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OZET

Deneysel Parkinson Hastaligi Modeli Olusturulmus Ratlarda Glutamat Geri
Almim Parametrelerinin Olciilmesi ve Yeni Tedavi Onerileri

Amag: Calismamizda deneysel Parkinson Hastali§i modeli olusturulmus ratlarda
glutamat geri alinim stirelerinin voltametrik olarak 6l¢iilmesini, yeni tedavilerle hastalik
tizerinde olusan degisiklikleri ve bu degisikliklerin hastaligin iyilesmesi {lizerindeki
etkilerini incelemeyi amacladik.

Materyal ve Metot: Her bir grupta 6 adet rat olacak sekilde 5 grup olarak ¢alisma
plant olusturuldu. Ratlarda deneysel Parkinson Hastaligt modeli olusturmak ig¢in
intraserebroventrikiiler 6-OHDA enjeksiyonu yapildi. Gruplar kontrol grubu, 6-OHDA
grubu, 6-OHDA + levodopa grubu, 6-OHDA + seftriakson grubu ve 6-OHDA + 6stradiol
grubu olarak belirlendi. Hayvanlar davranis testlerine alinarak lokomotor aktivite testi,
apomorfinle indiiklenen dénme testi ve silindir testleri yapildi. Voltametrik olarak
glutamat geri alim siireleri 6lgiildii. Istatistiksel analizler ise SPSS 20.0 programi
aracilifiyla One-Way Anova testi ile yapildi.

Bulgular: Yaptigimiz davranis testlerine gore lokomotor aktivite sonuglari
degerlendirilerek siganlarda ambulatuvar hareket ve toplam katedilen mesafe 6-OHDA
grubunda azalirken toplam dinlenme zamani artti. Fakat tedavi gruplarinda ise bu
sonuglar anlamli olarak diizeldigi tespit edildi. Benzer sekilde silindir testinde 6-OHDA
grubunda kontrol grubuna kiyasla sag ve ¢ift pence kullanma yilizdesinin anlamli olarak
bozuldugu gosterildi. Tedavi gruplarinda bu bozulmanin diizeldigi gdosterildi.
Apomorfinle indiiklenen donme testinde ise kontrol grubuna kiyasla 6-OHDA grubunun
anlamli olarak dopaminerjik yolagi inhibe ettigi bulundu. Tedavi grubunda ise
levodopanin 6-OHDA grubuna gore bu dejenerayonu anlamli sekilde diizelttigi gosterildi.
Voltametri test sonuglarina gore substanstia nigra ve motor korteks beyin bolgelerinde 6-
OHDA grubunda glutamat geri alinim siirelerinin anlamli bi¢imde uzadig1 fakat uzamis
bu siirelerin tedavi gruplarinda basta seftriakson ve Ostradiol olmak tizere anlamli bigimde
diizeldigi tespit edildi.

Sonug¢: Bu calismayla glutamat ve Parkinson arasinda bir iligski oldugunu saniye
bazl 6l¢iimler yaparak ilk kez gostermis olduk ve yine Parkinson tedavisinde kullanilan
levodopanin glutamat geri alim parametrelerini kismen de olsa diizelttigini ilk kez
gostermis olduk. Ayrica glutamat tasiyicilarini hizlandirdigi gosterilmis olan seftriakson
ve Ostradioliin 6-OHDA ile olusturulmus deneysel Parkinson hastaligi modelinde faydali
etkiler olusturdugunu gosterdik.

Anahtar Kelimeler: 6-OHDA, glutamat, levodopa, Parkinson Hastaligi,
Ostradiol, rat, seftriakson, voltametri.
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ABSTRACT

Measurement of Glutamate Reuptake Parameter and New Treatment
Recommendations in Experimental Parkinson Disease Model Formed Rats

Aim: In our study, we aimed to voltammetrically measure the glutamate uptake
time in rats with an experimental Parkinson's Disease model, to examine the changes in
the disease with new treatments and the effects of these changes on the recovery of the
disease.

Material and method: Study plan was formed as 5 groups each group containing
6 rats. Intracerebroventricular 6-OHDA injection was performed in rats to establish an
experimental Parkinson's Disease model. Groups were determined as control group, 6-
OHDA group, 6-OHDA + levodopa group, 6-OHDA + ceftriaxone group and 6-OHDA
+ estradiol group. Locomotor activity test, apomorphine-induced rotation test, and
cylinder tests were performed by taking the animals into behavioral tests. Glutamate
reuptake times were measured by voltammetry. Statistical analyzes were performed using
the One-Way ANOVA test through the SPSS 20.0 program.

Results: According to the behavioral tests we performed, the results of locomotor
activity were evaluated, while the ambulatory movement and total distance covered in
rats decreased in the 6-OHDA group, while the total rest time increased. However, these
results were found to be significantly improved in the treatment groups. Similarly, it was
shown that the percentage of right and double paw use was significantly impaired in the
6-OHDA group compared to the control group in the cylinder test. This deterioration was
shown to improve in the treatment groups. In the rotation test induced by apomorphine,
it was found that the 6-OHDA group significantly inhibited the dopaminergic pathway
compared to the control group. In the treatment group, it was shown that levodopa
significantly corrected this degeneration compared to the 6-OHDA group. According to
the voltammetry test results, it was found that glutamate uptake times were significantly
prolonged in the 6-OHDA group in the brain regions of the substantia nigra and motor
cortex, but these prolonged periods were significantly improved in the treatment groups,
mainly ceftriaxone and estradiol.

Conclusion: In this study, for the first time we have shown that there is a
correlation between glutamate and Parkinson's by second-by-second measurements, and
we have shown for the first time that levodopa which is used in Parkinson's treatment
partially improves glutamate reuptake parameters. We have also shown that the
ceftriaxone and estradiol which are known to accelerate glutamate carriers are useful in
6-OHDA-induced Parkinson's disease models in animals.

Keywords: 6-OHDA, ceftriaxone, estradiol, glutamate, levodopa, Parkinson's
Disease, rat, voltammetry.
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1. GIRIS

Parkinson hastalig1 (PH), nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik néronlarin kaybi ile
iliskili bir nérodejeneratif bozukluktur.! PH, bradikinezi, sertlik, postiiral instabilite ve
istirahat titremesi gibi kardinal motor semptomlarla karakterizedir. PH'nin erken
evrelerinde hastalar ayrica otonomik islev bozukluklari, biligsel anormallikler, uyku ve
duygu durum bozukluklari, agr1 ve periferik ndrodejenerasyonu yansitan duyusal kosullar
gibi motor dis1 belirtiler de sergiler.? Genellikle yaslanmayla iliskili olarak substantia
nigra pars compacta (SNpc)’daki néron kaybi ve hiicre 6liimiiniin % 50-60’lar1 gegmesi
ile klinik belirtiler goriilmeye baslamaktadir.> PH, diinyada Alzheimer hastaligindan
(AH) sonra en sik goriilen ikinci hastaliktir.* PH, ortalama baslangic yasi 55 ve yasla
birlikte belirgin sekilde artan bir insidansla ilerleyicidir.’ Yasam kalitesi iizerindeki
Onemlerine dair artan kanitlara ragmen, caligmalar bu sorunlarin tedavisinde bir¢ok
zorluk oldugunu gdstermistir.

Giliniimiizde dopamin 6nclisti levodopa (L-3,4-dihidroksifenilalanin, L-Dopa) ve
dopamin reseptor agonistleri dahil olmak iizere dopamimetik ilaglar, Parkinson
semptomlarnin tedavisinde tek standart tedavi olarak kabul edilmektedir.” Bu tedaviler
cogu hastada ilk birka¢ y1l PH'nin motor belirtilerini iyilestirse de, uzun siireli tedavi
siklikla levodopa ile indiiklenen diskinezi (LID) olarak bilinen motor komplikasyonlarin
gelismesine yol acar.® Insan beynindeki ve merkezi sinir sistemindeki farkli
norotransmiter sistemlerinin PH ve LID patofizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir.
Bunlar arasinda, glutamat tiim sinapslarin % 40'in1 kaplar ve siirekli geri beslemede bazal
ganglion devresinin araciliginda onemli bir rol oynar ve striatumun dopaminerjik
denervasyonuna yol acar.’

PH primer olarak dopaminerjik bir bozukluk olarak bilinse de patogenezinde
santral sinir sisteminde (SSS) farkli alanlarin etkilendigi ve farkli nérotransmitter ve
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noromodiilatorlerde degisiklik oldugu goézlemlenmistir. Bu sistemlerden birisi de
glutamat ve glutamerjik sistemdir.'°

Glutamat SSS’nin ana eksitatdr nodrotransmitterlerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Yaklasik olarak sinapslarin % 40’1 ve noronlarin % 60’1mnin glutamaterjik
yapida oldugu belirtilmektedir.!! Glutamat beyinde kognisyon, bellek ve alg1 gibi bir¢ok
fizyolojik fonksiyonlarda gorev alir.'> Glutamatin beyin gelisiminde, akson olusumunda,
noronal farklilasma ve yasamda 6nemli islevleri bulunmaktadir. Ayrica sinaps yapilarinin
ve sinaptik etkinligin degisiminde, sinir sisteminde ve noroplastisitede merkezi bir rol
tistlenmektedir. '

PH’de beyindeki glutamat tasiyici fonksiyonlarinda azalma oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Glutamat tasiyicilarinin yetersiz isleyisi, sinaptik aralikta asir
glutamat birikimi ve eksitotoksik ndronal hasar ile sonuglanabilir.!* Eksitotoksisiteye yol
acan mekanizmalar tam olarak anlagilmamasina ragmen, eksitator amino asit tasiyicilarin
(EAAT) diizensizligi, glutamat eksitotoksisitesini ve meydana gelen ndropatolojiyi
bliylik oranda etkileyebilir. Diger tasiyicilara gore, merkezi sinir sistemindeki birincil
glutamat tasiyicilart olan EAATI1 ve EAAT2, bu eksitotoksisiteyi daha fazla miktarda
etkileyebilir.!> Bu tasiyicilar arasinda, sinapslarda glutamat seviyelerinin % 90'min
diizenlenmesinde gorevli olan eksitatdr amino asit tasiyict 2 (EAAT2) ya da farelerdeki
homolog karsilig1 olan glutamat tasiyicist 1 (GLT-1) ¢ogunlukla astrositler {izerinde

sentezlenir.'®

Glutamat-aspartat tasiyict (GLAST) / GLT-1'in ekspresyonu ve islevi, asiri
derecede hiicre dis1 glutamat ve eksitotoksisiteye yol agan bir¢ok seviyede diizensiz
olabilir. Bu nedenle, bir¢ok diizenlemenin yani sira GLAST ve GLT-1'in yapisinin ve
modifikasyonlarinin anlasilmasi, glutamat tasiyicilarinin bozulmasiyla alakali hastaliklar

tedavi etmek i¢in terapotik hedeflerin gelisimine katki saglayabilir.



Kisaca GLAST / GLT-1"in diizenleyici mekanizmalarinin anlasilmasi, nérolojik
bozukluklarin tedavisi icin yeni stratejilerin gelistirilmesinde bir ilgi alan1 olmustur.
Seftriakson gibi B-laktam antibiyotikler, 6strojen / se¢ici Ostrojen reseptdr modiilatorleri
(SERM'ler), biiyiime faktorleri ve translasyonel aktivatorler gibi birgok farmakolojik
ajanlar, hem in vitro hem de in vivo olarak GLAST / GLT-1 ve glutamat aliminin

ekspresyonunu ve etkilerini arttirmada énemli fayda saglamistir.!”

Biz de bu calismada 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ile indiiklenen deneysel PH
modelinde seftriakson ve Ostradiol gibi glutamat tasiyici aktivatorii ilaglarin ve klinikte
rutin olarak PH tedavisinde kullanilan levodopa ilacinin etkilerini hem davranis testleri
araciligiyla hem de substantia nigra (SN) ve motor kortekste (M1) voltametrik olarak
glutamat geri alinim parametreleri aracilifiyla incelemeyi hedefledik. Halen tedavi
imkan1 bulunmayan PH’nin altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi anlayabilmek, bu
mekanizmalara farkli bir agidan bakabilmek ve yeni tedavi onerileri sunabilmek i¢in bu

deneysel ¢alismayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastalig1 Tanimm

PH, SNpc ve locus coeruleus'ta dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu ve
sitoplazmadaki Lewy cisimciklerinin varlig1 ile karakterize ilerleyici bir norolojik
bozukluk olarak tanimlanir.'® Temel olarak rijidite, akinezi, bradikinezi ve dinlenme
esnasinda titreme gibi tipik motor semptomlarla karakterizedir.!” Bununla birlikte,
PH’deki norodejeneratif siire¢ dopaminerjik sistemle smirli degildir, ayn1 zamanda
noradrenerjik, kolinerjik ve serotonerjik projeksiyonlarin yani sira serebral korteks, koku
alma ampulii ve otonom sinir sistemindeki noronlar1 da igerir. Bu, PH'yi motor dis1
semptomlarin (otonomik, psikiyatrik ve biligsel olanlar) da énemli bir rol oynadig1 ve
hastalarin yasam kalitesini onemli Ol¢iide etkiledigi ¢ok sistemli norodejeneratif bir

hastalik yapar.?°

2.1.1. Parkinson Tarihcesi

PH, Londral1 bir cerrah olan James Parkinson tarafindan ilk olarak 1817 tarihinde
yazdig1 “Essay on the Shaking Palsy” makalesinde basitce tarif edilmistir. Asil olarak
tanimlanmasi Fransiz nérolog Jean-Martin Charcot tarafindan yapilmistir. Jean-Martin
Charcot hastaligin istirahat esnasinda titreme, sertlik, karakterize yiiz hareketsizligi ve
belirli yiiriiylis ve durus bozukluklar1 ile karakterize edilen bir bozukluk olarak

tanimlamistir.?!

SN’deki néronlarin dejenerasyonu ve sitoplazmalarinda Lewy cisimcikleri denilen
inkliizyonlarm olusumu hastahgin klasik patolojik bulgularini olusturur.?> 2 Lewy
cisimcikleri ilk defa 1912 yilinda F. H. Lewy tarafindan Parkinson hastalarmin beyin

sapinda, SN’nin noromelanin igeren néoronlarinin sitoplazmasinda saptanmustir.?*



Eozinofilik boyanma gosteren, a-siniiklein, parkin ve ubiquitinli proteinlerden olusan
Lewy cisimcikleri, yogun hyalin ¢ekirdege ve 15 pum’den daha biiylik ¢apa sahip

inkliizyonlardir.?>

Tretiakoff ve arkadaslar1 tarafindan 1919 yilinda hastalikla iliskili olarak SN’de
dopaminerjik ndronlarm kayip oldugu aciklanmistir.?® Foix ve Nicolesco, 1925'te PH’ nin
patolojisi hakkinda ayrintili bir ¢alisma yaptilar ve en degismez ve siddetli lezyonlarin
SN’de oldugunu bulmustur.?’” O zamandan beri 1938’de Hassler?® ve 1953°te Greenfield
ve Bosanquet? bu bulgulart dogrulamis ve lokus coeruleus gibi diger beyin sapi
cekirdeklerinin de dahil edilmesiyle alakali bagka gozlemler eklemistir. Daha sonra 1960
yilinda Hornykiewicz ve Ehringer tarafindan Parkinson hastalarinin striatumunda
dopamin eksikligi bildirilmistir.** Bu bulus sonucunda L-Dopa ve direkt etkili dopamin

agonistlerinin klinikte kullaniminin &nii agilmistir.!

2.1.2. Parkinson Epidemiyolojisi

PH, AH’den sonra en sik goriilen ikinci ndrodejeneratif hastaliktir. Hastalik
kadinlara nazaran erkeklerde daha sik goriiliir. Bu da 6strojenin néroprotektif etkileriyle
agiklanir.’? Kaliforniya’da yapilan bir arastirma da hastaligin insidansi erkeklerde

19/100.000 iken kadimlarda 9.9/100.000 bulunmustur.*

Hastaligin Avrupa iilkelerinde prevelansi yaklagik 108-257/100.000 ve insidansi
ise yilda 11-19/100.000 iken Asya iilkelerinde prevalansi biraz daha diisiik olup,
prevalanst 51.3-176.9 / 100.000 ve insidans da yilda 6.7-8.7/100.000 arasindadir.>*
Afrika’da ise prevalansi 7-31.4 / 100.000 ve insidans1 yilda 4.5/100.000 oranlari ile®

prevalansi ve insidansi en diisiik seviyede olan kitadir.



Hastaligin baslangi¢ yasi ortalama 40-60 arasinda olup bu araligin altindaki
yaslarda c¢ok nadir goriilebilir. Siklikla da 60 yas {istii bu hastalik goriiliir. Ancak

hastalarin % 5-10 oraninda ki kisminda semptomlar 20-40 yas aralifinda da goriilebilir.*°

2.1.3. Parkinson Etiyolojisi

PH’nin en 6nemli ayiric1 6zelligi, beynin SNpc bolgesinde bulunan dopaminerjik
noronlarin kaybi ve heniiz iglevini yitirmemis olan hiicrelerin sitoplazmalarinda iginde
protein agregatlarini barindiran Lewy cisimleri varligidir. Bu ndronlarin % 60-65’nin
kaybi neticesinde striatal dopamin seviyesinin % 80-85 oraninda azalmasiyla semptomlar

ortaya ¢ikar.?’

PH’nin etiyolojisi genel hatlariyla sporadik ve ailesel PH olarak iki gruba
ayrilabilir, fakat ailesel PH tanimlamasinin her zaman genetik etiyolojiye karsilik
gelmedigi ve aile fertlerinin uzun yillar ayni c¢evresel faktorlere maruz kaldiklari i¢in
hastalig1 gelistirmis olabilecekleri de diistiniilmektedir. Bu nedenle bazi bilimsel ¢evreler
“idiyopatik PH (IPH)” tanimim getirmekte, bunu da “ailesel IPH” ve “sporadik IPH”
olarak ikiye ayirmaktadirlar. Sporadik IPH grubundaki olas1 etiyolojiler; viral
enfeksiyonlar (Influenza A, Corona viriis, von Economo ensefaliti), kafa travmalar1 veya
baz1 toksinler (rotenon, izokinolin, MPTP, paraquat, n-hekzan), ilerleyen yas, diyet gibi
cok ¢esitli olabilir.***! PH olgularinin % 85°i sporadik goriinmekte, % 10-15°i ailesellik

gostermekte, % 5°lik kismi ise gene bagli bozukluklardan kaynaklanmaktadir.**#°

PH olgularinin ¢ogu sporadik olmasina ragmen 6zellikle hastalik baslangic yasi
50 yasindan Onceyse, genetik faktorlerin PH patogenezinde rol oynadigi diisiincesi
giderek belirgin hale gelmektedir. Hastalarin yaklasik % 20-25’inin en az bir birinci
dereceden Parkinson hastas1 yakini vardir ve birinci derece yakinlarin digerlerine gore

PH gelistirme olasilig1 2-3 kat daha fazladir.*®



PH’nin etiyolojisi tam bilinmemekle birlikte, ileri yas ve ndrotoksinler risk
faktorleri olusturmasina ragmen sigara igmenin koruyucu oldugu goriilmektedir. Son on
yilda, Mendel kalitimina sahip nadir ailelerde PH’na neden olan cesitli genler ve
duyarhilik faktorleri tanimlanmistir. Ayrica yanlis katlanmig proteinlerin ubikitin-
proteozom ve otofaji-lizozomal sistemleri, artmis oksidatif stres, mitokondriyal ve
lizozomal disfonksiyonlar ve diger patojenik islev bozukluklarinin PH olusumunda pay1

bulunur.* 3

2.1.4. Patogenez

PH’de nérodejenerasyonun nedenleri hakkinda ki sebepler tam bilinmemekle
birlikle hastaligin patolojik olarak degerlendirilmesinde ileri siiriilen bir¢ok farkli durum
vardir. Bu durumlar; dopaminerjik noronlarda anormal protein birikimi (Ubikitin-
Proteozom Sistemi (UPS)), mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres, mikroglial

aktivasyon ve inflamasyon, eksitotoksisite, apoptozis, cevresel ve genetik faktorlerdir.*”
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UPS viicutta en 6nemli protein degredasyon yolaklarindan biridir. Normalde
saglikli ndronlarda bu agregatlar olusmaz.> Bu UPS ile yanlis eslesen, hasara ve
mutasyona ugrayan proteinlerin degredasyonu saglanmaktadir. Bu olay iki asamada
gerceklesmektedir. ilk asamada yanlis katlanmis proteinler ubikitin adi verilen
proteinlerle gorevli olan 3 enzim grubuyla beraber isaretlenir. Ikinci asamada ise
isaretlenen proteinler proteozomal kompleks tarafindan parcalanarak degrede edilir.> >
UPS’deki herhangi bir fonksiyon bozuklugu sonucunda norotoksin proteinlerin

agregasyonu ve birikmesiyle birlikte hasar ortadan kaldirilamamaktadir ve hiicre 6liime

gitmektedir.>’



PH’de mitokondrial fonksiyon bozuklugunun dogrudan kaniti hastalarin beyin
orneklerine bakilarak bulunmustur. Ik olarak 1983 yilinda uyusturucu kullanan
hastalarda Parkinson benzeri semptom ortaya ¢ikaran MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,5,6-
tetrahidropiridin) bulunmasiyla baglanti kurulmus daha sonra yapilan hayvan
calismalariyla bu dogrulanmistir.®® Parkinsonlu hastalarmn SN’lerinde mitokondrial
kompleks I aktivitesi yiiksek miktarda azalmaktadir. Mitokondrial fonksiyon
bozuklugunun 6zellikleri arasinda yiiksek miktarda ROS (reaktif oksijen tiirleri) {iretimi,
ATP miktarinin azalmasi, mtDNA silinmesi, kaspaz salinimi gibi bozulmalar

bulunmaktadir.>®> °

ROS fdiretimi, kompleks I ve III’lin hasarin1 ve proteinlerin
oksidasyonunu indiikleyerek mitokondrial fonsiyon bozukluguna neden olur. Bozulmus
mitokondrial disfonksiyon oksidatif stresin olugsmasina sebep olur ve hiicrenin hasar
gormesine ve hiicre 6liimiine neden olan baz1 hiicre i¢i olaylara etki eder. Oksidatif stres,
PH’de  nigral  dopaminerjik  hiicre = Oliimiinlin  en  Onemli  patojenik

mekanizmalarindandir.®! ¢

PH’de belirgin sekilde goriilen 6zelliklerden birisi de néroinflamasyondur. Bu
inflamasyona mikroglia ad1 verilen hiicreler neden olur.®> Mikroglia, miyeloid hiicre
soyundan tiiretilen merkezi sinir sisteminin hiicreleridir, bu nedenle makrofajlar
tarafindan ifade edilen bir¢ok 6zellige sahiptirler. Mikroglia, hasarli néronlar1 ve yabanci
maddeleri uzaklastirmak ic¢in fagositik bir isleve girer ve prostaglandinler, TNF-a, IL-1
gibi proenflamatuar faktorleri ve siiperoksit ve NO gibi serbest radikalleri salgilayarak
immiinolojik siirveyansta yer alir. Bu toksik faktorler normal biyolojik fonksiyon i¢in
gerekli olmakla birlikte, asir1 aktiflesmeyi ve ciddi ndrotoksik sonucu Onlemek ig¢in
mikroglial yanitin siki bir sekilde ayarlanmasi gerekir. Mikroglia, ¢esitli pro-enflamatuar
faktorler tarafindan beyin hasar1 veya stimiilasyonunun ardindan aktive oldugunda ve

cogaldiginda, bu aktivasyonun, AH, PH ve multipl skleroz (MS) gibi birkag



norodejeneratif bozuklugun baglatilmasinda ve gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynadigi

varsayilmaktadir.®*

Oksidatif stres norodejenerasyona yol agabilecek serbest radikallerin olusumu ve
atilimi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan patolojik durumdur. Oksidatif
strese maruz kalan hiicreler DNA’da ve lipidlerde hasara neden olurlar ve bu yiizden
hiicreler  &zelliklerini  kaybederler.> % PH ile iliskili genlerdeki genetik
modifikasyonlardan kaynaklanan farkli yollar ve bunlarin islev bozukluklari oksidatif
stresin artmasina neden olur. Bu proteinlerin mutasyonlar1 veya degisen ekspresyonu
mitokondriyal bozulma, oksidatif stres ve protein yanlis katlanmasi ile sonuglanir.
Ayrica, dopamin metabolizmasi, artan seviyelerde reaktif oksijen tiiriine katkida bulunan
reaktif dopamin kinonlara oksitlenebilir. a-siniiklein modifiye olur ve agregasyonunu
hizlandirir. Artan oksidatif stres, UPS'in yanlis katlanmis veya hasar gormiis proteinleri
parcalayan ve bdylece hiicre sagkalimini daha da etkileyen bozulmus fonksiyonunu
artirir.  Cevresel toksinler mitokondriyal fonksiyonu bozar, serbest radikallerin
olusumunu arttirir ve a-siniiklein dahil proteinlerin birikmesine yol acar. Mitokondriyal
islev bozuklugu, oksidatif streste bir artis ve ATP iiretiminde bir diisiis ekleyerek hiicre
i¢i bilesenlerin hasar gormesine ve hiicre 6liimiine yol acarak kompleks I inhibisyonu
etkileriyle ortaya ¢ikar. Ayrica, ndroinflamatuar mekanizmalar hiicre 6liimiine yol acan
sonuglarm artmasina katkida bulunabilir. Ozetle, oksidatif strese atfedilen bu birkac
hiicresel mekanizmanin tiimii, dopaminerjik ndronlarin seg¢ici dejenerasyonunda rol

oynamaktadir.” 68

PH patogenezinde yer alan bir diger Onemli mekanizma, nigrostriatal
dejenerasyonun siddetlenmesinde ciddi olarak pay1 olan ve patolojik bir rol oynayan
eksitotoksisitedir.®” PH’de bazal gangliyonlarda gdzlemlenen degismis ndrotransmisyon

glutamaterjik sistemi etkiler ve bu da glutamat aracili eksitotoksisitenin patogenezde
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kritik bir rol oynadigini gosterir. Hiicre dis1 glutamat birikimi ve glutamaterjik néronlarin
artan uyarilmasi ROS iiretimini yayar. Glutamat reseptorlerinin aktivasyonu, kalsiyum
homeostaz disfonksiyonunu, kaspaz aktivasyonunu igerir ve sitotoksik transkripsiyon
faktorlerinde ve serbest radikal tiirlerinde bir artis belirler.” Glutamat
eksitotoksisitesinde, glutamat N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorii kalsiyum iyon
kanallarinin aktivasyonu yoluyla, mitokondri tarafindan aliman ve daha sonra
mitokondriyal depolarizasyona neden olan bir kalsiyum akisina neden olur. Kalsiyum
disregiilasyonu PH’deki noronlarin secici zayifligi ile baglantili oldugundan, bu durum
PH néropatolojisinde ozellikle dnemli olabilir.”'”* Bu degisiklikler sonucu NMDA

reseptorlerinin ndrodejenerasyonu hizlanir; Ca™’

nin aktive olan NMDA reseptorlerinden
akis1 eksitotoksisitenin yani sira mikroglial aktivasyonun artmasina, inflamatuar

sitokinlerin salinmasina ve sonrasinda ndroinflamasyon ve dejenerasyona neden

olabilir.”*

PH’de ki diger bir patogenez yolagi ise genetik faktorlerle olusan durumdur.
Genetiksel olarak aileden gelen PH en belirgin gostergesi a-siniikleinin asir1 miktarda
artmasidir. Bunun yaninda PARK2 (PARKIN), LRRK2, PINK1( PARK 6) , DJ-1
(PARK?7), ATP13A2 (PARKY) gibi genlerin mutasyonunun da Parkinson olusumuna
etkisi vardir. Ancak PH olusumunda genetik mutasyonlar olmasia ragmen olgularin
sadece % 15 kadar1 bunlarla iligkilidir. Bu da olgularin genetik faktorlerden ¢ok diger

patagonez mekanizmalariyla olustugunu gdstermektedir.”> 7

2.1.5. Parkinson Hastaliginin Tam Kriterleri ve Siniflandiriimasi

PH’nin belirtileri ilk olarak SN’deki dopaminerjik ndronlarin kaybi veya
dejenerasyonu ve dopaminerjik ndronlarda Lewy cisimciklerinin gelismesi ile ortaya

cikar.”” Hastalik Hoehn-Yahr Evrelendirme Olcegi (HYE)’ ne gore smiflandirilarak
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hastalarin hangi evrede oldugunu buna gore belirlenmektedir. Bu siniflandirma Tablo

2.1°de verilmistir.”®

Tablo 2.1. Hoehn-Yahr evrelendirme 6lgegi

Evreler Klinik Belirti

Evre 0 Klinik belirti yok

Evre 1 Sadece tek tarafli tutulma

Evre 2 Sadece ¢ift tarafli tutulma

Evre 3 Postiiral reflekslerin bozulmasi ya da dengesizlik, diisme
Evre 4 Tamamen klinik tablo

Evre 5 Tekerlekli sandalyeye veya yataga bagimli olma

PH icin uluslararas1 kabul gdrmiis tan1 kriterleri su anda Ingiltere Parkinson
Hastalig1 Dernegi Beyin Bankasi tarafindan belirlenmektedir. Hastalig1 bu kriterlere gore
teshis etmek icin hastalar dahil etme, hari¢ tutma ve destekleyici kriterler baslig1 altinda

degerlendirilmelidir. Bu degerlendirmeler Tablo 2.2°de gosterilmistir.”

Tablo 2.2. PH tani kriterleri

Parkinson Hastahigr Tam Kriterleri

1. Parkinsonizm tanisi

a. Bradikinezi

Art1 agagidakilerden en az biri biri
b. Tremor (titreme)

c. Rijidite (katilik)

d. Postural instabilite
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Tablo 2.2. PH tani kriterleri devami

2. Hari¢ tutma kriterleri

a. Serebellar anormallikler

b. Supraniikleer bakis felci

c. Hastaligin baslamasindan sonraki 5 yil i¢inde frontotemporal demansin veya primer
progresif afazinin davranigsal degisiminin teshisi

d. Ilaca bagh parkinsonizm ile tutarli bir dopamin reseptdr bloker veya dopamin
tiiketen ajan ile tedavi

e. En azindan orta derecede hastalik siddetine ragmen yiiksek dozda levodopaya yanit
olmamasi

f. Kortikal duyu kaybi, agik ekstremite ideomotor apraksi veya progresif afazi

g. Dopaminerjik sistemin normal fonksiyonel goriintiilemesi

h. Semptomlara neden olabilecek parkinsonizme neden olan alternatif durumun teshisi

3. Destekleyici kriterler

a. Dopaminerjik tedaviye acik yararli yanit

b. Levodopa kaynakli diskinezi varlig

c. Bir ekstremitenin dinlenme titremesi

d. MIBG (Meta iyodo benzil guanidin) sintigrafisinde koku kaybi veya kardiyak
sempatik denervasyonun varlig

4. En tehlikeli isaretler

a. 5 yil iginde tekerlekli sandalye kullanimina yol agan yiiriiyiis bozuklugunun hizla

ilerlemesi

b. Tedaviyle iliskili olmadik¢a, 5 yildan fazla motor semptomlarin ilerlemesinin
olmamasi

c. Erken bulbar fonksiyon bozuklugu

d. Inspiratuar solunum fonksiyon bozuklugu

e. Hastaligin ilk 5 yilinda siddetli otonomik basarisizlik

f. Baslangictan sonraki 3 yil i¢inde denge bozuklugu nedeniyle tekrarlayan diisiisler

g. Hastaligin baslamasindan sonraki 10 yil icinde orantisiz anterokollis veya
kontraktiirler

h. 5 yillik hastaliga ragmen yaygin motor dis1 dzelliklerin yoklugu

i. A¢iklanamayan piramidal isaretler

j- Bilateral simetrik parkinsonizm

Parkinson hastalig1 dort ana baghik altinda siiflandirilmaktadir. Bunlar Primer
(idiopatik) Parkinson Hastaligi (IPH), Sekonder Parkinsonizm, Parkinson-Plus
Sendromlar ve Herediter Dejeneratif Hastaliklar olarak adlandirilmaktadir. Bu dort ana

kategorinin altinda kalan diger siniflandirilmalar ise asagida gosterilmistir.%
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A- Primer (Idiopatik) Parkinsonizm

1-Parkinson Hastalig1 (PH)

2-Jiivenil Parkinson Hastalig1

B-Sekonder Parkinsonizm

1- ilaca bagli (dopamin antagonistleri ve dopamini baskilayici ilaglar)
2- Infeksiyonlar (postensefalitik, sifiliz)

3- Metabolik (tiroid ve paratiroid disfonksiyonu, hipoksi, hepatoserebral

dejenerasyon)
4-Yapisal (beyin tiimorleri, hidrosefali, travma)
5- Toksinler (MPTP, karbonmonoksit, mangenez, siyaniir)
6-Vaskiilitler
C-Parkinson-Plus Sendromlar
1-Kortiko-Bazal Ganglionik Dejenerasyon
2- Demans Sendromlari
3- Alzheimer Hastalig
4- Diffiiz Lewy Body Hastalig1
5- Multipl Sistem Atrofi Sendromlari
6- Litico-Boding (Guam Parkinsonizm-Demans-ALS)
7- Progressif Pallidal Atrofi

8- Progressif Supraniikleer Palsi
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D- Herediter Dejeneratif Hastahklar

1- Otozomal Dominant Serebellar Ataksiler
2- Hallervorden- Spatz Hastalig1

3- Huntington Hastalig1

4- Mitokondripatiler

5- Noroakantositozis

6- Wilson Hastalig

2.1.6. Klinik Bulgular ve Semptomlar

PH tanisinin ilk bileseni hastanin “parkinsonizm” oldugunu belirlemektir. Bu
klinik bir tanidir ve dort temel unsura dayanir: bradikinezi, titreme, rijidite ve postural
instabilite. Bunlardan bradikinezi ile birlikte diger iiclinden en az biri ile mevcut
olmalidir. Bir hastanin parkinsonizm oldugu tespit edildikten sonra, PH tanis1 koymak
icin bu sendromun diger nedenlerini hari¢ tutmak hayati Onem tasir. Ayrica,
parkinsonizmin varligina ek olarak, PH’nin klinik olarak pozitif tanisina katkida bulunan
ek ozellikler de vardir. Motor dis1 6zelliklerin varli§i énemlidir, ¢iinkii bunlar hastalik

seyrinin baslarinda bile belirgin olabilir.”

2.1.6.1. Bradikinezi

PH’nin en o6nemli klinik bulgularindan biri olan bradikinezi yavaslik ve
kendiliginden hareket eksikligidir. Bu bulgunun belirtileri arasinda ince motor gorevleri
ile ilgili zorluk, sessiz ve monoton bir sesle konugmada degisiklik (hipofoni), seyrek
yutkunma sebebiyle tiikiiriikte artis, yiiz ifadesi kayb1, azalmig géz kirpma sikligi, gittikce

kiiclilen sikisik el yazisi, yiiriime sirasinda azalmis kol hareketi salinimi, ayaklarim
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stiriiyerek atilan adimlar ve egik durma vardir. Parkinson bradikinezisi olan hastalarin
durumunda sadece hareket yavasligi degil, ayn1 zamanda hareket hiz1 veya ¢oklugunda

da azalma gostermektedir.®!

PH’de sorun yaratan en temel belirti bradikinezi olup, hastalik ilerledikge,
hastanin en basit gilinlilk islerini dahi bagimsiz olarak siirdiirememesine neden

olmaktadir.

2.1.6.2. Tremor

Tremor klasik olarak ‘“hap haddeleme” (pronasyon / supinasyon) olarak
tanimlanir. Frekans1 4-6 Hz’dir. Olgularm % 50-75%inde ilk motor semptom olarak

tremor ortaya ¢ikar. % 15-20 olguda ise hastaligin higbir evresinde tremor gézlenmez.*?

Tek tarafli olarak baglar, ancak asimetrik kalmasina ragmen her iki tarafi da
icerecek sekilde ilerleyebilir. Bir uzvun en distal kisminda, yani iist ekstremite tutulursa
elde goriiliir. Genellikle istirahatte meydana gelir ve harekette iyilesme veya tamamen
ortadan kaybolmasi seklinde olur. Erken evre hastalikta, genellikle araliklidir ve hastalar
genellikle dinlenirken fark ederler. Titreme ayrica, hasta geriye dogru saymak veya
yiiriimek gibi baska bir isle mesgul oldugunda daha belirgin hale gelir. En sik, sadece bir
parmak veya bagparmak da dahil olmak tizere iist ekstremitelerde goriiliir, ancak bacaklar

veya ceneyi de igerebilir. Bas ve ses tremoru PH’de beklenmez. % 8

2.1.6.3. Rijidite

Rijidite PH nin motor semptomlarindan birisidir. Agonist ve antagonist kaslarm
eszamanl bir sekilde kasilmasiyla ortaya ¢ikan kas tonusu artigidir. Tek tarafli olarak

olusur. Ancak hastalik ilerledik¢e bedenin diger yarisinda da saptanabilir.®
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Rijidite hastalar tarafindan siklikla omuzda tek tarafli agr1 veya sertlik seklinde
bildirilir. Bir eklemin c¢esitli pasif hareketleriyle (fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyon)

hissedilebilir.’! 86

2.1.6.4. Postural instabilite

Postural instabilite veya diger adiyla dogrultma refleksindeki bozulma, ortaya
cikan en temel belirtilerin sonuncusudur ve tedaviye en az yanit verir. Bu o6zellik
bradikinezi ve rijidite ile birlestiginde hasta i¢cin dnemli sakatliklara neden olur. Kisa
adim, diisiik adim yiiksekligi, azaltilmis kol salinimlar1 ve bozulmus postural refleksler,

diisme ve yaralanma riskini artirir.®’

2.1.6.5. Non-motor Semptomlar

PH’nin motor olmayan ozellikleri taninin kesinligine katkida bulunur.
Norodejeneratif patolojinin baslangicini temsil ettigi diisiiniilen bir motor oncesi fazin
kanitlanmis kanitlar1 vardir. PH ilerlemesi devam eden hastalar, tanidan 6nceki yillarda
siklikla depresyon, kabizlik, anozmi ve REM uyku davrams bozuklugu yasamislardir.
Ancak bu semptomlar spesifik degildir ve genellikle yash popiilasyonda yaygindir. Bu
semptomlarin bir¢ok potansiyel nedeni vardir, bu da daha sonra PH olusma riski altinda
olanlar1 tahmin etmek i¢in kullanimlarin1 zorlastirir. PH’ nin seyri boyunca herhangi bir
noktada gelisebilecek motor olmayan baska yonleri de vardir. Hemen goze carpmayan
biligsel eksiklikler tan1 aninda bile mevcut olabilir ve tipik olarak dikkat, yonetim, gorsel-
uzamsal ve bellek islevlerini etkiler.® Psikoz, depresyon, anksiyete ve ilgisizlik gibi
noropsikiyatrik belirtiler de yaygmdir.”® Otonomik disfonksiyon, idrar sikhigi veya
aciliyeti, kabizlik, ortostatik hipotansiyon, salya akmasi, erektil disfonksiyon veya

anormal terleme seklinde de kendini gdsterebilir.”!
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2.1.7. Giincel Tedavi Yaklasimlari

Giiniimlizde PH i¢in hastaligi tamamen iyilestiren ilag yoktur, fakat kullanilan
tedaviler motor semptomlarda onemli semptomatik rahatlamalar saglamaktadir. Ancak
bu ilaclar hastaligin motor olmayan belirtileri agisindan ise ¢ok az klinik fayda saglarlar.
Bu yiizden hastaliga 6zgii ve asil sebeplerini diizeltici tedavi yaklagimlar1 giin gectikce

onem kazanmaktadir.

2.1.7.1. Levadopa

L-Dopa, dopaminin Onciisiidiir ve dopaminerjik tedavi ilk olarak 1970 yilinda
tanitilmigtir. 40 yillik evrensel kullanimdan sonra, L-Dopa tedavisi PH tedavisi i¢in altin
standart olmaya devam etmektedir. Baslica avantajlari, nispeten ucuz fiyati ve dopamine
dontstiiriildiikten sonra kan-beyin bariyerini gegcme kabiliyetini igerir. PH nin erken
evresinde, L-Dopa, akinezi veya bradikinezi ve sertligin hafifletilmesi ve titremeye kismi
yanit gibi motor semptomlarin iyilestirilmesinde etkilidir. Bu donem ayn1 zamanda L-
Dopa "balay1" olarak da bilinir. Ayrica L-Dopa, yasam beklentisini iyilestirdigi bildirilen
tek ilactir.”? Bununla birlikte, bu terapinin gesitli yonleriyle de simrliliklar1 vardir. ilk
olarak, uzun siireli kullanimdan sonra, konusma, yiiriime, durus ve denge gibi motor
semptomlardaki  sakatliklar, optimal L-Dopa tedavisine ragmen kotiilesme
egilimindedir.”®> PH’nin tedavi sirasinda, haliisinasyon, bilissel bozukluk ve ortostatik
hipotansiyon gibi motor dis1 6zellikleri de mevcuttur. Ayrica, 5 yillik ilag tedavisinden
sonra hastalarin yaklasik % 50'sinde, "yipranma" veya "a¢ma-kapama" dalgalanmalari ve
diskinezi, devam eden L-Dopa maruziyeti ile kotilesme egilimindedir. Ayrica, L-
Dopa'nin oksidatif metabolizma yoluyla ndronal dejenerasyonu hizlandirabilecegi

bildirilmistir.”* Ancak bu dnerme giiniimiizde hala tartismalidir. Son olarak, L-Dopa
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hastaligin ilerlemesini ne durdurabilir veya geciktirebilir ne de PH ile iliskili

biyokimyasal anormallikleri tersine ¢evirebilir.

Periferal yan etkilerini azaltmak i¢in levodopa, benserazid ve karbidopa gibi dopa
dekarboksilaz inhibitdrleri ile kombinasyon halinde uygulanir. Bu bilesikler kan beyin
bariyerini ge¢cmez, ancak segici olarak levodopanin dopamine ¢evrilmesini 6nler ve hem

yan etkilerini azaltir hem de dopaminin kan-beyin bariyerinden gecis miktarini arttirir.”>

96

En sik recete edilen kombinasyon ilaglar1 karbidopa / levodopa ve benserazid /

levodopa'dir.”’

2.1.7.2. Dopamin Agonistleri

Dopamin agonistleri genel olarak ergolin ve ergolin kdkenli olmayan olmak {izere
iki gruba ayrilir. Ergolin agonistleri ergottan tiiretilen ilk nesil dopamin agonistidir ve
bunlar ile peritoneal, pulmoner ve kardiyak fibrozun spesifik riskleri ile iligki vardir.”® %
D2 ailesi disindaki reseptorlerle ki bunlar -D1 ailesi, 5-HT ve adrenerjik reseptorleri
igerir- iyl olmayan etkilesimleri nedeniyle klinik uygulamada daha fazla yan etki iiretme
egilimindedirler.'® Ergolin smifindaki yaygin ilaglar bromokriptin, kabergolin, pergolid
ve lisuriddir. Bu gruptan bromokriptin, artik nadiren regete edilen ucuz bir ilagtir, ancak
hem erken hem de ge¢ PH’de L-Dopa ile kombinasyon halinde kullanilabilir. Kabergolin
ve pergolid, erken donemde monoterapi olarak kullanilabilmesine ragmen siklikla PH’ nin
ilerleyen fazi i¢in ayrilmistir. Bununla birlikte, ergot kaynakli dopamin agonistleri,
yerlesik valviiler ve akciger fibrozu riskleri nedeniyle bu giinlerde genellikle nadiren
kullanilmaktadir.'®! Son zamanlarda ¢ikan Avrupa Ilag Ajans1 (EMEA) rehberlerinde,

bromokriptin ve dihidroergokriptinin dnceden mevcut kapakeik sorunlari olan hastalara

recete edilmemesini, diger tiim kosullar altinda ise bromokriptin dozunun giinde 30 mg"
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gecmemesini onermektedir. Ayni sekilde maksimum pergolid ve kabergolin dozu da
giinde 3 mg'a diisiiriilmelidir.'> Yakin tarihli bir sistematik derlemede, kabergolin ve
pergolid kullannminin kalp kapak yetersizligi insidansinda iki kattan yedi kata kadar

artisla iliskili oldugu bulunmustur.'%?

Daha yeni ajanlar olan ergolin olmayan agonistler ise kullanimi1 ve etkisi daha iyi
ve yan etkisi daha az olan ilaglardir. Sadece yiiksek afinite ile D2 ve D3 reseptorlerine
baglanirken diger reseptorlerle de 1liml1 bir farmakodinamik etkilesimlerini korurlar.!%-
106 Ayrica, yashlarda bir dopamin agonisti endike ise, ergot olmayan bir ilag tercih
edilmelidir.'”” Bu gruptaki sik olarak kullanilan ilaglar pramipeksol ve ropiniroldiir;

digerleri ise rotigotin, piribedil ve apomorfindir.

Motor semptomlar iizerinde aktif olmalarina ragmen dopamin agonistleri, L-
Dopa'dan daha az etkilidir ve 6zellikle en yenileri olmak {izere nispeten daha pahalidir.
Yan etkiler i¢in uyku bozukluklar1 ve kafa karigikligi, haliisinasyon gibi biligsel
problemler 6zellikle yaslilarda ve dnceden var olan biligsel eksiklikleri olanlarda daha sik
goriiliir. Semptomlar1 sosyal veya is aktivitelerini bozacak kadar siddetli olan hastalarda,
dopamin agonistleri ile kombine L-Dopa ile semptomatik tedavi gerekli olabilir.
Dopamin agonistleri, sadece klinik yarar a¢isindan L-Dopa ihtiyacini azaltmakla kalmaz,

ayni zamanda PH hastalarinda bagimsiz olarak néroprotektif etkiler uygular.!%: 1%

2.1.7.3. Monoamin Oksidaz B (MAO-B) inhibitérleri

Secici geri dondiiriilemez MAO-B inhibitorleri endojen dopamin ve diger
katekolaminlerin bozunmasint ve ayrica L-Dopa yoluyla eksojen olarak arttirilmis
dopamini inhibe eder. MAO-B, dopaminin par¢alanmasinda rol oynayan ana enzimlerden
biridir ve bu enzimin aktivitesini azaltmak, striatum i¢inde endojen dopamin araciligiyla

artan dopaminerjik aktivite ile sonuglanir.!'® Kullanimlar1 parkinson hastalarinda motor
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semptomlar1 hafifletir. Dopamin agonistlerinde oldugu gibi, levodopa kaynakli motor
komplikasyon riskini azaltmak i¢in ve levodopa tedavisine olan ihtiyaci geciktirmek i¢in
ilk tedavi secenegi olarak kullanilabilirler.!'! Hastaligin erken safhalarinda semptomlarin
kontrolii i¢in bazen yeterli olsalar da, ¢ogu hasta eninde sonunda levodopa bazli tedaviye
ihtiya¢ duyar. MAO-B inhibitorleri, levodopa dozunda bir azalmaya imkan vermek igin

levodopa bazli preparatlarla kombinasyon halinde de kullanilabilir.

Yaygin olarak kullanilan MAO-B inhibitorleri arasinda selejilin ve rasajilin
bulunur. Son zamanlarda ise, MAO-B'nin inhibisyonu oldugu diisiiniilen safinamid

ilacinin da PH’de kullanim1 onaylanmustir.'!2

Selejilin, dopaminin par¢alanmasini 6nleyen ve PH tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanan ilk se¢ici MAO-B inhibitoriidiir. Orta derecede ilerlemis PH’de monoterapi ve
yardimct tedavi olarak kullanilir. L-Dopa ile birlikte verilirse, selejilin motor yanit
dalgalanmalarin1 azaltabilir ve L-Dopa igin doz gereksinimini azaltabilir.'’® Ayrica,
parkinsonun motor semptomlarini hafifletir ve L-Dopa tedavisi ihtiyacini birkag ay
geciktirir.''* Bununla birlikte, L-Dopa'ya direngli motor veya motor olmayan &zellikler

tizerinde etkisi yoktur.

Rasajilin, PH tedavisi i¢in 2006 yilinda FDA tarafindan onaylanmis segici bir geri
dontistimsliz MAO-B inhibitoriidiir. Giinde bir kez dozlanir ve tek basina veya diger PH
ilaclartyla birlikte hastaligin erken asamalarindan ge¢ evrelerine kadar kullanilabilir.
Rasajilin, PH tedavisi i¢in kullanilan dozlarda (0.5-1 mg / giin) MAO-B'ye karst MAO-
A igin selejilinden daha fazla segicidir.''® Rasajilinin terapétik etkinligi, bir dizi faz I11-
IV randomize ¢ift kor, plasebo kontrollii cok merkezli calismalarda gosterilmistir.!!¢!1
Yardimer tedavi olarak rasajilin, plaseboya kiyasla motor semptomlar {izerinde anlaml

ve faydali bir etkiye sahiptir ve giinliik "kapanma" siiresini énemli dl¢iide azaltir.!!7-11°
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Safinamid, motor dalgalanmalar1 olan orta ve ge¢ evre PH hastalarinda
levodopaya bir eklenti olarak veya diger PH ilaglariyla kombinasyon halinde Avrupa
Komisyonu tarafindan yakin zamanda onaylanan bagka bir MAO-B inhibitoriidiir.
Rasajilin ve selejiline benzer sekilde, geri doniisii olmayan bir inhibitordiir; fakat onlara
gore farkli bir kimyasal yapiya ve farmakolojik ozelliklere sahiptir.!?® Safinamidin
dopaminerjik ve dopaminerjik olmayan birlesik etki mekanizmas1 vardir, ancak
dopaminerjik olmayan 6zelliklerin ilacin genel etkisine ne kadar katkida bulundugu agik
degildir. Safinamidin dopaminerjik etkisi, MAO-B'nin giiclii, oldukca secici ve geri
doniisiimlii inhibisyonu yoluyla beyindeki dopamin seviyelerini artirir.'?! Dopaminerjik
olmayan etki mekanizmasi ise duruma ve kullanima bagli olarak voltaja duyarli sodyum
kanallarinin bloke edilmesini ve N-tipi kalsiyum kanallarinin modiilasyonunu igererek

glutamat salinimini inhibe eder.!?* 12?

MAO-B inhibitérleri genellikle iyi tolere edilmesiyle birlikte gastrointestinal yan
etkiler en yaygin problemdir. Diger yan etkiler arasinda eklem agrisi, depresyon,
yorgunluk, agiz kurulugu, uykusuzluk, bas donmesi, kafa karigikligi, kabuslar,

haliisinasyonlar, grip benzeri semptomlar, hazimsizlik ve bas agris1 sayilabilir.!!!

2.1.7.4. Katekol-O-Metil Transferaz (KOMT) Inhibitorleri

Dopamin degredasyonunda rol oynayan diger bir enzim KOMT'dur. Bu nedenle
KOMT inhibitorleri, dopaminin yikiminm1 azaltarak endojen dopamin seviyelerini

korunmasinda terapétik bir yaklasim saglar.!!!

Bunlar agirlikli olarak levodopaya yardimci tedavi olarak kullanilir ¢iinkii kendi
baslarina PH semptomlari {izerinde sadece sinirli bir etki sunarlar. Bu ilaglar tek basina
L-Dopa tedavisi alan hastalarda doz sonu “kétiilesmesi” belirli bir sorun oldugunda

siklikla regete edilirler. KOMT inhibitorleri, uzun stireli tedavi sirasinda biriken bir L-
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Dopa metaboliti olan 3-O-metildopa diizeylerini diisiirlir ve kan beyin bariyerinden ge¢is
icin L-Dopa ile rekabet edebilir Ayrica L-Dopa'nin plazma yar1 dmriinii artirabilir, bu da
nispeten daha bliyiik miktarda L-Dopa'nin kan-beyin bariyerini gegmesine izin verirler.
Bu nedenle, inhibitorler beyinde daha sabit bir L-Dopa seviyesine yol acacak ve sonug

olarak "acik" zamani artiracak ve "kapanma" siiresini azaltacaktir.!?*

KOMT inhibitorlerinin 6rnekleri arasinda entakapon, tolkapon ve opikapon
bulunur. Entakapon genellikle karbidopa ve levodopa ile birlikte bir kombinasyon

preparatinda kullanilir.! 126

En sik kullanilan iki KOMT inhibitoriinden biri olan entakapon i¢in tipik dozaj,
her levodopa dozuyla giinde dort ila sekiz kez 200 mg iken ve tolkaponda ise giinde ii¢
kez 100 mg'dir. Tolkapon, nadir fakat potansiyel olarak ciddi bir hepatotoksisite riski ile
iliskilidir ve bu yiizden genellikle entakapon tercih edilir."?” Bu sebeple, tolkapon ile
tedavi, karaciger fonksiyon testlerinin izlenmesini gerektirir. Ayrica bu ilaglar
diskineziye neden olabilir. Diger yaygin olmayan yan etkiler arasinda uyku hali, mide
bulantisi, istahsizlik, ishal, bas donmesi, turuncu idrarda renk degisikligi,
haliisinasyonlar, karin agrisi, bas agrisi, kafa karisikligi, agiz kurulugu ve gogiis agrisi

bulunur,'?* 128

2.1.7.5. Antikolinerjik ilaclar

PH tedavisinde kullanilip dopaminerjik olmayan mekanizmalarla etki eden az
sayida ila¢ grubundan bir tanesi antikolinerjiklerdir. Bunlar, kolinerjik reseptorlerde
antagonist olarak hareket ederek norotransmiter asetilkolinin aktivitesini azaltir. Rolleri
sinirli olmasma ve simdilerde nadiren recete edilmelerine ragmen, PH’de sertligi ve
titremeyi iyilestirmede bir miktar fayda saglayabilir.'** Dopaminerjik néronlarin kaybi

beyindeki dopamin ve asetilkolin arasindaki normal dengenin bozulmasina neden olur.
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Antikolinerjik ilaglar da bu iki norotransmiter arasindaki normal dengenin yeniden

saglanmasina ve korunmasina yol acar.'!!

Bu ilaglarin baslica gorevi, hastaligin erken evrelerinde geng¢ hastalarda hafif
hareket semptomlarmi 6zellikle de titreme ve kas sertligini gidermektir.!*® Antikolinerjik
ilaglar, erken evrelerde monoterapi olarak kullanilabilecekleri tremor agirlikli PH’de daha
cok rol oynarlar. Bununla birlikte, antikolinerjikler kullanildiginda, bunlar genellikle L-
Dopa ve bahsedilen diger ilaglarla kombinasyon halinde yapilirlar. Yasli hastalarda veya
biligsel sorunlar1 olanlarda, yapmis oldugu artmis kafa karisikligi riskinden dolay1 bu ilag

sinifindan genellikle kagmilmaktadir.'!

Antikolinerjik Ornekleri arasinda benztropin, orfenadrin, prosiklidin ve
triheksifenidil bulunur.'* Yaygin yan etkiler arasinda bulanik gérme, agiz kurulugu,
kabizlik, uyusukluk, idrara ¢ikma zorlugu, iiriner retansiyon, konfilizyon, biligsel
bozukluk, haliisinasyonlar, bag donmesi, yutma gii¢liigli, diskinetik hareketler ve hafiza
sorunlar1 vardir. Agiz kurulugu antikolinerjiklerin yan etkisi olarak listelenmis olsa da,
salya akmasinin belirli bir sorun oldugu hastalarda antikolinerjik ila¢larin neden oldugu
tiikiirtik salgisinin azalmasi arzu edilen bir etkidir ve aslinda bu semptomun tedavisinde

kullanilabilir, ' 132133

2.1.7.6. Amantadin

Baslangicta, amantadin gribi tedavi etmek i¢in bir antiviral ilag olarak
gelistirilmis, ancak daha sonra PH tedavisi i¢in kullanilmistir. Sertlik, istirahat titremesi
ve bazen de bitkinligin tedavisi i¢in kullanilabilir ve semptomlarda kisa siireli bir iyilesme
saglayabilmektedir. Ayrica daha diisiik bir L-dopa dozunun kullanilmasina izin vererek
diskinezi riskini azaltabilmektedir. Bununla birlikte, en yararli 6zelligi muhtemelen L-

Dopa kaynakl diskinezilerin siddetini sinirlamak i¢in kullanilabilmesidir.!**
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Kimyasal olarak, 1-adamantilamin veya 1-aminoadamantan olarak adamantinin
tiirevidir. Amantadinin nasil bir antiparkinson etkisine sahip olabilecegi bilinmemektedir,
ancak NMDA reseptoriinde zayif bir glutamat antagonisti gibi hareket etmektedir.!3*
NMDA reseptor antagonistleri potansiyel olarak néroprotektif etkiler saglayabilir ve bazi

raporlar amantadinin PH nin ilerlemesini yavaslatabilecegini dne siirer.!*

Genel olarak iyi tolere edilse de, amantadin kullanimiyla iliskili olas1 yan etkiler
arasinda haliisinasyonlar, konfiizyon ve bozulmus konsantrasyon, livingo retikiilaris,
bacak sismesi, bulanik gorme, bulant1 ve kusma, istah kaybi, uykusuzluk ve kabuslar,

terleme, ajitasyon ve bas agris1 yer alir.!3°

2.1.7.7. Cerrahi islemler

Son zamanlarda, agir parkinson hastalarinin tedavisinde, mevcut tibbi tedaviler ile
birlikte pallidotomi ve daha spesifik olarak globus pallidus pars interna (GPi) veya
subtalamik niikleusun (STN) derin beyin stimiilasyonu gibi cerrahi prosediirlere olan ilgi

yeniden canlanmistir.!3’

Kronik derin beyin stimiilasyonu, yikici lezyonlara alternatif bir yoldur ve
muhtemelen depolarizasyon blogu ile hedef bolgede fonksiyonel bir lezyon olusturuyor
gibi goriinmektedir. Avantajlari, stimiilasyon parametrelerinin zaman i¢inde optimum bir
yanit verecek sekilde titre edilebilmesi ve ters etkiler ortaya ¢iktiginda bunun tersine
cevrilebilir olmasidir. Ancak titreme kontrol edilebilmesine ragmen akinezi hafifletilmez.
Yanit dalgalanmalar1 azalirken, mekanik kusurlar ve enfeksiyon dahil olmak iizere
hastalarin % 2-5'inde potansiyel olarak cerrahiye bagli 6nemli yan etkiler ortaya ¢ikabilir.
Ayrica, derin beyin stimiilasyonu hastaligin ilerlemesini yavaslatamaz ve bu nedenle
yiirliyiis ve dengenin kotiilesmesini, biligsel bozukluklari, hipofoni veya disfajiyi

engellemez.!*® Ayrica, pahalidir ve tani, gériintiileme, stereotaktik cerrahi, ndrofizyoloji,

24



mikroelektrot kaydi ve stimiilator sisteminin postoperatif yonetimi konularinda uzmanlik

gerektirir ve bunlarin tiimii yaygin uygulanabilirligini biiyiik 6l¢iide sinirlar.

Fetal dopaminerjik hiicrelerin transplantasyonu, PH’nin hayvan modellerinde
fonksiyonel ve biyokimyasal iyilesme saglayabilir.'* Fakat bu transplantasyonun baslica
kisitlamalari, kiirtaj olmus insan fetiislerinden alinan doku ile ilgili etik, pratik ve

giivenlik sorunlar1 ve terapotik etkiler elde etmek icin gereken biiyilik miktardaki dokudur.

Agik uglu c¢aligmalarla fetal nigral transplantasyonun umut verici oldugu
kanitlanmistir, ancak iki ardisik plasebo kontrollii ¢ift kor ¢alisma birincil son noktalarina
ulagsmada basarisiz olmus ve ilag¢ dis1 diskinezi gibi spesifik transplantla iligkili yan etkiler
gdstermistir.'*® Kok hiicreleri ve gen terapilerini kullanan diger yaklagimlar da {imit
vericidir, ancak hastalarda etkili olup olmadig1 veya iyi tolere edilip edilmedigi tespit
edilmemistir. Su anda, bu cerrahi prosediirlerin L-Dopaya direngli semptomlar1 veya
yasam beklentisini iyilestirebilecegine veya hastaligin ilerlemesini geciktirebilecegine

dair hicbir kanitla desteklenmemistir.

Ozetle, motor semptomlar1 ve motor komplikasyonlar1 yonetmek igin hali hazirda
mevcut tedaviler, dopamin replasman stratejisine dayanmaktadir ve striatal dopamin
denervasyonunun motor semptomlarin patogenezinde anahtar bir rol oynadigi kavramiyla

iliskili olarak dopamin reseptdrlerini uyararak hareket etmektedir.

2.1.7.8. Diger Tedavi Yontemleri

Bu yoOntemler arasinda non-motor semptomlar i¢in kullanilan ilaglar ve
noroprotektif olarak hastaligin erken evresinde kullanilarak etki gostermesi amaglanan

ilaglar bulunmaktadir.
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2.1.7.8.1. Non-Motor Semptomlar icin Kullanilan ilaclar

Giliniimlizde, motor belirtilere kiyasla yasam kalitesi iizerindeki daha biiyiik
olumsuz etkilerden dolayr motor dis1 semptomlarin 6nemi de kabul edilmistir. Hastalar,
biligsel bozukluk, noéropsikiyatrik bozukluklar, uyku bozukluklari, otonom
disfonksiyonlar (gastrointestinal, kardiyovaskiiler, iiriner, termoregiilasyon) ve agri

sendromu dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli motor dis1 semptomlar yasarlar.'4!

2.1.7.8.1.1. Bilissel Bozukluk

Kognitif bozukluk, hafif biligsel bozukluktan PH ile iligkili demansa kadar
geligebilir. Hastaliktan 10 y1l sonra yaklasik % 50, 20 y1l sonra ise % 80 oraninda olusan

PH ilerlemesi ile birlikte demans gelisme olasilig1 artmaktadir, 4% 143

Rivastigmin, butirilkolinesteraz ve asetilkolinesteraz ikili inhibitdrii oral kapsiiller
ve transdermal bantlar olmak tizere iki formiilasyonda mevcuttur. Bunlardan transdermal
bantlar gastrointestinal yan etkinin tolere edilebilirligini artirabilir ve oral kapstillere gore

daha pratik avantajlara sahiptir.!* 143

Donepezil, segici bir asetilkolinesteraz
inhibitoridiir. Yakin tarihli bir faz 3 ¢alismasi, 5 veya 10 mg / giin dozunda uzun siireli
donepezil uygulamasinin riski artirmadan biligsel islevi iyilestirebilecegini
gdstermistir.'*® 147 Memantin, klinik uygulamada yaygin olarak kullamlmaktadir, ancak
yapilan yakin tarihli bir toplu ve ardigik deneme analizleri, hem memantin hem de
rivastigmin ve donepezil de dahil olmak {izere kolinesteraz inhibitdrlerinin, izlenim

degisikligi tlizerinde hafif bir etkinlik sagladigini, fakat memantinin degil, yalnizca

kolinesteraz inhibitdrlerinin biligsel islevi artirabildigini gostermektedir.'®

2.1.7.8.1.2. Uyku Bozuklan

PH hastalari, uykusuzluk, giindiiz asir1 uykululuk, huzursuz bacak sendromu ve

REM-uyku davranis bozuklugu gibi ¢ok cesitli uyku bozukluklar1 yasarlar.'* Bununla
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birlikte, PH ve uyku arasindaki etkiler karsilikli olup, REM-uyku davranis bozuklugu
hastalarinda hafif bilissel bozukluk ve PH’nin gelisme riskinin yiiksek oldugunu

gosterir.!>

Klinik uygulamaya dayali olarak, klonazepam, REM-uyku davranis bozuklugu
icin birinci basamak tedavi olarak kabul edilir. Bununla birlikte, giindiiz uyku hali
klonazepam ile 6nemli 6lgiide artirilabilir.!”! Birkag randomize kontrollii deneme
caligmas1 piribedil, rotigotin gibi ergot dis1 dopamin agonistlerinin ve L-Dopa /
Karbidopa preparatinin giindiiz uykululugunu azaltabildigini ve aym1 zamanda uykuyu
iyilestirebildigini gdstermistir.’*!>* Depresyona kars1 bir ilag olan doksepinin, uykuda
bir iyilesme sagladig kiiciik dlcekli bir randomize ¢alisma ile dogrulanmistir.!>> Ayrica
rivastigmin, REM-uyku davramis bozuklugu vakalarinin sikhigini 6nemli olgiide
azaltabilir.'’® Bazi arastirmacilar tarafindan, homotaurin veya esrarin uyku bozukluklar
icin alternatif tedaviler olabilecegi 6ne stiriilmektedir, ancak bu fikrin hala dogrulanmasi

i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir.!” 158

2.1.7.8.1.3. Depresyon

Son zamanlarda yapilan iki toplu analizde, antidepresanlarin PH’de orta derecede
ancak anlamli olmayan etkiye sahip oldugu gosterilmektedir. Ancak bu durum yinede
secici serotonin gerialim inhibitdrlerini (SSRI), pramipeksol, pergolid ve segici
norepinefrin geri alim inhibitorlerini (SNRI) desteklemek i¢in yeterli kanit
sayllmamaktadir. Trisiklik antidepresanlar (TCA) depresyon tedavisi icin en etkili ilag

olarak karsimiza gikar ve bunu pramipeksol, SNRI'lar ve SSRI'lar izler.'>- 16

2.1.7.8.2. Noroprotektif Olarak Kullanilan Ilaclar

Norolojik korunma, PH’de hastalig1 degistiren tedavilerden biridir. Mitokondriyal

fonksiyonun 1iyilestirilmesi, o-siniiklein diizensizliginin Onlenmesi ve norotrofik
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faktorlerin liretimini uyarilmasi amaciyla hastalik siirecini veya altta yatan patogenezi
bloke ederek hastalara fayda saglayacag diisiiniilmektedir.'®! PH’ nin farkli asamalarma
farkli yaklasimlarin uygulanmasi gerekir. Giinlimiizde bir¢ok ndéroprotektif ajan PH
tedavisinde kullanilmakta veya denenmektedir. Bunlarin arasinda, yesil ¢ay polifenolii,
glutatyon, nikotin, demir selatdrleri, melatonin ve polidatin dahil olmak {izere

antioksidanlar biiyiik bir orana sahiptir ve giderek daha fazla ilgi gormektedir.'¢?

Daha da oOnemlisi, noroprotektif ilaglarin ¢ogu hayvan modellerinde saglam
gelisme gosterirken, ¢ok azinin klinik c¢alismalarda etkili oldugu ortaya ¢ikmustir.'®?
Koenzim Q10 ve kreatin gibi yaygin olarak kullanilan regetesiz ilaglarin birgogunun son
calismalara gore kamitlanmis klinik faydasi yoktur.'®* 19 Bunlarin disinda daha énce

bahsettigimiz dopamin agonstleri ve MAO-B inhibitorleri de noéroprotektif olarak

kullanilmaktadir. Bu ilaglarla ilgili genel siniflandirma Tablo 2.3’ de verilmistir.

166, 167

Tablo 2.3. PH tedavisi i¢in gelistirilmis noroprotektif ilaglarin stratejileri

Etiyopatogenez

Noroprotektif ajanlar

Oksidatif stress

Antioksidanlar: Vit E, Yesil Cay, CoQ10, N-asetilsistein,
askorbik asid, glutatyon

Demir artis1

Deferipron, Deferoksamin

Dopamin azalmasi

Dopamin agonistleri: pramipeksol, ropinirol, kinpirol,
pergolid kabergolin, apomorfin, bromokriptin

NO sentezi

NO sentaz inhibitorleri: 7-NI

Mitokondriyal disfonksiyon

Kreatin

| Norotrofik faktorler

Norotrofik faktorler: GPI 1485, GM-1gangliosid, Glial
hiicre kokenli norotrofik faktér (GDNF)

Apoptoz

Bcl-2 asir1 ekspresyonu, kaspaz 3 inhibitorleri

Glutamaterjik eksitotoksisite

Glutamat antagonistleri: remasemid, amantadin
Glutamat salim inhibitorleri: riluzol

1 Enflamatuar stiregleri

Antiinflamatuar ilaglar: COX-2 inhibitorleri, aspirin,
minosiklin

1 MAO-B aktivitesi

MAO-B inhibitorleri: selejilin, rasajilin

Diger

Nikotin, Ostrojen, eritropoietin, eksenatid, isradipin7
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2.2. Glutamat

Glutamat, memeli merkezi sinir sisteminin (MSS) en Onemli uyarici
norotransmiterilerinden biridir ve hafiza, 08renme, sinaptik plastisite ve ndronal

168.169 1ki ana tip glutamat reseptorii vardir: iyonotropik ve

gelisimde 6nemli bir rol oynar.
metabotropik. NMDA, a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonikasit (AMPA)
ve kainat reseptorlerini iceren iyonotropik glutamat reseptorleri, hizli uyarici
norotransmisyonu destekleyen ligand kapili iyon kanallaridir. Bu reseptorler santral sinir
sistemi boyunca eksitator uyarilarin ¢oguna aracilik ederler ve ¢ok sayida beyin
fonksiyonu ic¢in Onemlidirler.'”® Metabotropik glutamat reseptorleri (mGluR), G
proteinleri ile eslesmeli olup 8 farkli alt tipi tanimlanmistir. Bu alt tipler, dizilim
benzerliklerine, sinyal iletim mekanizmalarina ve farmakolojik profillerine gore ii¢ gruba
ayrilir. Grup I reseptorleri, fosfolipaz C aracili polifosfoinositid hidrolizine baglanan
mGlIuR1 ve mGluR5' igerirken, grup II, rekombinant sistemlerde adenilat siklaza negatif
olarak baglanan mGluR2 ve mGluR3'i igerir. Grup III mGluR4, -6, -7 ve -8'den olusur
ve bunlar da adenilat siklaza negatif olarak baglanmis veya iyon kanallar1 ile baglantilidir.
Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin aksine, metabotropik glutamat reseptdrleri pre ve

post-sinaptik mekanizmalar ile eksitator ve inhibitor sinaptik iletimi degistirerek néron

membran potansiyelini degistirirler.!”!

Glutamat, depolarizasyonda Ca*

ye bagli bir sekilde sinaptik yariga salindig1 sinir
terminalleri i¢indeki sinaptik vezikiillerde depolanir. Glutamatin etkisi, noronlarda ve

glial hiicrelerde bulunan Na™'ya bagl yiiksek afiniteli bir alim sistemi araciligiyla sinaptik

yariktan uzaklastirilarak sonlandirilir.!”

Genel olarak merkezi sinir sistem islevselligindeki kritik roliine ragmen, glutamat

bir norotoksin olarak da hareket edebilir.!”> Anormal derecede yiiksek
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konsantrasyonlarda, glutamat, eksitotoksisite olarak adlandirilan bir siiregte NMDA veya
AMPA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu yoluyla néronlara ciddi sekilde zarar verebilir ve
hatta néronal 6liime yol agabilir. Bu olgu ilk olarak, "eksitotoksisite" terimini icat eden
Olney tarafindan cesitli glutamat analoglarinin nérotoksik ve uyarici 6zelliklerinin
iliskilendirilmesinden sonra tanimlanmistir.'’* Artan kanitlar, eksitotoksisitenin
amiyotrofik lateral skleroz (ALS), AH, PH, manganizm, iskemi, sizofreni, epilepsi ve
otizm dahil olmak iizere nérolojik bozukluklarla iliskili oldugunu ortaya koymaktadir.!”>-
178 Bu durum uygun noronal sinyalizasyon i¢in glutamat konsantrasyonunun kapsamli bir
sekilde diizenlemesinin gerekli oldugunu diistindiiriir. Bu diizenleme, esas olarak yiiksek
afiniteli glutamat tasiyicilar1 tarafindan, ancak daha az 6l¢iide de olsa pasif difiizyonla

gerceklestirilir.!”

Norotransmiter alimi, astrositler ve noronlar tarafindan gergeklestirilen normal
sinaptik iletim i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu amagla, her iki hiicre tipi, sinir ileticinin sinaptik
konsantrasyonunun geri doniisimii ve diizenlenmesinden sorumlu olan, sinaptik
iletisimin postsinaptik yanitlarin siiresi gibi ¢esitli yonlerini dogrudan etkileyen, her biri
belirli norotransmiterlere karsilik gelen farkl tasiyicilari ifade eder. Buna gore, glutamat
tagtyicilari, glutamati hiicre dis1 bosluktan hiicreye, metabolize edilmesi veya geri
dontistiiriilmesi i¢in hiicre ihtiyaglarina uygun olacak sekilde iletmekle sorumludur. Bu
sayede glutamat konsantrasyonu, impuls iletiminden sonra astrositik glutamat tagiyicilari

tarafindan sinapstan glutamatin uzaklastirilmasiyla optimum sekilde korunur.!8% 18!

Glutamat tastyicilari, glutamata tam olarak baglanmasa da, bu nrotransmiter i¢in
glutamat reseptorleriyle rekabet ederler, bu da reseptor aktivasyonunun tagiyici aktivitesi
ile ayarlanabilecegini gosterir. Postsinaptik glutamat reseptorlerinin aktivasyonu sinaptik
iletimi etkilediginden, glutamat tasiyicilari, glutamat seviyelerinin diizenlenmesi yoluyla
182, 183

sinaptik iletimi etkileyebilir.
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Tavsan ve sican tasima proteinleri, insan benzerlerinden once ¢ogaltilmis ve
GLAST!* GLT-1!% ve EAAC1'® olarak adlandirilmistir. Insan tastyicilari olan EAATI,

2 ve -3 cler187, 188

ise daha sonra sirayla ¢ogaltilmis ve adlandirilmistir. Bunu insan
EAAT!leri olan -4 ve -5 izlemistir'®- '°° ve bu ikisinin kemirgen formlar1 benzer sekilde

adlandirilmistir.

Insanlarda EAAT'lar olarak da amilan astrositik glutamat tasiyicilari, glutamat
sinyallemesinin hizli sonlandirilmasinda ve hiicre dis1 glutamat seviyelerinin
korunmasinda birincil rol oynar.!”! Eksitotoksisite mekanizmalar1 iyi anlasiimamis olsa
da, EAAT'lerin diizensizligi, glutamat eksitotoksisitesini ve ortaya ¢ikan ndropatolojiyi
biiyiik oranda etkileyebilir. Ozellikle, merkezi sinir sistemindeki birincil glutamat
tastyicilar1 olan EAATI1 ve EAAT2, glutamat eksitotoksisitesini 6nemli Olglide
etkileyebilir.!> GLAST ve GLT-1, kemirgenlerde sirasiyla EAAT1 ve EAAT2'nin

homologlaridir ve bu nedenle birbirlerinin yerine kullanilabilir.!?

GLAST / GLT-1'in ekspresyonu ve islevi, yiiksek seviyelerde hiicre dig1 glutamat
ve eksitotoksisiteye yol agcan genetik, epigenetik, transkripsiyonel veya translasyonel
seviyelerde diizensiz olabilir. Bu nedenle, transkripsiyonel diizenlemenin yani sira
GLAST ve GLT-1'in epigenetik ve posttranslasyonel modifikasyonlarinin anlasilmasi,
glutamat tasiyicilarinin bozulmasiyla ilgili hastaliklar1 tedavi etmek icin terapdtik

hedeflerin gelisimini biiyiik 6lciide ilerletebilir.'”

Sonu¢ olarak, GLAST / GLT-1'in diizenleyici mekanizmalarinin anlasilmasi,
norolojik bozukluklarin tedavisi icin terapotiklerin gelistirilmesinde bir ilgi alani
olmustur. B-laktam antibiyotikler, Ostrojen / seg¢ici Ostrojen reseptdr modiilatorleri
(SERM'ler), biiyiime faktorleri, histon deasetilaz inhibitorleri (HDACi) ve translasyonel

aktivatorler dahil olmak iizere farmakolojik ajanlar, hem in vitro hem de in vivo olarak
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GLAST / GLT-1 ve glutamat aliminin ekspresyonunu ve iglevini arttirmada 6nemli

etkinlik gostermistir.!’

2.3. Glutamat ve Parkinson Hastahg iliskisi

PH uzun zamandir dopamin iireten néronlarin kaybinin neden oldugu bir durum
olarak bilinmesine ragmen, bazal gangliya bolgesinde buna eslik eden anormal glutamat
salinimi da vardir. Bu durum genellikle dopamin seviyelerinin azalmasinin ikincil sonucu
olarak kabul edilmistir. Substantia nigrada néronal bir kaybin varligi ve sonug¢ olarak
striatumdaki dopamin tiilkenmesinin, globus pallidus internus ve substantia nigra pars
reticulata'dan asir1 inhibe edici ¢iktiya neden oldugu diisiiniilmektedir. Bunun nedeni,
subtalamik ¢ekirdek disinhibisyonunun, glutamat salinimi ile globus pallidus internus ve
substantia nigra pars reticulata'nin uyarilmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmasidir. Ek
olarak, kanitlar glutamat aracili eksitotoksisitenin dopaminerjik néronal kaybin birincil
nedeni olabilecegini akla getirmekte ve bu nedenle anormal glutamat diizeninin PH’de

ndrodejenerasyona katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.'?

Beyinde, glutamaterjik iletim, motor aktiviteyi modiile eden sistemlerin (6zellikle
bazal gangliyonlarda) normal fizyolojisinde 6nemli bir rol oynar. PH gibi patolojik
durumlarda, glutamaterjik iletim 6nemli 6l¢iide etkilenir ve bu nedenle bu bozuklukta yer
alan degisikliklere katkida bulunur. PH’de meydana gelen dogrudan ve dolayh
nigrostriatal yolaklardaki nérotransmiter degisikliklerinin glutamatin asir1 hareketliligini
icerdigi bilinmektedir. Bu asir1 hareketli glutamat modelinin ikili bir rol oynadigi
belirtilmistir: bir yandan, ndrodejeneratif siirece katkida bulunan eksitotoksik olaylari
tesvik eder; diger yandan, L-Dopanin kronik kullanimai ile iliskilendirilen diskinezilerin

ve motor dalgalanmalarin patofizyolojisine katkida bulunur. Iyonotropik glutamat
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reseptorlerinin (NMDA, kainat ve AMPA) aktivasyonu, Ca*? iyonlarmin akisin1 baslatir

ve bu da gesitli yaklasan yikici kaskadlan tetikler.’ 194

Glutamat reseptorleri neredeyse tiim noral hiicre tiplerinde dagilmistir. Alt birim
bilesimi ve ekspresyon varyantlari, farkl: hiicre tipleri ve beyin bolgeleri arasinda 6nemli
Olclide farklilik gosterir. Ayrica, alt birimlerin ve varyantlarin ekspresyon seviyeleri
PH’nin gelismesiyle degisir. NMDA reseptor antagonistleri, preklinik PH modellerinde
motor semptomlari tersine ¢evirme, LID'leri azaltma ve progresif norodejenerasyonu
yavaslatma tizerinde faydali etkiler gosterir. AMPA reseptdrlerini hedeflemenin sonuglari
karmasik olmakla birlikte, antagonistleri LID'nin tedavisinde etkilidir ve agonistleri,
noroproteksiyon ig¢in potansiyel sergiler. MGluR'lerin farmakolojik diizenlenmesi,
nodrotransmisyona ince ayar yapma kabiliyetleri nedeniyle PH tedavisi i¢in daha da fazla
potansiyel gostermektedir. MGIluR5'in inhibisyonu ve grup II mGluR'lerin yani sira
mGluR4'iin aktivasyonu, PH’nin farkli hayvan modellerinde farmakolojik etkinlik
sergilemistir. Bu terapi stratejileri antagonistleri ve agonistleri kullanarak motor
bozuklugunu tersine ¢evirebilir ve noroprotektif bir etki saglayabilir. Bununla birlikte,
klinik uygulamada, bu glutamat reseptorlerini hedefleyen tedaviler, PH’deki 6nceki

tedavilerin siirekli basarisizlig1 nedeniyle bazi1 zorluklarla karsilasmaktadir.!7% 195

Bu gozlemler dikkate alindiginda, glutamat reseptorlerini antagonize ederek

eksitator uyaricilarin hafifletilmesi PH’de terapdtik bir strateji saglayabilir.

2.4. Seftriakson ve Parkinson Hastalig1 Arasindaki Tliski

Seftriakson, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 genis bir aktivite
spektrumuna sahip B-laktam antibiyotikler grubu altinda bulunan {iglincli nesil bir
sefalosporindir. Sefalosporin antibiyotikleri, Acremonium mantarindan elde edilir ve bir

B-laktam halkasinin ortak 6zelligini paylasan B-laktam antibiyotik ailesinin iiyeleridir.
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Beta-laktam antibiyotikler, bir dizi gram pozitif ve gram negatif bakteriyi tedavi etmek
icin kullanilir. Genellikle gram-negatif bakterilere karsi 'birinci nesil' ve 'ikinci nesil'
sefalosporinlerden daha etkindir.!*® Seftriakson, 1984 yilinda FDA tarafindan pnémoni,
bakteriyel menenjit ve gonore gibi enfeksiyonlar i¢in genis spektrumlu bir antibiyotik

olarak klinik kullanim igin onaylanmgtir.'?’-'

Seftriaksonun tolere edilmesinde genellikle insanlar agisindan bir sorun ortaya
cikmaz. Insan arasinda goriilen en sik yan etkileri bas agrisi, diyare, asir1 duyarlilik,
bakteriyal siiper enfeksiyonlar ve hematolojik etkilerdir.?’ Seftriakson uzun siiredir

klinik kullanildigindan giivenirliligi kanitlanmigtir. 2" 292

Seftriakson ile ilgili ilk ndrolojik ¢alismalar, 1040 FDA onayl: ilagtan B-laktam
yapili antibiyotikleri tarayan ve seftriaksonun astrositlerde GLT-1 protein seviyelerini
artirmak i¢in GLT-1 geninin transkripsiyonunu destekleyebildigini gozlemleyen
Rothstein ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir. Seftriakson, glutamat geri alimini

artirmus, eksitotoksisiteyi ise azaltmigtir.2%

Son zamanlarda, seftriakson'un noronal koruyucu etkileri, noérodejeneratif
bozukluklarin hayvan modellerinde gozlenmistir. Burada seftriakson, bilissel ve motor
kusurlar1  Onlemistir. Ayrica seftriakson, striatum ve SNpc’de dopaminerjik
dejenerasyonu inhibe etmis, hipokampustaki hiicre kaybini eski haline getirmis ve
striatum, SNpc ve hipokampustaki ndronal yogunlugu ve aktiviteyi arttirmistir.”%*
Yiikseltilmis GLT-1 ekspresyonu yoluyla artan glutamat geri alimi, ndrogenezin
yiikselmesi ve noronal elektriksel aktivitenin diizenlenmesi, seftriakson aracili néronal ve
davranigsal korumalarin temelini olusutabilir.?** Ornegin, PH’nin hayvan modellerinde

205

seftriakson, hafiza eksikliklerinde™ ve kontrolsiiz anormal hareketlerde iyilesme

saglamis®’®, ayrica oksidatif hasar1 hafifletmis ve azalmis endojen antioksidan enzim
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208 Ek olarak seftriakson, tirozin hidroksilaz

seviyelerini geri kazanmistir.?%”
ekspresyonunu?, a-siniiklein ekspresyonunu?!? ve néroinflamasyonu?®® modiile etmistir.
Ayrica GLT-1 ekspresyonu ve glutamat alim seviyelerini yiikseltirken?” dopaminerjik

dejenerasyonu?!! nlemistir. Fakat glutamatin geri alim siireleriyle ilgili hicbir veri bu

teze kadar sunulamamustir.

2.5. Ostrojen ve Parkinson Hastalig1 Arasindaki liski

Ostrojenler, ¢ogunlukla yumurtaliklar tarafindan iiretilen ve baslangicta disi
cinsiyet Ozelliklerinin ve iireme fonksiyonunun gelisimi ile iliskilendirilen steroid
hormonlardir. Ancak 6strojenlerin beyin dahil ¢ogu organ sistemi tizerinde etkisi vardir.
Ostrojenler kan-beyin bariyerini asabilir ve ayrica beyin kolesterolden bazi endojen
ostrojenler iiretebilir.?!> 213 Ostrojenler kadn viicudunda &stron (E1), dstradiol (17-B-
Ostradiol; E2) ve ostriol (E3) olarak bulunur, ancak dolasimdaki ana ve en giiclii 6strojen
E2'dir. E2, insan viicudundaki birden ¢ok islevi diizenleyen bir dstrojen formudur.?!*
Hipotalamik-hipofiz-yumurtalik eksenindeki geri bildirim sinyalindeki iyi bilinen roli
nedeniyle klasik olarak iireme hormonu olarak kabul edilen yumurtlamay1 ve kadin

cinsiyet 6zelliklerinin gelisimini kontrol eder.?!4-21¢

Ostrojenlerin etkilerine dstrojen reseptorleri (ER) aracilik eder.?!” ER’ler beynin
her yerinde ve hem hiicre zarinda hem de niikleer seviyede noronlarda ve glial hiicrelerde
bulunur.?'® ER'nin iki klasik izoformu vardir: ER tip 1 (ER1; yaygin olarak ER-o olarak
bilinir) ve ER tip 2 (ER2; genellikle ER-p olarak bilinir).?!” ER-a ilk olarak 1960'larda!®:
220 ER-B ise yaklasik 30 y1l sonra tanimlanmistir.??! Bu reseptorler, strojenin genomik
etkilerine aracilik eden transkripsiyon faktorleri olarak ve hizli, non-genomik etkileri
tetikleyen membranla iliskili proteinler olarak islev goriir. Ostrojenin ndronal gelisim,

dendritogenez, sinaptik plastisite, ndronal uyarilabilirlik ve néroproteksiyon tizerindeki
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bir¢ok etkisi, bu hizli, non-genomik membranla iligskili mekanizmalari igerir. Bu etkiler
yoluyla Gstrojen, epilepsi, migren ve AH ve PH gibi ndrodejeneratif bozukluklarda

katkida bulunan bir role sahip olabilir.??*%

PH kadinlara nazaran erkeklerde daha ¢ok gozlenen bir hastaliktir.??
Epidemiyolojik caligmalar, kadinlar arasinda PH prevalansinin erkeklere gore 1.5-2 kat
daha diisiik oldugunu ve hastaligin baglama yasinin yine erkeklere gore ortalama 2.2 (1-
4) yil sonra oldugunu gdstermistir.’® 2> Kadinlarda daha diisiik oranda goriilmesi,

dstrojenin ndroprotektif etkileriyle alakali oldugu diisiiniilmektedir.??®

Yapilan bazi calismalar PH’nin patagonezi ile Ostrojen arasinda bir baglanti

oldugunu ve strojenin PH’yi degistirebilecegini gdstermektedir.??8

Ostojen, nigrostriatal sistemdeki dopaminerjik iletimi, SNPc néronlarinda ifade
edilen ER-o ve ER-p araciligiyla modiile eder.?* Ostrojen, dopamin sentezini, salmimin
ve dongiisiinii ve de striatumdaki dopamin tasiyicisini ve Dlve D2 reseptorlerinin
ekspresyonunu akut bir sekilde arttirir. Osrojen, yalnzca artan dopamin salinimi yoluyla
degil, ayn1 zamanda astrositler tarafindan dopamin alimini inhibe ederek de motor

davranista bir artisa neden olur.?*°

Yine son zamanlarda ortaya konan kanitlar ile 0strojen ve SERM’lerin ¢esitli
deneysel modellerde iskemi, AH ve PH kaynakl1 toksisite gibi norolojik bozukluklarda

ndroprotektif etkiler uyguladigini gostermektedir.?3! 232

Tamoksifen ve raloksifen gibi Ostrojen ve SERM'leri de genomik yolaklar
aracilifiyla in vitro ve in vivo transkripsiyonel diizeyde GLT-1 ve GLAST ekspresyonunu
artirmigtir.2*22** Ek olarak, dstrojen ve tamoksifen, genomik olmayan yollarla GLT-1 /
GLAST'm transkripsiyonunu artirmigtir.>** 235 Raloksifen, astrositlerde GLAST / GLT-

1'i yukar1 dogru regiile etmistir.>*
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Bu sonuglar, 6strojen ve SERM'lerin, astrositik glutamat tasiyici ekspresyonunun
ve fonksiyonunun diizenlenmesi dahil olmak iizere c¢esitli mekanizmalar yoluyla

ndroproteksiyonu tesvik ettigini gdstermektedir.!”

2.6. Parkinson Hastaligi Hayvan Modelleri

PH nérobiyolojisini agiga kavusturmak amaciyla 6zellikle son 20-30 yilda pek ¢cok
deneysel hayvan modeli gelistirilmistir. Gelistirilen bu modeller hastaligin siireci,
etiyolojisi, patolojisi ve molekiiler mekanizmalar1 ile alakali sagladigi verilerle
gelistirilebilecek tedaviler konusunda yardimci olmaktadir. Su anda mevcut bulunan
modeller insan hastaliginin spesifik 6zelliklerini indiiklemek i¢in kullanilan yonteme
gore; farmakolojik, toksik ve genetik modeller olmak {iizere ii¢ ana kategoride

toplanmaktadir.>3

2.6.1. Farmakolojik Modeller

Parkinson benzeri motor semptomlarin farmakolojik indiiksiyonu, PH
arastirmalarinda antiparkinson tedavilerinin etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilmis
en eski yontemdir. Bu farmakolojik yontemler i¢in kullanilan ilaglar ise rezerpin ve

haloperidoldiir. Ancak bu modeller giiniimiizde artik kullanilmamaktadir.’

Reserpin, vezikiiler monoamin tasiyicisini (VMAT2) inhibe eder ve bunun
sonucunda da depolama kapasitesi kaybina ve monoaminlerin (dopamin, serotonin ve
noradrenalin) tilkenmesine neden olarak ¢alisir. Bu sekilde PH nin biyokimyasina benzer.
Bununla birlikte, reserpin, SNpc'de yaklasik % 85 dopamin kayb1 ve striatumda % 95
dopamin kaybi1 olusturmasina ragmen, etkisi sadece gecicidir ve enjeksiyon sonrasi

yaklasik 24 saat siirer.*® Bu sinirlama nedeniyle reserpin modeli, uzun vadeli fizyolojik
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degisiklikleri veya potansiyel hastaligi degistiren miidahaleleri incelemek i¢in uygun
degildir.

Haloperidol enjeksiyonu, gecici bir PH akinezi modeli olusturmak i¢in bagka bir
farmakolojik yontemdir. D2 reseptoriinii ve kismen D1 reseptoriinii antagonize ederek
sonugta striatal dopamin aktarimini bloke ederek calisir. Davranigsal belirtiler tipik olarak
enjeksiyondan 60 dakika sonra goriiliir.** Semptomatik PH tedavilerine gore iyi tahmin
gecerliligine ragmen, haloperidol modeli, siirekli norokimyasal tiikenme dahil PH’nin
tipik patolojik 6zelliklerinden yoksun olma dezavantajina sahiptir. Reserpin modeli gibi,
haloperidol modeli de erken tarama siirecinde olasi semptomatik tedavileri
degerlendirmek icin kullanilir, ancak potansiyel noroprotektif-nérorestoratif tedavileri
degerlendirmek veya PH farmakoterapisinin komplikasyonlarin1 incelemek ig¢in

kullanilamaz.?’

2.6.2. Genetik Modeller

Genetik modeller arasinda ise a-sintiklein genini ve LRRK2, PINK 1, PARK?2, DJ1
ve digerlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar ile alakali modeller bulunur.?*’ Bu
modeller, spesifik patojenik yolaklarla ilgili molekiiler arastirmalar i¢in yararl bir araci
temsil eder. Bununla birlikte, PH benzeri motor defisitleri veya LID’i yeniden iiretme
yararlar1 oldukga smirhdir, ¢linkli genellikle yeterli derecede nigrostriatal dopaminerjik

dejenerasyonu gostermezler.?!

2.6.3. Toksik Modeller

Farmakolojik modellerin yiizeysel gecerliliginden o6tiirii parkinson hayvan
modellerinde daha ¢ok toksik modeller kullanilmaktadir. Bu modeller arasinda ise en

yaygin ve en sik kullanilanlar ise 6-OHDA ile MPTP’dir. PH modellerini {iretmek i¢in 6-
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OHDA ve MPTP'ye ek olarak dopamin sistemi {izerinde toksik etkisi olan diger maddeler
de kullanilmistir. Bunlar iltihaplanmaya neden olan ajanlar1 ve herbisitlerde ve
pestisitlerde bulunan kimyasallar1 igerir. Bu maddelere 6rnek olarak lipopolisakkarit

(LPS), proteazomal inhibitorler (PSI), rotenon, paraquat ve maneb gosterilebilir.?3¢ 242

2.6.3.1. 1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridin (MPTP) Modeli

MPTP’nin, uyusturucu bagimlilarinda parkinsonizm yarattigi 1983 yilinda
kesfedilmistir.>*® Bu ¢igir acan kesiften bu yana, MPTP, PH’ nin hayvan modellerini

tiretmek i¢in bir arag haline gelmistir.

MPTP, PH'yi modellemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir nérotoksindir ve farkl
yollarla akut veya kronik olarak uygulanabilir.?** Lipofilik yapis1 nedeniyle kan-beyin
bariyerini dakikalar i¢inde kolayca gecer. Glial hiicreler MPTP'yi alir ve burada MAO-B
tarafindan 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridine (MPHP +) doniistiiriiliir.> MPP +, organik
katyon tasiyicis1 3 (OCT-3) araciligiyla parankime geri salindiginda, dopamin tasiyicisi
araciligiyla secgici olarak dopaminerjik hiicrelere tasinir ve sitoplazmada ve vezikiiler
monoamin tastyict (VMAT +) vezikiillerde birikir.2*> MPP +, ATP iiretimini azaltan,
oksidatif stresi artiran ve sonunda hiicre Oliimiine ve ndroinflamasyona neden olan
mitokondriyal kompleks I'i bloke eder.” Bu etki mekanizmasi, PH’de dopaminerjik
norodejenerasyon, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve ndroinflamasyon

calismalarina katkida bulunmustur.

MPTP, farelerde ve insan olmayan primatlarda (NHP) PH'n1 modellemek i¢in
kullanilmistir. Bununla birlikte, sicanlar orta dozda MPTP'ye direnclidir, yiiksek dozlar
ise sicanlarmn 6liim oranlarini arttirir.>* Fare MPTP modelinin giivenilirligi ve
erisilebilirligi, onu PH arastirmalarinda popiiler bir se¢cim haline getirir. Lezyonun

boyutu, dozaj, uygulama yolu ve kullanilan fare irkina baghdir.?*® Biiyiik lezyonlar, ilag
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kesfi ve derin beyin stimiilasyonu, hiicre transplantasyonu ve gen tedavisi gibi diger
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde klinik 6ncesi ¢aligmalar i¢in PH’ nin geg evrelerini
modellemek i¢in faydalidir.>*” En yaygin olarak, farelere intraperitonal (i.p.) enjeksiyonla
akut bir MPTP dozu verilir, bu da ventral tegmental alan (VTA) gibi yakin bolgelerden
ziyade 6zellikle SNpc'de dopaminerjik ndron kaybina neden olur.?*® Nérodejenerasyon
saatler icinde gergeklesir ve 7 giin i¢inde stabilize olur. 2 saatlik araliklarla bir akut dozun
(20 mg / kg'a kadar) dort enjeksiyonu, SNpc'de % 90 striatal dopamin tiikkenmesine ve %

70 dopaminerjik néron kaybina neden olur, ancak a-siniiklein birikimi yoktur.?**

Farelerde MPTP'nin neden oldugu dopaminerjik dejenerasyon, motor eksikliklerle
iliskilidir. Bununla birlikte, bu eksiklikler akut enjeksiyondan sonraki birkag giin i¢inde

diizelebilir ve bu da davranissal calismalarin siiresinde sinirlamalar yaratir.?4

Bu model, tedaviye bagli komplikasyonlar1 incelemek i¢in tercih edilen prosediir
olarak kabul edilemez. Ger¢ekten de, MPTP farelerinde LID'in indiiksiyonunun, yaslt
fareler ve ¢ok biiyiik dozlarda L-Dopa (200 mg / kg) gerektirdigi agiklanmistir ve bu
hayvanlar, parkinsonlu insan olmayan primatlarda veya 6-OHDA lezyonlu sicanlarda
gdzlenenlere benzer diskinetik dzellikler gostermezler.® Dahasi, MPTP ile islem goren
farelere dopaminomimetik ajanlarin uygulanmasinin, stereotipler, artmis genel aktivite
veya hi¢ etki olmamasi dahil olmak {izere degisken davranigsal belirtileri indiikledigi
aciklanmistir.>* Bu nedenle, 6-OHDA lezyonlarinin su anda LID c¢alismalari icin
kemirgen modelleri elde etmekte kullanilan en yaygin prosediir oldugu kabul

edilmektedir.?3!-%5

2.6.3.2. Diger Toksin Bazh Modeller: LPS, PSI, Rotenone, Paraquat, Maneb

Inflamasyon =~ PH’deki  noérodejeneratif ~ siirece  onemli  bir  katkida

6

bulundugundan®¢, endotoksin LPS, glial aktivasyonu ve insan patolojisiyle ilgili
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inflamatuar olaylar indiiklemek igin kullamlmistir.>’?%° In vitro ¢alismalar, LPS'nin
dopaminerjik noronlarin Oliimiine neden olmak igin yeterli olan belirgin glial
aktivasyonu, sitokin salimini ve oksidatif tiirlerin {iretimini indiikledigini gostermistir.2%*-
262 LPS, kemirgen substantia nigrasina enjekte edildiginde, viicudun diger tarafindaki
motor kusurlar gibi davranigsal belirtilere neden olmaya yetecek 6lgiide ndronal hiicre
dliimiine neden olur.?>’?*° Bununla birlikte, SN disinda elde edilen etkilerin degiskenligi
ve SN'den baska beyin bolgelerinde patolojinin eksikliginden dolayi, LPS kullanima,

saglam bir PH modeli elde etmek i¢in degil, enflamasyonu indiiklemek i¢in iyi bir strateji

olarak kabul edilmektedir.?3

Parkinson hastalarinin SN'sinde proteazomal katalitik aktivite azaldigindan,?%
PH’nin yeni hayvan modellerini olusturmak i¢in PSI’ler kullanilmistir. Bu maddelerin
dopamin noronlarini once kiiltiirlerde ve daha sonra in vivo olarak sicanlarda oldiirerek
akinezi, sertlik ve postiiral anormallikleri indiikledigi gdsterilmistir.?* 2% Ancak, bu
model c¢ok fazla tekrarlanabilir olmamistir ve bu nedenle yaygin olarak

kullanilmamaktadir.

Rotenon, paraquat ve maneb gibi herbisitler ve pestisitler, mitokondriyal
kompleks I'in inhibisyonu yoluyla dopamin ndronlart i¢in toksik olan, kemirgen PH
modellerini olusturmak icin kullanilmistir.” Bu maddeler, bradikinezi, on ekstremite
akinezi ve katalepsi gibi davranigsal motor kusurlar iiretir. Bununla birlikte, bu toksinlerin
yiiksek toksisitesi (mortalite) ve spesifik olmayan etkileri nedeniyle, bu modellerin,
antiparkinson ilaglarinin preklinik degerlendirmesinde kullanim i¢in 6zellikle uygun

oldugu diisiiniilmemektedir.?%%: 267
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2.6.3.3. 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) ile Olusturulmus Parkinson Modeli

1968'de  Ungerstedt tarafindan uygulanmasindan bu yana, 6-OHDA
enjeksiyonlari, nigrostriatal dopamin sistemine deneysel olarak zarar vermek icin en
yaygin kullanilan ydntem haline gelmistir.?® Bu model ¢esitli avantajlar sunmaktadir ve
hem zaman hem de maliyet etkin olan tekrarlanabilir bir kemirgen parkinson modeli elde
etmek icin tercih edilen prosediir olmaya devam etmektedir. 6-OHDA kullanimi
giinlimiizde hem in vitro hem de in vivo aragtirmalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Fareler, kediler, kopekler ve maymunlarin tiimii 6-OHDA'ya duyarlidir; ancak, si¢anlarda

¢ok daha sik kullanilmaktadir.?¢%-"2

6-OHDA toksini dopaminerjik noronlarin i¢ine tasiyan dopamin tasiyicisi igin
yiiksek afiniteye sahip hidroksillenmis bir dopamin ve norepinefrin analogudur. Dopamin
metabolitlerinin hidroksilasyonu yoluyla endojen olarak iiretilir.?”* 6-OHDA, hidrofilik
yapida oldugu icin kan-beyin bariyerini gecemez. Bu yiizden ndrodejenerasyonu
indiiklemek i¢in stereotaksik prosediirlerle SNpc, medial 6n beyin demeti (MFB) veya
striatuma dogrudan enjekte edilmesi gerekir.?’* Toksin monoamin tasiyicilar1 yoluyla
dopaminerjik ve noradrenerjik ndronlara girer; bu nedenle, enjekte edilen ¢ozelti,
dopaminerjik néronlar1 segici olarak hedeflemek i¢in desipramin gibi se¢ici noradrenerjik
geri alim inhibitdrleri icermelidir.?’> 2® Ayrica buna ek olarak yapilan bir ¢alismada,
MAO-B inhibitérii parjilinin ortama eklenmesi, striatal dopamin kaybini % 62'den % 95'e

7

cikarmistir.?””  Parjilinin, ndrotoksik metabolitlerinin hiicre i¢i mekanizmalarla

tamponlanmasini dnleyerek 6-OHDA toksisitesini artirabilecegine inanilmaktadir.’

6-OHDA nin hayvan modellerinde kullanilmasinin yan sira; PH patogenezinde

de olas1 norotoksik ajan oldugu ileri siiriilmiistiir. Ortaya atilan iddianin sebebi parkinson
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hastas1 olan sigan’”® ve insanlarin®® hem beyninde hem de idrarinda®®' 6-OHDA

metabolitinin bulunmus olmasidir.

6-OHDA toksisitesinin arkasindaki kesin mekanizma hala arastirmaya tabi olsa
da, mevcut anlayis, dopaminerjik noronlar i¢inde 6-OHDA'nin oksidatif stres ve
mitokondriyal solunum disfonksiyonunun bir kombinasyonu yoluyla dejenerasyonu
baslattigidir. 6-OHDA, mitokondriyal kompleks I ve IV 'ii inhibe ederek ve siiperoksit
radikalleri, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi ROS iireterek oksidatif stres

yoluyla hiicre 6liimiine neden olur 2% 283

6-OHDA modeli ayrica, diisiik seviye striatal dopamin ve tirozin hidroksilaz (TH)
miktarlari, subtalamik niikleus (STN)'un aktivitesinin artmasi ve glutamat seviyelerinde

paralel bir artis gibi PH’nin biyokimyasal zelliklerinin ¢ogunu taklit eder.?84-2%

6-OHDA'nin en yaygin kullanimi, si¢anin orta 6n beyin demetine veya SNpc’ye
enjeksiyon yoluyladir. SNpc'de veya MFB'de 6-OHDA enjeksiyonu, dopaminerjik
noronlarda biiyiik (> % 90) ve hizli (2-3 giin) dejenerasyon {iretir. Bu tiir lezyonlar
genellikle hayvan kaybini azaltmak ve etkin ve kolay bir sekilde tespit edilip 6l¢iilebilen
dopaminerjik ajanlarin uygulanmasini takiben ipsilateral akinezi ve rotasyonel davranis
gibi tek tarafli motor bozukluklar ortaya koymak icin {inilateral olarak yapilir. Ciinkii
bilateral enjeksiyonlar hayvanlarda siklikla adipsi, afaji, n6bet ve yiiksek 6liim oranlarina

neden olur.?’

6-OHDA, ayrica striatuma da dogrudan uygulanabilir. Bu sekilde striatuma
enjekte edilen 6-OHDA, nigrostriatal noronlarin 1-3 hafta boyunca gittikgce kotiilesen
dejenerasyonuna neden olur.’> Bu uygulama PH’nin progresif modeli olarak kabul
edilmektedir.?®” Bu model PH’de semptomatik tedavi gelistirilmesi ve ndroprotektif

ajanlarin aragtirilmasinda kullanilmaktadir.
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Fakat 6-OHDA modeli, PH’ nin patolojik 6zelligi olan Lewy cismi olusumuna yol
acmadigindan, PH’nin diger bir¢ok hayvan modelinde oldugu gibi bu modelde de bu
konuda bir basarisizlik s6z konusudur. Lewy cisimcikleri, a-siniiklein gibi ubikitin
proteinler iceren eozinofilik kalintilardir.?®® 2% Ayrica Lewy cisimcikleri PH beyin
sapinda o-siniiklein biriktirdigi gosterilen lipofusin igeren lizozomlarla iliskilidir.>*
Bununla birlikte, 6-OHDA modeli hiicresel ve molekiiler diizeyde énemli miktarda bilgi
saglamistir. Ornegin, bazal gangliyondaki glutamaterjik iletim, ¢ok fazla 6-OHDA

278, 291, 292

lezyonlar1 olan siganlarda anlamli sekilde artmistir ve asir1 veya kismi striatal

dopaminerjik denervasyon nedeniyle kortikostriatal sinaptik plastisite degismistir.?** 6-
OHDA modeli, L-Dopa?** 2>, derin beyin stimiilasyonu®*® veya her ikisi*’ gibi klasik

antiparkinson tedavilerinin etki mekanizmalarim1 ve etkilerini incelemek i¢in basariyla

kullanilmustir.

6-OHDA modeli sadece siirekli dopamin dejenerasyonunu degil, ayn1 zamanda

mikroglial aktivasyon, radikal ve nitrozatif stres*® 2

ve noradrenerjik ve serotonerjik
projeksiyonlarin kismi dejenerasyonu gibi PH ile ilgili diger patolojik 6zellikleri sunma
avantajini sunar.>®  Bu nedenlerden dolayi, PH’ye &zgii kronik monoaminerjik
tilkenmeyi taklit etmek igin tercih edilen model olarak kabul edilir. One ¢ikan motor
bozukluklara ek olarak, 6-OHDA lezyonlu kemirgenler, yakin zamanda karakterize
edilmeye baslanan duygusal ve bilissel fenotipler sergiler.**! Bumodel hem antiparkinson
ilaglart test etmek hem de LID gibi tedaviyle iliskili komplikasyonlar1 incelemek i¢in

yaygin olarak kullanilmaktadir.3%% 303

6-OHDA tabanli modellerin belirgin motor fenotipi, potansiyel miidahalelerin
klinik 6ncesi bir degerlendirmesi i¢in biiylik faydasi olan genis bir davranis testleri dizisi
gelistirmeyi miimkiin kilmistir. Bu testler, PH’ye gore sensorimotor eksikliklerin farkli

yonlerinin ve ayrica tedaviyle iliskili baz1 komplikasyonlarin degerlendirilmesine izin
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verir.2®  6-OHDA lezyonu, tek tarafli lezyonlar1 olan hayvanlarda kolayca
degerlendirilebilen hipokinetik bozukluklar, sensorimotor ihmal, yiiriiyiis ve postiiral
anormalliklerle sonuglanir. Tek tarafli bir 6-OHDA lezyonu, postural asimetrileri ve
kontralateral sensdrimotor defisitleri igeren bir hemiparkinson sendromu iiretir.2%!> 304 305
Sensorimotor asimetri birkag¢ pratik avantaj sunar: hayvanlar dopamin lezyonlar1 olusana

kadar hayatta kalirlar,>! ve bu sekilde de PH’ nin en ileri asamalarmn taklit etmeleri

saglanmis olur.

6-OHDA ile tek tarafli olarak lezyon olusturulduktan sonra hayvanlara direkt ya
da indirekt olarak etki gosteren dopaminerjik ajanlar verildiginde, dénme davranisi ve
benzeri hareketler sergilemektedir.>® Apomorfin direkt etki ederken, amfetamin indirekt
etki gosterir. Lezyon tarafina gore amfetamin lezyon yoniinde rotasyonlari indiiklerken,
apomorfin lezyonun tersi yoniinde rotasyonlar: indiikler.?® Amfetamin, nigrostriatal
sistemin kismi lezyonlarini saptamada apomorfinden daha duyarhdir; tersine, apomorfin,
siddetli nigrostriatal lezyonlar1 saptamada amfetaminden daha duyarlidir. Bu nedenle,
amfetamin uygulamasi, nigrostriatal sistemin % 50 lezyonu ile rotasyonlar tetiklerken,
apomorfinin rotasyonlar1 indiiklemesi i¢in nigrostriatal sistemin % 90 lezyonu
gereklidir.>"” Enjekte edilen hemisferin kars: tarafindaki uzuvlarin motor bozuklugunun
bir sonucu olarak net spontan ektremite asimetrileri de mevcuttur ve bunlar gesitli

davranis testleri kullamlarak degerlendirilebilir.>*?

Hayvan modelleri, ndérodejenerasyonun molekiiler mekanizmalarinin yani sira
spesifik semptomlara ve tedaviyle iliskili komplikasyonlara neden olan ag islev
bozukluklarini arastirmak icin gereklidir. Ayrica, yeni potansiyel tedavileri test etmek
i¢in hayvan modellerine ihtiyag vardir.>®® Simdiye kadar, herhangi bir hayvan modelinde,
insan hastaligin1 karakterize eden ¢ok sayida patolojik 6zelligi, bilhassa da se¢ici ndronal

savunmasizligin tipik modelini ve ¢esitli sistemlerin agsamali katilimini, bunun sonucunda
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da hem motor hem de motor olmayan semptomlarin ortaya ¢ikmasi gibi 6zellikleri

kopyalamak miimkiin olmamustir.!”” Bununla birlikte, son 15 yilda?37- 309310

gelistirilen
kemirgen PH modelleri, spesifik bir hipotezi ele almak icin degerli deneysel araglar

kaynag1 saglar. Biitiin bu bilgiler 1s181nda suanda mevcut olan hayvan modellerinin genel

bir degerlendirmesi ve 6zeti Tablo 2.4°de verilmistir.

Tablo 2.4. PH nin baslica hayvan modellerinin degerlendirilmesi>*’- 24%- 266, 302, 309, 311-315

Kategori Model

Patajonik Mekanizma

Artilar1 (A) ve Eksileri (E)

Farmaklojik
Modelller

Rezerpin

Geri dondiiriilemez VMAT
blogu

A: 1-Goriiniis gegerliligi (akinezi ve kas sertligi gosterir),
2-Tahmine dayali gegerlilik (suan klinikte kullanilan
dopamin ve dopamin olmayan ilaglarin etkinligini tahmin
etmede yararhdir.

E: 1- Kigik yapisal
norodejenerasyon yok),

2- Gegici biyokimyasal ve davranissal eksiklikler. Ne LID'i
modellemek ne de potansiyel noroprotektif tedavileri test
etmek icin uygun degildir.

gecerlilik  (dopaminerjik

Haloperidol

D, reseptor blogu (ve
kismen D, reseptor blogu)

A: 1- Goriiniis gegerliligi (kaslarin sertligini ve katalepsi
gosterir),

2- Giugli tahmine dayali gegerlilik (su anda klinikte
kullanilan dopaminerjik ve dopaminerjik olmayan ilaglarin
etkinligini tahmin etmede yararhdir)

E: 1- Kigik yapisal gegerlilik
norodejenerasyon yok),

2- Gegici biyokimyasal ve davranissal eksiklikler. Ne LID'i
modellemek ne de potansiyel noroprotektif tedavileri test
etmek icin uygun degildir.

(dopaminerjik

Norotoksik
Modeller

6-OHDA

Mitokondriyal solunum
zincirinde kompleks 1. ve
IV.’lin inhibisyonu, ROS ve
RNS iiretimi

A: 1- Son derece Ongoriilebilir, tekrarlanabilir, saglam, iyi
karakterize edilmis,

2- Nigrostriatal dopamin dejenerasyonu, serotonerjik ve
noradrenerjik sistemin kismi katilimi, belirgin inflamatuar
yanit, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyonlar, PH
benzeri motor defisitler ortaya koyar,

3- LID ¢aligmast i¢in en iyi model.

E: 1- Intraserebral enjeksiyon gerektirir,

2- o-siniiklein kalintilar1 ortaya koymaz,

3-flerici olmayan model,

4- Dopaminerjik nigrostriatal dejenerasyon genellikle tek
taraflidir.

MPTP

Mitokondriyal solunum
zincirinde kompleks I’in
inhibisyonu, ROS ve RNS
tretimi

A: 1- Intraserebral enjeksiyon gerektirmez;

2- Bilateral dopaminerjik nigrostriatal dejenerasyona neden
olur,

3- PH benzeri motor defisitler ortaya koyar.

E: 1- Fare tiiriine, yasina, cinsiyetine, viicut agirligina bagl
olarak davranigsal ve biyokimyasal bozukluklarda biiyiik
degiskenlik,

2- Siganlarda kullanilamaz,

3- o-siniiklein kalintilar1 ortaya koymaz,

4- flerici olmayan model.

LPS

Enflamatuar aracilarin
salinmasini

mikroglial

uyaran
hiicrelerin
aktivasyonu; RNS iiretimi.

A: Insan PH’nin enflamatuar olaylarini bir dl¢iide yeniden
iretir.

E: 1- Giiclii gliozis gosterir,

2- SN disindaki beyin bolgelerinde patoloji eksikligi,

3- Diisiik tekrarlanabilirlik.
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Tablo 2.4. PH nin baglica hayvan modellerinin degerlendirilmesi devami

Proteazom kompleks ~ A: 1- Intraserebral enjeksiyon yok,

PSI aktivitesinin inhibisyonu 2- Radikal stres, nigrostriatal dejenerasyon ve PH benzeri
motor defisitlere sahiptir.
E: 1- Biiyiik degiskenlik,
2- Sistemik toksisite,
3- o-siniiklein kalintilar1 yok.

Rotenon, Mitokondriyal solunum  A: 1- Intraserebral enjeksiyon gerektirmez,

paraquat ve zincirinde kompleks I  2- Radikal stres sunar,

maneb

inhibisyonu, ROS ve RNS
iretimi

nigrostriatal dejenerasyon ve PH benzeri motor defisitler
ortaya koyar.

E: 1- Biiyiik degiskenlik,

2- Sistemik toksisite,

3- o-siniiklein kalintilar1 yok.

Genetik
Modeller

a-siniiklein

Yanlis anlamli mutasyonlar
(A53T, A30P) veya alfa-
sinfiklein ~ geninin  asir
ekspresyonu, alfa-siniiklein

A: 1- a-siniiklein agregasyonu sunar, 2- Bazi modeller motor
aciklart gosterir

E: 1- Genellikle dopaminerjik néron dejenerasyonu yoktur,
2- Biiyiik degiskenlik,

agregatlarinin ~ olusumuna  3- PH motor semptomlarini incelemek i¢in uygun degildir.
yol agar
LRRK2 LRRK2'min  mutasyonlar1  A: PH ile iiliskili LRRK?2 mutasyonlarinin roliinii incelemek
tarafindan tetiklenen kesin igin kullanighdir.
molekiller mekanizma tam E: 1- Az sayida davranigsal eksiklik ve minimum diizeyde
olarak  tamimlanmamistir. ~ dopaminerjik dejenerasyon,
Mutasyonlar, baskin bir PH  2- Alfa-siniiklein agregasyonu yok,
formuna neden olur. 3- PH motor semptomlarini incelemek i¢in uygun degil.
PINK1, DJ1, Bu proteinlerdeki  A: 1- Hafif; ilerleyici motor defisitler,
Parkin mutasyonlar, mitokondriyal 2- Mitokondriyal hasar, oksidatif stres,
disfonksiyonlara ve  3- Anksiyete davranisi.
oksidatif strese yol agar ve  E: 1- Nigrostriatal dopaminerjik néronlarda 6nemli kayip
otozomal resesif PH yok,
formlarina neden olurlar. 2- PH motor semptomlarini incelemek i¢in uygun degil.
Ptx3, ENI, Dopaminerjik noéronlarda A: 1- Nigrostriatal dopamin néronlarinin Snemli 6lgiide
Nurrl bozulmusg protein sentezi kaybu,
2- Ptx3 ko faresi (afaki faresi) LID gelistiren tek genetik
modeldir.
E: 1- Dopainerjik sistem diginda sistem tutulumu yok,
2- Dorsolateral striatumda tam dopamin denervasyonu yok
(afaki faresi harig)
MitoPark Mitokondriyal solunum  A: 1- Eriskin baslangichi ve ilerleyici motor bozukluk,
zincirinin alt birimleri i¢in  2- Dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu,
mitokondriyal DNA  3- Mitokondriyal eksiklikler
kodlamasmin  degistirilmis  E: 1- Idiyopatik PH’de bulunan mutasyonlar1 yansitmaz,
transkripsiyonu 2- Hala tam olarak karakterize edilemedi
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alisma Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1

bilinyesinde bulunan Sinirbilim ve Davranig Laboratuvarlari’nda yapilmstir.

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu c¢alismada, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden alinan ve agirliklart 250-300 gram arasinda degisen toplamda 30 adet
Albino Wistar cinsi erkek rat kullanildi. Hayvanlara ¢aligsma siiresince yeterli miktarda su
ve yem verildi. Deneye alinan tiim hayvanlar gruplara ayrilip oda sicakligi 22+1 °C ve
12 saat gece 12 saat giindiiz dongiisii olacak sekilde olusturulan laboratuvar ortaminda
bulunan kafeslere yerlestirildi. Calismamizin tiim asamalarinin etik kurallara uygun
oldugu “Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)”
tarafindan verilen 27.11.2015 tarihli ve 75296309-050.01.04-E.1500123485 sayili yazi

ile onaylanmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tiyopental Sodyum (Pental Sodium iv flakon) ibrahim Ethem Ulagay Ila¢ Sanayi
Tiirk A.S. Istanbul, Tiirkiye: Calismamiz esnasinda ratlara i.p olacak sekilde anestezi i¢in

25 mg/kg ve Otenazi i¢ginse 50 mg/kg dozunda uygulandi.

Seftriakson (Novosef iv flakon) Zentiva Grup A.S. Prag, Cekya: Calismamiz
sirasinda 6-Hikrosidopamin + seftriakson (6-OHDA + SEF) tedavi grubuna 200 mg/kg

dozunda 14 giin boyunca i.p olacak sekilde uygulandi.
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L-Dopa Sigma Aldrich Co. LLC, Almanya: Calismamiz sirasinda 6-
Hidroksidopamin + L-Dopa (6-OHDA + L-DOPA) tedavi grubuna 10 mg/kg L-Dopa

dozunda 14 giin boyunca i.p olacak sekilde uygulandi.

Benserazid (Benserazid hidroklorid) Sigma Aldrich Co. LLC, Almanya:
Calismamiz sirasinda 6-OHDA + L-DOPA tedavi grubunda levodopanin kan beyin
engelini daha iyi gegebilmesi amaciyla 2.5 mg/kg dozunda 14 giin boyunca 1.p olacak

sekilde uygulandi.

Ostadiol ( Ostradiol hemihidrat) Novo Nordisk A.S. Bagsvaerd, Danimarka:
Calismamiz sirasinda 6-Hidroksidopamin + Ostradiol (6-OHDA + OST) tedavi grubuna

0.1 mg/kg dozunda 14 giin boyunca subkiitan (s.c) olacak sekilde uygulandi.

6-Hidroksidopamin (6-Hidroksidopamin hidroklorid) Sigma Aldrich Co. LLC,
Almanya: Calismamizda 6-Hidroksidopamin (6-OHDA), 6-OHDA + L-DOPA, 6-OHDA
+ OST ve 6-OHDA + SEF gruplarinda her bir ratin lateral ventrikiillerine iinilateral

olacak sekilde Hamilton siringalari i¢inde 4puL’lik hacimde 8 pg/uL dozunda verildi.

% 10 Povidon Iyot Antiseptik Cozeltisi: Cerrahi islem uygulanmis alanlarin

dezenfeksiyonu ve operasyon sonrasi pansuman i¢in kullanildi.

Askorbik asit ( L-askorbik asit) Sigma Aldrich Co. LLC, Almanya: Calismamizda
6-OHDA ile enjeksiyon olustururken 2 pug/ul yogunlugunda % 0.1°lik askorbik asit

¢oOzeltisi ilave edildi.

Desipramin (Desipramin hidroklorid) Sigma Aldrich Co. LLC, Almanya: Calisma
oncesinde noradrenerjik ndronlarin zarar gérmesini 6nlemek i¢in tek doz 30 mg/kg i.p

olarak uygulandi.
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Parjilin (Parjilin hidroklorid) Sigma Aldrich Co. LLC, Almanya: Calisma
oncesinde noradrenerjik ndronlarin zarar gérmesini 6nlemek i¢in tek doz 10 mg/kg i.p

olarak uygulandi.

Susam yagi: Calismamiz sirasinda Ostradiol etken maddesinin i¢inde ¢éziinmesini

arttirmak amaciyla kullanilmis ve hayvana subkiitan olarak verilmistir.3'®

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plani

Calismamiz 5 deney grubu olacak sekilde planlandi. Her bir grupta 6 adet rat

olacak sekilde hayvanlar gruplara ayrildi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.
Grup 1: Kontrol grubu (Sadece salin verilmis olan grup).
Grup 2 (6-OHDA): Sadece 6-OHDA verilmis grup.

Grup 3 (6-OHDA + L-DOPA): 6-OHDA’ya ek olarak 14 giin boyunca L-Dopa

tedavisi verilen grup.

Grup 4 (6-OHDA + SEF): 6-OHDA’ya ek olarak 14 giin boyunca seftriakson

tedavisi verilen grup.

Grup 5 (6-OHDA + OST): 6-OHDA’ya ek olarak 14 giin boyunca 6stradiol

tedavisi verilen grup.

3.2.2. 6-OHDA ile Deneysel Parkinson Modeli Olusturulmasi

Calismaya baslamadan once ratlara noradrenerjik ndronlarin zarar gdérmesini
onlemek i¢in 30 mg/kg i.p. desipramin ve 10 mg/kg i.p. parjilin verildi. Daha sonra

sicanlar 25mg/kg dozunda tiyopental sodyum ile anestezi edildi. Anestezi edilen siganlar
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stereotaksi cihazina yerlestirildi ve kafalar1 sabitlendi. Enjeksiyon yapilacak alanin
koordinatlari sican beyin atlasina gore anteroposterior (AP) -5.5 mm (bregmadan), lateral
(L) 2 mm (midsagittal siitiirden), ve dorsaventral (DV) 8 mm (kafatas1 yiizeyinden)
olacak sekilde sag hemisferde iinilateral olarak belirlendi.’!” Belirlenen bolge kesik
atilarak acildi ve enjeksiyon i¢in hazirlandi. 6-OHDA, 6-OHDA + L-DOPA, 6-OHDA +
SEF ve 6-OHDA + OST gruplarindaki hayvanlarin SN bolgesine % 0,1 askorbik asitli
serum fizyolojik ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek 4 pl’lik hacimde Hamilton siringasi ile toplam
8 ng/ ul 6-OHDA miktar1 stereotaksik yontemle unilateral olacak sekilde enjekte edildi.
Enjeksiyon hizi dakikada 0.5 pl olacak sekilde uygulandi. Hamilton siringasi
uygulamadan sonra 5 dakika bolgede bekletildi. Daha sonra enjektor yavas yavas ilgili
bolgeden ¢ikarildi. Aynmi anda kontrol grubundaki siganlara ise ayni koordinatlara ayni
sekilde girilip serum fizyolojik verildi. Tiim islemler bittikten sonra povidon iyot ile
temizlenen hayvanlarin kafatasi derileri dikilerek kapatildi. Ertesi glinden itibaren kontrol
ve 6-OHDA grubundaki hayvanlara 14 giin boyunca i.p. olarak serum fizyolojik
verilirken, 6-OHDA + L-DOPA grubuna 14 giin boyunca i.p. olarak levodopa ve
benserazid, 6-OHDA + SEF grubuna 14 giin boyunca 1.p. olarak seftriakson ve 6-OHDA
+ OST grubuna ise 14 giin boyunca subkiitan olarak susam yag:1 igerisinde ¢oziiniirliigii
arttirilmis Ostradiol tedavisi uygulandi. 14 giin sonra tiim gruplara davranis testleri

yapildi. Testlerin hemen ardindan da in vivo voltametrik glutamat 6lgiimleri yapildi.

3.3. Davrams Testleri

3.3.1. Apomorfinle indiiklenen Dénme Testi

Apomorfin selektif olmayan dopamin reseptor agonistidir ve etkisini dopaminerjik
reseptorler vasitasiyla gostermektedir. Tek tarafli apomorfin enjeksiyonuyla beraber

hayvanlarda denerve olan striatum bolgesinde dopamin reseptorlerinin asir1 uyarilmasina
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bagli olarak lezyonlu bolgenin ters tarafina dogru kontralateral donmeler goriillmektedir.
Apomorfin ile indiiklenen donme testi, lezyonlarin dopaminerjik sistem {izerindeki
etkisini ve PH modeli olusturulmus siganlarda yapilan tedavinin etkinligini gostermek

i¢in siklikla bagvurulan bir yontemdir.>'®

Her bir hayvan 28 cm ¢ap1 ve 38 cm yiiksekligi olan iistii agik bir silindir kaplara
konuldu ve 6nce 5 dk siire ile bekletildi. 5 dk’lik aligma stiresinden sonra 2.5 mg/kg i.p.
apomorfin HCI hayvanlara enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra video kamera cihazi ile
60 dakika boyunca hayvanlar kayit altina alindi. Daha sonra alinan bu 60 dakikalik
kayitlar incelenerek hayvanlarda gozlenen 360 derecelik donme sayisi hesaplandi.
Kontralateral ve ipsilateral donmeler sirasiyla pozitif (+) ve negatif (-) skor olarak kabul

edildi ve net donme sayis1 + (pozitif) désnme ve — (negatif) dénme olarak tanimlandi.*"®

3.3.2. Lokomotor Aktivite Testi

Deney hayvanlar1 lokomotor aktivite Ol¢limii i¢in 42x42x42 cm Olgiilerindeki
pleksiglas kafesler (May Act 508) kullanildi. Bu sistem kizil 6tesi 1518a gecirgen saydam
kafes ile etrafini serit halinde saran kizil 6tesi alicilardan olusan ve veri kayit sistemine
bagli otomatik bir cihazdir. Kafesin i¢ine yerlestirilen ratlarin yaptigi herhangi bir hareket
sonucunda karsilikli IR sensdrler arasindaki iletisimin kesilmesine bagli olarak
gerceklestirilen hareketin sekline gore aktiviteler farkli parametreler halinde kaydedilir.
Bu sistem ile beraber ratlarin deney siiresince ambulatuvar, vertikal, stereotipik,
horizontal aktivite, dinlenme siiresi ve toplam katettigi mesafe 6lgiildii. Bakilacak biitiin
parametreler i¢in ratlar pleksiglas kafeslerin ortasina teker teker birakildi ve 20 dk
boyunca kayit alindi. Kafesler odnceki sicanin biraktigi kokular1 ortadan kaldirmak igin

davranig testinden once her seferinde % 75 etanol ¢dzeltisi ile yikandi. Test siiresince
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odada sessizlik saglandi. Bu test ile ratlarin lokomotor aktivitelerindeki artma ya da

azalmalar tespit edildi.’*

3.3.3. Silindir Testi

Silindir testi veya diger adiyla uzuv kullanim asimetri testi, hayvanlarda spontan
kesif ¢alismasi sirasinda her 6n pengenin kullanimini 6lgme ve degerlendirme esasina
dayanir. Silindir testi, 6-OHDA uygulamasin1 takiben nigrostriatal denervasyonun
boyutuna iligskin iyi bir dl¢giim saglar. Motor asimetriyi ve parkinson benzeri motor

belirtilerin degerlendirilmesi amaciyla kullamlir.?2!-3%

Hayvanlar, 20 cm ¢apinda ve 40 cm yiiksekliginde saydam pleksiglas bir silindirin
icine yerlestirildi. Silindirin her tarafinin goriilebilmesi ve daha saglikli kayitlar
alinabilmesi i¢in arka kisminin uygun bolgelerine aynalar yerlestirildi. Bu sayede
hayvanlarin arkas1 doniik hareketleri de kaydedildi. Her hayvan, 60 dakika boyunca kayit
altina alinip ayr1 ayr1 degerlendirildi. Hayvanlarin sag ve sol 6n pengelerinin ikisini birden
silindir ¢eperine dokunmak i¢in kullandig1 ve sag ve sol pengelerini ayr1 ayri olarak
dokunmak i¢in kullandig1 durumlar izlendi. Siganlarin ayaklar1 {izerindeyken saglam ve
lezyon olusturulmus taraftaki pengeleri ile silindir duvarini incelemesi veya diismesi
izlendi, toplam penge kullanimi sayisi ile karsilastirildi. Sonuglar yiizde olarak verildi ve
hesaplama su sekilde yapildi: silindir duvarinda sag ayak, sol ayak ve her ikisi ile toplam

temaslarm toplam1 % 100, buna dayanarak her bulgu i¢in yiizde degeri hesaplandi.>!

3.4. In Vivo Voltametri Testi

Merkezi sinir sistemi dokularinda bulunan glutamat ve diger aminoasitlerin in vivo
kosullar altinda anlik diizeylerini belirlemek i¢in kullanilan intrakraniyal mikrodiyaliz

yontemlerinin saniyeler igerisinde ekstraseliiler konsantrasyonu degisebilen glutamat gibi
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hizli kinetife sahip transmitterlerin analizinde tartigilan giivenilirlikleri*?* bilim
adamlarinin ¢ok daha giivenli ve etkin 6l¢iim yapabilen baska sistemleri gelistirmesine
neden olmustur. Bu c¢alismalar sonucunda da glutamat ve diger ndrotransmitterlerin
merkezi sinir sistemindeki diizey ve kinetiklerini saniye saniye Olcebilecek
mikroelektrotlarin kullanildig1 elektrokimyasal bir metot olan in vivo voltametri testi

gelistirilmistir.

In vivo voltametri testlerinde kullanilacak olan mikroelektrotlar Quanteon LLC,
Nicholasville KY USA ‘dan satin alindi. Elektrotlarin her biri deney baslamadan 6nce
kalibrasyonu yapilarak c¢alisma i¢in uygun olup olmadigi bu sayede test edildi.

Kalibrasyon testinde basarili olan elektrotlar deneyde kullanildi.

3.4.1. Kalibrasyon

Satin alinmis olan elektrotlarin 4 adet kayit alma bolgesi bulunmaktadir. Bu kayit
alma bolgeleri 37°C’de sicaklikta sabitlenmis ve 40 mililitre hacminde 0.05 M
konsantrasyonda bir beher igerisinde bulunan fosfat tampon soliisyonu (PBS) iginde
olacak bi¢cimde konularak 1 saat siireyle bekletildi. Siire dolduktan sonra Ag/AgCl
referans elektrotu da daha 6nce hazirlanan PBS soliisyonunun igine yerlestirildi.
Bilgisayarli sensor teknoloji (Fast Analitical Sensor Technology, Quanteon L.L.C.,
FAST-16) sistemine deney prosediirii ile ilgili baslangic bilgileri girildi ve
mikroelektrotlara sistem vasitasiyla + 0.7 V’lik bir gerilim uygulandi. FAST sistemi
vasitastyla elektrotun 4 kanalindan da elimize ulasan elektrokimyasal bilgiler bize islenip
veri olarak sunulur. Bu kanallarin ikisi glutamat oksidaz ile kapliyken diger iki kanal da
referans amacl kullanilmak i¢in sadece nafyon ile kaplanmistir. Voltaj uygulamasindan
sonra akimin belli bir bazal seviyeye (baseline) gelmesi icin en az 10-15 dakika olacak

sekilde beklendi. Baseline degeri sabit olduktan sonra ekranda bulunan baseline butonuna
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basilarak deger sisteme kaydedildi. Bu islemden hemen sonra 20 mM ‘lik askorbik asit
(AA) soliisyonu (interferent) 500 pul hacminde beher i¢ine son konsantrasyon 250 uM
olacak sekilde eklendikten sonra baseline tekrar sabitlesince ekranda goriinen interferent
tusuna basilarak gereken interferent degeri sisteme kaydedilmis oldu. Daha sonra da 20
mM’lik glutamat ¢ozeltisi 40 pl hacimde sirasiyla son konsantrasyonlar 20, 40 ve 60 uM
olacak sekilde beher icine eklendi. Analitin beher i¢ine her ilavesi ve biitiin alinan

kalibrasyon verileri kayit altina alindi.

3.4.2. Cam Pipet Hazirlanmasi ve Mikroelektrota Eklenmesi

Kalibrasyon yapildiktan sonra mikroelektrotlara beyin ig¢erisine disaridan glutamat
enjeksiyonu yapabilmek i¢in bir cam mikropipet yerlestirildi. Dis ¢ap1 1 mm, i¢ ¢ap1 da
yaklasik olarak 0.6 mm olacak sekilde vertikal pipet ¢ekici araciligiyla bu mikropipetler
hazirlandi. Beyin i¢ine istemsiz ilag akisini engellemek amaciyla mikropipet uglar1 12-15
mikrometre ¢capinda ve diiz olacak bir sekilde kirilarak deney i¢in hazirlandi. Hazirlanan
mikropipet mum ve macun yardimiyla mikrolektrot kayit bolgesinin ortasina gelecek
sekilde sabitlenerek yerlestirildi. Yerlestiren mikropipet ile mikroelektrotun platin kayit
bolgesi arasinda birbirine degmeyecek sekilde 40-50 mikrometre kadar mesafe birakildi.
Konsantrasyonu 200 mM olacak sekilde daha 6nceden hazilanmis olan glutamat ¢ozeltisi
1 ml’lik tiiberkiilin ignesine alindi. Daha sonra tiiberkiilin ignesinin ucuna hipodermik
igne (30 nolu) takildi. Takilan hipodermik igne cam pipetin igine yerlestirildi ve 200 mM
glutamat ¢ozeltisi ile dolduruldu. Mikroelektrot beyne yerlestirilmeden 6nce pipet basing

enjeksiyonu vasitastyla kontrol edilerek kullanima hazir hale getirildi.

3.4.3. Ag/AgCl Referans Elektrotu Hazirlanmasi

Normal sartlarda kalibrasyon sirasinda kullanilan Ag/AgCl referans elektrotu

ratlarin beynine girerken lazim olacak referans elektrotundan biiyiik oldugu icin hayvan
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beyninde kullanilmak iizere minyatiir boyutta elektrokimyasal metodla bir Ag/AgCl
referans elektrotu hazirlandi. Bu yapim asamasinda once giimiis tel her iki ucundan da
I’er cm’yi gegmeyecek ve bir taraf diger taraftan biraz daha uzun olacak sekilde soyuldu.
Daha sonra bir ucu voltametri cihazina tutturulan diger ucu ise NaCl ile doyurulmus 1 M
HCI igerisine yerlestirilen giimiis tele DC adaptoér kullanilarak 9 V’luk bir potansiyel
uygulandi. Bu diizenekte platin bir kablo zit elektrot olarak kullanildi ve giimiis tel pozitif
yiiklii iyon haline gectigi i¢in serbest Cl ile kaplanarak AgCl’yi olusturdu. Kimyasal
yontemlerle olusturulan bu AgCl referans elektrotu deney sirasinda kullanilana kadar

derisik tuz ¢ozeltisinde muhafaza edildi.

3.4.4. Mikroelektrotun Beyin Dokusuna Yerlestirilmesi

25 mg/kg dozunda olacak sekilde i.p. tiyopental enjeksiyonu ile anestezi edilen
siganlarin kafalar stereotaksi cihazina (Stoelting CO, IL, ABD) yerlestirilerek sabitlendi.
Viicutlar1 deney boyunca viicut 1silarin1 sabit tumasi i¢in si¢anlarin altina 1sitic1 petler
konuldu. Kafalarindaki tiiyler tiraglandi ve derileri cerrahi insizyonla kesildi. Kesilen kafa
derisi saga ve sola agilarak bregma gozle goriinecek sekilde ortaya ¢ikarildi. Bregma
noktasi stereotaksi cihazi i¢in referans noktasi olarak kabul edildi. Paxinos-Watson beyin
atlasindan elde edilen koordinat verileri vasitasiyla mikroelektrotun yerlestirilecegi
noktadaki kafa kemigi beyne zarar vermeyecek bir sekilde ince uglu elektirikli bir matkap
(Foredom 1/6 HP Series SR flexible shaft power tools) ile delindi. A¢ilan bu kiigiik
cukura Ag/AgCl referans elektrodu yerlestirilip dis sementiyle sabitlendi. Enjeksiyon
hacmini kontrol etmek i¢in kullanilan Picospritzer III cihazi (Parker Hannifin
Corporation, NJ, ABD) cam mikropipete bagland1 ve implantasyon 6ncesi son kontroller
yapildi. Yapilan kontrollerden sonra stereotaksik cihazina birlestirilmis bir

mikromanipiilator yardimiyla elektrot istenilen lokasyonlara indirildi. SN i¢in koordinat
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olarak (AP -5.5 mm, ML -2 mm, DV § mm), motor korteks (M1) i¢inse (AP 2.1 mm, ML
-2.6 mm, DV 1.5 mm) kullanildi. Kalibrasyonlarini 6nceden yaptigimiz mikroelektrotlara
ait kalibrasyon parametreleri FAST-16 kayit sistemi iizerinden geri ¢agrilip akim bazal

seviyeye geldigi zaman glutamatin geri alim stirelerinin 6l¢iimiine baslandi.

3.4.5. Sinyal Analizi

Glutamatin beyin dokusuna basingla enjeksiyonu sinaptik boslukta biriken
glutamat miktarinda artisa neden oldu. Bunun sonucunda olusan fazla glutamat
miktarinin tagiyicilar1 vasitasiyla ortamdan uzaklastirilmasiyla alakali t80 siireleri kayit
altina alindi. t80 glutamatin sinaptik bosluktan uzaklastirilma siiresinin maksimum tepe
genliginden % 80 sinyal azalmasina kadar gegen saniye cinsinden siiresini ifade eder.
Biitiin gruplarin t80 siirelerinin Ol¢limleri yapilip veriler kayit altina alindiktan sonra
yiiksek doz tiyopental sodyum (50mg/kg) ile tiim hayvanlar sakrifiye edildi ve deney

sonlandirilda.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismamizda elde ettigimiz veriler SPSS versiyon 20.0 yazilim programiyla
istatistiksel olarak analiz edildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olacak bigimde
gosterildi. 0.05’in altinda olan P degerleri (p<<0.05) anlamli olarak kabul edildi. Deney
gruplari arasindaki 6nem dereceleri ve istatistiksel farkliliklar tek yonlii varyans analizi

(One-Way ANOVA) testi yardimiyla belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Davrams Testi Bulgulari

4.1.1 Lokomotor Aktivite Testi Bulgular

Calismamizda lokomotor aktivite testi ile hayvanlarin ambulatuvar, dinlenme
siiresi ve toplam katettigi mesafe ile alakali degerlendirilmeler yapilmistir. Gruplara gére

siganlardan elde edilen verilerin birbirleri arasindaki karsilastirmalar1 yapilmaistir.

Bu sonuglara gore ambulatuvar hareket kontrol grubu i¢in 1072.17 £+ 230.59; 6-
OHDA grubu igin 668.83 + 164.81; 6-OHDA + L-DOPA gurubu i¢in 950.67 + 150.18;
6-OHDA + SEF grubu i¢in 1012.50 + 200.48 ve 6-OHDA + OST grubu i¢in ise 839.50
+ 309.90 olarak bulunmustur (Sekil 4.1). Kontrol grubuna gore 6-OHDA, 6-OHDA

grubuna gore ise 6-OHDA + L-DOPA ve 6-OHDA + SEF gruplar1 anlamli olarak

bulunmustur.
Ambulatuvar Hareket
1400
%
1200 * x
a 1000 ”
@ 800
ot
g 600
= 400
200
0
Kontrol 6-OHDA 6-OHDA + L- 6-OHDA + 6-OHDA +
dopa Seftriakson Ostradiol
Gruplar

Sekil 4.1. Ambulatuvar hareket sonuglar1. Veriler ortalama =+ standart sapma (SS) olarak
gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda *, p<0.05 ve 6-OHDA ile kiyaslandiginda *,

p<0.05, (n=6).
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Bu sonuglara gore katedilen toplam mesafe kontrol grubu i¢in 2268.47 + 649.60
cm; 6-OHDA grubu i¢in 1260.83 + 252.54 cm; 6-OHDA + L-DOPA gurubu i¢in 2243.93
+461.24 cm; 6-OHDA + SEF grubu igin 2403.92 + 695.38 cm ve 6-OHDA + OST grubu
icin ise 1814.18 + 857.62 cm olarak bulunmustur (Sekil 4.2). Kontrol grubuna gore 6-
OHDA, 6-OHDA grubuna gore ise 6-OHDA + L-DOPA, 6-OHDA + SEF ve 6-OHDA

+ OST gruplar1 anlamli olarak bulunmustur.

Katedilen Mesafe
3500
*

3000 * N

2500
£ 2000 )
© 1500
1000
500
0
Kontrol 6-OHDA 6-OHDA + L-dopa 6-OHDA + 6-OHDA +
Seftriakson Ostradiol
Gruplar

Sekil 4.2. Katedilen toplam mesafe sonuglari. Veriler ortalama + standart sapma (SS)
olarak gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda *, p<0.05 ve 6-OHDA ile kiyaslandiginda
* p<0.05, (n=6).
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Bu sonuglara gore dinlenme zamani kontrol grubu icin 759.74 £ 64.00 sn; 6-
OHDA grubu i¢in 846.05 £ 62.58 sn; 6-OHDA + L-DOPA gurubu i¢in 755.57 £+ 56.90
sn; 6-OHDA + SEF grubu i¢in 723.50 = 67.43 sn ve 6-OHDA + OST grubu i¢in ise
760.43 £+ 85.32 sn olarak bulunmustur (Sekil 4.3). Kontrol grubuna gore 6-OHDA, 6-
OHDA grubuna gore ise 6-OHDA + L-DOPA, 6-OHDA + SEF ve 6-OHDA + OST

gruplar1 anlamli olarak bulunmustur.

Dinlenme Zamani

1000
#
900 . *
800 2
700
o 600
>
‘s 500
<
2400
300
200
100
0
Kontrol 6-OHDA 6-OHDA + L-dopa 6-OHDA + 6-OHDA +
Seftriakson Ostradiol
Gruplar

Sekil 4.3. Dinlenme zamani sonuglari. Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak
gdsterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda #, p<0.05 ve 6-OHDA ile kiyaslandiginda *,
p<0.05, (n=6).

6-OHDA ile Parkinson modeli olusturulup 14 giin boyunca yapilan tedavi
uygulamalar1 sonrasinda alinan lokomotor aktivite goriintiilerinin sonuglar1 asagidaki

sekillerdeki gibidir (Sekil 4.4 — 4.8).
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait ambulatuvar hareket goriintiisii

Sekil 4.5. 6-OHDA ile PH’nin indiiklendigi gruba ait ambulatuvar hareket goriintiisii
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Sekil 4.6. 6-OHDA ile PH’nin indiiklendigi ve L-dopa ile tedavi edilmis gruba ait
ambulatuvar hareket goriintiisi

Sekil 4.7. 6-OHDA ile PH’nin indiiklendigi ve seftriakson ile tedavi edilmis gruba ait
ambulatuvar hareket goriintiisi

62



Sekil 4.8. 6-OHDA ile PH’nin indiiklendigi ve ostradiol ile tedavi edilmis gruba ait
ambulatuvar hareket goriintiisi

4.1.2 Apomorfinle Indiiklenen Dénme Testi Bulgular

Calismamizda yapilan apomorfinle indiiklenen donme testi ile dejenerasyon
sonucu olusan lezyonlarin dopaminerjik sistem iizerindeki etkisini ve PH modeli
olusturulmus siganlarda yapilan tedavinin etkinligini degerlendirme imkani bulunmustur
ve bu yontemle birlikte elde edilen verilerin birbirleriyle karsilagtirmalar1 yapilmistir.
Yapilan donme sayilarinin ortalamalari ve standart sapmalari Tablo 4.1°de verilmistir. Bu
tabloya gore kontrol grubuna gére 6-OHDA, 6-OHDA grubuna gore ise 6-OHDA + L-

DOPA grubunda anlamli sonug elde edilmistir.
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Tablo 4.1. Apomorfinle indiiklenen dénme testi sonuglari. Veriler ortalama + standart
sapma (SS) olarak gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda *, p<0.05 ve 6-OHDA ile

kiyaslandiginda *, p<0.05, (n=6).

Gruplar Rotasyon sayis1 (Ortalama + SS)
Kontrol 0+0
6-OHDA 147.16 + 50.53*

6-OHDA + L-dopa
6-OHDA + Seftriakson

6-OHDA + Ostradiol

53.67 + 5.50*

110.51 £ 13.09

183.66 + 40.84

4.1.3 Silindir Testi

Calismamizda bu test vasitasiyla 6-OHDA uygulamasiyla olusturulmus PH

modelimizde meydana gelen dejenerasyonun ve sonrasindaki 14 giinliik tedavilerin her

iki 6n pencenin kullanimini ne sekilde degistirip degistirmedigi hakkinda degerlendirme

ve karsilagtirma yapma imkan1 bulundu. Sag, sol ve ¢ift penge kullanim1 ytizdesel olarak

hesaplanarak Tablo 4.2°de verildi. Elde edilen sonuglar sonucunda sag penge ve ¢ift pence

kullaniminda kontrol grubuna gére 6-OHDA, 6-OHDA grubu ile kiyaslandiginda ise 6-

OHDA + L-DOPA, 6-OHDA + SEF, 6-OHDA + OST gruplari da yine ayni sekilde sag

penge ve ¢ift pence kullaniminda anlamli olarak bulunmustur.

Tablo 4.2. Silindir testi sonuglari. Veriler ortalama =+ standart sapma (SS) olarak
gdsterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda #, p<0.05 ve 6-OHDA ile kiyaslandiginda *,

p<0.05, (n=6).
Gruplar Sol Pencge Yiizdesi Sag Pence Yiizdesi Cift Pence Yiizdesi
Kontrol 10.98 16.81 72.20
6-OHDA 16.67 77.78* 5.56"
6-OHDA + L-dopa 19.95 42.22% 37.83*
6-OHDA + Seftriakson 10.12 41.09%* 48.79%*
6-OHDA + Ostradiol 4.60 46.39* 49.01*
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4.2. Voltametri Bulgulari

Bu deneyde glutamat geri alim siireleri (t80), PH ile indiiklenen siganlarin hem SN
bolgesinde hem de M1 bolgelerinde Olgiildii. 6-OHDA uygulamasindan sonra, t80
stireleri, kontrol sicanlarina kiyasla yaklasik bes kat (12.04 £ 1.51) uzamistir. L-dopa,
seftriakson ve ostradiol, 6-OHDA ile PH modeli olusturulan hayvanlara uygulandiginda,
bu ajanlar SN bolgesinde farkli derecelerde iyilesme sagladi. En iyisi seftriakson (t80,
3.58 £0.69) olarak belirlendi (Sekil 4.9). Benzer sekilde, 6-OHDA uygulamasindan sonra
t80 stireleri, M1 bolgesindeki kontrol siganlarina kiyasla yaklasik dort kat (10.58 £ 1.21)
uzamistir. L-dopa, seftriakson ve Ostradiol 6-OHDA ile PH olusturulan hayvanlara
uygulandiginda, bu ajanlar farkl derecelerde iyilesme sagladi. En iyisi seftriakson (t80,
4.67 £ 0.82) olarak belirlendi (Sekil 4.10). Glutamat geri aliminda ikinci etkili ajan, hem
SN hem de M1 bolgelerinde 6stradioldii (t80, 6.67 + 0.46 ve 5.95 + 0.40). Yine, L-dopa
tedavisi anlamli (p <0.05) t80 geri alim degerleri sagladi, (t80, 9.83 = 0.60 ve 9.20 + 0.87)
ancak bu degerler hem SN hem de M1 bolgelerinde seftriakson ve dstradiol uygulanan

gruplara gore daha diisiiktiir (Sekil 4.9 ve 4.10).
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10

Glutaamat Gerialm Zamam (t80-sn)

SN Bolgesi

#
| *
T
T
£
*
L
*
T
T L
L
Kontrol 6-OHDA 6-OHDA + L- 6-OHDA + 6-OHDA +
dopa Seftriakson Ostradiol
Gruplar

Sekil 4.9. Beynin SN bolgesine ait glutamat geri alim siireleri. Veriler ortalama + standart
sapma (SS) olarak gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda #, p<0.05 ve 6-OHDA ile
kiyaslandiginda *, p<0.05, (n=6).

Glutaamat Gerialim Zamam (t80-sn)

M1 Bolgesi
#
T *
1 T
T
*
'*F T
I
-
1
Kontrol 6-OHDA 6-OHDA + L- 6-OHDA + 6-OHDA +
dopa Seftriakson Ostradiol
Gruplar

Sekil 4.10. Beynin M1 boélgesine ait glutamat geri alim siireleri. Veriler ortalama +
standart sapma (SS) olarak gosterilmistir. Kontrolle kiyaslandiginda * p<0.05 ve 6-
OHDA ile kiyaslandiginda *, p<0.05, (n=6).
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5. TARTISMA

Norodejenerasyon, beyin ve omurilikte hem nodronlarin Gliimiine hem de
ndronlarda hasar ve islev bozukluguna neden olan bir siireci ifade eder.’ Nérodejeneratif
hastaliklarin 2040'larda en 6nemli 6liim nedeni olarak kanseri geride birakacagi tahmin
edilmektedir.>*® Noronlar, MSS’yi olusturan tuglalardir ve kendi kendilerini yeniden
iiretememe veya degistirememe ile tanimlanirlar. Boylelikle hasar tehdit ettiginde hiicre
kayb1 geri dondiiriilemez olacaktir. Bu tanim, AH, PH, Huntington hastaligi (HH), ALS
ve benzeri gibi farkli patolojileri tanimlar. Bu patolojilerin olusumunda yer alan
mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilmamistir; ancak, yanlis katlanmis proteinler,
oksidatif stres, inflamasyon, eksitotoksisite ve noronal kayip gibi ortak oOzellikleri

paylasirlar.> 326

PH, yaygin ve karmasik bir norolojik hastaliktir. PH’nin ilk ayrintili agiklamasinin
yapilmasinin {izerinden iki yiizyildan fazla bir zaman geg¢mistir, ancak hastaligin
kavramsallastirilmas: hala gelismeye devam etmektedir. Oziinde, PH, SNpc’de
dopaminerjik néronlarin erken dénemde belirgin 6liimii ile gelisen ndrodejeneratif bir
hastaliktir. Bazal ganglionlarda ortaya ¢ikan dopamin eksikligi, klasik parkinson motor
semptomlari ile karakterize bir hareket bozukluguna yol acar. PH, bazilar1t motor islev
bozuklugundan on yildan fazla bir siire Once ortaya cikan c¢ok sayida motor disi
semptomla da iligkilidir. PH yonetiminin temel dayanagi, dopamin konsantrasyonlarini
artiran veya dogrudan dopamin reseptorlerini uyaran ilaglarla semptomatik tedavidir.
Bununla birlikte, PH, dopamin disindaki norotransmiterleri ve bazal ganglia disindaki

sinir sistemi bolgelerini de igerir.'8

Onceden, PH’nin esas olarak ¢evresel faktdrlerden kaynaklandig

diistiniilmekteydi, ancak arastirmalar hastalifin genetik ve c¢evrenin karmasik bir
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etkilesiminden gelistigini de ortaya koymaktadir. Bu nedenle, PH artik tan1 konulmadan
yillar 6nce baslayan, ¢ok sayida ndroanatomik alani i¢eren, genetik ve ¢evresel faktorlerin
bir kombinasyonundan kaynaklanan, genis bir semptom yelpazesiyle kendini gosteren ve
yavas ilerleyen bir noérodejeneratif bozukluk olarak goriilmektedir. PH’nin bu
karmasikliklarina klinik zorluklar eslik etmektedir. Ozellikle hastaligin erken evrelerinde
kesin taniya imkan veren tanisal testler mevcut degildir. PH nin teshisi i¢in altin standart,
Oliim sonras1 patolojik incelemede SNpc dejenerasyonu ve Lewy patolojisinin varligi
olmustur. Lewy patolojisi, Lewy cisimcikleri ve Lewy noritleri olarak adlandirilan
anormal o-siniiklein protein agregalarindan olugmaktadir. Ama Lewy patolojisi ile
hastaligin patogenezi arasindaki iligski hala tam olarak anlagilamamistir. Hastaligin geg
asamalarinda ortaya ¢ikan bir¢ok engelleyici 6zellik i¢in yonetim stratejileri zayiftir. Bu
Ozellikler, dopaminerjik tedavilere yanit vermeyen veya uzun siireli dopaminerjik ilag
kullaniminin komplikasyonlari olarak gelisen motor semptomlarin yani sira bir dizi motor

dis1 semptomu icermektedir.>!

Norodejenerasyon oranini azaltan veya hastalik siirecini durdurup hastaligi seyrini
degistiren tedaviler, ulagilmasi zor olan ve PH’de karsilanmamis en biiylik tedavi
ithtiyacidir. Mevcut tedaviler hastaligin bazi semptomlarin1 hafifletmesine ragmen, bu
ilaglarin kronik kullanimi1 PH'nin ilerlemesini engellemede etkili degildir ve tedavinin
etkinligini zayiflatic1 yan etkilerle iligskilendirilmistir. Ek olarak, PH'nin etiyolojisi tam
olarak bilinmemekte ve bu da etkili tedavilerin gelistirilmesini engellemektedir. Fakat
bununla beraber hastaligin patogenezinin anlasilmasi zaman gegtik¢e daha da artmakta
ve tabi ki bu durumda hastalik modifikasyonu i¢in potansiyel hedefleri belirlemeye
yardimc1 olmaktadir. Bizim de bu calismamizda amagladigimiz PH’nin etiyolojisi

hakkinda yeni hedefler bulmak ve tedavisi i¢in ¢esitli yontemler gelistirmeye ¢calismaktir.
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Glutamat MSS’nin en Onemli ndrotransmitterlerinden biri olup, memeli
beynindeki néronlarin % 50’si, glutamati ndrotransmitter olarak kullanmaktadir.!”!
Glutamat, memeli MSS’indeki hizli uyarici sinapslarin biiylik cogunlugunun ileticisidir
ve noron geligimi, sinir iletimi, sinaptik plastisite gibi ¢ok ¢esitli beyin fonksiyonlarinda
onemli bir rol oynar.'®® 19 MSS’deki bir siirii islevselliginin yaninda glutamat,
norotoksisiteye de neden olabilir. Bu olay glutamat reseptdrlerinin asir1 glutamaterjik
uyarimi yoluyla gergeklesir ve MSS’deki eksitotoksik etkilere aracilik eder.>?’-%2° Onceki
caligmalar, bu eksitotoksisitenin PH patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir.
Bu eksitotoksisite, dopaminerjik néronlarin dliimiine neden olabilir ve bu da hareket

bozukluklarina ve bilissel yetersizlige yol agabilir.>*°

Bazal ganglionlarda (BG) dopamin iireten hiicrelerin kaybi, PH sebepleri
incelendiginde, sorumlu tutulan anahtar 6zelliklerden biri olarak kabul edilmektedir.
Birka¢ yeni bulgu, dopamin desteginin insanlarda veya hayvanlarda dopaminerjik
ndronlar igin zamanla sitoproteksiyon saglayamadigini ortaya koymustur. Ilging bir
sekilde, BG’de hiicre dis1 glutamat artist ve glutamaterjik reseptorlerin
hiperaktivasyonunun, hiicre i¢i yolaklar ve hiicreden hiicreye etkilesimlerle ilgili kritik
bir olaylar zincirini aktive ederek noronal 6liimii indiikledigi gdsterilmistir.>*! Buna ek
olarak elde edilen veriler, glutamatin neden oldugu eksitotoksisitenin dopaminerjik néron
kaybmin ana sebebi olabilecegini diisindiirmekte ve bu nedenle anormal glutamat
miktarminda PH’de noérodejenerasyona pozitif yonde etki edebilecegi ihtimali

diistiniilmektedir.!*3

Biitin bu sonuclar ele alindiginda, glutamat reseptorlerinin
antagonize edilmesi ya da gulutamat tasiyicilarinin aktivasyonun arttirilmasi ile

gerceklesen eksitator uyarilarin hafifletilmesi yeni tedavi stratejileri hazirlanmasinda bir

yol gosterici olarak karsimiza ¢ikar.
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SN, bazal ganglion devresinin bir pargasi olarak motor hareketini ve odiil
fonksiyonlarint modiile etmede kritik bir role sahip olan orta beyin dopaminerjik
nukleusudur. SN'den putamenlere nigrostriatal yol adi verilen projeksiyonlar, PH’de

goriillen motor defisitlerde kritik rol oynamaktadir.3*?

Bu dopaminerjik noral
projeksiyonlar, SN'yi medial 6n beyin demeti yoluyla terk eder ve BG boyunca, 6zellikle
putamende birden fazla noéronal popiilasyonda sinapslar olusturur. BG’ler, istemli
hareket, biligsel planlama, duygular ve 6diil islevleri ve hatta bilis ve 6grenmeye kadar
degisen islevleri hafifleten ve kontrol eden, birbirine bagl subkortikal ¢ekirdeklerin bir
grubudur. Substantia nigra, klasik olarak bazal ganglion devresine birincil girdi ve bu
islevler i¢in kritik bir unsur olarak kabul edilir. Bu subkortikal ¢ekirdekler fel¢ sirasinda
veya norodejenerasyon sirasinda hasar gordiigiinde, PH, Huntington hastaligi, Tourette

sendromu, sizofreni, dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu ve obsesif kompulsif

bozukluk dahil olmak {izere ¢cok sayida norolojik durum ortaya ¢ikabilir.*

M1 bdélgesinin hem hareketlerin hazirlanmasinda hem de uygulanmasinda rol
oynadig1 bilinmektedir.*** M1, central sulkusun &n kiyisinda yer alir ve ana rolii, viicut
parcalarinin  hareketini kontrol etmektir. M1 ayrica, hareketi gergeklestirme
parametrelerini basit¢ce kontrol etmekten bagska bazi1 yonlerden de sensérimotor doniisiime
katilmistir.>*> M1 noronlar iyi karakterize edilmis bir glutamaterjik / GABAerjik sinir
devresi olusturur ve motor deneyimi omurga morfolojisini ve sinaptik iletimin etkinligini
degistirebilir.**® M1 islev bozuklugunun, PH ile iliskili istemli hareket bozukluklarinda

merkezi  bir rol oynadigi uzun siiredir disiinilmektedir.?” 3%

Kortikospinal
projeksiyonlarin ana kaynagi olarak M1, istemli hareketin olusturulmasi igin
gereklidir.¥% 3% Ek olarak M1, bazal gangliyon-talamokortikal projeksiyonlar icin

onemli bir sonlandirma bélgesidir.>*> **? Bu nedenle M1, parkinsonizm ile iliskili oldugu

bilinen anormal BG aktivitesinin anormal motor komutlara c¢evrildigi ve bunun
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sonucunda bozulmus hareket baslangici (akinezi), yavaslik (bradikinezi) ve hipometri
gibi belirtilerle sonuglanan bir bdlge olabilir.>*=4® Bu yiizden, bu ¢alismada, glutamat
salinimi ve geri alim dinamiklerindeki degisiklikler ilk kez SN ve M1 bdélgelerinde

arastirilmistir.

Bugiine kadar yapilan PH ¢alismalarinda bir¢ok hayvan modeli kullanilmistir. Bu
hayvan modelleri arasinda giiniimiizde en ¢ok kullanilanlar1 ise toksik modellerdir. Su
anda mevcut olan PH'nin farkli nérotoksin bazli hayvan modelleri arasinda, 6-OHDA ve
MPTP modelleri en yaygin olarak kullanilan modellerdir. Bunlar motor semptomlar1
tedavi etmeyi ve bu hastalikta meydana gelen BG’lerdeki degisiklikleri incelemeyi
amaclayan terapotik stratejilerin - gelistirilmesi i¢cin faydali modeller olarak

onaylanmustir.?”?

Biz calismamizda deneysel PH modeli olusturmak i¢in 6-OHDA’y1 kullandik.
Ciinkii 6-OHDA’nin MPTP’ye gore bizim calismamiz i¢in ¢ok daha fazla iistiin yam
bulunmaktadir. Ilk olarak MPTP ile olusturulan modeller genellikle fare ve insan olmayan
primatlar i¢in uygundur ¢iinkii sicanlar MPTP nin orta diizeylerine direng gosterirken
yiiksek dozlarinda ise sicanlarin &liim orami artar.?*® Fakat 6-OHDA ile olusturulan
modellerde bdyle bir durum s6z konusu degildir. Aksine 6-OHDA modeli en iyi sekilde
sicanlarda olusturulur ¢ilinkii si¢anlar diger hayvanlarin aksine 6-OHDA’ya ¢ok daha
duyarlidir.??> MPTP ile olusturulan dopaminerjik dejenerasyonun neden oldugu motor
eksiklikler enjeksiyondan birka¢ giin iginde diizelebilmekte bu da davranigsal
calismalari siirelerinde sinirlamalara neden olmaktadir.* Ayrica MPTP ile muamele
edilmis farelere dopaminomimetik ajanlar verilmesinin, stereotipler, artmig genel aktivite
veya hi¢c etki olmamasi gibi birgok degisken davranmigsal belirtileri indiikledigi
aciklanmistir. >*” Oysa 6-OHDA ile olusturulan PH modellerinde siklikla goriilen motor

diizeydeki semptomlar, potansiyel miidahalelerin preklinik bir degerlendirme
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yapilabilmesinde biiylik katki verecek genis bir davranis testleri dizisi gelistirilmesini
saglamistir. Bu testler, PH’ye gore sensorimotor eksikliklerin farkli yonlerinin ve hem de
tedaviyle alakali birtakim komplikasyonlarin incelenmesine olanak saglar.?* 6-OHDA
ile olusan lezyon sayesinde, unilateral lezyonlar1 olan ratlarda rahat bir sekilde
degerlendirilebilen hipokinetik bozukluklar, sensorimotor ihmal, yiiriime problemi ve
postiiral anormallikler ortaya ¢ikar. Tek tarafli bir 6-OHDA dejenerasyonu, postural
asimetrileri ve kontralateral sensérimotor eksiklikleri iceren bir hemiparkinson sendromu
olusturur.?>!> 3% 395 Qensorimotor asimetrinin olusmasi degerlendirme agisindan bazi
avantajlar sunar. Ilk olarak hayvanlar dopamin lezyonlarinin olusumunun

251

tamamlanmasina kadar hayatta kalirlar®" ve bu sayede de PH’nin tiim asamalarini taklit

etme imkanlar1 olmus olur.

MPTP modeli yapilirken enjeksiyon i.p olarak verilebilir ve bu daha kolay
enjeksiyon seklidir. Fakat 6-OHDA kan-beyin engelini gecemedigi icin direk olarak
stereotaksik yontemlerle SN, MFB veya striatuma enjekte edilmelidir.?”* Bu bir

dezavantaj gibi goriilse de tecriibeli ellerde tolere edilebilecek boyuttadir.

6-OHDA nin model olusturmada kullanilmasina ek olarak; PH patogenezinde de
norotoksik bir ajan olabilecegi diisliniilmektedir. Bunun nedeni ise yapilan bazi
calismalarda PH olmus sigcanlarin ve insanlarin beyinlerinde ve idrarlarinda 6-OHDA
maddesine rastlanilmis olmasindandir.’”*?! Ayrica 6-OHDA parkinsonun bircok
biyokimyasal dzelligini de taklit etmektedir.?3% %6 Bunun yaninda L-Dopa gibi klasik PH
tedavisinin mekanizmasini ve olugan etkilerini incelemek maksadiyla 6-OHDA modeli

basaril1 bir sekilde kullanilmigtir.2%*

6-OHDA’nin ¢aligmamizda yer alan glutamat ile de bir¢ok baglantis1 vardir.

Mesela, bazal gangliyondaki glutamaterjik iletim, 6-OHDA nedeni ile fazla lezyon
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olusmus ratlarda anlamli diizeylerde artisa neden olmustur.?’ 2°- 2 Bunun yaninda 6-
OHDA ile indiiklenen PH modelinde, bozulmus glutamat alimi ve azalmig GLT-1
ekspresyonu gozlemlenebilmektedir. Ek olarak, GLAST-1 protein ekspresyonu,
striatumun 6-OHDA ile indiiklenen lezyonunu takiben iki hafta sonra anlamli ve belirgin

sekilde azalmistir.>*

Insanlarda bulunan EAAT, glutamat sinyallemesinin c¢abuk bir sekilde
sonlandirilmasinda ve eksraseliiler ortamdaki glutamat seviyelerinin korunmasinda
birincil gorev {istlenir.'”! Artan kanitlar, EAAT ekspresyonunun PH hastalarinda ve
hayvan modellerinde azaldigim1 gostermektedir.’*> 3% In vitro c¢alismalar EAAT
inhibitorlerinin eksitotoksisite esigini diisiirerek dopaminerjik noronlar iizerinde toksik
etkiler yarattigmi gostermistir.>>! GLT-1 (EAAT?2) esas olarak merkezi sinir sistemindeki
glutamat alimindan sorumlu oldugundan, artan kanitlar PH'de GLT-1'in roliini
gostermektedir.**® 332 GLT-1 inhibitériiniin kullanilmasi, glutamat geri alimini bloke eder
ve fosforile tirozin hidroksilaz ekspresyonunu ve dopamin sentezini azaltir.>>? Ayrica,
dopamin denervasyonu GLT-1'deki modiilasyonlar1 tetikleyebilir.*>* Bu nedenle, bu
sonuglar GLT-1 disfonksiyonunun PH ilerlemesinde bir rol oynadigini1 gostermektedir.
PH'de GLT-1'in roliinii daha fazla arastirmak i¢in, yakin zamanda Assous ve arkadaslari
glutamat tastyict PDC’nin (L-trans-pirolidin-2,4-dikarboksilat) inhibitoriinii si¢canlarin
tek tarafli SNpc'sine enjekte etmek i¢in kullandi. SNpc ve striatumda dopamin
noronlariin Oliimiinii ve akson distrofisini buldular. Dopamin néron kaybi1 % 50'yi
astiginda, siganlarda motor bozukluk ortaya ¢ikmustir.** Bu calisma, glutamat tasiyici
inhibitorii kullanilarak azalmig glutamat geri aliminin dopamin néronunun 6liimiine ve
ilerleyen parkinsonizm semptomlarma yol a¢tigin1 dogrulamaktadir ve bu, glutamat
tastyicisinin azalmis fonksiyonunun PH ile iliskili oldugunu destekleyen saglam bir kanit

olmustur.
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Beyinde in vivo olarak glutamat diizeylerini 6lgmek amaciyla iki yontem
kullanilmaktadir. Bunlar mikrodiyaliz ve voltametridir. Biz glutamat geri alinim

stirelerini belirlemek i¢in ¢alismamizda voltametri yontemini tercih ettik.

Yaygin bir sekilde mikrodiyaliz yontemi kullanilmasina ragmen, yapilan bir¢ok
arastirma, problarin ilgili dokular {izerinde olumsuz etkileri oldugunu vurgulamaktadir.
Yaklasik 300 um ¢apinda olan problar, kilcal kan damarlarina (8-10 um) ve hiicrelere
(glia ve noronlar, 5-100 pm) gore hayli biiyiiktiir. Bu durum problarin yerlestirilmesi
esnasinda dokuya zarar verebilecegi kaygisina neden olmustur. Isik ve elektron
mikroskopileriyle yapilan histokimyasal analizler sonucunda norotransmitter
Olctimlerindeki meydana gelen dengesizligin, mikrodiyaliz problarinin yerlestirildigi
bolgedeki dokularda olusan travmatik hasar ile iliskili oldugu belirtilmektedir.?>> 3%
Mikrodiyaliz problari ile olusan beyindeki travmatik hasarlardan sonra saatler, giinler ve

haftalar siiren ardisik asamalarda ortaya ¢ikan, yabanci cisim reaksiyonu olarak bilinen

bir dizi olay da baglar.

Mikrodiyaliz, pikomolar seviyelerde Ol¢lime elverisli olmasi sebebiyle
voltametrik Olglimden istiin  oldugu disiinlilse de 20-50 nM’dan yliksek
konsantrasyonlara sahip ndrotransmitterlerin dl¢limiinde bir avantaj saglamamaktadir.
Sonuglarin, probun yerlestirilmesinden sonra gecen siireyle iligkili oldugu diislincesi
yaygin olarak kabul edilmistir. Mikrodiyaliz yontemiyle yapilan biitlin deney
protokollerinde, deneye baslamadan Once, probun yerlestirilmesinden sonra ve her
dl¢iimiin ardindan bir bekleme siiresi vardir.3**3%® Mikrodiyalizin bir numuneyi analiz

edebilme stiresi 1-20 dakikadir.

Voltametri yonteminde platin mikroelektrotlar kullanilir ve kimyasal

degisikliklerin ¢abuk bir sekilde 6l¢limiine imkan sagladiklarindan dolay: ideal kimyasal
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sensorler olarak kabul edilirler. Bu olay diger yontemlerle karsilastirildiginda zamansal
¢Oziiniirlik yoniiyle ¢ok daha iistiindiir. Sinaptik bosluga saniyeler i¢inde salinip geri
alinan glutamat gibi norotransmitter maddeler ile ilgili daha i1yi bilgi elde etmek amaciyla
bu sekilde bir teknigin kullanilmasi gerekmektedir. Bu mikroelektrotlar yiiksek
hassasiyete ve secicilige sahiptir bu sayede diisiik analit konsantrasyonlarinin bile
belirlenmesine izin verirler. Giinlimiizde Onemi gittikce artan ve hizla gelisen
yontemlerinden biri olan in vivo voltametri, ndrotransmitter analizine mikroelektrotlar
vasitastyla izin vermekte ve yapilan iplantasyon sonras1 dokularda herhangi bir hasara da
neden olmamaktadir. Bununla birlikte prob boyutunun daha kiiciik olmasi tek bir beyin
bolgesinden kayit alinabilmesini ve mikrodiyalize gére daha spesifik beyin bolgelerine
erisilebilmesini saglamaktadir. En yenilik¢i yontemlerden biri olan in vivo voltametri,
saniye bazli ve daha detayli veri akigina imkan saglamasi nedeniyle basta
norodejenerasyondan kaynakli beyin hastaliklari olmak iizere, tiim SSS hastaliklarinin
norotansmitter diizeylerinin analizinde kullanilir. Elektrotlar iizerine kaplanan kimyasal
bariyerler istenilen seciciligi saglayarak beyinde yalnizca istedigimiz ndrotransmitterden
Olclim yapmamiza imkan vermektedir. Biz de bu ¢alismada saglikli 6l¢iimler elde etmek
ve mikroelektrot lizerinde bulunan okuyucu bélgelerinin ayn1 beyin bolgesinde yer
almasin1 saglamak amaciyla PH ile ilgili olan M1 ve SN bdlgeleri i¢in belirlenen

koordinatlar1 bu bolgelerin en orta kisimlarina gelecek sekilde belirledik.

Seftriakson gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi etki gOsteren genis
spektrumlu bir B-laktam antibiyotiktir. Antibiyotik etkisinden baska seftriakson ile ilgili
yapilan norolojik calismalarda seftriaksonun GLT-1 ekspresyonunu artirdigini ve
sinaptik yarikta glutamat konsantrasyonlarim azalttigini gostermistir.2%> >>° Seftriakson
ayrica GLT-1'1 artirarak SN’den striatuma yansiyan dopaminerjik ndéronlarin 6liimiini

azaltir ve hareket bozukluklarmi ve PH modellerinde bozulmay: azaltabilir.**® Bununla
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birlikte, mevcut literatiir, EAAT'lerin ekspresyon seviyelerinde artiglar1 belirtirken, bu
kayitlarin higbiri, in vivo kosullar altinda glutamatin yeniden alimina iliskin herhangi bir
bilgi saglamaz. Calismamizda, glutamat geri alim siirelerinin (t80 degerleri) kontrollere
gore 6-OHDA grubunun SN ve M1 bolgelerinde yaklagik dort ila bes kat uzadigimi
gozlemledik. Kontrol grubumuzda t80 siireleri SN bolgesinde (2.70 + 0.58) sn iken M1
bolgesinde (3.00 = 0.72) sn olarak bulunmustur. SN bolgesinde t80 siireleri 6-OHDA
uygulamasindan sonra (12.04 &+ 1.51) sn olmusken, M1 bolgesinde de (10.58 £ 1.21) sn
olmustur. L-Dopa, seftriakson ve Ostradiol ile tedaviden sonra, her iki bdlgede de
glutamat geri alim siiresi farkli derecelerde diizelmis ve siralama seftriakson > dstradiol
> L-Dopa seklinde olusmustur. SN bolgesinde t80 siireleri seftriaksonda (3.58 £ 0.69) sn,
Ostradiolde (6.67 = 0.46) sn ve L-Dopada ise (9.83 = 0.60) sn olarak bulunmustur. M1
bolgesinde ise t80 siireleri seftriaksonda (4.67 + 0.82) sn, dstradiolde (5.95 + 0.40) sn ve
L-Dopada (9.20 £ 0.87) sn olarak bulunmustur. PH'de seftriakson ve diger ilaglarla
davranigsal bozukluklarin ve bilissel eksikliklerin hafifletilmesi, EAAT'lerle yakindan
iliskilidir, ¢iinkii EAAT'lerin insanlarda ve hayvan modellerinde 6grenme, hafiza ve

motor fonksiyonun modiile edilmesine katildig1 bildirilmistir.>¢! 362

Ostrojenler, ¢ogunlukla yumurtaliklar olmak iizere yag hiicreleri ve bobrek iistii
bezleri tarafindan tiretilen ve baslangigta ikincil cinsiyet 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda
ve tUreme fonksiyonunun gelisimi ile alakali steroid yapili hormonlardir; fakat
ostrojenlerin beyin ile beraber bir¢ok organ sistemi iizerinde etkisi bulunmaktadir.?'* E2
fizyolojik konsantrasyonlarinin AH ve PH gibi bazi norodejeneratif hastaliklarda
ndroprotektif etkilere sahip oldugu gosterilmistir.®> E2, hem ER’ye bagimli hem de
ER'den bagimsiz mekanizmalar yoluyla noroprotektif etkiler iiretir.>** Osrojen, dopamin
salinimi arttirmasiyla birlikte dopaminin astrositler tarafindan geri alimini inhibe ederek

de motor davranista diizelmelere sebep olur.?*° ER, deneysel otoimmiin ensefalomiyelitte
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astrositlerin E2 ile indiiklenen korumasindan sorumlu gibi goriinmektedir.’®> E2 ile
muameleden sonra, astrositler doniistiiriicii bliylime faktorii-alfa (TGF-a) ve TGF-1'in
ekspresyonunu arttirir.>%® E2, astroglial glutamat tasiyicilari GLAST ve GLT-1'in
ekspresyonunu artirarak hiicre dis1 glutamat seviyelerini diisiiriir.>’ Sonuclarimiz,
Ostradioliin hem SN hem de M1 boélgelerinde glutamat geri alim aktivitesini ikiye
katladigim1 gosterdi. Ancak, Ostradiol aktivitesi seftriaksonunkinden daha zayifti.
Bulgularimiza destek olarak, yapilan bir calismada EAAT ekspresyon seviyesinin
ostradiol tedavisinden sonra % 50 arttigi bildirilmistir.’®” Ayrica seftriakson, EAAT
ekspresyonunda % 400 artisa neden olmustur.?”> Bu konuda, yaptigimiz ¢calisma, EAAT
seviyesindeki bu degisiklikleri fonksiyonel yaniti inceleyen ilk ¢alisma olmustur. Hem
seftriakson hem de Ostradiol i¢in beynin farkli bolgelerinden elde edilen glutamat geri
alim sonuglarimiz, in vivo voltametri teknigi kullanilarak ilk kez EAAT'lerin ekspresyon

seviyeleri ile glutamatin yeniden alim stiresi arasindaki korelasyonu agik¢a gostermistir.

L-Dopa giinlimiizde hala PH tedavisinde en etkili ve altin standart ilag kabul
edilir.>®® Fakat L-Dopa uzun siire kullanildiginda hastalar nce etki siiresinin kisalmasina
bagli bir dozun etkisinin diger dozu yakalayamadigi (doz sonu fenomeni = ’wearing off™)
donemler, devaminda ise umulmadik zamanlarda iyi (“on’) ve kétii (“off”) olduklar1 “on-
off” fenomeni gibi etkinlik dalgalanmalar1 yasarlar. Tedavinin ileriki zamanlarinda
meydana gelen motor komplikasyonlar arasinda diskineziler de 6nemli bir yere sahiptir.
Onceden yapilmis bir calismanin sonucuna gére levodopa tedavisinden 4—6 yil sonra
hastalarin yaklasik %40’ nda motor dalgalanma ve diskinezi siklikla goriilmiistiir.>®
Dopamin agonistleri ile karsilastirmali ¢alismalarda ve analizlerde L-Dopa tedavisine
erken baglanan hastalarda “wearing off” (doz sonu koétiillesmesi), diskinezi, distoni ve
“on”- "off” fenomeni gibi motor komplikasyonlarin daha sik gériildiigii bulunmustur.®”°

Diskinezinin gelismesi i¢in neden olan risk faktorleri arasinda geng yas, uzun hastalik
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siiresi ve uzun siire L-Dopa kullanimi bulunmaktadir.>”! Yazinin iist kisminda bahsedilen
L-Dopanin uzun dénemde bu kadar olumsuz etkisi yiliziinden biz de calismamizda L-
Dopaya gerek kalmadan PH’nin erken evresinde faydali oldugunu diislindiigiimiiz
ilaglarin yeni tedavi stratejisi olarak kullanabilir olup olmadigini denedik. Ama ayni
zamanda L-Dopay1 da calismamizda kullandik. Ciinkii L-Dopa giinlimiizde halen en
temel PH ilacidir ve bu bakimdan bizim c¢aligmamizda standart kontrol grubu olarak
karsilastirma amagh kullanilmistir. Yani L-Dopanin PH’nin erken evrelerinde gosterdigi
faydali etkileri diger ilaglarimizin da farkli mekanizmalarla da olsa gosterip
gosteremedigini arastirip birbirleriyle olan karsilastirmalarini yaptik. Bunun yaninda L-
Dopanin glutamatin geri alim siiresi {izerine etkisi var m1 bunu 6grenmek istedik. Ciinkii
yapilan bazi g¢alismalarda alinan sonuglara goére 6-OHDA ile lezyon olusturulmus
siganlarda kronik L-Dopa tedavisi sonrasinda ilging bir sekilde hem hiicre dis1 glutamat
miktar1 artarken ayn1 zamanda GLT-1 ekspresyonu da artmistir.>*” Bu GLT-1 artisinin ise
astrositler tarafindan, glutamatin neden olabilecegi norotoksik etkilere kars1 bir koruma
olusturmak amaciyla yapildig diisiiniilmektedir.”? Biz de ¢alismamizda bu birbirine zit
iki olayin hangi yonde daha fazla meydana geldigini bulmaya calistik. Yaptigimiz
voltametri deneyleri sonucunda PH modeli olusturulmus sicanlara gore L-Dopanin
glutamat geri alim stiresini bir miktar da olsa iyilestirdigini bulduk. Bdylece mevcut
calismamiz sayesinde ilk kez dopaminin PH {izerinde olusturdugu faydali etkinin kismen

de olsa glutamatin ortamdan uzaklastirilmasindan kaynaklandigini ortaya koymus olduk.

Yakin tarihli bir caligmada, striatal néronlarda degismis glutamaterjik sinyal ile
dopamin sekresyonundaki degisikliklerin ve sinyallemenin, kortikostriatal devrede ve
anormal motor korteks aktivitesinde disinhibisyonla indiiklenen degisikliklerin altinda

yatan neden oldugu bildirilmistir.>”
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Noral degisikliklere, 6zellikle motor aktivitede davranigsal bozukluklar eslik eder.
Noronal dejenerasyon, iyilesme siirecleri ve karsilik gelen davranis degisiklikleri
arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in PH'nin hayvan modellerinde davranissal eksikliklerin
incelenmesi énemlidir.?* Lokomotor aktivite testi, PH hayvan modellerinde davranissal
izleme igin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.>’* Lokomotor aktivite testi ile
davranistaki degisiklikler potansiyel ilag etki mekanizmalari1 hakkinda 6nemli bilgiler
ortaya cikarabilir. Ayrica, lokomotor aktivite, MSS hasar1 veya hastaliginin hayvan
modellerinde fonksiyonel sonucunu etkileyebilir. Ornegin, birgok farkli psikoaktif ilag,
noronal reseptdr bolgelerinde hareket edebilir ve motor islevi dogrudan etkileyebilir.
Benzer sekilde, birgok arastirmaci tarafindan kullanilan beyin hasar1 modelleri, motor
davramista hemen gdze carpmayan veya bazen belirgin degisiklikler iiretebilir.>”
Ambulatuvar aktivite, normal egzersiz disindaki tiim aktiviteleri iceren spontan fiziksel
aktiviteyi temsil eder.>’® Azalmis motor kas fonksiyonuna sahip hayvanlar, genellikle kat
edilen toplam mesafe ve hareket siiresi ile iligkili olan daha diisiik ambulatuar aktiviteye
sahiptir.?>?> Buna yaninda da artmis dinlenme siiresine sahiptirler. Parkinson hastalarinin
motor defisitlere bagli olarak fiziksel ambulatuar aktivitelerde azalma gosterdigi
bildirilmistir.>”” 6-OHDA toksisitesinin semptomlar1 PH'dekilere benzer oldugundan, 6-
OHDA kaynakli lokomotor aktivitede azalma ve motor koordinasyonunun analizi

ilaglarimizin etkilerini test etmek i¢in uygun bulunmustur.

Davranigsal bulgularimiz, 6-OHDA grubunda bu tiir degisiklikleri agik¢a ortaya
koydu. Lokomotor testi sonuglarimiz 6-OHDA'nin dinlenme siiresinde artisa ve
ambulatuvar harekette ve toplam mesafede azalmaya neden oldugunu gosterdi.
Lokomotor testi sonuglaria gore kontrol grubumuzdaki ratlarin ambulatuvar hareketleri
1072.17 £230.59; toplam katettikleri mesafe 2268.47 + 649.60 cm ve dinlenme zamanlar1

ise 759.74 £+ 64.00 sn olarak bulundu. 6-OHDA grubumuzda ise bu degerler ambulatuvar
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hareketler 668.83 + 164.81; toplam katettikleri mesafe 1260.83 = 252.54 cm ve dinlenme
zamanlar1 846.05 £ 62.58 sn olarak bulundu. Yine, L-Dopa, seftriakson veya ostradiol
ile tedavi, 6-OHDA'nin neden oldugu degisiklikleri tersine ¢evirdi. Burada da L-Dopa
grubu icin ambulatuvar hareket 950.67 + 150.18; toplam katedilen mesafe 2243.93 +
461.24 cm ve dinlenme zamani 755.57 £ 56.90 sn olarak bulundu. Seftriakson grubu i¢in
ambulatuvar hareket 1012.50 + 200.48; toplam katedilen mesafe 2403.92 £ 695.38 cm ve
dinlenme zamani 723.50 = 67.43 sn olarak bulundu. Ostradiol gurubu i¢in de ambulatuvar
hareket 839.50 = 309.90; toplam katedilen mesafe 1814.18 + 857.62 cm ve dinlenme
zamani ise 760.43 £ 85.32 sn olarak bulunmustur. Ayrica, L-Dopa, 6-OHDA'nin neden
oldugu artan apomorfin ile tetiklenen donme davranisimi hafifletti. Sonuglarimizda
kontrol grubumuza gore (0 £+ 0) 6-OHDA grubunda donme sayis1 agir1 miktarda artmisken
(147.16 = 50.53), L-Dopa ile tedavi bu istem dis1 hareketleri anlamli derecede (53.67 +
5.50) azaltmistir. Donme testinin dogrudan dopamin seviyeleri ile iliskili oldugu ve PH
modellerinde dopamin dengesizligini yansittig1 diisiiniilmektedir.>’® Glutamat tasiyici
aktivatorleri tarafindan {retilen degisiklikler, dogrudan dopamin seviyelerine etki
edemez. Elde ettigimiz sonuglar 15181inda seftriakson ve ostradiol kullanimimin PH'nin
erken evresinde faydali olabilecegini diisiinliyoruz. Erken asamalarda, bu ilaglar glutamat

seviyelerindeki artiglar1 azaltabilir, boylece SN'deki dopaminerjik noéronlar1 koruyabilir.

Onceki bir ¢alisma, silindir testindeki penge tercihinin (asimetri), SNc'deki
dopaminerjik néronlarin hayatta kalmas ile oldukea iliskili oldugunu bildirmistir.>*° Bu
caligmada, silindir testinde kontrol hayvanlarinin ¢ift penge dokunma yiizdesi % 72.20
olarak belirlenmistir. Sag hemisferde 6-OHDA enjeksiyonu cift pence kullanim oranini
% 5.56'ya diisiirdii ve sag pence kullanim yiizdesini % 77.78'e c¢ikardi. L-Dopa,
seftriakson ve Ostradiol ile tedavi, ¢ift pence ylizdelerini sirasiyla % 37.83, % 48.79 ve %

49.01’e yiikseltti. Siganlar, 6-OHDA enjeksiyonundan hemen sonra sadece sag
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pencelerini kullanmalarina ragmen, L-Dopa, seftriakson ve dstradiol ile tedaviden sonra
hem sag hem de sol pengeleri kullanmaya basladilar. Bu bulgu, seftriakson ve dstradioliin

L-Dopa'dakilere benzer etkiler iirettigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biitiin diinyada AH’den sonra en sik karsimiza ¢ikan ikinci hastalik olan PH, halen
diinya genelinde daha iyi anlasilmasina ihtiya¢ duyulmakta ve hastaligin iyilesmesine
katkida bulunacak yeni tedavi Onerileri sunularak mevcut tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi i¢in ¢alisilmaktadir. Biz de bu ¢alismayla PH’ye farkli bir bakis acisi ile
bakmayi, bu hastaligin altinda yatma ihtimali olan baska mekanizmalar1 incelemeyi ve
bu mekanizmalar1 hedef alan gelistirilebilecek yenilik¢i tedavi yontemleriyle birlikte bu

hastalik i¢in yeni tedavi onerileri 6nerebilmeyi amagladik.

Bu ¢aligma ile glutamat ve PH arasinda bir iligki oldugunu voltametri yontemi ile
saniye bazli dl¢limler yaparak ilk kez gostermis olduk ve yine Parkinson tedavisinde
kullanilan L-Dopanin glutamat geri alim siirelerini kismen de olsa diizelttigini ilk kez
gostermis olduk. Ayn1 zamanda ek olarak yaptigimiz bu ¢aligsma, in vivo glutamat geri
alim stiresinin PH'de yeni bir terapotik hedef olabilecegini gostermistir. Ek olarak,
seftriakson ve Ostradiol gibi EAAT aktivatorlerinin sadece PH olusumunu onlemekle
kalmay1p, ayn1 zamanda PH'nin davranigsal semptomlarini iyilestirme potansiyeline de

sahip oldugunu gostermis olduk.

lleriki zamanlarda yapilacak ¢aligmalar ile glutamat ve PH arasindaki iliskiye
dayali yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine faydali olacak olan bu g¢alisma, konuya
giincel ve farkli bir agidan yaklasimiyla halen tedavi imkdnm1 bulunmayan PH igin,
gelecekte arastirmacilarin tedavide yeni hedefler belirlemesine ve bu hastaligin ¢ok daha

iyi anlagilmasina katkida bulunacaktir.
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