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MPTP FARE MODELINDE NORAL KOK HUCRE TRANSPLANTASYONU
VE MELATONIN’IN PARKINSON HASTALIGI UZERINE ETKISi
_ Elgin Orcum UZUNLU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2015
) Danisman: Prof. Dr. Miiberra KOSAR
Ikinci Damisman: Do¢.Dr. Miikerrem Betiil AYCAN
OZET
Parkinson hastaligi (PH), dopamin sentezleyen noronlarin kaybi sonucu dopamin
transferindeki bozukluklar ile karakterize kronik norodejeneratif bir hastaliktir.
Sonucunda motor fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelmektedir. Bu c¢alismanin
amacit  N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin’i  (MPTP) farelerde kullanilarak
Parkinson hastaligr modeli olusturmak, kayba ugrayan dopaminerjik noronlarin, noral
kok hiicre (NKH) transplantasyonu ile telafisini saglamak ve melatonin (aMT) hormonu
ile bu transplantasyonun desteklenmesidir. Arastirmada 12 adet C57BL/6 erkek fare,
rastgele esit sayida 4 gruba ayrildi. Gruplar hicbir uygulama yapilmayan genel kontrol
(Grup 1), MPTP uygulamasi ile Parkinson modeli olusturulduktan sonra Fosfat Tampon
Soliisyonu (PBS) uygulanan Parkinson grubu (Grup 2), Noral Kok Hiicre (NKH)
transplantasyonu yapilan Parkinson+NKH grubu (Grup 3) ve NKH transplantasyonu
yapilan ve transplantasyon sonrasi sularina  melatonin (aMT) katilan
Parkinson+NKH+Melatonin grubu (Grup 4) seklinde olusturuldu. Gruplardaki fareler
ad-libitium (geleneksel) yem ve su ile beslendi ve gece 00:00-04:00 saatleri arasinda
video goriintiisii alinarak lokomotor aktivitelerine bakildi. Perfiizyon islemi sonucunda
beyinleri ¢ikartilip immuno histokimyasal boyama ile dopamin sentezinin baslangicinda
gerekli enzim olan Tirozin Hidroksilaz (TH) aktivitesi incelendi. Tedavi gruplarinda TH
immiin pozitif hiicre sayisinin Parkinson grubuna gore artigi gdzlemlendi. Lokomotor
aktivitenin Parkinson grubunda anlamli derecede azaldigi, tedavi gruplarinda ise 6nemli
bir artis gosterdigi belirlendi. Bu sonuglar Parkinson grubunda beyin sap1 dopaminerjik
noron sayisinda anlamli bir kayip oldugunu; NKH transplantasyonunun ise bu
noronlarda goreceli bir artisa sebep oldugunu ve melatoninin bu etkiyi arttirdigini
gostermistir. MPTP ile Parkinson modeli olusturulmus C57BL6 farelerde NKH

transplantasyonuna melatonin hormonunun etkisi ilk olarak bu ¢aligma ile incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Noral Kok Hiicre, Parkinson hastaligi, Melatonin, MPTP
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THE EFFECTS OF NEURAL STEM CELL TRANSPLANTATION AND
MELATONIN TREATMENT IN MPTP MOUSE MODEL OF PARKINSON’S
DISEASE
Elgin Or¢cum UZUNLU
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Stem Cell Sciences
M.Sc Thesis, April 2015
Supervisor: Prof. Dr. Miiberra KOSAR
Second Supervisor: Doc¢.Dr. Miikerrem Betiil AYCAN
ABSTRACT

Parkinson's disease is a chronic neurodegenerative disorder characterized by
disturbances in the transfer out of dopamine because of losing dopamine expressing
neurons. As a results of motor function deterioration occurs. The aim of this study, N-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) using to generate the model of
Parkinson's disease, neural stem cells (NSC) transplantation to provide compensation
for the loss of dopaminergic neurons and support to treatment with Melatonin (aMT). In
this study, 12 of C57BL/6 male mice randomly divided into 4 groups. Groups 1; control
vehicle, Group 2; Parkinson group that phosfate buffer saline (PBS) transplantation
after the MPTP treatment, Group 3; Parkinson+NSC group that NSC transplantation,
Group 4; Parkinson+NSC+melatonin group that NSC transplantation and waters made
of melatonin (aMT) after transplantation. After the animals had free access to water and
food throughout the experiment, the video image viewed the locomotor activity between
12:00 a.m. and 04:00 a.m. Brains were removed after perfusion process and tyrosine
hydroxylase (TH) activity which is essential for dopamine synthesis was examined by
immunohistochemical staining. The amount of TH immuno positive cells were found to
be higher in treatment groups than Parkinson group. Locomotor activity were also
significantly reduced in Parkinson group while both treatment groups significantly
increased it compared to Parkinson group. These results shown that dopaminergic
neurons significantly decrease in Parkinson group and transplantation of NSC caused a
relative increase in these neurons and aMT enhances this effect. In this study, the
melatonin’s effects to NSC transplantation in MPTP induced C57BL6 mice model of

Parkinson were investigated for the first time.

Key Words: Neurol Stem Cell, Melatonin, Parkinson Disease, MPTP.
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), kronik norodejeneratif bir hastaliktir. Bu hastalikta
dopaminerjik noronlar {izerinden dopamin transferindeki bozukluklar belirleyici
ozelliktir. Bu dopamin iletimindeki bozukluk nedeniyle ekstrapiramidal motor
fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelmektedir. Bu sekilde hastalarin yasam kalitesi
diismekte ve kendi kendilerini kontrol etmeleri imkansiz hale gelmektedir. Bu
rahatsizlik kisiyi yataga bagimli hale getirmektedir. Hastaligin tedavisinde ise
antikolinerjik ilaglar ve wuzun siireli kullanimlarinda bagimlilhik gelistiren
benzodiazepinler gibi norolojik ilaglar kullanilmaktadir. Ayrica bu ilaglar kesin bir
coziim de getirmemektedir. Bazen cok erken yaslarda dahi bu rahatsizlik
gelisebilmektedir. Bu nedenle bu hastaligin tedavisinde daha az toksik {iriinlerin
kullanilmas1 ve alternatif tedavi yontemlerinin arayisi ise biiylik bir ivme ile devam
etmektedir. Bu modern tedavi yontemleri arasinda kok hiicre tedavisi de biiyiik onem
kazanmistir. Herhangi bir kimyasal madde uygulamaksizin kisinin kendi hiicreleri ile

hastaliklar bu yontem kullanilarak tedavi edilebilmektedir.

Bu kapsamda bu projede PH’ de kok hiicre ve melatonin tedavisinin etkisi
incelenecektir. Projenin amaci MPTP fare modelinde néral kok hiicre transplantasyonu

ve melatonin uygulamasinin Parkinson hastaligi izerine etkilerinin incelenmesidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastahgi
2.1.1. Parkinson Hastaligi Tamimi, Belirtileri ve Tarihcesi

Parkinson hastaligi (PH), kronik norodejeneratif bir hastaliktir. PH nin baslica 6zelligi
Substantia nigra’nin Pars compacta bolimiinde dopamin ileten néronlarin segici ve
asamali olarak kaybidir. Dopamin {iireten noron seviyesinin Stratium’da diismesi
extrapiramidal motor fonksiyonunun bozulmasina yol agar (1-3). ilk defa 1817 yilinda
James Parkinson makalesinde hastalig1 “titremeli fel¢” olarak tarif etmistir. Jean Marie
Charcot, Parkinson hastaliginin orijinal tammmina kas sertligi, mikrografi, duyusal
degisiklikler gibi bir¢cok 0zelligi eklemis ve hastaliga onu tanimlayan ilk kisinin ad1 olan
Parkinson’u vermistir (4). 1919 yilinda Tretiakoff ve ark. ve 1960 yilinda da Ehringer
ve Hornykiewicz hastalikla iliskili olarak Substantia nigra’da dopaminerjik néronlarin

kayba ugradigimi aciklamstir. 1967 yilinda da Cotzias ve ark. Parkinson hastaliginda

levedopa ilacinin klinik kullanima girmesini saglamstir (5).

Parkinson hastaliginda temel bozukluk, koordine hareketleri diizenleyen beyin
boliimlerindendir. Eger bu bozukluga yol acan sebep tam bilinmiyorsa Idyopatik

Parkinson hastalig1 denir.

Hastaligin ana temel belirtileri istirahat tremoru, sertlik, istemli hareketlerin
yavaslamasi, durmasi ve dengeyi koruyamamadir. Titreme ilk ortaya ¢ikan belirti olup,
genellikle baslangicta tek eldedir. Zamanla ayni taraf bacaga ve karsi ele gecebilir.
Siklikla hastaliktan viicudun bir yaris1 baskin olarak etkilenir. Titreme dinlenirken olup,
uyurken kaybolur (istirahat tremoru). Istirahat tremorunda bagparmak ya da parmaklar1
etkileyerek saniyede 4-6 Hz hizla “hap sayma” seklinde hareketler gozlenir (6).

Sinirlilik ve yorgunluk titremeyi arttirir. Sertlik veya katilik boyun kaslarmdan baslar ve



basin govdede one dogru itilmesine sebep olur. Bel kemigi de etkilenip bel hafif one
egilir, diz, kalca ve kol eklemleri biikiikk hal alir. Hasta, kiiciik hizli adimlarla
sendeleyerek yiiriir, hantallagir, saatlerce oturur. Yaziya biiyiik baslar, harfler gittikce
kiigiilir ve yazinin okunmasi giiclesir. Monoton bir konusmas1 vardir. Kaslarm tonusu
arttig1 icin (sertlesme) biikiilii kolun a¢ilmaya calisilmasit sirasinda disli ¢cark hareket
ettiriliyormus hissi alinir. Pierre Marie tarafindan tanimlanan goéz kirpmada azalma
yararli bir erken bulgudur. Yiizdeki kas faaliyetleri (mimik ve jestler) silinir. Yiizde
donuk bakis (Stellwag bulgusu), anlamsiz cehre (maske yiiz) vardir. Hareketlere
baslamakta giicliik ceker, cildi yaglanir ve hastalarin % 40’mnda bunama goriiliir.
Kelimelerin son hecesini tekrar eder. Goziinii kirpmamasi soylendigi halde burun
kokiine vurulunca goz kirpma hareketi kontrol edilemez. Gozlerin yukariya dogru

dakikalar hatta saatlerce kaymasi da, hastay1 cok rahatsiz eden bir durumdur (7).
2.1.2 Parkinson Hastaliginin Siniflandirilmasi

1- Primer (Idyopatik) Parkinsonizm

Nedeni: Parkinson hastalig1 ve Jiivenil Parkinsonizm (8).

2- Sekonder (Edinsel, semptomatik) Parkinsonizm

Nedeni: Infeksiyoz hastaliklar (Postensefalitik, yavas viriis enfeksiyonu, AIDS), ilaclar
(Dopamin reseptor blokerleri), toksinler (MPTP, CO, Mn, Hg, metanol, etanol),
vaskiiler hastaliklar (Multienfarkt demans, Binswanger Hastalig1), travmalar (Boksor
ensefalopatisi), hipoksi, metabolik hastaliklar (Paratiroid hastaliklari, hipotiroidi,
hepatoserebral dejenerasyon), hemiparkinsonizm-hemiatrofi ve diger hastaliklar (beyin

tiimorleri, normal basingl hidrosefali, siringomezensefali).
3- Heredodejeneratif Parkinsonizm

Nedeni: Huntington hastali§i, Wilson hastalii, Hallervorden- Spatz hastaligi, Familyal
Olivopontoserebellar atrofi, Familyal bazal gangliyon kalsifikasyonu (Fahr hastaligi),
Seroid-lipofuksinoz, Gerstmann-Straussler-Scheinker Hastaligi, Machodo-Joseph
hastalig1, Periferik noropatili ailesel Parkinson, Noroakantositozis, Lubag (Filipino X’e

bagli distoni ve parkinsonizm tablosu), Striatal nekrozlu mitokondrial sitopatiler.



4- Parkinson Plus Sendromlar

Nedeni: Progresif supraniikleer paralizi (PSP), Kortikobazal-gangliyonik dejenerasyon
(KBGD), Multisistem Atrofiler (MSA) [Shy-Drager sendromu (SDS/MSA-
A)/Striatonigral dejenarasyon (SND/MSA-P)/Sporadik olivopontoserebellar atrofi
(OPCA/MSA-C)], Guam’in parkinsonizm-demans-ALS kompleksi (PDACQG),
Parkinsonizm-primer demans kompleksi, Progresif pallidal atrofi — pallidonigral

dejenerasyon, Pallidopiramidal hastalik.
2.1.3. Parkinson hastaliginin etiyolojisi

Normal olarak insan beyninde belli bolgelerde dopamin iireten beyin hiicreleri
(noronlar) bulunur. Bu hiicreler beynin Substansiya nigra ad1 verilen belli bir alaninda
yogunlasmis halde bulunurlar. Dopamin Substansiya nigra ile viicut hareketlerini
kontrol eden diger beyin bolgeleri arasinda mesajlar ileten bir kimyasaldir. Dopamin
insanlarm akici ve koordine hareketler yapmalarini saglar. Dopamin iireten hiicrelerin
%60-80° 1 kayba ugradiginda, striatal dopamin seviyesi %80-85 oraninda azalir ve
yeterli miktar dopamin iiretilemez, boylece Parkinson hastaliginin motor belirtileri
ortaya cikar. Beyin hiicrelerindeki bu yetersizlik siireci norodejenerasyon olarak
adlandirilir. Mevcut kurama gore Parkinson hastaliginin en erken belirtileri enterik sinir
sistemi, alt beyin sap1 ve beyin kokii yollarinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu kurama gore
Parkinson hastalig1 bu bolgelerden beynin daha iist boliimlerine yani Substansiya nigra
ve beyin kabuguna dogru yayilim gosterir. Bu kuram koku duyusu kayb1 veya azalmasi,
uyku bozukluklar1 ve kabizlik belirtilerinin hastaligin titreme ve hareketlerde yavaslama

gibi motor belirtilerinden yillarca 6nce baslamasi ile destek bulmaktadir.

Bu nedenle son yillarda arastirmacilar hastaligin erken doneminde beliren bu motor
olmayan belirtilerini miimkiin oldugunca erken belirleyerek hastaligin ilerlemesini

durdurmanin yollarin1 aramaktadirlar (9).

Parkinson hastaliginda Lokus seruleus, rafe ¢cekirdegi ve Meynert’in bazal cekirdegi gibi
bircok diger dopaminerjik ve dopaminerjik olmayan hiicre gruplarinda da néropatolojik

bulgularin oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir (10 ).
2.1.4. Parkinson hastaligimin patolojisi

Substantia nigra’da ndronal kayip ve gliozis yaninda, kalan noronlarda intrasitoplazmik

eozinofilik Lewy cisimcikleri ve interseliller alanda Lewy noritlerinin varhig: ile



tanimlanir. Lewy cisimcikleri alfa-sinuklein, ubikitinin, parkin ve noroflamanlar gibi
cesitli proteinlerden olusurlar (10). Ancak; parkin mutasyonuyla baglantili kalitsal
Parkinson olgularinda; Lewy cisimciklerinin olmamasi bu eozinofilik inkluzyon

cisimlerinin PH tanisi i¢in patolojik bulgu olmadigini diisiindiirmektedir.
2.1.5. Parkinson hastaliginin epidemiyolojisi

Tiirkiye’de 100000 civarinda Parkinson hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Her yil
yaklasik 10000 civarinda yeni hastaya teshis konulmaktadir. Tiim diinyada 10 milyon
hasta oldugu bilinmektedir. Parkinson hastalig1 prevelanst 60-90 yaslar1 arasinda
artmaktadir. Tiim popiilasyonun % 0.3’tinii 65 yas {istii insanlarin ise %3’

etkilemektedir. Hastalarin % 5-10’unda semptomlar 40 yasin altinda ortaya ¢ikmaktadir.
(8).

Parkinson hastaligi, beyinde eksilmis olan dopamini yerine koyma amaciyla hayat boyu
ila¢ tedavisi gerektirmektedir. Giiniimiizde hastalig1 ortadan kaldiran kesin bir tedavinin
heniiz bulunmamasina karsin, mevcut ilaglar belirtileri biiyiik Olciide diizeltmekte ve
bircok hastanin aktif ve iiretken bir sekilde yasamini siirdiirmesini saglayabilmektedir.
Boylece Parkinson hastalarinin cogu, diizenli tedaviyle uzun yillar mutlu olarak
yasarlar. Ilac seciminde hastanim yasi, hastaligin siddeti, 5nde gelen belirti ve hastay1 en

fazla rahatsiz eden sikdyet goz Oniine alinir (11).

Ilaclara daima kiiciik dozlardan baslanir, gerekirse doz yavas yavas arttirilir. Dopamin
beyne gecemedigi icin onun ©6n maddesi olan ve beyinde dopamine c¢evrilen
levodopa'nin farkli enzim kombinasyonlariyla olan preparatlar1 verilir. Levodopa giiglii
bir ila¢ olmasma karsin hastalik belirtileri yeni baslamig ya da hafif derecede iken
ozellikle gen¢ yastaki hastalara hemen verilmemesi genelde tercih edilir. Ciinkii
etkinliginin 5-6 yil i¢inde azaldig1 veya viicutta istem dis1 asir1 hareketlere yol actigi
bilinmektedir. Parkinson hastalifinda levodopa disinda dopamine benzer etkiye sahip
bircok baska ila¢ da yaygin olarak kullanilmaktadir (apomorfin, bromokriptin,
pramipeksol, kabergolin, lisurid, pribedil, ropinirol). Bu grup ilaglar ya baslangic
tedavisi olarak tek basina ya da levodopaya eklenerek kullanilabilir. Her hastada tedavi
secimi ve dozlar1 faklidir. Hekim, hastanin tedavisinde uygun ila¢ dozlarin1 buluncaya
kadar bircok kez degisiklik yapabilir. Parkinson hastaliginin uzun siireli bir hastalik

olmas1 nedeniyle hasta ile hekimin igbirligi sarttir (11).



Kullanilan bu norolojik ilaglar kisiyi farkli sekillerde de etkilediklerinden giiniimiizde
farkli alternatif tedavi yOntemleri aranmaktadir. Bunlardan birisi de kok hiicre
tedavileridir. Giiniimiizde pek c¢ok hastaligin tedavisinde kok hiicre calismalar1 hizla

devam etmektedir.
2.1.6. Dopamin sentezi ve tirozin hidroksilaz

Sentez islemi tirozinin kandan, aktif tasima pompa ile noron igine alinmasiyla baslar.
Tirozin noron iginde ilk olarak tirozin hidroksilaz enzimi ile etkilesir ve DOPA ortaya
cikar. Ikinci adim DOPA'nin, DOPA dekarboksilaz enzimi ile etkilesmesi sonucunda

dopaminin olugmasidir (Sekil 2,1).

e]

M\OH L-Tirozin
NH
HO 2

O,-tetrahidrobiopterin
Tirozin hidroksilaz
H,0O-dihidrobiopterin
L-DOPA
NH

DOPA dekarboksilaz
Aromatik L-aminoasit dekarboksilaz
CO,
Dopamin
NH

Sekil 2.1. Dopamin sentezi

2.2. KOK HUCRE

Kok hiicreler, kendini yenileyebilen, sinirsiz boliinebilme yetenegine sahip ve viicudun
ihtiyac1 oldugunda kendi kokeni disindaki birden fazla hiicreye doniisebilen 6zel

hiicrelerdir (12).



2.2.1. Kok Hiicrenin Tarihcesi

Tablo 2.1. Kok Hiicrenin Tarihsel Siireci

Yil Gelisme Kaynak

1878 | Memeli yamurtalarini viicut diginda fertilize etme caligmalar1 baglamastir.

1959 | In vitro fertilizasyon ¢alismalarinda tavsan iiretilmistir. (13)

1960 Sicanlarda teratokarsinomlarin embriyonik germ hiicrelerinden kaynaklandigi (14)
gosterilmistir.

1961 James Till ve Ernest Mcculloh, yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda hematopoetik (15)
kok hiicrelerin temel 6zelliklerini tanimlamiglardir.

1968 Edwards ve Bavister ilk kez insan yumurtasinin in vitro fertilizasyonunu
gerceklestirdiler.
Kok hiicreler, embriyonik gelisimi gostermek amaciyla kiiltiir ortaminda
cogaltilmistir.

1970
Stevens, insan primordial germ hiicrelerinden embriyonik germ hiicreleri elde
etmistir.

1975 Mintz embriyonik kok hiicrelerini gelismekte olan bir fare blastosistine enjekte
ederek saglikli mozaik bir fare elde etmistir.
Fridenstein ilk kez fotal buzag:i serumu (FCS) kullanarak yapmis oldugu kemik

1976 iligi kiiltiirlerinde adhezyon yetenegi gosteren, morfolojik olarak fibroblastlara (16)
benzeyen hiicre kolonileri buldugunu ve bunlarin kemik veya yag hiicrelerine
farklilasma yetenegine sahip olduklarin1 gostermistir.
[lk in vitro fertilizasyon bebegi, ingiltere’de dogmustur. (17)

1978 ["fnsan gobek kordon kaninda hematopoietik kok hiicreler kesfedilmistir. (18)
Schofield kok hiicrede nis kavramimi tanimlamustir. (19)
Castro-Malaspina, insan kemik iliginden mezenkimal kok hiicreleri izole edip
in vitro oOzelliklerini karakterize etmislerdir. Bu ozellikler adherent olmasi,

1980 | monositlere benzer ama fagositik olmamasi, faktér VIII iiretmedikleri icin
endotelial hiicreden ayrilabilmesi, sitokin iiretmesi ve hematopoetik kok
hiicrelerin gelisimini indiikleyebilmesidir.

1981 Evans ve Kaufman 3,5 giinlilk blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden fare (20)
embriyonik kok hiicrelerini elde edip kiiltiirde cogaltmayr bagarmislardir.
Pera, iic ana germ tabakasmin her birinden, insan embriyonal karsinom hiicre

1989 NS . (21)
dizilerini elde etmistir.

1992 | Noral Kok Hiicrelerin in vitro kiiltiirti yapilmustir. (22)
In vitro fertilizasyon igin goniilliilerce verilen 6rneklerden insan blastosistleri

1994 | . o L S (23)
izole edilmis ve kiiltiirde 2 pasaj saglanmustir.

1995 Wisconsin Universitesi’nde primat embriyonik kok hiicreler in vitro sartlarda (24)

Rhesus maymunundan elde edilmistir.




1996

Campbell, embriyodan elde edilen embriyonik hiicrelerden ilk koyun
klonlamasini yapmustir.

1997

Loseminin hematopoietik kok hiicrelerden koken aldigr anlasgilmistir ve kanser
kok hiicreleri ile ilgili ilk dogrudan kanit elde edilmistir.

(25)

1998

Wisconsin-Madison Universitesi’nden James Thomson, insan blastosistlerinin
i¢ hiicre grubundan insan embriyonik kok hiicrelerini elde etmis ve kiiltiirde
cogaltmistir.

(26)

Jhon Hopkins Universitesi'nde Jhon Gearhart calismalar1 sonucunda, 5-9
haftalik fetusun gondal kivrim ve mezenter bolgesindeki primordiyal germ
hiicrelerinin kiiltiirlerinden insan embriyonik germ hiicrelerini izole etmistir.

@n

Mayani ve Lansdorp gobek kordonu kaninin hematopoietik kok hiicre
bakimindan oldukca zengin oldugunu ve kemik iligi ile biiyiik benzerlik
gosterdigini bildirmistir.

(28)

1999

Chapman ve ark. totipotent kok hiicrelerin, viicudun her hiicre tipini
olusturabilen, tam olarak fonksiyonel bir organizmanin gelisimini saglayabilen
hiicreler oldugunu, ayrica kemik, kas, kikirdak, yag ile diger bag ve destek
dokularin1 olusturabilme kapasitesine sahip olan mezenkimal kok hiicrelerin
0zel bir multipotent kok hiicre tipi oldugunu da bildirmistir.

29

2001

Wobus, embriyonik kok hiicrelerin (EKH) blastosistler igerisine transferini
takiben ilk kimerik canlilar elde etmis ve embriyonik kok hiicrelerin yetiskin
bir canlinin biitiin dokularini olusturabilecegini ortaya koymustur.

(30)

Odorico ve ark. hayvan modellerinde pluripotent veya fotal kok hiicrelerin
transplantasyonu ile diyabet, Parkinson hastalig1, travmatik medulla spinalis
hasar1, Piirkinje hiicre dejenerasyonu, karaciger ve kalp yetmezligi, kas
distrofisi ve osteogenesis imperfekta gibi gesitli kronik hastaliklarin tedavileri
lizerine umut verici ¢alismalar yapmaistir.

(32)

2002

Angelo Vescovi ve ekibi, fare beyinlerinden elde ettikleri sinir kok hiicrelerini,
radyasyona maruz birakilmis farelere nakletmis ve sonucta nakilden 5 ay sonra
denek fareler yeni kan hiicreleri liretmeye baslamistir. Yapilan incelemelerde
bu kan hiicrelerinin, noral kok hiicrelerinden kaynaklandigim kanitlamislardir.

(33)

2003

S. Shi yetiskin kok hiicre kaynagi olarak c¢ocuklarin ilk dislerinin
kullanilabilecegini kesfetmistir.

Lisker embriyonik ve yetiskin kok hiicreler disinda fotal dokulardan da kok
hiicreler elde edilebilmekte oldugunu bildirmistir.

2004

Hwang Woo-Suk ve ark. insan oositinden bir ka¢ insan embriyonik kok hiicre
hatt1 yarattigin1 iddia etmistir.

(33)

2005

Vats ve ark. kemik iliginden saglanan progenitorlerin nekroz sonucu hasar
goren kalp kasina go¢ ederek kalp fonksiyonlarini gelistirebildigini
gostermistir.

(34)

2006

K.Takahashi ve S.Yamanaka’nin “Induction of Pluripotent Stem Cells from
Mouse Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined Factors™ ¢alismasi
ve Yamanaka faktorlerinin kesfi (Oct 4, Sox2, c-Myc ve KIf 4).

Colin Mcguckin ve Nico Forraz gobek kordonu kani kullanarak embriyonik
benzeri kok hiicreler elde etti.

(35)




Moon ve ark. kiiltiirden elde edilen EKH’lerde, differensiye olarak ektodermal
hiicreler sinir hiicrelerine; endodermal hiicreler pankreatik B hiicreleri ve
karaciger epitel hiicrelerine; mezodermal hiicreler de kemik, kas, kan, kikirdak
hiicreleri ile bag ve destek dokularina dontigebildiklerini agiklamistir.

Dr. Anthony Atala insan amniyotik sivisindan kok hiicre elde ettigini ve
2007 | Amniotik Kok Hiicre adin1 verdigi bu hiicrelerden de birgok hiicre tipi elde (36)
edilebilecegi hususunda bir makale yayinlamistir

Yamanaka, fare karaciger ve mide hiicrelerinden pluripotent kok hiicre elde
etmistir. Bu yeni gelistirilen IPS hiicreler daha 6ncekilere gore embriyonik kok 37

2008 hiicrelere daha cok benzemekte ve tiimorojenik degildirler.

Dejenerasyon olusmus dize mezenkimal kok hiicreler enjekte edilmis ve
enjeksiyondan 24 hafta sonra MRI incelemesinde karilaj olusumu (38)
gozlemlenmistir.

ABD Ulusal Saglik Enstitiisinde (NIH)’de indiiklenmis Parkinson hastalikli
farelerin  beyinlerine Endometriyal kok hiicreler enjekte edilmistir.
Arastirmacilar bes hafta sonra hayvanlarin striatalarin inceledikleri zaman, kok
hiicrelerin striatum ve substantia nigrayr doldurmus oldugunu bulmuslaridir.

2010 Giiney Koreli aragtirmacilar tarafindan, saglikli domuz kikirdagindan

gelistirilmis extracelluler matrix scaffuld (hiicre dis1 doku iskelesi) ile tavsan
MKH’lerin kombinasyonu kullanmis, hiicre dis1 ortam iskelesindeki 39)
MKH’lerden kartilaj hiicreleri gelismis ve sentetik bir scaffuld’a goére daha
fazla kartilaj benzeri doku tiretilmistir.

Ulkemizde kok hiicre calismalar: 1960’11 yillarda Ord. Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin
tarafindan baslatilmistir ve giiniimiizde Kayseri, Ankara, Istanbul, Trabzon, Gebze,
Izmir ve Antalya’daki gesitli iiniversite ve 6zel labaratuarlarda cahsmalar siirmektedir.
Saglik Bakanligi 2005 yilinda yayimladigi genelgeyle insan embriyonik kok hiicre
arastirmalariin durdurulmasini 6ngormiistiir (40). Ayn1 yil Tiirkiye Bilimler Akademisi
(TUBA), kok hiicre konusundaki arastirmalarin tasidig1 stratejik onemi goz Oniine
alarak Kok Hiicre Calisma Grubu adi altinda bilim insanlarinin katilimima agik, ¢ok
disiplinli bir grup kurmustur. 2006 yilina gelindiginde ise Saglik Bakanligi yayinladigi
ikinci bir genelgeyle bakanlik biinyesinde “Kok Hiicre Nakilleri Bilimsel Danigma
Kurulu” kuruldugunu ve embriyonik olmayan kok hiicre ¢alismalari icin bir kilavuz
olusturuldugunu bildirmistir. Genelge, kok hiicrelerle klinik deneme yapmak isteyen
merkezlerin bu kuruldan izin almalarini 6ngérmektedir.

2.2.2. Kok hiicrenin ozellikleri
Kok hiicreleri viicudun diger hiicrelerinden ayiran bazi 6zelliklere sahiptir bunlar;

1) Kok hiicrelerin smirsiz boliinebilme yetenegi: Hiicrelerin boliinme kapasitesini, yani

Omriinii belirleyen faktorlerden biri dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan ve telomer
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ad1 verilen DNA zincirleridir. Hiicre her cogalma dongiisii sirasinda ve oksidatif DNA
hasar1 gibi nedenlerden dolay1 telomerik DNA’smin bir kismmi kaybeder. Bu kaybi
Onlemek amaciyla telomerler, telomeraz enzimi tarafindan uzatilirlar. Somatik
hiicrelerin ¢ogunda telomeraz etkin durumda degildir. Insan germ, tiimér ve embriyonik
kok hiicre serilerinde ise telomeraz etkinligi vardir. Bu durum, kok hiicrelere smirsiz

boliinme 6zelligi kazandirir (41).

2) Kok hiicrelerin kendini yenileyebilme ozelligi: Bir kok hiicre popiilasyonunun var
olmasmi1 ve kok hiicrenin kendisini yenilemesini saglayan 2 mekanizma vardir

(Sekil 2.2).

a) Asimetrik hiicre boliinmesi (zorunlu asimetrik replikasyon): Bir kok hiicre,

kendiyle 6zdes olan bir ana hiicreye boliiniir, diger yavru hiicre ise farklilagir.

b) Stokastik farklilagsma: Bir kok hiicre iki farkli ogul hiicreye boliindiigiinde, baska

bir kok hiicre mitoza gider ve ana hiicreye 6zdes iki kok hiicreyi iiretir.

O10X0,

Sekil 2.2. Kok hiicrelerin boliinme sekilleri. A: Kok Hiicre; B: Onciil Hiicre; C: Farklilagnus

Hiicre; 1: Simetrik kok hiicre boliinmesi; 2: Asimetrik kok hiicre bolinmesi; 3: Onciil boliinme;

4: Son boliinme.
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3) Farklilasma kapasitesi (potensi): Kok hiicreler 6zellesmis hiicrelere kaynaklik

ederler.

a)

b)

c)

d)

Totipotent (omnipotent): Bu hiicreler, tiim ve yasayan bir organizmayi
olusturabilirler (42). Zigot ve blastomer totipotenttir (43). Smirsiz
farklilagsma ve farkli yonlere gidebilme Ozelliginde olan kok hiicrelerdir.
Totipotent bir hiicre, anne kaynakli uygun destekle yeni bir bireye kaynaklik
edebilen hiicredir (44).

Pluripotent: Totipotent hiicrelerin soyundan gelirler (42). Erken embriyonik
donemin yaklasik 5. giiniinde hiicreler, ‘blastosist’ denilen ortas1 bosluklu
mikroskobik hiicre topluluklarma doniisiirler. Blastosist ii¢c yapidan olusur;
blastosisti cevreleyen hiicre tabakasi Trofoblast, blastosistin icindeki
blastosdl boslugu ve blastosoliin sonunda yer alan i¢ hiicre kitlesi (45). I¢
hiicre kitlesi pluripotent 6zellige sahip olup, li¢ germ tabakasindan meydana
gelen, embriyonik membranlar hari¢ biitiin hiicre tiplerine farklilasabilirler

(43).

Multipotent: Cok sayida hiicreye farklilasma potansiyelidir. Fetal donemde
hiicreler daha 6zel gorevlere sahip olan eriskin kok hiicrelerine doniisiirler.
Bu hiicreler, tipik olarak yer aldiklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretirler.

Ornegin hematopoetik hiicreler (43).

Oligopotent: Lenfoit ya da miyeloit hiicreler gibi sadece birkag hiicre tipine

farklilasabilirler (43).

4) Kok hiicreler 6zellesmemislerdir. Bir kok hiicre, bir kalp kasinda oldugu gibi kani

viicuda pompalamak icin komsu hiicrelerle birlikte calismaz, eritrositlerde oldugu gibi

oksijeni dokulara tasiyamaz. Ancak, 6zellesmis hiicrelere doniismek iizere kaynak

olusturabilir.

2.2.3. Kok hiicre cesitleri

Kok hiicreler temel olarak iki farkli kaynaktan elde edilirler. Bunlar;

1) Embriyonik kok hiicreler (EKH): Embriyo, fertilizasyonun 4. veya 5. giiniinde

"blastosist" denilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarina doniisiir. EKH’ler, blastosistin i¢

hiicre kitlesindeki hiicrelerden (embriyoblastlar) elde edilir ve pluripotent ozellige

sahiptir.
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2) Embriyonik olmayan kok hiicreler: Canlinin dogumundan sonraki donemde
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilirler. Embriyonik olmayan kok hiicreler
organizmada bircok doku veya organda bulunabilir. Embriyonik olmayan kok
hiicrelerin biiyiime, ¢ogalma ve farklilasma kapasiteleri EKH’lere gore daha diisiiktiir.

(47). Embriyonik olmayan kok hiicreler kaynaklaria gore alt siniflara ayrilirlar:
a) Erigkin kok hiicreler
b) Fetiis kok hiicreler
¢) Kadavradan elde edilen kok hiicreler
d) Partonet hiicreler
e) Gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleridir.
2.2.4. Noral kok hiicreler

Merkezi sinir sistemi kok hiicreleri, omurgasizlarda noral gelisim siirecinin arastirilmasi
sirasinda noral Onciil hiicrelerin bulunmasi ile kesfedilmistir. Merkezi sinir sistemi Kok
Hiicreleri embriyonik, fotal ve yetiskin sinir sisteminden izole edilebilirler. NKH’lerin
fonksiyonu, bircok NKH olusturabilmesi ve projenitor hiicrelere farklilasabilmesidir.
MSS kok hiicreleri, MSS bolgesine bagl olarak glial, astrosit ve oligidentrositlere
koken olusturabilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Noral Kok Hiicre ve kaynaklik ettigi hiicreler.

Fotal ve Yetiskin Noral Kok Hiicreler; NKH’ler ilk olarak sicanlarin stratiumunda,
subventrikular bolgede (SVZ) ve neonatal gelisimdeki memeli embriyosunun 6n
beyninde bulunmustur. Noral kok hiicrelerin kiiltiirdeki en onemli 6zelligi norosfer
olusturmasidir (Sekil 2.4) (47-49). Bu multipotent ozellikteki glial hiicreler (radial glia)
SVZ’de tanimlanmustir (50). Radial glia hiicreleri yetiskinlikle beraber SVZ’den
kaybolurlar ve yerlerini multiciliated ependimal hiicrelere birakirlar. Radial glia
hiicreleri, gelismekte olan memeli beyninde, siiriingenlerin ve kanathilarm sinir

sisteminde, Onciil gorevi goriirler (51).
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Sekil 2.4. Sagital kesitten SVZ’ye bakis A, Neonatal fare SVZ goriintiisii B, 1 haftalik
kiiltiirdeki norosfer (500 um 6l¢ekli) C (52)

Yetiskin beyin kok hiicrelerinin, hipokampal dentate gyrusdaki subgranular bolgesinde
(SGZ) olustuguna dair veriler vardir. Yetiskin NKH’lerin ana kaynagi1 SVZ, SGZ ve
olfaktory bulbusdur. Ayrica NKH’ler neocortex striation, olfaktory tubercle, amygdala,
substantia nigra ve spinal cordda bulunurlar ( Sekil 2.5) (53-58).
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Sekil 2.5. Yetiskin Merkezi Sinir Sistemindeki fakli norojenik bolgeler. Kesit 1 de Bulbus
Olfaktoryus (OB), kesit 2 ve 3 te SVZ her iki lateral ventricles ve rostral extension (RE). Kesit 4
de Hipokampiisteki Dentate gyrus (DG) ve Subcallosal zone (SCZ). Kesit 5 de Spinal cord (SC)
Ependimal kanal (59).

Giiniimiizde norolojik hastaliklarda kok hiicrelerin rejeneratif amacla kullanimlar1 da
hizla artmaktadir. Hasarli sinir sistemi hiicrelerinde kok hiicrelerin bu hasarlarin
onarilmalarinda ideal birer kaynak oldugu kanis1 da yayginlasmaktadir. Kok hiicreler,
PH tedavisinde genellikle iki strateji ile uygulanmaktadir. ilk stratejide esas
dopaminerjik noronlara doniisecek kok hiicrelerin in vitro ortamda olusturulmasi ve
sonradan nakli (60), ikinci stratejide ise kok hiicrelerin Substantia nigra bolgesine
onceden nakli ve burada dopaminerjik néron hiicrelerine doniismesini saglamaktir (61).
Yapilan bazi1 ¢alismalarda ilk stratejide oldugu gibi in vitro dopaminerjik néronlarin
olusturulmas1 ve sonradan organizmaya nakli ile PH tedavisinde olumlu sonuclar

alinmistir (62).



16

2.3. Melatonin Hormonu

Melatonin epifiz bezinin pinealosit adi verilen hiicrelerinden salgilanir. Pinealosit
hiicreleri 1518a duyarhdir. Elektromanyetik dalga yogunlugu arttikca melatonin
salgilanmas1 azalir. Melatonin bir tiir etanoamittir (63). IUPAC (Uluslar aras1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi) isimlendirmesine gore adi N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-
iDetil]'dir (Sekil 2.6.). Melatonin, kisiden kisiye degisse de yaklasik olarak 23:00 ile
05:00 saatleri arasinda ve karanlikta salgilanan bir hormondur (64). Hormon uyku,
tireme, sirkadiyen ritim ve immiinite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynar. Bunun haricinde melatoninin gii¢lii salgilanmasinin kansere
karst koruyucu etkisi vardir. Pineal bez, yaklasik iic yiiz yil 6nce Fransiz filozof
Deskartes tarafindan “ruhun taht1” olarak tanimlanmis, ancak melatoninin varhigi 1958
yilinda dermatolog Lerner tarafindan belirlenmistir. Sigir pineal bez ekstrelerinin,
kurbaga deri rengini actigimi gozleyen Lerner, melanin graniillerinin agregasyona
ugradigini belirlemis ve ekstrelerden izole ettigi bu maddeye melatonin adini vermistir
(65-66). Insanlarda iiciincii ventrikiiliin arkasinda yer alan pineal bez (epifiz bezi),
bobrekten sonra viicudun en ¢cok kan akimina sahip ikinci orgamidir. Memelilerde fotik
informasyonlar1 noroendokrin sinyallere doniistiirebilen pineal bez, retinadan alinan
gorsel uyarilara cevap olarak, basta melatonin olmak {izere, bircok hormon salgilayabilir
(67). Bu nedenle 16semi ve diger kansere yakalananlarin kesinlikle karanlik ortamlarda
yatirilmalar1 istenmektedir. Yapilan son arastirmalara goére hormonun yaslanmayi
geciktirici etkisi oldugu da bildirilmistir (68). Melatonin iiretimi ise yasla birlikte
azalmaktadir. Bu nedenle yaslanmayla gelisen pek c¢ok hastalikta (Parkinson,
Alzheimer, kalp hastaligi, vs.) melatonin eksikligine rastlanmaktadir. Bu nedenle son
yillarda melatonin tedavisinin bu tip rahatsizliklarin gelisimleri {izerine etkileri
incelenmektedir. Pappolla ve ark. melatoninin Alzheimer hastaliginda noroblastoma
hiicrelerinin Oliimiinii engelledigini gostermistir (69). Weishaupt ve ark. Amyotrophic
lateral sclerosis (ALS)’li hastalarla yaptigi calismada melatonin uygulamasmin umut
verici sonuglarim bildirmistir (70). Cesitli ¢calismalarda kulak ¢inlamasina karst basarilt
sonuclar elde edilmistir (71-74). Kim ve ark. kirmizi sarap ile melatoninin kalbi
koruyucu etkisini incelemistir (75). Melatoninin kardiovaskiiler sistemle iliskisi de

cesitli bilim adamlarinca incelenmistir (76).
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Sekil 2.6. Melatoninin molekiiler yapisi.

2.3.1. Melatonin sentezi ve salinim

Melatonin, epifiz bezinde triptofandan sentezlenir ve plazmada proteinlere baglhdir.
Karacigerde sitokrom P450 enzimleri tarafindan metabolize olur ve baslica metaboliti 6-
Hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’dir. Insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir
metabolik yar1 omrii (20-60 dk.), biiyiik bir hepatik gecis etkisi vardir. Ayrica pirol
halkasindaki oksidasyonla da metabolize olmaktadir (77).

Pineal denervasyon ve ganglionektomi melatoninin ritmik sentezini bozar.
Norepinefrin, melatonin sentezini alfa-1 stimiilasyonun gii¢lendirdigi, beta-1 reseptor
aracihiyla saglar. Ikinci mesajc1 olarak cAMP aracilifiyla N-asetil transferaz
aktivitesini arttirir. Epifiz, retina ve suprakiazmatik niikleus (SKN) 1s181in gérme dist
etkilerinin algilanmasinda ve degerlendirilmesinde temel yapilardir. Retinal
fotoreseptorler, cevreden gelen 15181 retinohipotalamik yol ile SKN’a tasinan elektriksel
iletilere cevirirler. Bu monosinaptik retinal yol tiim biiyilk memelilerde gosterilmistir.
SKN, medial-ventral hipotalamusta yerlesmis, giiniin uzunlugunu yorumlayan kiiciik

noron demetlerinden olusur (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Pineal gland’da melatonin sentezinin kontrolu. SCN; Suprakiazmatik niikleus, RH;
retinohipotalamik, PVN; Paraventrikiiler niikleus, SCG; Superior servikal ganglion, NA;
Norepinefrin, NAT; 5-Hidroksitriptamin-Nasetiltransferaz, HIOMT; Hidroksiindol-O-
metiltransferaz.

2. 4. N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
2. 4.1 MPTP molekiiliiniin kesfi ve siniflandirilmasi

ABD’ de “yapay heroin” iireten yeralti laboratuvarlarinda sentez edilip bagimlilara
satilan meperdin benzeri bir madde icinde, safsizlik olarak ¢ok az miktarda bulunan bir
metabolit farkedilmistir. Bu metabolit idiyopatik Parkinson hastaligina ¢ok benzeyen
geri doniistimsiiz bir sendrom olusturmustur. Yapilan calismalarda bu maddenin MPTP
(N-metil-4-fenil-1.2.3.6- tetrahidropiridin) oldugu saptanmustir. MPTP lipofilik bir
yapiya sahip olup kan beyin bariyerini kolayca asabilir. MPTP bir onciil maddedir,
kendisi toksik bir madde degildir.

2. 4.2. MPTP’nin etki mekanizmasi

MPTP kan beyin bariyerini asarak beyne girer ve oradan glial hiicreler tarafindan hiicre
icine alinir. Hiicre igerisindeki MPTP, MAO-B enzimi tarafindan MPDP+ (1-metil-4-
fenil-2.3-dihidropiridin) ye doniistiiriilir. MPDP+ bilinmeyen bir mekanizma ile etkin

bir néroksin olan MPP+( 1-metil-4-fenilpiridinium)’ e doniisiir.

MPP+ hiicre dismma ¢iktig1 zaman dopamin tasiyicilart yardimiyla Dopaminerjik
Noronlar i¢ine tasmir. Bu asamadan sonra hiicrenin i¢indeki MPP+ farkli yollarla

hiicrenin élumiine neden olur.
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Hiicre i¢ine giren MPP+ serbest Fe** lerinin artisina neden olur. Serbest Fe** lerinin
artisina bagli olarak hiicrede oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif strese bagl olarak
Lipid peroksidasyonu, Protein oksidasyonu ya da DNA hasar1 meydana gelir ve bunlar

hiicrenin 6liimiine yol acar.

Mitokondri igerisinde ise MPP+ 2 ayr1 yol izleyerek hiicredeki ATP’nin ani diisiisiine

neden olur.

Birinci yol: MPP+, kompleks I’ i inhibe ederek Elektron Tasiyic1 Zincirin

inhibisyonuna sebep olur ve ani ATP diisiisiine neden olur.

Ikinci yol: MPP+ mitokondri icerisinde, Alfa ketoglutarat dehidrogenazi inhibe etmesi

ile hiicre de ani ATP diisiisii meydana gelir.

Hiicrede ATP’nin ani diisiisiine bagli olarak dogrudan hiicre 6liimii gerceklesmesi
disinda, eksitotoksisite meydana gelir. Buna bagli olarak hiicrede kinaz, proteaz ve
endoniikleaz enzimlerinin aktivasyonu meydana gelir ve hiicre oliimii gerceklesir.
Dolayl eksitotoksisiteye bagli olarak peroksinitritin artis1 da gozlemlenebilir. Bu da

hiicre 6liimiine yol acan bir etkendir.

Sonu¢ olarak Dopaminerjik noronun Olmesi basta Parkinson hastaligi olmak {iizere

cesitli hastaliklara neden olur (78-81).
2. 5. Probenesit

Probenesit kii¢iik yapili bir molekiil olup (Sekil 2.8.), idrarla iirik asit ¢ikisini
engelleyen bobrek tiibiiller bloker bir maddedir. Organik anyonlarin bodbreklerden
attlimini engeller. Uratin tiibiilar emilimini baskilar. Probenesit, diger ilaglarin bobrek
tiibiillerinden atilimini1 da engeller ve ayrica bobrek yetmezligi bulunan hastalarin
tedavisinde de kullanilir. Probenesit antibakteriyel tedavide de yardimci olarak
kullanilir. Probenesit DMSO (Dimetil siilfoksit) icinde c¢oziilebilir. Probenesit’in
deneysel c¢alismalarda kullanilmasinin nedeni; MPTP’nin beyinden ve bobreklerden
hizl1 temizlenmesini ve atilimini engellemesidir. Bu sekilde MPTP organizmada daha
uzun siire kalip etkili olur (82). DMSO ve Probenesit’in striatal Dopaminerjik

Noronlarm iiretiminde ve iizerinde higbir etkisi yoktur (83).
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Sekil 2.8. Probenesit’in molekiiler yapisi.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Ispanya Granada Universitesi, Biyomedikal Arastirma Merkezi,
Biyoteknoloji Enstitiisii'nde Prof. Dr. Germaine Escames Rosa baskanliginda

yapilmistir.
3.1. Materyal

Bu calismada MPTP fare modelinde noral kok hiicre transplantasyonu ve melatonin

uygulamasinin Parkinson hastalig1 iizerine etkileri incelenmistir.
3.2. Cahsma Popiilasyonu

Bu caligmada 12 adet 4 aylik, agirliklar1 25 ile 30 gram arasinda degisen C57BL/6 erkek
fareler kullanmilmistir. Toplam 4 grup olusturulmustur (Grup 1: genel kontrol “K”,
Grup 2: Parkinson “P”, Grup 3: Parkinson + NKH “P+N”, Grup 4: Parkinson + NKH
+ Melatonin “P+N+M” ve her grupta 3’er adet olmak iizere 12 adet fare kullanilmistir.

Sonuglar her grup icin 3’er fare iizerinden verilmistir.
3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler Cozeltiler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta ilgili firmalardan temin edilerek

kullanilmigtir. Cozeltiler sterilizasyon kurallarina uyularak hazirlanmistir.
e  Melatonin; Helsinn Cehemicals SA Batch (8E9S104)
¢ Propanediol ( PG); Pancreac (144747)

e Phosphate Buffer Saline 1X ph 7.4 (PBS) without (-) Calcium Chloride,
Magnesium Chloride; Invitrogen/Gibco
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DMEM/F12 (Dulbecco Modified Eagle Medium F-12 Nutrient Mixture); Gibco
(11320-074)

Antibiyotik Antimiyotik Soliisyon; Sigma-Aldrich (A5955-100ml)

HEPES  (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulforic acid ve N-(2-
Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2- ethanesulforic acid) ); Sigma (H3375-250g)
Lot: 031M5427

EDTA; Sigma-Aldrich

DPBS (Dulbecco’s Phospate Buffered Saline); Gibco (14287-080)
EBSS; Invitrogen (24010)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution); Invitrogen/Gibco (14025-126)
NHCO;

L- cys

FGF (Fibroblast Growth Factor); Sigma (F0291-25UQG)
EGF(Endothelial Growth Factor); Sigma (E2759-15MG)
L-Glutamin; Invitrogen/Gibco (2503-081)

Heparin

Insiilin; Sigma (12643-250MG)

HCl steril 0.1 M

Mili-Q H,O

Sodyum Bikarbonat; Invitrogen/Gibco (25080)

BSA (Albumin, from bovine serum); Sigma (A3059-100G)
Apo-transferrin human; Sigma (T2252-500MG)

PAPAIN; Worthington (32J13555)

Piitresin; Sigma (P7505)

Progestron; Sigma (P8783-5G)

Retinoik asit; Sigma (R2625-50MG)
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Poli-D-lizin hidrobromit; Sigma (P1024-100MG)

FBS (Fetal Bovine Serum); Sigma (F6178-500ML)

Probenesit; Sigma (P8761-25MG)

Fenil metil siifonil florid; Sigma (P7626)

Ketamin hidroklorit; IMALGENE® 1000 Inyectable

Medetomidin hidroklorit; ASTfarma BV, Sedastart 10 ml Inyectable

Tripan mavisi

Piitresin soliisyonu (40 mL)

38.6 mg Piitresin

40 ml H,O mili-Q

Glikoz soliisyonu ( %30)

7.5 g glikoz

25 ml H,O mili-Q

Insiilin soliisyonu (40 ml)

100 mg insiilin
4 ml 0.1 M’lik HCI

40 ml H,O mili-Q

FGF hazirlanmasi (-20°C de saklandi)

15 ml TRIS (10 nM) (0,018 g TRIS + 15 ml H,O mili-Q)
15 mg BSA
0.2-um’ lik Filtreden gecirildi.

1 ml FGF



EGF hazirlanmasi (-20°C de saklandi)

e 11.3mgBSA
e 11.3 ml H,O mili-Q
¢ Elde edilen karisimdan 100 pl alinip 100 pul EGF le karistirildi.

Hormon karisimi (250 ml) (son karisim 0.2-um lik filtreden gecirildi)

e 170 ml DMEM/F12

¢ 4 ml Glikoz soliisyonu (%30)
o 3 ml NaHCO;

e 1 ml HEPES (1 M)

¢ 200 mg Apotransferrin

e 20 ml Insiilin soliisyonu

e 20 ml Putresin soliisyonu

e 20 ul Progestron (2 uM)

e 20 ul Sodyum Selenit (3 mM)

On besiyerinin hazirlanmasi (100 ml)
e 83 ml DMEM/F12

¢ 2 ml Glikoz soliisyonu
1.5 ml NaHCO;

e 0.5 ml HEPES (1 M)

¢ 1 ml L-Glutamin

e 10 ml Hormon karigimi1

e 2 ml Antibiyotik/Antimiyotik
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Son besiyerinin hazirlanmasi ( 9,966 ml);

e 40 mg BSA
¢ 10 ml 6n besiyeri kontrol,
o  %?2’lik 40 pl Heparin
¢ 0.2-um’lik filtreden gecirildi
e 4 ulFGF
e 0.2ulEGF
Papain enziminin hazirlanmasi (Aktive olmasi i¢in 37°C de 20 dk bekletildi.)
* 14 mg Papain
e 27mgL-Cys
e 2.7mg EDTA
e 15ml EBSS
e (.22 um’lik filtreden gecirildi.

PBS (%10 luk PBS )

e 10mlPBS
e 90 ml H,O mili-Q

Anestezik soliisyonu (500 ul)

e 375 ul Ketamin
e 50 ul Medetomidin
e 412.5 ml serum fizyolojik (NaCl % 0,9)

Melatonin (aMT 1s1k gormemelidir.)

9.28 mg aMT lizerine 1 ml Poli etileneglikol eklendi 1siticilt karistiricida karistirildi
ardindan Klas 2 Kabin icerisine alindi. Klas 2 Kabin igerisinde iizerine 9 ml PBS (%10)
eklendi ve 0.22 um lik filtreden gecirildi.
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3.4. Kullanilan Aletler

Santrifiij cihazi ; EPPENDOREF, Centrifuge 5810
Santrifiij cihazi ; EPPENDOREF, Centrifuge 5702
Buz makinasi ; ESCOLANO, Difri

Inkiibator ; MEMMERT, INCO 2

Klas 2 Kabin ; TELSTAR, BioSTARPIus
Mikro matkap ; PROXXON

Transfiizyon cihaz1 ; GILSON, Minipils 3

Hassas terazi ;: SCALTEC

Konfokal mikroskop ; NIKON, AZ-C1

Magnetik karistirict ; AGITADOR MAGNETICO, MC-8

Buzdolabi ; LIEBHERR, Premium frost-free

Sicak su banyosu ; OVAN, Bath Shaker BS127E

Derin dondurucu ~ ; THERMO FORMA ULT 86 FREEZER Model 906

Stereotaksik cihazi ; STOELTING CO., Quintessential Stereotaxic Injector Cat.
No 53311

3.5. Deney Protokolii

3.5.1 Noral Kok Hiicre izolasyonu, Primer Kiiltiirii ve Farelerin Diseksiyonu

Noral Kok Hiicre izolasyonu i¢in kullanilacak olan C57/BL6 fareler hayvan refahina

uygun sekilde servikal dislokasyon yontemiyle oldiiriildii. Alkol ile baslar1 dezenfekte

edildi. Biiylik makas yardimi ile bas boyun hizasindan kesilerek gévdeden ayrildi.

Kafatas1 beyne zarar verilmeden cerrahi manipiilasyonla agild1 ve beyin ¢ikartilip i¢inde

DPBS olan petri kabina yerlestirildi. Mikroskop altinda mikrobistiirii ile beyin median

hatt1 boyunca ensize edildi. Beyin sag ve sol iki loba ayrildi. Her iki lobdan SVZ
cikarildi ve icinde DBPS bulunan diger petri kabina alindi (Sekil 3.1).



Sekil 3.1. SVZ’nin ¢ikarilmasina ait resimler. Diiz 151k mikroskobu altinda beyinden

SVZ’nin mikrobistiiri ile ayrilmas1 A, SVZ ve ¢evre dokular B..
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SVZ’nin kiiciik parcalara ayrilmasi ve icerisinde papain enzimi bulunan tiiplere

aktarilmasi

Iki adet steril bisturi yardimiyla kiigiik pargalara ayrildi. SVZ pargalari iglerinde papain
enzimi bulunan tiiplere aktarildi. Iclerinde papain enzimi ve SVZ parcalar1 bulunan
tiipler 35 dakika boyunca 37°C deki sicak su banyosuna inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon islemi bitince tiipler oda sicakliginda 300 g’de 5 dk santrifuj islemine tabi
tutuldu. Santrifiij isleminin ardindan siipernatant sivi uzaklastirildi. Pelet tizerine 1 ml 6n
besiyeri eklendi ve ardindan pelet 6n besiyeri icinde siispansiyon haline getirildi.
Siispansiyon halindeki pelet 0.70-um lik filtreden gegirilip iizerine 7 ml 6n besiyeri
eklendi. Oda sicakliginda 600 g’de 5 dk santrifuj islemi gerceklestirildi. Santrifiij islemi
sonrasinda siipernatant sivi uzaklastirildi. Kalan pelet iizerine 100 pl 6n besi yeri
eklendi. Ardindan siipansiyon islemi yapildi. Siispansiyon halindeki pellet iizerine 7 ml
on besiyeri eklendi. Oda sicakliginda 600 g’de 10 dk siirecek son santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santrifiij sonras1 siipernatant sivi uzaklastirildi ardindan pellet iizerine
100 pl son besiyeri eklendi ve siispansiyon islemi yapildi. 100 ul’lik karisim, icerisinde
5 ml son besiyeri bulunan 6’ I petri kabinin 1 kuyusuna ekildi. Hiicreler invert
mikroskop altinda incelendi ve 37°C de %5 CO;, %95 nem bulunan inkiibatorde
inkiibasyona birakildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Noral Kok Hiicrelerin izolasyonu ve primer kiiltiirne ait resimler. Hiicrelerin besi
yerinde siispansiyonu A, Siispansiyon edilmis hiicreler B, Primer kiiltiirdeki hiicrelerin
mikroskop altinda incelenmesi C.

3.5.2. Kiiltiirdeki hiicrelerin pasajlanmasi

Besiyeri hiicre karisimi, pipet ile alinarak santrifiij tiipiine aktarildi. 400g de 10 dk
santrifiij islemine tabi tutuldu. Ardindan siipernatant sivi uzaklastirildi. Peletin iizerine
100 pl 6n besiyeri eklendi. Ardindan siispansiyon islemi yapildi. Siispansiyon halindeki
pelet tizerine 7 ml on besiyeri eklendi. Oda sicakliginda 400 g’de 10 dk olmak iizere
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ikinci santrifiij islemi gerceklestirildi. Ardindan siipernatant sivi uzaklastirildi. Peletin
tizerine 100 pl 6n besiyeri eklendi ve siispansiyon islemi gerceklestirildi. Ardindan son
kez oda sicakliginda 400 g’de 10 dk santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant sivi uzaklastirildi ve peletin tizerine 100 pl 6n besiyeri eklendi ve
siispansiyon islemi yapildi. 100 pl’lik karisim, icerisinde 20 ml son besiyeri bulunan

petri kabma ekildi.

Deneysel calismada kullanilan noral kok hiicreler literatiirlerde yer alan NKH izolasyon
sartlar1 ve prosediirii kullanilarak primer kiiltiir hazirlandi. Hazirlanan bu primer
kiiltiirden birinci, ikinci ve iigiincii pasajlar hazirlandi. Ik pasajdan sonra yapisma
ozelligi olmayan NKH’ler kiiltiir ortaminda asili kalarak norosferler olusturmaktadir.
Bu 6zellik de NKH’lere karakteristik bir 6zelliktir. Bu nedenle gerek NKH’lere spesifik
izolasyon prosediiriiniin kullanilmasi gerekse elde edilen bu norosferlerin incelenmesi

ile elde edilen hiicrelerin NKH oldugu kesinlestirilmistir.

Hiicreler invert mikroskop altinda incelendi ve 5 giin boyunca 37°C de %5 CO,, %95
nem bulunan inkiibatore inkiibasyona birakildi. Beser giin ara ile ikinci ve iicilincii
pasajlama islemleri gerceklestirildi. ikinci ve iiciincii pasajlama islemlerinde birinci
pasajlamadaki uygulamalar tekrarland1. Ugiincii pasajlamadan 5 giin sonra hiicreler

transpalantasyon i¢in hazirlandi (Sekil 3.3-4).
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Sekil 3.3. Besi yerinden hiicrelerin uzaklastirilmasina ait resimler. Siipernatant sivinin
uzaklastirilmas1 A, Siispansiyon islemi B, Siispansiyon halindeki besiyeri C.
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Sekil 3.4. Noral Kok Hiicrelerin besi yerine ekimine ait resimler. Petri kabina son
besiyerinin koyulmast A, Noral Kok Hiicrelerinin besi yerine ekimi B, Inkiibator icerisindeki
NKH besiyeri kiiltiirii C.

3.5.3. Transplantasyonda kullamlacak hiicrelerin hazirlanmasi

Petri kabindaki besiyeri 6rnek toplama tiiplerine alindi. Oda sicakliginda 400 g’de 10 dk
santrifiij islemine tabi tutuldu. Santrifiij isleminden sonra siipernatant sivi uzaklastirildi.
Peletin iizerine 100 pul PBS eklendi ve hiicrelerin siispansiyonu yapildi. 100 ul’lik PBS,
hiicre karisimi falkon tiipe alindi. Falkon tiip icersinde siispansiyon islemi yapildi. 100
ul’lik karisimdan 10 pl ependorf tiipe aktarildi. Icerisinde 10 ul PBS, hiicre karisimi
olan ependorf tiipe 10 pul (1X1) Tripan mavisi eklenip siispansiyon yapilarak 20 ul

karisim elde edildi. 20 pl yeni karisim thoma lamma alinarak, diiz 1s1k mikroskop
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altinda sayim yapildi ve ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi. Tripan mavisi negatif ytikli
bir boya olup, hiicre membrani zarar gérmiis ve canli olmayan hiicreleri boyayarak

mikroskop altinda mavi goriinmelerini saglar.

Falkon tiipde kalan PBS, hiicre karigimi oda sicakhiginda 400 g’de 10 dk santrifiij
islemine tabi tutuldu. Santrifiij isleminden sonra siipernatant sivi uzaklastirildi. Altta
kalan pelet mikropipet yardimiyla ependorf tiipe aktarildi. Ependorf tiip soguk zincir

altina alindi.

3.5.4. C57/BL6 farelerde MPTP/Probenesit kullanmilarak kronik Parkinson modeli

olusturulmasi

5 hafta boyunca 3.5 giin ara ile toplamda 10 dozluk Probenesit/MPTP uygulamasi
yapilmistir. Probenesit solusyonunun hazirlanmasi 1 adet fare i¢in 30 ul DMSO icine

250 mg/kg olacak sekilde Probenesit eklendi.

MPTP soliisyonunun hazirlanmasi 1 adet fare icin 30 ul HCI i¢ine 25 mg/kg olacak
sekilde MPTP eklenir.

Ilk once farelere intraperitonal olarak Probenesit soliisyonu enjekte edildi. En az 2

saatlik bekleme siiresinin ardindan subkiitan olarak MPTP soliisyonu enjekte edildi.
3.5.5. NKHlerin C57/BL6 farelere transplantasyonu
3.5.5.1. Farelerin transplantasyona hazirlanmasi

Farelerin agirliklar1 belirlendi ve 10 ul/g dozda anestezik madde intraperitonal olarak
enjekte edildi. Anestezi altindaki farenin kafasindaki kulak hizasindan goz hizasina

kadar olan alan tiras edildi. Fare stereotaksis operasyon aparatina yerlestirildi.
3.5.5.2. NKH’lerin MPTP fare modeline transplantasyon

Trrash bolge batikon ile sterilize edildi. Kafa derisi cranialden caudale dogru median hat
boyunca, goz hizasindan kulak hizasina kadar ensize edildi. Bregma ve lambda kafatasi
izerinde isaretlendi. Atlasta Bregma 0.50 mm, Interaural 4.30 mm bolgesinde; Hedef

nokta CPu olmak iizere enjektor ucu Bregma noktasina getirilerek;
® Anterior-Posterior (AP); -2.45 mm = -0.245 cm

® Medio-Lateral (ML); - 2.1 cm =-0.21 cm
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® Dorsal-Ventral (DV-Profund P); 1.8 mm = 0.18 cm

® Farenin bregma noktasinin AP, ML, DV degerleri atlastaki secgilen bdlgenin
koordinat degerleri ile toplandi. Elde edilen sonu¢ secgilen bolgenin fare

izerindeki koordinatlarini verir. Elde edilen koordinat isaretlendi.

e Jsaretlenen bolgede “burr hole” acildi 1x10%5 pl hiicre hipokampiise

transplante edildi. Operasyon bolgesine ipek ip ile siitiir atild1 (Sekil 3.5-6).

Sekil 3.5. Tansplantasyonun asamalarina ait resimler. Stereotaktik cihazina sabitlenmis fare A,
Farenin kafa derisinin ensizyonu B, Kafasi ensize edilmis fare C, Mikro matkap ile hedef
bolgede “burr hole” acilmasi D, Stereotaktik enjetorii ile tranplantasyon E, Transplantasyon
sonrast siitiir atilmg fare F.
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Sekil 3.6. Farede Bregma ve Lambda’nin yeri.

3.5.5.3. Transplantasyon Sonrasi Farelerin Bakim

Calismada 12 (On iki) adet C57BL/6 erkek fare kullanildi. Tiim guruplardaki fareler 12
saat aydinlik ve karanlik dongiisiinde, temiz plastik kafeslerde %45 nem, 22+1°C de,
Granada Universitesi Biyomedikal Arastirma Merkezi Hayvan iinitesinde tutulmustur.

Her gruptaki fareler ad-libitium yem ve su ile beslendi ve giin asir1 sular1 degistirildi

(Sekil 3.7.).



Gruplar;

Grupl:

Genel Kontrol

(9]

Grup 2:
Parkinson

(P)

Grup 3:
Parkinson + NKH
(P+N)

eHicbir uygulama yapilmayan grup.

*25 mg/kg MPTP uygulamasi ve 5 pl Fosfat
Tampon Solusyonu (PBS) uygulanan grup

*25 mg/kg MPTP uygulamasi ve 1x10%/5 pl
Noéral Kok Hucre (NKH) transplantasyonu
yapilan grup

25 mg/kg MPTP uygulamasi ile Parkinson
modeli olusturulduktan sonra 1x10¢ /5 pl NKH
transplantasyonu yapilan ve transplantasyon
sonrasi sularina melatonin (aMT) katilan grup

Sekil 3.7. Deney Gruplari

3.5.5.4. Lokomotor Aktivitenin Olciilmesi

36

Projenin bu asamasi1 sadece bu amag i¢in yapilmis, ses izole odada gerceklestirilmistir.

00:00 — 04:00 saatleri arasinda Grid actimeter kafesler (50 cm x 27 c¢cm x 24 cm)

kullanilmastir.

Transplantasyondan 1 hafta sonra, fareler geceleri aktif olduklar1 4 saat boyunca kat

ettikleri mesafenin ve dinlendikleri siirenin dl¢limii i¢in video kaydina alimmustir. Bu

video kaydi SMART programi ile analiz edilmistir. Bu siire zarfinda fareler oda

sicakliginda tutulmus olup, Ad-libitium yem ve su verilmistir.
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3.5.5.5. Perfiizyon

Farelere anestezik soliisyon verildi. Anestezi altindaki fare sabitlendi. Fareye inguinal
bolgeden boyuna kadar, median hat boyunca, i¢ organlara zarar vermeden deri
ensizyonu yapildi. Toraks kalbe zarar vermeden kesilip agildi. Kalbin sol karincigina
paralel olacak sekilde kaniil ile girildi. Sag kulakcik kesildigi anda, sol karmciga 10
dakika boyunca transfiizyon cihazi yardimiyla serum fizyolojik verildi. Daha sonra 10
dakika boyunca formaldehit soliisyonu verildi. Farenin kafatas1 agilarak beyin igerisinde
formaldehit bulunan falkon tiipe koyuldu. Ornek tirozin hidroksilaz enzimine, immuno

histokimyasal yontemle bakilmasi icin ilgili labaratuara gonderildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Iimmunohistokimya i¢in hazirlanmis beyin dokusu



4.BULGULAR

4.1. Lokomotor aktivite

Hem kontrol hem de islemden gecmis farelerin gece 4 saatlik (14400 sn) hareketleri
kayit altina alinmig olup, “SMART” programu ile kat ettikleri mesafelere ait veriler
Tablo 4.1 ve Grafik 4.1’ de, 4 saatlik siire icerisinde dinlendikleri zamana ait veriler ise

Tablo 4.2 ve Grafik 4.2’ de sunulmustur.

Lokomotor aktivite degerlendirilidiginde Parkinson grubunda aktivite testinde kat
edilen mesafe anlaml derecede azalirken (p<0.001), Parkinson + NKH grubunda
Parkinson grubuna gore (p<0.05) lokomotor aktivitede Onemli bir artis olmustur.
Parkinson + NKH + Melatonin grubunda ise hem Kontrole (p<0.05), hem Parkinson
grubuna gore (p<0.001) hemde Parkinson + NKH grubuna gore (p<0.05) anlamli

ederecede artis oldugu gozlenmistir.
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Tablo 4.1. Her bir gruptaki farelerin 4 saatlik siirede kat ettikleri mesafenin cm cinsinden degerleri ve
gruplara ait ortalama verileri.

Toplam Kayit Altina Kat Edilen Mesafe | Ortalama Mesafe
Alman Zaman (sn) (cm) (cm)
K1 14400 24220.55
K 24619.27
K2 14400 25017.98 +398.72
K3 14400 24619.27
P1 14400 11515.27 14901 31
P P2 14400 16868.25 19945 16
P3 14400 16320.40
P+N1 14400 23283.14 23576.72
P+N P+N2 14400 24782.96 11089.53
P+N3 14400 22664.06
P+N+M 1 14400 29070.58 -
P+ N+M P+N+M2 14400 31065.26 11739 24
P+N+M3 14400 27599.97
cm Kat Edilen Mesafe (cm)
#H*s
30000.00
25000.00 } *
20000.00 | I 3 I
K P P+N P+N+M

Grafik 4.1. Gruplardaki farelerin 4 saatlik siire igerisinde kat ettikleri ortalama mesafelere ait veriler

##:p<0.001, *:p<0.05 Kontrol Grubu (K) ile kiyaslama, #:p<0.05, ##:p<0.001 Parkinson Grubu (P) ile

kiyaslama, $:p<0.05 Parkinson + Noral Kok Hiicre Grubu kiyaslama (P+N).
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Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger paramtre ise toplam
dinlenme siireleridir. Total dinlenme siireleri gruplara gore Kkarsilastirildiginda
(p<0.05)

Parkinson + NKH grubunda (p<0.05) ve Parkinson + NKH + Melatonin grubunda

Parkinson grubunda dinlenme siiresi anlamli derecede artarken,

(p<0.001) Parkinson grubuna gore anlamli derecede azalmustir.

Tablo 4.2. Her bir gruptaki farelerin 4 saatlik siire icerisinde dinlenerek gecirdikleri toplam siire

ve yiizde verileri.

Toplam
Kayit . . Ortalama Ortalama
Dinlenme Dinlenme . .
Altina Siiresi (%) Siiresi (sn) Dinlenme Dinlenme
Alinan ¢ Siiresi (sn) | Siiresi (%)
Siire (sn)
K1 14400 79.38 11430.72 78,99
K K2 14400 78.01 11233.44 11374.56 +0'70
K3 14400 79.58 11459.52
P1 14400 90.55 13039.20 98 06
P P2 14400 88.02 12674.88 12810.24 +1' 13
P3 14400 88.31 12716.64 o
P+N1 14400 79.27 11414.88 ™
P+N P+N2 14400 68.01 9793.44 10603.68 3-4‘60
P+N3 14400 73.63 10602.72 o
PaN P+N+M1 14400 76.05 10951.20 793
+ .
+M P+N+M2 14400 71.04 10229.76 10501.92 1990
P+N+M3 14400 71.70 10324.80
% Ortalama Dinlenme Siireleri (%)
10000 |
ann L L
eonn b #
: I I |
60.00 | I I
3000 |
K P P+ N P+N+M

Grafik 4.2. Gruplardaki farelerin 4 saatlik siire icerisinde dinlenerek gecirdikleri toplam siireye ait yiizde
verilerinin grafikte goriiniimii.*:p<0.05 Kontrol Grubu (K) ile kiyaslama, #:p<0.05, ##:p<0.001 Parkinson
Grubu (P) ile kiyaslama.
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4.2. Immunohistokimyasal Boyama

Perfiizyon sonrasi ¢ikarilan beyin dokusuna ait immunohistokimyasal boyama sonuclar1

Sekil 4.1” de goriildiigii gibidir.

Sekil 4.1. Beyin dokusunun immunohistokimyasal boyama resimleri. 1-a, 1-b, 1-c de Kontrol
Grubu, 2-a, 2-b, 2-¢ de Parkinson Grubu, 3-a, 3-b, 3-c de Noral Kok Hiicre Grubu, 4-a, 4-b, 4-c
de Melatonin Grubu gosterilmektedir. Tirozin Hidroksilaz immun pozitif néronlar (ok).
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Immunohistokimyasal sonuglara gére P grubunda, TH immun pozitif néronlarin oran ve
boyama yogunlugu, K grubuna gore goreceli azalmis bulunmustur. NKH
transplantasyonu uygulanan her iki grupta TH immun pozitif néronlarin oran ve boyama
yogunlugu Pakinson grubundan daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar Parkinson
grubunda beyin sap1 dopaminerjik noron sayisinda anlamli bir kayip oldugunu; NKH
transplantasyonu tedavisinin ise bu noronlarda goéreceli bir artirma yaptigi seklinde

degerlendirilmistir.



S. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada MPTP molekiilii ile Parkinson Hastaligrt modeli olusturulmus farelerde
noral kok hiicre transplantasyonunun etkisi dopaminerjik néron kaybinin telafisinin
immuno histokimyasal yontemle ve meydana gelen motor aktivitelerdeki yavaslama ve
titremelerin, farelerin gece aktif oldugu siirelerde video kaydina alinarak dinlenme

stirelerinin ve kat ettikleri yolun 6l¢iilmesi yontemi ile aragtirilmistir.

Giiniimiizde Parkinson modeli fareler, transgenik yontemler (84) ile elde edilebildigi
gibi cesitli molekiil uygulamalar1 (MPTP ve 6-hidroksidopamin (6-OHDA)) ile de elde
edilebilir. Bu calismada MPTP kullanmamizin nedeni; cesitli bilim adamlar1 tarafindan
yapilan in vivo ve in vitro caligmalarda, MPTP molekiilii uygulamalarinin canlida
dopaminerjik noronlarin 6liimene neden olmasi ile birlikte Parkinson hastaliginin temel
patolojik nedenini taklit etmesidir. Bu durum MPTP uygulamasmin neden Parkinson
hastaliginin modelini olusturmak i¢in kullamildigin1 bize gostermektedir. (80-81, 85).
Hideki Oizumi ve arkadaglarinin C57BL/6J farelerde yaptigi c¢alismada kronik
maruziyet grubundaki farelere 5 giin boyunca tuzlu su igerisinde intraperitonal MPTP
HCL (30 mg/kg) uygulamasinin stratiumdaki dopamin konsantrasyonunu diisiirdiigiinii

bildirmislerdir (86).

Bu calismada MPTP molekiiliiniin uygulanmaya baslamasini takip eden 3’iincii
haftadan itibaren farelerde motor aktivitelerde yavaslama ve kollarda titremeler
goriilmeye baslamistir. MPTP ve TH iliskisine yOnelik yapilan calismalarda MPTP
uygulanmis fare ve memelilerde bu enzimin aktivitesinin goriilmedigi cesitli metotlarda
ortaya konmustur. Liu ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada yetiskin C57BL6 farelere 2’ser
saat araliklar ile 4 doz intraperitonal 20 mg/kg MPTP ve kontrol grubuna ayni1 dozda
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serum fizyolojik uygulamis son dozdan 7 giin sonra fareler 6ldiiriilmiis beyin dokusunda
TH immun pozitif ndron sayisinin anlamli olarak azaldigin1 gostermislerdir (p<0.001)
(87). Sawsan A. Zaitone ve ark. Swiss albino siganlarda yaptig1 bir ¢alismada 2 ser saat
araliklar ile 4 doz intraperitonal 20 mg/kg MPTP ve kontrol grubuna ayni1 dozda serum
fizyolojik uygulamis ve bu calisma neticesinde TH immun pozitif ndron sayisinin
MPTP grubunda anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (p<0.05) (88). Simone A. Van den
Berge ve arkadagslarinin 12 haftalik C57/BL6 erkek fareler kullanarak haftada 2 kez
olmak iizere 5 hafta boyunca subkutan MPTP (25 mg/kg) ve intraperitonal Probenesit
(250 mg/kg) uygulamasi sonucu olusturdugu kronik MPTP Parkinson modelinde yaptigi
analizlerde dopamin seviyesinin ve TH seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli bir
sekilde diisiik oldugunu bulmuslardir (89). Bu calismada immuno histokimyasal
yontemle dokular incelendiginde MPTP uyguladigimiz farelerde dopamin sentezinin bir
gostergesi olan tirozin hidroksilaz aktivitesine rastlanamamistir. Bu sonuglarin
literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir (90,91). Bu sonuclar MPTP uygulanan hastalikli
grubunda beyin sap1 dopaminerjik noron sayisinda anlamli bir kayip oldugunu; NKH
transplantasyonu tedavisinin ise bu néronlarda goreceli bir artirma yaptigi1 seklinde

degerlendirilmistir.

Tocharus C. ve arkadaslarinin Sprague—Dawley sicanlardan izole ettikleri noral kok
hiicre kiiltiirlerinde melatonin uygulamasinin norosfer olusumunda etkili oldugunu
kanitlamiglardir (92-96). Bizim c¢aligmamizda ise Noral kok hiicre transplantasyonu
yapilan farelere melatonin uygulandiginda immiino histokimyasal boyama sonuclarina
gore melatoninin TH aktivitesini artirdig1 ve dopaminerjik etkinligi ve noral kok hiicre

transplantasyonu pozitif yonde etkiledigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.1).

Parkinson hastalig1r’nin temel 6zelliklerinden birisi olan lokomotor aktivitenin azalmasi
giinlimiize kadar bircok caligma ile gosterilmistir (97-102). Lei Liu ve arkadaslarinin
ayni ¢alismasinda son dozdan 3 giin sonra yapilan MPTP uygulamasi 6ncesi ve MPTP
uygulamasi sonrast lokomotor aktivite testinde toplam mesafe yiizdesinde MPTP
uygulamasi sonrasi grupta anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0.05) (86). Sawsan A.
Zaitone ve arkadaslarmin Swiss albino sicanlarda yaptigi bir calismada 2 ser saat
araliklar ile 4 doz intraperitonal 20 mg/kg MPTP ve kontrol grubuna ayni1 dozda serum
fizyolojik uygulamis lokomotor aktiviteyi 0l¢miis, MPTP grubunda hareketin anlamli
olarak azaldigmi bulmuslardir (88) . MPTP ile olusturulan Parkinson modelinde diger
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caligmalara paralel olarak bizim c¢alisjmamizda da lokomotor aktivitenin anlamli
derecede bozuldugu goriilmiistiir. Lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinde kat
edilen toplam mesafe ile toplam dinlenme siiresi degerlendirilmistir ve Parkinson
grubunda katedilen toplam mesafe anlamli derecede azalma gosterirken (Grafik 4.1

*#*:p<0.001), toplam dinlenme siiresinin de arttig1 (Grafik 4.2. *:p<0.05) bulunmustur.

Sonu¢ olarak, caliyjmamizin klinik ve immunohistokimyasal sonuglar1 NKH
tranplantasyonun basarili  oldugunu  goOstermistir. Ayrica melatonin  NKH
transplantasyonu basarisini artirmig ve dopaminerjik etkinligin gostergesi olarak TH
aktivitesinin de artirdigr buunmustur. Calismada Parkinson modeli olusturulmus
farelerde noral kok hiicre tranplantasyonu iizerine melatonin etkinligi farelerde ilk kez
bu ¢aligma ile gosterilmistir. Gergeklestirilen ¢alisma sonuglar1 melatoninin Parkinson
hastaliginda kok hiicre nakli iizerine pozitif etki gosterdigi yoniinde yorumlanmis olup,
ileride yapilacak daha kapsamli ve farkli parametrelerin degerlendirildigi ¢calismalar ile

bu etkinin dogrulugu ve etkinligi daha ayrintili olarak belirlenecektir.
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