bu ¢alismada L-Dopa ve amantadinin insan umblikal ven endotelyal hiicre
(HUVEC) kiiltirinde hiicresel canlilik {izerine etkinligini degerlendirmeyi
amacladik. Bu amagla HUVEC hiicre serisi 24 saat 37°C ve % 5 CO’li ortamda
etiivde inkiibe edilmistir. Kontrol grubu ayrildiktan sonra kuyucuklara tek basina L-
Dopa, amantadin ve vandetanib 10, 10° ve 107 konsantrasyonlarda ve L-Dopa
/Amantadin kombinasyonu eklenerek 24,48 ve 72 saat siireyle inkiibasyona devam
edilmistir. Deney plagina WST-1 soliisyonu eklendikten sonra 450 nm dalga
boyunda mikroplate okuyucusunda okutularak her deney grubunda bulunan hiicreler
ve ilag uygulanmayan kontrol grubundaki hiicrelerin canliliklar1 analiz edilmistir.
Kontrol grubundaki hiicrelerin canlilik skoru % 100 olarak kabul edilerek ilag
uygulanan deney grubundaki hiicrelerin canliigi kontrol grubuna gore
hesaplanmistir. Buna gore ilaglarin maximum konsantrasyonda uygulandigi deney
gruplarn karsilastirildiginda 24. saatte en yiiksek hiicresel canlilik skoru L-Dopa
grubunda % 118 iken, ilaglarin minumum konsantrasyonda uygulandigi deney
gruplarinda anlamli olarak en yiiksek canlilik skoru amantadin ile elde

edilmistir(p<0,05). Tek basna L-Dopa ve L-Dopa/Amantadin kombinasyonunun

vii



uygulandig1 gruplar birlikte degerlendirildiginde ise hiicresel canlilik skorlart tek

basina L-Dopa grubunda 24.saatte anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur(p<0,05).

Parkinson hastalig1 tedavisinde ortaya g¢ikan diskinezinin etyopatogenezinde
yer alan onemli faktorlerden biri olan anjiogenezin engellenmesinde; antidiskinetik
bir ajan olan amantadinin dopaminerjik tedaviye erken donemde eklenmesi

diskinezilerin ortaya ¢ikmasinda engelleyici bir faktor olabilir.

Anahtar kelimeler: Levodopa, amantadin, diskinezi, insan umblikal ven endotelyal

hiicre, anjiogenez
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFIiCACY OF L-DOPA AND AMANTADINE ON
VIABILITY OF HUMAN UMBILICAL VEIN ENDOTHELIAL CELL

Parkinson's disease (PD), is a progressive neurodegenerative disease
characterized by slowing motion, rigidite, postural instability and resting tremor.
Levodopa (L-dopa) is the first choice drug in the treatment of PD, chronic use causes
dyskinesia which is one of the most important motor complications as involuntary
movements. Endothelial proliferation and altered blood-brain barrier (BBB)
permeability can potentially affect the kinetics of L-DOPA entry into the affected
brain regions. Large and rapid fluctuations in brain levels of L-DOPA have a prime
pathophysiological role in L-DOPA-induced dyskinesia (LID) and motor
fluctuations. Amantadine is an antagonist of the NMDA type glutamate receptor, that

has shown to reduce LID.

In this study, we aimed to evaluate the effect of L-Dopa and amantadine on
cellular viability at human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) -culture.
Cultivation of HUVEC was performed in an incubator having 5 % CO2 at 37°C until
cell monolayers attained confluence which occurred after 24h. After lefting the
control group, L-DOPA and amantadine with concentrations of 10°, 10°® ve 10and
their combinations were used for the proliferation assay in which cells were
incubated for 24, 48, and 72 h with these drugs. The cell viability was assessed using
the cleavage of WST added to the culture medium and the absorbance of the samples
was measured at 450 nm using a microtitre plate reader. The viability score of the
control group was defined as 100 % and the viability score of the study drugs on
HUVEC was calculated with respect to their negative controls. Among the study
drugs with in 24h maximal concentration used in the experiments, L-DOPA was
found to be significantly associated with the highest viability score (%118), while
amantadin with minimum concentration showed the highest viability score (p<0,05).

The combination of L-Dopa/Amantadin and alone L-Dopa groups were assessed



with together, cellular vitality scores were significantly higher in L-dopa alone group
with in 24h.

Inhibition of angiogenesis which is one of the important factors in the
pathogenesis of dyskinesia in the treatment of Parkinson's disease, the addition of an
anti-dyskinetic agent amantadine in the early period of dopaminergic therapy can be
a hindering factor in the occurrence of dyskinesias.

Key words: Levodopa, amantadine, dyskinesia, human umbilical vein endothelial

cells, angiogenesis



1.GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH) hareketlerde yavaslama, rigidite, postural instabilite
ve istirahat tremoru ile karakterize progresif norodejeneratif bir hastaliktir(1). Klinik
bulgular substantia nigra pars compacta (SNpc) daki dopaminerjik néronlarin kaybi
ve striatuma azalmis projeksiyonlart ile lokus serelousu da igeren beynin diger

bolgelerindeki norodejeneratif degisikliklerin sonucudur (2).

Parkinson hastaliginin klasik histolojik bulgusu, dejenere néronlarda basta a-
synuclein olmak iizere pek ¢ok agrege proteinleri igeren stoplazmik inkliizyon
cisimciklerinden olusan Lewy cisimcikleridir. PH’ da ayn1 zamanda artmig mikroglia
aktivitesi vardir (3-5). Mikroglialar, aktivasyon nedeniyle tiimor nekrozis faktor o
(TNFa), interlokin 1 (IL-1B) ve transforming growth faktér B gibi dopaminerjik
noronlarin dlimiinden sorumlu proinflamatuar sitokinler salgilarlar (4). Salgilanan
bu sitokinler sadece proinflamatuar degil ayni zamanda pro-angiogenik ozellige
sahiptir (6). Parkinson hastaliginda SNpc da vaskiiler endotelyal growth faktor
(VEGF) diizeyi yiiksek olarak bulunmustur (7,8). Primatlarda yapilan hayvan
calismalarinda substansia nigra (SN) daki dejenere dopaminerjik noéronlar
incelenerek VEGF salimimindaki artis ile korele olarak kan damarlarinin sayisinda da
artis oldugunu gosterilmistir (9). Buna gore anjiogenetik degisiklikler PH nin altinda

yatan patofizyolojik procesleri izah edebilir.

Parkinson Hastaligi tedavisinde Levodopa (L-Dopa) ilk tercih edilecek
ilaclardan biridir. Dopamin aminoasit prekiirsorii olan L-Dopa dncelikle striatumdaki
tilkkenmis dopamini yerine koyarak etki gosterir. Ozellikle kronik kullanimimmn
tetikledigi ve yillar igerisinde ortaya c¢ikan dizkinezi olarak degerlendirilen
istenmeyen hareketler L-dopa tedavisine bagli énemli motor komplikasyonlardan
biridir(1).

Parkinson Hastaligi rat modeli ¢alismasinda L-Dopa ile tedavinin endotelyal
hiicre proliferasyonuna, kan beyin bariyeri (KBB) biitiinliigiinde bozulmaya ve bazal
gangliyonlarin ¢ekirdeklerinde mikrovaskiiler yatakta genislemeye neden oldugu
gosterilmistir (10). Endotelyal proliferasyon ve bozulmus KBB etkilenmis beyin

bolgelerine L-Dopa giris kinetigini etkileyerek motor komplikasyonlarin olusmasina



neden olabilir. Beyin dokusundaki L-Dopa ve dopaminin hizli ve genis dagilimi, L-
dopa’ya bagli diskinezi (LID-“Levodopa induced dyskinesia”) ve motor

dalgalanmalarda énemli bir patofizyolojik role sahip olabilir (11,12).

L-dopa’ya bagl diskinezi olusumuna neden olan molekiiller mekanizmalar
incelendiginde, 6n planda dopamin-D1 ve N-metil-D-aspartik asit (NMDA)
reseptorlerinin ve anormal sinaptik plastisitenin sorumlu oldugu goriilmektedir (13).
L-dopa’ya bagli diskinezi gelisim mekanizmalar1 ilk olarak incelenmeye
baslandiginda 6n planda dopaminin presinaptik olarak depolanmasindaki bozukluk
tizerinde durulmus, sonraki yillarda ise postsinaptik degisiklikler {izerinde durularak,
kortikostriatal terminaller, dopamin reseptorleri ve orta boy dikensi ¢ikintili néronlar
(MSN) incelenmistir. Yakin donemde ise tekrar LID patogenezinde presinaptik
plastisite degisikliklerinin de rol oynayabilecegi giindeme gelmistir (12).

PH tedavisinde kullanilan Amantadin NMDA-glutamat reseptdr antagonisti
antiviral bir ilagtir. Erken evredeki hastalara her tiirlii belirtiye yonelik olarak

verilebilir. Ileri evredeki hastalarda LID énlenmesinde kullanilir(14).

Bu ¢alismada LID patofizyolojisinin aydinlatilmasi ve amantadinin diskineziyi
onleme mekanizmasinin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismanin planlanmasinda,
LID gelisiminde anjiogenetik degisikliklerinin 6nemli rolii oldugu hipotezi
belirleyici olmustur. Bu c¢alismada hemostaz, anjiogenez ve immunolojik
arastirmalarda in vitro model olarak kullanilan insan umblikal ven endotelyal
hiicrelerinde (HUVEC) L-Dopa ve amantadinin hiicresel canlilik tizerine etkisini

degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. ANJIOGENEZ
2.1.1 Tanim1 Ve Mekanizmasi

Anjiogenez yeni kapiller damar gelisimi olup embriyonik gelisim, yara
lyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik olaylar doneminde goriilmektedir.
Ancak kontrolsiiz anjiogenez bircok patolojik durumun varliginda; diyabetik
retinopati, ateroskleroz, kronik enflamasyon, tiimor biliylimesi ve metastazindan
sorumlu tutulmaktadir. Anjiogenez ekstraselliiler matriks, solubl faktoér ve hiicreler
arasindaki etkilesim sonucu; endotelyal hiicrelerin differansiasyonu, migrasyonu ve

proliferasyonu ile seyreden kompleks bir islemdir (15).

Ilk basamak basal membranin, mikrovaskiiler basal membran ve intertisyuma
ayrilmasidir. Ayrilma matriks metalloproteinaz (MMP) enzimleri ile olusur. 20’den
fazla MMP enzimi vardir (16). MMP’ler anjiogenezin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynar ve MMP-9 (jelatinaz B) ekstra selliiler matriksin ¢6ziinmesinde, yeni

damar olusumunun baslangicinda ve devam etmesinde 6nemli gorev alir (17).

Proteoliz sonrasinda, endotel hiicreleri, anjiogenik uyar1 sonucunda bazal
membranda olusan delige dogru goc ederek tomurcuklanir. Tomurcugun ortasindaki
endotel hiicreleri mitoza girer. Tomurcugun ucundaki endotel hiicreleri go¢ etmeye
devam eder ancak boliinmez. Baslangicta endotel hiicreleri solid bir tomurcuk
oOlusturur. Sonugta liimenli bir hale gelir. Tomurcuklar son halinde birbiri ile var olan
damarlarla anastomoz yaparak kapiller ag olusturur. Daha sonra endotel hiicreleri
yeni bir bazal membran olusturur ve sonugta kapillerler boyunca perisitler gelisir ve

kan akmaya baglar (16).

Anjiogenik molekiiller i¢inde en Onemlisi ve Tlizerinde en c¢ok durulani
VEGF’dir. VEGF 46 kilodalton agirliginda, homodimerik, heparin-binding
glikoprotein yapisinda bir molekiil olup ¢esitli alt gruplar1 tanimlanmistir.. VEGF A,
B, C, D, E ya da aminoasit sayilarina gére VEGF121, VEGF165, VEGF189,
VEGF206 ve VEGF145 gibi izoformlar1 bulunmaktadir (18). VEGF biyolojik



aktivitesini temel olarak ti¢ reseptorii aracilifi ile gerceklestirir. Tirozin kinaz
yapisinda olan bu reseptorleri VEGF-R1 (flt-1), VEGF-R2 (flk-1/KDR) ve VEGF-
R3 (flt-4) olarak siralanabilir. Bunlardan VEGF-R1 ve R2 endotel hiicreleri tizerinde
iken VEGF-R3 lenf damarlari iizerinde bulunmaktadir (19,20). VEGF reseptorlerinin
aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri
gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon ve diferansiyasyonunu saglar (21). Ayrica, VEGF
muhtemel temel anjiogenik faktor olma ozelligi yaninda; VEGF’ e maruz kalan
damarlarda, endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vesikiiler organeller ve
transseliiler gap olusumuna olanak saglayarak vaskiiler permeabiliteyi artirir (22).
Endotel hiicreleri i¢in migratuar 6zelligininin yam sira VEGF; hiicre dis1 matriks
yikimmdan sorumlu olan MMP ile urokinaz ve doku- tipi plazminojen
aktivatorlerinin salinimimi da uyarir.  Bdylelikle invazyon ve metastazi da
kolaylastirir (23). Ayrica VEGF’iin, bcl-2 ekspresyonunu indiiklemek yoluyla
endotelial hiicreler i¢in sagkalim faktorii olabilecegi gosterilmistir (24). VEGF
makrofaj, mastosit, fibroblast, keratinosit ve diiz kas hiicresi gibi pek ¢ok hiicreden
salgilanir. Endotel hiicreleri VEGF iiretmez ancak iizerlerinde VEGF i¢in reseptor
tasirlar (25). VEGF salinnmina etkili faktorler hipoksi, inflamatuar sitokinler, reaktif
oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlardir. VEGFR-1 ve VGFR-2 arasinda
dogru bir denge yoklugunda kontrol edilemeyen inflamatuar anjiogenez olusur. Bu
da psorisis, romatoid artrit, ateroskleroz, diyabetik retinopati, makiiler dejenerasyon,
prematiir retinopatisi ve tiimor gelisimi gibi patolojik durumlara yol acabilir. Bu tip

hiperpermeabl kapiller yapilar anormal ve zayiftir (26).

2.1.2 NOROLOJIK HASTALIKLARDA ANJIOGENEZIN ROLU

Beyin plastisitesi sadece noronlarla smirli  kalmayip aym1 zamanda
norovaskiiler iinite olarak adlandirilan astrosit ve mikrovaskiiler hiicreleri de igerir ki
birgok norolojik hastalikta bu iinitede fonksiyonel ve yapisal adaptasyonlar goriiliir
(27). Endotelyal proliferasyon, anjiogenez ve KBB gecirgenliginde gegici artis
eriskin beyninde artmis metabolik ihtiyaca ya da travmaya yanit olarak adaptasyon
amacl goriilebilir (28-29). VEGF ailesinden olan VEGF-A en potent anjiogenik



aktiviteye sahip olup beyin dokusunda baskin olarak bulunur. VEGF 6nceleri en ¢ok
endotelyal hiicre spesifik growth faktor olarak bilinse de, simdiki deliller VEGF iin
ayni zamanda noral hiicreler tizerine direkt etkilerini ortaya ¢ikarmistir (30). VEGF
vaskulogenez ve gelisme boyunca yeni kapillerlerin olugmasi igin sarttir. VEGF
endotelyal hiicreler lizerinde giiclii mitojenik etkiye sahiptir, endotelyal tight junction

ve MMP diizeyini etkileyerek KBB permeabilitesini artirirlar.

Dorsal kok gangliyonlarinin kiiltiirinde VEGF aksonal biiyiimeyi uyarir ve
satellit hiicre ve ndronlarin sag kalma sansini artirir. VEGF ayn1 zamanda SSS deki
noronlarin  kiiltiirlerinde ndorotrofik etkilere sahiptir ki bu etkiyi VEGFR-2,
fosfotidilinozitol 3 kinaz ( PI3- kinaz) ve protein kinaz B reseptorleri i{izerinden
yapar. Ventral mezensefalon ¢alismalarinda VEGF’lin astrositler ve dopaminerjik
noronlarin hayatta kalmasimi ve biiylimesini destekledigi gosterilmistir (31-32).
VEGF invitro ve invivo ¢alismalarda nérogenezisi stimule eder. Ornegin; serebral
kortikal kiiltiirlerde, VEGF noronal prekursorlerin proliferasyonunu stimule eder
(33). VEGF ayni zamanda akut spinal kord ve serebral iskemide néron Slimiinii
etkiler ve ayn1 zamanda diabetik ve iskemik noropati, sinir rejenerasyonu, Parkinson
hastaligi, Alzheimer hastaligi (AH) ve Multipl skleroz (MS) gibi nérolojik
bozukluklarla iliskilendirilmistir (30).

2.2. PARKiINSON HASTALIGI
2.2.1. TANIM VE SINIFLANDIRMA

Parkinsonizmin en sik goriilen bigimi olan Parkinson hastalig1 ilk olarak 1817
yilinda James Parkinson tarafindan tanimlanmistir. Ondokuzuncu yiizyilda yasamis
bir Ingiliz hekimi olan James Parkinson “Shaking Palsy” (Titrek felg) isimli
makalesinde bu hastalig1 tanimlayan ilk Kisidir ve hastaliga “Paralysis Ajitans” adin1
vermistir. Fransiz hekim Jean Marie Charcot Parkinson’un orijinal tanimina kas
rijiditesi, mikrografi, duysal degisiklikler gibi bircok ozelligi eklemis ve hastaliga
onu tanimlayan ilk kisinin adin1 vermistir (1). 1919 yilinda Tretiakoff ve arkadaslari

hastalikla iligkili olarak substantia nigrada dopaminerjik noronlarin kaybini



aciklamistir. 1960 da Ehringer ve Hornykiewicz Parkinson hastalarinin sitriatumunda
dopamin eksikligini bildirmistir. 1967 ve da Cotzias ve arkadaslari L-Dopanin

Parkinson hastaliginda klinik kullanima girmesini saglamislardir(34).

Parkinsonizm alt1 kardinal bulgunun kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikan bir
sendromdur. Istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi, postural refleks kaybi, fleksiyon
postiirii ve donma ile karakterizedir. Parkinson Hastaligi parkinsonizmin en yaygin
goriilen klinik 6rnegi olup, idiyopatik Parkinsonizm olarak da adlandirilir. Sinsi

baslangicli, yavas ilerleyen progresif nérodejeneratif bir hastaliktir (35).

Parkinsonizm tablolarini genel olarak dort sinifta ele almak miimkiindiir (36)

I- Primer (Idiyopatik) Parkinsonizm

- Parkinson Hastalig

- Jiivenil Parkinsonizm

I1- Sekonder (Edinsel, semptomatik) Parkinsonizm

- Infeksiydz: Postensefalitik, yavas viriis enfeksiyonu, AIDS

- llaglar: Dopamin reseptdr blokerleri (Antipsikotikler, antiemetikler), rezerpin,

tetrabenazin, alfa metil dopa, lityum, flunarizin

- Toksinler: MPTP (1-metil-4-fenil 1, 2, 3, 6 tetrahidropiridin), CO

(karbonmonoksit), Mn (manganez), Hg (civa), CS2 (karbon disiilfiir), metanol,

etanol

- Vaskiiler: Multienfarkt demans, Binswanger Hastalig1

- Travma: Boksor ensefalopatisi

- Hipoksi

- Metabolik: Paratiroid hastaliklari, Hipotiroidi, Hepatoserebral dejenerasyon



- Diger: Beyin tiimdrleri, Normal basingli hidrosefali, siringomezensefali
I11- Heredodejeneratif Parkinsonizm

- Huntington Hastalig

- Wilson Hastaligi

- Haller Vorden- Spatz Hastalig1

- Familyal Olivopontoserebellar atrofi

- Familyal Bazal gangliyon kalsifikasyonu (Fahr Hastalig1)

- Seroid-lipofuksinoz

- Gerstmann-Straussler-Scheinker Hastaligi

- Machodo-Joseph Hastaligi

- Periferik noropatili ailesel parkinsonizm

- Noroakantositozis

- Lubag (Filipino X’e bagl distoni ve parkinsonizm tablosu)
- Striatal nekrozlu mitokondrial sitopatiler

IV- Parkinson Plus Sendromlar

- Progresif supraniikleer paralizi (PSP)

- Kortikobazal dejenerasyon (KBD)

- Multisistem Atrofiler (MSA)

Shy-Drager sendromu (SDS/MSA-A)

Striatonigral dejenarasyon (SND/MSA-P)



Sporadik olivopontoserebellar atrofi (OPCA/MSA-C)

- Guam’1n parkinsonizm-demans-ALS kompleksi (PDACG)
- Parkinsonizm-primer demans kompleksi

- Progresif pallidal atrofi — pallidonigral dejenerasyon

- Pallidopiramidal hastalik

2.2.2. EPIDEMiYOLOJi

Parkinson hastalig1 ndrodejeneratif hastaliklar igcinde Alzheimer hastaligindan
sonra ikinci siklikta goriilen ve yaslanmayla birlikte goriilme sikligi artan bir
hastaliktir (37). Parkinson hastaligina yasam boyu yakalanma riski kadinlarda %1,3
ve erkeklerde %?2 olarak bildirilmistir (38). Erkeklerde 1.2-1.5 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir (39). Erkek egemenligi i¢in kesin bir agiklama yoktur. Toksinlere
maruziyet, kafa travmasi, Ostrojen, mitokondriyel islev bozuklugu veya genetik
nedenler suglanmaktadir (40). Parkinson hastaliginin yillik insidansinin 4,5—
21/100.000 arasinda degistigi bilinmektedir (41,42). Hastaligin prevelansi 65-90
yaslar1 arasinda artmaktadir. Hastaligin prevelans degerleri degiskenlik gostermekle
birlikte yapilan caligmalarda 80,6—187/100.000 olarak bildirilmistir. Hastalik daha
geng yaslarda baslayabilir ve hastalarin %5’inde 40 yasindan 6nce baslama 6ykiisi

vardir (43).

Tiim tilkeler, tiim etnik gruplar ve tiim sosyoekonomik siniflarda goriiliir ancak
Afrikali Amerikalilarda insidansi beyazlarin dortte biridir. Asyalilarda insidansi
beyazlarin {icte biri ile yaris1 arasindadir. Kuzey Amerikalilarda daha sik goriildigi
tespit edilmistir (44). Tanidan oliime kadar ortalama yasam siiresi 15 yil olarak
bildirilmistir. Kesin 6liim nedenini ¢ogu hastada belirlemek olduk¢a zor olsa da

belgelenmis en sik 6liim nedeni pnomonidir (45).



2.2.3 ETYOLOJI

Parkinson Hastaligi’nin etyolojisi heniiz net olarak belirlenebilmis degildir.
Son zamanlarda gergeklestirilen bir¢ok klinik arastirma, PH’da ¢evresel faktorlerin
yani sira kalitsal 6zelliklerin de 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir. Genetik
ve biyokimyasal veriler 15181nda genetik ve/veya c¢evresel nedenlerle hasara ugrayan
ubiquitin-proteozom sisteminin PH’nin patogenezinden sorumlu ana mekanizma

oldugu diistintilmektedir (45).
Yaslanma

Parkinson Hastaligi, 40 yasindan once ender olmasina ragmen 50 yastan sonra
insidansta giderek artma goriilir (46). 40 yasin altinda baslayan olgular erken
baslangicli PH, 20 yasindan once baslayan olgular jiivenil PH olarak tanimlanir.
Jiivenil parkinsonizmde farkli bir nigral dejenerasyon Oriintiisii vardir ve genellikle
kalitsaldir (47). Ilerleyen yasla PH’nin artan prevalansi arasinda goriilen korelasyon
icin olas1 agiklamalar, néronal zayiflamanin yasla ilgisini ve zaman dilimine bagl bir

etyolojik mekanizmanin varligin1 kapsamaktadir (48).

Parkinson Hastalig1 i¢in karakteristik histolojik bulgu olan Lewy Cismi (LC)
parkinsonizm bulgusu olmayan, yaslanmakta olan kisilerde de goriilmiis ve bu bulgu,
yeterince yasarlarsa bu kisilerin de hastaliga yakalanabileceklerinin habercisi olarak
kabul edilmistir. Ayrica yasla birlikte nigral hiicre sayisinda azalma (80 yasinda
425.000°den 200.000’e diistiigii gosterilmistir) tespit edilmistir. Ek olarak PH’nda
substantia nigradaki pigmentli ndronlarin toplam sayisinin, yasa gore eslestirilmis

kontrollerdekinin %3 1’ine diistiigii bulunmustur (45,48).

Parkinson Hastaligi’nin patolojik siireci temel olarak substantia nigra pars
kompaktasinin hafif pigmentli ventrointermediat ve ventrolateral ndronlarinda ortaya
cikarken, yasla birlikte goriilen nigral harabiyet siklikla melanin igeriginin nispeten
daha yogun oldugu arka sirada ve pars lateraliste gozlenir. Buradan anlasilacag: gibi
normal yaslanmada PH’nda goriilene gore daha yavas ve ters tarafta noron kaybi

ortaya ¢cikmaktadir (49).



Genetik

Birgok c¢alisma ile PH hastalarinin birinci derece akrabalarinda PH gelisme
riskinin 2-3 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yine yapilan ikiz ¢alismalarinda,
nigrostriatal dopaminerjik sistemlerdeki subklinik islev bozuklugunun saptanmasini
saglayan pozitron emisyon tomogrofisi (PET) kullanildiginda (Monozigotlarin
%75’inde striatal disfonksiyon tespit edilmigsken bu oran dizigotlarda ¢ok daha diisiik
bulunmustur) daha belirgin iliski kurulmakla beraber vaka analiz yontemleriyle de

tespit edilen yatkinlik ortaya konulmustur (45,49).

Parkinson Hastaligi’'nda yaklasik %10 oraninda ailesel gegis gosterilmis ve
birka¢ spesifik gen mutasyonu tanimlanmistir. a-siniiklein geni (PARKI), parkin
geni (PARK?2), ubikitin karboksi-terminal hidrolaz (UCH-L1) geni (PARKS5), PINK1
(PARKE®), DJ1 (PARKY), LRRK2 (PARKS), Nurr 1, OMG/HtrA2 ve ATP13A2 gibi
genlerdeki defekt veya disfonksiyonun ailesel PH ile iligkili oldugu bildirilmistir
(50). a-siniiklein geni, parkin geni ve UCH-L1 norodejenerasyona Onciiliikk eden
yanlig katlanmis proteinlerin ayristirilmasinda yetersizlige yol agar (51). a-siniiklein
geninde AS53T ve A30P olmak iizere iki farkli gen mutasyonu tanimlanmisken,
parkin geninde birgok mutasyon saptanmistir. o-siniiklein ve UCHL-1 gen
mutasyonlar1 erken baslangicli sporadik PH ile iliskiliyken, LRRK2 mutasyonu
genellikle benign tremor baskin hastalik olusturur (52,53).

Cevre

Geng narkotik bagimlilarinda, MPTP (1-metil-4-fenil 1, 2, 3, 6 tetrahidropiridin)
iceren sentetik eroinin intravendz enjeksiyonu ile ortaya ¢ikan toksik parkinsonizm
olgulari, baz1 durumlarda eksojen ajanlara maruz kalmanin, PH’ na yol agabilecegini
diistindiirmiistiir. MPTP’ye bagli parkinsonizmin ¢arpici 6zelligi, daha yaygin santral
sinir sistemi harabiyeti yapmasi1 beklenirken, tamamen PH’nin anatomik ve klinik
Ozelliklerini gostermesidir (54). Diger eksojen norotoksinler, eser elementler,
siyanid, vernik incelticileri, organik solventler, karbonmonoksit, karbondisiilfid,

hidrojen siilfid ve nitrik oksiddir (46). Hastaliga yol agabilecek cevresel faktorler,
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kirsal alanda yasama, kuyu suyu i¢me, tarim bdceklerinin ilaglanmasi olarak
siralanmaktadir. Betakarbolinler ve tetrahidroizokuinolinler gibi toksinler dopamin
hiicre 6liimiine yolagarak hastaliga neden olabilirler (46). Pasifik’teki Guam ve Rota
adalarindaki Kamorro toplumunda goriilen Parkinson hastaligi- demans- amiyotrofik
lateral skleroz kompleksinin biiyiik olasilikla bolgede tiiketilen sikad unu ile

baglantili olabilecegi diistiniilmiistiir (49).

2.2.4. PARKINSON HASTALIGININ NOROPATOLOJiSi

Parkinson Hastalig1 icin biitiiniiyle giivenilir bir klinik gosterge bulunmamasi,
klinik  ozelliklerin ya da bunlarin kombinasyonlarinin tanisal  yararini

degerlendirmede noropatolojik dogrulamay1 zorunlu kilmaktadir (55).

Klasik olarak, PH’na 6zgii noropatolojik ozellikler goreceli olarak belirgindir.
Substansiya nigra pars kompaktadaki melanin igeren dopaminerjik hiicrelerin kaybi1
ve kalan hiicrelerin i¢inde de Lewy cisimcigi (LC) olarak adlandirilan, agirlikli
olarak “’ubiquitin’’ denen bir protein igeren kiiresel inkliizyon cisimciklerinin varlig

tanimlayici sayilir (56,57).

Parkinson Hastaligi’nin patolojik belirleyicisi olan LC, ilk kez 1912 yilinda F.
H. Lewy tarafindan Parkinson hastalarinin beyin sapinda, substantia nigranin
noromelanin igeren ndronlarinin Sitoplazmasinda yer alan kiire bigiminde periferik
haleli eozinofilik stoplazmik inkliizyonlar olarak tanimlanmistir ve bunlar PH’nin
patolojik imzasi olarak kabul edilmistir (44, 48, 49). Cogu zaman lokus seruleus,
Meynert’in bazal c¢ekirdegi, vagusun dorsal motor cekirdegi, hipotalamus ve baska
bazi egilimli bolgelerde de LC vardir. Tipik klinik 6zelliklerle birlikte bu patolojik
bulgularin gbzlendigi hastalarda tani nettir. Bununla birlikte, bazen ndropatolojik
bulgular bu denli agik degildir ve karigiklifa neden olmaktadir. Ayrica tek tek
patolojik &zelliklerin &zgiilliigii ve duyarliligi iyi bilinmemektedir. Ornegin bazi
hastalarda tipik klinik ozellikler ve substantia nigrada ndéron kaybi bulunmasina
karsin, LC yoktur. Tersine, baz1 hastalarda noronal dejenerasyon, hatta klinik

anormallikler bulunmaksizin LC bulunur. Yasla birlikte nigral hiicrelerin normal
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olarak azalmasi ve 80 yasinda maksimum degeri olan 425.000’den 200.000’e
diismesi, yasla birlikte asemptomatik bireylerin beyinlerinde LC bulunma
insidansiin artmasi, Lewy cisimciginin presemptomatik PH gostergesi mi, yoksa

normal yaslanma ile ilgili bir o6zellik mi oldugu sorusunu dogurmaktadir

(44,48,49,57,58).

Lewy Cisimcigi, Alzheimer hastaligi (AH), motor ndron hastaligi, subakut
sklerozan panensefalit, ataksik telenjiektazi, kortikobazal dejenerasyon ve
Hallervorden-Spatz hastaligi bulunan bireylerin %10-40’inda goriilmekte, bu da
Lewy cisimciginin altta yatan 0zgilil fizyopatolojik mekanizmayr temsil
etmeyebilecegini diisiindiirmektedir. Lewy cisimciginin dagiliminin da 6nemi iyi
anlagilamamistir. Bazi bildirilerde, PH hastalarinin tiimiinde ya da tiimiine yakininda
neokortekste LC bulundugu bildirilmektedir. Bunun gibi LC bulunan PH’nin
cogunda AH’na 6zgii patolojik bulgular da (noritik plaklar ve norofibriler yumaklar)
vardir (48,49,59-61).

Parkinson Hastalig1 tanisi icin herkes tarafindan kabul edilen histopatolojik
olgiitler bulunmamaktadir. Tablo 1°de sunulan oSlgiitler, yaymlanmis Klinik-patolojik

serilerde kullanilan tipik 6lgiitlere uygundur (62).
Tablol: Parkinson Hastaligi’nin histopatolojik dogrulamasi igin 6nerilen dlgiitler

1. Substansiya nigrada onemli boyutlarda sinir hiicresi kayb1 ve buna eslik eden

gliozis
2. Substansiya nigra ya da lokus seruleusta en az bir Lewy cisimcigi

3. Parkinsonizme yol agan diger hastaliklara iliskin patolojik bulgu olmamas1 (Orn;

Progresif supraniikleer paralizi, multisistem atrofi, kortikobazal dejenerasyon vb.)
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2.2.5.PARKINSON HASTALIGI’NIN NOROANATOMIK
MEKANIZMALARI

Genellikle ekstrapiramidal sistem olarak adlandirilan, parkinsoniyen
bozukluklarin merkezi olan bazal ganglionlar, serebral hemisferin ventromedialinde
yerlesmis biiyiik bir c¢ekirdek grubudur. Bazal ganglionlarin temel pargalarini
striatum (kaudat nukleus ve putamen) ve globus pallidus (eksternus ve internus)
olusturur. Diger iki subkortikal ¢ekirdek, diensefelonda yer alan subtalamik nukleus
ve mezensefelonda yer alan substantia nigra (pars kompakta ve pars retikiilata) ile
talamusun intralaminer niikleuslar1 bazal gangliyonlarin spesifik kisimlarindan

olmadiklar1 halde, bu sistemle fonksiyonel ve anatomik olarak ilgilidirler (49).

Kaudat c¢ekirdek ve putamenden olusan striatum bazal ganglionlarin girdi
bileseni olarak islev goriir. Globus pallidus (internus ve eksternus) ise bazal
ganglionlarin baslica ¢ikti bilesenidir. Putamen ve globus pallidusun olusturdugu

mercek bigimindeki yapiya lentiform niikleus adi verilmektedir (49,63).

Substantia nigra, ventralde yer alan ve sitolojik olarak globus pallidusa
benzeyen pars retikulata ile dorsalde yer alan ve ndromelanin iceren koyu pigmentli
pars kompaktadan olusmaktadir. Intratalamik niikleuslar serebral korteksten bazal

ganglionlara dogru ve ters yonde giris ve ¢ikis yollarini olustururlar (49).

Bazal ganglionlarin ana gorevi kontrol, ince ayar ve modulasyondur. Ilgili
islevlerini yerine getirebilmek i¢in kontrol edip, ince ayarimi1 yapacagi bolgelerden
bilgi almak (afferent uyarilar) ve o bolgelere bilgi vermek (efferent uyarilar)
durumundadir. Bazal ganglionlarin afferent girdilerinin 6nemli bir kismi frontal
korteksten (motor korteks, premotor alan, suplamenter motor alan, singulat korteks,
dorso-lateral ve orbitolateral frontal korteks) bir kismi1 da parietal korteksten gelir.
Bu afferent sinyaller bazal ganglionlara striatum (putamen, kaudat niikleus ve ventral
striatum) tizerinden giris yapar. Bazal ganglionlarda islem goren bilgiler Globus
pallidus internus (GPi) ve substantia nigra pars retikulata (SNr) tizerinden c¢ikis
yapar. Bazal ganglionlarda islem géren ve GPi ve SNr iizerinden ¢ikis yapan efferent
sinyallerin ¢ok biiylik bir kismi talamusa, kiigiik bir kismi ise beyin sapindaki

pedinkiilopontin nukleusa giderler (49).
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Sekil 1: Parkinson hastaliginin néroanotomik mekanizmalar:

a) Bazal gangliyonlarin normal isleyis mekanizmalari, b) SNc'deki dopaminerjik

ctkislarin kesintiye ugramasi, c) Striatal GABAerjik néronlarin hasart

Serebral korteks ve bazal gangliyonlar arasinda korteksin aktivitesini artiran
direkt ve korteksin aktivitesini inhibe eden indirekt olmak {izere iki yol vardir.
Frontal korteksten (motor korteks, premotor alan, suplamenter motor alan, singulat
korteks, dorso-lateral ve orbitolateral frontal korteks) ve parietal korteksten gelen
bazal ganglionlarin afferent girdileri direkt yolda, putamene girdikten sonra bazal
ganglionlar igindeki diger yollara ugramadan dogrudan GPi ve SNr’e yonelirler ve
talamus {izerinden kortekse geri donerler. Indirekt yolda ise korteksten putamene
giren sinyaller globus pallidus eksternus (GPe), subtalamik nukleus (STN) ara
istasyonlarindan gectikten sonra ¢ikis kapisina, yani GPi ve SNr’e yonelirler ve
talamus tizerinden kortekse geri donerler. Noropeptid olarak tachykinin (Substans P
ve dinorfin) igeren direkt yol gabaerjiktir (bastirici, inhibe edici) ve hiicre
govdelerinde esas olarak D1 reseptorii bulunmaktadir. Substantia nigra ve globus
pallidusun internal segmentini innerve eder. indirekt yolda gabaerjiktir ve néropeptid
olarak enkefalinleri igerir. Hiicre govdelerinde D2 reseptorlerini bulundurlar ve
globus pallidusun eksternal segmentini innerve ederler. Dopamin D1 tipindeki

reseptorlere baglandiginda uyarici, D2 tipindeki reseptorlere baglandiginda ise inhibe
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edici etki yapar. Sonug olarak dopamin, direkt yolu uyarip indirekt yolu baskilayarak
talamokortikal c¢ikis sinyallerini her iki yolda arttirir ve korteks aktive olur.
Normalde bu iki yol dengededir. Parkinson hastaliinda dopamin azalmasi
sonucunda bu denge indirekt yolun lehine bozulur. Sonugta talamus tizerine indirekt
yolun artmis etkisi ortaya ¢ikar. Bazal gangliyonlardan talamusa ¢ikisin artmasi
sonucunda kortikal aktivasyonda azalma olur. Bu, parkinsoniyen belirtilerin cogunun

olusmasindan sorumludur (49,63-65) (Sekil 1).

2.2.6. PARKINSON HASTALIGININ KLiNiK OZELLIiKLERIi

Parkinson hastaligi, asil olarak hareket hastaligi olmasina ragmen siklikla
psikotik, affektif ve kognitif bozukluklarin da eslik etmesi sebebiyle néropsikiyatrik
bir hastalik olarak da kabul edilen norodejeneratif bir hastaliktir. Depresyon,
seboreik dermatit, olfaktdr bozukluk, kabizlik, mesane islev bozukluklari, agiz
salgisinda artma, erektil bozukluk, terlemede artma, ortostatik hipotansiyon motor

semptomlardan yillar 6nce bagslayabilir (66).

Parkinson hastaliginin istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi ve postural
reflekslerde bozulmayla karakterize dort ana bulgusu vardir. Belirtiler sinsi ve
asimetrik olarak baslayip yavas yavas ilerler (67). Aile bireyleri tarafindan hastanin
daha asik suratli oldugu, yiirtirken bir kolunun digerine gore daha az salindigi,
konusmasinda monotonlagsma oldugu farkedilebilir. Bu bulgular doktorlar tarafindan
yashilik, mutsuzluk, ice kapanma veya romatizma olarak degerlendirilebileceginden

tan1 genellikle 2-3 y1l gecikebilir (68).

Parkinson Hastaligi Ana Bulgular::
Tremor

Parkinson hastaliinin en yaygin baslangic belirtisi asimetrik baslangigch

istirahat tremorudur (69). Parkinson hastaliginin en iyi tanimlanan ve en spesifik
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bulgusudur. Cogu hastada en sik basvuru nedenidir. Olgularin %50-75“inde ilk
motor semptom olarak istirahat tremoru ortaya ¢ikar (70). Siklikla iist ekstremite
distalinden tek tarafli olarak baslar. Bazi hastalarda sadece tek bir parmagi
etkileyebilir. Siklikla isaret ve basparmagin ritmik, alternan oppozisyonu ile
sekillenen stereotipik para sayma hareketidir. Yillar iginde tremor ekstremitelerin
proksimaline yayilim gdsterir ve ayni taraf bacak ile kars1 taraf ekstremiteleri de tutar

(26,71). Hastalarin %15’inde hastaligin hi¢bir doneminde tremor gozlenmez (31).

Parkinson Hastaligi’nin tremorunun tipik frekansi 3-7 Hz arasinda olup,
siklikla 4-5 Hz diizeyinde seyreder. Tremorun siddeti ani dalgalanmalar gosterir,
yiiriime ve heyecanla artar, ancak tremor frekansi sabit kalir (44,71). Hastalarin %
40-60’1nda daha hizli frekansh (5-8 Hz) postural-kinetik tremor tabloya eslik eder.
Hastaligin ilk bulgusu esansiyel tremora benzer sekilde postural tremor olabilir.
Burada goriilen postural tremorun ayirt edici 6zelligi kollarin ileriye uzatilmasi ile
tremorun ortaya ¢ikmasi arasinda saniyeler ile bir dakikaya kadar siiren bir latent

evrenin olmasidir (72).

Tremor stress ile mental aktivite sirasinda (6rnegin bir aritmetik islevi
yaparken), yiirlirken, diger ekstremitenin motor hareketi sirasinda artar. O
ekstremitenin harekete baslamasiyla, REM uykusuna dalindiginda kaybolur ama

hafif uykuda ve uyanildiginda tekrar belirir (44,73,74).
Rijidite

Rijidite; ekstremite, boyun veya govdenin pasif hareketi sirasinda her yone ve
tiim hareket genligi boyunca hissedilen, agonist ve antagonist kaslarda es zamanl
olarak tonusun artmasina bagli olarak saptanan direngtir. Tremora oranla daha az
siklikla goriiliir. Hastaligin ileri asamalarinda ortaya ¢ikma egilimindedir (44). Klinik
caligmalara gore hastalarin %89-99“unda gozlenir. Hafif olgularda kontralateral
ekstremiteye istemli tekrarlayicit hareketler yaptirarak rijiditeyi 6n plana ¢ikarmak
i¢in miimkiindiir (Froment manevrasi). Zaman zaman agr1 ve rahasizlia yol acan
rijidite, agrili omuz, rotator cuff sendromu, artrit ve bursit tanilar1 alarak goézden

kagabilir (74).
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Rijidite siklikla el bileginde pasif rotasyon hareketleri ve dirsekte fleksiyon ve
ekstansiyon hareketleri ile degerlendirilir Hastaligin ileri evrelerinde rijiditeye baglh
boyunda, govdede, dirseklerde ve dizlerde fleksiyon postiirii ortaya ¢ikabilir.
Torakolomber omurganin asir1 fleksiyonu olan kamptokormi yliriimekle artar, sirt
iistli yatmakla azalir. Ulnar deviasyon, proksimal ve distal interfalangeal eklemlerde
ekstansiyon ile metakarpafalangeal eklemde fleksiyonla karakterize striatal el, topuk

ekstansiyonu ya da fleksiyonu ile karakterize striatal ayak gozlenebilir (75,76).
Akinezi/ Bradikinezi

Bradikinezi, ardisira ve es zamanli hareketleri planlanma, baglatma ve
yiirlitmede zorlanma olarak tanimlanir. Glinliikk yasam aktivitelerinin yavaslamasi,
hareketlerin yavasligi ve reaksiyon zamaninin uzamasi olarak ortaya cikabilir (49).
Baslangicta distal grup kaslarda kisithlik (mikrografi, parmak hareketlerinde
kisitlilik) varken zamanla tiim kas gruplari etkilenir. Elin alternan supinasyon-
pronasyon hareketi gibi ard1 sira yapilmasi gerekli motor islevler ve diigme iliklemek

gibi kompleks islevler yerine getirilemez (44,71).

Bradikinezinin manifestasyonlar1 arasinda mimik hareketlerinin ortadan
kalkmasi ve g6z kirpmanin azalmasiyla yiiziin ifadesiz gériiniim almasi (maske yiiz,
bradimimi), monoton, algak sesle, hipofonik konusma (hipokinetik dizartri), spontan
yutma islevinin azalmasina bagl agizda salya birikimi ve akmasi (siyalore), yliriime
sirasinda  otomatik kol hareketlerinin azalmasi veya kaybolmasi (assosiye
hareketlerin kaybi) sayilabilir. Bradikinezi de diger parkinsoniyen bulgular gibi
hastanin emosyonel durumu ile baglantilidir. Bunun en 6nemli goriintiisii paradoksal
hiperkinezi (paradoksal kinezi) adi verilen fenomendir. Ani emosyonel enerji
dalgasiyla hareketsiz bir hasta bir topu yakalayabilir ya da hiz gerektiren baska bir isi
yapabilir (75).

Bradikinezinin patofizyolojisi net olarak bilinmese de azalmis dopaminerjik
fonksiyon sonucu gelisen normal motor korteks aktivitesindeki kesintiye bagl
oldugu diisiiniilmektedir. Tremor, genc¢ hastalarda daha baskin bulgu iken,

bradikinezi yash hastalarda 6ne ¢ikan bulgudur (74,76,77).
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Postural instabilite

Postural refleksler dik durmamizi ve postiirimiizii siirdiirlirken dengemizi
korumamizi, doniiglerde veya yiirliyiis sirasinda yon degistirirken dengemizi
kaybetmememizi saglar. Postural reflekslerin kaybina bagh olarak gelisen postural
instabilite, PH’nin en az spesifik, en fazla 6ziirliiliik yaratan ve tedaviye en az yanit

veren ana bulgusudur (71,72).

James Parkinson tarafindan ‘daha kiiciik ve ¢abuk (aceleci) adimlar atmak i¢in
dayanilmaz bir istek (¢ekim) duymak ve bu suretle istem dis1 bir sekilde kosma hizini

benimsemek’ olarak tanimlanmistir (73).

Hastalarda kol fleksiyonu ile baslayan, gévde ve boyun fleksiyonu ile devam
eden One egik bir postiir gelisir. Zamanla propulsiyon (6ne diisme egilimi) ya da
retropulsiyon (arkaya diisme egilimi) ile baglantili denge kayb1 gelisir. Bu bulgular
siklikla hastaligin geg¢ evrelerinde ortaya ¢ikar (71).

Postural instabilitenin derecesini degerlendirmek icin ‘¢cekme (pull) testi’
kullanilir. Bu test ile hastanin omuzlarina uygulanan ani bir ¢cekmeye verdigi postural
yanit degerlendirilir. Normalde hasta bir veya iki adim geriye gelmeli ve durmalidir.
Postural refleksleri azalmis bir hasta sandalyeye oturma girisiminde aniden,
kontrolsiiz bir bicimde sandalyeye ¢oker. Bu belirtiye de ‘sitting en bloc’ ad1 verilir.
Postural instabilitesi olan hastalarda, 6zellikle govdede fleksiyon postiirii varliginda,
“festination’” seklinde giderek hizlanan bir yliriiylis ortaya cikar. Bu arada hasta
adeta diismemek i¢in agirlik merkezini yakalamaya ¢alisir sekilde yiiriir ve durmakta

giiclik ceker (75). Postural instabilite dopaminerjik tedaviye en direngli klinik
bulgudur.

Parkinson Hastalig1 tanist i¢in degisik tanmi kriterleri gelistirilmistir. Bunlar
arasinda en sik kullanilan Hughes ve arkadaglarinin 1992 yilinda yayinladiklar: tani

kriterleridir. Bu kriterlere gore tan1 3 basamaktan olusmaktadir (79) (Tablo 2).
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Tablo 2: Parkinson Hastaligi’nin klinik tanisi
1- Parkinsoniyen sendromun tanisi:
. Bradikinezi
. Asagidakilerden en az birinin bulunmasi
v’ 4-6 Hz istirahat tremoru
v" Rijidite
v Viziiel, vestibuler, serebellar veya proprioseptif fonksiyon bozuklugunun
neden olmadigi postural instabilite
2- Parkinson Hastahgi icin dislama Kriterleri
e [] Tekrarlayan inme Oykiisii (Basamakli gidis)
e [] Tekrarlayan kafa travmas1 dykiisii
e [] Kesin ensefalit dykiisii
e [ Okiilojirik kriz
e [] Semptomlarin baglangicinda noroleptik kullanimi
e [] Birden fazla aile bireyinde benzer hastalik
e [] Spontan remisyon
e [] ik 3 yildan sonra sadece unilateral tutulusun varlig
e  Supraniikleer bakis paralizileri
e [ Serebellar bulgular

o [] Erken ve siddetli otonomik yetmezlik
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] Erken ve siddetli demans
1 Yiiksek doz levodopaya kotii yanit

"1 Bilgisayarli tomografide tiimdr ve kommiinikan hidrosefalinin varlig

3- Parkinson Hastaligi icin destekleyici kriterler

[ Asagidakilerden en az {i¢iiniin bulunmasi

v

v

v

Unilateral baslangic
Progresif seyirli olmasi

Hastaligin basladig1 tarafta bulgularin asimetrik olarak daha belirgin devam

etmesi

Levodopaya ¢ok iyi (%70-100) yanit olmasi

En az 5 sene veya daha fazla levodopaya yanitin devam etmesi
Levodopaya bagl diskinezilerin agir olmast

Klinik seyirin 10 y1l ya da daha fazla devam etmesi

Parkinson hastaliginda motor semptomlarin disinda depresyon, demans,

anksiyete, psikoz, uyku bozukluklari, otonomik disfonksiyon ve seksuel disfonksiyon

da yaygindir. Uyku bozukluklar1 PH’l1 hastalarin %70’inden fazlasinda goriiliir. Bu

non-motor semptomlar motor semptomlarin 6ncesinde de gelisebilir (80).

2.2.7.PARKINSON HASTALIGI’NIN TEDAVISi

Parkinson Hastaligi’nin medikal ve cerrahi tedavisi 3 ana kavramsal kategoriye

ayrilabilir:

Semptomatik: Hastaligin bulgu ve belirtilerini iyilestirmek icin

Koruyucu: Hastaligin fizyopatolojik mekanizmalarini engellemek i¢in
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Onarici: Yeni noronlar kazandirmak ya da kalan hiicrelerin biiylimesini ve islevini

uyarmak igin (81).
Medikal Tedavi:
Levodopa:

Levodopa dopaminin kendisinden hemen Onceki metobolik Onciiliidiir.
Doyurulabilir, kolaylastirilmig bir tasiyict sistemle bagirsak duvarindan tasinabilir
(82). Periferde L-Dopa nin % 95 den fazlasi hizla dopamine dekarboksile edilir,
kalan kistmin da % 1’1 kan beyin bariyerini gegerek strial dokuya ulagabilir. Bu
nedenle L-dopa periferik dopa dekarboksilaz inhibitérii olan karbidopa veya
benserazide ile kombine verilir. Bu kombinasyon sayesinde L-dopa dozu % 80
azaltilabilir. Bunun oOnemi ise vaskiiler endotelde biiylik dozlarin dopamine
dontistiiriilmesinin ardindan goriilen bulanti—kusma, hipotansiyon, siniis tasikardisi,
portakal renkli idrar gibi yan etkiler ortaya ¢ikmaz (83). L-Dopa kognitif bozukluk,
konfiizyon, psikoz gibi ndropsikiyatrik yan etkilere neden olabilecegi gibi, uzun siire
kullaniminda striatal dopaminerjik noéronlardan fizyolojik olmayan pulsatil
stimiilasyona bagli gelisen motor fluktuasyonlar ve diskinezi gibi motor

komplikasyonlara yol agabilir.

L-Dopanin en sik goriilen yan etkileri: (49)

* Koreiform, distonik ve diger istemsiz hareketler

* Paronoid fikirler ve psikotik ataklari iceren ruhsal degisiklikler
* Bulanti-kusma

* Kardiyak diizensizlikler

* Ortostatik hipotansiyon

* On-Off fenomeni

« Istahsizlik
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Katekol-O-Metiltransferaz (KOMT) inhibitérleri:

L-Dopa’ya ek olarak kullamilan KOMT inhibitorleri; Tolkapon ve
entekapondur. Hem erken evredeki ve hafif parkinson hastaliginda hemde L- dopayla
iliskili motor dalgalanmalarla komplike olmus ileri evredeki parkinson hastaliginda
L-dopaya yardimcidir. Off siiresini anlamli 6l¢iide azaltir, on siiresini artirir, L-dopa
gereksinimini azaltir. Ortamdaki dopamini artiran diger ilaglar gibi diskinezileri

arttirtr. Bu durumda L- dopa dozu azaltilirsa diskinezi siklig1 ve siddeti azalir (84).

Dopamin Reseptor Agonistleri:

Bromokriptin, Kabergolin, Pergolid, Lizurid ergo tiirevi; Ropinirol,
Pramipeksol, Piribedil, Rotigotin ise non-ergot dopamin agonistlerdir. Amerikan
Noroloji Akademisi, motor disabilitenin iyilestirilmesinde L- dopa kullanimin
desteklerken, motor komplikasyon gelisimi riskini azaltmak amaciyla dopamin
agonisti kullanimin1 6nermektedir. Erken donemde monoterapi olarak verilip
ozellikle geng hastalarda L- dopa ihtiyacini geciktirip motor fluktuasyon ve diskinezi
gelisimini azaltirlar (85). Yan etkiler arasinda bulanti, 6dem, somnolans,
konstipasyon, dizziness ve haliisinasyon sayilabilir. Ayni zamanda asir1 giindiiz
uykululugu, diirtii kontrol bozukluguna (asir1 kumar oynama, aligveris yapma,
internet kullanim1 vb. gibi) yol agabilir (85). Ergo tiirevi dopamin agonistleri
kardiyak disfonksiyon ve valvular, pulmoner ya da retroperitoneal fibrozise yol
acmas1 nedeniyle uzun siire kullanilmazlar. Apomorfin; D1, D2 agonisti olup dalgali
seyir gosteren hastalarda pompa sistemi ile siirekli uygulanabilmektedir. Rotigotin
ise yeni bir non-ergot dopamin agonisti olup transdermal kullanilabilen tek ajandir
(85).

Monoaminoksidaz B (MAO-B) Inhibitorleri :

MAO-B inhibitorleri (Selejilin, Rasajilin), L- dopa’nin MAO-B enzimi ile
yikimini 6nleyerek etki gosterir. Erken donemde kullaniminin dizabiliteyi, L-Dopa
thtiyacim1 ve motor fluktuasyonu; ileri donemde ,,donma™ fenomenini azalttigi

gosterilmistir (86). Giinliik 1mg Rasajilin kullaniminin néroprotektif oldugu
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disiiniilmektedir. Safinamid, c¢alismalar1 halen devam eden yeni bir MAO-B
inhibitoriidiir. Ayn1 zamanda dopamin uptake“ini ve glutamine salinimini inhibe
edip, sodyum kanallarin1 bloke eden Safinamid“in yiiriitiicii islevleri diizelttigi
distiniilmektedir (87). Yan etkileri arasinda hipotansiyon, bulanti, konfiizyon,
psikoz, ajitasyon, agiz kurulugu, karaciger fonksiyon testlerinde bozulma,
uykusuzluk, idrar retansiyonu, diskinezilerde koétillesme sayilabilir. Selegilinin
serotoninerjik veya sempatomimetik ilaglarla ve tiraminden zengin besinlerle

etkilesebilecegi unutulmamalidir (88).
Amantadin:

Antiparkinsonyel etkisi de olan bir antiviral ilagtir, kesin etki mekanizmasi

bilinmemektedir.

Muhtemel etki mekanizmalart:

* Dopaminin merkezi néronlardan salinmasi

* Noronlar tarafindan dopamin aliminin geciktirilmesi
* NMDA reseptorlerinin blokaji

* Antikolinerjik etkiler

Erken evredeki mindr semptomlu hastalarda, monoterapi olarak verilirse, %
20- 40’11k bir diizelme saglar. L-dopanin maksimum dozuna yaklasmis ya da L-dopa
dan daha az yarar goren hastalar, amantadinin kombine edilmesinden ek fayda goriir,
ayrica diskinezileri de azaltir. Varsanilar, bacaklarda 6dem, bacaklarda livedo

retikularis gibi yan etkileri goriilebilir(14).
Antikolinerjikler:

Siklikla kullanilan antikolinerjikler; Biperiden, Trihexifenidil, Benztropin ¢ dir.
Parkinson hastaliginda kolinerjik sistem gorece korunmustur, ancak dopaminde
belirgin eksilme oldugundan striatumdaki Ach/ dopamin dengesi kolinerjik yollar

lehine bozulur. Antikolinerjik ilaglarin tremor semptomlarina etkili oldugu
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diistiniilmektedir; rijidite ve bradikinezide fazlaca etkili degildir. Motor

dalgalanmalarda L-Dopaya yardimci olarak kullanilabilir (87).

Agi1z kurulugu, dar acili glokom, kabizlik, idrar retansiyonu, bellek bozuklugu,
konfiizyon gibi yan etkiler gorilebilir. Yaslilarda mutlak antikolinerjik
kullanilacaksa ¢ok dikkat edilmelidir. Ciinkii teropatik indeksleri dardir ve
toksisteleri yiiksektir (49).

Cerrahi Tedavi:

Cerrahi tedavinin amaci, hastanin fonksiyonel kapasitesinde artis
saglanmasidir. Bu amagla hastaya ablasyon cerrahisi ya da derin beyin stimiilasyonu

yapilabilir.

Ablasyon cerrahisinin hedefi, talamusun duysal motor kisimlari, ventral
intermediyer ¢ekirdegi, GPi ve GPe, STN’dur. Pallidotomi, medikal tedaviden yarar
gormeyen siddetli motor dalgalanmasi ve diskinezileri olan hastalarda; talamotomi,
tek tarafli ya da belirgin diizeyde asimetrik, medikal tedaviye yanitsiz, siddetli
tremorda tercih edilir. Subtalamotomi ise hemiballismus ve kore riski tasiyan ancak
geri doniisimsiiz distoni riski goreceli olarak diisiik olan bir ablasyon yontemidir.
Ablasyon yontemlerinin yan etkileri arasinda bazal gangliyon yapilarinda kanamaya
baglh 6lim ya da hemiparezi, ¢ift gérme, gorme alami kusurlari, duyu kaybi ve

dizartri sayilabilir (50).

Derin beyin stimiilasyonu (DBS), ablatif cerrahinin uygun olmadig: hastalarda
yapilabilmesi ve iki yanli girisimlerin beyinde yikici bir hasardan kaginilarak
uygulanabilmesi acisindan avantajli bir yontemdir. Stimiilatér herhangi bir zamanda
en uygun etki ve en az yan etki gOsterecek sekilde ayarlanabilir. Tremor, ventral
intermediyer ¢ekirdegin yiiksek frekansli stimiilasyonu (YFS); L-Dopa’ya bagh
diskineziler, globus pallidus internus YFS®“si; akinezi ve rijidite ise subtalamik
cekirdegin YFS*si ile kontrol altina alinabilir. Yan etkileri arasinda hipotoni,

blefarospazm ve giiclii depresif donemler sayilabilir (50).
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2.3. PARKINSON HASTALIGINDA MOTOR KOMPLIKASYONLAR

Parkinson Hastaligi’na ait belirti ve bulgular hastaligin ilk dénemlerinde, L-
dopa ve dopamin agonistleri ile tedaviye ¢ok iyi yanit verir. Ancak bes yildan uzun
stiredir L-dopa tedavisi altinda olan hastalarin sadece % 25’i yeterli ve piiriizsiiz
yanit vermeye devam eder. % 75 hastada ise motor komplikasyonlar ortaya ¢ikar
(88). Bu motor komplikasyonlar arasinda motor dalgalanmalar, doz sonu kotiilesmesi

(“wearing off”), tepe dozu diskinezileri ve difazik diskineziler yer alir (89).

L- Dopa Dozuyla iliskili Motor Dalgalanmalar: (90)

Motor dalgalanmalarin basladigini gosteren ilk belirtiler:
* Sabah erken akinezi
* Uykunun sagladig1 yararin kaybi

* Huzursuzluk yada kipir kipir olma (maksimum doza bagli korenin erken evre

bulgulari)
* Doz sonu oriintiisii olarak ig titremesi

L-dopayla iligkili motor dalgalanmalar i¢in olas1t mekanizmalar agagida belirtilmistir

(90).

Periferik farmokokinetik:

- Gastrik bosalmada gecikme

- Protein yarigmasi

Merkezi farmakokinetik:

- Strial L-dopa diizeylerinde degisiklikler (depolanmada azalma)

-Dopamin metobolizmasinin toksik yan iirlinleriyle dopaminerjik nd&ronlarin

hasarlanmasi
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Merkezi farmakodinamik:
- Dopamin reseptorlerinde degisiklik

- Dopamin reseptor duyarliligi profilinde degisiklik

Yanit azalmasi1 (Wearing - Off) dalgalanmalar:

Parkinson Hastaligi’nda goriilen en sik motor dalgalanmalardir. Her L-dopa
dozunun ardindan yarar goriilen silirenin kisalmasina denir. Nigrostrial sistem
dejeranasyonuyla baglantilidir. L-dopa alindiktan 2-4 saat sonra ortaya ¢ikar.
Wearing off da motor bulgular disinda duysal, psikiyatrik, otonom dalgalanmalarda
goriilebilir. Parestezi, agri, tasikardi, terleme, kabizlik, gegirme, nefes darlig1 olabilir.
Eger bunlarin wearing off semptomlar1 oldugu bilinmezse gereksiz tanisal testler

yapilabilir (18).

On - Off Dalgalanmalar:

On-off dalgalanmalar tedavinin yetersiz kaldigi durumlarla, gerekenden fazla
oldugu durumlar arasinda ani-6ngoriilmez gecislerle karekterizedir. ‘On’ siiresinde
hasta rijidite, bradikinezi agisindan ilacin sagladigi semptomatik yarardan faydalanir,
‘off ‘doneminde ise ilacin semptomatik faydasi1 kaybolur. Ani ve Ongoriilmez
olduklart i¢in tedavi giictiir. Dopamin agonisti, dopamin agonisti doz artirilmasi,
dopamin dozu arttirtlmasi denenebilir. Ancak ‘on’ siiresini arttiracak farmakolojik
girisimlerin  ¢ogu diskinezileride arttiracaktir. Anlatilan yOntemlerle fayda
saglanamamissa, sivi L-dopaya gegcilebilir. Sivi L-dopa daha tutarli ve giivenilir bir
titrasyon saglar. Diskinezi gelisimi igin risk faktorleri geng yas, uzun hastalik siiresi

ve uzun siire levodopa kullanimidir(51).
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Diskineziler:

Diskineziler, anormal istem dis1 hareketler olarak tanimlanmaktadir, koreik,
distonik ve hatta ballistik tarzda olabilmektedir. Diskinezi olusumu igin ortam
yaratan temel patoloji nigral hiicre dejenerasyonuna bagli dopaminerjik
denervasyondur. Dejenerasyonun siddeti, hangi dozda ve siirede L-dopa kullanimi1
sonucu diskinezilerin ortaya g¢ikacagmi belirler (91). Dopaminerjik denervasyon
altinda diskinezilerin ortaya ¢ikisina neden olan etkenlerden birisi, L-dopa’nin
plazma yar1 dmriiniin kisa olusu ve gastrointestinal sistemden kararsiz bir sekilde
emilmesi sonucu plazma diizeylerinin dalgalanma gostermesidir (92). Bu durum
hastaligin ilk evrelerinde saglam olan dopaminerjik terminallerin L-dopa’y:
depolayabilmeleri sayesinde sorun olusturmazken, dejenerasyonun ilerlemesiyle
birlikte L-dopa’nin etki siiresi kisalir ve “pulsatilite” belirgin hale gelir (93). Normal
fizyolojik kosullarda, striatal dopamin reseptorlerinin siirekli dopaminerjik uyarim
altinda oldugu gbéz Oniinde bulundurulacak olursa bu “pulsatilite”nin bazal
gangliyonlarin ¢iktilarini etkileyerek diskinezi gelisimine neden oldugu diistiniilebilir
(75).

L-Dopaya bagli diskinezi patogenezini inceleyen ¢alismalarin ¢ogu, L-dopa’nin
dopamin iizerinden hedefi olan striatal dopamin reseptorlerindeki degisiklikler
tizerinde yogunlagsmistir. Dopamin deplesyonu sonucunda D1-benzeri (D1 ve D5) ve
D2-benzeri (D2, D3 ve D4) dopamin reseptorlerinin denervasyon siiper-
sensitivitesine bagli olarak artmasi ve kronik dopaminerjik tedavi sonrasi tekrar
azalmalar1 beklenmektedir (94). Ancak dopamin deplesyonu ile D1 reseptorlerinin
sayica degismemekle birlikte uyarilabilirliklerinin arttigt ve LID siddetinin DI
reseptorlerinin  hiicre i¢i ikincil sinyal sistemlerini aktive etme diizeyleriyle

korelasyon gosterdigi saptanmistir (95).

Nigrostriatal dopamin deplesyonu sonucunda, MSN dendritik ¢ikintilari
tizerinde yakin iligski halinde bulunan sinapslar iizerinden etki gosteren glutamaterjik
ve dopaminerjik uyarim arasindaki hassas denge bozulur ve kortikostriatal yolda asir1
glutamaterjik aktivite ortaya ¢ikar (96), kronik L-dopa tedavisi ile baska adaptif
degisiklikler de eklenir. NMDA reseptorleri iki NR1 ve iki NR2 alt iinitesinden

olusur. NMDA reseptorleri sinaptik veya ekstra-sinaptik yerlesim gosterir ve her bir
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alt iinite farkli membran iliskili protein gruplariyla baglanti halindedir. Kronik L-
dopa tedavisi ile diskinezi gelisen PH hastalarmin beyinlerinin post-mortem
incelemesinde, lateral putamende NR1/NR2B NMDA ve AMPA reseptorlerinin
diskinezisi olmayanlara ve kontrollere daha fazla sayida bulundugu saptanmistir
(97). Bu durum kortikostriatal glutamaterjik girdilere karsi post-sinaptik diizeyde
artmis hassasiyet ve diskinezi patogenezi arasinda bir iliski bulundugu yoniinde
yorumlanmustir. Ayrica MSN’lerde kronik L-dopa tedavisiyle birlikte kinaz/fosfataz
dengesinde ortaya ¢ikan bozukluk NMDA ve AMPA reseptorlerinin fosforilasyon
durumlarmi  degistirerek diskinezi patogenezinde rol oynayabilmektedir (98).
Boylece kronik L-dopa tedavisi sonucu striatumda fosforile DARPP-32 miktari
artmakta, fosforile DARPP-32’nin inhibe ettigi PP-1 fosforile ve aktif durumda
bulunan NMDA ve AMPA reseptorlerini defosforile ederek inaktive edememektedir
(99). Glutamat antagonistlerinin diskinezi tedavisindeki etkinlikleri de yine bu
hipotezi desteklemektedir (100).

Parkinson hastalig1 diskinetik rat modeli ¢aligmalarinda L-Dopa ile tedavinin,
6-hidroksidopamin (6-OHDA) lezyonu ile ayni taraf bazal ganglionlarda endotelyal
proliferasyona, kan beyin bariyeri biitiinliigiinde bozulmaya ve artmis mikrovaskiiler
damar uzunluguna neden oldugu gosterilmistir (10). Endotelyal proliferasyon ve
bozulmus KBB, etkilenmis beyin bolgelerine L-Dopa in hizli ve genis dagilimina

neden olarak, LID ve motor dalgalanmalarda 6nemli bir patofizyolojik role sahip
olabilir (11,12).

En fazla goriilen diskineziler (17):
- Tepe dozu diskinezisi
- ‘Wearing off” diskinezi
- Difazik distoni/diskinezi
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Tepe dozu diskinezisi:

En sik goriilen tipidir, koreiform, belli bir paterni olmayan, biikiicii ya da
doniticii karekterde olup genellikle extremitelerde, govde ve bas bolgesinde goriiliir.

L-dopa dozu azaltildiginda diizelme olur.
Wearing off distoni:

Diisiik ya da azalan dopamin seviyesi ile iligkilidir, genellikle geceleri veya
sabah ilk L-dopa dozundan &nce olur. Istemsiz siirekli kas kontraksiyonlar1 genellikle
alt extremitelerde ortaya ¢ikar ve ayakta inversiyon yada plantar flexiyona neden

olur. Dopamin agonisti, kontrollii salinimli L- dopaya iyi yanut verir.
Difazik distoni /diskinezi:

Gorece daha az rastlanir. Hem on hemde wearing off doneminde goriiliir.
Distoni + kore kombinasyonu goriiliir. Tipik olarak alt ekstremiteleri etkiler.

Tedavisi giictiir, daha fazla ve diizenli dopamin diizeyi saglanmaya ¢alisilir(18).
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3.GEREC VE YONTEM

Yapilan calismayla ilgili olarak calismaya baslanilmadan 6nce Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligindan onay almmistir. Calisma
Subat-Mayis 2013 tarihleri arasmnda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji

Klinigi ve Parazitoloji klinigi tarafindan yiiriitilmiistiir.

3.1. ilaclar ve gruplar

HUVEC hiicre kiiltiiriinde etkinligi degerlendirilecek olan L-dopa, amantadin
ve vandetanib ( vaskiiler endotelayal growth faktdr reseptdr inhibitorii) 107, 10° ve
107 konsantrasyonlarda kullanilmistir. Ayrica L-dopa 10°, 10° ve 107
konsantrasyonuna, amantadin 10°, 10° ve 107 konsantrasyonlarinda eklenerek ikili

kombinasyon gruplari olusturulmustur.

3.2. Hiicre Kiiltiri

Calismada ATCC (American Type Culture Collection)’den elde edilen
HUVEC (Human Umblical Vein Endothelial Cell) hiicre serisi kullanilmistir.

Besiyeri hazirhigi: Hiicre Kkiiltiiriinde kullanilacak besiyeri, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) igerisine penicilin-streptomicin , %1 L-glutamin
ve fetal bovine serum (FBS) ilave edilerek hazirlandi (Tablo 3, Sekil 2).

Calisma stiresince kullanilacak HUVEC hiicre serisinin  devaminin

saglanmasi ve ¢cogaltilmasi i¢in pasajlar yapildi.
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Tablo 3: Hiicre kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Hiicre Kiiltiir Besiyeri | KullamlanMiktar | Firma Lot. No.
Dulbecco’s  Modified WISENT Inc St
Eagle’s Medium Bruno, Quebec,
100ml 22K2314
(DMEM) Canada
Penicilin-Streptomicin Biological Industries,
(10000 U/10000 Mg/ml) 1ml Berlin 644U
L-glutamin Iml Biochrom KG, Berlin 243A
Fetal Bovine Serum 10ml WISENT Inc St. 633A
(FBS) Bruno, Quebec,
Canada

Sekil 2: Hiicre Kiiltiirtinde kullanilan malzemeler
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Pasaj Yapilmasi:

Hiicrelerin yapisarak ¢ogaldig: hiicre kiiltiir kabindaki (flask) besiyeri aspire
edildi. Fosfat buffer saline (PBS) ile hiicreler yikandiktan sonra Tripsin/EDTA
soliisyonu (0,05 trypsint+%0,02 EDTA, WISENT Inc St. Bruno, Quebec, Canada)
hiicreler iizerine eklendi ve 37 °C’de 5 dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmasi saglandi. FBS igermeyen DMEM ilave edilerek tripsin
aktivasyonu durduruldu ve hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu 1iki flaske boliinerek pasajlandi. Hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicre
cogalmasi izlenerek bu islem tekrarlandi ve hiicre kiiltiir serisinin devamlilig

saglandi.

Calismada HUVEC hiicre serisinin 6 ile 11. pasajlar arasindaki hiicreleri
kullanildi (Sekil 3 ve 4).

Sekil 3: HUVEC hiicre serisindeki hiicrelerin X100 biiylitmedeki

gorinimi
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Sekil 4: HUVEC hiicre serisindeki hiicrelerin x200 biiyiitmedeki

gorinimil

WST-1 Testi;

WST-1;(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-
carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) testi ile VVandetanib ile Parkinson hastaliginin
tedavisinde kullanilan amantadin ve L-dopa’nin farkli konsantrasyonlarda HUVEC
hiicrelerinin proliferasyonu iizerine etkisi hem ilaglar tek basina hem de kombine

olarak arastirilmasi amaglanmistir.

Proliferasyonun belirlenmesinde, bu ilaglart hazirlandig1 soliisyonlar ISO
10993-5 numarali protokoliinde belirtildigi tlizere fenol red icermeyen DMEM

icerisine, FBS, L-glutamin ve Peniciline-Streptomycine ilave edilerek hazirlandi.

WST-1 ¢alisma éncesi yapilan iglemler;

1. Hiicre pasaj yapilmadan once 100ul siipernatant kismi ayrildi. Bu

testlerde ‘kontrol’ kismini olusturdu.

2. Hiicreler phosphate buffer saline (PBS) ile 2 kez yikanip
Tripsin/EDTA ilave edildi.
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3. 37°C’de, %5 CO2 igeren inkiibatorde 5-10 dk bekletildi.

4. Mikroskopta hiicrelerin kalktig1 goriildiigiinde reaksiyonu durdurmak

icin besiyeri ilave edildi.
5. 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

6. Siipernatat kismi atildi ve siispansiyondaki hiicre sayisi 2x107

hiicre/mL olacak sekilde besiyeri eklendi.

WST-1 ¢alisma yonteminin prosediirii;

Kullanilan temel ekipmanlar; 96 kuyucuklu mikroplate, mikroplate

okuyucu (spektrofotometre), %5 CO2 inkiibatér ve multikanal pipettir.

1. Mikroplate kuyucuklarina 100 pl hiicre pipetlendi ve hiicrelerin
yapismasint saglamak icin 24 saat 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde
inkiibe edildi.

2. Hiicrelerin yapismasi saglandiktan sonra mikroplate kuyucuklarina her
ilag konsantrasyonu i¢in 8 kuyucuk olacak sekilde ilaglar1 igeren
DMEM’den 100 pl ilave edildi. Buharlasmay1 6nlemek i¢in plagin
kenardaki kuyucuklarina serum fizyolojik eklendi. Ayrica her plakta
kontrol (Hiicre+besiyeri) ve kor (blank) (sadece besiyeri) kuyucuklar
da konuldu. Plaklar tekrar 37 °C’de, %5 CO2’li ortamda 24, 48 ve 72
saat inkiibasyona birakildi. Test sivilarinin mikroplate icinde

yerlesimleri Tablo 4’te gosterilmistir.

3. Kullanimdan hemen 6nce WST-1 soliisyonu 37°C’lik su banyosunda

¢oziildii. Berrak soliisyon oluncaya dek hafif¢e karistirildi.

4. Her kuyucuga 10 pl reaksiyon soliisyonu eklendi ve inkiibatérde 2
saat bekletildi.
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5. Olusan turuncu renkli formazol kristallerinin absorbansi mikroplate

okuyucuda (Thermo scientific, multiskan FC) 450-500 nanometrede

referans olarakta 620 nanometrede okundu.

Sekil 5’te mikroplate turuncu renk almis kuyucuklar goriilmektedir.

Tablo 4: Test sivilarinin mikroplate igindeki yerlesimleri
( SF: Serum Fizyolojik, B: Blank (Kér alan), K: Kontrol, I: ilaglar)

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
A | SF|SF|SF| SF SF SF SF SF SF SF | SF | SF
B|B|K|B| I I I I I I I I | SF
C|B|K|B I I I I I I I I SF
D/ B|K|B I I I I I I I I SF
E|B|K|B I I I I I I I I SF
F| B|K]|B I I I I I I I I SF
G| B | K| B I I I I I I I I SF
H|SF|SF|SF | SF SF SF SF SF SF SF | SF | SF
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Sekil 5: WST-1 soliisyonu eklendikten sonra turuncu renk almis mikroplate

kuyucuklarinin goriiniimii

Inkiibasyon periyodundan sonra 96 kuyucuklu deney plagmna WST-1
soliisyonu eklenerek 450 nm dalga boyunda mikroplate okuyucusunda okutularak her
deney grubunda bulunan hiicreler ve ilag uygulanmayan kontrol grubundaki
hiicrelerin canliliklar1 analiz  edilmistir. Calismamizda altili tekrar gruplari

kullanilmistir.

Kontrol grubundaki hiicrelerin canlilik skoru % 100 olarak kabul edilerek ilag
uygulanan deney grubundaki hiicrelerin canliligt  kontrol grubuna gore
hesaplanmistir. Hiicresel canlilik skorunu belirlemek i¢in orneklerin optikal

dansitesi(OD) negatif kontrolleri ile karsilastirilarak su formiil kullanilmistir:

Hiicresel canlilik skoru=[ (OD450(deney)/ OD450(negatif kontrol))x100]
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3.3. .Istatistiksel Analizler

Arastirmadan elde edilen veriler, SPSS 16.0 paket programinda bilgisayara
aktarilmis ve analiz edilmistir. Biitiin veriler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir. Normal dagilima sahip olan degiskenler i¢in tek yonlii varyans analizi

(ANOVA), normal dagilim gostermeyen degiskenler i¢in ise Kruskall-Wallis varyans
analizi testleri kullamlarak gruplar arasi Olgiimler karsilastirildi. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi tiim testler i¢in (p<0.05) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Levodopa, amantadin ve vandetanibin maximum konsantrasyonda (107)
hiicresel canlilik tizerine etkisi her bir zaman araliginda karsilastirilmistir. Levodopa
uygulanan grupta hiicresel canlilik skoru 24. saatte % 118 olup anlamli olarak daha
yiiksek bulunmustur(p<0,05). Gruplar arasinda 48. ve 72. saat degerleri agisindan ise
anlamli farklihk saptanmadi. ilaglarin maximum konsantrasyonlarmin HUVEC

canlilik skoruna etkisi Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5: flaglarin maximum konsantrasyonlarimnn 24, 48 ve 72. saatte
HUVEC canlilik skoruna etkisi

HUVEC canhlik skoru*
flaclar 24.saat** 48.saat 72.saat
Levodopa 118,0+8,2 91,4+14,0 112,9+37,6
Amantadin 98,7+7,0 109,0+£15,2 | 114,7+23,7
Vandetanib 102,3+12,3 108,7+17,7 | 125,8+29,2

*Ortalamaxstandart sapma
** p<0,05
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[laglarin minimum konsantrasyonda (107 hiicresel canlilik tizerine etkisi her
bir zaman araliginda karsilastirildiginda ise sadece 24. saatte amantadin uygulanan
grupta hiicresel canlilik skoru % 128 olup anlamli olarak daha yiiksek idi(p<0,05).
Gruplar arasinda 48 ve 72. saatte canlilik skoru agisindan anlamli farklilik yoktu.
Ilaglarm minimum konsantrasyonlarinin HUVEC canlilik skoruna etkisi Tablo 6°da

gosterilmistir.

Tablo 6: ilaglarin minimum konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatte
HUVEC canlilik skoruna etkisi

HUVEC canlilik skoru*
Tlaclar 24.saat** 48.saat 72.saat
Levodopa 104,4+4,7 94,2+15,4 118,1+21,5
Amantadin 128,8+17,7 116,7+13,8 | 115,2+13,0
Vandetanib 106,2+14,5 119,4+23,7 | 109,0+27,0

*Ortalamaxstandart sapma
** p<0,05

Her bir ilacin 3 farkli konsantrasyonunun (10'5, 10 ve 10'7) 24, 48 ve 72. saat
icin HUVEC canlilik skoruna etkisi Sekil 6, 7 ve 8 de gosterilmistir. Buna gore 24.
saatte amantadin 10 konsantrasyon uygulanan grupta hiicresel canlilik skoru % 98

iken 48. saatte 10 konsantrasyon uygulanan grupta hiicresel canlilik skoru % 88
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olup diger konsantrasyonlarina gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(p<0,05). Amantadinin farkli konsantrasyonlarinda 72. saatte hiicresel canlilik skoru
acisindan anlamli farklilik bulunamadi. Levodopa‘nin 3 farkli konsantrasyonda
hiicresel canlilik skoruna etkisi degerlendirildiginde higbir zaman diliminde anlamh
farklilik elde edilememistir. Farkli konsantrasyonlardaki vandetanib grublarinda da

anlamli farklilik gézlenmedi.

Hiicresel
canlilik

skoru (%) i LEVODOPA 10°
[ LeEvoDoPA 10°
] LevoborA 10”7

125,007

100,007

75,007

50,007

25,007

0,00~
24.saat 48.saat 72.saat

Sekil 6: Levodopa’nin farkli konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatte
HUVEC canlilik skoruna etkisi
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Hiicresel
Il AMANTADIN 10°
canlilik ] AMANTADIN 10°

skoru (%) ] AMANTADIN 107

125,00 —

100,00 —

75,00 —

50,00 —

25,00 —

0,00 —
24 saat* 48.saat* 72.saat

Sekil 7: Amantadinin farkli konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72. saatte HUVEC canlilik
skoruna etkisi *(p<0,05).

[l VANDETANIB 10°
150,00 B VANDETANI-B 10°
[[] VANDETANIB 107

Hiicresel
canlilik
skoru (%)

100,00

50,00 —

0,00 —
24.saat 48.saat 72.saat

Sekil 8: Vandetanibin farkli konsantrasyonlarmin 24, 48 ve 72. saatte HUVEC
canlilik skoruna etkisi
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Tek bagina levodopa 10™ konsantrasyonu ile buna amantadin 10°,10° ve 107
konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulan 3 grubun HUVEC canlilik skoruna
etkisi Tablo 7’ de gosterilmistir. Buna gore 24. saatteki veriler degerlendirildiginde
tek basina levodopa 107 konsantrasyonu uygulanan grupta, 3 farkli konsantrasyonda
amantadin eklenen gruplara gore hiicresel canlilik skoru anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur(p<0,05). Gruplar arasinda 48 ve 72. saat skorlarinda anlamli farklilik

bulunamada.

Tablo 7: Levodopa 10° konsantrasyonunun tek basina ve amantadin 10°,10% ve 10”7
konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulan gruplarin HUVEC canlilik skoruna

etkisi

HUVEC canlilik skoru*

flaclar 24 saat** 48.saat 72.saat
Levodopa 10° 118,0£8,2 91,4+14,0 112,9+£37,6
Levodopa 107 100,5+5.,4 97,7+11,6 | 97.5+4,4

+
Amantadin 10
Levodopa 107

+ . 103,8+2.9 95,0+12,5 | 100,7+6,7
Amantadin 10
Levodopa 107

+ 100,2+8,2 98.,4+12,8 101,845,2
Amantadin 10~

*Ortalamaxstandart sapma

** n<0,05
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Tek basma levodopa 10 konsantrasyonu ile, bu miktara amantadin 107,10
ve 107 konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulan dért grubun HUVEC canlilik
skoruna etkisi Tablo 5 de gosterilmistir. Buna gore; 24. saatteki veriler
degerlendirildiginde tek basma Levodopa 10° konsantrasyonu uygulanan grupta
canlilik skoru yiiksek iken, amantadinin 3 farkli konsantrasyonunda kombine
uygulandigt gruplarda canlilik skoru anlamli olarak daha diisik bulunmustur
(p<0,05). Gruplar arasinda 48 ve 72. saat skorlarinda anlamli farklilik yoktu.
Levodopa 10”7 konsantrasyonu ile Amantadin kombinasyonunun karsilastirmasinda

da benzer sonuglar elde edilmistir ( Tablo 6).

Tablo 8: Levodopa 10 konsantrasyonunun tek basmna ve amantadin 10,10 ve 107
konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulan gruplarin HUVEC canlilik skoruna

etkisi

HUVEC canlilik skoru*

flaclar 24 saat** 48.saat 72.saat

Levodopa 107 113,5+14,0 109,2+11,9 | 125,6+4,4

Levodopa 10°® 99,2+2,3 107,1+16,1 | 104,3+5,8
+

Amantadin 10

Levodopa 107

+ 93,5+7,2 102,8+16,2 | 102,4+7,2
Amantadin 10°®
Levodopa 107

+ 97,6+5,9 106,6+21,5 | 106,7+4,2

Amantadin 10~

*QOrtalamaztstandart sapma
** p<0,05
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Tablo 9: Levodopa 107 konsantrasyonunun tek basmna ve amantadin 10,10 ve 107

konsantrasyonlarinin eklenmesi ile olusturulan gruplarin HUVEC canlilik skoruna

etkisi
HUVEC canhlik skoru*
Tlaclar 24.saat** 48.saat 72.saat
Levodopa 107 104,4+4,7 94,2+15,4 | 118,1+2,1
Levodopa 10” 96,5+4,9 103,9+12,9 | 101,9+3,8
+
Amantadin 107
Levodopa 10”
+ 5 100,8+3,4 103,2+14,1 | 103,5+8,8
Amantadin 10
Levodopa 10”
+ 96,7+5,7 105,2+19,7 | 107,1+4,9

Amantadin 10~

*Ortalama+standart sapma

** n<0,05
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5.TARTISMA

Parkinson Hastaligi’na ait belirti ve bulgular, hastaligin ilk donemlerinde L-
dopa ve dopamin agonistleri ile tedaviye ¢ok iyi yanit verirken, bes yildan uzun
stiredir L-dopa tedavisi altinda olan hastalarin % 75’inde diskineziyi de igeren motor
komplikasyonlar ortaya cikar (88). Giris boliimiinde detaylica agiklandigi gibi LID
mekanizmasinda nigral hiicre dejenerasyonuna bagli dopaminerjik denervasyon,
dopamin-D1 ve NMDA reseptorlerinin uyarilabilirliginin artmasi, anormal sinaptik

plastisite ve kortikostriatal yolda artmis glutamaterjik aktivite rol oynar (13).

Anjiogenez, Alzheimer hastaligt ve MS gibi c¢esitli norodejeneratif
hastaliklarda ve onlarin hayvan modellerinde gosterilmistir (101-104). Barcia ve ark.
tarafindan Parkinson hastaligi hayvan modellerinde de anjiogenez varligi
gosterilmistir (9). Yapilan hayvan modellerinde anjiogenezis lehine elde edilen
bulgular endotelyal hiicre sayisindaki artis (105) ve anjiogenik faktorlerin varlig:
olup, insan Parkinson hastalarinda yapilan c¢aligmalardaki bulgularla tutarlilik

gostermektedir (7-8).

Parkinson Hastaligi’'nda dopaminerjik tedavi sirasinda gelisen diskinezi
mekanizmasinda bazal ganglionlarda endotelyal proliferasyon, kan beyin bariyeri
biitiinligiinde bozulma ve artmis mikrovaskiiler damar uzunlugu gibi anjiogenez

bulgulart gésterilmistir (10).

Braak ve ark. PH hastalarinda anjiogenezis varligini, hastaliktan etkilenen
alanlarda integin avp3 reaktivitesini dlgerek degerlendirmislerdir (106). Bradaric ve
ark. 2010 yilinda yaptiklari post mortem insan beyin dokusu c¢alismasinda patolojik
olarak PH, PSP ve rastlantisal Lewy body hastaligi tanisi alan hastalar
degerlendirmislerdir. Bu hastalarda SNc, putamen, LC ve midfrontal korteksde
aktive mikroglia sayisi ile birlikte integrin avp3 diizeyini aragtirmislardir. Tim
olgularda LC ve SNc da artmis avp3 diizeyi saptamislardir. Ancak PH ve PSP de
putamende kontrol grubuna gore artmis avB3 diizeyi mevcut iken, SNc da artmis

mikroglia say1 ve aktivasyonu tespit edilmistir (107).

45



Westin ve ark. ratlarda 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada nigrostriatal yola 6-
OHDA enjeksiyonu ile deneysel PH modeli olusturmuslardir (10). Bu ratlara 2 hafta
boyunca timidin analogu 5-bromo- 2- deoxyuridine (BrdU) ile birlikte L-dopa
enjeksiyonu yapilmistir. Tedavi sonrast BrdU-pozitif hiicreler mikroskobik olarak
degerlendirilmistir. Diskinezi gelisen ratlarda striatum ve onun hedef yapilari olan
globus pallidus, SNr da; nondiskinetik ratlar ve kontrol grubuna gore daha yiliksek
oranda hiicre proliferasyonu tespit edilmistir. Ayni1 zamanda L-dopa tedavisi verilen
diskinetik ratlarin 6-OHDA lezyonu ile ayni taraf bazal ganglionlarinda artmis
mikrovaskiiler damar uzunlugu tespit edilmis olup, entopedunculer nucleus (EP) ve
SNr deki artis anlamli bulunmustur. 6-OHDA lezyonunun kontralateralindeki
vaskiiler uzunluk agisindan ise anlamli bir farklilk bulunmamustir (10). Kan
damarlarindan Nestin salinim1 anjiogenez ile iliskili olup rat beyin dokularinda daha
once gosterilmistir (108). Westin ve ark. diskinetik ratlarda yaptiklart bu ¢alismada
da bazal ganliyon niikleuslarinda nestin-pozitif damar profilini anlamli olarak yiiksek
bulmuslardir. Calismada mikrovaskiiler permeabilite artisinin gostergesi olarak
albumin boyanmasimi degerlendirmislerdir. Diskinetik ratlarda tim bazal
ganliyonlarda artmis albumin seviyesi tespit edilmis ve bu artis EP ve SNr de anlamli
bulunmustur. Yine diskinetik ratlarda EP ve SNr de endotelyal bariyer antigenlerinin
(EBA) azalmis boyanmast anlamli bulunmustur (10). L-dopa’ya bagl diskinezi
mekanizmasinda ~ striatumda endotelyal proliferasyon, immatur endotelyal
markerlarin ( nestin ) artist ve kan beyin bariyeri biitiinliiglinii saglayan EBA

azalmasi 6nemli bir faktor olarak gosterilmistir (108).

Lindgren ve ark. 2009 yilinda 6-OHDA lezyonu olusturulan ratlarda, L-dopa,
Bromokriptin ve selektif D1 reseptor agonisti olan SKF38393 tedavisi ile bazal
gangliyonlarda goriilen anjiogenetik degisiklikleri incelemislerdir. Bromokriptin
tedavisi alan ratlar ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda, L-dopa grubunda lezyon
olusturulan tarafta Striatum, GP, EP ve SNr da BrdU/ laminin-pozitif kan damari
hiicre sayis1 ve damar duvarinda nestin ekspresyonu anlamli olarak daha fazla
bulunmustur. Yine L-dopa grubunda EBA-immun pozitif damarlarin yiizdesi anlamli
olarak daha diisiik bulunmustur(109). L- dopa ile tedavi edilen ratlarda lezyon

olusturulan tarafta EP ve SNr de toplam mikrovaskiiler uzunluk, Bromokriptin ile
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tedavi edilen ratlar ve kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla bulunmustur.
Deneyin ikinci kisminda ratlara L-dopa, diisiik doz SKF38393 (0,5 mg/kg) veya
yiiksek doz SKF38393 (1,5 mg/kg) tedavisi verilmistir. L-Dopa ve yiiksek doz
SKF38393 grubunda BrdU/laminin pozitif hiicre sayisi1 ve damarlarin nestin
ekspresyonu anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Yine ayn1 grublarda EP ve SNr de
anlamli olarak azalmig EBA immun boyanmasi tespit edilmistir. Deneyin ileri
asamasinda, L-dopa tedavisi alan ratlara D1 reseptor antagonisti SCH23390 veya D2
res antagonisti eticloprid disik (0.01 mg/ kg) ve yiiksek dozda (2.0 mg/kQg)
uygulanmistir. SCH23390 grubunda anormal istemsiz hareketler agisindan kontrol
grubuna gore farklilik gozlenmemis olup, LID’nin D1 res antagonisti tarafindan
engellendigi gosterilmistir. Diisiik doz D2 res antagonistinin diskinezi tizerine etkisi
gosterilmemistir. L-dopa tedavisine kiyasla, yiiksek doz eticloprid tedavisi ile
istemsiz hareketlerde % 50 azalma tespit edilmistir. D1 res antagonisti tedavisi ile L-
Dopa’ ya bagli BrdU/laminin—pozitif hiicre sayist artisinda ve EBA
immunreaktivitesindeki azalma engellenirken, D2 res antagonistinin anjionezisi

bloke edici etkisi bulunmamistir(109).

Amantadin’in L-Dopa ile kombinasyonu ile goriilen anti-parkinsoniyen ve anti-
diskinetik etkisinin mekanizmasi hala tam ag¢iklanamamistir. Amantadin dopamin
geri alimmi inhibe ederken (110), Dopa dekarboksilaz aktivitesini arttirir (111).
Ayrica NMDA reseptor antagonisti olarak davranir (112) ve potasyum kanallarini
inhibe ederek membran eksitabilitesini artirir (113). Amantadin ayrica extrastriatal
alana da etki ederek diskineziyi Onleyebilir. Glutamat (GLU) diizeyini diisiiriip
GABA ( Gama aminobiitirik asit) seviyesini artirarak primer motor Korteks
eksitabilitesini azaltabilir (114).

Bido ve ark. 2011 yilinda yaymladiklar1 ¢alismada 6-OHDA ile tek tarafli
lezyon olusturulan diskinetik mice ve ratlarda davranigsal degisiklikleri ve
Amantadinin veya L-Dopa tedavisi ile SNr ve GP da olusan noérokimyasal
degisiklikleri incelemislerdir. Striatuma tek tarafli 6-OHDA injeksiyonu yapilan
ratlarda, baslica karsi pengeyi etkileyen akinezi ve bradikinezi ile tiim motor

performansda diisiis gozlenmistir. Ratlara L-Dopa verilmesi ile hareketleri normalize

47



olmustur. Kronik L-dopa (15 mg/kg) tedavisi verilen diskinetik ratlara serbest
hareketleri esnasinda SNr ve GP da GABA ve Glutamat degerlerini 6lgmek igin
stereotaktik operasyonla mikrodiyaliz probu implante edilmistir. Sadece L-Dopa
veya Amantadin ( 40 mg/kg ) tedavisi alanlar ratlarla, L-Dopa+ Amantadin tedavisi
alan ratlar, kontrol grubu ile birlikte anormal istemsiz hareketler ve SNr ve GP dan
GABA ve GLU salinimi agisindan karsilastirilmistir. Tedaviye Amantadin eklenmesi
ile kiimiilatif anormal istemsiz hareket skorlarinda yaklasik %50 azalma goriiliirken,
bu davramigsal degisiklikler SNr ve GP da farkli norokimyasal degisikliklerle
iliskilendirilmistir. L-dopa tedavisi ile SNpr de GABA diizeyinde bazal degerine
gore yaklasik 3 kat anlamli artis goriilirken, GLU diizeyinde bir miktar azalma
gosterilmis fakat bu fark anlamli bulunmamistir. Amantadinin anti-diskinetik
etkisinden dolayr L-dopa ya bagli GABA seviyesindeki artisi engelledigi
gosterilmistir. Gruplar arasinda SN daki GLU diizeyinde anlamli farklilik
gozlenmemistir. GP daki degisiklikler incelendiginde tek basina L-Dopa veya
Amantadin‘in GABA seviyesinde anlaml farklilik yaratmadigi bulunurken, L-Dopa
+ Amantadin tedavisi alan grupta yaklasik % 217 artis gozlemlenmistir. Pallidal
GLU diizeyinde ise gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir. Amantadin
nigral GABA artisini Onledigi halde anormal istemsiz hareketleri tamamen
engellememistir (115). L-dopa uygulanmasi sonrasinda diskinetik ratlarin SNr © da
extraseliiler dopamin seviyesinde non diskinetik ratlarla kasilastirildiginda biiyiik bir

artig gostermislerdir (116).

Ohlin ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 6-OHDA ile tek tarafli lezyon
olusturulan ratlarda diisiik doz (6 mg/kg) veya yiiksek doz (12 mg/kg) L-Dopa kronik
tedavisinin anjiogenez iizerine etkisi arastirilmistir. Yiiksek doz L-Dopa grubunda
SNr daki BrdU/ laminin pozitif hiicre sayist %30 daha fazla iken, mikrovaskiiler
nestin diizeyi de 2 kat daha fazla tespit edilmistir. Striatumda endotelyal bariyer
antijenlerinin immun boyanmasinin sadece yliksek doz L-Dopa grubunda anlamli

olarak diisiik oldugu gosterilmistir (118).

Calismamizda Levodopa ve amantadinin anjiogenez iizerine etkinliginin

degerlendirilmesi icin HUVEC kiiltiirii kullanilmistir. Ilaglarin  inkubasyonu
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sonrasinda kontrol gruplarina gore kiyaslanarak HUVEC canlilik skorlar1 elde
edilmistir. Daha 6nce bu metodoloji kullanilarak yapilmis bir calisgma mevcut
degildir. Levodopa, amantadin ve vandetanib maximum konsantrasyonda HUVEC
kiiltiirtine uygulandiginda hiicresel canlilik skoru L-dopa grubunda anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur. ilaglar minimum konsantrasyonda uygulandiginda ise
hiicresel canlilik skoru amantadin grubunda daha yiiksek bulunmustur. Amantadin
iki farkli konsantrasyonda HUVEC canlilik skorunu azaltmistir. Bu sonug
amantadinin antidiskinetik etkisinin doz bagimli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Levodopaya amantadin eklenmesi ile hiicresel canlilik skorlarinda anlamli diisiis
gozlenmistir. Bu sonug¢ L-dopa tedavisi ile kombine uygulanmasinin, amantadinin

anjiogenez lizerindeki negatif etkisini engellemedigini gostermektedir.

Caligmadan elde ettigimiz sonuglar bu konuda literatiirde az sayida yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. PH tedavisinde ortaya c¢ikan diskinezinin
etyopatogenezinde yer alan Onemli faktorlerden biri olan anjiogenezin
engellenmesinde; antidiskinetik bir ajan olan amantadinin dopaminerjik tedaviye
erken donemde eklenmesi diskinezilerin ortaya c¢ikmasinda engelleyici bir faktor

olabilir.
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6.SONUC

Parkinson Hastaligi’nda Levodopaya bagh diskinezi mekanizmasi daha 6nce
deneysel rat modellerinde ve insan beyin dokusu c¢alismalarinda gosterilmistir.
Calismamiz Levodopa ve amantadinin HUVEC Kkiiltiiriinde hiicresel canlilik tizerine
etkisini arastiran ilk ¢alisma olmasi nedeniyle onemlidir. Bu ¢alismada tek basina
Levodopa kullanimi ile hiicresel canliligin anlamli olarak daha yiiksek olmasi
diskinezi mekanizmasinda anjiogenezisin roliinii ispat edecek bir ara¢ olarak
degerlendirilebilir. Amantadin eklenmesi ile hiicresel canlilik skorlarinin diismesi,
amantadinin antidiskinetik roliinii, antianjiogenetik etki araciligiyla hiicresel vaskiiler
canliligi azaltarak yerine getirdigini gostermektedir. Sonu¢ olarak; diskinezi
mekanizmasinda anjiogenezisin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in bu konuda daha

genis kapsamli ¢caligsmalara gereksinim vardir.
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