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OZET

Deneysel Parkinson Modeli Olusturulmus Sicanlarda Bromelain’in Etkilerinin
Levodopa ile Kiyaslanarak Arastirilmasi

Amag: Parkinson hastaligi (PH) substansiya nigra pars kompakta (SNc)’da
dopaminerjik (DAerjik) ndronlarin progresif dejenerasyonu ile karakterizedir. L-Dopa
giiniimiizde en etkili farmakolojik tedavi yontemi olup norodejeneratif siireci degistirmeye
degil, semptomatik olarak yasam kalitesini arttirmaya yoneliktir. Bununla birlikte L-
Dopa’nin uzun siireli kullanimi diskinezi ve motor dalgalanmalara sebep olmaktadir.
Noroinflamasyonun PH’de rolii oldugu bilinmekte ve bu bakimdan antiinflamatuvar ajanlarin
tedavide etkinlikleri arastirilmaktadir. Bu tezde deneysel PH modeli gelistirilmis ratlarda
antiinflamatuvar 6zellige sahip BRM’nin PH’de alternatif tedavi edici 6zelliklerini ve ayni
zamanda L-Dopa’nin tedavi edici etkilerini artirma potansiyeli olup olmadigini davranis
testleri, histopatolojik inceleme ve genetik agidan arastirmak hedeflenmistir.

Materyal ve Metot: Ratlar rastgele 5 gruba ayrildi. Gruplar; Kontrol, PH, PH+BRM,
PH+L-Dopa, PH+BRM+L-Dopa olarak belirlendi. Deneysel PH modeli ratlara unilateral 6-
OHDA enjeksiyonu yapilarak gerceklestirildi. Ratlara 14 giin siire ile BRM, L-Dopa ve
BRM+L-Dopa kombinasyonu verildi. Apomorfin, silindir ve lokomotor aktivite testleri
sonrasi deney sonlandirildi. inflamatuvar aktiviteyi belirlemek icin ratlarin substansiya nigra
(SN) bolgesinde GFAP, TNF-a ve nNOS ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak
belirlendi. Ayni1 bolgede D1 ve D2 gen ekspresyon seviyesi RT-PCR ile tespit edildi.

Bulgular: PH grubunda apomorfin ile indiiklenen rotasyonel testte kontralateral
donme sayist, silindir testtinde ipsilateral penge kullanim yiizdesi, lokomotor aktivite testinde
dinlenme siiresi artmisti. L-Dopa verilmesi bu parametreleri belirgin olarak azaltti, BRM nin
etkileri L-Dopa’nin altinda kaldi. BRM ve L-Dopa birlikte verildiginde bu parametrelerdeki
azalmalar maksimum diizeydeydi, yani BRM L-Dopa’nin etkilerini genellikle gliclendirmisti.
Lokomotor testinde ambulatuvar aktivite, horizontal aktivite ve katedilen mesafe L-Dopa
uygulamasi PH grubuna gore bu parametrelerde belirgin artislara yol agtt. BRM uygulanmasi
yalniz basina bu parametreler lizerine anlamli bir etki yapmazken L-Dopa ile birlikte
verildiginde L-Dopa’nin etkisini arttirmistir. Vertikal aktivite testinde ise BRM uygulanmasi
L-Dopa ile ayn1 miktarda artisa neden olmus, L-Dopa ile birlikte uygulandig1 zaman ise L-
Dopa’nin etkisini giliclendirmistir. Histopatoloji bulgularinda PH grubunda artan GFAP,
TNF-a ve nNOS ekspresyon diizeyleri L-Dopa uygulanan grupta belirgin bir sekilde
azalmigti. BRM uygulamasi1 L-Dopa kadar olmasada bu inflamatuvar parametrelerin
ekspresyon diizeylerinde azalmaya yol agmis, L-Dopa ile birlikte verildiginde L-Dopa’nin
etkisini artirmigtir. SN bolgesinde tespit edilen D1 reseptor diizeyi PH grubunda bir miktar
azalma gostermis, L-Dopa uygulamasi D1 diizeyini belirgin olarak artirmig, BRM tek basina
uygulanmasi D1 ekspresyon diizeyi lizerine ¢ok az artirirken L-Dopa ile birlikte verilirken L-
Dopa’nin etkisini artirdigi gortilmistiir. D1°den farkli olarak PH grubunda D2 reseptor
diizeylerinde belirgin artis olmustur. L-Dopa bu artis1 6nemli oranda azaltmistir. BRM
uygulanmasi L-Dopa kadar olmasada D2 reseptor diizeylerini azaltmig, L-Dopa ile birlikte
verildiginde L-Dopa’nin etkisini giiclendirdigi goriilmiistiir.

Sonuc: Bu sonuclar BRM’nin deneysel PH’de olusan hasar iyilestirmede yetersiz
oldugunu, fakat hem davranigsal hem de norodejeneratif siireci iyilestirmede L-Dopa'nin
etkilerini artirdigin1 géstermektedir. BRM’nin PH’de etkisini daha da detaylandirmak igin
hastaligin patogenezinde yer alan farkli mekanizmalarin incelenmesi yararl olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, 6-OHDA, Bromelain, L-Dopa,
Inflamasyon, D1, D2
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ABSTRACT

Investigation of the effects of Bromelain in rats with experimental Parkinson’s
model by comparison with Levodopa.

Aim: Parkinson's disease (PD) is characterized by progressive loss of dopaminergic
neurons in substantia nigra pars compacta (SNc). Until now, L-Dopa is the most effective
pharmacological therapy for PD. Although it does not alter the neurodegenerative process, it
is aimed to improve the quality of life symptomatically. Nevertheless, long-term L-DOPA
administration leads to the dyskinesias and motor fluctuations. Neuroinflammation is known
to play arole in PD. In this respect, the effectiveness of anti-inflammatory agents in treatment
of PD is being investigated. In this thesis, it was aimed to investigate the alternative
therapeutic properties of BRM, which has anti-inflammatory feature, in rats with
experimental PD, as well as its potential to increase the therapeutic effects of L-Dopa by
using behavioral tests, and histopathological and genetical examination methods.

Material and Method: Rats were randomly divided into 5 groups as follows; control,
PD+BRM, PD+L-Dopa, PD+BRM+L-Dopa. PD rat model were created by unilateral
stereotaxic injection of 6-OHDA. Rats were treated with BRM, L-Dopa and combination of
BRM and L-Dopa for 14 days. The experiment was terminated after apomorphine, cylinder
and locomotor activity tests. Inflammation in SN was detected by immunohistochemical
expression of GFAP, TNF-a and nNOS. D1 and D2 gene expression levels were determined
by RT-PCR.

Results: In the PD group, the number of contralateral rotations in the rotational test
induced by apomorphine, the percentage of ipsilateral paw use in the cylinder test, and the
resting time in the locomotor activity test were increased. Administration of L-Dopa
significantly reduced these parameters, however, the effects of BRM remained below L-
Dopa. When BRM and L-Dopa were given together, the reductions in these parameters were
maximal, i.e., BRM generally increased the effects of L-Dopa. Compared to the PD group,
L-Dopa led to significant increases in the parameters of the ambulatory activity, horizontal
activity and total distance parameters of the locomotor activity test. While BRM alone did
not have a significant effect on these parameters, it generally enhanced the effect of L-Dopa
when given together. In the vertical activity test, BRM caused similar amount of increase as
L-Dopa, and when it is applied with L-Dopa, it increased its effect. In histopathological
examination, increased GFAP, TNF-a and nNOS expression levels in the PD group were
significantly decreased by L-Dopa treatment. Although not that much of L-Dopa, BRM
treatment caused decreases in the expression levels of these inflammatory parameters, and it
enhanced the effect of L-Dopa when given together. The D1 receptor level detected in the SN
region showed a slight decrease in the PD group, L-Dopa treatment remarkably increased the
D1 level, while BRM alone slightly increased D1 expression level, while it was given with
L-Dopa, it increased its effect. Unlike D1, there was a significant increase in D2 receptor
levels in the PD group. L-Dopa significantly reduced this increase. Although the effect of
BRM was lower than L-Dopa, it has decreased D2 receptor levels, and when given with L-
Dopa, it enhanced its effect.

Conclusion: These results show that although BRM is not sufficient enough to
improve the damage in experimental PD, it enhances the effect of L-Dopa in improving both
behavioral and neurodegenerative processes by increasing its effectiveness. It will be useful
to examine the different mechanisms involved in the pathogenesis of the disease in order to
further elaborate the effect of BRM in PD.

Keywords: Parkinson's Disease, 6-OHDA, Bromelain, L-Dopa, Inflammation, D1,
D2
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH) tremor, rijidite, bradikinezi ve postiiral instabilite ile
karakterize kompleks, progresif norodejeneratif bir hastaliktir. Ilk olarak 1817 yilinda
James Parkinson tarafindan “titrek fel¢” (shaking palsy) olarak tanimlanan bu hastalik
daha sonra Jean-Martin Charcot tarafindan “Parkinson hastaligi” ismi ile karakterize
edildi ve bu isim giiniimiize kadar geldi*. Genellikle ortalama olarak 50 ve 60 yas arasi
bireylerde baslayan PH geng yaslardaki bireyleri de etkileyebilir; yaklasik olarak tiim
hastalarin %5 inde 40 yasindan 6nce PH oykiisii s6z konusudur®. 65 yas iistii erigkinlerin
yaklasik %2-3’nii etkileyen PH’nin insidans1 yasin ilerlemesi artis gdstermektedir®. Artan
yasli niifusa bagl olarak, 2050 yilina kadar PH prevalansinin yaklasik olarak iki kat
artacagi ve bu durumun yakin bir gelecekte dnemli bir saglik sorunu haline gelecegi
tahmin edilmektedir®.

PH nigrostriatal dopaminerjik (DAerjik) ndron dejenerasyonu, ndron
dejenerasyonuna bagli olarak striatum bdlgesinde dopamin (DA) miktarinda azalma,
ayrica o-siniiklein igeren Lewy cisimciklerinin (LC) varlig ile karakterize, ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir. Genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi PH’ye olan
yatkinligin  belirlemesinde olduk¢a etkili olmakta ve ayni zamanda hastaligin
heterojenitesini agiklamaktadir. PH’nin etyolojisinde noronal dejenerasyona sebep olan
birgok risk faktoriinden bahsedilmesine ragmen patofizyolojik silire¢ tam olarak
anlasilamamistir’. Norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde onemli bir bilesen
olan inflamasyon son zamanlarda PH’de yogun olarak arastirilmaktadir. Immiin sistem
disfonksiyonu, genetik mutasyonlar1 ve c¢evresel faktorlerin etkilesimine katkida
bulunarak hastaligin olusumuna neden olmaktadir. Bununla birlikte néroinflamasyonun
PH patogenezinde ayirt edici 6zellik olan DAerjik noron harabiyetinin baglatilmasinda ve

progresyonunda rol oynayan énemli bir faktor oldugu diisiiniilmektedir® °. Postmortem



PH vakalarinda ve deneysel PH modellerinde aktif mikroglia ve reaktif astrositler néronal
dejenerasyon ile iliskili olan bolgelerinde bulunmakta ve tiimor nekroz faktor alfa (TNF-
a), interlokin (IL)- 6 ve nitrik oksit gibi (NO) gibi proinflamatuvar mediyatorlerin
salinmasiyla inflamatuvar siirece katkida bulunmaktadir'® 1,

Yapilan yogun arastirmalara ragmen PH progresyonunu Onleyici ve
norodejeneratif  stireci 1iyilestiren etkili farmakolojik tedavi yOntemi heniiz
bulunamamuistir. DA’nin prekiirsorii olan levodopa (L-Dopa) giiniimiizde PH tedavisinde
kullanilan en etkili farmakolojik ajandir ve hastalarin yasam kalitesini ve motor
semptomlari iyilestirmede diger ilaglara gore daha etkilidir'?. Fakat L-Dopa’nin uzun
stireli  kullannomi  PH’li bireylerin yasam Kkalitesini olumsuz yonde etkileyen
komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle modern/konvansiyonel tip ile birlikte
hastaligin tedavisinde ve prognoz siirecini iyilestirecek tamamlayic1 ve alternatif tip
yontemleri de PH tedavisinde arastirilan bir dizi farkli saglik uygulamalaridir. Bu
baglamda PH patogenezinde dnemli bir yer tutan inflamasyona yonelik antiinflamatuvar
terapotik yontemler, ayn1 zamanda hastaligin progresyonunu Onleyebilen ndroprotektif
etkiye sahip olabilecekleri diisiiniilen bitkilerden elde edilen bilesikler ve gesitli bitkisel
tiriinler in vitro ve preklinik aragtirmalarda denenmekte ve hastaligin tedavisinde ilag
etken madde olma potansiyelleri arastiriimaktadir™ 4,

Bromelain (BRM), Bromeliaceae familyasindan Ananas comosus (Ananas)' dan
izole edilen siilfhidril i¢eren proteolitik enzim kompleksidir. BRM; inflamasyon,
oksidatif stres, immiin cevap gibi fizyolojik ve patolojik siiregleri igeren birgok sinyal
yolagiyla etkilesime girebilmektedir. Bu nedenle BRM terapdtik potansiyeli, tek basina

veya diger ajanlarla kombinasyon halinde, klinik oncesi ve klinik ortamlarda test

edilmekte ve bu da bir takim klinik endikasyonlar diisiindiirmektedir®® °.



Bu tez calismasinda, PH patogenezinde goriilen ve ilerleyici norodejeneratif
siirece neden olan inflamasyon {lizerine BRM’nin etkilerinin arastirilmasi, hali hazirda
kullanilan L-Dopa tedavisinde BRM ile L-Dopa etkilesimlerinin incelenmesi, olasi
faydalarmin arastirilmasi ve kanitlanan faydalarinin modern tibba kazandirilmasi
amaglanmaktadir. Bu amagla; deney hayvanlarinin substansiya nigra (SN) bolgesine
unilateral 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) nérotoksinin enjeksiyonu ile PH modeli
olusturulmus, BRM’nin tek ve L-Dopa ile kombinasyon seklinde PH modeli olusan deney
hayvanlarina uygulanarak tedavi edilmis, tedavi ajanlarinin etkilerini ¢gesitli motor testler
ve davranis deneyleriyle degerlendirilmis, patolojik ve genetiksel degisiklikler

incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahig

2.1.1. Parkinson Hastaligi Tanimm ve Tarihgcesi

Parkinson hastaligi (PH) ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan
yaymlanan ve bir ndroloji klasigi haline gelen “Titremeli Fel¢ Uzerine Bir Deneme” de
“titrek fel¢” (shaking palsy) olarak tanimlanmis ve bu hastalifa “Paralysis Ajitans™ ad1
vermistir2. 1861 yilinda Dr. Jean Martin Charcot hastaligin 6zgiin tanimina kas rijiditesi,
mikrografi ve duyusal degisiklikler gibi bircok 6zelligi de ekleyerek hastaligin taniminm
genisletmis ve hastaliga onu tanimlayan ilk kisinin admi vermistir®. 1912 yilinda Fritz
Heinrich Lewy gilinlimiizde hala PH’de patolojik bir belirteg olarak kabul edilen
inkliizyon cisimciklerini tanimlamig ve 1919 yilinda Konstantin Tretiakoff substansiya
nigra (SN)’da dopaminerjik (DAerjik) ndéron kayiplarinin hastalik ile iliskili oldugunu
tespit etmistir. 1960 yilinda Oleh Hornykiewicz PH’de beynin striatum bdlgesinde
dopamin (DA) eksikligi oldugunu bildirmistir}’. PH’de substansiya nigra kompakta
(SNc)’bolgesinde DAerjik ndron harabiyetine bagl olarak DA azalmasi ve beynin farkli
bolgelerinde néronlarin sitoplazmalarinda goriilen anormal a-siniiklein protein birikimi
ile karakterizedir. Giiniimiizde PH olusumundan sorumlu olan bu patofizyolojik olaylarin
nedeni hala tam olarak aydinlatilamamigtir’ 8,

2.1.2. Parkinson Hastah@ Epidemiyolojisi

PH, Alzheimer hastaligindan sonra yasla iligkili ikinci en sik goriilen, ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir. Ortalama yasam siiresinin uzamasi ve buna bagli olarak
yash niifusun giderek artmasi sonucu PH prevalansit tiim diinyada giderek artis
gostermektedir®.

PH tiim 1rklar ve tiim etnik gruplarda goriilmesine ragmen hastaligin dagilimi ve

goriilme siklig1 etnik kdken ve cinsiyete gore farklilik gostermektedir. PH’nin prevalansi



en fazla Avrupalilar ve Kuzey Amerikalilar gibi beyaz irk, en az ise Afrika’daki siyah
irka mensup insanlarda goriilmektedir. Hastaligin insidansi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
yillik olarak 100.000'de 5 ila 35 kisi arasinda degismektedir. Ayrica hayatin 6. dekatindan
9. dekatina gegiste hastaligin insidansinda 5’ten 10 kata kadar bir artis gosterdigi
saptanmustir’®. Yapilan meta-analizi ¢alismasinda diinya genelindeki veriler yas bazinda
degerlendirildiginde hastaligin yas ile birlikte 100.000'de; 40-49 yas aras1 41, 50- 59 yas
arast 107, 55-64 yas arast 173, 60-69 yaslarinda 428, 65-74 yas aras1 425, 70-79
yaslarinda 1087 ve 80 yas tizeri bireylerde 1903 oldugu bildirilmistir. Sadece 9 c¢alisma
yas standartlarina goére cinsiyet oranlarini incelemis olup bu calismalarin 5'inde
erkeklerde anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p <0.05)%.

2.1.3. Parkinson Hastahg: Etiyolojisi

En yaygin ikinci norodejeneratif hastalik olan PH’nin etiyolojisinde ¢esitli risk
faktorlerinden s6z edilse de hastaliin patofizyolojik siireci tam olarak bilinmemektedir.
Genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu hastalifin patolojisinde goriilen ileri
diizeyde noron dejenerasyonunun meydana geldigi disiniilmektedir. PH’nin
olusumunda, progresyonunda etkisi olabilecek ve PH insidans ve prevalansi ile iligkili
olan bazi risk faktorleri tanimlanmustir?® 23,

2.1.3.1. Parkinson Hastah@: Etyolojisinde Yashhk

Yaglilik PH i¢in en biiyiik risk faktoriidiir ve 60 yas iistii bireylerde hastaligin
insidans1 artmaktadir®®. 50-90 yas aras1 bireylerde yaslanma ile birlikte beyin agirliginin
her on yilda yaklasik olarak % 2-3 oraninda azaldig1 bildirilmistir. Norolojik bozuklugu
olmayan bireylerde SN DAerjik néron sayisinin her on yilda % 7 ila 9,8 oraninda azaldig1
tahmin edilmektedir?. Protein yanlis katlanmasina bagl olusan a-siniikleinin yillara

bagli birikimi ve DA metabolizmasina bagh reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu

yaslanma ile beraber daha belirgin bir sekilde goriilmektedir. Yaslilikla birlikte SN’da



wild-tip mitokondriyal DNA (mtDNA) kopmalarina bagli adenozin trifosfat (ATP)
iretimi ve protein degredasyonunda azalma, oksidatif strese bagli biriken néromelaninin
kronik inflamasyon ve hiicre 6liimiine neden olmasi gibi siiregler sonucu DAerjik néron
kayb1 goriilmekte ve buna bagli motor bulgular ortaya ¢ikmaktadir® 28, Bununla birlikte,
ileriki yastaki cogu bireyde PH goriilmemektedir. Bu nedenle PH risk faktorii olan
yaslilik ayn1 zamanda genetik ve ¢evresel faktorlerle etkilesim halinde olup, bu faktorler
hastalikta goriilen klinik cesitliligi agiklamaya yardime1 olmaktadir?®,

2.1.3.2. Parkinson Hastahg Etyolojisinde Cinsiyet

PH riski ayn1 yas grubundaki kadin ve erkeklerde yapilan ¢alismalarda erkeklerde
kadinlara oranla iki kat fazla oldugu goriilmiistiir. PH’de cinsiyet farkliliklarinin etyolojik
kanit1 olarak Gstrojen hormonunun DAerjik néron dejenerayonu iizerinde ndroprotektif
ve semptomatik olarak iyilestirici etkiye sahip olmas1 gosterilmektedir?” 28,

2.1.3.3. Parkinson Hastahig Etyolojisinde Cevresel Faktorler

PH’de cevresel faktorler tek basina veya genetik faktorler ile kompleks etkilesim
gostererek hastaligin olusumunda ve progresyonunda etkili olmaktadir. Pestisitler,
herbisitler ve agir metallerin PH insidansini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir.
Tarim alanlarinda 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MTPT), parakuata ve manebe
gibi tarim ilaglarina maruz kalma sonucu nigrostriatal dejenerasyon ve mitokondriyal
kompleks-I inhibisyonu; demir, kursun ve manganez gibi agir metaller bazal ganglionlar
(BG)’da birikerek oksidatif stres, DAerjik ndron Olimii ve ndrotransmisyonda
bozukluklara neden oldugu yapilan c¢alismalarda bildirilmistir®® %. PH olusum riskine
bagli sebeplerden biri mesleki faktorler olmakla birlikte kimyasallara maruz kalan tarim
iscileri, tekstil calisanlar1 ve ressamlar, viral enfeksiyonlara maruz kalan tip ¢alisanlarinda
PH goriilme riski artmaktadir®. Ayn1 zamanda travmatik beyin hasari, icilen suyun

kalitesi, X kromozomuna bagli ¢ekinik 6zellik, B-blokor kullanimi, sosyoekonomik



durumlar ve influenza A viriisii gibi bircok ¢evresel faktor PH olusumunda etkilidir®® 2.

Bunula birlikte sigara (doz bagimli), kahve ve kafein tiiketiminin PH riskini azalttigini
gOsteren meta-analizi ¢alismalar1 mevcuttur. Sigara igmenin yaklasik % 40-50, kafein
tilketiminin ise % 25 oraninda PH gelisim riskini azalttigi bildirilmistir. Sigara igen
bireylerde nikotinin DAerjik noéronlar iizerinde protektif etkiye sahip oldugu ve DA
salimimin stimiile ettigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda in vivo g¢alismalar nikotinin DA
transmisyonunu modiile edebilecegini ve L-Dopa kaynakli diskinezileri azaltabildigini
gdstermistir®® 3, Kafein adenosin 2A reseptdr antagonisti olup SN’da DAerjik néronlar
eksitotoksik hasardan korudugu, ‘off’ siiresini azalttigi ve klinik motor bulgular
iyilestirdigi bildirilmistir®. Sigara ve kafein tiiketimi ile ilgili epidemiyolojik, klinik
oncesi ve klinik ¢alisma sonuclar tutarsizlik géstermektedir. Bu sebepten 6tiirii sigara ve
kahvenin etken maddeleri ile PH iliskisini arastiran farmakolojik ¢alismalar ihtiyag
duyulmaktadir®,

2.1.3.4. Parkinson Hastahg Etyolojisinde Genetik Faktorler

PH’de goriilen DAerjik néron kaybininin temel mekanizmasi bilinmemekte fakat
patogenezinde birgok genin rol oynadigi ve bu genlerde goriilen polimorfizmlerin PH
gelisiminde ve progresyonunda onemli risk faktorii olabilecekleri tespit edilmistir.
PH’nin %10-151ik kismi genetik gecisli oldugu ve hastalarin geri kalan biiyiik kisminin
ise sporadik (idiyopatik) oldugu bildirilmistir. Genetik gecisli PH’nin otozomal dominant
ve otozomal resesif olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Otozomal dominant PH ge¢
baslangicli olup sorumlu genler a-sinuklein (SNCA), 16sinden zengin tekrar i¢eren kinaz
2 (LRRK2 ), ve VPS35°dir. LRRK2 genindeki mutasyonlar, otozomal dominant PH’de
en yaygin sebebi olup tiim ailesel formlarin %10’unu olusturmaktadir. Otozomal resesif
PH’den sorumlu genler ise PARKIN (PRKN), PINK 1 (Pten-Tarafindan Indiiklenen Kinaz

1), ATP13A2 (PARK9) ve onkogen DJ-1 (DJ-1) genleri olup PRKN geninde goriilen



mutasyonlar erken baslangigh otozomal resesif vakalarm % 50'sinde sorumludur®,
Bunlarin disinda glukoserebrozidaz (GBA), Mikrotiibiil-iliskili Protein Tau (MAPT) ve
major histokompatibilite kompleksi, smif 1l (HLA-DQB1) genlerininde goriilen
mutasyonlar PH risk faktorleri arasinda gosterilmektedir®®.
2.1.4. Parkinson Hastahig Tam Kriterleri
Giliniimiizde PH i¢in kabul goren tanmi kriterleri Birlesik Krallik Parkinson
Hastalig1 Dernegi Beyin Bankas1 Tan1 Olgiitlerine gore olusturulan tan1 kriterleridir. Bu
kriterler dahil etme, dislama ve destekleyici kriterler olmak tiizere {i¢ basglik altinda
degerlendirilmektedir®’.
Parkinson Hastalig1 Tam Kriterleri:
Dahil Etme Kriterleri
o Bradikinezi (tekrarlayan el, ayak hareketlerinin baslatilmasinda giigliik,
yavaglama, hareketin amplitiidiinde azalma) ile birlikte asagidaki 6zelliklerden biri veya
daha fazlas1 bulunmalidir.
Kas rijiditesi
4-7 Hz istirahat tremoru
Postural instabilite. (primer gorsel, vestibiiler, serebellar veya derin duyu ile
ilgili islev bozuklugundan kaynaklanmayan)
Dislama Kriterleri
o  Tekrarlanan inme dykiisii ve parkinsoniyen bulgularin basamakli seyri
o  Tekrarlanan kafa travmasi 6ykiisii
o  Kesin ensefalit dykiisii
o Semptomlarin baglangicinda ndroleptik tedavi dykiisii
o  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)’ye maruz kalma

o  Yiiksek dozda L-Dopa’ ya olumsuz yanit (malabsorpsiyon diglanmalr)



o

O

Birden fazla akrabanin etkilenmesi

Stirekli remisyon

3 yil sonrada belirtilerin tek tarafli seyretmesi
Erken evrede otonomik tutulum

Erken evrede agir demansiyal bulgular
Okiirolojik krizler

Supraniikleer bakis palsi

Babinski bulgusu

Serebellar bulgular

CT veya MRI’da serebral tiimdr veya kommiinikan hidrosefali bulgusu

Destekleyici Kriterler

PH tanis1 i¢in asagidaki 6zelliklerden ti¢ veya daha fazlasi gereklidir;

o

(O]

o

o

Tek taratli baglangig

Istirahat tremoru

Progresif bozukluk

En ¢ok baslangic tarafini etkileyen kalic1 asimetri
L-Dopa’ya ¢ok iyi yanit (% 70-100)

L-Dopa’ya bagl agir diskineziler

5 yil veya daha uzun siiren L-Dopa yanit1

10 y1l veya daha uzun siiren klinik seyir

2.1.5. Parkinson Hastah@ Simiflandirilmasi

PH;
parkinsonizm, parkinson-plus sendromlar ve herediter dejeneratif parkinsonizm olmak

lizere dort ana baglikta incelenmektedir. Bu dort ana baglik altinda yer alan diger alt

primer (idiopatik) parkinsonizm, sekonder (semptomatik,edinsel)

siflandirmalar Tablo 2-1°de gosterilmistirs,



Tablo 2.1. Parkinson Hastalig1 Siniflandirmasi

Primer (Idiopatik)
Parkinsonizm

Parkinson Hastalig1
Juvenil parkinsonizm

Sekonder
(Semptomatik,edinsel)

Parkinsonizm

O O O O O O O

e}

Infeksiydz: Postensefalitik, yavas viriis enfeksiyonu, AIDS
Ilaglar: Dopamin reseptdr blokerleri (Antipsikotikler,
antiemetikler),

Rezerpin, tetrabenazin, alfa metil dopa, lityum, flunarizin
Toksinler: MPTP, Co, Mn, Hg, metanol, etanol

Vaskiiler: Multienfarkt demans, Binswanger Hastalig1
Travma: Boksor ensefalopatisi
Hipoksi

Metabolik: Paratiroid
hepatoserebral dejenerasyon
Hemiparkinsonizm-hemiatrofi
Diger: Beyin tiimorleri, normal basingh
siringomezensefali

hastaliklari, hipotiroidi,

hidrosefali,

Parkinson-Plus
Sendromlar

O O O

Progresif supraniikleer paralizi (PSP)

Multisistem Atrofiler (MSA)

Shy-Drager sendromu (SDS/MSA-A)

Striatonigral dejenarasyon (SND/MSA-P)

Sporadik olivopontoserebellar atrofi(OPCA/MSA-C)
Guam’imn parkinsonizm-demans-ALS kompleksi (PDACG)
Kortikobazal-gangliyonik dejenerasyon (KBGD)
Progresif pallidal atrofi — pallidonigral dejenerasyon

Herediter  Dejeneratif
Parkinsonizm

O O O O OO0 O OO0 O

O

Huntington Hastalig1

Wilson Hastalig1

Haller Vorden- Spatz Hastalig1

Familyal Olivopontoserebellar atrofi

Familyal bazal gangliyon kalsifikasyonu (Fahr Hastalig1)
Seroid-lipofuksinoz

Gerstmann-Straussler-Scheinker Hastaligi
Machodo-Joseph Hastalig

Periferik noropatili ailesel parkinsonizm
Noroakantositozis -Lubag (Filipino X’e bagli distoni ve
parkinsonizm tablosu)

Striatal nekrozlu mitokondrial sitopatiler

2.1.6. Parkinson Hastaliginin Noroanatomik Mekanizmalar:

2.1.6.1. Bazal Gangliyonlar

Bazal gangliyonlar (BG) o6grenilmis hareket paternlerinin yiiriitiilmesini ve
stirdiiriilmesini saglamak ve bunun yani sira dikkat, 6grenme, planlama, 6diil davranisi,
yanit se¢imi ve inhibisyonu gibi bilissel islevlerde de rolleri olan bir grup ¢ekirdektir. BG
islevlerini yerine getirebilmek icin afferent uyarilarini bir kismini frontal korteksten

(motor korteks, premotor alan, suplamenter motor alan, singulat korteks, dorsolateral ve
10



orbitolateral frontal korteks) bir kism1 da parietal korteksten alir ve efferent uyarilarini
talamus aracilig1 ile serebral korteksin ilgili bolgelerine gonderirler®®. BG’nin temel
afferent ¢ekirdegi olan striatuma serebral korteksten gelen bilgi direkt ve indirekt yollar
kullanarak BG’nin ¢ikis kapist olan Globus Pallidus internal segmenti (GPi) ve
substansiya nigra pars retikularis (SNr)’e aktarilir. Direkt ve indirekt yolun serebral
korteks motor alanlarindaki etkileri zit olmakla birlikte néropeptidleri ve reseptorleri de
birbiriden farklidir. Direkt yol gama-aminobiitirik asit (GABA), substans P, dinorfin ve
DI reseptorleri ile iligkili iken; indirekt yol, GABA, enkefalin ve D2 reseptdrleri ile
iliskili olmaktadir*® 4,

2.1.6.2. Bazal Gangliyon islevsel Anatomi

BG, anatomik olarak beyin hemisferlerinin derinlerinde, talamusun lateralinde ve
beyaz cevherde (substantia alba) yer alan iki ana subkortikal yap1 olan striatum (nucleus
caudatus, putamen) ve globus pallidustan (GP) olusmaktadir. Aym1 zamanda
diensefelonda yer alan subtalamik nukleus (STN) ve mezensefelonda yer alan substantia
nigra (SN) bu sistemle iligkilidir. GP, globus pallidus internus (GPi) ve globus pallidus
externus (GPe) olmak {izere iki lateral segmentten olugsmaktadir. SN ise substantia nigra
pars compacta (SNc) ve substantia nigra pars reticularis (SNr) olmak tizere iki kisma
ayrilmaktadir®® 4> 4. SNc bolgesinde bulunan néronlar DA sentez yan iiriinii olan
noromelanini igerirler ve bu pigmentler SNc boélgesinde koyu renkli bir goriiniim
kazandirlar. Kaudat niikleus ve putamene korpus striatumu, putamen ve GP lentikiiler
niikleusu olusturmaktadir. BG’ye gelen ana girdiler yani afferent sinyaller striatumdan

giris yaparken, GPi ise BG nin ana ¢ikis kapisini olusturmaktadir(Sekil 2.1.)% 42,

11



Sekil 2.1. Bazal gangliyon ve ¢ekirdeklerinin lokalizasyonu (CN: Kaudat niikleus, Put:
Putamen, GPe: Globus pallidus eksterna, GPi: Globus pallidus interna, STN: Subtalamik
niikleus, SNc: Substantia nigra pars kompakta, SNr: Substantia nigra pars retikiilata)*.

2.1.6.3. Bazal Gangliyon Devreleri

BG’ler tek basina calismayan serebral korteks, talamus ve beyin sap1 ile siirekli
yakin iligkide olan ve bu bolgelerin islevlerini koordine eden yardimer motor sistemdir.
BG’lerin kendi aralarinda ve bahsedilen bu bélgeler ile arasinda ¢ok sayida anatomik
baglant1 bulunmaktadir. BG’ler bu kompleks etkinligi diizenlemede serebral korteksin
farkl1 bolgelerinden afferent uyarilar alir ve fonksiyonun uygun sekilde yapilmasini
saglayacak efferent uyarilari ise talamus aracilif1 ile serebral kortekse geri gdnderir®t,
Ayni zamanda bahsedilen islevlerin koordineli bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in ilgili
yolaklara ait bazi 06zgilil ndrotransmitterler gorev almaktadir. ‘Motor devre’ bu
yolaklardan en iyi tanimlanmis olanidir®.

BG’lerin afferent uyarilarinin ¢ogunlugunu frontal korteksten (motor korteks,
premotor alan, suplamenter motor alan, singulat korteks, dorso-lateral ve orbitolateral
frontal korteks) daha az yogunlukta uyariy: ise parietal korteksten almaktadir. Afferent
uyarilar primer olarak striarumdan BG’lere girig yaparlar. Serebral korteksten ve SNc’den
gelen afferent yollar striatumda sonlanmir®®. Striatum yapisal olarak % 90 orta biiyiikliikte

dikensi (MSN; medium spiny neurons) ve % 10'u ise internoronlar olmak tizere iki farkli
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tipte noron igerir. Tim MSN’ler nérotransmitter olarak GABA’y1 kullanan inhibitor
noronlardir. MSN’ler GPe, GPi ve SNr’ ye projeksiyon gondermektedir. Striatumdan GP1
ve SNr’ye uzanan MSN’ler direkt, GPe’ye uzanan MSN’ler ise indirekt yolun
baslangicini olusturmaktadir®®.

Direkt yol; Striatumda MSN’ler iizerinde toplanan ve entegre edilen sinyallerin,
GPi ve SNr’ye, bu bolgelerden talamusun ventral anterior (VA) ve ventral lateral (VL)
segmentine, daha sonra ise VA ve VL segmentlerinden ¢ikan aksonlarin serebral
korteksin prefrontal, premotor ve suplemantar motor alanlarina giden dongiilerinden
olusur. Direkt yolu baslatan MSN’lerde GABA’nin yanisira kotransmitter olarak P
maddesi (substans P) ve dinorfin bulunmaktadir. BG’lerin efferent uyarilarinin cogunlugu
GPi ve SNr lizerinden talamusa giderken, kiiciik bir kismi ise beyin sapindaki
pedinkiilopontin niikleusa gider‘#2,

Indirekt yol; Striatumda MSN’ler iizerinde toplanan ve entegre edilen sinyallerin,
GPe’ye, buradan STN’ye daha sonra GPi, buradan da talamusun ventral anterior (VA) ve
ventral lateral (VL) segmentlerine ve bu segmentlerden ¢ikan aksonlarin serebral
korteksin prefrontal, premotor ve suplemantar motor alanlarina giden dongiilerinden
olusur. Indirekt yolda GPe, GABAerjik transmisyon ile STN iizerinde inhibitorik etki
gosterirken STN ise glutamaterjik transmisyon ile GPi ve SNr’yi eksitatorik etki
gostermektedir. Bazal gangliyonlarin ana ¢iktilarini olusturan GPi ve SNr’de GABAerjik

transmisyon ile talamusa inhibitér uzantilar géndermektedir (Sekil 2.2)% 4147,
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Sekil 2.2. Bazal gangliyonlarda direkt ve indirekt yollarin mekanizmas1*®

SNc bolgesinden striatuma uzanan nigrostriatal yol BG’lerin kendi aralarinda
olusturdugu baglantilardan biri olup ndérotransmitteri DA’dir. Nigrostriatal yolda
sentezlenen DA GPi’de yogun olarak bulunan D1 reseptorii ile direkt yol iizerinde
uyarici, GPe’de yogun olarak bulunan D2 reseptorii ile indirekt yolda inhibe edici etkiye
sahiptir2. Direkt yolda D1 reseptérlerinin uyarilmasia bagl olarak GPi’ da inhibisyonu
artar, talamus ve pedinkiilopontin niikleusda goriilen inhibitor etki azalir ve boylece
korteks uyarilir ve hareket kolaylasir. indirekt yolda ise D2 reseptdrlerinin uyarilmasina
bagli olarak GPi’ da inhibisyon azalir, STN’de goriilen inhibisyon artar ve GPi’de daha
az aktivasyon goriiliir*>. GPi aktivitesindeki azalmaya bagli olarak talamusun
aktivitesinde goriilen artig hareketi kolaylastirir. Birbirine ters calisan direkt ve indirekt

yol GPi tizerinde sinerjistik etkiye sahiptir ve birbirini tamamlayan bu iki yolagin DAerjik

saliimin tizerindeki dinamik dengesi motor hareketin ince ayarini diizenlemektedir. DA
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deplesyonu, direkt ve indirekt yolaklarin birbirleriyle fonksiyonel ve yapisal olarak
baglantililarinda degisim PH patofizyolojisinde énemli rol oynamaktadir*® 0,

2.1.7. Dopamin ve Dopamin Reseptorleri

3, 4-Dihydroxytyramine olarak da bilinen DA nigral noronlarda sentezlenen
endojen bir norotransmitterdir. DAerjik néronlar diensefalon, mezensefalon ve olfaktor
bulbusta lokalize olan anotomik ve fonksiyonel bakimdan heterojenik bir hiicre
grubudur®®. Beyinde bulunan DAerjik hiicrelerin yaklasik olarak %90°1 mezensefalonun
ventralinde bulunmaktadir. Mezensefalik DAerjik sistem nigrostratal, mezolimbik,
mezokortikal ve tuberoinfundibular gibi nominal sistemlere ayrilmistir ve bu sistemler
icerisinde en iyi bilinen SNc kaynaklanan ve kaudat-putamene (dorsal striatum olarak da
bilinir) kadar uzanan nigrostriatal sistemdir. Nigrostriatal yoldan salinan DA, D1 veya

D2 reseptorlerini eksprese eden MSN’de kortikostrital iletimi modiile eder ve bdylece

bilingli motor hareketleri diizenlemede 6nemli rol oynar (Sekil.2.3.)%% %3,

Hypothalamus

®—> Mesocortical pathway

®—> Mesolimbic pathway
Nigrostriatal pathway

®—> Tuberoinfundibular pathway

Sekil 2.3. Dopaminerjik projeksiyon yolaklar:®

Tirozin hidroksilaz (TH) enzimi tetrahidrobiopterin, Oz ve Fe?* kofaktor olarak
kullanarak tirozin amino asidini L-Dopa’ya katalizler. L-Dopa, piridoksal fosfata sahip
aromatik dekarboksilaz (Dopa dekarboksilaz) enzimi ile dekarboksillenir ve DA firetilir.
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DAerjik noronlarda sentezi takiben, DA vezikiiler monoamin tasiyici 2 (VMAT?2) ile
sinaptik vezikiillerin asidik liimeninde sekestre edilir>3,

DA, motor ve motivasyon, kognisyon, emosyonel ve néroendokrin gibi non-motor
fonksiyonlarini gerceklestirebilmek icin DA reseptorlerine etki eder. DA reseptorleri yedi
transmembran parcali yapida olan G protein kenetli reseptorlerdir (GPCRs). D1, D2, D3,
D4 ve D5 olmak iizere bes alt tipi olan DA reseptorleri iki gruba ayrilmaktadir. D1
benzeri D1 ve D5 reseptorlerini igermekte ve etkisini adenilat siklazi (AC) aktivasyonu
ile ikincil bir haberci olan siklik adenozin monofosfat (CAMP) iiretimine yol agarak
gostermektedir. D2 benzeri reseptorler ise D2, D3 ve D4 olmakla birlikte etkilerini AC
inhibisyonu ile cAMP {iretimini baskilayarak gosteririler. D1 ve D2 benzeri reseptorler
transmembran domainlerinde yliksek seviyede homoloji gostermelerinne ragmen farkl
farmakolojik etkilere sahiptirler. D1 benzeri reseptorler eksitator etki gosterirken D2
benzeri reseptorler inhibitor etkiye sahiptirler. Merkezi sinir sisteminde DA reseptor alt
tiplerinin yogunlugu D1 > D2 > D3 > D5 > D4 olarak bildirilmistir®.

2.1.7.1. D1 Benzeri Reseptorler

D1 ve D5 reseptorlerini iceren D1 benzeri reseptor ailesi striatum, kaudo-putamen,
niikleus akkumbens, SNr ve olfaktdr bulbusda yogun olarak eksprese edilmektedir. D1
reseptorleri 6diil sistemi, lokomotor aktivite, 6grenme ve hafiza sisteminde 6nemli rol
oynamaktadir. D1 ve D5 reseptorleri, AC tarafindan cAMP {iretimini uyarmak i¢in G
proteinlerinin Gs /olf ailesini aktive ederler ve striatumda GABA-erjik MSN’lerde
postsinaptik olarak bulunurlar. Ayni zamanda bu reseptorler fosfolipaz C'yi aktive eden
ve hiicre i¢i kalsiyum salinimini indiikleyen sinyal iletim yollarinda da rol oynarlar.
Kalsiyum protein kinaz C (PKC) gibi proteinlerin aktivasyonunun yanisira ekzositoz ile
norotransmitter saliiminin modiilasyonunu da diizenler. D1 reseptdrleri primer olarak

‘dogrudan’ striato-talamo-kortikal yolakta norotransmisyondan sorumludur®® >,
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2.1.7.2. D2 Benzeri Reseptorler

D2, D3 ve D4 reseptorleri iceren D2 benzeri DA reseptor ailesi alt tiplerinin D2
kisa ve D2 uzun tip reseptorler olmak tizere 2 izoformu bulunmaktadir. D2 reseptor ailesi
beyinde ozellikle kaudat, putamen, ventral tegmental alan ve SN’de yogun olarak
eksprese edilirken septal bolge, amigdala, hipokampus, talamus, serebellum ve serebral
kortekste daha disiik konsantrasyonlarda eksprese edilmektedir. D2 reseptorleri D1
benzeri reseptorlerinin aksine hem postsinaptik hem de otoreseptor etkilere sahiptir. D2
reseptorler postsinaptik reseptor aracili davranigsal ve ekstrapiramidal aktivitede 6nemli
bir rol oynar. Otoreseptder olarak D2 reseptorleri, ndronal eksitabilitede azalis, DA sentez
ve depolanmasinda azalisa yol acarak salinimini inhibe ederek lokomotor aktiviteyi
azaltirken postsinaptik D2 reseptorlerinin aktivasyonu lokomosyonu stimiile etmektedir.
Bu reseptdr ailesinin aktivasyonu tipik olarak G proteinlerinin Gai/Gao ailelerini aktive
ederek AC inhibisyonu yoluyla cAMP firetimini azaltarak PKA aktivasyonunun
azalmasina yol agar. Striatal D2 reseptorleri ‘dolayli’ striato-talamo-Kkortikal yolakta
bulunmaktadir. D2 reseptorlerinin yapisal olarak D1 reseptorlerden farki altinci ve
yedinci transmembran zincir arasindaki hiicre i¢i ilmek (loop)’in daha biiyiik olmasidir
ve D2 benzeri reseptorler D1 benzeri reseptorlere gore daha kiiciik C-terminal hiicre ici
segmentlere sahiptirlers® 5859,

2.1.8. Dopamin ve Dopamin Reseptérlerinin Parkinson Hastalig ile Tliskisi

Beyindeki toplam noéron sayisinin % 1'inden daha azini olusturan DAerjik
noronlar, motor davranig, motivasyon ve hafiza gibi fonksiyonlarda rolii olan spesifik
beyin bolgelerini innerve eder. DA seviyesinin kontrolii fiziksel ve zihinsel foksiyonlarin
normal isleyisinin kontroliinde oldukga biiyiik 6neme sahiptir. SNc bolgesindeki DAerjik
noronlarin harabiyeti ile karakterize olan PH’de 6len hasta bireylerin etkilenmeyen

bireylere kiyasla beynin SNc bolgesindeki DAerjik néronlarin yaklasik % 50-70
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harabiyeti  goriilmektedir®®>.  SNc  bolgesinde  gorilen  DAerjik  noron
harabiyeti/dejenerasyonu PH motor semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan
BG aginda hiicresel ve sinaptik islev bozukluklarina neden olur. BG'lerin ana giris kapisi
ve kortikal girdilerin ana alicis1 olan striatumda bulunan néronlariin aktivitesi icin DA
sisteminin aktif olmas1 gerekmektedir. PH’de goriilen DA ve DA reseptor aktivitesindeki
diislis striatum noron aktivasyonunda azalisa bagli olarak hareketi baslatmak ve
gerceklestirmek zorlasir (hipokinezi). DA diizeyinde artis BG’lerde hareketin artisi ve
ayni zamanda istenmeyen hareketlerin olusmasina yol agar (hiperkinezi). DAerjik
noronlar striatumun fonksiyonu i¢in oldukga 6nemli rol oynamakta ve kortikal girdilere
karsi striatal devrenin olusturacag tepkiyi ayarlamaktadir®. Direk ve indirek striatal
projeksiyon yolaklarindaki herhangi bir disfonksiyon hareket bozukluklarina yol agtigi
goriilmektedir. DA, direkt ve indirek striatal projeksiyon ndronlarinda sirasiyla fonksiyon
goren D1 ve D2 reseptorleri tizerinde zit etkilere sahiptir. PH’de SNc'de hiicre kaybina
bagli olarak striatal DA eksikligi direk ve indirek yollarin fonksiyonlarinda sirasiyla
azalis ve artisa yol acarak bradikinezi ve hareketlerde yavaslamaya neden olmaktadir.
GPi/SNr'den ¢iktilarin artisi STN’nin asir1 aktivitesine neden olarak talamokortikal
projeksiyonun inhibisyonunda artis ve hareketi baslatma ile iligkili kortikal ndronal
aktivasyonunda azalisa yol acar®? ®, Striatum néronlarinin uyarilabilirliginde meydana
gelen bu degisiklikler sonucu D1 reseptorlerin uyarilmasinda goriilen azalisa bagli olarak
direk yolagin aktivitesinin azalma olurken; D2 reseptdrlerin inhibisyonundaki azalisa
bagli olarak striatopallidal (GPe) projeksiyonlarda aktivitenin artmasi goriilmektedir.
Sonug olarak; PH’de BG’lerin disaridan gelen girdiyi modiile edis ve yanit verisi

bozulmustur (Sekil 2.4)> &,
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Sekil 2.4. Normal ve Parkinson durumunda direkt ve indirekt yolaklarinin sematik

diyagrami®.

2.1.9. Parkinson Hastalig: Klinik Ozellikleri

PH, BG’ler ve onlarin baglantili oldugu motor yapilar1 etkileyen bir
ekstrapiramidal sistem hastalig1 olup hastaligin klinik 6zelliklerine yol acan DAerjik
ndron dejenerasyonu sonucu motor fonksiyonlarda azalma ile karakterizedir®*. Tek yanli,
genelde iist ekstremite baslangicli olup TRAP kisaltmasi altinda gruplanabilen ‘tremor,
rijidite, akinezi (veya bradikinezi) ve postiiral instabilite’ dort kardinal bulguya sahiptir®®.
PH’de motor semptomlarin heterojenik 6zellige sahip olmasi hastalifin alt tiplerinin
siniflandirilmasini saglamistir. Aym1 zamanda PH’i olfaktor disfonksiyon, bilissel
bozukluk, psikiyatrik semptomlar, uyku bozukluklar1 ve otonomik disfonksiyon gibi non-
motor semptomlarlada iligkilidir. PH’nin motor 6ncesi veya prodromal fazi1 olarak
adlandirilan bu donem klasik motor semptomlarin baslamasinda 12-14 yi1l kadar erken

baslayabilen, ndrodejenerasyona bagl hastaligin tanisinin heniiz kesinlesmedigi evredir®.
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2.1.9.1. Tremor

PH karasteristik bulgusu olan istirahat tremoru hastalarin yaklagik olarak iicte
ikisinde goriilen, tipik olarak hafif ve aralikli olarak baslayan ve genellikle 4 ila 6 Hz
frekans diizeyinde 6l¢iilen, supinasyon-pronasyon ya da "hap yuvarlamasi" seklinde tabir
edilen el titremesidir. Genellikle tist ekstremite distalinden unilateral olarak baslar ve
hastaligin ilerlemesine bagli olarak ekstremitelerin proksimaline yayilim gosterir. PH
tremoru en sik ellerde goriilmekle birlikte tremor alt ekstremiteler, ayak parmaklari, dil,
cene ya da dudaklar1 da etkileyebilir. Tremor giin icerisinde emosyonel stres, mental
aktivite ve diger ekstremitenin motor hareketi sirasinda artar, REM uykusuna
dalindiginda kaybolur. Istirahat tremoru PH’de goriilen en sik tremor olmasina ragmen
postural ve kinetik tipte aksiyon tremorlar1 da gdzlenebilir> .

2.1.9.2. Bradikinezi

BG disfonksiyonunun en Kkarakteristik semptomu olan bradikinezi, PH
hastalarinda en sik goriilen klinik &zellik olup istemli hareketin yavashigini
tanimlamaktadir. Hareketin planlanmasi, baglatilmasi ve yiiriitiilmesi ile sirali ve es
zamanli hareketlerin gergeklestirilmesi ile ilgili zorluklar yasanir. PH’de istemli motor
hareketlerin yavaslamasinin yani1 sira mimik hareketlerinin kaybolmasi, géz kirpma,
yiiriime sirasinda otomatik kol hareketlerinde ve yutkunma gibi otomatik hareketlerde de
bir azalma goriilmektedir® ®’. PH’de hareketlerdeki yavaslama Sonucu, yiiz ifadesinin
kaybolmasi (hipomimi), el yazis1 genliklerinin daha kiiclik olmasi (mikrografi) ve basi
kaldirmadan yukar1 bakamama gibi disfonksiyonlar dikkat ¢ekmektedir®’.

2.1.9.3. Rijidite

Rijidite; genellikle agonist ve antagonist kaslarda es zamanli goriilen, eklemin
pasif hareketi ( eklem ¢evresinde fleksiyon, ekstansiyon veya rotasyon) boyunca ortaya

cikan ve ‘disli ¢ark fenomeni’nin eslik ettigi artan direng ile karakterizedir. Disli ¢ark
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fenomeni, tremorun rijiditeye es zamanl olarak eslik etmesi sonucu rijiditenin kesikli
olarak hissedilmesini tanimlamaktadir. Rijiditenin belirgin olmadigi durumlarda froment
manevrast (kontralateral ekstremitelerle yapilan istemli hareketler) ile rijidite
kuvvetlendirilir®®,

2.1.9.4. Postiiral instabilite

PH’nin tipik olarak en az spesifik bulgusu olan postural instabilite ayn1 zamanda
en fazla ozirliilige neden olan ve tedaviye en az yamit veren bulgusudur. Postural
instabilite, hem otomatik postural reaksiyon (gorsel, vestibiiler ve somatosensoriyal
girdilere yanit olarak) hem de beklenen postiiral ayarlamalarin kaybedilmesi sonucu
olusmaktadir®. Postiiral instabilitenin derecesi hastanin arkasindan omuzlarina
uygulanan ani bir gekmeye verdigi postiiral yanitin degerlendirildigi ‘cekme (pull) testi’
kullanilarak belirlenebilir. Bu bulgunun goriildiigii olgularda gévdede fleksiyon postiirii
varliginda hastalar ‘festinasyon’ adi verilen artan hizda ve sanki agirlik merkezini
yakalamaya ¢alistyor, durmakta giicliik ceker gibi yiiriiyiis sekli ortaya cikar®®.

2.1.10. Motor Olmayan Semptomlar

SN’de DAerjik noron dejenerasyonuna bagli olarak meydana gelen motor
semptomlar PH tanis1 konulmasinda esas faktorler olmasia ragmen PH klasik motor
bulgularin yanisira ¢esitli motor olmayan semptom ve bulgularla da iliskilidir. PH’de
DAerjik nigrostriatal dejenerasyonunun yani sira perifer ve merkezi sinir sistemindeki
seratonerjik, glutamaterjik, adrenerjik ve kolinerjik norotransmitter sistemlerde goriilen
anormallikler PH’de motor olmayan semptomlarin goriilmesine neden olmakta ve
hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir’® . Motor olmayan belirtiler
hastaligin tanisindan yillar 6nce baglamakta olup hastalifin seyri sirasinda da ortaya
cikabilen ve hastalifin her evresinde de goriilebilen depresyon, anksiyete, cinsel islev

bozuklugu, kognitif disfonksiyon, apati, psikoz, uyku bozukluklari, otonomik ve duysal
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bozukluklar gibi ¢esitli belirtileri igermektedir. a-siniiklein patolojisi ile birlikte Lewy
cisimcikleri (LC)’nin olugmasi ile korele oldugu diisiiliilen bu patolojik siire¢ beyin
sapindan baslamakta anterior olfaktor ¢ekirdekler, hipotalamus ve talamusun limbik
sistemle iligkili boliimleri, limbik sistem ve neokortikal tutulum izlemekte ve bu patolojik
gidis Braak evrelemesi ile derecelendirilmektedir’* "3,

2.1.11. Parkinson Hastalig1 Noropatolojisi

PH noropatolojik belirleyicisi beynin SNc¢ bolgesinde DAerjik ndronlarin
dejenerasyonu ve/veya kaybi ile goriilen striatal DA eksikligi, LC olarak adlandirilan
sitoplazmik inkllizyonlarin varligidir. LC’ler intrandronal fibril olan a-siniiklein
mevcudiyeti ile karakterizedir™®. 140 amino asitten olusan, SNCA geni tarafindan
kodlanan a-siniiklein proteini beyinde 6zellikle neokorteks, hipokampus, SN, talamus ve
beyincikte yiiksek miktarda eksprese olmaktadir. a-siniiklein proteinin fizyolojik rolii net
olmamakla birlikte muhtemel olarak sinaptik vezikiil dinamikleri, mitokondriyal
fonksiyon, intraseliiler transportta rol oynadig1 ve ayn1 zamanda potansiyel bir saperon

olabilecegi diisiiniilmektedir®® 7.

SNCA geninde goriilen nokta mutasyon ve
triplikasyon, ¢evresel ve genetik faktorlerin etkisi ile ¢oziinebilir yapida olan a-siniiklein
proteinin dogal yapisini kaybedip ¢6ziinemeyen a-Siniiklein fibrillerini olusturmasi ve a-
siniiklein proteininde goriilen yanlis katlanmalar PH patolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir’. PH patolojik bulgularinda a-siniiklein agregatlarmin ilk olarak beyin
sapinda monoaminerjik ve kolinerjik ndronlarda birikmeye bagladigi daha sonra
mezensefalon ve bazal 6n beyine infiltre oldugu ve hastaligin ilerleyen evrelerinde ise
limbik ve neokortikal beyin bolgelerine yayildig1 gériilmektedir™ . Braak ve ark.
PH’nin patolojik evrelendirme sisteminde periferik sinir sisteminden baglayarak MSS’yi

asamali olarak etkileyen alt1 evre dnermislerdir. Bu evreler; a-siniiklein agregatlarinin

medulla oblongata/pontin tegmentum ve olfaktor bulbus/on olfaktor nukleusta sinirl
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olarak goriildiigli ve premotor semptomlarin baslangici ile uyumlu olan Evre 1-2; SN,
mezokorteks ve talamus bolgelerinde goriilen ciddi patolojik degisiklige bagli olarak
motor semptomlarin goriilmesi ve PH’nin klinik fazinin ortaya ¢iktigi Evre 3-4,
neokorteksin etkilendigi, hastaligin ileri dereceye ulastigi ve tiim klinik boyutlarmi
gosterdigi Evre 5-6°dir®® ™ 77, Braak tarafindan onerilen evreleme sistemi postmortem
PH vakalarinin bir kismi i¢in gegerli gériinmesine ragmen bu paternde onerilen evreleme
sisteminin ¢ogu vakada uyum gostermedigi ic¢in giinlimiizde kullanilabilirligi
tartigmalidir® 78,

PH’de nigrostriatal yolakta olusan néronal hasarin klinik patoloji ile korelasyon
gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte PH patolojisinde Meynert ¢ekirdeginin bazal
kismi, locus coeruleus, pediinkiilopontin ¢ekirdegi, rafe ¢ekirdegi, vagus dorsal motor
cekirdegi ve amigdala gibi beynin farkli bolgelerinde ndrodejenerasyon goriilmektedir®®
9, SNc’de bulunan nigrostriatal néronlar yogun miktarda néromelanin igerirler. SN¢’deki
melanin igeren DAerjik hiicrelerin depigmentasyonu PH’nin noéropatolojik bir bulgusu
olup SNc’deki hiicre kaybi ile DA transporter mRNA ekspresyon seviyesi ile korele
oldugu tespit edilmistir’®. PH’de ilk motor semptomlarin gériilmesi igin nigrostriatal
yolakta DAerjik noronlarin % 40 ila % 50 oraninda dejenerasyonunu takiben striatumda
DA konsantrasyonunun %60-%80 konsantrasyonunda azalmig olmasi gerektigi
saptanmustir’® 8. Son yillarda yapilan klinik ve patolojik calismalar PH’de motor
semptomlarin baglangicina kadar SNc boélgesinden striatuma uzanan ndéron akson
terminallerinde dejenerasyon olustugu saptanmistir. Genellikle PH semptomlar ortaya
citkmadan cok oOnce baslamasina ragmen 60 yas ve sonrasinda klinik belirtiler
goriilmektedir’®.

Nigrostriatal yolakta DAerjik noron harabiyeti ayn1 zamanda PH’de goriilen non-

motor semtomlara da neden olmaktadir. Bununla birlikte PH’de mezensefalonun ventral
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tegmental alaninda (VTA) hafif-orta diizeyde DAerjik noéron dejenerasyonu
goriilmektedir. VTA’dan kaynaklanan noronlarin aksonlar1 ventral striatum ( nukleus
accumbens), limbik (hipokampus ve amigdala), orbitofrontal korteks ve anterior singulat
korteks alanlarina projekte olur. PH’de mezokortikal limbik sistemde goriilen DA
norotransmisyonunda goriilen dejenerasyon PH hastalarinda goriilen kognisyon, davranis
ve zihinsel islevlerde yavaslama gibi non- motor semptomlarin goériilmesine neden
olmaktadir®®.

Farkli klinik fenotiplere ve genetik etyolojiye sahip heterojen bir hastalik olan
PH’nin patolojisinde goriilen hiicre kaybina yol acan olaylarin mekanizmasi heniiz tam
olarak anlagilamamistir. Cevresel ve genetik faktdrlerin neden oldugu mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres, protein agregat olusumu, ubiquitin-proteazom sistemlerinin
otofaji-lizozomal sistemlerindeki anormallikler, eksitotoksisite ve noroinflamasyonun
biyokimyasal ve hiicresel anormalliklerin temelinde rol oynadig diisiiniilmektir®.

Inflamasyon ve oksidatif stresin PH mekanizmasinda énemli bir rol oynadig
bilinmektedir. Inflamasyonun olusmas1 hiicre ve doku harabiyetine bagl olarak olusan
zararl ajanlar1 uzaklastirmak icin koruyucu bir cevap olmasina ragmen, inflamasyonun
kontrol edilmemesi sonucu normal hiicre ve dokularda da dejenerasyona yol acarak
kronik inflamasyona neden olur. PH patogenezinde gerek hasarli néronlarin siirekli
varlig1 gerek yasa bagli olarak gelisen norodejenerasyonun mikroglia ve astrosit gibi
hiicrelerin aktivasyonuna yol agarak ndroinflamatuvar siireci tetikledigi goriilmektedir®
65, Ayrica PH patogenezinde énemli rol oynayan a-siniiklein birikimide asir1 mikroglial
aktivasyona yol agar. Aktiflesen mikroglia ve astrositlerden NF-kB’nin regiilasyonu
sonucu TNF-a, IL-1B, iNOS ve siklooksijenaz-2 (COX-2) gibi proinflamatuvar
sitokinler, ve ayn1 zamanda ROS ve reaktif nitrojen (RNS) tiirleri olmak {izere serbest

radikaller salinmaktadir’® 8!, Olusan proinflamatuvar sitokinler, ROS ve RNS DAerjik
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noron harabiyetine ve ndrodejenerasyonun kronik progresyonuna yol agar. Ayni zamanda
inflamasyon ile gériilen yiiksek demir igerigi, Ca*? kanal ekspresyonunda bozulmalar ve
antioksidan savunma sisteminde azalmaya bagli olarak da nigral DAerjik néronlarin
hassasiyetini artirmaktadir. SN’de goriilen DA metabolizmasi sonucu olusan
metaboliterde ROS artsina yol agmaktadir. PH’de SN bolgesinde detoksifiye edilemeyen
ROS’lar, hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlari ve hidroksil radikalleri olusturur. Serbest
radikaller, membran lipitleri ile etkileserek, SN’de arttigi tespit edilen lipit
peroksidasyonuna neden olur. Ayrica PH vakalarinda goriilen oksidatif streste bolgesel
olarak biriken melaninin néronlarda bulunan serbest haldeki metallere baglanarak
DAerjik hiicre 6liimiine yol actig1 gosterilmistir® 8. PH’de oksidatif strese bagli olarak
INOS ve nNOS sentezinde upregiilasyon sonucu NO iiretiminde artis olmakta ve boylece
aktif migroglia toksisitesinde rol oynamaktadir. PH patogenezinde ndroinflamasyon ve
oksidatif stres bir feedback dongiistiniin elamanlar1 olarak birbirlerini potansiyelize
ederek PH’de norodejenerasyonun ilerlemesine neden olur®,

2.1.12. Parkinson Hastalig1 Giincel Tedavi Yaklasimlari

PH multifatoriyel ve heterojen bir hastalik grubu olup etyolojisi ve patogenezi
altinda yatan sebepler tam olarak anlasilamamasindan dolayi, hastaligi tamamen 6nleyici
tedavi yontemi mevcut degildir. PH tedavisi semptomatik olup; hastaligin progresyonunu
azaltmak, fonksiyonel islev kaybi ve hareket kisithiligini iyilestirme/azaltma ve PH
hastalarinda yasam kalitesini arttirmaya yoneliktir. Gliniimiizde PH’ye y6nelik medikal,
cerrahi ve fiziksel tedavi ve saglik egitimi olarak ii¢ farkli tedavi yontemi mevcuttur’® 84,

2.1.12.1. Parkinson Hastahig1 Medikal Tedavisi

PH’nin medikal tedavisinde temel yaklasim semptomlara neden olan DAerjik
noron dejenerasyonuna bagli olusan DA eksikligini gidermeye yonelik uygulanan DA

replasman tedavisidir®. Farmakolojik tedaviler hastanin semptomlarma, yasmna ve
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spesifik 1ilaclara verdigi yanitlara gore degisebilir. Her hasta i¢in en iyi ilag
kombinasyonunu bulmak genellikle zaman alir. PH tedavisinde kullanilan ilaglar DA
seviyesini artiran, DA agonistleri, DA metabolizmasini inhibe eden ve antikolinerjik
ilaglar olmak iizere dort baslik altinda incelenmesine ragmen giiniimiizde PH tedavisinde
en etkili ve altin standart olarak kabul goren ilag L-Dopa’ dir'? &,

Levodopa

DA metabolik onciisii olan levodopa (L-Dopa, L-3,4-dihidroksifenilalanin),
PH’nin tedavisinde kullanilan en etkili ilagtir. Yasam kalitesini ve motor semptomlari
iyilestirmede diger ilaglara gore daha etkilidir'?. DA Kan beyin bariyerini gegemedigi i¢in
tedavide oOnciisii olan L-Dopa kullanilmaktadir. L-Dopa tek basina uygulandigi zaman
bagirsak mukozasinda ve diger periferik bolgelerde % 95 den fazlasi DA’e
dekarboksillenir, boylece serebral dolasima ¢ok az miktarda L-Dopa katilarak yaklasik
olarak % 1°1 kan beyin bariyerini gegerek strial dokuya ulasabilir. Klinik uygulamada L-
Dopa kan beyin bariyerini gecemeyen DA dekarboksilaz periferik inhibit6rleri olan
karbidopa veya benserazid ile kombine edilir. Boylece uygulanan L-Dopa periferde DA’e
dontismesi engellenip santral sinir sistemine gegen L-Dopa oraninin artmasi saglanarak
uygulanan L-Dopa dozu % 80 azaltilabilir. Karbidopa gibi ajanlar sayesinde vaskiiler
endotelde biiyiik dozlarin DA’e doniismesi sonrasinda ortaya ¢ikan bulanti—kusma,
istahsizlik ve ortastatik hipotansiyon gibi DAerjik yan etkiler azaltilmaktadir®® 8" 88, |-
Dopa tedavisinde ilk birkag¢ yilda tremor, rijidite ve bradikinezi gibi motor semptomlar
ve hastalarin yasam kalitesini diizeltme egilimindedir. Bunun nedeni hastaligin erken
doneminde nigrostriatal DAerjik noéronlar L-Dopa DA’e gevirip yeterli DA’yi
depolayabilirler. Fakat hastaligin ilerleyen yillarinda DAerjik néron dejenerasyonuna

bagli olarak L-Dopa’nin DA’e ¢evrilmesinde azalma ve bdylece L-Dopa’nin etkinliginde

azalma goriilmektedir. Ayn1 zamanda L-Dopa ile uzun siireli tedavi sonucu her doz
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sonrasi yarar goriilen siirenin kisalmasi olan (doz sonu fenomeni ="wearing off", aniden
ve rastgele bir zamanda iyi (“on”) ve kot (“off”) olduklar1 “on-off” fenomeni gibi
dalgalanmalar goriilmektedir. Tedavinin ilerleyen donemlerinde motor dalgalanmalar ile
birlikte goriilen diskineziler onemli bir sorun teskil etmektedir®® .

Dopamin agonistleri

DA reseptor agonistleri aktif bir metabolite enzimatik doniisiim gerektirmeyen,
direkt olarak post sinaptik DA reseptor aktivasyonunu saglayarak antiparkinson etkilerini
gosterir. DA agonistleri ergot tiirevleri (bromokriptin, pergolid, lisurid, kabergolin) ve
ergot tiirevleri olmayanlar (piripedil, pramipeksol, ropinirol, apomorfin, rotigotin) diye
iki smifa ayrilmaktadir®. 5-hidroksitriptamin reseptdrlerini de aktive eden ergot tiirevi
DA agonisti ilaglar pleuropulmoner ve kardiyak valviiler fibrozis gelistirme riskine sahip
olduklar1 i¢in kullanimi tercih edilmemektedir. PH tedavisinde L-Dopa’dan sonra en
etkili ilag olmalari, daha uzun yarilanma omriine sahip olamalari, L-Dopa’ya nispeten
daha az motor komlikasyon gelistirme riski ve bu komplikasyonlari geciktirmeleri
sebebiyle kullanimi tercih edilmektedir®® %,

Dopamin metabolizmasimi inhibe eden ilaglar

Monoamino oksidaz B (MAO-B) ve Katekol-O-Metil Transferaz (KOMT)
inhibitorleri bu grupta yer almaktadir. Glial hiicrelerde bulunan MAO-B oksidasyonu
sinaptik aralikta bulunan DA’nin major temizlenme mekanizmasini olusturmaktadir®,
MAO-B inhibitorii olan selejilin, rasajilin ve safinamid beyinde bulunan DA
katabolizmasindan sorumlu olan MAO-B’yi inhibe ederek DA yikilimini azaltarak
sinaptik DA konsantrasyonunu ve etkinligini artirir. Selejilin ve rasajilin MAO-B’yi geri
doniisiimsiiz olarak bloke ederken safinamid inhibiyonu geri doniisiimliidiir® %. KOMT

inhibitorii olan tolkapon ve entakapon, periferde L-Dopa’nin KOMT enzimi tarafindan

yikimini 6nleyerek L-Dopa’nin biyoyararlanim ve plazma yar1 dmriinii artirmaktadir.
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Talkapon kullaniminin hepatotoksititeye neden oldugunun goriilmesi sebebiyle
entakapona yanit alinmayan durumlarda ve karaciger enzimlerini sik izleme sarti ile
kullanilabilmektedir®® 7,

Antikolinerjik ilaclar

L-Dopa’nin kesfinden once muskarinik asetilkolin reseptor antagonisteri PH
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktaydi. PH patolojisinde striatumdaki DA eksikligi
nedeniyle asetilkolin/DA dengesi kolinerjik yollar lehine kaymaktadir ve antikolinerjik
ilaglarin bu dengesizligi diizelterek etki gosterdigi diisiiniilmektedir®®. Antikolinerjik ilag
kullanimi genellikle geng yasta ve tremoru kontrol altina alinmak istenen hastalarda tercih
edilmektedir®. Amantadin influenza A enfeksiyonunu dnlemede ve tedavide kullanilan
bir antiviral ajan iken antiparkinson etki gdsterdigi saptanmistir. Amantadin etkisinini
striatumdan DA salimmmimi  artirarak  ve  antikolinerjik  etki  gOstererek
gerceklestirmektedir. PH erken donem tedavisinde kullanilmakta birlikte L-Dopa ile
kombine olarak da kullanilmakta, ayrica motor dalgalanmalar ve diskineziyi azalttigi
diistiniilmektedir® 1.

2.1.12.2. Parkinson Hastahiginda Cerrahi Tedavi

PH tedavisi i¢in etkili farmakolojik ajanlar mevcut olmasina ragmen, medikal
tedavinin yetersiz kaldig1 durumlarda, ‘on-off’dalgalanmalar, diskinezi, diregli tremor ve
L-Dopa’ya bagli olusan yan etkilerin giderilemedigi hastalarin yasam kalitesini olumsuz
yonde etkileyen durumlarda cerrahi tedavi segeneklerinden faydalanilabilir. Dogru
endikasyon konuldugu zaman cerrahi tedaviler yiiksek etkinlikli ve dustk riskli
uygulamalardir. Cerrahi yontemler; ablatif/lezyon temelli, nérostimulasyon (derin beyin
uyarisi) ve transplantasyon uygulamalari olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir 8 101 102

Ablatif yontemler icerisinde yer alan talamotomi ve pallidotomi hareket

bozukluguna yol acan merkezlerde radyofrekans ile lezyon yapilmasini ifade etmektedir.
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Talamotomi, medikal tedaviye direncli tremorun dominant oldugu vakalarda endikedir.
Rijidite ve diskinezi lizerinde kismi diizelme sagladigi goriilmesine ragmen bradikinezi
tizerinde olumlu semptomatik etkiye sahip degildir. Pallidotomi L-Dopa tedavisine bagh
on-diskinezilerde etkili olmakla birlikte off donemi uzun siiren hastalarda etkisi 3-6 yil
siiremekte ve kismi iyilik hali gozlenmektedir. Bu siire sonunda bradikinezinin 6n plana
cikt1g1 ve STN norostimulasyon gerekebilirligi saptanmustir'®3 104,

Norostimulasyon uygulamalar1 baslica derin beyin yapilar1 olan, STN, pallidum
(internal-posterior segment) ve talamus (nucleus ventrointermedium) gibi merkezlere
yiiksek frekansl elektrik stimiilasyonun yerlestirilmesi olup PH’de en ¢ok tercih edilen
uygulama bolgesi STN’dir.  Norostimulasyon —uygulamalart  kalict  lezyon
olusturulmamasi, bilateral uygulanabilmesi, kardinal bulgularda semptomatik kontrol
saglamasina bagli olarak hastalarda yasam kalitesini artirmasi gibi nedenlerden dolay1
cerrahi tedavide en 6nemli secenek halini almistir. PH’de ilk 3-4 y1l medikal tedaviye iyi
yanit alinmasi nedeniyle terminal donem ve 70 yas st ileri yastaki hastalarda, orta veya
ileri demanst bulunan hastalarda norostimulasyon tedavi yontemi tercih
edilmemektedir® 10,

Transplantasyon, cerrahi tedavi segenekleri arasinda son yillarda uygulanmaya
baslanan yeni bir yaklasim olmakla birlikte DA sentezleyen hiicrelerin striatal
inflizyonunu igermektedir. ilk zamanlar otolog adrenal mediiller hiicreler striatuma
nakledilmis fakat hiicreler uzun siire yasayamamustir. Embriyojenik DAerjik doku
transplantasyonu sonucu hiicreler daha uzun siire yasamasina ragmen doku reddi gelisme
riskine bagl olarak immiinostipresif ilag kullanimi, ¢6ziimlenemeyen etik problemler,
hastalarda siddetli derecede ve Onlenemeyen diskinezi ve distoni gibi motor
komlikasyonlarin goriilmesi nedeniyle bu cerrahi girisim yayginlasamamistir ve halen

arastirma sathasindadir® 0°,

29



2.1.12.3. Parkinson Hastalhig1 Fizyoterapi ve Rehabilitasyon

Progresif seyirli norodejeneratif bir hastalik olan PH’nin ilerlemesine bagli olarak
hastalar gilinlilk yasam aktiviteleri ve mobiliteyi siirdiirmede zorluk g¢ekmekte ve
fonksiyonel kapasitede bozulmaya bagli olarak giinlilk yasam Kkaliteleri gittikce
azalmaktadir. Fizyoterapi ve rehabilitasyon programlari ile egzersiz ve beslenmenin
diizenlenmesi, kondiisyonun korunmasi/arttiritlmasi, hastanin hareket ve fonksiyonel
kapasitesini artirilmast ve giinliik yasam aktiviteleri becerilerinin siirdiiriilmesini
saglayarak yasam kalitesininin yiikseltilmesi amaglanmaktadir.

Giliniimiizde PH’de uygulan gerek medikal gerek cerrahi tedavi ydntemleri
hastaligin progresyonunu durdurmaya yonelik degildir. Semptomatik olarak kontrol
saglanmakta ve bireylerin yasam kalitesinin artirilmas1 amaclanmaktadir'®’ 198,

2.1.12.4. Parkinson Hastahiginda Yeni Tedavi Yaklasimlar:

Gen tedavisi: Molekiiler biyoloji ve genetik alaninda terapétik stratejilerin
gelistirilmesi PH tedavisinde yeni umut kaynagi olusturmaktadir. Gen tedavisinde viral
ve viral olmayan cesitli vektor sistemleri kullanilmasina ragmen en etkili gen aktarimi
yontemi genlerini hedef hiicreye aktarma 6zelligine sahip viral vektor sistemleridir. DA
sentezini kodlayan hedeflendirilmis terapotik genlerin beynin putamen ve SN bdlgelerine
kontrollii bir sekilde viral vektor aracili aktarimini igeren gen tedavileri PH tedavisinde
biiyiik ilerlemelere yol agmaktadir. PH tedavisinde adeno assosiye viriis serotip 2 (AAV?2
) ve lentiviral vektor aracili yaklasimlar arastirilmaktadir. Aromatik L-amino asit
dekarboksilaz (AAV2-AADC), neuturin (AAV2-NRTN) ve giiclii bir norotrofik faktor
olan, glia kokenli norotrofik faktor (GDNF), glutamik asit dekarboksilaz (GAD) gibi
enzimleri kodlayan hedeflendirilmis genler viral vektor aracili bilateral olarak putamen
ve SN enjekte edilmektedir. Gen tedavisinin klinikte uygulanabilmesi i¢in hedeflenen

tedavi genlerinin hiicrelere yeterli dozlarda ve genin hedeflenen bolgeye aktarilabilmesi,
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aktarilan genlerin viicut tarafindan kontrol altinda tutulabilmesi gibi biyogiivenlik
problemlerinin iistesinden gelinmesine baghdir. PH tedavisinde viral vektor aracili
aktarimini igeren gen tedavileri giivenilirlik klinik faz II ¢alismalar1 devam etmektedir®
84

Kok Hiicre tedavileri: Farklilasan somatik hiicrelerin yeniden programlanmasi
sonucu elde edilen indiiklenen pluripotent kok hiicreler ile terapétik stratejileri PH
tedavisinde kullanilmasina iligkin gelecek arastirmalara 6nemli bir tesvik edici unsurdur.
Fibroblast gibi fare ve insan somatik hiicreleri tanimlanmis transkripsiyon
faktorlerinin(Oct3/4, Sox2, c-Myc and Nanog and LIN28) indiiklenen pluripotent kok
hiicrelere programlanmasi uyarilmis DAerjik ndron eldesi i¢in potansiyel bir yaklagim
saglar. Fakat yapilan in vivo calismalarda fare transkripsiyon faktorlerinin kanserli
hiicrelerde asir1 ekspresyonu ciddi bir sorun olusturdugu goriilmektedir. PH’1i bireylerin
fibroblast dokusundan izole edilen indiiklenen pluripotent kok hiicreler elde edilen
DAerjik noéron popiilasyonu transplante edildiginde innervasyonun saglandigi
belirlenmistir3 19 119 Ayn; zamanda insan embriyonik kok hiicrelerin noronlara
farklilagsma 6zelliginden faydalanarak fetuslardan elde edilen embriyonik kok hiicrelerin
DAerjik noronlara doniistiiriilmesi ve hedef bolgeye transplantasyonu sonucu elde edilen
basarili sonuglar embriyonik kok hiicre transplantasyon tekniginin PH tedavi modalitesi
olarak iizerinde oldukga yogun bir sekilde ¢alisilmasina neden olmustur. Bununla birlikte
in vitro olarak elde edilen DAerjik noron miktarmin yiiksek olmasimna ragmen
transplantasyonu takiben hayatta kalan DAerjik néron sayisinda azalma olmasi ve timor
olusumu gibi durumlar 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Asilmasi1 gereken bu
problemlere ragmen kok hiicre replasman tedavi yontemleri gelecegin en timit verici
tedavi yontemlerinden biri olarak kabul edilmektedir fakat bu tedavi yonteminin klinik

uygulamalar ge¢mesi i¢in uzun yillara ihtiya¢ duyulmaktadir*'t 112,
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Hiicre Tedavisi: PH’de hiicre tedavisi yontemleri transplante edilen hiicrelerin
DA sentezleyebilme, transplante edilen canlida nigrostrial sistemle uyum gosterme ve
DAerjik dejenerasyonu restore edebilme o&zelliklerinden yola ¢ikarak uygulanan
yontemdir. Yapilan in vivo ¢alismalarda elde edilen olumlu sonuglara paralel olarak PH
olan bireylere nakledilen fetal DAerjik néronlarin striatumda DAerjik dejenerasyonu
kompanse ve DAerjik transmisyonu restore ettigi pozitron emisyon tomografisi (PET)
gorintiilemesi ile gosterilmis olup fakat bununla birlikte siddetli off-diskinezileri gelistigi
goriilmiistiirt™® 114,

Norotrofik faktorler: Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda norotrofik
faktorlerin MPTP ve 6-OHDA gibi toksik maddelere maruz kalan DAerjik néronlarin
hayatta kalmasini ve fonksiyonlari azalan ndronlarin islevlerini yeniden kazanmasini
saglayarak noroprotektif etki gosterdigi saptanmistir. Ayni zamanda gen ifadesi ve
protein sentezine etki ederek DAerjik sistem tizerinde uyaricit ve nororestroratif etki
gostermektedir. Norotrofik faktorlerin klinikte uygulamalarina iligskin en biiyiik sorun kan
beyin bariyerini gegcememesine bagli olarak olusan verilim yolu ile iliskilidir. Norotrofik
faktorlerin verilis yOntemleri ile ilgili yaklasimlar arastirilmakta olup gelecekteki
sonuclar1 merakla beklenmektedir'®® 16,

Tamamlayic1 ve Alternatif tedavi: Modern/konvansiyonel tibbin yanisira
giiniimiiz diinyasinda PH’nin progresyonunun 6énlenmesinde ve tedavisinde tamamlayici
ve alternatif tip yaygin olarak kullanilmaktadir!'’. Homeopati, akupuntur, hipnoz,
meditasyon ve bitkisel iirlinler gibi biyolojik temele dayali, manuplatif ve enerjiye
yonelik uygulamalar olup giiniimiizde en popiiler olani bitkisel tiriinler/gida takviyelerine
dayali olan fitoterapidir. Bitkisel iiriinler ve/veya bitkilerden elde edilen bilesikler
17,118 iy

bagimsiz olarak veya konvansiyonel tip yaklasimlari ile birlikte kullanilabilir

vitro ve in vivo PH modellerinde bitkisel {irlinlerin veya bitkilerden elde edilen
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bilesiklerin hastalifin patogenezinde goriilen mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres,
noroinflamasyon gibi siirecleri dnleyerek/azaltarak/iyilestirerek striatal DAerjik ndron
dejenerasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Antioksidan, atiinflamatuvar ve
noroprotektif etkilere sahip bu bitkisel tiriinler ve bilesiklerinin PH patogenezi {izerinde
etkilerinin arastirilmasi1 tedavide kullanilabilirliginin belirlenmesi giiniimiizde halen
devam etmektedir'®,

PH tedavisi giinlimiizde semptomatik olup hastaligin progresyonunu 6nleyici ve
norodejeneratif siireci degistirmeye yonelik degildir. Bu sebepten otiirii PH tedavisinde
uygulanan yontemlere alternatif olarak hem motor dalgalanmalar iyilestirmeye yonelik
semptomatik olup hem de noérodejeneratif siirecleri engelleme bakimindan onarici
yaklagimlar arastirma konularinin ilgi odagi haline gelmistir. Halen devam etmekte olan
bu calismalarin sonuglarinin olumlu olmasi durumunda PH tedavi segenegi olarak
giindeme gelebilecektir®,

2.1.13. Bromelain

Eski ¢aglardan beri geleneksel halk tibbinda 6nemli bir yere sahip olan Ananas
cosmosus (ananas) Bromeliaceae familyasina ait olup gilinlimiizde ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bitkisel preparatlar i¢inde bulunmaktadir. Bromelain (BRM),
Ananas cosmosus’un kok/govde ve meyvesinden izole edilebilen bir sistein proteazdir.
Fakat tiim ticari formlar1 genel olarak olarak kok/govde kismindan elde edilmektedir.
BRM’nin molekiiler etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen
giivenilir olmasi ve yan etkilerinin olusmamasi sebebiyle Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan evrensel bakimindan enzim preparati olarak kabul edilmistir!® 120,
BRM antiinflamatuvar, antioksidan, antitrombotik ve fibrinolitik 6zellikler, antikanser

aktivite ve immiinomodiilator tedavi uygulamalarindan dolayir tibbi olarak yaygin
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kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda gida, kozmetik, farmasotik ve tekstil gibi birgok ticari
alanda kullanim1 bulunmaktadir'® 16,

2.1.13.1. Bromelain ve Biyokimyasal Ozellikleri

BRM ilk olarak 1981 yilinda Marcano tarafindan kesfedildi ve sonrasinda
Chittenden tarafindan detayli sekilde BRM’in etki mekanizmasi arastirildi. 1957 yilinda
Heinecke’nin yaptig1 calisma sonucu Ananas cosmosus’un kok kisminin meyve
bolgesine oranla daha fazla BRM igerdigi kesfedildi. Bu durum BRM enziminin ticari
Olcekte tretilmesine ve fitomedikal bir bilesik olarak kullanilmasina olanak sagladi.

BRM, Ananas cosmosus’dan elde edilen sivi kismin santrifiijleme, ultrafiltrasyon ve

liyofilizasyon sonucu elde edilmektedir*??.
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Sekil 2.5. Bromelain’in kimyasal yapisi'??

Kimyasal yapist Sekil 2.5°de gosterilen BRM, fosfatazlar, glikosidazlar,
peroksidazlar, seliilazlar, glikoproteinler, riboniikleaz, karbonhidratlar gibi farkl tiyol
endopeptidazlar ve proteaz olmayan bilesenlerin bir kompleksidir. Ayni1 zamanda
BRM’nin yapisinda bazi proteinaz inhibitorleri de bulunmaktadir!?! 123, Proteinaz
BRM’nin yapisindaki en aktif grup olup toplam proteinin yaklasik %2’sini
olusturmaktadir. BRM’nin enzimatik aktivitesi, pH 4.5 ila 8.5 araliginda genis bir
spektrum gostermektedir. BRM Ananas cosmosus’un kok/gévde ve meyvesinden elde

edilmekte olup kok/gévde ve meyveden elde edilen BRM farklilik gostermektedir.
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Uluslararasi1 Biyokimya Birligi (IUB) kok/gévde BRM i¢in enzim komisyonu numarasi
(EC numarasi) EC. 3.4.22.32 ve gévde BRM) i¢in ise EC. 3.4.22.32 olarak belirlemistir.
Gilintimiizde ticari olarak kullanilan BRM formu kok/gévde BRM olup sistematik olarak
peptidil peptid hidrolaz olarak tanimlanmistir'?*. BRM, ticari kullanim amacl saf olarak
elde edilmesi icin giiniimiizde Ananas cosmosus’dan elde edilen sivi kismin
santrifiijleme, ultrafiltrasyon ve liyofilizasyon islemleri sonucu elde edilmektedir.
Yapilan galismalar sonucu BRM’nin fizyolojik aktivitesinin tek bir proteolitik fraksiyona
bagli olamayacagi ve BRM’nin faydali etkilerinin ¢ok sayida faktorlerden kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir'? 12, Trombosit agregasyon inhibisyonu ve
antiinflamatuvar etki BRM’nin proteaz aktivitesi ile iliskili iken tiimorlerde belirgin
biliylime inhibisyonu, metastazi engellemesi ve yanik yaralarinda debridman saglamasi
ise BRM’nin non-proteolitik aktivitesi ile iliskili olmaktadir*?®. BRM oral olarak
kullanimi1 olduk¢a giivenilir olup ince bagirsaklarda herhangi bir degredasyona
ugramadan ve biyolojik aktivitesini kaybetmeden Onemli miktarda absorbsiyona
ugramaktadir. BRM’nin kullanimi sonucu herhangi bir yan etki olusmadig
gdzlenmistir'> 16,

2.1.13.2. Bromelain ve Antiinflamatuvar Aktivite

PH gibi norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde Onemli rol oynayan
inflamasyon mekanizmasinin supresyonu ile hastaliklarin insidansinin azaltilabilecegi ve
hastaliklarin progresyonunun onlenebilecegi diisiiniilmektedir!?®. PH tamsi konulmus
kisilerde ve yapilan in vivo ¢alismalarda glial hiicre aktivasyonu ve T hiicre infiltrasyonu
gibi inflamatuvar olaylar DAerjik ndéron dejenerasyonuna neden olmaktadir. TNF-a,
prostaglandin E2 (PGE2), ROS’lar ve aktive edilmis immiin hiicrelerinin iriinii olan
bircok inflamatuar mediyator PH’li bireylerin SN¢ bolgesinde yogun olarak eksprese

edilmektedir'?® 12 BRM nin anti-inflamatuvar ve analjezik etkiye sahip oldugu yapilan
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caligmalar sonucu bildirilmistir. BRM nin arasidonik asit yolaginin inhibisyonu ile se¢ici
olarak tromboksan liretiminin azalmasina, tromboksan/prostasiklin oraninin degismesine
ve direkt olarak PGE2 reseptorlerine etki ederek nosiseptorleri etkilemesi sonucu
antiinflamatuar ve analjezik etki gosterdigi saptanmistir. Ayn1 zamanda plazma kallikrein
deplesyonu ve fibrinin pihtilagma {izerinde etkisini sinirlandirmasi sonucu inflamasyon
bolgesinde bradikinin sentezinin inhibisyonuna yol agmaktadir'® 20 128 nflamatuvar
bagirsak hastaliginda goriilen TNF-a reseptoriiniin (TNFR) aktivasyonu sonucu olusan
inflamatuvar yanitin BRM uygulamasi sonucu sitokin profili, epitelyal hiicre apoptozisi,
epitelyal tight junction baglantilarinda disfonksiyonun azaltarak ve mukozal iilserlerin
iyilesmesini saglayarak inflamatuvar semptomlarini diizelttigi goriilmiistiir'?®. COX-2,
PGE2 olusumunda temel enzim olup kanser patogenezinde goriilen inflamasyonda
onemli rol oynamaktadir. BRM murin hiicre ve insan monositik hiicre hattinda COX-2
ve PGE2 ekspresyonunu downregiile ettigi bildirilmistir'3. Bununla birlikte 1L-1p, IL-6,
IL-4, TNF-a, NF-kB1 gibi inflamatuvar genlerin iiretimini baskilamaktadir’®" 132, BRM
ileri glikasyon son firiinlerinin zararli etkilerini azaltarak inflamasyonu kontrol
etmektedir. Ayn1 zamanda BRM natural killer hiicreleri aktive ederek, graniilosit
makrofaj-koloni uyarici faktor tiretimini artirarak ve T-helper hiicrelerin aktivasyonunu
azaltarak immiinomodiilator etki gostermektedir. Romatoid artrit ve myelofibrosis olan
hastalarda BRM kullanimi1 sonucu inflamasyonda azalma oldugu tespit edilmistir'3313°,
Bircok klinik ve preklinik caligmada inflamasyon azaltici/iyilestirici etkisi kanitlanan
BRM’nin nérodejeneratif hastaliklarin patogenezinde major rol oynayan inflamasyon
stirecine etkisini ¢aligmak arastirmacilarin ilgi odag: haline gelmistir.

2.1.13.3. Bromelain ve Medikal Kullanim

BRM’nin etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen genis

terapotik etkilerinden dolayr giinlimiizde bir¢ok klinik uygulamada kullanimi tercih
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edilmektedir. Oral olarak kullanilan BRM’nin biyolojik 6zelliklerini kaybetmeden
bagirsak tarafindan absorbe edilmesi, uzun siireli kullanimdan sonra bile 6nemli bir yan
etkiye sahip olmamasi onu klinik kullanim igin olduk¢a degerli kilmaktadir®> 3,
Yapisinda bulunan proteolitik enzimler kemoterapide ilaglarin yan etkisini azaltmada,
radyoterapide inflamasyon ve 6demi azaltmada, cerrahide yara iyilesmesini hizlandirma
ve 6demi azaltmak icin medikal kullanima eklenmektedir'?®. BRM uygulamasi sonucu
trombosit agregasyonun 6nlendigi, anjina pektoris ve gegici iskemik ataklarin siddetini
en aza indirildigi, hipertansif hastalarda semptomlarin ortadan kaldirildig:
belirtilmistir®®!3’. Tromboflebitli hastalar iizerinde yapilan ¢alisma sonucuna gore
BRM’nin agri, 6dem, tendonit, deri sicakligi gibi inflamasyon semptomlarinda azaltarak
tromboflebit tedavisinde etkili bir sekilde rol oynamaktadir'®®%, Ayn1 zamanda aort
akim hizin1 arttirdig1, enfarktiis boyutu ve apoptoz derecesini azalttig1 goriildii**°. BRM
antiflojistik etkisi sayesinde giiniimiizde akut inflamasyon ve spor yaralanmalarinin
tedavisinde kullanimi tercih edilmektedir'®°. Sepsisli cocuklarda BRM antibiyotik ile
kombine kullanim1 sonucu daha etkin bir tedavi olusturdugu gézlenmistir'®. Bununla
birlikte BRM kullanim1 bulanti, kusma, ishal, hazimsilik gibi gastrointestinal; deri
dokiintiisii ve kasint1 gibi alerjik yan etkilere sahiptir. Ayn1 zamanda antikoagiilan
etkisinden dolay1 kananama bozuklugu ve kan hastaligi olan kisilerde kanama diatezine
neden oldugu i¢in BRM kullanimina dikkat edilmeli ve hekim kontroliinde
kullanilmalidir'# 142,

2.1.14. Parkinson Hastaligi Deneysel Hayvan Modelleri

PH ile ilgili calismalarda yiiriitiilen deneylerde elde edilen bilgilerin en 6nemli
kaynagini deney hayvanlari olusturmaktadir. Insanlar iizerinde yapilan galismalar smirl
olmakla birlikte cogu zaman etik kurallar bakimindan miimkiin degildir. PH’yi taklit eden

hayvan modelleri hastaligin patogenezinin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasina,
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bu mekanizmalara odaklanarak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine, hastaligin
progresyonunu Onleyecek ve/veya durduracak noroprotektif ajanlarin gelistirilmesine
katki saglamaya devam etmektedir. Gliniimiizde PH deneysel hayvan modelleri
farmakolojik, toksik ve genetik modeller olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir!4® 144,

2.1.14.1. Farmakolojik Modeller

Rezerpin ve haloperidol ile olusturulan deneysel farmakolojik PH modelinde
sirastyla amaglanan DA tiikenmesi ve striatal DAerjik iletimin blokajinin saglanmasidir.
Rezerpin VMAT?2'yi inhibe ederek depolama kapasitesinin azalmasina ve dolayisi ile
monoaminlerin (noradrenalin, 5 hidroksitriptamin ve dopamin) tiikenmesine yol agar'®.
Rezerpin modelinde DA azalmasi diger monoaminlere gore daha fazla olmakla birlikte
rezerpin SNc'de ~85% DA kaybi1 ve enjeksiyondan 2 saat sonra striatumda >% 95 DA
tiilkenmesine neden oldugu bildirilmektedir’*® 6, Rezerpin enjeksiyonundan 24 saat
sonra SNc'de DA miktar1 yaklagik olarak % 30'a kadar ylikselmis olsa bile striatal DA
tiikkenmesi en az 24 saat boyunca >% 95 oraninda devam eder. Ayn1 zamanda bu modelde
akinezi ve arka ekstremite sertligi gibi PH ile iligkili davranissal semptomlar gozlenir.
Rezerpin modeli PH Klinik 6zelliklerini yansitan akinezi ve ekstremite sertligine neden
olmasina ragmen, nigral DAerjik hiicre dejenerasyonuna yol agmaz. Bu nedenle bu model
semptomatik tedaviye yeni yaklasimlar1 degerlendirmede smirli kalmaktadir'#® 147,

Noroleptik bir ilag olan haloperidol mezolimbik sistemdeki postsinaptik D2
reseptor ve daha az yogunlukta D1 reseptorleri antagonize ederek direkt ve indirekt yollar
tizerinde etki gosterir. Haloperidol DA transmisyon blokaji, katalepsi ve rijiditeye yol
acmaktadir’*® 14°, Haloperidol modeli rezerpin modeli gibi PH ile iliskili patalojilerden
herhangi birini gdstermedigi igin kullanim1 sinirlidir'®3,

Deneysel olarak olusturulan farmakoljik modeller PH i¢in semptomatik ilaglarin

kesfinde 6nemli bir yere sahip olmasina ragmen gegici etki gostermeleri sebebiyle uzun
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stireli fayda saglanamamasi bu modellerin kullanimini sinirlamaktadir. Ayni zamanda bu
modeller PH ile iliskili herhangi bir patoloji géstermedigi i¢in néroproteksiyon ve sinir
onarm ile iliski yeni stratejileri arastirmada elverisli yontemler degillerdir®°.

2.1.14.2. Toksik Modeller

Rotenon modeli

Herbisit ve insektisit olarak bilinen rotenon oldukg¢a lipofilik ve kan beyin
bariyerini kolayca gecebilen 6zellige sahiptir. Rotenon diger modellerden farkli olarak

PH’ye ait 6nemli bir histopatolojik gosterge olan LC olusmasini saglar®l: 152,

Ayni
zamanda rotenon mitokondriyal kompleks | aktivitesini inhibe ederek oksidatif stres,
mitokondriyal disfonksiyon, motor ve biyokimyasal defisitler, a-siniiklein agregasyonu
gibi PH patolojisinde bulunan bir¢ok 6zelligi gostermektedir. Rotenon sadece DAerjik
noronlarda degil ayni zamanda serotonin, ndradrenerjik ve kolinerjik néronlarda da
dejenerasyona neden oldugu bildirilmistir®* %3, Rotenon ile olusturulan PH sonucu
yiiksek mortalite, fenotipik degiskenlik ve PH ile iliskili olmayan semptomlar bu modelin

154

dezavantajlarint olusturmaktadir>". Ayni zamanda rotenon DA oksidasyonuna neden

olmasina ragmen nigrostriatal yolakta DAerjik dejenerasyona dair bir bulgu
sunulamamistir'®?,

Parakuat ve Manabe Modelleri

Parakuat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinyum) yapisal olarak MPP"’ye benzerlik
gosteren bir herbisittir ve nigrostrial DAerjik sistemde dejenerasyona ve a-sintiklein
agregat olusumuna neden olur'®. Parakuat mitokondriyal kompleks I'in zayif bir
inhibitorii oldugu igin parakuat ile indiklenmis norotoksisite model olusumunda
kompleks I inhibisyonu énemli rol oynamaz®*. MPP* 'dan farkli olarak toksik etkisini

stiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tiirlerini

iireterek oksidatif strese neden olur. Ayni zamanda davranigsal olarak motor aktivitelerde
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1% Fungusit olan maneb kompleks Il

azalmaya neden oldugu tespit edilmistir
inhibitoriidiir ve parakuatin etkisini artirmaktadir. Manebin ndrotoksisite olusturma
mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte etkisini glutamat transportunu inhibe
ederek ve DA salinim mekanizmasini bozarak gostermektedir. Pakuat ve maneb modeli
tekrarlanabilirligin az olmasi, DAerjik hiicre 6liimii, striatal DA kayb1 ve davranis
sonuglart bakimindan oldukga celiskili ve degisken oldugu icin degisken ve celiskili
sonuclar kullanimi ¢ok fazla tercih edilmemektedir®®’.

1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridin (MPTP) modeli

MPTP, PH modellemesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir nérotoksin olup akut
veya kronik olarak uygulanabilir. Lipofilik yapist nedeniyle kan-beyin bariyerini
dakikalar icinde kolayca gegebilir®® 19 153 Glial hiicrelere ve serotonerjik ndronlara
alinan MPTP, (MAO-B) tarafindan 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinyum’a (MPDP?),
daha sonra oksidasyon ile toksik bir ajan olan MPP*’ye doniismektedir. Organik katyon
tagiyict 3 ile ekstraseliiler araliga salinan MPP* DA transporter (DAT) ile segici olarak
DAerjik noronlara tasmir ve daha sonra VMAT vezikiillerinde birikir!>® 5°, MPP*,
mitokondriyal elektron transport zincirinde kompleks I inhibe ederek oksidatif stres ve
ATP fretiminde azalma, hiicre 6limii ve noéroinflamasymna yol agmaktadir. Bu
mekanizma PH patogenezinde goriilen DAerjik norodejenerasyonu, mitokondriyal
disfonsiyon, oksidatif stres ve noroinflamasyon mekanizmalarinin ¢alismasina olanak
saglar’®®. Ayni zamanda primatlarda olusturulan MPTP toksisitesi sonucu insanlarda
goriilen PH’nin tiim klinik bulgulan ile karakterize edilen tremor, rijidite, akinezi ve
postiirel instabilite olusturulmaktadir. MPTP, insan dis1 primatlardan kedi ve kopeklere
kadar uzanan birgok canlida PH modeli olusturmak i¢in kullanilsa da siganlar bilinmeyen

bir sebepten dolay1 MPTP toksisitesine kars1 direng gosterirler. MTPT modeli ile PH ait

LC benzeyen intrandronal inkliizyonlar gozlenmis olmasina ragmen, klasik LC’nin
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elektron mikroskop goriintiileri elde edilememistir. Giinlimiizde MPTP modeli, PH
semptomlarinin tedavisinde yeni stratejilerin ve ajanlarin degerlendirilmesinde altin

standart olarak kabul edilmektedirto8 161,162

Sekil 2.6. Parkinson hastaligi hayvan modellerinde uygulanan dopaminerjik
norotoksinlerin molekiiler ve hiicre i¢i yollara sematik bakis'®

6-Hidroksidopamin (6-OHDA) modeli

6-OHDA, hidroksillenmis DA analogu olup nigrostraital yolaktaki DAerjik
dejenerasyona yol agan bir norotoksindir. 6-OHDA kan beyin bariyerini gegemedigi igin
SN, medial 6n beyin demeti (MFB), striatum icine stereotaksik enjeksiyon ile dogrudan
uygulanmaktadir’>, 6-OHDA, DAT 1 yanisira noradrenalin transporter’larina da yiiksek
afinite gostermektedir. Bu sebepten Otiirli noradrenarjik néron hasarmi dnlemek igin
noradrenalin transporter inhibitorii olan desipramin ve pargilin sistemik olarak verilerek
DAerjik néronlar igin 6-OHDA toksisitesinin spesifikligi artirilir!*, DAerjik ndron
igerisine giren 6-OHDA mitokondiyal respiratuvar zincirde kompleks | ve IV
inhibisyonuna neden olarak oksidatif strese yol acar ve boylece lipid peroksidasyonu,

protein ve DNA oksidasyonu olusur. Ayni zamanda 6-OHDA oksidasyonu sonucu olusan
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baslica H202 gibi ROS’lar striatal antioksidan enzimlerin azalmasina neden olur ve
boylece DAerjik noron hasar1 olusur'#® 1% 164 Ratlarda 6-OHDA toksisitesi sonucu
striatum ve SN bolgesinde mikrogliya aktivasyonu ve buna bagli olarak TNF-a gibi
proinflamatuvar markirlarda artig oldugu ve DAerjik néronal hasar ile iligkili oldugu ileri
siiriilmiistiir®> %, 6-OHDA modeli ile DA tiikkenmesi, nigral DAerjik hiicre
dejenerasyonu ve davranigsal defisitler basarili bir sekilde elde edilir. Fakat bu modelde
PH’de goriilen protein agregatlar1 ve Lewy benzeri inkliizyonlar olusturulmaz iken 6-
OHDA'nin a-siniiklein ile etkilesime girdigi bildirilmistir. 6-OHDA ile olusturulan PH
modeli fareler, kediler ve primatlar da dahil birgok hayvanda olusturulmasina ragmen en
¢ok ratlar bu norotoksine duyarhidir. 6-OHDA toksisitesi unilateral lezyon olusturmak
icin “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Ciinkii 6-OHDA’nin bilateral enjeksiyonu
sonucu belirgin adipsi, afaji ve ndbetler nedeniyle deney hayvanlarinda siklikla 6liim

goriilmektedir!®,

6-OHDA enjeksiyonundan 24 saat sonra DAerjik noronlarin
bircogunda dejenerasyon baslamakta ve birkag giin icerisinde strial DAerjik néronlarin
%90’ ninin dejenere oldugu goriilmektedir. Unilateral enjeksiyon modeli L-Dopa’nin
neden oldugu diskinezi, asimetrik motor defisitler ve rotasyonel davranislara neden
olmaktadir. 6-OHDA'nin unilateral uygulanmasini takiben amfetamin veya apomorfine
cevaben olusan rotasyonel davranis incelenerek SN ve striatal lezyonun derecesi
degerlendirilir ve bu davranis potansiyel PH terapotiklerinin etkinligini test etmek i¢in
kullanilmistir!® 3, Kan beyin bariyerini gecemeyen 6-OHDA; SN, MFB ve striatum
igine sterotaksik cerrahi yontemler ile dogrudan enjekte edilmelidir. Bu durum 6-OHDA
modelini kullanmada dezavantaj olup teknigin dgrenilmesini gerektirmektedirt®® 167,
Fakat 6-OHDA deneysel PH modelinde en yiiksek miktarda nigral hiicre kaybi ve striatal

DA deplesyonu olusturulmasi modelin avatajlarindan biridir'®*. 6-OHDA'nn intrastriatal

enjeksiyonu SN ve ventral tegmental komplekste progresif retrograd noéronal
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dejenerasyona neden olmaktadir. Bununla birlikte unilateral 6-OHDA enjeksiyonu ile
hemiparkinson modeli olugsmakta ve saglam hemisfer internal kontrol olarak kabul
edilmektedir. Olusturulan unilateral lezyon apomorfin gibi DA reseptor agonistlerinin, L-
Dopa ve amfetamin gibi DA salgilayan bilesiklerin sistemik uygulanmasi ile asimetrik
motor davraniglar1 (doniis, rotasyon) indiikler. Bu model ile motor davranislarin
Olclilebilir olmas1 farmakolojik ajanlarin DAerjik sistem {iizerindeki etkilerinin
incelenmesi ve hiicre replasman tedavilerinin test edilmesi bakimdan biiyiik bir avantaj
saglamaktadir® 17, Ayn1 zamanda 6-OHDA’nin insan beyninde ve idrar drneklerinde
endojen olarak bulunabilecegine dair kanitlar, bu modele ek giiven vermektedir'®’. Bu
nedenlerden dolayi, caligmamizda 6-OHDA ile olusturulan deneysel PH modelini

kullanmay1 daha uygun bulduk.

NH, NH,
OH
H H
OH OH
Dopamine e-hydroxydopamine

@ +4f T A
= cr cr
MPP*

MPTP Paraguat

Sekil 2.7. Dopamin ve deneysel in vivo Parkinson hastaligi modelinde kullanilan
dopaminerjik toksinlerin kimyasal yapis1:%4

2.1.14.3. Genetik Modeller
PH uzun yillardir sporadik orjinli genetik kokenli olmayan bir hastalik olarak

kabul edilmesine ragmen PH vakalarinin % 10’unda ailesel gegisli genetik mutasyonlarin
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saptandig bildirilmistir. Bunlar otozomal dominant kalitimda rol oynayan a-sintiklein
ve I6sin agisindan zengin tekrarli kinaz 2 (LRRK2) ve otozomal resesif kalitimdan
sorumlu Parkin, DJ-1 ve PTEN-indiiklii kinaz 1’in (PINK1) genlerinde mutasyonlar
tanimlanmistir. PH genetik olarak olusturulmasinda bu genlerin overekspresyonu,
knockout ve knockdown gibi genetik manipiilasyon teknikleri kullanilmaktadir'®®, Bu
genetik yontemler ile PH’ye ait mitokondriyal disfonksiyon, a-siniiklein agregat
olusumu, motor néron kaybi, gliosis ve DAerjik transmisyonda azalma gibi patolojiler
goriilmesine ragmen ilerleyici bir DAerjik néron kaybi elde edilemememesi sonucu

mevcut genetik modellerin PH’yi tam olarak yansittigini sdylemek miimkiin degildir*®

168

2.2. Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)

Lawrence F. Eng. tarafindan 1969 yilinda kesfedilen glial fibriler asidik proteinin
(GFAP) merkezi sinir sisteminde genellikle astrositlerin ayirt edici intra-sitoplazmik
ozelliklerine yol acan intermediyer filament (IF) III proteinidir. GFAP; insanda 17q21.1-
25 kromozomda, 8-50 kDa agirhginda ve asidik dzelliktedir'®®. GFAP’n o, B, v, §, {, K,
Aexon, GFAPA135, GFAPAexon6 ve GFAPA64 olmak tlizere on fakli isoformu
bulunmakta ve bunlarda en yogun olarak insan beyin hiicrelerinde GFAP a eksprese
olmaktadir!”®, Sinir dokusunun tanimlanmasinda bir antijen olarak kullanilan GFAP, glial
hiicrelerin alt tipi olan astrositlerin santral sinir sisteminde rol aldigi fizyolojik ve
patolojik siireglerde selektif bir marker olarak tercih edilmektedir'’®. Astrositler santral
sinir sisteminde en fazla bulunan hiicrelerdir ve noronlarin yasamlarini siirdiirmeleri,

islevlerini yerine getirebilmeleri igin yapisal ve metabolik destek saglarlar’2

. Norogenez
ve sinaptogenezde rol oynayan, kan beyin bariyerinin yapisal olarak gegirgenligini
kontrol eden, astrosit-noron laktat mekigi tarafindan ndronlara enerji saglayan ve

ekstraseliiler homeostazi koruyan beyin fonksiyonlarini diizenleyici role sahiptir!’.

44



Ozellikle DAerjik noronlarin gelisimi, korunmasi ve canliligini siirdiirmesi icin gerekli
olan GDNF gibi cesitli norotrofik molekiillerin iiretilmesini saglar'’?. Bununla birlikte
beyin hasari, santral sinir sistemi dejenerasyonu, ndroinflamasyon ve yaslilik gibi
durumlarda astrositlerde goriilen morfolojik degisiklikler néronal yaralanma sonucu
olusan astrogliosis gibi reaktif siirecleri baglatir. Bu siirecte GFAP up-regiilasyonu eslik
etmesi GFAP’in bu patolojik siireglerde gelisen morfogenezde onemli bir materyal

174

oldugunu gostermektedir’®. Sinir dokusunun harabiyetine bagli olarak GFAP’in

noroprotektif etkileri de goriilmekte olup reaktif gliozise neden oldugu i¢in sinir
dokusunun rejenerasyon yetenegini engelledigi diisiiniilmektedir!’.

PH’de noronlarin primer karakteristik kaybina ilave olarak astrosit disfonksiyonu
da goriilmektedir. DAerjik ndron dejenerasyonu sonucu olusan sitokinler ve ROS tiirleri
astrositlerden norotoksinlerin iiretilmesine/ saliimina neden oldugu diisiiniilmektedir’®.
Ayn1 zamanda PH’nin patogenezinde goriilen néroinflamasyonun baslatilmasinda
astrositler rol oynamaktadir. Buna bagh olarak yapilan in vivo ve klinik ¢aligmalarda
PH’de SN ve striatum bdlgelerinde GFAP ekspresyonunun arttig1 saptanmigtir'’’. Birgok
norodejeneratif hastalikta oldugu gibi PH’de de astrosit markeri olan GFAP protein ve
mRNA ekspresyonu gerek hastaligin progresyonu gerekse terap6tik miidahalelere verilen
yanitin degerlendirimesinde immunhistokimyasal bir belirteg olarak
kullanilabilmektedir®.

2.3. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ilk olarak 1975 yilinda Carswell tarafindan
Serratia marcescens polisakkaritlerinin farelere enjeksiyonunu takiben tiimdr regresyon
aktivitesini indiiklemesi sonucu kesfedilen bir sitokin olmustur!’®, TNF-a, proliferasyon

ve hiicre farklilagmasi gibi homeostasiste rol oynayan fizyolojik fonksiyonlarin yani sira

inflamatuvar siliregte konak¢i cevabinda en erken salgilanan proinflamatuvar
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mediatordiir’’® 1’°, TNF-a, 233 aminoasit ve 26 kDA agirliginda tip II transmembran
proproteinden eksprese olur ve spesifik matriks metalloproteaz TNF konverting enzim
(TACE/ADAM17) tarafindan 17 kDA, 157 aminoasitten olusan solubl monomerik forma
dontstiiriiliir. TNF-a biyolojik aktivitesini gosterebilmesi igin 55-kDA TNF reseptor 1
(TNFR1, p55, TNFRSF1A) ve 75-kDa TNF reseptor 2 (TNFR2, p75, TNFRSF1B) iki
kognat reseptoriine baglanmaktadir. TNFR1 genellikle inflamatuvar ve pro-apoptotik,
TNFR2 néroprotektif ve doku rejenerasyon siireglerinde rol oynamaktadir'®, TNF-o;
inflamatuvar siiregte rol oynayan niikleer faktor-kappa B (NF«kB), apoptotik yolaklar,
ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), p38 mitojen aktive protein kinaz
(p38MAPK) ve c-Jun. N-terminal kinaz (JNK) gibi sinyal yolaklari aktive etmektedir ve
bu fizyolojik rolii TNF-a’nin néroinflamasyonda major sitokin olarak nitelendirilmesinde
neden olmaktadir'’®,

Santral sinir sisteminde goriilen yaralanma veya disfonksiyona cevap olarak
endotel hiicrelerden, néronlardan ve glial hiicrelerden TNF-o salinmakta ve bu durum
mikroglia, astrosit ve NF-kB sinyal yolak aktivasyonuna neden olmaktadir. Beyinde en
yogun bulunan mikroglia popiilasyonlarindan biri orta beyinde DAerjik noéronlarda

oldugu saptanmistir'®!

. Mikroglilarin asir1 aktivasyonu sonucu, ndrotoksisite, antijen
prezentasyonun ve inflamatuvar faktorlerin iiretiminde artisa bagli olarak SN’de DAerjik
noron kaybir goriilmektedir. Postmortem ¢aligmalar PH hastalarinin beyinlerinde SN
bolgesinde aktif mikroglialarin yogunlukta oldugunu dogrulamistir. Ayn1 zamanda PH
bireylerin serum ve serebrospinal sivi érneklerinde TNF-a, IL-1f ve IL-6 proinflamatuvar
sitokin diizeyleri artmaktadir'®2. Lewy patolojisinin temel komponenti olan o-siniiklein
PH olusumu ve progreyonunu onemli Olgiide etkilemektedir. a-siniiklein beyinde

noronlarin yani sira astrositlerde de yogun olarak goriilmekte ve reaktif gliozise yol

acarak TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin salimina neden olmaktadir. Artan sitokin
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diizeyleri ve astrosit aktivasyonu sonucu bir kisir dongii ile inflamatuar stire¢ hizlanarak
sinaptik disfonsiyon ve noronal hiicre Oliimiine yol agarak PH progresyonunu

hizlandirmaktadirt®®

. Deneysel PH modelleri, DAerjik néronlarinin TNF-a’ya son derece
duyarli oldugunu gostermistir. Rho-kinaz ve NF-kB'nin aktivasyonu ile serbestlenen bu
sitokin mitokondriyal kompleks I hasari, ATP diizeyinde azalma, ROS artis1 ve otofajik
mekanizmalarda bozulmaya neden olarak dogrudan DAerjik néron harabiyetine neden
olmaktadir. Aym1 zamanda yapilan in vivo c¢alismalarda TNF-o otozomal resesif
baslangicli PH’de mikroglia, makrofaj ve noéronal hiicrelerde bulunan parkin proteini
diizeyinin yanm1 sira PARKIN mRNA genini downregiile ettigi bildirilmistir.
Represion/aktivasyon dongiisii dikkate alindiginda kronik inflamatuvar profilin Parkin
seviyesini azalttig1 ve buna bagli olarak Parkin mutasyonlarinin fenokopisini olusturdugu
diisiiniilmektedir. Bdylece nigrostriatal yolakta olusan dejenerasyon PH gelisimini
tetiklemektedir'.

2.4. Noronal Nitrik Oksit Sentaz (hNOS)

1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki in vitro ortamda arter preparatinda asetilkolin
uyarisi ile alinan relaksasyon cevabinin endotel bagimli oldugunu ve asetilkolin uyarisi
ile endotelden salinan bir maddenin gevsemeye yol actigini ileri siirdiiler. Bu madde
endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak adlandirildi ve daha sonrasinda 1987
yilinda Palmer ve arkadaslar1 vaskiiler endotel hiicrelerden EDRF'yi izole edip ve
EDRF’nin dominant kismmnin NO ile ayn1 etkiye sahip oldugunu belirlediler!848,

NO, lipofilik bir gaz norotransmitter olup, yarilanma omrii kisa ve diger
ndrotransmitterlerden farkli olarak sinaptik vezikiillerde depolanmamaktadir'®. L-arjinin
oksijen varliginda nitrik oksit sentaz (NOS) yardimiyla L-sitriiline doniisiirken, bu

olusum sirasinda NO ag13a ¢ikar'®®, Santral sinir sisteminde NOS un aktivitesi farkli olan

dort izoformu bulunmaktadir. Bunlar néronal nitrik oksit sentaz (nNOS, Tip I, NOS-I),
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indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS, Tip II,NOS-II), endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS, Tip 11, NOS-III) ve mitokondriyal nitrik oksit sentaz (mtNOS)’dir!®. nNOS,
sinaptik ug, noronlar, astrositler ve kan damarlar1 etrafindaki gevsek bag doku; iNOS,
astrosit, mikroglia ve monosit, nétrofil gibi immiin sistem hiicreleri; eNOS, serebral
vaskiiler endotel hiicreleri ve motor noéronlarda; mtNOS mitokondri i¢ membraninda
lokalize olmaktadir'® 1%,

Sinir sisteminde major izoform olan nNOS noéronlarda baskin NO kaynagi olup
12924.2-31 kromozomunda kodlanan NOS1 geni tarafindan eksprese edilir ve 160.8 kDa
agirliginda olup 1434 amino asitten olugsmaktadir. nNOS tiirevi NO sinaptik plastisite,
noronal sinyal, 6grenme ve hafiza olusumu, motor fonksiyonlar gibi bir¢ok fizyolojik
stirecte rol oynamaktadir. NO fizyolojik konsantrasyonlarda noroprotektif bir ajan olarak
islev goriirken, yliksek konsantrasyonlarda eksitotoksik ndronal hasara neden olmaktadir.
Monomerik yapida inaktif olan nNOS, tetrahidrobiyopterin, hem ve L-arjinin baglanmasi

191,192 Ca? */kalmodulin bagimli bir enzim

ile aktif olan dimerik forma doniismektedir
olan nNOS, N-metil-D-aspartat (NMDA) -tipi glutamat reseptorii aktivasyonu sonucu
hiicre i¢i Ca?* diizeyindeki artisa bagli olarak aktive edilir. Son zamanlarda striatal D1 ve
D2 reseptorlerinin aktivasyonununda NO sentezinin diizenlenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir. Postmortem incelenen PH vakalarinin nigrostriatal yolak ve BG’lerde
nNOS ekspresyon seviyesinin arttigi saptanmustir'®. Yapilan in vivo PH deneysel
modellerinde MTPT ve 6-OHDA noérotoksinleri uygulamasi sonrasinda SN bolgesinde
nNOS aktivitesinde artis oldugu ve buna bagh olarak SN bolgesinde ROS ve Ca?'
diizeylerinde artisa neden olarak DAerjik noron harabiyeti oldugu goriilmiis ve

norodejenerasyonda artisa sebep oldugu bildirilmistir!®®. Ayni zamanda PH modeli

olusturulmus ratlarda nNOS inhibisyonu sonucu motor bulgulardan biri olan diskinezi
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gelisiminin azaldig1 saptanmistir. nNOS diizeyindeki artisin PH patogenezinde yer aldigi

yapilan ¢alismalarca bildirilmistir®,
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM), Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji A.D’da yer alan
Sinirbilim ve Davranis Laboratuvarlar1 ve Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji A.D’da gerceklestirildi.

Calisma biitcesi TDK-2019-6996 nolu proje kapsaminda Atatiirk Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan karsilandi.

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu galisma protokolii Atatiirk Universitesi Deney Hayvani Etik Kurulu tarafindan
19.12.2019 tarih ve 42190979-000-E.1900366156 sayili yazisi 246 no’lu karar ile
onaylandi. Calismada ATADEM’den temin edilen 60 adet Sprague-Dawley tiirii erkek (8
haftalik, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen) rat kullanildi. Hayvanlar bir haftalik
adaptasyon periyodu ve izleyen deneysel siirecte; Ozel kafeslerinde 12 saat
aydinlik/karanlik dongiiniin, sabit sicaklik ve %55-75 nem kosullarinin saglandig
laboratuvar ortaminda barindirildi. Deney siiresince ratlara yem ve su ad libitum olarak
saglandi.

3.2. Metot

3.2.1. Cahisma Gruplari

Bu caligmada herbirinde 12 hayvan bulunan 5 gruptan olusmus olup hayvanlar
gruplara rastgele dagitild.

Grup 1(Kontrol; n:12): Ratlara 14 giin boyunca 1 ml serum fizyolojik (SF) i.p

olarak uygulandi.
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Grup 2 (Parkinson (PH); n:12): Ratlarda SN bolgesine 4 ul hacminde 6-OHDA
unilateral olarak sol tarafa Hamilton mikroenjektori ile uygulandi ve 14 giin boyunca SF
i.p olarak uygulandi.

Grup 3(PH+L-Dopa; n:12):Ratlarda PH modeli olusturulduktan sonra 14 giin
boyunca 10 mg/kg L-Dopa i.p olarak uygulandi.

Grup 4 (PH+BRM; n:12) Ratlarda PH modeli olusturulduktan sonra 14 giin
boyunca 50 mg/kg BRM oral olarak uygulandi.

Grup 5 (PH+ BRM+L-Dopa; n:12) Ratlarda PH modeli olusturulduktan sonra 14
giin boyunca 10 mg/kg L-Dopa i.p ve 50 mg/kg BRM ise oral olarak uygulandi.

3.2.2. Bromelain ve L-Dopa Uygulanmasi

BRM (Sigma-Aldrich,1.01651), PH+ BRM ve PH+L-Dopa+BRMgruplarina SF
icinde coziilerek 50 mg/kg/giin dozda, 14 giin boyunca gavaj yoluyla uygulandi.

L-Dopa (Sigma-Aldrich, 333786) PH+L-Dopa ve PH+L-Dopa+BRM gruplarina
SF i¢inde ¢oziilerek 10 mg/kg/gilin dozda, 14 giin boyunca i.p olarak uygulandi. Tiim L-
Dopa uygulamalari 2.5 mg/kg benserazid ile kombinasyon halinde gerceklestirildi.

3.2.3. 6-OHDA ile Deneysel Parkinson Modelinin Olusturulmasi

Stereotaksik ¢aligmalardan Once ratlara noradrenerjik néronlarin zarar gérmesini
engellemek amaciyla 30 mg/kg i.p. desipramin ve 10 mg/kg i.p. pargilin verildi. Deney
hayvanlar1 25 mg/kg tiyopental anestezisi altinda stereotaksik cihaza yerlestirildi. Paxinos
ve Watson rat beyin atlasina gére SN koordinatlar1 anteroposterior (AP) -4.8mm
(bregmadan), lateral (L) 2.5mm (Midsagittal siitiirden), ve dorsaventral (DV) 8mm
(kafatasi yiizeyinden) olarak belirlendi ve unilateral olarak sol taraftan tek adet burr hole
acildi. Kafa derisi povidon iyot ile dezenfekte edilerek tiras edildi. Kafa derisi orta hattan
1.5 cm kesi atild1 ve yart steril olacak sekilde temizlendi. PH, PH + L-Dopa, PH + BRM,

PH + BRM+ L-Dopa gruplarinda yer alan ratlarin SN bolgelerine 0,1% askorbik asit
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4ul’lik hacimde Hamilton mikroenjektorii ile toplam 8 pg/ ul 6-OHDA (Sigma-Aldrich,
H438) miktar1 stereotaksik mikroenjeksiyon unilateral olarak uygulandi. Enjeksiyon hizi
dakikada 0,5 pl olacak sekilde ilgili koordinatlara enjekte edildi. Enjeksiyon kaniilii
sonras1t 3 dakika yerinde birakildiktan sonra mikroenjektér 5 sn’de bir 1 mm yukari
cekilerek yavasca ilgili bolgeden c¢ikarildi. Sonrasinda batikon ile temizlenen kafa
derisine 3 mm’lik cerrahi iplik ile dikis atildi. Cerrahi islem sirasinda bir hayvana ait
ornek prosediir Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Cerrahi islemlerden sonra deney hayvanlarinda agriyr azaltmak i¢in 10 mg/ml
parasetamol i.p olarak uygulandi. Kontrol ve PH grubunda yer alan ratlara 14 giin
boyunca i.p olarak SF uygulanirken, PH + L-Dopa grubuna 14 giin boyunca i.p olarak L-
Dopa, PH + BRM grubuna 14 giin boyunca oral olarak BRM, PH + L-Dopa+ BRM
grubuna ise 14 giin boyunca L-Dopa (i.p) ve BRM (oral) kombinasyonu uygulandi. 14
giin sonunda sirasiyla apomorfin ile indiiklenen dénme, silindir ve lokomotor aktivite

davranis testleri yapildi

Sekil 3.1. Stereotaksik cerrahi isleminden bir 6rnek

52



3.3. Davramissal Testler

3.3.1. Apomorfinle indiiklenen Rotasyon Testi

Apomorfin non-selektif DA reseptor agonisti olup postsinaptik DAerjik
reseptorler araciligl ile etkisini gdstermektedir. Unilateral apomorfin enjeksiyonu sonucu
hayvanlarda denerve olan striatum bdlgesinde DA reseptorlerin hiperstimulasyonuna
bagli olarak lezyonlu bolgenin zit tarafinda kontralateral dénmeler goriilmektedir.
Apomorfin ile indiiklenen rotasyon testi lezyonlarin DAerjik sistem tizerindeki etkisi ve
PH modeli olusturulmus ratlarda tedavinin etkinligini gdstermek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir?®,

Bu test icin 28 cm ¢ap1 ve 38 cm yiiksekligi olan iistii agik bir silindir kap
kullanildi. Ratlar silindir kap igine konularak 5 dk siire ile bekletildi. 5 dk’lik alisma
stiresinden sonra 0.5 mg/kg i.p. apomorfin HCI (Sigma-Aldrich, 41372-20-7) verildi.
Enjeksiyonu takiben video kamera takip sistemiyle (EthoVision®XT, Noldus
Informational Technology, Wageningen, Hollanda) 60 dakika kayit alindi. Apomorfinle
indiiklenen rotasyon testi i¢in enjeksiyonu takiben 60 dakika boyunca 360 derecelik
donme sayis1 hesaplandi. Kontralateral ve ipsilateral donmeler sirasiyla pozitif (+) ve
negatif (-) skor olarak kabul edildi ve net donme sayis1 + donme ve — negatif donme
olarak tanimlandi*%,

3.3.2. Silindir Testi

Silindir testi deney hayvanlarinda duysal-motor fonksiyonu degerlendirmek icin
spontan penge kullanimini 6lgme esasina dayanan bir testir. Stereotaksik cerrahi girisim
sonrast meydana gelen unilateral nigrostriatal hasar sonucu olusan motor asimetriyi ve

Parkinson benzeri motor belirtilerin degerlendirilmesi amaci ile silindir testi kullanildi*®”
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Bu test i¢in ratlar 20 cm ¢apa ve 30 cm yiikseklige sahip pleksiglas bir silindire
yerlestirildi. Silindirin arka kismina uygun pozisyonlarda yerlestirilen aynalar ile kayit
esnasinda silindirin her alaninin goriilebilir olmasi saglandi ve bdylece deney
hayvanlarinin arkasi1 doniik hareketleri de kaydedildi. 20 dakika boyunca deney
hayvanlarinin davranislar1 video kamera (EthoVision®XT, Noldus Informational
Technology, Wageningen, Hollanda) ile kayit altina alindi. Hayvanlarin sag ve sol 6n
pengelerini silindir ¢eperine dokunmak i¢in kullandigi, sag ve sol pengeleri ayri ayri
dokunmak i¢in kullandigu durumlar izlendi. Hayvanlarin ayaklari iizerindeyken lezyon
tarafa ipsilateral ve kontralateral 6n pengeleri ile silindir duvarini incelemesi veya
diismesi izlendi, toplam pence kullanimi sayisi ile karsilastirildi ve % kullanim olarak
ifade edildi.(Formiil 3.1 ve 3.2).

% Ipsilateral Dokunma = 100 x( Sag/ (Yalniz Sag+ Yalniz Sol + (2 x Hem
Sag Hem Sol)) (3.1)

% Kontralateral Dokunma =100 x (Sol/ Yalniz Sag+ Yalniz Sol + (2 x Hem
Sag Hem Sol)) (3.2)

3.3.3. Lokomotor aktivitemetre testi

Ratlarda lokomotor aktivite dlgiimii igin 42x42x42 cm Olgiilerindeki aktivitemetre
(May Act 508) kullanildi. Bu sistem, kizilotesi fotoseller ile donatilmis sekiz plastik cam
kafesten olusan ve veri kayit sistemine bagli otomatik bir cihazdir. Bu kafes i¢indeki ratlar
herhangi bir hareket yaptiginda karsilikli IR sensorler arasindaki iletisimi kestigi i¢in
denegin yaptig1 hareketin sekline gore aktiviteleri farkli parametreler seklinde kaydedilir.
Bu sistem sayesinde ratlarin deney siiresince ambulatuvar, vertikal ve horizontal aktivite,
dinlenme siiresi ve toplam Kkatettigi mesafe oOlgiildii. Tim parametreler igin ratlar
transparan kafesin ortasina teker teker birakilarak 20 dk boyunca kayit alind1 Bu test ile

lokomotor aktivitedeki artma ya da azalma tespit edildi'®.
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3.4. Histopatolojik Analizler

3.4.1. Dokularin Hazirlanmasi ve Hematoksilen-Eozin Boyama

Yapilan nekropsi sonucu histolojik degerlendirme amaciyla alinan doku 6rnekleri
%10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda fiksasyon amagli 24 saat siireyle bekletildi.
Fiksasyon isleminden sonra doku 6rnekleri ¢esme suyunda yikandi ve dereceleri artan
alkol serilerinden gecirilerek dehidratasyon saglandi. Dehidrastasyon sanrasi dokular
ksilolde seffaflagtirilip parafin bloklara gémiildii. Her bloktan Leica RM 2245 mikrotomu
(Leica Biosystems, Germany) kullanilarak 5 pm’lik kalinliginda alinan kesitler normal
lamlara aktarilarak hematoksilen- eozin (H&E) ile boyandi. Histopatolojik olarak kesitler
nekrotik ve dejeneratif degisiklikleri goriintiilemek i¢in 151k mikroskobunda (Olympus
BX-51) incelendi ve tipik histopatolojik bulgulara ait fotograflar kaydedildi (MC170 HD,

Leica, Almanya).

Tablo 3.1. Doku takip protokolii

Sira Islem Siire
Fiksatiften Uzaklastirma Cesme suyu 1 gece
Dehidratasyon %60’1ik Alkol 1 Saat
%70’lik Alkol 1 Saat
%380’lik Alkol 1 Saat
%96°lik Alkol 1 Saat
%100’lik Alkol 1 Saat
Seffalastirma Ksilol | 1 Saat
Ksilol I 1 Saat
Bloklama Parafin | 1 Saat
Parafin | 1 Saat

3.4.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme
Ratlarda, beynin SN bolgesinde GFAP, TNF-o ve nNOS ekspresyonlari
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Immiinohistokimyasal analizler i¢in ayrilan
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bloklardan adhezivli (poly-L-Lysin) lam tizerine 5 um kalinliginda kesitler alinarak 56
°C’lik etiivde bir gece boyunca bekletildi. Inkiibasyon sonras1 lamlar 2 kez 5 dk siire ile
ksilolde bekletildikten sonra azalan alkol serilerinden (%2100, %96, %80, %70)
gecirilerek deparafinize edildi. Antijenik yapilarin antikora karsi yanit olusturabilmesi
icin kesitler %10 sitratlhi tampon soliisyonunda (pH = 6.0) 700 watt’ta 5 dk siire ile
kaynatildi. Tiim kesitler 20 dk oda sicakliginda sogutuldu ve sonrasinda fosfat tampon
tuz cozeltisi (PBS; pH 7.4) ile 3 defa 5 dk siire ile yikandi. Yikamay: takiben %3 liikk
H.O> (Hidrojen Peroksit)'te 10 dk. bekletilerek endojen peroksidaz inaktivasyonu
sagland1 ve ardindan tekrar PBS ile 3 defa 5 dk siire ile yikandi. Ilgili olmayan antikor
komplekslerini uzaklastirmak i¢in 5 dk siire ile UV bloklama soliisyonunda (Scytek
AAA125) bekletildi ve 1/400 oraninda sulandirilmis primer antikorlar (Anti- GFAP,
Anti-TNF-a, Anti- NNOS; sirasiyla Cat no: sc-33673, sc-52746, sc-5302 Santa Cruz,
USA) orneklerin iizerini kaplayacak sekilde damlatilarak uygun nem kosullar1 saglanan
etiivde bir gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 3 kere 5 dk siire boyunca
PBS ile yikanarak 1/400 oraninda sulandirilmis sekonder antikorlar (ab64259, Abcam,
Cambridge, UK)ile oda 1s1sinda 1 saat siire ile inkiibe edildi. Sonrasinda tekrar 3 kere 5
dk siire boyunca PBS ile yikanarak streptavidin-biotin peroksidaz (ab64259, Abcam,
Cambridge, UK) kompleksine 20 dk boyunca maruz birakildi. Tekrar yikama sonrasi
(3x5 dk PBS) kesitlere diaminobenzidine (DAB) kromojen (ab64238, Abcam,
Cambridge, UK) damlatilarak kahverengi renk olusumu goriildii. Ardindan distile su ile
yikama yapilip, Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildi. Kesitler musluk suyu ile
yikandi, artan alkol (%70, %80, %96 ve %100’liik) ve ksilol serilerinden gegirilerek
lamlar entallen ile kapatildi. Ttim kesitlerin ayn sartlarda ve prosediirde boyanmasindan

sonra dokulardaki ekspresyon yogunluklar1 151tk mikroskobunda(Leica DM 1000)
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degerlendirildi. Kesitler immunpozitifliklerine gére yok (-), ¢ok hafif (+), hafif (++), orta
(+++) ve siddetli (++++) olarak degerlendirildi.

3.5. Gen Ifade Diizeylerinin Incelenmesi

3.5.1. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Texas, ABD) kullanilarak iretici
firmanin yonergeleri dogrultusunda yapildi. Ratlarin beyin bdlgesinden ¢ikarilan SN
dokusundan 20 mg tartilarak icerisinde 1 adet steril ¢elik bilye bulunan 2 ml’lik ependorf
tiipe konuldu ve 700 pl Buffer + 10 pl B-mercaptoethanol (B-ME) soliisyonu eklenerek
Tissue Lyse homojenizator cihazi ile homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi elde
edilen siipernatant 3 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilerek {izerine 650 pl %80’lik etanol
eklendi ve pipetle karistirildi. Sonrasinda siipernatantin 650 pl’si kolonlara (RNeasy mini
spin colon 2 ml) yiiklendi, 1 dk 10.000g’de santrifiij edildi ve altdaki toplama tiipiinde
kalan siiziintii dokiildii. Stipernatant tekrar kolonlara yiiklendi ve 500 pul Wash buffer
eklenerek 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alttaki toplama tiipli
degistirilerek kolonlara (RNeasy mini spin colon) 70 pul DNase I Digestion karigimi
eklenerek oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Sonrasinda kolon iizerine 500 pl inhibitor
removal tampon eklenerek 1 dk 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki
toplama tiipti degistirildi, kolonlara 500 ul Wash buffer eklenerek 1 dk 10.000 g’de
santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipti dokiildii ve kurumasi i¢in 1 dk 10.000 g’de santrifiij
edildi. Kolon yeni ependorf tiipii icerisine yerlestirildikten sonra iizerine 40ul RNAse
Free Water tam orta kisima gelecek sekilde dikkatlice eklendi ve 1 dk 10.000 g’de sanrifiij

edildi. Ependorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80° C de saklandi.
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3.5.2. RNA Safliginin Belirlenmesi ve Konsantrasyon Hesaplanmasi

cDNA sentezine baslamak icin elde edilen RNA miktar1 260-280nm dalga
boyunda nano drop spektrofotometri (Biotek, EPOCH Take3 ) cihazi kullanilarak optik
dansite ol¢iildii. Saflik degerleri 1,8 civari olan RNA’lar ¢calismada kullanildi.

3.5.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lar cDNA sentez islemi i¢in kullanildi. Her bir reaksiyon igin
her bir kuyuya RNA (10 ng) koyularak 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile
asagidaki kosullar saglanarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA
konsantrasyonu nano drop spektrofotometri (Biotek, EPOCH Take3) kullanilarak dl¢tildii

ve cDNA kullanilacagi zamana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 3.2. Primer miks

Uriin Miktar
RNA 7 ul
dNTP Miks 1l
Oligo-dT Primer (40 uyM ) 1l
Nuclease-free water 1 ul
Toplam Miktar 10 wl

0.2 mI’lik PCR tiiptinde hazirlananan primer miks Thermal Cycler’ da 5 dk. 65

°C’de inkiibe edilip, hemen buzun igine koyulup 2 dk bekletildi.

Tablo 3.3. cDNA sentez miksi

Uriin Miktar
10X Buffer M-MuLV 2ul
M-MuLV Reverse Transcriptase 0.1 ul
Nuclease-free water 7.9 ul
Toplam Miktar 10 pl
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RNA igeren primer miksinin tizerine, 10 ul’lik cDNA sentez miksi eklenip, pipetaj
yapilmistir. Daha sonra Thermal Cycler’ da 42°C’de 60 dk ardindan 85°C’de 5 dk
inkiibasyona birakildi. Toplamda 20 pl olan cDNA real time PCR reaksiyonu i¢in hazir
hale getirildi.

3.5.4. Real Time PCR kullanilarak D1 ve D2 Reseptor Ekspresyonunun
Olciilmesi

Rat SN dokularindaki D1 ve D2 reseptor ekspresyonu Roche cihazi ile dlgiildii.
D1 ve D2 genlerinin primer problari Primer Design Ltd. firmasindan satin alindi. D1 ve
D2 expresyon sonuglar1 degerlendirilmesi B-actin ile karsilastirilarak rolatif kat

uygulamasina gore yapildi.

Tablo 3.4. D1 ve D2 primerlerinin dizileri

Gen No Oligoniikleotid Dizisi

D1 Sense: AACTGTATGGTGCCCTTCTGTGG
Anti-Sense: CATTCGTAGTTGTTGTTGCCCCG

D2 Sense: CACTCCGCCACTTCTTGACATACA
Anti-Sense: TCTCCTCCGACACCTACCCCGA

Real-Time PCR igin toplam Tablo 3.5°de goriilen 25 pl reaksiyonu miksi

hazirlandi.

Tablo 3.5. Real-Time PCR igin miks igerigi

Uriin Miktar
DNTPs mix 1wl
Master Miks 1 6 ul
Master Miks 2 6 ul
1X Vi Buffer 1.25
cDNA 5ul
RNAse free H.0O 575 ul
Toplam 25 ul

59



Elde edilen cDNA’lar buz kalibinin {izerinde tutularak her 6rnekten 5 pl alinarak
PCR tiipiine konuldu. Uzerine master miks 1 ve 2’den esit olarak 6 pl hacminde ilave
edildi. Devaminda 1X Vi Buffer ve DNTP karisimui ilave edildikten sonra 25 ul hacmi
elde edebilmek icin geri kalan hacmi RNAse free H,O tamamlandi. PCR’a konulan tiipler
5 dk 95 kaldiktan sonra 45 siklus uygulandi ve PCR sonlandirdi.

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler IBM 20.00 SPSS paket programi kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirildi. Sonuglarimiz Tukey veya LSD posthoc testleri ile birlikte one-way
ANOVA testi kullanilarak degerlendirilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Histopatolojik degerlendirmede elde edilen veriler semikantitatif olarak
degerlendirildi. Herbir doku o6rneginde 6 farkli alanin ortalama boyanma yogunlugu
dikkate alinarak skorlama islemi yapildi. Immiin pozitif ve immiin negatif boyama
ozelliklerine gore; ¢ok az ya da yok ise yok (-), ¢ok hafif (+), hafif (++), orta (+++) ve

siddetli (++++) seklinde belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismada elde edilen bulgular apomorfinle indiiklenen rotasyon, silindir ve
lokomotor aktivitemetre testi, histolojik parametreler ve gen ifade diizeyleri ana basliklari
altinda ele alind1.

4.1. Davramssal Testler

Bu baslik altinda apomorfinle indiiklenen rotasyon, silindir ve lokomotor
aktivitemetre testi sonuclar1 degerlendirildi.

4.1.1. Apomorfinle Indiiklenen Rotasyon Testi Sonuglar

Apomorfinle indiiklenen rotasyon test sonuglart Sekil 4.1 ve Tablo 4.2°de
verilmistir. Ratlara 0.5 mg/kg apomorfin subkutan olarak uygulanmis ve kontralateral
donme hareketleri sayilararak hesaplanmistir. Kontrol grubunda kontralateral ya da
ipsilateral yonde herhangi bir doniis gézlenmedi. PH grubunda kontralateral donme sayisi
kontrol grubuna gore artis gosterdi (0’dan yaklasik 152/saat). PH+L-Dopa grubunda
PH’ye bagl kontralateral donmenin anlamli olarak azaldigi gozlendi (yaklasik
152/sa’den 52/sa’e, p<0.001). BRM’nin yalniz basina uygulandigi PH grubunda L-Dopa
uygulanan PH grubundaki kadar olmasa da kontralateral donme sayisinin anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (152/sa’den 95/sa’e, p<0.001). BRM ve L-Dopa kombinasyonunun
birlikte uygulandigt PH grubunda kontralateral donme sayisinin yanlizca L-Dopa
uygulanan PH grubunda gozlenen 52/sa’den yaklagik 36/sa’e diistiigli, bu diislisiin

istatistiksel olarak anlamlilik seviyesine ulastig1 goriildii(p=0.039).
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Tablo 4.1. Apomorfinle indiiklenen rotasyonal test

Gruplar
PH+BRM+L-
Kontrol PH PH+BRM PH+L-Dopa Dopa
Apomorfinle
indiklenen ¢ .00 151,84254% 94,507,60 51,747,5%¢ 36,2413
rotasyonal
test

Sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir. SS: Standart Sapma (*Kontrol, °PH, °PH+BRM, ‘PH+L-Dopa
grubuna gore istatistiksel olarak farkli, p<0.001)

Apomorfin Testi

200
180 a
160

—
TS
S o

ab

]
[=]

a,b,c

(=)
<

a,b.c.d

Doénme Sayisi/sa
S
=

[
S o

(=]

Kontrol PH PH + BRM PH +L-Dopa PH +BRM +L-
Dopa

Sekil 4.1. Apomorfinle indiiklenen rotasyonal test sonuglar1 ((Kontrol, bPH, PH+BRM,
9PH+L-Dopa grubuna gore istatistiksel olarak farkl1, p<0.001).

4.1.2. Silindir Testi Sonu¢lar:

Silindir testi sonuglar1 Tablo 4.2°’de verilmistir. Silindir testinde hayvanlarin
dikelme hareketi sirasinda her iki pengesini kullanma orani kontrol grubunda %69,91
iken, PH grubunda %14,3” e diigmiistiir. L-Dopa uygulanan PH grubunda bu degerin
%14,3°den %39,53’¢ yiikseldigi goriilmektedir. BRM uygulanan PH grubunda ise iki
pence birlikte kullanma yiizdesi L-Dopa kadar olmasa da %14,3’den % 22,74’e
yiikselmistir. BRM ve L-Dopa’nin kombinasyon formunun uygulandigi PH grubunda ise

sadece L-Dopa verilen PH grubundaki iki penge birlikte kullanma yiizdesinin
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%39,53’den %49,18’e yiikseldigi, yani BRM’nin L-Dopa’nin iki penge birlikte yiizdesi
tizerine etkisini artirdig1 goriilmektedir.

Silindir testinde hayvanlarin dikelme hareketi sirasinda ipsilateral penge yiizdesi
kullanma oran1 kontrol grubunda %18,51 iken, PH grubunda %70,28 e ylikselmistir. L-
Dopa uygulanan PH grubunda bu degerin %70,28’den %42,22’¢ diistligli gériilmektedir.
BRM uygulanan PH grubunda ise ipsilateral penge kullanma yiizdesi L-Dopa kadar
olmasa da %70,28’den % 56,14 e diismiistiir. BRM+L-Dopa’nin birlikte kullanildigi PH
grubunda ise sadece L-Dopa uygulanan PH grubundaki ipsilateral pence kullanma
yiizdesinin %42,22°den %36,22’e diislirdiigii, yani BRM’nin L-Dopa’nin ipsilateral
penge kullanma yiizdesi tizerine etkisini artirdig1 goriilmektedir.

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi ipsilateral pence kullanma yiizdesi ve iki penge
birlikte kullanma ylizdesi PH’den etkilenmekte, L-Dopa kullanilmasi bu etkilenmeyi
belirgin bir sekilde azaltmakta, BRM’in yalniz uygulanmasi bu etkilenmeyi
hafifletmekte, BRM+L-Dopa’nin birlikte uygulanmasi ile bu etkilenme ¢ok daha fazla bir

sekilde onlenmekte, yani BRM nin L-Dopa’nin etkisini artirdig1 goriilmektedir.

Tablo 4.2. Silindir testi kontralateral, ipsilateral ve her iki pengeyi birlikte kullanim
yiizdesi

Gruplar Kontralateral ~ Ipsilateral iki pence

pence yiizdesi pence yiizdesi birlikte

yiizdesi
Kontrol 11,58 18,51 69,91
PH 15,42 70,28 14,3
PH+BRM 21,12 56,14 22,74
PH+L-Dopa 18,25 42,22 39,53
PH+BRM+L-Dopa 14,6 36,22 49,18

4.1.2. Lokomotor Aktivite Testi Sonugclari
Lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in; ambulatuvar, vertikal, horizontal

aktivite, dinlenme siiresi ve katedilen mesafe olmak tizere 5 parametre degerlendirildi.
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Ambulatuvar aktivite: Ambulatuvar aktivite sonuclar1 Sekil 4.2 ve Tablo 4.3’de
verilmistir. Ambulatuvar aktivitenin PH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldig gozlendi (p<0.001). L-Dopa uygulan PH grubunda ambulatuvar aktivite diizeyi
PH grubuna gore anlamli olarak arttig1 (p<<0.001) ve kontrol grubu degerlerine yaklastigi
(p=0.074) goriildi. BRM’nin yalniz basina uygulandigt PH grubunda ambulatuvar
aktivitenin PH grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degismedigi (p=0.267)
gozlenirken, BRM ve L-Dopa’nin birlikte uygulandigi PH grubunda ambulatuvar aktivite
diizeyi PH grubuna gore anlamli olarak arttig1 (p<0.001) ve kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 goriildii (p=0.440). PH+L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplarda yapilan ikili
karsilagtirmalarda; PH+BRM+L-Dopa grubunda ambulatuvar aktivite diizeyinin daha
fazla oldugu ve kontrol grubu degerine daha yakin oldugu bulundu. Elde edilen sonuclar
BRM uygulanmasinin PH grubuna kiyasla tek basina ambulatuvar aktivite iizerine etkili
olmadigini, buna karsilik L-Dopa ile birlikte uygulandiginda L-Dopa’nin ambulatuvar

aktiviteyi arttirict etkisini giiclendirdigini gostermektedir.

Ambulatuvar Hareket

400

Hareket Sayisi

200

777

Kontrol PH PH+BRM PH+L-Dopa PH+BRM+
L-Dopa

Sekil 4.2. Lokomotor aktivite testinde gruplarin ambulatuvar aktivite sayilar1 (*Kontrol,
"PH, °PH+BRM, PH+L-Dopa grubuna gore istatistiksel olarak farkl1, p<0.001).
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Vertikal aktivite: Vertikal aktivite sonuglar1 Sekil 4.3 ve Tablo 4.3’de verilmistir.
Vertikal aktivitenin PH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi gézlendi
(p<0.001). BRM ve L-Dopa’nin yalniz basina uygulandigi PH gruplarinda vertikal
aktivite diizeyleri PH grubuna goére anlamli olarak arttig1 (sirasiyla p=0.018, p=0.008) ve
vertikal aktivitede goriilen bu artisin iki grup arasinda benzer oldugu bulundu (p=0.713).
BRM ve L-Dopa’nin birlikte uygulandigi PH grubunda ise vertikal aktivite diizeyi PH
grubuna gore anlamli olarak arttigi (p<0.001) ve bu artisin PH+BRM, PH+L-Dopa
gruplarina gore de daha fazla oldugu, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamliliga
ulastig1 (p<0.001), ayn1 zamanda kontrol grubu degerine daha da yaklastig1 goriildii. Bu
bulgular PH grubunda vertikal aktivitenin azaldigi, bu azalmanin hem BRM hem de L-
Dopa uygulamasi sonucu anlamli olarak 6nlendigini, ve L-Dopa ile birlikte verildiginde
BRM’nin L-Dopa’nin PH’de azalmis olan vertikal aktivitedeki azalmay1 dnleyici etkisini

belirgin bir sekilde artirdigini gostermektedir.

Vertikal Hareket
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Kontrol PH PH + BRM PH +L-Dopa PH +BRM + L-
Dopa

Sekil 4.3. Lokomotor aktivite testlerinde gruplarin vertikal aktivite sayilar1 (*Kontrol,
bpH, cPH+BRM, “PH+L-Dopa grubuna gore istatistiksel olarak farklr)
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Horizontal aktivite: Horizontal aktivite sonuglar1 Sekil 4.4 ve Tablo 4.3’de
verilmistir. Horizontal aktivitenin PH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
azaldig1 gozlendi (p<<0.001). L-Dopa uygulana PH grubunda horizontal aktivite diizeyi
PH grubuna goére anlamli olarak arttigi (p<0.001) bulunurken, BRM uygulan PH
grubunda ise horizontal aktivitenin PH grubu degerlerine benzer oldugu goriildii
(p=0.152). BRM ve L-Dopa kombinasyonunun uygulandigi PH grubunda horizontal
aktivite diizeyi PH grubuna gore artis gosterdigi ve bu artisin istatistiksel anlamliliga
ulagtig1 gorildi (p<0.001). PH+L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplarda yapilan ikili
karsilastirmada; PH+BRM+L-Dopa grubunda horizontal aktivite diizeyinin daha fazla
oldugu (p=0.039) ve kontrol grubu degerine benzer oldugu goriildii (p=0.583). Bu
sonuclar BRM uygulamasinin PH grubuna kiyasla tek basina horizontal aktivite {izerine
etkili olmadigini, buna karsilik L-Dopa ile birlikte verildiginde L-Dopa’nin horizontal

aktiviteyi arttirici etkisini giiclendirdigini gostermektedir.

Horizontal Hareket
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Kontrol PH PH+BRM PH+L-Dopa PH+BRM +
L-Dopa

Sekil 4.4. Lokomotor aktivite testlerinde gruplarin horizontal aktivite sayilar1 (*Kontrol,
bpH, cPH+BRM, “PH+L-Dopa grubuna gore istatistiksel olarak farklr)
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Dinlenme siiresi: Dinlenme siiresi sonuglar1 Sekil 4.5 ve Tablo 4.3°de verilmistir.
Dinlenme stiresinin PH grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak arttigi gézlendi
(p<0.001). BRM ve L-Dopa’nin yalniz basina uygulandigi PH gruplarinda dinlenme
siiresinin PH grubuna gore anlamli olarak azaldigi (p<0.001) ve bu azalisin iki grup
arasinda benzer oldugu bulundu (p=0.999). BRM ve L-Dopa’nin birlikte uygulandigi PH
grubunda ise dinlenme siiresinin PH grubuna gore anlamli olarak azaldigi (p<0.001) ve
bu azalisin PH+BRM, PH+L-Dopa gruplarina gore daha fazla oldugu, aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamliliga ulastig1 (p<0.001), ayn1 zamanda kontrol grubu degerine
daha da yaklastig1 goriildii (p=0.398). Bu veriler PH grubunda dinlenme siiresini uzadigi,
bu uzamanin hem BRM hem de L-Dopa uygulamasi sonucu azaldigi, BRM’ nin L-
Dopa’nin dinlenme siiresindeki azaltic1 etkisini daha da artirarak L-Dopa’nin etkisini

giiclendirdigini gostermektedir.

Dinlenme Siiresi
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a
1000 ab
800 T

600
400
200
0

PH

Kontrol PH+BRM PH +L-Dopa PH +BRM + L-
Dopa

Saniye (s)

Sekil 4.5. Lokomotor aktivite testinde gruplarin dinlenme siireleri (*Kontrol, bpH,
‘PH+BRM, YPH+L-Dopa grubuna gére istatistiksel olarak farklr)

Katedilen mesafe: Katedilen mesafe sonuglar1 Sekil 4.6 ve Tablo 4.3°de
verilmistir. Katedilen mesafenin PH grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak

azaldig1 gozlendi (p<0.001). L-Dopa uygulana PH grubunda katedilen mesafe diizeyinin
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PH grubuna gore anlamli olarak arttigi (p<0.001) bulunurken, BRM uygulanan PH
grubunda ise katedilen mesafenin PH grubuna gore degismedigi bulundu (p=0.307).
BRM ve L-Dopa kombinasyonunun uygulandigi PH grubunda katedilen mesafe
diizeyinin PH grubuna gore anlamli olarak arttig1 goriildii (p<0.001). PH+BRM+L-Dopa
grubunda katedilen mesafenin PH+L-Dopa grubuna gore daha fazla oldugu (p<0.001) ve
kontrol grubu degerine daha yakin oldugu bulundu. Bu bulgular PH grubunda katedilen
mesafenin azaldigi, BRM uygulamasmin bu katedilen mesafedeki azalma {izerine
etkisinin olmadigi, buna karsilik L-Dopa’nin PH grubuna gore katedilen mesafedeki bu
azalmay1 onledigi; BRM yalniz basina katedilen mesafe {izerine etkili olmadig: halde,

L-Dopa ile birlikte verildiginde L-Dopa’nin etkisini artirdigini géstermektedir.

Katedilen Mesafe
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(3]
(=1
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Santimetre (cm)
) O
g8 8
f+5)
j-5]

N
o
o

o

Kontrol PH PH+BRM PH+L-Dopa PH-+BRM +
L-Dopa

Sekil 4.6. Lokomotor aktivite testinde gruplarin katettikleri toplam mesafeler (*Kontrol,
bpH, cPH+BRM, PH+L-Dopa grubuna gore istatistiksel olarak farklr)
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Tablo 4.3. Ambulatuvar, vertikal, horizontal aktivite, dinlenme siiresi ve katedilen
mesafe

Gruplar
Kontrol PH PH+BRM  PH+L-Dopa

PH+BRM+L-
Dopa

Ambulatuvar Aktivite 1010,8+110,4 602,2+82,5  656,3£81,1* 922,3+81,5" 1048,3+88,9"
Vertikal Aktivite 51,746,4 18,3+5,28 26,245,280 273472 43, 5+5,18bcd
Horizontal Aktivite 2929,5+£120,1 1965,8+224,8 2074,6+85,1 2728,7+114,1 2888,3+104,1
Dinlenme Siiresi 762,6+60,8 1013,4422,0  846,0+70,1 846,1+57,1 738,9+31,6

Katedilen Mesafe 2362,7497,1 1210,8+89,5 1264,9+454 1608,5+90,2 2210,6+140,3

Sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir. SS: Standart Sapma (*Kontrol, bPH, PH+BRM, dPH+L-Dopa
grubuna gore istatistiksel olarak farklr)

4.2. Histolojik Parametreler

4.2.1. Histopatolojik Degerlendirme

Calismamizda histopatolojik degerlendirmeler deney hayvanlarinda SN
bolgesinde H-E boyama yontemi kullanilarak yapildi.

Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait kesitler histopatolojik olarak incelendiginde,
normal histolojik goriiniimde oldugu gozlendi (Sekil 4.7. A).

PH grubu: Kontrol grubuna ait kesitler histopatolojik olarak incelendiginde,
noronlarda siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroz, meningial ve paransimal damarlarda
siddetli diizeyde hiperemi gozlendi (Sekil 4.7. B).

PH+BRM grubu: BRM uygulanan PH grubuna ait kesitler histopatolojik olarak
incelendiginde, noronlarda orta diizeyde yozlasma ve nekroz, damarlarda hiperemi
gozlendi (Sekil 4.7. C).

PH+L-Dopa grubu: L-Dopa uygulanan PG grubuna ait Kkesitler histopatolojik
olarak incelendiginde, néronlarda hafif diizeyde dejenerasyon ve nekroz, meningial ve
paransimal damarlarda hiperemi gozlendi (Sekil 4.7. D).

PH+BRM+L-Dopa grubu: BRM ve L-Dopa kombinasyonu uygulanan PH
grubuna ait kesitler histopatolojik olarak incelendiginde, noronlarda hafif diizeyde
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dejenerasyon ve nekroz, parangim ve meningeal damarlarda ¢ok hafif diizeyde hiperemi

gozlendi (Sekil 4.7. E). Histopatolojik bulgular Tablo 4.4’de 6zetlendi.

Sekil 4.7. Kontrol grubu; normal histolojik yapida (A), PH grubu; siddetli diizeyde
ndronlarda dejenerasyon (ince oklar), nekroz (ok baslar1), damarlarda hiperemi (kalin
oklar) (B), PH+BRM grubu; orta siddette néronlarda dejenerasyon (ince oklar), nekroz
(ok baslar1), damarlarda hiperemi (kalin oklar) (C), PH+L-Dopa grubu; hafif diizeyde
noronlarda dejenerasyon (ince oklar), nekroz (ok baslar1), damarlarda hiperemi (kalin
oklar) (D), PH+BRM+ L-Dopa grubu; cok hafif diizeyde ndronlarda dejenerasyon
(ince oklar), nekroz (ok baslar1), damarlarda hiperemi (kalin oklar) (E), H&E, Bar: 50
pm.
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4.2.1. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait kesitler immunhistokimyasal olarak
incelendiginde, negatif GFAP, TNF-a ve nNOS ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.8A,
4.9A, 4.10A).

PH grubu: PH grubuna ait kesitler immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
astrositlerde siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu tespit edildi (Sekil 4.8 B). Meningeal
ve parankimal damarlarin ¢evrelerinde siddetli diizeyde TNF-a ekspresyonu goriildii
(Sekil 4.9 B). Noronlarda siddetli diizeyde sitoplazmik nNOS ekspresyonu belirlendi
(Sekil 4.10 B).

PH+BRM grubu: BRM uygulanan PH grubuna ait kesitler immunhistokimyasal
yontemle incelendiginde astrositlerde orta diizeyde GFAP ekspresyonu (Sekil 4.8 C),
meningeal ve paransimal damarlarda orta diizeyde TNF-o ekspresyonu (Sekil 4.9 C),
noronlarda orta diizeyde nNOS ekspresyonu (Sekil 4.10 C) tespit edildi.

PH+L-Dopa grubu: L-Dopa wuygulanan PH grubuna ait Kkesitler
immunhistokimyasal yontemle incelendiginde, astrositlerde hafif diizeyde GFAP
ekspresyonu (Sekil 4.8 D), hafif diizeyde perivaskiiler lokalizasyonlu TNF-a ekspresyonu
(Sekil 4.9 D) noronlarda hafif diizeyde nNOS ekspresyonu (Sekil 4.10 D) gozlendi.

PH+BRM+L-Dopa grubu : BRM ve L-Dopa kombinasyonu uygulanan PH
grubuna ait kesitler immunhistokimyasal yontemle incelendiginde, astrositlerde ¢ok hafif
diizeyde GFAP ekspresyonu (Sekil 4.8 E), ¢ok hafif diizeyde parivaskiiler lokalizasyonlu
TNF-a ekspresyonu (Sekil 4.9 E).noronlarda c¢ok hafif diizeyde sitoplazmik nNOS
ekspresyonu (Sekil 4.10 E) belirlendi. Immiinpozitiflik acisindan yapilan semikantitatif

degerlendirmeler Tablo 4.4’ de 6zetlendi.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu, negatif GFAP ekspresyonu (A), PH grubu, astrositlerde
siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu (ok baslar1) (B), PH+BRM grubu, astrositlerde
orta siddette GFAP ekspresyonu (ok baglari) (C), PH+L-Dopa grubu, astrositlerde hafif
diizeyde GFAP ekspresyonu (ok baslari) (D), PH+BRM+L-Dopa grubu, astrositlerde
cok hafif diizeyde GFAP ekspresyonu (ok baslar) (E), H&E, Bar: 50 pm.
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Sekil 4.9. Kontrol grubu, negatif TNF-a ekspresyonu (A), PH grubu, siddetli diizeyde
perivaskiiler TNF-a ekspresyonu (ok baslar1) (B), PH+BRM grubu, orta siddette
perivaskiiler TNF-o ekspresyonu (ok baslar1) (C), PH+L-Dopa grubu, hafif diizeyde
perivaskiiler TNF-a ekspresyonu (ok baslar1) (D), PH+BRM+L-Dopa grubu, ¢ok hafif
diizeyde perivaskiiler TNF-a ekspresyonu (ok baglar1) (E), H&E, Bar: 50 pm.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu, negatif nNOS ekspresyonu (A), PH grubu, néronlarda
siddetli diizeyde nNOS ekspresyonu (ok baslar1) (B), PH+BRM grubu, néronlarda orta
siddette nNOS ekspresyonu (ok baslar1) (C), PH+L-Dopa grubu, néronlarda hafif
diizeyde nNOS ekspresyonu (ok baglar1) (D), PH+BRM+L-Dopa grubu, néronlarda
cok hafif diizeyde nNOS ekspresyonu (ok baglar1) (E), H&E, Bar: 50 pm.
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Tablo 4.4. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirmenin Skorlanmasi

Kontrol PH PH+BRM  PH+L- PH+BRM+LDopa
Dopa

Noronlarda - ++++ +++ ++ +
dejenerasyon
Noronlarda - ++++ ++ + -
nekroz
Damarlarda - ++++ +++ +++ ++
hiperemi
GFAP - ++++ +++ ++ +
ekspresyonu
TNF-a - ++++ +++ ++ +
ekspresyonu
nNOS - ++++ +++ ++ +
ekspresyonu

Histopatolojik HE ile yapilan boyama sonuglarinda; kontrol grubunda ndronlarda
dejenerasyon, noronlarda nekroz ve damarlarda hiperemi yok (-); PH grubunda
noronlarda dejenerasyon, néronlarda nekroz ve damarlarda hiperemi siddetli (++++);
PH+BRM grubunda néronlarda dejenerasyon orta (+++), néronlarda nekroz hafif (++)
ve damarlarda hiperemi orta (+++); PH+L-Dopa grubunda néronlarda dejenerasyon hafif
(++), noronlarda nekroz hafif (+) ve damarlarda hiperemi orta (+++); PH+BRM+L-Dopa
grubunda ise noronlarda dejenerasyon c¢ok hafif (+), noronlarda nekroz yok (-) ve
damarlarda hiperemi hafif (++) olarak belirlendi.

GFAP antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonuglarinda; kontrol
immiin negatif (-), PH siddetli immiinpozitiflik (++++), PH+BRM orta (+++), PH+L-
Dopa hafif (++), PH+BRM+L-Dopa grubunda ise ¢ok hafif immiinpozitiflik (+)
belirlendi (Sekil 4.8.).

TNF-a antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonuglarinda; kontrol
immiin negatif (-), PH siddetli immiinpozitiflik (++++), PH+BRM orta (+++), PH+L-
Dopa hafif (++), PH+BRM+L-Dopa grubunda ise ¢ok hafif immiinpozitiflik (+)

belirlendi (Sekil 4.9.).
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nNOS antikoru ile yapilan boyama sonuglarinda; Kontrol immiin negatif (-), PH
siddetli immiinpozitiflik (++++), PH+BRM orta (+++), PH+L-Dopa hafif (++),
PH+BRM-+L-Dopa grubunda ise ¢ok hafif immiinpozitiflik (+) izlendi (Sekil 4.10.).

4.3. Gen Ifade Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Bu baslik altinda deney hayvanlarinin beyin dokularinda SN bolgesinde D1 ve D2
reseptOr gen ifade diizeyleri degerlendirildi.

D1 Reseptor Gen ifade Diizeyinin Degerlendirilmesi

D1 reseptor gen ekspresyon diizeyleri Tablo 4.5’de verilmistir. Kontrol grubu
deney hayvanlarinin SN bdlgesinde elde edilen D1 reseptdr ekspresyon seviyesi sonucu
1 olarak kabul edildi. PH, PH+BRM, PH+ L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplarindan
elde edilen veriler ise ayr1 ayr1 kontrol grubu verilerine gore oranlanarak degerlendirildi.
PH ve BRM uygulanan PH grubunda D1 reseptor ekspresyon seviyesi kontrol grubuna
gore daha az oldugu fakat aradaki farkin istatistiksel olarak anlamliliga ulagmadigi
gbzlendi (p>0.05). L-Dopa ve BRM ve L-Dopa kombinasyonlarinin birlikte uygulandig
PH gruplarinda D1 reseptor ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore sirasiyla 3 ve 4 kat
artt1g1 bulundu (p<0.001). D1 reseptor ekspresyon diizeylerine bakildiginda PH grubunda
D1 reseptor diizeyini istatistiksel anlamliliga erismese de bir miktar azaldigi, BRM
uygulamasinin bu azalmayr kismen Onledigi, buna karsiik PH grubuna L-Dopa
verilmesinin D1 reseptdor miktarmi 3 kat arttirdigi, L-Dopa’nin BRM ile birlikte
verilmesinin ise D1 reseptor seviyesini L-Dopa’nin etkisini giiclendirerek 4 katina

cikardigr goriilmektedir.
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Tablo 4.5. D1 Reseptor Gen Ekspresyon Diizeyleri

D1 SH
Kontrol 1 + 0,06
PH 0,8 + 0,09 v
PH+BRM 0,9 + 0,08 v
PH+L-Dopa 3 + 012 A
PH+BRM-+L-Dopa 4 + 014 A

Kontrol grubuna gore; * (p<0.05), ** (p<0.001). Sonuglar ortalama = SH olarak verilmigtir. SH: Standart
hata

D2 Reseptor Gen Ifade Diizeyinin Degerlendirilmesi

D2 reseptor gen ekspresyon diizeyleri Tablo 4.6’de verilmistir. Kontrol grubu
deney hayvanlarinin SN bolgesinde elde edilen D2 reseptdr ekspresyon seviyesi sonucu
1 olarak kabul edildi. PH, PH+BRM, PH+ L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplarindan
elde edilen veriler ise ayr1 ayr1 kontrol grubu verilerine gore oranlanarak degerlendirildi.
PH ve BRM uygulanan PH gruplarinda D2 reseptor ekspresyon seviyesi kontrol grubuna
gore sirastyla 4,5 ve 3,2 kat artig gosterdi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001). L-Dopa’nin tek basina ve BRM ve L-Dopa kombinasyonlarin birlikte
uygulandigr PH gruplarinda D2 reseptor ekspresyon seviyesinde artis oldugu gortildii
fakat bu artis L-Dopa uygulanan PH grubunda kontrol grubuna gore anlamli farklilik
gosterirken (p<0.001), BRM ve L-Dopa kombinasyonunun birlikte uygulandigi PH
grubunda bu artsin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmadigi ve
kontrol grubu degerlerine yakin diizeyde oldugu bulundu (1,4 kat, p>0.05). Bu veriler PH
grubunda D2 reseptor diizeyinin belirgin bir sekilde arttigini, L-Dopa uygulanmasinin bu
artig1 belirgin bir sekilde durdurdugu, BRM uygulamasinin da L-Dopa kadar olmasa da
D2 reseptor artigini onledigini ve BRM’nin L-Dopa’nin etkisini giiclendirerek D2

reseptor diizeyini kontrole yakin degerlere getirdigini gostermektedir.
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Tablo 4.6. D2 Reseptor Gen Ekspresyon Diizeyleri

D2 SH
Kontrol 1 + 0,06
PH 4,5 + 0,06 A xx
PH+BRM 3,2 + 0,05 A *x
PH+L-Dopa 1,9 + 0,09 A *
PH+BRM+L-Dopa 1,4 + 0,28 A

Kontrol grubuna gore; « (p<0.05), = (p<0.001). Sonuglar ortalama + SH olarak verilmistir. SH: Standart

hata
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5. TARTISMA

PH, en sik goriilen norodejeneratif hastaliklardan biri olup, bireyler zamanla
giinliik aktivitelerini yerine getirmede bile zorluk ¢eker ve yasam kaliteleri olumsuz
yonde etkilenir. Ortalama yasam siiresinin uzamasi ve buna baglh olarak yash niifus
oraninin giderek artmasi PH prevalansinin tiim diinyada giderek artisina yol agmakta ve
onemli bir saglik sorunu haline gelmesine neden olmaktadir. Sosyoekonomik ve fiziksel
kayiplara neden olan bu hastalifin tedavisine yonelik calismalar giin gegtikge Onem
kazanmaktadir’®., Giiniimiizde PH’nin progresyonunu tamamen onleyici bir tedavi
yontemi heniiz mevcut degildir. PH tedavisi semptomatik olup tedavinin ana hedefi
hastanin giinliik faaliyetlerini rahat yerine getirmesini saglayarak hastanin yasam
kalitesini artirmaktir’® 8. PH tedavisinde en etkili ilag olarak kabul goren L-Dopa
hastalarin yasam kalitesini ve motor semptomlar1 iyilestirmede diger ilaglara gore daha
etkili olmasina ragmen tedavinin ilerleyen yillarinda goriilen motor dalgalanmalar ve
diskinezi 6nemli bir sorun teskil etmektedir®® ®. Nigrostriatal DAerjik innervasyon kaybi
ile karakterize olan PH’ye ait patofizyolojik mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis
olmasina ragmen, noroinflamasyonun DAerjik néron dejenerasyonunun baglatilmasinda
ve progresyonunda rol oynayan énemli bir faktér oldugu ileri siiriilmiistiir?®. L-Dopa’nin
uzun siireli kullanimina bagli olarak hastaligin patogenezinde yer alan inflamatuvar
yanitin ve toksikasyonun artisi seklinde yan etkiler gériilmektedir. Bu nedenle uygulanan
tedavi yontemlerine ek olarak PH’yi semptomatik olarak iyilestirmenin yani sira
prognozu ve noérodejeneratif siireci degistirmeye yonelik yeni tedavi yaklagimlar: 6nem
kazanmaktadir?"2%2, Giiniimiizde bitkilesel iiriinler ve/veya bitkilerden gesitli metodlarla
elde edilen bilesikler PH’ nin tedavisinde ve prognozunun iyilestirilmesinde etkili oldugu
diistiniilmekte ve elde edilen bu bilesikler aragtirmacilarin ilgi odag: haline gelmektedir.

Yapilan preklinik ¢aligmalarda bitkisel iiriinlerin ve/veya bilesiklerin tekli veya mevcut
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ilaglarla birlikte kullanimi dogrudan veya dolayli olarak PH patogenezinde goriilen
inflamasyonu azaltarak hastaligin progresyonunu onleyici bir etkiye sahip oldugu ileri
stiriilmiistiirt*"1*°, Proteolitik enzim kompleksi olan BRM antiinflamatuvar 6zellikte ve
FDA tarafindan evrensel bakimindan onaylanmistir. Cesitli preklinik ve klinik
caligmalarda etkinligi kabul edilen BRM’nin norodejeneratif hastaliklar ile iliskisini
arastiran ¢aligmalar literatiirde oldukca smirlidirt?® 138,

Bu tez ¢alismasinda; 6-OHDA ile olusturulan deneysel PH modelinde hastaligin
patogenezinde rol oynayan inflamasyon {izerine BRM’nin etkileri L-Dopa ile
karsilastirilmali  olarak davranig testleri, histopatolojik ve genetik bakimdan
incelenmistir.

PH ile iligkili olarak insanlar {izerinde yapilan calismalar sinirli olup etik kurallar
bakimindan uygun degildir. Bu yiizden deneysel hayvan modellerinin gelistirilmesi PH
patogenezi ve progresyonunu daha iyi anlayabilmek ve PH tedavisi igin olasi terapotik
ajanlarin test edilmesi bakimindan olduk¢a avantajlidir. Bununla birlikte PH
patogenezindeki ilerleyici ndrodejeneratif siireci ve klinik bulgular1 tam olarak yansitan
bir model bulunmamaktadir. Deney hayvanlarinda 6-OHDA, MPTP, parakuat, rotenon
ve maneb gibi nodrotoksinlerle DAerjik noronlari dejenerasyona ugratarak PH
modellemek arastirmacilarin en sik kullandig1 yontemlerden bazilaridir'4® 11166 By tez
kapsaminda ratlarda 6-OHDA ile olusturulan deneysel PH modeli tercih edilmistir.
DA’nin hidroksillenmis anologu olan 6-OHDA kan beyin bariyerini gecemedigi i¢in
stereotaksik enjeksiyon ile dogrudan uygulanmasi gerekmektedir. 6-OHDA; SN, MFB
veya striatum bolgelerine unilateral tarafli veya bilateral olarak uygulanabilirl®,
Calismamizda 6-OHDA SN bdlgesine unilateral olarak verilmistir. Clinkii 6-OHDA nin

bilateral enjeksiyonu adipsi, afaji ve nobetler nedeniyle deney hayvanlarinda 6liimle

sonuglanmaktadir. Bununla birlikte unilateral modelin apomorfinle indiiklenen dénme
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davranig1 ve silindir testini degerlendirmek agisindan bilateral modele kars1 iistiinliigii
vardir. 6-OHDA unilateral enjeksiyonu ile olusturulan PH modeli DAerjik lezyon
bliytikliikliigiiniin kontrolii ve yeni farmakolojik ajanlarin degerlendirilmesi icin diger
yontemlere gore daha tistiindiir. 6-OHDA ile olusturulan PH modelini ratlara uygulamak
farelere gore daha avantajlidir. Ciinkii ratlarin anotomik yapis1 gerek sterotaksik
yontemde gerek davranis testlerinde farelere gore daha fazla olanak tanir. 6-OHDA

ndrotoksinini unilateral uygulama yontemimiz literatiirde cokga kullanilmaktadir 3 203

204

5.1. Davramigsal Degisiklikler

PH, BG ve BG’lerin baglantili oldugu yapilar1 etkileyen, DAerjik ndron
dejenerasyonu sonucu istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi ve postural instabilite gibi
motor disfonksiyonlarin goriildiigii ekstrapiramidal sistem hastaligidir®. 6-OHDA aracili
PH modeli DAerjik néron hasar1 ve iligkili motor defisitleri incelemeye uygundur. Hassas
ve giivenilir davranis testleri deneysel olarak olusturulan PH modellerinde motor
bozukluklar1 ve yeni potansiyel terapdtikleri test etmek icin kullamlmaktadir!® 143, Bu
calismada 6-OHDA ile PH modeli olusturulan deney hayvanlarinda apomorfin, silindir
ve lokomotor aktivite davranigsal parametreler olarak degerlendirilmistir.

Rotasyonel testler deneysel hayvanlar ile gerceklestirilen PH modellerinde tek
tarafli nigrostriatal DAerjik dejenerasyonu, motor defisitleri ve tedavide elde edilen
basariyr degerlendirmede kullanilmaktadir. DA agonistleri kullanilarak yapilan bu
testlerde rotasyonel hareketler degerlendirilmektedir’*® 2%, 6-OHDA uygulanmasina
bagli olarak azalan DA salinimi postsinaptik DA reseptorlerinde siipersensitiviteye yol
acmaktadir. DA reseptor agonisti olan apomorfinin ratlara uygulanmasi sonucu denerve

striatumdaki stipersensitiviteye ugrayan DA reseptorlerin asirt uyarilmasina neden olarak

kontralateral donme hareketleri olugsmaktadir. Apomorfin ile indiiklenen rotasyonel
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hareketlerin gozlenebilmesi icin striatal DAerjik dejenerasyonun %90 civarinda olmasi
gerekmektedir'® 1% By c¢alismada apomorfin (0.5 mg/kg) subkiitan olarak tiim gruplara
uygulandi. Kontrol grubunda apomorfin ile indiiklenen rotasyonel hareketler
gozlenmezken 6-OHDA ile unilateral lezyon olusturulan PH grubunda kontralateral
yonde rotasyon hareketlerinde belirgin artis goriilldi. Bu durum DA reseptor
denervasyonu ile iligskili olup 6-OHDA enjeksiyonunun DAerjik sistemde anlamli
diizeyde hasara yol actigimmi disiindiirmektedir. BRM ve L-Dopa ile ayr1 ayr1 ve
kombinasyonlar1 ile tedavi edilen PH gruplarinda rotasyonel hareketlerin PH grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli Olgiide azaldigi ve bu azalisin PH+L-Dopa ve
PH+BRM+L-Dopa gruplarinda daha fazla oldugu goriilmiistir. PH+L-Dopa ve
PH+BRM+L-Dopa gruplarinda kontralateral doniislerin ortalamalar1 arasinda fark
oldugu, bu farklhiligin istatistiksel anlamlilik diizeyine eristigi goriildii. Bu veriler BRM
tedavisinin tek bagina L-Dopa kadar etkili olmadigini, fakat tedavide etkinligi kanitlanan
L-Dopa ile birlikte uygulandigi zaman L-Dopa’nin etkinligini gli¢lendirdigi goriilmiistiir.
Bu iyilestirici etkinin DA reseptorlerinin ekspresyonlarindaki restorasyon ile iliskili
olabilecegi diislinlilmiistiir.

Silindir testi PH modellerinde unilateral gelistirilen SN’deki DAerjik ndron
deplesyonu ve buna bagli olarak gelisen 6n penge asimetrisini degerlendirmede
kullanilmaktadir!®, Silindir testin apomorfin ile indiiklenen rotasyonel testten farki
gelisen motor asimetrinin  degerlendirilmesinde herhangi bir kimyasal ajan
kullanilmamas1 ve DA denervasyonunu 6l¢gmede daha hassas degerlendirme yapilmasina
olanak saglamasidir®®. Bu testte silindir igine yerlestirilen hayvanlarin rearing(dikelme)
hareketinde sag ve sol pencelerini hemen hemen esit sekilde kullandiklar1 goriiliirken, PH
modeli olusan ratlarda lezyon olusturulan bolgenin kontralateralindeki on pence

197

kullaniminin hasarin biiytikliigii ile iliskili olarak azaldig: bildirilmistir™". Calismamizda
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gruplarin  kontralateral, ipsilateral ve her iki pengeyi kullanma yiizdeleri
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda her iki pengeyi birlikte kullanma yiizdesi yaklasik
olarak %70 olup saga ya da sola dogru hareketini iki pengeye kismen esit sekilde
dengeleyerek gercgeklestirmistir. PH grubunda yer alan hayvanlarda ipsilateral penge
kullanimi1 %70,28 ¢ikarken her iki penge kullanim yiizdesi 14,3’lere diismiistiir. 6-OHDA
toksisitesine bagli olarak PH gruplarinda gézlenen motor asimetri beklenen bir bulgu olup
PH modelinin basariyla gergeklestigini gostermektedir.  Bu sonug¢ daha 6nceki veriler
ile uyumluluk gostermektedir'® 2" Sensérimotor kortekste dn penge bdlgesinin temsilini
olusturan alanin 6-OHDA norotoksini ile olusturulan unilateral lezyonu sonucu ipsilateral
pencge kullanimi, sensérimotor ve somatosensoriyel fonksiyonlarda defisitlere neden

olarak motor asimetriye yol agabilir!®® 207

. Aym1 zamanda bu durum nigrostriatal
yolaktaki DA seviyesinin azaldigini ve buna bagl olarak ipsilateral pengenin maksimum
diizeyde kullamldigimi gosteririr'®’. PH+BRM grubunda ipsilateral pence kullanimi %
56,14 iken her iki pence kullanimi % 22,74’e diismiistir. PH+ L-Dopa grubunda
ipsilateral penge kullanimi % 42,22 iken her iki penge kullanimi % 39,53 oldugu
gorllmiigtir. Bunun yanmisira, BRM+L-Dopa kombinasyonu ile tedavi edilen PH
grubunda ipsilateral penge kullanimi % 36,22, her iki penge kullanimi ise % 49,18
diizeyine ¢iktig1 gosterilmistir. PH+BRM+L-Dopa grubunda goriilen iki penge kullanma
yiizdesinin kontrol grubu degerine yaklastigi goriilmektedir. Bu veriler, BRM nin tek
basina kullaniminin motor asimetriyi diizeltmede L-Dopa kadar etkili olmadigin1 fakat
BRM’nin L-Dopa ile kombinasyonunun BRM’nin L-Dopa’nin etkinligini artirarak
sensorimotor performansta iyilesme sagladigini ve buna baglh olarak motor asimetride
diizelmeye neden oldugunu diisiindiirmektedir. 6-OHDA ile deneysel PH modeli

olusturulan ratlarda profilaktik BRM tedavisi sonucu yapilan silindir testinde dnemli

ol¢iide iyilesme goriiliirken?®®, buna karsilik bizim c¢alismamizda etkili bir sonug elde
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edilememistir. Bu bulgu BRM’nin 6-OHDA ’nin olusturacagi hasara kars1 koruyucu etki
gosterirken, 6-OHDA’nin olusturdugu hasar1 yeterli diizeyde iyilestiremedigini
diistindiirmiistiir.

Aktivitemetre testleri deney hayvanlarinda spontan lokomotor ve kesif hareketleri,
motor hasar hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Deney hayvanlarinda DAerjik ndron
dejenerasyonuna bagli lokomotor aktivitede azalis ve hareketsiz kaldig: siire ile iliskili
olarak dinlenme siiresinde artis olmasi beklenir. Ratlara uygulanan 6-OHDA’nin
noronlarda olusturdugu dejenerasyona bagli olarak lokomotor aktivitede bozulmalar
oldugu bildirilmistir. DA konsantrasyonundaki azalis hipoaktiviteye yol acarken DA
konsantrasyonunda goriilen artis hiperaktivite ile sonuglanmaktadir!® 2%, Bu ¢alismada
lokomotor aktivite testi ile ambulatuvar, vertikal ve horizontal aktivitelerin yani sira
dinlenme siiresi ve katedilen mesafe de degerlendirilmistir. PH grubunda ambulatuvar,
vertikal ve horizontal aktivite, katedilen mesafede kontrol grubuna gore anlamli azalis,
dinlenme stiresinde ise kontrol grubuna gore anlamli artis oldugu bulunmustur. 6-OHDA
ile PH modeli olusturulan grupta lokomotor aktivitenin degismesi beklenen bir bulgu olup
6-OHDA norotoksininin DAerjik dejenerasyona neden oldugu ve buna bagli olarak motor
disfonksiyonun gorildigi distiniilmektedir. Spontan lokomotor aktivitenin DAerjik
dejenerasyon ile iliskisi 6-OHDA ile indiiklenen PH modellerinde gosterilmistir?'® 211,
BRM ile tedavi edilen PH grubunda ambulatuvar, horizontal aktivite ve katedilen
mesafede PH grubu ile karsilastirilmis ve ambulatuvar, horizontal aktivite ve katedilen
mesafenin benzer diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Bunun yanisira, PH+BRM grubunda
vertikal aktivite diizeyi PH grubuna gore artis, dinlenme siiresi ise azalig géstermekteydi.
Bu bulgulara gore 6-OHDA ile nigrostriatal DAerjik sistemde olusturulan hasarin BRM
tarafindan ambulatuvar, horizontal aktivite ve katedilen mesafede tizerinde etkisi

olmazken, vertikal aktivite ve dinlenme siiresi lizerinde etkili oldugu gériilmistiir.
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PH+L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplar1 PH grubu ile kiyaslandiginda L-Dopa
ve BRM+L-Dopa uygulanan PH gruplarinda ambulatuvar, vertikal ve horizontal aktivite
ve katedilen mesafenin PH grubuna gore artti§1 dinlenme siiresinin ise azaldig1 ve bu artis
ve azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu. PH+BRM+L-Dopa grubunda
lokomotor aktivite parametrelerindeki iyilesme PH+L-Dopa grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamliliga ulastigi goriildii. Bu verilere gére; PH’de goriilen DA
azalisina bagli meydana gelen hipoaktivitenin L-Dopa ve BRM+L-Dopa kombinasyonu
uygulamasi sonucu giderildigi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda BRM’nin L-Dopa’nin
etkisini giiclendirerek iyilesme diizeylerini daha da arttirdigi goriilmiistiir.

Deneysel 6-OHDA ile olusturulan PH hayvan modellerinde goriilen motor
defisitler DAerjik sistem ile dogrudan iliskili olup DAerjik ndéron harabiyetine bagl
olarak motor performansta bozukluklar oldugu diisiiniilmektedir}*®. BRM ile tedavi
edilen PH grubu L-Dopa ile tedavi edilen PH grubu ile karsilastirildiginda BRM’nin tek
basma etkisinin L-Dopa kadar iyilestirici diizeyde olmadigi hatta bazi davranis
parametreleri lizerinde tamamen etkisiz oldugu goézlemlendi. L-Dopa ile uzun siireli
tedavi sonucu gelisen diskinezi ve motor dalgalanmalar L-Dopa ile tedavideki en 6nemli
yan etkilerden biridir?. Bu galismada L-Dopa ile erken donem tedavi yontemi tercih
edilmis olup yapilan apomorfin, silindir ve lokomotor aktivite gibi davranis testleri
lizerinde Onemli Olclide iyilesme sagladigr gortilmiistir. Bu bulgu literatiir ile

uyumludur?®’

. DA ajani olarak bilinen L-Dopa erken donem tedavide etkinligini DAerjik
transmisyon iizerinden gostermektedir. Bunun yanisira BRM ve L-Dopa kombinasyonu
ile tedavi edilen PH grubunda BRM’nin L-Dopanin etkinligini artirdig: tespit edilmistir.
BRM bu etkisini L-Dopa’nin motor fonksiyonel baglantilari artirarak L-Dopa’nin etki

stiresini uzattig1 ve boylece motor performanstaki iyilesmeyi st diizeye ¢ikararak L-

Dopa’nin terapotik verimliligine katkida bulundugu diisiiniiliir.
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Yaptigimiz literatiir taramasinda BRM ve BRM+L-Dopa kombinasyonu ile
tedavinin deneysel PH modelinde apomorfin ve lokomotor aktivite davranis testleri ile
iligkisini arastiran herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu nedenle sonuglarimizi baska
caligmalarla karsilastirma imkanimiz olmadi. Elde ettigimiz bulgular deneysel PH
modelinde ilk kez gosterilmis olup literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

5.2. Immiinohistokimyasal Degisiklikler

Immiinohistokimyasal parametreler deneysel PH modellerinde hem model
gelisimini desteklemek hem de yeni ajanlarin PH’ye yonelik irdelenen yeni terapotik
stratejilerde kullanilabilirligini sinamak ve test etmek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada GFAP, TNF-o ve nNOS immiinreaktiviteleri 6-OHDA
norotoksini ile olusturulan deneysel PH modelinde immiinohistokimyasal parametreler
olarak arastirilmistir.

Noroinflamasyonun PH patogenezinde onemli rol oynadigir bilinmektedir.
Beyindeki hiicrelerin yaklasik olarak %50’sini olusturan glial hiicrelerin birgok alt tipi
bulunmasina ragmen en yaygin bulunan alt tip astrositlerdir. Astrositler fizyolojik olarak;
yapisal ve metobolik destek, sinaptik transmisyon, kan beyin bariyeri ozelliklerinin
olusumu ve siirdiiriilmesi, sitokin salinimi, DAerjik noronlarin gelisimi ve yasamlarini
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan GDNF gibi ndrotrofik faktorlerin sentezi gibi birgok
fonkiyona sahiptir'’? 22, Bununla birlikte ndrodejeneratif siireclerde goriilen astrosit
disfonkisyonu noronal kayiplara neden olmaktadir. PH patogenezinde goriilen
inflamatuvar siirecin etkilerine dair literatlirde yer alan 6nemli bulgulardan biri striatum
ve SN bolgelerinde goriilen reaktif astrositlerin varhigidir!® 213, Astrositler PH gibi birgok
norodejeneratif hastalikta terapotik intervasyonda hedef hiicrelerdir. PH primer
karakteristik 0zelligi olan DAerjik néron kaybinin yanisira hastalifin patogenezinde

astrosit disfonksiyonu 6nemli yer tutmaktadir®®. GFAP, astrositlerde eksprese edilen bir
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intermediyer filament protein olup PH patogenezinde GFAP hipofosforilasyonu ve asir1
ekspresyonu astrositlerdeki degisimin bir gostergesidir. Astrosit aktivasyonuna bagli
olarak TNF-a, IL-1p gibi proinflamatuvar sitokin diizeylerindeki artis nigrostriatal
yolaktaki DAerjik noron dejenerasyonunu hizlandirmakta ve bodylece astrositlerde
goriilen bu degisiklikler sonucu hastaligin ilerledigi diistintilmektedir. Bu nedenle PH
artmis astrosit aktivasyonuna bagli olarak yiiksek GFAP seviyeleri ile tanimlanabilir’?.
6-OHDA gibi norotoksinler ile gelistirilen deneysel PH modellerinde artmis GFAP
protein ve mMRNA ekspresyonu model gelisimini destekler niteliktedir. Ayn1 zamanda PH
tedavisine yonelik noroprotektif ajanlarin etkinliginin aragtirilmasinda astroglial yanitin
degerlendirilmesinin énemli oldugu diisiiniilmektedir?* 2°, Calismamizda astrositlerin
noroinflamasyondaki roliinii degerlendirmek i¢in GFAP ekspresyon diizeyi SN’de
histopatolojik yontemle semi-kantitatif olarak tespit edildi. Kontrol grubunda negatif
GFAP ekpresyonu saptanirken deney hayvanlarina 6-OHDA nérotoksininin uygulanmasi
sonucu olusturulan PH modelinde astrositlerde siddetli diizeyde GFAP
immiinoreaktivitesi tespit edildi. Literatiirdeki mevcut veriler, 6-OHDA uygulamasi
sonucu reaktif astrosit sayisinda yikselme ve buna bagli olarak GFAP
immiinoreaktivitesinde artis olduguna isaret eder?* ?°, Bu ¢alismani bulgulari da bu
durumu dogrulamaktadir. Deneysel PH model olusumunu takiben tedaviye verilen yanitta
GFAP diizeylerinde azalis tedaviye verilen noroprotektif yanitin degerlendirilmesinde
onemli bir parametre olarak diisliniilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, calismamizda
6-OHDA ile lezyon olusturulan deney hayvanlarinda BRM tedavisi sonucu astrositlerde
GFAP immiinoreaktivitesi orta diizeyde gozlemlenirken L-Dopa tedavisi sonucu ise
astrositlerde hafif diizeyde GFAP ekspresyonu oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
BRM+L-Dopa kombinasyonu ile tedavi edilen PH grubunda ise astrositlerde ¢ok hafif

diizeyde GFAP immiinoreaktivitesi gézlemlenmistir. Bu verilere gére BRM uygulamasi
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6-OHDA norotoksinin olusturdugu astroglial hasar1 iyilestirmede L-Dopa kadar
noroprotektif etkiye sahip olmadigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte L-Dopa’nin erken
donem tedavisinde DAerjik néron kaybinin ve reaktif astrogliyozun baskilanmasiyla
iliskili olarak GFAP immiinoreaktivitesinde azalma oldugunu bildiren c¢alismalar
literatiirde mevcuttur?* 218, Standart L-DOPA tedavisi ilk désnemlerde néron koruyucu
etki gosterirken uzun siireli kullanimi sonucu bu etkinin tersine donebilecegi ve belirgin

reaktif astrogliozise de yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir?*’

. Calismamizda erken donem
L-Dopa tedavisi sonucu GFAP ekspresyonunda azalma ve 6-OHDA’nin neden oldugu
astroglial hasarda diizelme oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte BRM’nin L-Dopa’nin
etkisini artirarak ederek olusan astroglial hasarda maksimum diizeyde iyilesme sagladig
gbzlemlenmistir.

TNF-a potent bir inflamatuvar mediyator olup néroinflamasyonda primer rol
oynamaktadir. Diger proinflamatuvar sitokinlere gore oldukca erken salinan TNF-q,
konakg1 cevabinda en etkili mediyatordiir. Pleiotropik etkiye sahip olan bu sitokin birgok
inflamatuvar hastaligin patogenezi ile iliskilidir. Saglikli bireylerden elde edilen serum
ve doku orneklerinde TNF-a ekspresyonu goriilmezken inflamatuvar bir uyaran ile
karsilasinca TNF-a iiretimi gozlenmektedir'’®. PH’de ndrodejeneratif siiregte rol oynayan
inflamasyonda reaktif astrositlerden salinan TNF-o gibi proinflamatuvar sitokinler lokal
mikroglialar1 aktive ederek inflamatuvar siirecin hizlanmasina neden olur. DAerjik
noronlar TNF-a sitokinine olduk¢a duyarlidir ve reaktif astrositlerden salinan TNF-a,
DAerjik noronlarda bulunan spesifik reseptorlerine baglanarak proapoptotik
mekanizmalar1 aktive etmekte ve bdylece ndronal harabiyete yol agmaktadir®®. Aym
zamanda TNF-a kendi gibi diger proinflamatuvar sitokinlerin salinimin1 ve daha fazla
iiretimini indiikleyerek dogrudan reseptor aracili ve/veya dolayli olarak striatum ve SN’de

sitotoksisiteyi artirarak noéral hasari hizlandirdigi ve noérodejeneratif siireci daha da
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219 Yapilan literatiir taramas1 sonucu PH’li bireylerin beyin

siddetlendirdigi bildirilmistir
omurilik sivisinda, TNF-a diizeyinde ve postmortem calismalarda SN ve striatum
bolgelerinde TNF-a immiinoreaktivitesinde artislar oldugu gériilmiistiir'?®, TNF-o’nimn
norodejenerasyondaki roliinii aydinlatmak icin gelistirilmis TNF-o mutant farelerde
MPTP norotoksini uygulamasi sonrasi striatum bolgesinde DA kaybinda azalma, SN'deki
TH pozitif hiicrelerde bir faklilik olmadig: tespit edilirken bu veriler TNF-a’nin DA

metabolizmasi iizerinde zararli etkileri oldugunu diisiindiirmektedir??®

. Ayni zamanda 6-
OHDA noérotoksini ile PH modeli gelistirilen ratlarin striatum ve SN bolgelerinde TNF-
a ekspresyonunda artis oldugu ve nigrostriatal yolakta TNF-a diizeyindeki artisa
astroglial ~ aktivitenin  eslik  ettigi  goriilmiistiir’®.  Calismamizda  TNF-o
immiinoreaktivitesi SN’de histopatolojik yontemle semi-kantitatif olarak tespit edildi.
Kontrol grubunda negatif TNF-a ekpresyonu saptanirken deney hayvanlarina 6-OHDA
norotoksininin uygulanmasi sonucu perivaskiiler alanda siddetli diizeyde TNF-a
immiinoreaktivitesi tespit edildi. Literatiirdeki mevcut veriler, 6-OHDA uygulamasi

sonucu TNF-a ekpresyonunda artis oldugunu gostermektedir??

. Bulgularimiz bu durumu
destekler niteliktedir. Norolojik hasarin meydana geldigi SN ve striatum bdlgelerinde
TNF-o’nin yiiksek diizeyde olmasi bu sitokinin ndronal hasarda bir aract oldugu ve bu
nedenle PH’nin tedavisinde énemli bir hedef oldugunu diisiindiirmektedir??!. 6-OHDA
ile olusturulan deneysel PH sonucu BRM ile tedavi edilen grupta perivaskiiler alanda
TNF-o immiinoreaktivitesinin orta diizeyde gozlemlenirken L-Dopa tedavi sonucu ise
TNF-o ekspresyon diizeyinin hafif diizeyde oldugu tespit edildi. BRM+L-Dopa
kombinasyonu ile tedavi edilen PH grubunda ise TNF-a ekspresyon diizeyin tiim tedavi
gruplarina gore en az diizeyde oldugu saptandi. Bu verilere gére BRM’nin DAerjik

noronlar i¢in toksik etkiye sahip olan TNF-a’nin olumsuz etkisini 6nleyecek diizeyde

noroprotektif etkiye sahip olmadigi gézlemlenirken erken dénem L-Dopa tedavisinin
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TNF-o’nin olusturdugu hasari tersine ¢evirdigi bulunmustur. Literatiirde hem klinik hem
de 6-OHDA ile deneysel indiiklenen PH modelinde artan TNF-o, immiinoreaktivitesinin
L-Dopa tedavisi ile azaldigim1 gosteren calismalar mevcut olup bizim bulgumuzu
desteklemektedir??? 22, Yeterli diizeyde noroprotektif etkiye sahip olmayan BRM, L-
Dopanin etkisini giiglendirerek maksimum diizeyde iyilesme sagladig tespit edilmistir.
NO; hormon, ROS, norotransmitter, konstitiitif ve indiiklenebilir bir medyator,
sitoprotektif ve sitotoksik molekiil gibi bir¢ok isleve sahip olan yegane endojen
molekiildiir?®, Santral sinir sisteminde ndroprotektif ve norotoksik etkilere sahip NO
noronlarda nNOS tarafindan sentezlenmekte ve yliksek konsantrasyonu eksitotoksik

225 nNOS tarafindan iiretilen yiiksek diizeyde NO,

noronal hasara neden olmaktadir
PH’de DAerjik néron kaybina neden olan inflamasyon ve oksidatif stres siireclerine
katilmaktadir. Yapilan bir¢cok g¢alismada inflamasyonun artan ROS ve/veya RNS ile
iliskili oldugu gdsterilmistir’®. PH’de NO ile indiiklenen inflamatuvar DAerjik
norotoksisite; mitokondriyal kompleks I, 1l ve [V inhibisyonu, lipid ve protein
oksidasyonu, peroksinitrit gibi toksik radikallerin artmasi sonucu gériilmektedir®?’. 6-
OHDA ile gelistirilen deneysel PH modelinde Ca*? homeostazisinin bozulmas1 sonucu
NO, nitrit/nitrat diizeyi ve nNOS ekspresyonunda artis oldugu ve bu durumun
mitokondriyal disfonksiyon, endoniikleaz, fosfolipaz ve proteaz aktivasyonu,
siklooksijenaz sinyal yolaginin indiiklenmesi sonucu ndronal dejenerasyona neden
oldugu goriilmiistiir?®® 22°, D Aerjik noronal hiicre 6liimiine neden olan mekanizmalar tam
olarak anlasilamamasina ragmen NO {iretiminde ve nNOS sentezindeki artis noronal
toksisite goriilen ndroinflamasyon siirecinde énemli rol oynamaktadir®?’. Postmortem
incelenen PH vakalarinda nigrostriatal bolgede ve BG’de yiiksek nNOS seviyeleri

bulundugu ve bu durumun néronal hiicre 6liimiine yol acarak hastaligin progresyonunda

rol oynadig1 diisiiniilmektedir'®®. nNOS’un farmakolojik olarak inhibe edildigi ve nNOS
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geni eksik farelerde MPTP ile gelistirilen PH modelinde DAerjik néron harabiyetiinin

olmadig1 saptanmustir?®® 231,

Calismamizda nNOS noroinflamasyondaki roliinii
degerlendirmek icin nNOS ekspresyon diizeyi SN’de histopatolojik yontemle semi-
kantitatif olarak tespit edildi. Kontrol grubunda negatif nNOS ekpresyonu saptanirken
deney hayvanlarina 6-OHDA norotoksininin uygulanmasi sonucu néronlarda siddetli
diizeyde nNOS immiinoreaktivitesi tespit edildi. Literatiirdeki mevcut veriler, 6-OHDA
uygulamas1 sonucu NNOS ekpresyonunda artis oldugunu gostermektedir??* 228 232 By
durum c¢alismamizdan elde edilen bulgular ile paralellik gostermektedir. NNOS'un
DAerjik dejenerasyon mekanizmasinda etkin rol oynamasina bagli olarak PH tedavisinde
nNOS enzimi potansiyel bir hedef haline gelmistir. NNOS'un farmakolojik olarak
baskilanmas1 PH’nin progresyonunu kontrol etmede énemli potansiyele sahiptir??*. BRM
uygulanan PH grubunda ndronlarda orta diizeyde nNOS immiinoreaktivitesi goriiliirken
L-Dopa uygulanmasi sonucu ise noronlarda hafif diizeyde nNOS ekspresyonu oldugu
tespit edilmistir. BRM+L-Dopa kombinasyonu ile tedavi edilen PH grubunda ise
noronlarda ¢ok hafif diizeyde nNOS immiinoreaktivitesi gozlendi. Elde edilen verilere
gore BRM tedavisi 6-OHDA norotoksinin olusturdugu hasar1 geri dondiirmede yeterli
diizeyde degilken, L-Dopanin etkisini potansiyalize ederek olusan hasar1 maksimum
diizeyde iyilestirmistir.

Yaptigimiz literatlir taramasi sonucu BRM ve BRM-+L-Dopa kombinasyonu
uygulanan deneysel PH modelinde, PH patogenezinde énemli rol oynayan inflamasyonla
iliskili olan GFAP, TNF-a ve nNOS parametreleri ile iligkisini arastiran herhangi bir

calismaya rastlayamadik. Bu bakimdan elde ettigimiz bulgular orijinal olup literatiire

onemli katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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5.3. D1 ve D2 Reseptor Degisiklikleri

Nigrostriatal DAerjik yol, beyinde SN bélgesinde major DAerjik projeksiyon
bolgesi olup orta biiyiikliikte dikensi striatal noronlar1 innerve etmektedir. DAerjik sinir
terminallerinden salinan DA, D1 ve D2 reseptor alttipleri ile etkilesime girerek lokomotor
aktivite dahil olmak iizere birgok noronal fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadirlar*® 44, SNc alanindan salinan DA direkt yolda bulunan D1 reseptérlerini
eksprese eden noronlar1 aktive ederken indirekt yolda D2 reseptorlerini eksprese eden
noronlar inaktivite etmektedir. PH’de DAerjik noron kaybina bagli olarak direkt ve
indirekt yolaklar arasindaki denge degismekte ve PH patogenezinde goriilen uzun siireli
hiicresel modifikasyonlar sonucu DA reseptorleri diizeyinde reorganizasyon
goriilmektedir®’. DA aktivitesindeki yetersizlige bagl olarak, motor dongiide hareketlerin
baslamasinda stimulasyon ve/veya inhibisyon dengesinin bozulmasina yani DI
reseptorlerinin bulundugu striatal ndron uyarilmasindaki azalis1 takiben direkt yolun
aktivitesinde azalma, D2 reseptorlerinin bulundugu striatal néron inhibisyonundaki
azalmaya bagli olarak indirekt yolun aktivitesinde artma ile sonu¢lanmaktadir®®, PH
patogenezini agiklamak i¢in tercih edilen mekanizmalardan biri olan D1 reseptdr
ekspresyon seviyesine iliskin literatiirde farkli veriler mevcuttur.

D1 reseptor bakimimdan incelendiginde literatiirde elde edilen veriler oldukca
tartismalidir. Hem klinik hem de preklinik calismalarda PH ile birlikte D1 reseptor
ekspresyonunda artis gozlenen ¢alismalar mevcut iken D1 reseptor ekspresyon diizeyinde
azalma oldugunu ileri siiren veriler de bulunmaktadir®®2%, DA eksikligine bagl olarak
D1 reseptoriiniin asir1 duyarl hale geldigi, ayn1 zamanda 6-OHDA gibi norotoksinler ile
gelistirilen unilateral deneysel PH modelinde DA agonistlerinin uygulanmasi sonucunda
goriilen kontralateral doniislerin striatal noronlar tarafindan DA kaybinin DA reseptor

ekspresyonundaki artis ile kompanse edilmesi ile agiklanmaktadir!® 26, Bu verilerin
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aksine DA diizeyinde azalmaya bagli olarak D1 reseptor ekspresyon diizeyinde azalma
oldugu ve bu azalis hastaligin klinik belirtilerinden biri olan bradikinezi ile

236, 237

iligkilendirilmistir Bunun yanisira ¢ogu c¢alismada PH’li bireylerde PET

yontemiyle D1 reseptdr seviyesinde anlamli diizeyde degisim olmadig1 gosterilmistir®e.
6-OHDA noérotoksini ile yapilan ¢alismalarda denerve striatal D1 reseptor diizeyinde
herhangi bir degisiklik olmadig1 fakat yiiksek affinite gosteren baglanma bolgeleri
icerdigi tespit edilmistir®®®. Calismamizda SN bélgesinden alinan doku 6rneklerinde
incelenen D1 gen ekspresyon seviyesinin PH grubunda kontrol grubuna gore azaldigi,
ancak bu azalisin istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine ulagmadigi goriilmiistiir. Bu
bilgi dogrultusunda ¢alismamizda PH grubunda D1 ekspresyon seviyesinde anlamli bir
degisiklik olmamas: literatiirdeki bazi veriler ile paralellik gostermektedir?® 2%, D1
reseptor ekspresyon diizeyinin PH+BRM grubunda kontrol grubuna goére azaldigi ve bu
azalisin PH grubuna benzer seklide istatistiksel olarak anlamliliga ulagmadigi
saptanmistir. Bu veri BRM tedavisinin PH’de noroprotektif bir etki gostermedigini
diigiindiirmiistiir. Bunun aksine PH+L-Dopa ve PH+BRM+L-Dopa gruplarinda ise D1
gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artt1 ve
bu artisin PH+BRM+L-Dopa grubunda daha fazla oldugu goriildii. Kronik L-Dopa
tedavisine yanitta D1 reseptdr ekspresyonunda artis oldugu ve D1 reseptor diizeyindeki
bu artisin L-Dopa ile indiiklenen diskineziye neden oldugu bilinmektedir?* 240,
Calismamizda L-Dopa tedavisi erken siireli olup davranis testlerinde elde edilen bulgular
L-Dopa ve BRM+L-Dopa kombinasyonlar: ile tedavi edilen PH gruplarindaki deney
hayvanlarinda herhangi bir sekilde diskinezi gelismedigini gostermektedir. Bu verilere

gore D1 reseptor mRNA diizeyindeki artisa ragmen diskinetik bir bulgu goriilmemesini

eksprese olan D1 mRNA‘larin tamaminin proteine doniisiimiiniin tamamlanmadig1 ve
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reseptor sinyal transdiiksiyon sistemindeki baglanma degisiklikleri ile iliskili
olabilecegini diistinmekteyiz.

PH’de nigrostriatal dejenerasyon sonucu DA azalisina bagli olarak D2 reseptor
mRNA ekspresyonunda artis oldugu ve bu artisa bagli olarak lokomotor aktivite ve motor
koordinasyonda azalma oldugu isaret edilmektedir?*" 242, Ayni1 zamanda hem 6-OHDA
gibi norotoksinler ile ile indiiklenen PH modelinde deney hayvanlarinda hem de PH’li
bireylerde goriilen hipokinezinin D2 reseptor ekspresyon seviyesindeki artis ile iliskli
oldugu diisiiniilmektedir?*!. Bu bulgular dogrultusunda ¢alismamizda PH grubunda D2
gen ekspresyon seviyesinde goriilen artis literatiir ile paralelik gostermektedir. Ayni
zamanda PH +BRM grubunda D2 ekspresyon seviyesinde anlamli derecede artis
goriilmesi BRM nin PH’de goriilen nérodejeneratif siireci iyilestirmede yeterli protektif
etkiye sahip olmadigini diisiindiirmektedir. Radyoizotop etiketli yiiksek afiniteli ligandlar
kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alismada PH’de D2 reseptorlerinin yogunlugunun arttigini
ve L-Dopa tedavisi sonras1 D2 reseptorlerinin yogunlugunun normal seviyeye dondiigiinii

gdstermistir?®

. Calismamizda L-Dopa ile tedavi edilen PH grubunda D2 ekspresyon
seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide artis oldugu fakat bu artisin PH ve
PH+BRM gruplarina gore daha az oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte BRM+L-Dopa
kombinasyonu ile tedavi edilen PH grubunda D2 ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna
en yakin degerde oldugu gozlemlenmistir. Bu verilere gore BRM, L-Dopa’nin etkisini
giiclendirerek PH’de goriilen motor bozukluklarin diizelmesine katkida bulunmus
olabilir.

Yaptigimiz literatlir taramasit sonucu BRM ve BRM-+L-Dopa kombinasyonu

uygulanan deneysel PH modelinde D1 ve D2 reseptor diizeyleri ile iliskisini agiklayan

herhangi bir ¢alismaya rastlayamadik. Bu nedenle sonuglarimizi karsilagtirma imkanimiz
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olmadi. Elde ettigimiz bulgular deneysel PH modelinde ilk kez gosterilmis olup literatiire

katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada ratlarda 6-OHDA norotoksini ile unilateral olarak deneysel PH

modeli gelistirilmis olup, BRM’nin etkisi hem tek basina hem de L-Dopa ile birlikte

kombine edilerek arastirilmis ve asagidaki sonuglara ulasilmistir.

1.

6-OHDA ile unilateral deneysel PH olusturulan grupta belirgin kontralateral
doniisler, ipsilateral penge kullanisinda artis ve lokomotor aktivitede azalis
gorilmistiir.

6-OHDA ile unilateral deneysel PH olusturulan grupta SN bolgesinde GFAP,
TNF-o ve nNOS immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde
artis gosterdigi tespit edilmistir.

6-OHDA ile unilateral deneysel PH olusturulan grupta SN bolgesinde D1
reseptor ekspresyon diizeyi kontrol grubuna goére azalis gostermesine ragmen
istatistiksel olarak anlamliliga ulasmadigi goriilmiis, D2 reseptor ekspresyon
diizeyinin kontrol grubuna gore belirgin artis gosterdigi bulunmustur.

L-Dopa uygulanan PH grubunda kontralateral donme sayisinin PH grubuna
gore anlamli olarak azaldigi, BRM uygulanan PH grubunda ise L-Dopa
uygulanan PH grubundaki kadar olmasa da kontralateral donme sayisinin
anlamli olarak azaldigi bulunmustur. BRM ve L-Dopa’nin birlikte uygulandig:
grupta kontralateral doniis sayisindaki azalma tiim tedavi gruplari igerisinde en
diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.

L-Dopa uygulanan PH grubunda ipsilateral penge kullanim yiizdesi PH
grubuna gore azalmistir. BRM uygulanan PH grubunda ipsilateral pencge
kullanma yiizdesi L-Dopa kadar olmasa da diisiis gostermistir. BRM ve L-

Dopa kombinasyonunun uygulandugi PH grubunda ise ipsilateral pence
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kullanim yiizdesi tiim uygulama gruplari ig¢inde en disiik seviyede
bulunmustur.

6. L-Dopa uygulanmasi PH grubunda lokomotor aktivite testi parametrelerinden
ambulatuvar aktivite, horizontal aktivite ve katedilen mesafe tizerine PH
grubuna gore belirgin artisa yol agmistir. BRM’nin tek basina uygulandigi PH
grubunda bu parametrelerde herhangi bir degisiklik goriilmezken, L-Dopa ile
birlikte uygulandigi grupta tiim uygulama gruplarma gore belirgin artig
goriilmiistiir.

7. L-Dopa ve BRM’nin yalniz basina uygulandigi PH gruplarinda vertikal aktivite
diizeyleri benzer bulunmustur. Buna karsilik, BRM ve L-Dopa’nin birlikte
uygulandig1 grupta ise tiim tedavi gruplaria gore belirgin artis oldugu tespit
edilmistir.

8. PH grubunda artan GFAP, TNF-a ve nNOS ekspresyon diizeyleri L-Dopa
uygulanan PH grubunda belirgin bir sekilde azalmistir. BRM uygulanan PH
grubunda ise L-Dopa kadar olmasa da bu parametrelerin
immiinoreaktivitesinde azalma oldugu, L-Dopa ile birlikte uygulandiginda ise
L-Dopa’nin etkisini artirdigi goriilmiistiir.

9. L-Dopa uygulanan PH grubunun SN bélgesinde D1 reseptdr ekspresyon
diizeyi belirgin olarak artarken BRM wuygulanan PH grubunda ise DI
ekpresyon diizeyinin ¢ok az arttigi fakat bu artisin anlamlilik diizeyine
ulasmadigr bulunmustur. BRM ve L-Dopa’nin birlikte uygulandigt PH
grubunda D1 reseptor ekspresyon diizeyinin tiim gruplar igerisinde en belirgin
artis1 gosterdigi tespit edilmistir.

10.L-Dopa uygulanan PH grubunda D2 reseptor diizeyinde belirgin azalis, BRM

uygulanan PH grubunda ise L-Dopa ugulanan grup kadar olmasa da D2
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reseptor diizeyinde bir azalma gorilmiistir. BRM ve L-Dopanin birlikte
uygulandig1 grupta ise D2 reseptdr diizeyi tiim tedavi gruplar igerisinde en
fazla azalis1 gostermistir.

Bu bulgular BRM’nin 6-OHDA ile olusturulan deneysel PH modelinde olusan
hasar1 iyilestirmede tek basina yetersiz oldugu, ancak BRM’nin L-Dopa’nin etkinligini
giiclendirerek hem davranigsal hem de ndrodejeneratif siireci iyilestirmede etkisini
maksimum diizeye ulastirdign gorildii. Elde ettigimiz veriler gelecekteki benzer
calismalara temel olusturabilir. ileriki calismalarda, BRM nin PH’deki iyilestirici etki
mekanizmalart ayn1 zamanda SN bolgesinde DA diizeyleri daha detayli olarak

arastirilabilir.
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EK-2. ETiK BIiLDIiRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETiK BIiLDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Fizyoloji Ana Bilim Dalinda doktora Tezi olarak Prof.Dr. Mustafa Giil danismanliginda
sunulan “Deneysel Parkinson Modeli Olusturulmus Sicanlarda Bromelain’in Etkilerinin
Levodopa ile Kiyaslanarak Arastirilmasi” baslikli ¢alismanin tarafimizdan bilimsel etik
ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakgada gosterildigini, Saglik Bilimleri
Enstitlisii tez yazim kilavuzuna gore yazildigini, Saglik Bilimleri Enstitiisii tarafindan belirlenmis
olan Turnitin Programi benzerlik oranlarinin asilmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan
ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Oram (%) Maksimum Oran (%)
Giris 6 15
. Genel Bilgiler 8 30
Materyal ve Metod 11 35
Bulgular 7 10
Tartisma 0 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklar kabul ve beyan ederiz. 02 / 10/ 2020

Ogrenci Adi-Soyadi DanlsmaIX(;/:S/oyadl

Imza Imza
Betiil Cicek Prof.Dr.Mustafa Giil

* Tez ile ilgili YOKTEZ’de yaymnlamasma iliskin bir engelleme var ise asagidaki alani
doldurunuz.

O Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii
Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karart ile teze erisim 2 (iki) yil siireyle
engellenmistir.

O Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayil1 karart ile teze erisim 6 (alt1)
ay siireyle engellenmistir.
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I FUAT
SEZGIN
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU Yz'“o.l
Rektorliik \
Say1 : 75296309-050.01.04-E.1900378916 31.12.2019

Konu: HADYEK Karari.
TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

Tlgi @ 19.12.2019 tarihli ve 42190979-000-E.1900366 156 say1li belge.

llgide kayith yazimiz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
26.12.2019 tarih ve 16 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Basvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya cikarilan 246 no’lu karari ile sézkonusu arastirma ¢alismasinin yiiriitlilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilimis olup, ¢alismanin Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
yiiriitilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gore calismada kullanilan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Midirligiiniin, Hayvanlart Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi igin ekte
sunulan “HADYEK Sonug¢ Raporu”nun Bagkanlhigimiza génderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Prof.Dr. Fikret CELEBI
Kurul Bagkant

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 25240 Frzurum Bilgi: Mehmet KOCA
lel: +90 4422317222 Faks: +90 442 2317244
Elektronik Ag: http://www.atauni.edu.1e/if ! birim=veteriner-lakultesi E-Posta: vetfak@atauni.edu.tr

Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

1/2

Bu belge, 5070 sayili Elektronik imza Kanununun 5. maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
https://ubys.atauni.edu.t/ERMS/Record/Confirmation/Confirmation?code=6E982C9540B
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TOPLANTI TARIHI :26.12.2019
TOPLANTI SAYISI :16

KARAR N0 246: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1, Temel Tip Bilimleri
Béliimii, Fizyoloji Anabilim Dali 6§retim iiyesi Prof. Dr.Mustafa GUL’iin yiiriticiliginde,
Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtirma Merkezi (ATADEM)
Laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan “Deneysel Parkinson Modeli Olusturulmus Siganlarda
Bromelain'in Etkilerinin Levodopa ile Kiyaslanarak Arastirillmas1” isimli aragtirma
caligmasi1 ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanliginin 19.12.2019 tarihli ve 42190979-000-
E.1900366156 sayili yazist ile ekleri gériigiildii.

Yapilan gériismelerden sonra; adi gegen aragtirma ¢aligmasinin yiritilmesinin etik
kurallarina uygun olduguna, ¢alisma sonucunun Bagkanligimiza bildirilmesine, mevcut oy
birligi ile kabuliine; (Yonetmeligin 8.maddesinin 8/h bendi geregince, Prof.Dr.Ahmet
HACIMUFTUOGLU, giriismeye katlmadi ve oy kullanmadi). karar verildi.

Ek : Sonug¢ Raporu. 1 Adet.

Atatiik Urniversitesi V eteriner Fakiiltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
Elektronik Ag: http:/fwrunr atauni.edu tr/# birim =veteriner-fakultesi E-Posta vetfak@atauni edu.tr

Kep Adresi: atauni@hs01.kep .ir
2/2
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ATATURK UNIVERSITESI REK TORLUGU
Saglik Bilimleri Enstitustt Madurlaga

Say1 : 20369917-300-E.2000008453 09.01.2020
Konu : Betul CICEK 'in Tez Baghig:
Degisiklii Hk.
DAGITIM YERLERINE

Enstittimuiz Yonetim Kurulunun 08.01.2019 tarihli oturumunda alinan 20369917-
050.02.04-E.2000007359 sayil1, 2020/2 Yénetim Kurulu Kararlar1 konulu belgede yer alan
karar metni agagiya ¢ikarilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Prof.Dr. Duygu ARIKAN
Enstita Mudrt

Karar 10: Enstitimtiz Fizyoloji Anabilim Dali doktora programi dgrencilerinden Betiil
CICEK'in tez basliginin "Deneysel Parkinson Modeli Olusturulmus Sicanlarda
Bromelain'in Etkilerinin Levodopa ile Kiyaslanarak Arastirilmasit" olarak belirlenmesine,
oy birligi ile karar verildi.

Dagitim:

Geregi: Bilgi:

Fizyoloji Ana Bilim Dali Bagkanlhigina Sayin Prof.Dr. Mustafa GUL
Atatiirk Universitesi Enstitiiler Binast Kat:1 25240 Erzurum Bilgi: Hakan AKSAKAL
Tel: +90 442 2314886 Faks: +90 442 2314888

Elektronik Ag: http://www.atauni.edu.tr/#!birim=saglik-bilimleri-enstitusu

Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

Bu belge, 5070 sayili Elektronik Imza Kanununun 5. maddesi geregince giivenli elektronik imza ile imzalanmistir.
https://ubys.atauni.edu.tryERMS/Record/Confirmation/Confirmation?code=06 CBED2DCD8
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