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BEYAN

Bu tez ¢calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasi ile elde edilmemis biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Hatice BORACI



TESEKKUR

Hayatimda bir¢ok doniim noktasini yasadigim doktora siirecim boyunca dncelikle tez
hazirlig1 siirecim boyunca higbir zaman beni geri ¢evirmeyip, yogun zamanlarinda bile
degerli zamanin1 ayiran basta Anatomi Anabilim dali bagkanimiz, danisman hocam
Sayin Prof.Dr. Umit S. Sehirli'ye siikranlarimi sunarim. Tecriibeleriyle 6rnek aldigim
Prof.Dr. Omer Ozdogmus’a, bize departmaninda c¢alisma imkan1 sunan ve her daim
bilgi danisabilme sicakligin1 gosteren Sayin hocam Prof.Dr. Rezzan Giilhan'a ve
anatomideki tiim konular1 kolay ve etkili sekilde anlatma yetenegine hayran oldugum
Sayin hocam Dr. Ogr.Uyesi Ural Verimli“ye saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Anatomi
ailesine dahil oldugum ilk giinden itibaren 6grenmis oldugum bircok laboratuar
deneyimi ve bilgiyi bana 6greten, biiylik sansim, varligiyla destegini hep yanimda
hissettigim, 6z ablamdan asla ayiramayacagim, her daim 6rnek alacagim kiymetli
ablam Dr. Ogr.Uyesi Ozlem Kirazli'ya tesekkiirlerimi sunarim. Anatomiye geldigim
Ilk giinden beri her zaman bilgi danisabildigim, bir abi sicakligiyla, yanimda olan abim
Sercan Dogukan Yildiz’a, doktora silirecim boyunca bir¢ok paylasim yapabildigim,
oda arkadagim sevgili Abdulveli Ismailoglu’na, boliimiimiize geldikleri ilk giinden
beri sicacik kalpleri ve 6grenme heycaniyla dolu diinya tatlis1 Sevdenur Yazi ve Biisra
Sancakli’ya, kisa doénemli oda arkadasim sevgili Ozlem Giiler’e, aramizda hep
mesafeler olsa da iyi ki tanimisim dedigim ve yanimda hissettigim giizel arkadagim
Elif Zeren ve ablam Sinem Gergin’e tesekkiirlerimi sunarim. Destek olan diger tim
arkadaslarima ve aileme cok tesekkiir ederim. Sevgimize asla mesafelerin engel
olmadig1 hayattaki en iyi arkadasim, canimdan Ote, annemin babamin en biiyiik
hediyesi kiymetlim Zehra Boraci'ya, cocuklar1 olmaktan gurur duydugum ilk
ogretmenlerim, nefeslerini her zaman omzumda hissettigim, idolim canim annem
Nuray Boraci'ya ve essiz insan canim babam Ahmet Boraci'ya tesekkiirii bir borg
bilirim. Hayatima girdigi glinden itibaren tiim sorunlarimda ve mutlulugumda iyi ki
hep yanimda dedirten can esim, hayat arkadasim Mert Efekan’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum. Tezimi en biiylik hazinem olan, bir¢ok zorlugun aslinda sayelerinde
zorluk olmadigini her daim bana hissettiren beni ben yapan canim aileme armagan

ediyorum.
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KISALTMALAR VE SEMBOLLER LISTESI

GABA Gamma-Aminobiitrik Asit

6 -OHDA 6 hidroksi-dopamin

SNr Substantia nigra pars reticulata
SNc Substantia nigra pars compacta
GPi Globus pallidus pars internus
GPe Globus pallidus pars externus
STN Nucleus subthalamicus

ATP Adenozin trifosfat

GABA Gamma-aminobiitirik asit
GAD Glutamik asit dekarboksilaz
VTA Area tegmentalis ventralis
DOPA Dihidroksifenilalanin

TH Tirozin hidroksilaz

PheH Fenilalanin hidroksilaz

TrpH Triptofan hidroksilaz

GDNF Glia kaynakh norotrofik faktor
BDNF Beyin kaynakh norotrofik faktor

DOPAC 3, 4- Dihidroksifenilasetik asit

MSN Orta dikenli noron



NMDA-R
MAPK
CREB
P13K/Akt
DMSO
ELISA
TRPC1
STIM
SOCE

DAB

N-metil-D-aspartat reseptor
Mitojenle etkinlesen protein kinaz
cAMP yanit elemani baglayici protein
Fosfatidil-inozitol 3-kinaz
Dimetil siilfoksit
Enzyme-linked immunosorbent assay
Transient Reseptor 1
Stromal etkilesim molekiiller
Depo adakh kalsiyum girisi

Diaminobenzidin
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1. OZET

6-OHDA ile olusturulan Parkinson sican modelinde bir kalsiyum kanal blokeri
olan isradipin tedavisinin striatumdaki noronlar iizerindeki etkisinin incelenmesi

Ogrenci Adi: Hatice BORACI, Danisman Adi: Prof.Dr. Umit S. SEHIRLI
Program Adi: Anatomi Anabilim Dal1

Amag: Parkinson hastaligi, basta substantia nigra pars compacta olmak iizere bazal
¢ekirdeklerdeki dopaminerjik noron kaybiyla karakterize ikinci en sik norodejeneratif
hastaliktir. Etiyolojsinde mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres ve intraseliiler
kalsiyum artis1 gibi faktorler 6ne ¢ikmaktadir. Kalbindin, kalsiyum kanallarini regiile
etmektedir. Bu calisma, lezyon Oncesi ve sonrasi kan ve beyindeki kalbindin diizeyi
degisimi ve kalsiyum kanal blokeri olan isradipinin, kalbindin {izerine etkisini
gozlemlemek amaciyla planlanmstir.

Gerec ve yontem: 6-OHDA, intrakranial stereotaksik yontemle enjekte edilmistir.
Deneyin birinci kisminda, siire¢ takibi yapilarak kalbindinin kandaki diizeylerinin
degisimi lezyon Oncesi, sonrasi, 2.,5. ve 10.haftalarda kontrol (saglikli) ve lezyonlu
gruplarda dekapite edilen beyinlerde, ELISA yéntemiyle 6l¢iilmiistiir. 5. ve 10.haftada
ise beyinde kalbindin diizeyi western blot yontemiyle 6l¢iilmiistiir. Ikinci kisimda ise,
lezyonlu ve kontrol grubuna isradipin (2mg/kg) subkutendz olarak 4 hafta siiresince
verilmistir. 21.giinde apomorfin (0.05mg/kg) rotasyon testi uygulanmistir. Beyin
kesitlerine sirasiyla tirozin hidroksilaz ve kalbindin immunohistokimya prosediirleri
uygulanmustir. Veriler, two-way ANOVA post-hoc Tukey test in Graph-Pad PRISM
6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) programi kullanilarak analiz
edilmistir.

Bulgular: 5.haftadaki beyinlerde kalbindin diizeyinde kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir azalma goézlemlenmistir (p<0.05). Parkinsonlu isradipin grubuna ait siganlarda
kalbindin kan diizeyinde Parkinsonlu olup herhangi bir enjeksiyon yapilmayan gruba
kiyasla anlamli bir artig gézlemlenmistir (p=0.04), rotasyon sayis1 anlamli azalmigtir
(p=0,02). 6-OHDA grubunda lezyon Oncesi 2.saat ve 2.hafta arasindaki kan kalbindin
diizeyinde ise anlaml1 bir azalma gézlemlenmistir (p=0.028)

Sonug¢: Kalbindinin lezyon sonrast kanda ve beyinde azalis1 klinik ¢alismalara teshis
icin 151k tutmaktadir. Ayrica, isradipinin ise kanda kalbindin diizeyine etki edebildigini
yaptigimiz bu ¢alisma ile ortaya koymaktayiz.

Anahtar kelimeler: Parkinson, kalbindin, isradipin, striatum



2. SUMMARY

The effect of a calcium channel blocker, isradipine, on calbindin blood levels and
calbindin positive neurons in the striatum of Parkinsonian rats lesioned with 6-
OHDA

Student Name: Hatice BORACI, Name of Supervisor: Prof. Dr. Umit S. SEHIRLI
Program Name: Anatomy Department

Objective: Parkinson’s disease (PD) is characterized by loss of the dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta. In the pathology, imbalance of the
intracellular calcium level may appear as a consequence of abnormality related to
calcium-binding proteins like calbindin. We examined the time-dependent change of
calbindin and the effect of a calcium channel blocker, isradipine, on the blood level of
calbindin and neurons.

Material and method: 6-OHDA was injected into the rat brains. For the first part of
experiment, control and lesioned groups were inspected during the 2", 5" and 10"
weeks. Calbindin blood level was assessed by the ELISA method. The calbindin level
in the brain was measured by western blot method. For the second part, the rats were
treated with isradipine(2mg/kg). Brains were immunohistochemically stained by
tyrosine-hydroxylase and calbindin. The results were analyzed by Graph-Pad PRISM
6.0.

Results: The calbindin level in the brain of 6-OHDA group decreased compared to the
control group in the 5th week (p<0.05). The number of rotations was significantly
lower (p=0,02) in the treatment group. The calbindin blood level of the treatment group
was also (p=0.04). The calbindin blood level of the lesioned groups between the
periods (2 hours before and 2 weeks after the lesion) showed a significant decrease
(p=0.028).

Conclusion: To summarize, this study put forth that the amount of calbindin in the
brain and blood calbindin level may show a decrease in the early stage of PD. The
mechanism of action of isradipine upsurges the calbindin levels which in turn may
improve the pathology of PD.

Keywords: Parkinson, calbindin, isradipine, striatum



3. GIRIS ve AMAC

3.1 Amag ve Kapsam

Parkinson hastaligi, dopaminerjik néronlarin 6zellikle nigro-striatal sistemde progresif
dejenerasyonu ve dopamin eksikligiyle karakterize ndrolojik bir hastaliktir. Nigro-
striatal sistemde etkilenen yapilar substantia nigra pars compacta (SNc) ve striatum

basta olmak tizere bazal ¢ekirdeklerdir (Kabuto ve Yamanushi, 2011).

Parkinson hastaliginin semptomlarinin goriilebilmesi i¢in substantia nigra pars
compacta’daki dopaminerjik néron kaybmnin en az %60-80 civarinda olmasi
gerekmektedir. Bu tablo da bize hastaligin belirti géstermeden ¢ok daha once ortaya
ciktigint gostermektedir (de Lau LM ve ark., 2006). Parkinson hastaliginin teshisi
ancak motor belirti ve bulgular ortaya ciktiktan sonra konulabilmekte ve MR
goriintlileme ile hastaliin beyinde yaptig1 hasara yonelik bulgular elde

edilebilmektedir.

Literatiirde, kalsiyum baglayic1 proteinlerin nérodejeneratif hastaliklardaki
noroprotektif rolleri hakkinda bir¢cok arastirma mevcut olmasina karsin, konu halen
netlik kazanmamistir. Kalsiyum baglayici proteinler arasinda yer alan kalbindin ve
kalretininin eksprese olduklar1 ndronlar1 nérodejeneratif hastaliklara karsi koruyucu

etki gosterdikleri yoniinde bilgiler mevcuttur (Choi ve ark., 2005).

Caligmalar genel olarak noronlar {izerine odaklanmistir ve bu proteinlerin hayvan
deneyleri calismalarinda kan diizeyleri ile ilgili ¢alismalar ¢ok azdir. Noronlarda
onemli koruyuculugu oldugu diisiiniilen bu kalsiyum baglayici proteinlerin kandaki
diizeylerinin de degisim gdsterebilecegi diisiincesindeyiz. Isradipinin etki
mekanizmast net olarak tamimlanamamakla birlikte, kanallar1 bloke ederek
kalsiyumun hiicre igine girisini inhibe ettigi ve dopaminerjik néron dejenerasyonu igin
noroprotektif olabilecegi deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir (Guzmann ve ark.,
2018).

Son yillarda, Parkinson hastaliginin patolojisinde yer alan L tipi kalsiyum kanallarinin
regiilasyon bozuklugu ve bu kalsiyum kanallarin1 bloke edici ajanlarin néroprotektif

etkiye sahip olabilecegi deneysel ¢aligsmalarda gosterilmis fakat faz 3 c¢aligmasinda
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isradipin isimli kalsiyum kanal blokerinin motor bulgular iizerinde hastalarda
koruyucu bir etkisi gosterilmedigi de ortaya koyulmustur. Bu basarisiz sekilde
sonuglanan faz 3 galismas1 sonrasinda, takip edilen hastalarda isradipin kullanan hasta
grubunda levo-dopa kullanim dozunu bir miktar azalttig1 gosterilmistir. Doz ve yasa

bagimli olarak degisim gosterebilecegi savunulmustur (Venuto ve ark., 2021).

Kalsiyum baglayici proteinler arasinda yer alan kalbindinin de kalsiyum kanallarinin
reglilasyonunda etkili oldugu yapilan calismalarda ortaya koyulmustur (Xu ve ark.,
2014). Bu bilgiler dogrultusunda isradipin kullanarak L tipi kalsiyum kanallar1 ve
kalbindin arasindaki etki mekanizmasin1 da gozlemlemek amaciyla bu ¢alismamizi
planladik. Literatiirdeki ¢aligmalar, dopaminerjik néron ateslenme mekanizmasinda,
ozellikle Cav 1.3 ve Cav 1.2 isimli kalsiyum kanallarin iligkili oldugu gosterilmistir.
Bu baglamda calismamizda, bu kanallar1 bloke eden isradipin isimli ajan1 kullanmay1

amaglamis bulunmaktay1z.

Calismamizda, Parkinson hastaliginin seyri siiresince kalbindin kan diizeylerinin
dejenerasyon siirecinin takibi i¢in klinikte bir belirteg olarak kullanilabilecegi ve teshis
icin yardimc1 bir parametre olabilecegi amacindayiz. Kalbindin gibi kalsiyum
baglayic1 proteinlerin hiicre diizeyinde ekspresyonu norodejeneratif hastaliklarda

calisilmis olsa da kan serum diizeyi ile ilgili caligsmalar literatiirde bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin temel amaci, hiicresel diizeyde olusan bu belirgin degisikliklerin kan
serum seviyesinde tespit edilebilir bir degisiklige neden olup olmadigini arastirmak ve
kalbindin isimli kalsiyum baglayici proteinin kalsiyum kanallariyla baglantisini ortaya
koyarak, literatiire Parkinson hastaligina yonelik deneysel ve klinik ¢aligmalara 151k

tutabilecek bir bakis acis1 kazandirmaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligi, 1817 yilinda ilk kez bir nérolojik sendrom olarak James
Parkinson tarafindan tibbi olarak tanimlanmustir (Tyler., 1992). Erkeklerde, kadinlara
oranla daha sik goriilmekle beraber, 65 yas iistiindeki prevelanst 100,000 kiside 1680
kisi seklindedir (Rielde ve ark., 2016).

Parkinson hastaliginin teshisinde esas olarak rijidite, tremor, bradikinezi ve postiiral
instabilite 6n plana ¢ikmaktadir (Cacabelos ve ark., 2012). Parkinson hastaligi’nin
tedavisinde 1960’larda baslanarak kullanilan levodopa (L-DOPA), giiniimiizde de
klinikte tercih edilen en etkili ilagtir (Katzenschlager ve ark., 2002).

Dopaminerjik néronlarin 6zellikle nigro-striatal sistemde progresif dejenerasyonu ve
dopamin saliniminin azalmasiyla karakterize norolojik bir hastaliktir. Parkinson
hastalig1 diinya genelinde ikinci en sik goriilen norodejeneratif hastalik olmakla
beraber prevelansinda yaklasik olarak %0,3 olup, yasla birlikte artis gostererek, 80 yas
tistiinde %3 olabilmektedir (Pringsheim, T ve ark.,2014).

Parkinson hastaligi, diinyanin en hizli sekilde ilerleyen norodejeneratif hastaligi olup,
arastirmalar ve tahminler dogrultusunda 2040’a kadar diinya ¢apinda yaklasik toplam

olarak 12 milyon kisiyi etkileyecektir (Dorsey ve ark., 2018).

Deneysel Parkinson hayvan modellerinde genellikle 6-ohda ve MPTP
kullanilmaktadir. Parkinson sigan modellerinde yaygin olarak kullanilan 6-hidroksi
dopamin (6-OHDA) lezyonu sonrasinda, yaklasik 8. haftada hiicresel seviyede
kompansatuar mekanizmalar gelisirken, 10. hafta sonrasinda néron kayb1 gézlemlenen
bolgelerde iyilesme goriilebildigi de gosterilmistir. 6-OHDA, siire¢ takibi yapilan

deneylerde tercih edilen 6nemli bir ajandir (Grandi ve ark., 2018).



4.1.1 Patolojisi ve Patofizyolojisi

Parkinson patogenezinde, dopaminerjik ndronlarin hasarlanmasinda etkili birgok
mekanizmadan bahsedilir. Mitokondrial disfonksiyon, oksidatif stres ve intraseliiler
kalsiyum artist bu mekanizmalar igerisinde ©ne c¢ikmaktadir. Endoplazmik
retikulumdaki stres ve proteazom sistemindeki degisiklikler de Parkinson

patogenizinde rol oynamaktadir (Michel ve ark, 2016; Ottolini ve ark, 2013).

Substantia nigra pars compacta’da goriilen dopaminerjik néron kaybi ve Lewy
cisimciklerinin varlig1 bu hastaligin ana patolojik 6zellikleri arasinda yer almaktadir
(Wakabayshi ve ark., 2013). Lewy cisimcikleri, néronlarda bulunan yuvarlak
ozonofilik inkliizyonlardir ve 90 ¢esit protein igermektedirler. Ana komponentleri alfa

syniiklein ve ubikitindir.

Alfa syniiklein yanlis katlanmalar olusturabilir ve ¢dziinemeyebilir, bundan dolay1
intraseliiler inkliizyonlar olusturabilir (Spillantini ve ark., 1997). Lewy cisimcikleri ve
noritleri, alfa synuclein, parkin ve synphilin-1 proteinlerinin birikimi sonucudur. Alfa
synuclein striatum ve thalamus’taki noronlarin mitokondria’larinda eksprese

olmaktadir.

Mitokondria, endoplazmik retikulumla birlikte, somoto-dendritik kalsiyum seviyesini
kontrol eder (Kornmann ve ark., 2009). Ayrica, sinir iletimini diizenleyebilmek icin,
presinaptik terminallerde kalsiyum tamponlama fonksiyonunu da regiile etmektedir
(Vaccaro ve ark., 2017). Mitokondri’nin diizgiin sekilde ¢alismasinin devamlilig
biiyiik bir 6nem tagimaktadir ve etkili kontrol mekanizmalarina ihtiyag duymaktadir ki
bu mekanizmalar kompleks noron morfolojisiyle iliskilendirilir (Rugarli ve Langer,
2012).

Mitokondrial disfonksiyon bazen esas neden olarak karsimiza ¢ikmasa da néron 6liimii
goriilen klinik tablolarda nedenler arasinda sayilabilmektedir. Oksidatif
fosforilasyonla sonuglanabilen respiratuar zincir kompleks yapisinin aktivite
bozuklugu ve ATP iiretimindeki problemler mitokondrial disfonksiyon olarak ortaya

cikabilmektedir.



Respiratuar zincirdeki eksiklik Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Amiyotropik
Lateral Skleroz gibi hastaliklarin tanisini almis kisilerde goriilmektedir (Golpich ve
ark., 2017). Apoptozun rolii, Parkinson hastalarindaki post mortem beyinlerdeki
caligmalarda ve deneysel Parkinson modellerinde (gen mutasyonlar1 ve norotoksik
ajanlartyla lezyon olusumu) arastirilmistir ve 6ne ¢ikmaktadir (Erekat ve ark., 2018).
Nekroz, nekroptoz ve partanatoz gibi hiicre oOliimlerinde kanit olarak ortaya

koyulmustur (Yuan ve ark., 2019).

Parkinson hastaligi olan post-mortem beyinlerde otofajik yolaklarda diizensizlik
gozlemlenmistir (Venderova ve ark., 2012). Bazi ¢alismalar alfa synuclein birikiminin
bagirsaklarda baglayabilecegini ve sonrasinda mikrobiyata’dan etkilenebilecegi

gosterilmistir (Klingelhoefer ve ark., 2015).

Parkinson hastaliginda 6zellikle Lewy cisimciklerinde bulunan alfa synuclein ile ilgili
mutasyonlarin goriilmesi iizerine, genetik mutasyonlar iizerine ¢alismalar yapilmaya
baslanmigtir. PARK olarak isimlendirilen kromozomal bélge, lokus tanimlanmistir.
Bir kism1 otozomal dominant kalittmda (SNCA (PARK1 ve 4), LRRK2 (PARK®); bir
kismi da otozomal resesif kalittimda PINK1 (PARKS®6), DJ-1 (PARKY), ATPaz tipi
13A2 (ATP13A2/PARKDY) sorumludur (Klein C ve ark., 2012).

Parkinson hastalig1 patolojisinde, genomik faktorler, epigenetik degisimler, toksik
faktorler, oksidatif stres anomalileri, néroinflamatuar reaksiyonlar, hipoksik iskemik
durumlar, metabolik eksiklikler ve ubikutin proteazom disfonksiyonlar1 ndropatolojik

fenotipler olarak sayilabilir (Cacabelos ve ark., 2017).

Parkinson hastaligi, globus pallidus externa’daki noronlarin aktivitesi azalmasi
kaynakli hastalia 6zgii belirtiler ortaya ¢ikabilmektedir. Buna etki eden nucleus
subthalamicus’taki ndronlarin artmis desarjidir. Rijdite ise substantia nigra pars
compacta’daki dopaminerjik néron kaybi ile kortiko-spinal motor sistemin striatum
tarafindan asir1 uyarilmasi sonrasinda karsimiza ¢ikmaktadir (Schiffmann ve ark.,
2007). Mitokondrinin fonksiyonlarindaki degisimler ve bozukluklarin substantia nigra

pars compacta’da goriilen dopaminerjik noron kaybiyla iliskili oldugu gosterilmistir.



Bu dogrultuda, spinocerebellar ataksi goriilen vakalarda, mitokondrial
disfonksiyonuna kars1 hassasiyetleri ve Parkinson’a 6zgii belirtileri rapor edilmistir

(Tzoulis ve ark., 2013).

4.1.2. Etiyolojisi ve Simiflandirilmasi

Parkinson hastaliginin erken sathasinda, teshisinde belirleyici motor bulgular
bulunmamaktadir. Literatliirdeki caligsmalar, hastaliktaki biyobelirte¢ gelistirme
girisimleri i¢in beyin omurilik sivisi, kan, idrar testleri, tiikiiriik analizleri tizerinde
yogunlagmistir (Parnetti L ver ark., 2013). Birkag¢ ¢alismada, Alzheimer ve Parkinson
hastalarinda, serumda diisiik vitamin D seviyeleri gézlemlendiginden ve biyobelirte¢
olabilecegi savunulmustur fakat sonrasindaki ¢aligmalarda bu sekilde kesin sonuglara

vartlamamistir (Giulia Bivonaa ve ark., 2019).

Beyin omurilik sivisinda, Alzheimer hastalarinda T-tau (neurodegeneration), P-tau
(tau hiperfosforilasyon) ve amyloid metabolizmasinda bulunan Ab42 ise hem
Parkinson hem Alzheimer’da biyobelirte¢ olabilmektedir (Santos ve ark., 2012).
19701°1i yillarda 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), 1-methyl-4-
phenyl-4-propionoxy-piperidine (MPPP) maruziyeti sonrasinda dopaminerjik ndron

kayb1 ve Parkinsonizm tablosuyla karsilagilmistir (Langston ve ark.,1983).

llerleyen calismalarda, kompleks 1 denilen oksidatif fosforilasyonun komponentini
inhibe ederek norodejenerasyon olusturdugu gosterilmistir (Javitch ve ark., 1985;
Nicklas ve ark., 1985; Ramsay ve Singer, 1986). Kompleks 1 eksikligi Parkinson’lu

hastalarin beyin ve iskelet kaslarinda gézlemlenmistir (Schapira ve ark., 1990;).

Parkinson hastaliginin etiyolojisinde bir¢ok faktérden bahsedilmektedir. Genetik
ozellikler, cevresel ajanlar ve yas faktorleri norodejeneratif hastaliklarin progresyonu
ve olusumuyla iligkili olabilmektedir. Bu faktorler arasinda en biiyiik risk faktori
yaslanma olarak ortaya koyulmustur ¢linkii yaslilikla birlikte hastali§in prevelansinda

keskin bir artig gdzlemlenmistir (Collier ve ark., 2011).



Yaslilik bir¢ok dopaminerjik sistemin norokimyasal Ozelliklerini etkilemektedir.
Dopamin sentezindeki degisiklikler, reseptor duyarliligindaki degisiklikler kaynakli
santral sinir sistemindeki diger noronlara kiyasla nigrostriatal yolak {izerindeki
noronlarin hasarlanmaya karsi daha hassas olmasi ve metabolik degisimler seklinde
sayilabilmektedir. Yaslanmayla baglantili degisiklikler dopaminerjik sistemin

norotoksik ajanlara karsi direncini azaltmaktadir (Lotti ve ark., 2002).

Parkinsonlu hastalarda, DJ-1(oksidatif stress), lizozomal enzimler ve NF-L (aksonal
hasar gostergesi) de belirteg olarak teshiste kullanilabilmektedir. Parkinson
hastalarinda, beyin omurilik sivisindaki toplam a-synucleindeki artisin, kognitif

fonksiyondaki azalmayla korele oldugu gosterilmistir (Hall S ve ark.,2015).

Dejeneratif hastaliklarda karsimiza ¢ikan Lewy cisimcikleri ve alfa synuclein birikimi
gibi bulgularin patogenezindeki artmis kalsiyumun esas etkenlerinden biri oldugu
bir¢ok caligmada gosterilmistir. Noronlardaki kalsiyumun tamponlanmasini saglayan,
kalsiyum dengesini diizenleyen kalsiyum baglayicit proteinleri, ndroprotektif rol
oynamaktadir. Nigro-striatal yolak {izerindeki kalbindin pozitif dopaminerjik
noronlarin incelendigi bir c¢alismada, lezyon olusumu sonrasi saglam kalan
dopaminerjik ndronlarin kalbindin eksprese ettigini ve kalbindinin ndronlarin hasara

kars1 direncini artirdigi ortaya koyulmustur (Yamada ve ark, 1990).

4.1.3 Teshis ve Tedavisi

Bircok alternatif tedavi girisimleri ve hastaligin seyrini modifiye edici terapatik
yaklasimlar gelistirilmesine karsin, Parkinson hastaliginin semptomlarina yonelik
klinikte herhangi bir tedavi bulunamamistir. Bu amagcla klinige yonelik yapilan
Parkinson modeli olusturulan hayvan deneyi modelleri bu sekilde tedavi edici
yaklagimlar gelistirebilmek i¢in ¢ok Onemli basamak olusturmaktadir. Kullanilan
hayvan modelleri sentetik ajanlar veya kimyasallarin verilmesiyle, Parkinson’la iligkili
mutasyonlar veya alfa synuclein gibi protein birikintilerinin olusturulmasiyla genetik

modeller olusturularak kullanilmaktadir (Dawson ve ark., 2018).



Parkinson hastaliginin terapisindeki farmakolojik girisimler igerisinde striatum’da
dopamin replasmani, terapinin en 6nemli komponentini olustururken, hastaligin
progresif seyri siiresince motor ve motor olmayan semptomlar yogunlagarak yasam
kalitesini azaltmaktadir. Progresyonu yavaslatacak bir tedavi bulunamamustir (Kalia
ve ark., 2015).

Parkinson hastaliginda goriilen psikomotor disfonksiyonlarda semptomlara yonelik
klasik terapi yaklasimlari arasinda farmakoterapi, derin beyin stimulasyonu ve

fizyoterapi bulunmaktadir (Katzenschlager ve ark., 2002).

Dopamin prekursoriine (L-DOPA) ilaveten Parkinson hastaligi i¢in diger semptomatik
tedaviler dopamin agonistleri (amantadine, apomorphine, bromocriptine, cabergoline,
lisuride, pergolide, pramipexole, ropinirole, rotigotine), monoamin oksidaz (MAO)
inhibitorleri (selegiline, rasagiline) ve katekol-O-metiltransferaz (COMT) inhibitorleri

(entacapone, tolcapone) de kullanilmaktadir (Oertel ve Schulz., 2016).

L-DOPA’nin uzun siireli kullanimin baglica komplikasyonu doz sonunda yasanan
kotlilesme, motor dalgalanmalar ve diskinezi (L-dopa ve dopamin agonistlerinin

birlikte kullanimindaki gibi) seklinde goriilebilmektedir (Carrera ve ark., 2016).

Dopaminerjik olmayan farmakolojik yaklasimlar bu sekilde goriilen komplikasyonlara
kars1 gelistirilmistir ve yeni L-dopa formiilasyonlari, COMT inhibitérleri, adenozin
A2A antagonistleri, glutamaterjik NMDA antagonistleri, serotonerjik ajanlar
(eltoprazin) ve metabotropik glutamat reseptdor 5 modiilatorleri ise tam ters etki

yaratabilmektedir (Cacabelos ve ark., 2012).

Antidepresanlar, antipsikotikler, iirolojik ilaglar, analjezikler, antihistaminikler ve
kolinesteraz inhibitdrleri Parkinson hastaligindaki antikolinerjik yiiklenmeyle birlikte

ciddi komplikasyonlar olusturabilmektedir (Lertxundi ve ark., 2015).

Gilintimiizde, ¢esitli farmakoterapiler, Parkinson hastaliginin tedavisine yonelik
arastirmalarda karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlar kalsiyum kanal inhibitorleri (isradipin),
protein fosfataz modiilatorleri ve demir selasyon terapileri (deferipron) gibi farkli
ajanlardir (Guzman ve ark., 2018). Ancak bu girisimlerden higbiri klinik kisimda
tedavi protokolleri igerisine dahil edilememistir (Martin ve Bastida ve ark., 2017).
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4.2 Bazal Cekirdekler ve Anatomisi

Motor hareketlerin baslatilmasi ve planlanmasinda gorevli olan bazal ¢ekirdekler
diizgiin hareketin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Telencephalon’da yer
alan bazal ¢ekirdekler i¢inde yer alan yapilar nucleus caudatus ve nucleus lentiformis
(putamen ve globus pallidus)’tir. Limbik sistem i¢inde ele alinan bolgeler ise nucleus
accumbens, amygdala, nucleus septales ve nucleus basalis Meynert ve tam olarak
fonksiyonu bilinmeyen claustrum bazal ¢ekirdeklere dahil olabilmektedir (Arash ve

Jori, 2018).

Nucleus caudatus (corpus)

Nucleus caudatus = gt ¥
(caput) ' : ; = Thalamus
Putamen i W » _—-(- Nuceus caudatus (cauda)

Globus Pallidus /

Sekil 1: Bazal Cekirdekler Anatomisi (TRENDS in Neurosciences, 2004’ten
degistirilerek kullanilmistir.)

Bazal c¢ekirdekler, kaba motor hareketlerin koordinasyonunda, postiir kontroliiniin
saglanmasinda, iskelet kas hareketlerinin baslatilmasi ve planlanmasinda onemli
fonksiyona sahiptir. Medulla spinalis ile birlikte direk baglantis1 olmadigindan,

etkisini thalamo-kortikal yol araciligiyla yapmaktadir.

Klasik ndroanatomi egitiminde bazal ¢ekirdekler 2 ¢ekirdek olarak siniflanmaktadir

fakat klinik ve fonksiyonel yonden 5 temel ¢ekirdekten olusur. Globus pallidus,
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putamen, nucleus caudatus, substantia nigra ve nucleus subthalamicus olarak
sayilabilmektedirler. Son yillarda limbik sisteme dahil olan corpus amygdala ve

fonksiyonu tam olarak bilinmeyen claustrum dahil edilebilmektedir (Sekil 2).

Globus Paleostriatum
pallidus
Nucleus
lentiformiss

Putamen
Corpus
striatum

Nucleus Neostriatum
caudatus /Striatum

Sekil 2: Corpus Striatum, Textbook of Clinical Neuroanatomy, 2004’ten

degistirilerek kullanilmistir

Bazal ¢ekirdeklere ait kisimlar, telencephalon, mesencephalon ve diencephalon olmak
tizere 3 kisimda incelenebilir. Filogenetik olarak ise bu bdlgeler paleostriatum,

neostriatum ve archistriatum’dur.

*Paleostriatum (Globus pallidus): telencephalon’da yer alir.

*Substantia nigra (mesencephalon’da yer alir.)

*Neostriatum (Nucleus caudatus + putamen): telencephalon icerisinde yer alir.

Bazal cekirdeklerde bilginin girisi striatum araciligiyla saglanirken, bilgi cikisi ise
globus pallidus pars interna ve substantia nigra pars reticulata aracilifiyla
saglanmaktadir. Corpus striatuma’a dahil edilen nucleus caudatus C sekilli bir gri

madde kitlesidir ve bazal ¢ekirdeklerin en biiyiigii olup caput, corpus ve cauda olarak
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3 kisimda incelenir. Caput nuclei caudati, lateral ventrikiil’in cornu frontale’sinin

lateral duvarini olusturup, ventrikiil icine dogru ¢ikint1 yapmaktadir (Arifoglu, 2021).

Arkada foramen interventriculare hizasinda, corpus kismi ile uzanir. Thalamus ve
nucleus caudatus’un corpus kismi arasinda bir oluk olusur. Bu olukta v. thalamostriata
ile stria terminalis yer alir. Cauda isimli kismi ise corpus amygdaloideum’a baglanir.
Bu fonksiyonel bir baglant1 degildir. Nuc.lentiformis, insula’nin derininde yer alir ve
thalamus’un lateralinde bir gri madde kitlesidir. Thalamus ve nucleus caudatus’tan

capsula interna araciligtyla ayrilmaktadir (M. Yildirim, 2016).

Lamina medullaris lateralis isimli beyaz cevher tabakasi ile birlikte igte daha soluk
renkte olan globus pallidus ve dista koyu renkte olan putamen isimli 2 boliime ayrilir.
Putamen ve nucleus caudatus birlikte striatum (neostriatum)’u meydana getirerek bilgi
girigini saglar. Globus pallidus ise bazal ¢ekirdeklerin esas efferent néronlarini igerir
ve thalamus’a inhibitdr projeksiyonlar gonderir. Embriyolojik olarak diencephalon
orijinlidir. Lamina medullaris medialis ile medial ve lateral olarak 2 bdliime ayrilir.
Medialde globus pallidus medialis (pars interna) ve lateralde globus pallidus lateralis

(pars externa) olarak isimlendirilirler (Fazl ve Fleisher, 2018).

Pallidus’un 6niinde ve yakin komsulugunda nucleus basalis meynert isimli ¢ekirdek
mevcuttur ve bu ¢ekirdek igerisinde esasen asetilkolinerjik néronlar bulunmaktadir.
Alzheimer hastaliginda en ¢ok ndron kaybiin goriildiigii yerlerden biridir. Nucleus
accumbens, nucleus caudatus ve putamen’in On tarafinda septum pellucidum’un
tabaninda birlesmesiyle olusan, striatum’un ventral kismina dahil edilebilen bir
yapidir. Bazal cekirdekler ve limbik sisteme ait yapilar arasinda baglanti kurar ve

psikomotor olaylarin olusmasini saglar.

Psikiyatrik hastaliklarin olusumunda etkili oldugu s6ylenilen nucleus accumbens, area
tegmentalis ventralis (mezolimbik dopamin sistemi) ile birlikte 6zellikle bagimliligin
olusumuna katildig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (M. Yildirim, 2016). Corpus
amgydaloideum (amygdala), temporal lob’ta hippocampus’un 6n ucunda
bulunmaktadir ve tiim ana ¢ikis istasyonu nucleus centralis’tir. Bazolateral ¢ekirdek
grubu, karsilikli olarak bir¢ok sensoriyel assosiasyon alanlari ve nucleus centralis
araciligryla hippocampus ve thalamus ile baglant1 halindedir.
13



Bazolateral ¢ekirdek grubundan ¢ikan efferent lifler, striatum’a ulagsmaktadir. Area
septalis, septum pellucidum, stria diagonalis ve nucleus septales’ten olusmaktadir.
Commissura anterior’un 6niinde ve septum pellucidum’un altinda ¢ok sayida ¢ekirdek
gruplarindnan olusmaktadir. Limbik sistemin bir yapist oldugundan dolay1

hippocampus, thalamus, hypothalamus ve beyin sapi ile karsilikli baglantilara sahiptir
(Sekil 4).

Lateral ventrikdl

Nucleus caudatus

Putamen
Globus Pallidus

3.ventrikiil Thalamus

Sekil 3: Bazal Cekirdekler ve Thalamus, koronal kesit. (Sung Joo Lim ve ark.,
2014’ten degisitirilerek kullanilmistir.)

Nucleus subthalamicus, subthalamus’un en biiyiik gri madde kiitlesi olup, 6n kisimda
bulunur. Cortex cerebri ve bazal cekirdeklerden afferent lifler alir. Glutamaterjik
(eksitator) projeksiyonlarini globus pallidus ve substantia nigra’ya gondermektedir.
Bazal ¢ekirdeklerin baglantisinda kilit ve merkezi bir rolde olup, substantia nigra’nin
rostral bir uzantisi olarak kabul edilir. Hasarinda kontralateral tarafta hemiballismus

meydana gelebilmektedir (Sung Joo Lim ve ark., 2014)
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Nucleus Caudatus (caput)

Claustrum

Putamen

Globus Pallidus (lateralis)

Globus Pallidus (medialis)

Sekil 4: Bazal c¢ekirdekler anatomisi (horizontal kesit). (Netter Atlas, 2014’ten
degistirilerek kulllanilmistir.)

Substantia nigra, mesencephalon’da bulunan en biiyiik gri madde kitlesidir. SN’nin
pars compacta ve pars reticularis isimli iki 6Gnemli boliimii vardir. Pars compacta dorsal
kisim olup, dopaminerjik néronlardan meydana gelir. Pars reticulata ise ventral kismi1

olup, GABAerjik néronlardan olusur.

GABA bilindigi tizere inhibitor norotransmitter 6zelligine sahiptir fakat D1 ve D2

reseptorlerine baglandig1 zaman ise eksitator etki de gosterebilmektedir.
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Direkt yolda striatal noronlar iizerine eksitasyon etki olustururken, indirekt yolda

inhibituar etki olusturmaktadir (M. Yildirim, 2016).

Bazal cekirdekler, fonksiyonel olarak 3 kisimda incelenmektedir. Bilgi girisinin
oldugu bolgeler, striatum, nucleus accumbens ve tuberculum olfactorium’dur. Cortex
cerebri, thalamus ve subtantia nigra pars compacta’dan afferent lifler almaktadirlar.
Bilgi ¢ikisinin oldugu bolgeler ise globus pallidus pars interna ve substantia nigra pars
reticulata’dir. Bu ¢ekirdekler, thalamus tizerinden kortekse lifler gondermektedir. Bu
iletim kortiko-bazal ¢ekirdekler-thalalomo-kortikal dongii seklinde tanimlanmaktadir.
Diger grup ise bilgi girisi ve ¢ikisinin oldugu bdlgeler arasindaki kisimda olan globus
pallidus pars externa, nucleus subthalamicus ve substantia nigra pars compacta’dir

(Fazl ve Fleisher, 2018).

Bazal c¢ekirdeklere gelen bilgi girisi striatum (nucleus caudatus ve putamen)
aracilifiyla meydana gelirken, bilgi ¢ikisi ise globus pallidus’un internal bolimii ve
substantia nigra tarafindan saglanir. Striatum’a farkli kortikal ve subkortikal
bolgelerden impuls gelmektedir. Globus pallidus’un internal bdliimii ise thalamus’a
(VA ve VL) inhibitér impuls gonderir ve talamo-kortikal yol araciligiyla premotor
veya motor alana ulasir. Bunun sonucunda, iskelet kaslarinin aktivasyonu piramidal
sistem yoluyla ger¢eklesir. Bazal ¢ekirdekler, hareketlerin baglama kararinin alinmast
ve hareketin biiylikliigii, duygularin motor hareketle disa vurumu gibi fonksiyonlarin
yerine getirilmesinde etkindir. Striatum ile substantia nigra arasinda nigrostriatal ve
striato-nigral olarak karsilikli baglanti bulunur. Globus pallidus ve nucleus
subthalamicus arasinda da karsilikli baglanti fasciculus subthalamicus araciliiyla

yapilmaktadir.

Ayrica striato-pallidal baglantilar ile korteksten gelen bilgilerin indirekt yol
araciligryla globus pallidus’a aktarilmasini saglayan kortiko-striato-pallidal isimli bir
yol bulunur (Arash ve Jori, 2018).

Direkt yol iizerinde korteks’ten striatum’a gelen uyarilar, striatum’daki inhibitor
noronlarin uyarilmasina neden olur ve sonrasinda globus pallidus pars interna’ya

artmis inhibituar bir etki yaratir.
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GPi’den thalamus’a azalmis inhibituar bir etki yaratarak, premotor korteks’e eksitatuar

bir projeksiyon gondermektedir (Wichmann ve ark., 2003).

Direkt yol, premotor korteksteki tonusu uyaracak eksitasyonu olusturur ve hareketin
planlanmas1 ve baslanmasi icin uyar1 olusturur. Indirekt yol, korteksten gelen
eksitatuar etkiye inhibisyon olusturur ve boylelikle GPe’deki inhibitér projeksiyonu
fasilite eder. Striatum’daki inhibitor noronlar, globus pallidus’un eksternal
boliimiindeki ek GABA noronlarina projekte olur ve onlart inhibe eder. Globus
pallidus’un GABA aksonlar1 nucleus subthalamicus’a projekte olmaktadir (Wichmann
ve ark., 2003).

Bu olusan disinhibisyon araciligityla, nucleus subthalamicus globus pallidus pars
interna inhibitor etkiye sahip néronlarini uyarir ve buradan thalamus’u inhibe edecek
impulslar korteksin eksitasyonunu diisiiriir. Motor hareket yavaslar ve kortikal uyari

diizeyi azalmis olur (Wichman ve ark.,2003). (Sekil 6).

Striatum’a gelen ve striatum’dan ¢ikan bilgiler dorso-lateral ve ventro-medial olarak
incelendiginde dorsal ve ventral striatum’un baglantilariyla benzer organizasyona
sahiptir. Dorsal ve ventral striatum’daki orta dikenli noronlara gelen hizli eksitatuar
etki, glutamat reseptorleri ile istirahat membran potansiyelindeki kainat reseptorleri ve
AMPA reseptorleri, depolarize membran potansiyelinde NMDA reseptorleri ile ortaya
cikmaktadir (Wilson ve ark., 1996). Dopaminerjik nigrostriatal afferent yol, yavas ve
modulator etki yaratirken korteks thalamus ve amygdala tarafindan gelen hizli

glumaterjik etki striatum fonksiyonunu dengeleyecektir (Surmeier ve ark., 2014).
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Sekil 5: Bazal ¢ekirdekler baglantilar1 (inhibitor ve Eksitator yolaklar) (Mohsin
H.K. Roshan ve ark., 2016’dan degistirilerek kullamlmistir.)

Lokomotor sistemde gorevli olan spinal seviyenin {izerinde yer alan yapilar,
pontomediiler retikiiler formasyon, mesencephalon’daki lokomotor bdlgesi, bazal
cekirdekler, cerebellum ve korteks’tir. Mesencephalon, bazal ¢ekirdekler ve
korteks’teki noronlardan bilgiyi alir ve pontomediiler retikiiler formasyon’ a génderir.
Postiir ve yiirliyiisii kontrol eden spinal ndral dongiiyli modiile etmektedir (Nutt ve

ark., 2011).

Mesencephalon’da lokomotor bolgedeki pedinculopontin isimli nucleus ozellikle

yiirliylis icin kilit rol oynamaktadir. Bazal ¢ekirdekler cerebral cortex’ten bilgi alir ve
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GABAerjik projeksiyonlart beynin diger bolgelerine gondererek, istemli motor
hareketlerini kontrol etmektedir (Brooks ve ark., 1971).

4.2.1 Bazal Cekirdekler ve Parkinson

Parkinson hastaliginda, dopaminerjik néron kaybi sonrasinda, globus pallidus pars
lateralis-nucleus subthalamicus-globus pallidus pars medialis arasindaki baglanti
hiperaktif olup, normal modiilatér etkisini kaybetmektedir. Bu durum bazal
cekirdeklerin efferent liflerinde normal olmayan aktivite ve disfonksiyona yol
acmaktadir (Obeso ve ark, 2008).

Direkt yolak tizerindeki néronlarda tipl dopaminerjik reseptorler (D1) bulunur. Direkt
yolaga ait noronlar SNr’ya ve globus pallidus pars medialis’e akson gonderirken,
indirekt yolak iizerindeki ndronlar tip 2 dopaminerjik reseptorleri (D2) eksprese

ederler ve globus pallidus pars lateralis’e akson gondermektedirler (Zheng X ve ark.,

2018).

Direkt yol olarak isimlendirilen nigro-striatal yolun aktivitesinin azalmasi ve indirekt
yol olarak isimlendirilen striato-pallidal yolaktaki asir1 aktivite, klinikte Parkinson
bulgularini ortaya ¢ikarmaktadir (Dogan, 2012), (Sekil 5). Nucleus subthalamicus *un
asir1 uyarilmast sonucunda klinikte gozlemledigimiz tremor tablosu karsimiza

cikmaktadir.

Parkinson hastaliginin mekanizmast ve tedavisine yonelik yapilan deneysel
calismalarda en sik kullanilan hayvan modellerinden birisi 6-hidroksi dopamin (6-
OHDA) isimli ndrotoksik ajandir. Kan beyin bariyerini gecemeyen bir madde olmasi
kaynakli, stereotaksik yOntemle nigro-striatal yolaga, striatuma ya da SN’ya
intrakranial yontemle enjekte dilerek, lezyon olusturulmaktadir (Ungerstedt, 1968;

Mendez ve ark, 1975).

6-OHDA, katekolaminerjik ndronlart segici olarak hasarlayan bir ndérotoksin ajandir
ve nigral dopaminerjik noronlarin progresif olarak kaybina neden olur (Kienzl ve ark,
1995). 6-OHDA uygulamasi sonrasinda apomorfin rotasyon testi ve
immunohistokimyasal prosediirler ile hayvanlardaki lezyonun olusumu ve derecesi

kontrol edilebilmektedir (Lin ve ark, 2018).
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6-OHDA, hidrojen peroksit, siiperoksit radikaller, kuinonlar ve hidoksil radikaller
tretmektedir  ve  enjeksiyonu  sonrasinda  Lewy  cisimcigi  olusumu
gozlemlenmemektedir. Striatum’a enjekte edildigi zaman buradaki akson
terminallerini yok etmektedir. Retrograd sekilde de substantia nigra pars
compacta’daki dopaminerjik néronlar1 hasarlamaktadir. Sonrasinda ise, semptomlar

yavas ve progresif bir seyir izlemektedir (Blandini ve ark., 2007).

Ote yandan, substantia nigra ve fasciculus medialis telencephali bdlgesine yapilan 6-
OHDA enjeksiyonlarinda, masif ve hizli bir dopaminerjik néron kayb1 yaratmaktadir.
Semptomlar olduk¢a agir ve ciddi bir tablo olusturmaktadir. Bu nedenler kaynakli,
deneysel hayvan modeli planlanmasi yapilirken bolgesel enjeksiyonlarin olusturdugu
farkliliklara dikkat edilmektedir. Tek tarafli enjeksiyonlar, cok daha fazla tercih
edilmekle beraber, amfetamin ve apomorfin rotasyon testleri gibi hayvanlardaki motor
kaybi1  kontrol etmek icin kullanilan yOntemler Oncesinde rahatlikla
kullanilabilmektedir. Diger yandan, bilateral enjeksiyon bazen hayati tehdit edici
sekilde ciddi tablolar olusturabilmektedir (Sasaki ve ark., 2016).

Deneysel Parkinson ¢aligmalarinda siklikla kullanilan diger ajan ise methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) isimli kan beyin bariyerini gecebilen lipolifik bir
ajandir. Sistemik olarak verildigi zaman, monoamine oxidaz B araciliiyla,
astrositlerde MPDP+’ye cevrilmektedir. Daha sonra ise toksik bir madde olan

MPP+’ye okside olmaktadir (Meredith ve Rademacher, 2011).

MPP+, dopamin tasiyicilar tarafindan dopaminerjik noronlara absorbe olmaktadir.
Olusan oksidatif stres, dopaminerjik ndronlar1 hasarlamaktadir. 6-OHDA’dan farkli
olarak, alfa syniiklein gézlemlenmektedir. Pestisit maruziyeti de Parkinson lezyonunu
olusturmaktadir. Rotenon iismli madde de kan beyin bariyerini gecebilen lipofilik bir
ajan oldugundan dolayi, hizl1 bir dopaminerjik néron kaybi yaratabilmektedir. Yapilan
rotenon Parkinson modellerinde asir1 yiiksek bir mortalite orani rapor edilmistir

(Betarbet ve ark., 2000).
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Normal Parkinson
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Sekil 6: Bazal cekirdekler, talamokortikal dongii (saghkh bir beyin ve Parkinson
teshisi almis olan beyinde inhibitor ve eksitator yolaklar, (Thomas ve Mahlon,

2003’ten degistirilerek kullanilmistir.)

Post-mortem insan beyinlerinde, 6-OHDA lezyonu olusturulan sigan ve MPTP modeli
maymun beyinlerinde, nigrostriatal sistemdeki dejenerasyon ve striatuma gelen
dopaminerjik inervasyon azalmasina bagli olarak, putamen-nucleus caudatus’ta

20%’lik dendritik diken kayb1 meydana gelmektedir.

MPTP modeli maymunlarda, 50%lik diken kaybi post-commissural (sensorimotor)
bolgedeki orta dikenli noronlarda olurken, nucleus accumbens’teki orta dikenli
noronlarin dikenlerinde 20-25%]lik etkilenim olusmustur. Bu c¢alismada dendritik
diken kaybmin hastaligin erken fazinda olusan bir patoloji oldugunu, hastaligin

ilerleyisi hakkinda bilgi vermedigini vurgulamislardir (Villalba ve ark, 2009).

Yapilan bir galismada, Parkinson modeli olusturulan si¢anlara tedavi amagli levo-dopa

verilerek orta dikenli néronlarda dendritik dikenler incelenmistir. Indirekt yolak
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tizerindeki noronlara ait diken yogunlugunda, tedavi grubunda, kontrol grubuna oranla
anlamli derecede artis meydana gelirken, direkt yol lizerinde kontrol ve tedavi grubu
arasinda diken yogunlugunda anlamli bir farklilik gortilmemistir. LID (levo-dopa
induced diskinesia) modelinde ise, direkt yol tizerindeki néronlarda kontrol grubunda
azalma gozlemlenmistir. Bu sonugclarla birlikte, L-dopa tedavisinin diken yogunlugu
tizerinde farklilik yaratmadigini ve dopaminerjik néron kaybinin indirekt yolak
tizerinde diken yogunlugunda azalmaya neden oldugunu fakat kronik L-dopa
kullaninminin ise bu etkiye ilaveten direkt yol iizerinde de diken yogunlugunda

azalmaya neden oldugunu vurgulamistir (Nishijima ve ark, 2014).

4.2.2 Bazal Cekirdekler ve Noron Cesitleri

Striatum’daki interndronlar ise histolojik olarak 4 alt tipte incelenebilmektedir.
Bunlarin bir tanesi kolinerjik (kolin asetiltransferaz) +, diger ii¢ tanesi ise GABAerjik
(parvalbumin +, kalretinin +, néropeptit Y +) internéronlardir (Blandini ve ark, 2000).
Bu internoronlar, kalsiyum baglayici protein i¢germeleri dolayistyla Ca+2 i¢in tampon

gorevi de gormektedirler (Kawaguchi ve ark, 1995).

Kawaguchi ve ark, 1995 yapmis olduklar1 siniflandirmada, GABA-erjik
internoronlarin  alt tiplerini, parvalbumin, kalbindin ve kalretinin olarak

tanimlamislardir (Kawaguchi ve ark., 1995).

Parvalbumin iceren noronlar orta dikenli noronlardan daha genis ¢apa sahip
olabilmektedirler. Kalretinin igeren hiicreler ise daha kii¢iik ¢apta dikensiz néronlardir.
Bennet ve Bolam (1993) yaptiklari ¢aligmada kalretinin pozitif noronlarin orta
biiyiikliikte internoronlar oldugunu goéstermislerdir. Bu hiicrelerde bulunan kalretinin,
kalbindin D28k ile homolog yapida olup, intraseliiler kalsiyum dengesinde 6nemli rol
oynarlar. Kalbindin pozitif noronlar da orta dikenli goriinimde olabilmekte ve

interndron alt tiplerine dahil edilebilmektedir (Bennet ve Bottam, 1993).

Noropeptit Y pozitif ndronlar, dikensiz tipte ve diger internoronlara kiyasla daha az
sayida dendrit uzantilarina sahiptirler. Diger grup kalbindin pozitif néronlarin ise

dikensiz goriiniimde dendritleri olan striatal interndronlarda eksprese olabilecegini
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gostermiglerdir. Kompansatuar mekanizmalara bakildigi zaman, striatum bolgesindeki
ndron tiplerinde ve biiyiikliiklerinde, dendritik yapilarinda morfolojik degisimler,

sinaps degisimler goriilmistiir (Smith ve ark, 2009; Villalar ve Smith, 2017).

Dendritik dikenler (spine) ilk kez Ramon Y Cajal tarafindan tanimlanmistir.
Omurgalilarin gogu kisminda, merkezi sinir sisteminde bol miktarda bulunan dendritik
dikenler, kii¢ciik uzantilar seklinde, boyut ve sekil olarak heterojenik yapida
goriilmektedirler. Kalsiyum kompartmani olarak da isimlendirilerek, kalsiyum

birikimini de diizenlerler (Yuste ve ark, 2000).

Dendritik ¢ikintilar, dendrit govdesinden ayrilip bas ve boyun olmak iizere iki
kisimdan olusmaktadir. Bas kismi, presinaptik terminal ve postsinaptik dansite

(PSD)’den olusan sinaps igermektedir (Yuste ve Denk, 1995).

Dendritik dikenlerle ilgili en ¢cok kabul edilen siniflamaya gore 3 ana sinif mevcuttur
(Peters ve Kaiserman-Abramof, 1970). Bunlar; ince (thin), mantar (mushroom) ve
giidiik (stubby) tip olarak isimlendirilmektedir. ince tip; siklikla gériilen tip olup, ince
ve uzun boyun bolgesi ile kiiciik bombeli olan bas kismindan olusmaktadir. Mantar
tipinde genis bir bas kismu bulunmaktadir. Diger yandan, giidiik tip ise, boyun
kismindan yoksundur (Jones ve Powell, 1969; Peters ve Kaiserman-Abramof, 1970;
Benavides-Piccione ve ark, 2002). Striatum, projeksiyon néronlari ve interndronlar
olmak tizere 2 tip norona sahiptir. Projeksiyon ndronlari, ndronlarin 90%’lik kismini
olustururken, geriye kalan 10%luk bdliimde ise internéronlar bulunmaktadir.
Projeksiyon noronlari dikenli goriiniimde olup, globus pallidus ve SN’ya aksonlar
gonderirken, internoronlar dikensiz goriinimde olup projeksiyon noronlarinin
aktivitesini kontrol etmektedirler. Projeksiyon néronlarinin soma ¢aplari yaklasik 20
um’ye kadar ¢ikabilmektedir ve orta dikenli néronlar (medium spiny neuron, MSN)
olarak isimlendirilmektedirler. Bunlar GABAerjik inhibitér ndronlardir. SNc ve
globus pallidus pars lateralis ile striatum arasindaki baglantiyr saglarlar. Belirteg
proteine gore direkt ve indirekt yolaklar iizerinde duran iki tip ndron olarak
simiflandirilirlar. Direkt yolak tizerindeki ndronlarda tip 1 dopaminerjik reseptorler
(D1) bulunur. Direkt yolakta bulunan ndronlar SNr’ye ve globus pallidus pars

medialise akson gonderirken, indirekt yolak iizerindeki noronlar tip 2 dopaminerjik
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reseptorleri (D2) eksprese ederler ve globus pallidus pars lateralise akson
gondermektedirler (Zheng X ve ark, 2018).

Kalbindin pozitif ndronlar, striatumun histokimyasal organizasyonunda ¢ogunlukla
matriks kisminda yer almasinin yaninda ve kalbindin boyanmasinda belirte¢ olarak
kullanilabilmektedir. Bennett ve Bolam, (1993) yapmis olduklar1 ¢alismada 2 tip
kalbindin tanimlamislardir. Bunlardan bir tek ¢ekirdege sahip orta dikenli néronlardir

(Bennett ve Bolam, 1993).

Diger grup kalbindin pozitif néronlarin ise dikensiz goriiniimde dendritler olan striatal
interndronlarda eksprese olabilecegini gostermislerdir. Kalretinin eksprese eden
interndronlarin  %60°nin kalbindin eksprese edebilecegi gosterilmistir. Bir diger
calismada, kalretinin pozitif néronlarin NADPH-diaforaz eksprese etmedigini fakat
kalbindin pozitif néronlarin bir kisminin eksprese ettigi gosterilmistir (Bennett ve ark,
1993; Celio ve ark, 1990; Cowan ve ark, 1990).

Yapilan bir ¢alismada, insan beyninde kalbindinin inozitol monophosphatazi
aktiflestirdigi gosterilmistir. Post-mortem olarak incelenen bipolar hastalara ait
beyinlerde, temporal bolgede kalbindin seviyesinde degisiklik gdzlemlenmemistir
(Shamir A ve ark, 2005). Kalbindin pozitif noronlarin incelendigi bir baska ¢alismada,
orta beyin bolgesinde bulunan kalbindin pozitif ndronlarin dejenerasyonda

hasarlanmaya direng gosterdigi agiklanmistir (Yuan ve ark, 2013).

Bu ¢alismada CaBP-28 k transgenik fareler kullanilmistir. CaBP-28 k, kalsiyum-ATP
enzimlerini aktive ederek, kalsiyum konsantrasyonu ve asir1 kalsiyum birikimini
diizenlemektedir. Bdylece, noronlar1 eksito-toksik hasara karst direngli hale
getirmektedir. Ventral tegmental alan, substantia nigra’nin dorsali ve retrorubral
alandan gelen dopaminerjik aksonlar striozom’u inerve ederken, matriks kismi ise

substantia nigra’nin ventral kismindan gelen dopaminerjik aksonlarla inerve olurlar,

(Sekil 7).

Striozom’da, p-opioid receptor (MOR), substans P (SP), dopamin (DA)1-receptor
(D1R), met-enkephalin (met-ENK), kalretinin, Nr4al, pro-dynorphin, GAD-2, and

EGR-1 gibi proteinler bulunurken, labirent goriiniimliidiir. Matriks ise kalbindin,
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somatostatin (SST), enkephalin (ENK), DA2-receptor (D2R), ve kolinerjik belirteg
olarak asetilkolin esteraz (AChE) and kolin asetil transferaz (ChAT) igermektedir
(Chen ve ark, 2001).

- Senso_rimotor Assosiyatif Limbik

korts k 3 korteks
i qﬁ ' ] Matriks ve projeksiyonlari

@ Striozom ve projeksiyonlari

[] Direkt yolagin projekte oldugu bélge

[] indirekt yolagin projekte oldugu bélge
Striozomdan gelen projeksiyonlarin ugradigi bolge

Sekil 7: Dorsal Striatum (Striozom ve Matriks) ve baglantilary, (‘Handbook of

Behavioral Neuroscience, 2016’tan degistirilerek kullanilmistir.)

4.3 Parkinson ve Dopaminerjik Noronlar

Parkinson hastaliginda goriilen ana klinik belirtiler SNc’deki dopaminerjik noron
kayb1 sonrasinda gozlemlenmektedir. Dopaminerjik ndronlarin segici olarak
hasarlanmasi, kalsiyum bagimli sekilde gerceklesen reaktif oksijen yilikselmesine yol
acan mitokondrial respirasyon ve sitoplazmadaki kalsiyum ylikselisi gibi faktorlere

baglanabilmektedir (D. James Surmeier ve ark., 2018).

Parkinson hastaliginin patolojisinde goriilen ciddi ve segici sekildeki dopaminerjik
noron kaybi, hastaligin belirteci haline gelmistir. Koyu pigmentasyon, substantia nigra
pars compacta’ylr simgelemektedir ve dopaminerjik ndronlardaki néromelanin

ekspresyonu ile iligkilidir (Shima ve ark., 1997).
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Noromelanin dopamin oksidasyonundan derive olan néroprotektif bir pigmenttir (Vial
ve ark., 2019). Bu pigment demiri baglamaktadir ve redoks dongiisii tizerinden demirin
sitotoksisitesini Onleyici bir role sahiptir (Zecca ve ark., 1996). Demir depolayan
protein olan ferritin ayrica ndéronlarda olusan demirin tetikledigi redoks stresinde

Onleyici bir role sahiptir (Dexter ve ark., 1991).

Dopaminerjik nodronlar, SNc’de gozlemlenebilen Lewy patolojisi kaynakli
hasarlanmaya agik hale gelmektedir (Iljina ve ark., 2016). Alfa synuclein birikimine
neden olan SNCA genindeki mutasyonlar, PD gelisimi i¢in risk olusumunu

artirmaktadir (Goedert ve ark., 2013).

Substantia nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik noronlarin hasarlanmaya
acik olmasmin nedenlerinden bir digeri ise dopaminerjik ndronlarin aksiyon
potansiyelinin yavas ve genis olmasi ve maksimum kalsiyum gecisine izin vererek
yavas ritmik harekete neden olabilmesidir. Noronlardaki yavas ve ritmik hareketlerle
birlikte, endoplazmik retikulum’dan kalsiyum gecisi plazma membranindaki Cavl
isimli kalsiyum kanallar1 araciligiyla saglanmaktadir (Guzman ve ark., 2010).
Kalbindin gibi kalsiyum baglayict proteinlerin miktar1 azaldikca, sitoplazmadaki

kalsiyum serbestce diger proteinlerle tepkimeye girebilmektedir.

Genis dalgalanmalar, diisiik kalsiyum tamponlanma ve sitoplazmadaki kalsiyum
seviyesindeki degisimler, dopaminerjik noronlar1 diger bodlgelerdeki noronlardan
ayristirmaktadir. Ornegin VTA daki dopaminerjik néronlarmn daha direngli olmasinin
sebebi daha kiigiik Cavl kalsiyum akimina sahip olmasi ve kalbindin ile birlikte giiglii

kalsiyum tamponlanma 6zelligine sahip olmasidir (Foehring ve ark, 2009).

A9 dopaminerjik noronlar, orta beyinde SNc’de bulunmaktadir ve Parkinson
hastaliginda lezyonu goriilmektedir. Bu bolgedeki dopaminerjik néronlarin aksonlar

esas olarak dorso-lateral striatum’a uzanmaktadir (Bjorklund ve Dunnett, 2007).

Nigro-striatal yolagin motor fonksiyonda gorevli olmasi kaynakli, dorso-lateral
striatum’un inerve olmamasi, klinikte ortaya ¢ikan motor disfonksiyonla baglantilidir.
Diger dopaminerjik néronlar ise A8 olarak adlandirilan Retrorubral alan ve A10 olarak

adlandirilan Ventral tegmental alan’da bulunan néronlardir. A8 ve A10’dan gelen
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dopaminerjik aksonlar, mezokortikolimbik sistem iizerinden ventral striatum ve
prefrontal korteks’i inerve etmektedirler. Duygu durum ve 6diil mekanizmasinda yer

almaktadirlar (Smidt ve ark., 2000).

Substantia nigra’nin dorsal kompartmaninda bulunan dopaminerjik noronlar, ventral
tegmental alan ve retro-rubral alandaki dopaminerjik noéron tipine daha fazla
benzetilmektedir. Elektrofizyolojik 6zellikleri, sitoplazmalarinda bulunan kalbindin-
d28k isimli kalsiyum baglayici protein ekspresyonu ve DCC isimli reseptoriin
yoklugu, lezyona ve Parkinson hastaliginda goriilen hiicre 6liimiine kars1 daha az

duyarli olusu benzer 6zellikleri arasindadir (Lammel ve ark., 2008).

Orta beyinde bulunan ve dopamin salinimi yapan katekolaminerjik néronlar bazal
cekirdeklerin voliinter, ama¢ odakli hareketler, motivasyon, kognitif, 6diil, 6grenme
ve karar verme gibi fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Pignatelli ve Bonci,
2015). Disfonksiyonlar1 ve kaybinda sizofreni ve Parkinson hastaligi gibi hastaliklar
karsimiza ¢ikmaktadir (Kalia ve Lang, 2015).

Substantia nigra pars compacta, par reticulata’ya kiyasla onemli bir demir yiikiine
sahiptir ve bu durum kalsiyum kanallar1 ekspresyonu ve fonksiyonlariyla iligkilidir.
Parkinson hastaliginin patogenezinde demir birikimi son yillardaki ¢aligmalarda 6ne
cikmigtir. MR goriintiilerinin incelendigi bir ¢alismada, demir birikiminin hastaligin

progresif bir biyobelirte¢ oldugu vurgulanmistir (Sulzer ve ark., 2018).

Substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik noronlar kendilerine 6zgii bir
atesleme mekanizmasma sahip olup striatumda dopamin salinimindaki seviyeyi
stirdiirmeye caligmaktadir. Sinaptik bir input olmaksizin spontane sekilde ateslenme
mekanizmasina devam etmektedirler. Noronlarin ateslenmesi yiiksek voltajli, uzun
stireli (L-tipi) kalsiyum kanallar1 ve yiiksek polarizasyonu aktive edici siklik niikleotid
kapili (HCN kanallar1) gibi gesitli kanallarin aktivasyonu araciligiyla siirdiiriilmektedir
(J.N. Guzman ve ark., 2010).

Bu kanallardan herhangi birinin aktivasyonunun inhibisyonu ndronal aktivitede bir
sorun olusturmazken, her iki kanalin da inhibisyonu néronlarin fonksiyonunu direk

olarak etkileyebilmektedir. Kalsiyum girisi i¢in uzun siireli agik kalabilme yetenegine
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sahip olan kalsiyum kanallartyla aktive olan dopaminerjik noronlar, diisiik frekansa

sahip bir ateslenme mekanizmasina sahiptir (J.N. Guzman ve ark., 2018).

Dopaminerjik ndronlarin hasarlanmaya karsi hassas olmasinin en Onemli
nedenlerinden birisi kullandiklar1 ndrotransmiterlerdir. Dopamin metabolizmast,
cesitli metabolitlerin iiretimi ve Parkinson hastaligimin hiicresel seviyedeki
patofizyolojisnde goriilen oksidatif stresi tetikleyen ROS’un tretimiyle iliskilidir
(Meiser ve ark., 2016).

Ayrica, dopamin metabolizmasi, mtDNA delesyonlarinin birikimini uyarmaktadir ve

mitokondrial disfonksiyona etki etmektedir (Neuhaus ve ark.,2017).

Substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik noronlarin hasarlanmasina etki
eden bir diger faktor ise bu noronlarin morfolojik 6zellikleridir. Ventral tegmental alan
veya bulbus olfactorius’in tam tersi sekilde, substantia nigra pars compacta’daki
dopaminerjik noronlar uzun ve ¢ok sayida sinir hiicreleriyle baglanti kuracak

dallanmalar yapmis aksonlara sahiptir (Pacelli ve ark., 2015).

Insan beyninde, SNc’deki dopaminerjik néronlarin tek aksonunun toplam uzunlugu
4,5m’dir. Ayrica 2,4 milyon sinaps olusumuna katilmaktadir (Bolam ve Pissadaki,
2012). Miyelinlesmemis akson terminallerinin kendine 6zgii yapisi ile mitokondrideki
biyoenerji degisimine de etki etmektedir ve yiiksek yogunluktaki aksonal

mitokondrilere sahiptir (Braak ve ark., 2004).

Dopamin sentezindeki yasa bagimli degisimler, dopamin metabolizmasinda, reseptor
duyarhiliginda ve mitokondri’deki islevsel degisiklikler, kalsiyum dinamigindeki
farkliliklar, demir konsantrasyonu, proteaz disfonksiyonu, telomer kisalmasi gibi
gozlemlenen tablolar nigrostriatal isimli yolakta ndronlarin hasara kars1 daha duyarl

hale gelmesine neden olur (Zucca ve ark., 2017).

Deneysel hayvan modellerinde kullanilan 6-OHDA isimli nérotoksik ajan, kan beyin
bariyerini gecemedigi i¢in, beyinde intrakranial olarak stereotaksik yontem
kullanilarak lezyon olusturabilir. Bu ¢alismalarda, Parkinson modeli olusturulmasi
igin striatum, substantia nigra pars compacta ve fasciculus medialis telencaphali
bolgelerine 6-ohda enjeksiyonu yapilabilmektedir (Venero ve ark., 1997).
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Intra-striatal ve substantia nigra pars compacta’ya kiyasla, 6-OHDA nin fasciculus
medialis telencephali bolgesine uygulandigi deneysel ¢alismalarda hastaligin uzun
donemli etkisini ¢ok daha detayli ve sorunsuz sekilde inceleyebilme firsati
olusmaktadir. Fasciculus medialis telencephali bolgesine yapilan enjeksiyonlarda,
direkt olarak mekanik bir hasar olusmadigindan dolayi, siire¢ takibi yapilan
calismalarda, goriintiilemelerin alinarak incelendigi bazi c¢alismalarda, herhangi bir
ilag tedavi seklinin arastirildigi calismalarda kullanabilen 6nemli bir Parkinson

modellemesi yontemidir (Sandra ve ark., 2019).

4.3.1 Parkinson ve Striatal Noronlar

Dopamin sadece kortiko-striatal sinapslarmin giictinii degil, dikenli projeksiyon
noronlarin sinaptik akimlarinin da integrasyonunu modiile ederler. Dopamin,
glutamaterjik iletimi ve direkt yolda etkili olan projeksiyon ndronlarinin

eksitabilitesini artirmaktadir (Surmeier ve ark., 2014).

Parkinson’lu deney hayvanlarinda, dopamin modiilasyonunun kontroliiniin kaybi,
hiicreye spesifik degisimleri ve sinaptik baglantilar1 tetiklemektedir. Indirekt yolda
etkili olan projeksiyon noronlarin aktivitesi baskilanirken, diger yandan hipoaktiviteyi
saglamaktadir (Mallet ve ark., 2006).

Dopamin kaybina cevaben, projeksiyon néronlar1 homeostatik adaptasyonlar kaynakli
degisim gecirmektedirler ve dengeyi restore etmektedirler. indirekt yolda, D2 reseptdr
iletim kayb1 ve hiperaktivitesi, intrinsik eksitabilitesindeki kompansatuar azalisa
neden olmaktadir. Direkt yolda, D1 reseptdr iletimi kayb1 ve intrinsik eksitabilitedeki
hipoaktivite elevasyona neden olmaktadir. Inrinsik eksitabiltedeki homeostatik
degisimlere ek olarak, sinapsin homeostatik plastisitesi de goriilmiistiir. Dopamin
azalisin1 takiben indirekt yolaktaki striatal projeksiyon ndronlarmin dendritik

dikenlerinde ciddi bir azalma gozlemlenir (Fieblinger ve ark., 2014).

Saglikli hayvanlarin beyinlerinde striatum’da bulunan projeksiyon ndoronlar
incelenmistir. Noronlarin spontan aktivitesinin frekansinin 2 Hz’den diisiik oldugu ve

istirahat durumunda uzun siireli sessizlik olusabildigi de gézlemlenmistir. Hareket
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ortaya ¢ikti1 aninda, tipik dalgalanmalarla artisa gectigi gosterilmistir (Delong ve
ark., 1984).

Dopaminin azalmasiyla birlikte, projeksiyon ndronlarindaki aktivite tetiklenmektedir
ve 6-OHDA enjeksiyonu sonrasinda projeksiyon ndronlarinda ortalama 5-12Hz
arasinda seyreden aktivitede bir artis olugsmaktadir. Bu degisim ise dopamin azalmasi
ve kortiko-striatal ~ yolaktaki  glutamaterjik etkinin azalmasi  sonrasinda

gerceklesmektedir (Picconi ve ark., 2004).

Invitro intraseliiler olarak alman kayitlar dogrultusunda, dopamin kayb: sonrasinda,
glutamaterjik spontan eksitatuar postsinaptik akimin genisligi ve frekasin arttigi
gozlemlenmistir (Gubellini ve ark., 2002). Dopamin kaybinin sonrasinda, bazal
¢ekirdeklerin klasik modelinde D2 reseptorlerinin  aktivasyonunun inhibisyonu
sonrasinda, indirekt yolakta projeksiyon noronlarinin hiperaktif oldugu gosterilmistir

(DeLong MR ve ark., 1990).

Direkt ve indirekt yolaklarin aktivitelerindeki dengesizlik, hizli ve gii¢lii bir sekilde
nigrostriatal yolaktaki projeksiyon néronlarinin kaybiyla birlikte, Parkinson

hastaligina 6zgii hipokinetik tabloyu karsimiza ¢ikarmaktadir (Kravitz ve ark., 2010).

Siireg takibi yapilan bir ¢alismada, fasciculus medialis telencephali bolgesine 6-ohda
enjeksiyonu yapilan fare beyninde, striatum bolgesindeki TH pozitif aksonlarin kaybi,
lezyonu takip eden 1 haftada goriilmiistiir. Bu kayip devam eden siirecte artis
gostermemistir. Substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik néron kaybi ise
striatum’daki duruma tam ters sekilde progresif sekilde deney siiresinde ilerlemeye

devam etmistir (Rentsch ve ark., 2019).

Striatum’da bulunan projeksiyon ndronlarmin aktivitesi, korteks, thalamus ve
substantia nigra’dan gelen inputlarla degisebilmektedir. Bu heterojen hiicresel
baglanti, dopamin, GABA, asetilkolin, nitrik oksit ve adenozin kullanilan bir¢ok farkli
mekanizma {izerinden etkileyebilmektedir (Calabresi ve ark., 2000). Parkinson
hastaliginda, dopamin kaybi sonrasinda goriilen direkt yol projeksiyon ndronlari

tizerinde azalmig D1 reseptorii eksitatuar modiilasyon ve indirekt yol projeksiyon
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noronlart {izerinde azalmis D2 reseptorii inhibitér modiilasyon, hipoaktivite gibi

tablolar1 karsimiza ¢ikarmaktadir (Obeso ve ark., 2008).

Sekil 8: Bazal cekirdekler dongiisiiniin sematik gosterimi. Direkt ve indirekt
striatal output yolaklari sirasiyla D1R veya D2R reseptor diizenlemesinin kaybina gore
hipoaktif ve hiperaktiftir. Kirmizi ve yesil oklar sirasiyla glutamaterjik ve GABAerjik
baglantilardir. Artis ve azalma durumu sirasiyla kalin, kati1 veya ince, kirik oklarla
temsil edilmektedir. GPe ve GPi, globus pallidus eksternal ve internal, STN

subtalamik ¢ekirdek, SNc substantia nigra pars compacta (Beck ve ark., 2018).

Striatum’daki projeksiyon noronlarinin hiperaktivitesinin disregiilasyon durumu,

dopamin azalmasina kars1 anormal bir cevap olarak gosterilmektedir.
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DIR ve D2R'"nin ikili sekilde aktif olmas1 farkli néronal yanitlarla sonu¢lanmaktadir:
(1) azaltilmis ateslenme/duraklama modeliyle daha yiiksek frekans (daha fazla
regiilasyon); ve (2) daha yiiksek diizensizlik/duraklama ile azaltilmis frekans seklinde
gorilebilmektedir (Beck ve ark., 2018).

4.3.2 Kalsiyum, Kalsiyum Baglayic1 Proteinler ve Kalsiyum Kanallari

Kalsiyum, sitoplazmada ve niikleus’taki hiicre i¢i enzimlerin inhibitor veya eksitator
roliinde, diizenleyici etkisini gostermektedir. Sitoplazmadaki kalsiyum artisi hiicre
dongiistindeki fonksiyonlarin ilerleyisiyle ilgilidir. Kalsiyum baglayici proteinler ise
kalsiyuma farkli afinite 6zellikleriyle baglanip kalsiyum tamponlayici rolde hareket
ederek kalsiyumun diflizyonunu sinirlamaktadir (Kahl ve ark., 2003).

Kalsiyum baglayici proteinler, néronal islev ve norogenezde 6nemli rol oynamaktadir.
Yasla birlikte striatumda azalabilen kalbindin ve kalretinin, ileri yaslardaki motor

fonksiyonda olusacak kayiplardan sorumlu tutulabilmektedir (Grillner ve ark, 2005).

Yapilan bir ¢caligmada, striatumdaki dikenli néronlarin ve diger tipteki ndéronlarin da
kalbindin eksprese ettigi gosterilmistir (Bennett ve ark, 1993). Kalsiyum baglayici
proteinler sinyal iletiminde araci bir rol istlenerek, hiicresel fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kalsiyum baglayict proteinler EF-el
motifine sahip proteinler igermektedirler ve heliks-halka-heliks yapisi, 1973 yilinda
tanimlanmistir (Sekil 7), (Kretsinger ve ark., 1973).

Tipik bir EF-el modeline sahip kalsiyum baglayici proteinde, 2 heliks birbirine dik
sekildedir ve bir halka olusturan birka¢ amino asitle birbirlerine baghdirlar (Gifford
ve ark., 2007). Halkanin uzunlugu ve bazi noktalarda kalintilarin korunmasina baglh

olarak, kanonik ya da kanonik olmayan proteinler olarak isimlendirilirler (Sekil 7).
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Heliks E

Heliks F

Sekil 9: EF-el motif yapis1 (Current Alzheimer Research, 2016’dan degistirilerek
y g

kullanilmstir.)

Kalsiyum baglayict proteinler ayrica protein sentezi ve salinimi sirasinda gerek
duyulan 6nemli molekiillerdir. Bu proteinler kalsiyumun tamponlanmasi basta olmak
izere kalsiyum iyonlarmin taginimi ve c¢esitli enzim aktivitelerinin kontroliinde rol
oynarlar. Kalsiyum baglayici proteinlerin biiyiik bir kismi EF-el motifi yapisindadir.
EF-el motifi yapisinda olan bu proteinler, kalmodulin, kalsinérin, kalsiyum baglayici
proteinler ve noronal kalsiyum sensorleri olarak isimlendirilirler. Bunlar 2 ila 4
kalsiyum baglanma alanina sahiptirler (Schaub ve ark, 2008; Yap ve ark, 1999). Bu
motif yapisina sahip ailedeki proteinlerde farkli kalsiyum afiniteleri ve hiicresel

yerlesimler gézlemlenmektedir.

EF-el kalsiyum baglanmasini igeren kalsiyum baglayici protein motifleri, ¢ogunlukla
yiiksek voltajla aktive olan VGCC'leri diizenlemektedirler. Her EF-el proteini, farkli
kalsiyum baglanma afinitesine ve hiicresel lokalizasyona sahiptir. EF-el kalsiyum
baglayici proteinler, hiicresel etkilerini kalsiyum bagimli veya kalsiyumdan bagimsiz

sinyal mekanizmalar1 aracilifiyla gerceklestirebilmektedir.
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Bir¢cok EF-el kalsiyum baglayici protein, kalsiyum kinetiklerini dogrudan kalsiyum
kanallarinin 6zelliklerinin diizenlenmesi yoluyla degistirebilmektedir (Burgoyne ve

ark., 2001).

Kalsiyum baglayici proteinler, yaklasik 240 iiyesi olan ve kalbindin, parvalbiimin ve
kalretinini de igine alan biiylik bir protein ailesidir. Bunlardan kalretinin, si¢an

beyninde ilk defa Western blot yontemi ile 29kDa bir protein olarak ile bulunmustur.

Kalretinin, kalsiyum baglanmasinda etkili rolii olan ve EF ailesinden kalbindin-D28k
ve kalmoduline c¢ok benzemektedir (Arendt O ve ark, 2013). Kalretinin ve

parvalbumin cerebellumda Purkinje hiicrelerinde goriilmiistiir (Rogers, 1989).

Yapilan ¢galismalarda, kalretinin, parvalbumin ve kalbindin pozitif néronlarda somato-
sensoryel kortekste yasla birlikte yogunluklarinda degisim oldugu gozlemlenmistir.
Kalsiyum baglayici proteinlerin farkli kinetik ve tamponlanma 6zellikleri, eksprese

olduklar1 néronlarin 6zelliklerine baglidir.

Kalbindin ve kalretinin gen ekspresyonlarinin birlikte incelendigi ¢alismalarda, bu iki
kalsiyum baglayic1 proteinin birbirlerine bezer fonksiyonlar gosterebilecegi ve
herhangi birinin konsantrasyonunun azalmasi sonrasinda, digerinin kompanse

edebilecegi gosterilmistir (Bhoyar ve ark., 2019)
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Sekil 10: Kalsiyum baglayic1 proteinler ve Kkalsiyum Kkanallar1 iliskisi
(Nejatbakhsh ve Feng, 2011).

Kalsiyum baglayici proteinler, 3 farkli mekanizma iizerinden kalsiyum kanallarini
regiile etmektedir. Bunlar kalsiyum bagimh fasilitasyon (CDF), kalsiyum bagimh
inaktivasyon (CDI) ve kalsiyumdan bagimsiz regiilasyon (CIR) seklinde
tanimlanmaktadir. Kalsiyum bagimli inaktivasyon (CDI) mekanizmasinda, kalsiyum,
kalsiyum baglayici proteine baglanarak negatif geribildirime yol agar ve kalsiyumun

hiicre i¢ine girmesini engeller (Sekil 10).
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Boylece, kalsiyum artisiyla karakterize olan hastaliklarin olusma riskini azaltir.
Kalsiyum bagimh fasilitasyon (CDF), kalsiyumun kalsiyum baglayict proteinlere
baglanmasi1 pozitif geribildirimle kalsiyumun hiicre igine daha fazla gecisin
saglanmasidir. Kalsiyumdan bagimsiz calisan CDI mekanizmasi ise kalsiyum
baglayic1 protein azaldigi zaman aktifleserek yine kalsiyum kanallar1 araciligiyla

kalsiyum girisini dengelemeye ¢aligmaktadir (Nejatbakhsh ve Feng, 2011).

Kalbindin ve kalretinin ayni familyaya ait yiiksek kapasiteye sahip kalsiyum baglayici
proteinlerdir. Her ikisinin kapasitesi farklidir. Ornegin kalbindin, Kd olarak 393 nM,
kalretinin ise 1.5 nM’dir. Boylelikle, kalretinin kalsiyum modiilatorii olarak gorev
alirken, kalbindin ise klasik kalsiyum tamponlayici olarak rol almaktadir (Fairless ve
ark., 2019).

Kalbindin ekspresyonunda, yasla birlikte goriilen azalma kalbindinin yaslanmis
noronlar1 apoptozdan koruyabilecegi ya da ndronlardaki 6liim siirecini artirabilecegi
sorusunu karsimiza ¢ikarmaktadir. Deneysel arastirmalar sonucunda, kalbindin ve
kalretininin ekspresyon artisinin, asir1 néronal aktivite sonucunda yiiksek miktarda
kalsiyumun hiicre igine alinmasi sonrasinda ndronlar i¢in ndroprotektif etki gosterdigi

ortaya koyulmustur (Schwaller ve ark., 2002).

Kalbindin ekspresyonu norodejeneratif hastaliga sahip insan beyinlerinde degisime
ugramistir (Riascos ve ark., 2011). Tavsan retinasinin incelendigi bir calismada,
kalbindin pozitif ndronlar, kalretinin ve parvalbumin pozitif néronlara kiyasla iskemi

durumunda daha ¢ok korunakli oldugu gosterilmistir (Kwon ve ark., 2005).

Sitoplazmadaki bazal kalsiyum seviyesi, gii¢lii kalsiyum baglayici ve kalsiyum
tamponlayan proteinler (kalbindin, parvalbumin gibi) araciligiyla veya kalsiyumun
hiicre i¢indeki depolara aktif alimini saglayan endoplazmik retikulum {izerinde
bulunan Sarco/ER kalsiyum ATP- azin (SERCA) aktivasyonu ile siirdiirilmektedir
(Brini ve ark., 2014).

Intraseliiler kalsiyum hemostazinda kalsiyum baglayici proteinler diginda,
endoplazmik retikulumda bulunan SOCE (store-operated Ca 2+ entry, depo odakl

kalsiyum girisi) denilen kalsiyum depolar1 da rol oynar (Brini ve ark, 2014).
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Glutamat ve biiyiime faktorleri, kalbindin ekspresyonunu direkt olarak
artirabilmektedir. Bununla birlikte, AMPA reseptor aktivasyonu ve kainat glutamat
reseptOr aktivasyonu da hippocampus ve cerebellum’daki kalbindin ekspresyonunu

artirmaktadir (Batini ve ark., 1997).

Tim EF-el igeren proteinler 2 gruba ayrilmaktadir. Kalsiyum sensorleri ve kalsiyum
tamponlayict olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Kalmodulin, rekoverin gibi kalsiyum
sensorleri ve EF-el proteinleri, kalsiyum konsantrasyonundaki degisime cevaben
fonksiyon gosterirler. Kalsiyum tamponlayict olarak isimlendirilen proteinler
(parvalbumin, kalbindin-D9K, kalbindin D28k ve kalretinin) ise, kalsiyum iletimini

serbest kalsiyuma baglayarak modiile ederler.

EF-el adi verilen kalsiyum baglayici motife sahip kalsiyum baglayic1 proteinler,
Okaryotik hiicre iletiminde 6nemli rol oynamaktadir. Heliks-halka-heliks yapisiyla
kalsiyum iyonun baglanarak aktive olabilmektedir. Kanonikal olarak isimlendirilen
EF-el adi verilen kalsiyum baglayict proteinler, 12 kalintiya sahip kanonik EF-el
halkas1 mevcuttur ve kalsiyumu genellikle karboksilat veya karboniller araciligiyla

baglamaktadir (Gifford ve ark., 2007).

Parvalbumin ve kalretinin-D9k, sadece saf olarak kalsiyum tamponlayict ozellige
sahipken, diger yandan kalbindin-D28k ve kalretininin ise kalsiyum tamponlayici
ozellikleri yaninda, kalsiyum sensorii olarak da gorev almaktadirlar. Kalsiyum
sensOrlerinin  kendine 0zgii belirleyici 0Ozelligi ise kalsiyum bagimh sekilde
konformasyonel degisim ge¢irerek ve cogunlukla hidrofobik yiizeylerinin hedef

proteinle etkilesime girebilecek duruma gelmesidir (Ikura, 1996).

4.3.3 Parkinson ve kalsiyum

Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklarda izlenen néronal
kalsiyum miktarindaki dengesizlik, kalsiyum tampon mekanizmasindaki yetersizlik,
kalsiyum kanallarmin regiilasyonundaki degisim veya eksositoz kaynakl

goriilebilmektedir. Substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik noronlarda
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somato-dendritik ve pre-sinaptik dopamin salinimi, kalsiyum bagimli olarak

gerceklesmektedir.

Kalsiyumun noéronlardaki hiicresel fizyolojideki esas rolii farkli dinamik yapilarla

baglant1 kuran hiicre i¢i sinyal iletimindeki 6nemli araglar arasindadir.

Intraselliiler kalsiyumu esas depolayan yer olan endoplazmik retikulum, sitoplazma
igerisine kalsiyumun salinimini inozitol 3 fosfat (InsP3Rs) ve rianodin (RyRs) isimli

reseptorler araciligiyla saglamaktadir (Berridge MJ ve ark, 2003).

STIM (Stromal interacting molecules) denilen molekiiller kalsiyuma duyarli olup,
endoplazmik retikulum liimende EF-el kalsiyum baglayan bdlgelere sahiptir.
Endoplazmik retikulumdaki kalsiyum depolar1 azaldigi zaman, STIM’ler kalsiyum
kanallarini aktiflestirerek kalsiyumun igeriye alinmasini ve tekrar depolanmasini

saglamaktadir. Bu isleme SOCE (depo adakl kalsiyum girisi) denilmektedir.

Kalsiyum 1iyonlari, sitoplazmadan endoplazmik retikuluma SERCA araciligiyla
ge¢mektedir. Orai 1 ailesine ait yiiksek kalsiyum gecirgen kanallar veya Transient
Receptor Potential (TRPC)’ye ait kanallarla, SOCE mekanizmas1 yoluyla kalsiyum
gegisleri saglanmaktadir (Williams ve ark, 2001; Brandman ve ark, 2007; Kraft ve ark,
2015; Soboloff ve ark, 2012).
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kaybi sinaptik kavip disfonksivon

Sekil 11: Depo odakh kalsiyum girisi ve Parkinson hastaligi, (Secondo ve ark.,
2018’ten degistirilerek kullanilmstir.)

Normal saglikli bir beyinde, dopaminerjik ndronlarin ateslenme aktivitesi, TRPCI-
STIM1 kompleksi ile inhibe olmaktadir. Buna bagli olarak, artmig L-tipi kalsiyum
kanali aktivitesi Stiml veya TRPCI’in aktif olmamasi sonucunda karsimiza
¢ikmaktadir. 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) isimli nérotoksik ajan Parkinson
hastalig1 tablosunu olustururken, TRPC1 seviyesindeki azalisi ve STIMI1 ile
tepkimeye girmesini beraberinde getirmektedir. Bu durum da néron kaybina zemin
hazirlamaktadir (Selvaraj ve ark., 2012). Molekiiler diizeyde incelendigi zaman,
TRCP1 ekspresyonundaki azalig, Cavl.3 isimli kalsiyum kanalinin aktivitesini
anormal sekilde artirarak dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonuna sebebiyet

vermektedir (Sun ve ark., 2017), (Sekil 11).

Kalsiyum kanalinin aktivasyonun anormal artigina ragmen, TRCP1’in azalis1 SOCE
mekanizmasi lizerinden kalsiyum girigini baskilamaktadir ve boylelikle endoplazmik
retikulum stresini tetikleyerek dopaminerjik ndéronlarda goriilen katlanmamis protein

olusumunu artirmaktadir.
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Yapilan bu ¢alismalar sonucunda, ilerleyen ¢aligmalarda dopaminerjik néronlarin
hasarlanmasi iizerinde SOCE mekanizmasinin 6nemli bir role sahip oldugu ve klinikte
Parkinson hastaligindaki farmakolojik tedavi i¢in hedef mekanizmalardan olabilecegi

ileri siirtilmiistiir (Pchitskaya ve ark., 2018).

Noronal kalsiyum iletiminin organizasyonu karmasiktir. Cesitli kalsiyum ileten
kanallar ve kalsiyum bagimli proteinler (kinaz, fosfataz, transkripsiyon faktorleri,
enzimler, sinaptik vezikiil flizyonunu tetikleyen proteinler), ndronal kalsiyum

iletiminde 6nemli rol almaktadir (Brini ve ark., 2014).

Literatiirde, Parkinson hastaliginda striatumda bulunan kalsiyum baglayici protein
pozitif interndronlarin 6nemli bir rol oynadigi birgok c¢alismada gosterilmistir.
Kalsiyum baglayici protein eksprese eden dopaminerjik ndronlarin hasara karsi daha
direncli oldugu ve kalsiyum baglayici proteinlerin noroprotektif etkileri olabilecegi

vurgulanmistir (Inoue ve ark., 2019).

Bircok c¢alisma yapilmasina karsin literatiirde kalsiyum baglayici proteinlerle ilgili
farkli bulgular ortaya konmus, hastaliklardaki rolleriyle iligkili tam bir goriis birligi
olusmamistir. Kyoko Tsuboi ve ark. (2000) yaptiklari ¢aligmada, 6-OHDA enjekte
edilen sicanlarda, kalbindin ve kalretinin eksprese eden nigro-striatal yolak iizerinde
bulunan dopaminerjik noronlar1 incelemisler ve calismanin sonunda saglam kalan
dopaminerjik ndronlarin kalretinin eksprese ettigini gézlemlemislerdir. Bu sonuglar
sonrasinda, kalretininin noroprotektif etkisinden dolayr dopaminerjik ndronlari

koruyabildigi ileri siiriilmiistiir (Tsuboi ve ark., 2000).

4.3.4 Parkinson ve Kalsiyum Baglayic1 Proteinler

Kalsiyum baglayici protein eksprese eden ndronlarin hasarlara karsit daha direncli ya
da hassas olmasi literatiirde tartisilan konular arasinda yer almaktadir. Son
caligmalarda, parvalbumin pozitif néronlarin dejenerasyona karsi daha duyarh
olabilecegi, kalretinin ve kalbindin pozitif ndéronlarin ise hasara kars1 daha direncli

olabilecegi gosterilmistir (Goodman, J.H ve ark, 1993).
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Kafa travmasi ve norotoksik ajanlarin enjekte edilmesini takiben noéroproteksiyon
mekanizmasi kaynakli protein ekspresyonunda artis gézlemlenebilmektedir. Bununla
birlikte noron sayisinda kayip gozlemlenmeyebilir fakat néronlarin kalsiyum baglayici

protein ekspresyonunu degisme kapasitesi olabilecegi de unutulmamalidir.

Hiicre hasarinda koruyucu bir mekanizma olusturabilmesi yasla da degisebilmektedir.
Ornegin; kalbindin seviyesi yasla birlikte striatum, cerebellum, hippocampus gibi
bolgelerde azalmaktadir. Bu da Alzheimer gibi hastaliklara zemin hazirlamaktadir

(Ng, M.C. ve ark, 1996).

BDNF aktivasyonu Tlizerinden de kalsiyum baglayic1 protein regililasyonu
diizenlenmektedir. Korteks ve hippocampuse BDNF verilmesi, c-fos transkripsiyon
faktoriinii etkileyerek, kalbindin ekspresyonunu regiile etmektedir. Diger bir
caligmada, BDNF artis1 kalretinin ekspresyonunu azaltmistir (Fiumelli, H ve ark,
2000).

Son c¢alismalarda, kalsiyum tamponlama mekanizmasi yaninda kalretinin ve
kalbindinin kalsiyum sensorii olarak rol alabilecegi 6ne stiriilmiistiir (Schwaller ve ark,
2014). Sonug¢ olarak kalsiyum baglayici protein ekspresyonu hasarin derecesi,
dejenerasyonun tipi, yas faktorli gibi etkenlerle degisebilmektedir (Richard ve ark,
2019).

Yapilan bir diger ¢aligmada ise nigro-striatal yolaga yapilan enjeksiyon sonucu lezyon
olusturulan Parkinson modeli sigcanlarda nigro-striatal yolaktaki dopaminerjik néron
kayb1 sonrasi striatumda bulunan kalretinin pozitif interndronlarda azalma meydana
geldigi gosterilmistir. Bu azalisa glutamat reseptorlerindeki asiri aktivite ve dopaminin

eksikliginin neden oldugu iddia edilmistir (Yuxin Ma ve ark, 2014).

Bu calismada, lezyon sonrasinda parvalbumin pozitif internéron sayisinda herhangi
bir degisim gézlemlenmemistir. Yine kalsiyum baglayici pozitif néronlarla ilgili bagka
bir calismada, 6-OHDA lezyonu olusturulan sigan modelinde globus pallidusta
bulunan parvalbumin pozitif ndronlarda azalma goriildiigi gosterilmistir (Fernandez-
Suarez ve ark, 2012). Bunun sonucunda caligmaya iliskin yapilan degerlendirmede,

azalan bu GABAerjik noronlarin nucleus subthalamicus hiperaktivitesini yeterince
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baskilayamamasinin hastalikla ilgili semptomlarin ortaya c¢ikmasina yol agtigini

vurgulamiglardir.

Norodejeneratif hastaliklarda, bazi ndron popiilasyonlarinin hasarlanmasinin
kalbindin, kalmodulin ve parvalbumin gibi kalsiyum baglayici proteinlerindeki azalma
kaynakli oldugu sOylenmektedir. Kalbindin-D28K ve parvalbumin’in erken hasar
goren motor noronlarda bulunmadigindan dolay1r amiyotrofik lateral sklerozun erken
fazinda, hastalarda motor kayip goézlemlendigi ileri siiriilmektedir (Alexianu ve ark,

1994).

4.3.5 Kalbindin

Kalbindin-d28k ilk olarak tavuktaki bagirsak mukozasinda, 1966 yilinda
kesfedilmistir ve yaklasik 200 kalsiyum baglayict protein iceren EF-el motif
yapisindaki aileye aittir (Feher ve ark., 1992). Genetik kodlanmasi CALB1 olarak
sOylenmektedir. Kalbindin-d28k, beyinde ¢6ziinebilen tiim proteinlerin yaklasik
%1,5’unu olusturmaktadir (Berggérd ve ark., 2002).

Kalbindin, cerebellum’daki Purkinje liflerinde, hippocampus’te ve neokorteks’teki
interndronlarda yiiksek oranda goriilebilir (Barski ve ark., 2003). Ayrica kalbindinin,
kemik, bobrek ve pankreas’ta da eksprese edildigi rapor edilmistir (Christakos ve ark.,
1989).

CaBP-28k, kalsiyum-ATPaz enzimlerini aktive ederek, kalsiyum konsantrasyonu ve
asir1 kalsiyum birikimini diizenlemektedir. Boylece, noronlar1 eksitotoksik hasara
kars1 direngli hale getirmektedir. Kalbindin, apoptoz ve nekrotik hiicre 6liimiine kars1

koruyucu etkisini kaspaz aktivitesini inhibe ederek gdstermektedir (Choi ve ark.,
2008).

Kalbindin-D28kK, insanda ve si¢anlarda %80 oraninda bobrekte distal tiibiilde eksprese
olmaktadir (Roth ve ark., 1982). Dort tane yiiksek afiniteye sahip kalsiyum baglanma
bolgesine sahiptir ve bobrek, pankreas ve beyinde yliksek oranda bulunmaktadir.

Hiicrede kalsiyum taginmasi, iletimi ve bobrekteki kalsiyum reabsorbsiyonunu
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etkileyen intraseliiler kalsiyum konsantrasyonun modiilatorii olarak gérev almaktadir

(Sooy ve ark., 2000).

Anti-apoptotik etkisi sadece kalsiyum tamponlayici 6zelligi kaynakli degil, kaspaz-3
aktivitesini inhibe etmesi nedeniyle de 6ne ¢ikmistir (Bellido ve ark., 2000). Kalsiyum
baglayici proteinler, yaklasik 240 iiyesi olan ve kalbindin, parvalbiimin ve kalretinini
de igine alan biiyiik bir protein ailesidir. Bunlardan kalretinin, sigan beyninde ilk defa
Westernblot yontemi ile 29 kDa bir protein olarak ile bulunmustur. Kalretinin,
kalsiyum baglanmasinda etkili rolii olan ve EF ailesinden kalbindin -D28k ve
kalmoduline ¢ok benzemektedir (Arendt O ve ark., 2013).

EF-el motifine sahip kalsiyum baglayicit proteinler, 2 gruba ayrilmaktadir. Bu
gruplardan biri kalmodulin ve kalretinin gibi proteinleri igeren kanonik EF-el
proteinler, digeri ise S-100 benzeri proteinlerin N-terminal kisminda bulunan
proteinlerdir. Her iki grupta da kalsiyum bagimli aktivasyon ger¢eklesmektedir. Her
iki yapisal grupta da bir ¢ift EF-el motifi veya s6zde EF-el motifleri yapisal bir alan
olusur ve bu alanlar Ca2+'ya bagl aktivasyon i¢in minimum gereksinim olarak
bilinmektedir. Genel olarak, EF-el motiflerinden biri digerinden daha yiiksek Ca2+
baglama afinitesine sahiptir (Gifford ve ark., 2007). Kalbindin sadece beyin
dokusunda degil farkli dokularda da eksprese olmaktadir. Bobrekte, distal tubulus
kalbindin artis1 sisplatin kemoterapisi sonrasinda tedavi etkinliginin bdbrekler
tizerindeki etkisini gozlemlemek icin iirolojik patolojisi olan hastalarda belirte¢
(marker) olarak kullanilmistir. Bobrekte, distal tubulus’te kalbindin artisi cisplatin
kemoterapisi sonrasinda tedavi etkinliginin bobrekler tizerindeki etkisini gézlemlemek
icin lrolojik patolojisi olan hastalarda marker olarak kullanilmistir. Kalbindin,
bobrekteki kalsiyumun taginmasini saglar. Sitoplazmadaki kalsiyum degisikligine

cevaben, kalsiyum tamponlama gorevi yapmaktadir (Tim T Lambers ve ark., 2006).

Kalbindin-D28k, 261 kalintiya sahiptir. Bunlar 3 ¢ift EF-el modeli igermektedir ve en
cok bilinen EF-el proteini olarak kabul edilmektedir. Sadece 1,3,4 ve 5. el kisimlari
kalsiyuma, yiiksek afiniteyle baglanmaktadir. 2. ve 6. EF-el fonksiyonel degildir
(Kojetin ve ark., 2006).
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Kanonik Ca2+-baglama halkasi, 12 amino asit kalintist dizisi ile karakterize
edilmektedir. Bir EF-el dongiisiinde, kalsiyum iyonu besgen bir ¢ift piramidal
konfigiirasyonda koordine edilir. Baglanmaya dahil olan alt1 kalint1 1, 3, 5, 7, 9 ve 12
konumlarindadir; bu kalintilar X, Y, Z, -Y, -X ve -Z ile gosterilmektedir (Gifford ve
ark., 2007).

Ekstraseliiler

..................

AR i OIRRARIR
VOO, 7 VY W

intraseltiler

Tamponlayici ve tagiyici Kanonik Sensor Kanonik olmayan sensér
dovmus
Sekil 12: Kalbindinin kalsiyum sensér ve kalsiyum tamponlayict fonksiyonu
(Lohmeier Johannes, 2018’ten degistirilerek kullanilmistir).

Kalbindinin doymus ve doymamis sekilde bulunabildigi gosterilmistir. Kalsiyuma
baglanarak, doymus sekilde tamponlayict rolde veya yine kalsiyuma bagli doymus
formda, kanonik sensor protein olarak aktive olabilmektedir. Doymamis olarak ise
kalsiyumdan bagimsiz sekilde, kanonik olmayan formda bulunmaktadir (Lohmeier,

Johannes, 2018), (Sekil 12).

Kalbindin, tamponlayici, transporter ve sensor olarak gorev alabilen 6zel bir kalsiyum
baglayici proteindir. Kalsiyum baglanmasiyla kalbindin yapisal degisiklige ugrar ve
bundan dolay1 ndronal bir sensor olarak gorevi oldugu séylenmektedir. Kalbindin,
kalsiyumdan bagimsiz sekilde baglanmay1 saglayan hidrofobik bir bolge icermektedir.
Hidrofobik bolgeler, proteinlere baglanmayi kolaylastirir (Berg ve ark., 2012).
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Kalbindin, en yiiksek miktarda bagirsak, bobrek (distal toplayict kanal), pankreas ve
beyinde bulunmaktadir. Vitamin D tarafindan regiile edilip, bobrek, bagirsakta
kalsiyum difiizyonunu kolaylastiran proteindir. Beyinde, kalbindin néron gruplarinda
bulunmakta ve intraselliiler kalsiyum iletimi ve artmis kalsiyumda tamponlayici

gorevde bulunmaktadir.

Sinir sisteminde, kalbindin, fizyolojik uyarilara karsi intraseliiler cevaplar verir ve
kalsiyumdan dolayr olusan norotoksisiteye karsi ndronlari korumaktadir. Sinir
sisteminde, sadece apoptoz nedenli koruyuculuk degil, bobrek, pankreatik ve

ostoblastlarda da koruyucu gérevde bulunmaktadir (David Lee ve ark., 2006).

Kalbindin, kalsiyum tamponlayici, iletici ve sensor fonksiyonlarinda bulunmaktadir.
Kalsiyumun baglanmasiyla kalbindin yapisal degisiklige ugramaktadir. Kalbindin,
kalsiyumdan bagimsiz sekilde baglanmay1 saglayan hidrofobik bir bolge icermektedir.
Hidrofobik bolgeler, proteinlere baglanmay1 kolaylastirmaktadir. EF-el motifi
yapisinda olan proteinler, kalsiyum tamponlama (kalsiyum sinyali mekanizmasi) ve
kalsiyum sensorii (kalsiyum konsantrasyon degisikligine duyarli olup 6zel sinyallere

cevirebilirler) fonksiyonlarina sahiptirler.

[stirahat sirasinda, kalbindinin kalsiyuma baglanma miktar1 diger kalsiyum baglayici
proteinlere oranla daha azdir. Intraseliiler kalsiyum konsantrasyon degisimine kars1,
heliks yapis1 ve baglanma dongiisiinde degisiklikler olusmaktadir ¢iinkii kalsiyum
sensOr Ozelligine sahiptir (Tord Berggird ve ark., 2002). Kalsiyum bagimlh
inaktivasyon (CDI) iizerinden kalsiyum kanallar1 iizerinde etkilidir (Kreiner ve Lee,
2006).

Kalbindin, beyinde, ¢6ziinebilir proteinin 0.1 ve 1.5%’ini olustururken, sesle ilgili
noronlardaki kalbindinin protein seviyesi, 2 mM civarindaki konsantrasyona
ulasabilmektedir. 261 amino asit igermektedir ve kalmodulin ailesine ait bir proteindir.
Bu ailedekilerin bir kismi1 kalsiyum sensérleri olarak rol alip, kalsiyum kaynakli olarak
hidrofobik bolgeleri yapisal degisiklige ugrayabilmektedir. Diger kismu ise, kalsiyum

tamponlayici ve sinyal diizenleyicisi olarak rol alabilmektedir.
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Parvalbumin ve kalbindin-9k, kalsiyum tamponlama fonksiyonuyla one ¢ikarken,
kalsiyum sensor proteinlerden farkli olarak hidrofobik bolgeler icermemektedirler. Bu
hidrofobik bolgelerin olmasi durumunda, kalsiyum afinite yetenegi ve stabiliteleri
limitlenmektedir. Boylelikle, kalbindin yiliksek afinite 6zelligine sahiptir. Kalbindin
sadece beyin dokusunda degil farkli dokularda da eksprese olmaktadir (Kawasaki ve

ark, 1998).

Kalbindin, klasik kalsiyum sensdrlerinden farkli olarak, i¢cermis oldugu hidrofobik
bolgeler aracilifiyla kalsiyumdan bagimsiz konformasyonu saglamaktadir yani
termodinamik olarak kalsiyumdan bagimsiz sekilde hedef proteinlerle etkilesim
gosterebilmektedir. Yapilan calismalarda, kalbindinin diisiik bir kalsiyum afinitesiyle
miyo-inozitol monofosfataz-1 (1P3 sekonder iletici yoldaki anahtar enzim roliinde) ile
tepkimeye girebilecegi de gosterilmistir ve bu 6zelligi sayesinde, bipolar bozuklugu

olan hastalarda lityum terapisi amagli kullanilmistir (Noble ve ark., 2018).

Sicanlarin enterik sinir sisteminde, kalbindin immunoreaktif néronlarin biiyiik bir
kisminda kalretinin ve kalbindin eksprese olmaktadir (Masliukov ve ark, 2017).
Kalbindin-9K (vitamin D bagimli intestinal kalsiyum baglayici protein) seviyesinin

cocuklarda yasla birlikte azaldig1 gozlemlenmistir (Michael Staun ve ark., 1991).

Kronik iiremisi olan siganlarda kalbindin-D28K degerinin bobrek dokusunda artmis
seviyelerde oldugu gozlemlenmistir, plazma tire seviyesi ile renal dokudaki kalbindin—
D28K degerleri arasinda korelasyon oldugu savunulmustur (p<0.05) (Michael Staun
ve ark., 1991). Yaslanan noronlarda intraseliiler kalsiyum seviyelerini diizenleyen
molekiiler mekanizmada bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Verkhratsky & Toescu,

1998).

Kalbindin ve kalretinin ekspresyonunun yasla birlikte diistiigli yoniinde c¢aligmalar
mevcut olmasina karsin zit sonuglar alan calismalar da mevcuttur. Korteks’in
incelendigi bir ¢alismada, kalbindinin kortekste yasla birlikte azalirken, kalretininin
artis gosterdigi ortaya koyulmustur (Ahn ve ark., 2017). Diger bir ¢aligmada,
kalretinin ve kalbindin yasla birlikte hippocampus’te azaldig1 fakat korteks’te dnemli

bir degisim gostermedigi vurgulanmistir (Zallo ve ark., 2018).
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Kallbindin-D28k, bobrekte distal tubulus’ta kalsiyum reabsorbsiyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan bir calismada, diyabetli farelerin bdbreginde kalbindin
miktarinda artis oldugu gosterilmistir. Diyabetik néropatide klabindinin roli bir netlik
kazanmamakla birlikte, yapilan ¢alisma sonucunda, proksimal tiibiilde de kalbindin

eksprese edilebildigi diisliniilmistiir (Kuo-How Huang ve ark., 2019).

4.3.6 Parkinson Hastahig1 ve Kalbindin

Parkinson hastaliginda, substantia nigra (pars compacta) bdlgesinde goriilen
dopaminerjik néron kaybi, bu bdlgenin ¢ogunlukla ventro-lateral kisminda meydana
gelmistir. Dorso-medial ve ventral tegmental bolgede ise noronlar daha ¢ok direng
gostermektedirler. Bu bolgedeki dopaminerjik néronlarin kalbindin pozitif kaynakli
olmasi nedeniyle hasara karsi daha direngli etki olduklart gosterilmistir (Rintoul ve
ark, 2001). MPTP modeli maymunlar tizerinde yapilan ¢alismada, viral vektor yoluyla
substantia nigra ve striatum bolgesine kalbindin enjekte edilmistir. Motor bulgularda
diizelmeler gozlemlenirken, nigrostriatal yolak iizerinde de TH pozitif néron sayisinda

artig gézlemlenmistir (Inoue ve ark, 2018).

Yapilan ¢alismalarda kalsiyum reglilasyon bozuklugunun yaslanma ve
norodejenerasyonda dnemli bir rol oynadigi vurgulanmaktadir (Kumar ve ark, 2009).
Kalbindin-D28k (kalbindinl, calbl) hizli intraseliiler bir kalsiyum tamponlayici olarak

gorev almaktadir.

Ventral tegmental alan’daki dopaminerjik néronlarda substantia nigra pars
compacta’ya kiyasla daha fazla miktarda kalbindin eksprese olmaktadir. Bu oran
yaklasik 2-3 kat daha fazladir (Poulin ve ark., 2014). Kallbindin, ventral tegmental
alandaki noronlarda kalsiyum bagimli salinimi limitlemektedir. Bu durumda, buradan
gelen aksonlar 6zellikle ventral striatum’a aksonlarini gonderdigi i¢in, striatum’daki

dopamin salinimi etkilenmektedir (Pan ve ark., 2012).

VTA’da bulunan kalbindin pozitif ndronlarin {i¢te biri kalbindin ile birlikte vesicular

glutamat transporter 2 (vGluT2) da eksprese etmektedirler. Bir kismi nucleus
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accumbens’i inerve ederken, ayni bolgedeki dopaminerjik noronlar1 da regiile

etmektedirler (Mongia ve ark., 2019).

Ayrica kabindin pozitif noéronlar, A1l olarak isimlendirilen ve dopaminerjik ndron
iceren posterior hypothalamus’ta da bulunmaktadirlar. Bu néronlar, omurilige de

aksonlar gonderebilmektedir (Yamaguchi ve ark., 2021).

Nucleus accumbens’teki L tipi kalsiyum kanallarinin fonksiyonu kalsiyum artigini
takiben baskilanmaktadir. Kalbindin ise kalsiyum artisinda, kalsiyumu baglayarak, L
tipi kalsiyum kanallarinin nucleus accumbens’teki dopamin salinimina etkisini
siirlandirmaktadir. Ayrica kalbindin, beyinde bagka bdlgelerdeki kalsiyum

kanallarinin da fonksiyonunu limitleyebilmektedir (Katherine ve ark., 2015).

Yiiksek kalsiyum afinitesi sayesinde, kalbindin kalsiyumu baglar ve fazla kalsiyum
alimiyla doymus forma gecer. Kalbindin, kalretinin ve parvalbumin ekspresyonunun
Parkinson hastaliginda noroprotektif etki olusturabilecegi birgok c¢alismada
gosterilmistir. Yapilan bir ¢caligmada, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) (rs1805874)
olarak kalbindin-1 geninde Japon popiilasyonunda PD i¢in yeni bir duyarlilik odagi
olabilecegi ortaya koyulmustur.

Ayrica, Parkinson hastaliginda, alfa synuclein birikimi gézlemlenen néron govdesinde

bulunan kalsiyum baglayici protein miktarinin azaldigini vurgulamiglardir (Mizuta ve
ark., 2008).

Devaminda yapilan baska bir calismada ise bu kez beyaz irka ait bir grup hasta
tizerinde incelenme alinmistir. Parkinson hastaligi olan bir grup hasta ile saglikl
gruplar kiyaslanmistir ve bu grup hastada rs1805874 calbindin-1 geni ile Parkinson
hastalig1 arasinda herhangi bir iligki olmadig1 gosterilmistir (Ortoloza ve ark., 2010).
Parkinson hastaliginin olusmasinda etkin olan mekanizmalarin arastirilmasi
sonucunda, kalsiyum seviyelerindeki degisimin hastaligin olusma riskini ciddi sekilde

artirdig1 ortaya ¢ikmigtir.

Sitoplazma kalsiyum seviyesi, dopamin ve alfa synuclein seviyelerinin birbiriyle
entegre sekilde ¢alismasi, substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik
ndronlarm hasarlanmasinda etkili bir rol oynamaktadir (Mosharov ve ark., 2009).
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Parkinson hastalig1 ve Huntington hastalig1 gibi hastaliklarin patogenezinde IMPaz
inhibisyonunun otofaji artirdigt ve peptidlerin kleranst gdzlemlenmektedir.
Kalbindinin inhibitor etkisi, terapatik bir etki olusturabilmektedir (Sarkar ve ark.,
2005). Kalbindinin diisiik seviyeleri, apoptoza karsi direng gosteren noronlar olan
kalbindin pozitif noéronlar1 veya kalbindinin ekspresyonu azalmasi Alzheimer
hastaliginda karsimiza ¢ikmaktadir. Yasa ve hastaligin ilerleyisine gore de

degisebilmektedir (Palop ve ark., 2003).

Mikroglial Cav 2.2 kalsiyum kanallarinin artmis aktivitesi yash farelerde
inflamasyona sebep olmustur. Bundan dolay1 bu kanali bloke etmek yaslt bir beyinde
tyilestirici bir etki olusturmaktadir (Huntula ve ark., 2019). Yapilan bir c¢alismada,
striatumu esasen inerve eden aksonlarin Girk2 pozitif olup, substantia nigra pars
compacta’da yer alan dopaminerjik noronlarin aksonlart oldugu, VTA’da yer alan
kalbindin pozitif dopaminerjik ndronlarin ise frontal korteks ve 6n beyin’de yer alan

yapilara projekte oldugu gosterilmistir (Thompson ve ark., 2005).

Kalsiyum baglayici proteinler arasinda yer alan kalbindin, kalsiyum alinimini, L tipi
voltaj kapili kalsiyum kanallar1 iizerinden modiile etmektedir ve néronal intraseliiler

kalsiyum homestazini korumaktadir (Xu ve ark.,2014, David Lee ve ark.,2006).

4.3.7 Parkinson Hastahig ve Kalsiyum Kanallar

SNc’deki dopaminerjik noronlar selektif sekilde hasarlanmaya daha duyarhidir ¢linkii
diisiik ritmik aktivite ve yliksek miktarda dendritik dallanmaya sahiptir. Cavl.3
kaynakli kalsiyum alinimi, dopamin salinimi i¢in gerekli ¢iinkii bu fonksiyonu yerine
getirebilmesi ve akson ile dendritler icin gerekli olan ATP’nin saglanmasi igin yiiksek

miktarda enerjiye ihtiyag duymaktadir (Cristina Catoni ve ark., 2019).

Endoplazmik retikulum membraninda bulunan STIM denilen molekiiller kalsiyuma
duyarli oldugundan, buradaki kalsiyum homestazindaki dengesizlik, secici olarak

SNc’deki dopaminerjik noron kaybina yol agmaktadir (Stefani ve ark,2012).

49



Ateslenen ndronlarda kalsiyumun hiicre igine alinmasi, hiicre govdesi, sinir
terminalleri ve dendritlerde bulunan voltaj kapili kalsiyum kanallar1 (VGCCs), NMDA
(N-methyl-D aspartate) ve AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) gibi glutamat ionotropik reseptdr kanallar1 araciligiyla

gerceklesmektedir.

Membrandaki depolarizasyon araciligiyla, kalsiyum-segici porlari acilmaktadir ve
iceriye kalsiyum girisi baslamaktadir. Bu kalsiyum iyonlar1 haberci olarak gorev
alirken, hiicre i¢i sinyal mekanizmasini etkileyebilmektedir. Kalsiyum kanallari,
noronlar gibi hiicrelerde disaridan igeriye dogru olan kalsiyum akisinda basroldedir

(Petegem ve ark., 2006).

Hiicre icine kalsiyum giriginde rol oynayan 3 tip voltaj kapili L tipi kalsiyum kanali
tanimlanmistir. Bunlar CaV1, CaV2 ve CaV3 olarak adlandirilmistir. CaV1 kanallar1
4 alt tipten olusur: CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 ve CaV1.4. Bu kanallardan CaV1.2 ve
CaV1.3 noronlarda ve esasen somato-dendritik bolgelerde bulunur. CaV1.2 merkezi

sinir sistemindeki kalsiyum kanallarinin 90%’n1 olugturmaktadir (Liss ve ark, 2019).

L-tipi kalsiyum kanallart mitokondrial oksidatif stresten sorumludur. Son
zamanlardaki ¢aligmalarda, L-tipi kalsiyum kanallarinin, 6zellikle CaV1.3 kalsiyum
kanallarinin segici olarak substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik néronlarin
dejenerasyonunda énemli rol oynadig1 gosterilmistir (Putzier ve ark, 2009; Poetschke

ve ark, 2015), (Sekil 13).
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Sekil 13: L tipi kalsiyum kanallarni ve Parkinson hastahiginda goriilen
dopaminerjik néronlarin dejenerasyonundaki rolii (Gerald W. Zamponi ve ark.,

2015’ten degistirilerek kullanilmistir).

SNc’deki dopaminerjik ndronlar, striatum’da bulunan D1 reseptor eksprese eden
noronlart ve dopamin D2 reseptor eksprese eden ndronlari inerve etmektedir. SNc’deki
noronlarin ateslenme aktivitesi esasen Cavl.3, bir miktar da Cavl.2 isimli kalsiyum
kanallar1 tarafindan modiile edilmektedir. Cav1.3 kanalinin tekrarli sekilde aktif
olmasi kalsiyumun iceriye alinmasini saglar ve ER’den kalsiyum bagimli kalsiyum
salinimin1 saglayarak mitokondria’da kalsiyum seviyesinin yiikselmesini ve ROS

uretimini artirir.

Bunun sonucunda hiicre hasar1 ve dopaminerjik néron kaybi gerceklestiginden,
striatum’un dopaminerjik inervasyonu azaltmaktadir. Bunun yaninda, Cavl.3
kanalinin aktivitesi neuronal calcium sensor 1 (NCS1)’in aktivasyonu yoluyla D2
reseptOr ekspresyonu artisina bagli olarak diizenlenmektedir (Gerald W. Zamponi ve
ark., 2015).
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Sican beyninde, substantia nigra pars compacta’da bulunan noéronlarin %70’i
dopaminerjik, %29’u GABAerjik ve yaklasik %1-2 oranindaki kismi ise glutametarjik
tipte noronlardir (Nair- Roberts ve ark., 2008). MPTP enjeksiyonu ve meydana gelen
dopaminerjik noron kaybi sonrasinda artmis CaV1.342 ve CaV1.342A mRNA
ekspresyonuyla birlikte gézlemlenmistir. Kalsiyum kanallart mRNA’s1 diger néron

cesitlerindeki degisimlerden etkilenmemistir.

L-tipi kalsiyum kanallar1 (Cavl) normal endokrin, beyin, duyu ve kas fonksiyonlari
icin gerekli komponentler arasindadir (Hoffmann ve ark., 2014). Cavl.2 ve Cavl.3

kalsiyum kanallar1 substantia nigra pars compacta’daki ndronlar tarafindan eksprese

olmaktadir (Sun ve ark., 2017).

Cavl alt tiplerinin Onemli fonksiyonlarindan birisi aksiyon potansiyelinin
baslatilmasinin kontrol edilebilmesi igin dendrit kalsiyum girisine izin vermektir. Eger
kalsiyum kanallarinin ekspresyonu artmissa, cogunlukla noronal dongiideki degisen

aktivitenin kompanse edilmesi kaynakli olmaktadir.

Parkinson hastaliginda striatum denervasyonu bu aktiviteyi bozdugundan kanallarin
ekspresyon artisi, Parkinson hastaliginda karsimiza ¢ikmaktadir (Higley and Sabatini,
2012). Intraseliiler kalsiyum regiilasyonu substantia nigra ve VTA’da bulunan

noronlar arasinda farkli sekilde ger¢eklesmektedir (Thompson ve ark., 2005).

Kalsiyum kanallarmin alt tipleri noronlarda farkli fonksiyonlarla iliskili
olabilmektedirler. Ozellikle Cav1.2 ve Cav2.2 isimli kalsiyum kanallar1 cok net olarak
farkl1 fonksiyona sahiptirler. Cavl.2 isimli kalsiyum kanali esasen ndronda hiicre
govdesinde gen ekspresyonundan sorumludur. Cav2.2 isimli kalsiyum kanali ise,
akson terninallerinde yer almaktadir ve norotransmitterlerin saliimini kontrol

etmektedir (McDonough, 2004).
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4.3.8 Parkinson hastahigi ve kalsiyum kanal blokerleri

Antihipertansif ilaglara, 6zellikle kalsiyum kanal blokerlerine olan ilgi, nitrik oksit,
timor nekroz faktorii-alfa ve interlokin-1 beta sentezini inhibe eden ilaglarin oksidatif
stresi ve noroprotektif olabilen inflamatuar yaniti azalttiginin gosterilmesi iizerine
daha da artmistir. Hayvan deneyi modellerinde voltaj kapili kalsiyum kanallarinin alt
tipi olan Ca(V)1.3 isimli kanal dopaminerjik néronlar1 hasara kars1 daha duyarl hale

getirmektedir (Hurley ve ark., 2013).

Hiicre i¢i kalsiyum agir1 yiiklenmesine ek olarak, oksidatif stres artigi da a-siniiklein
agregasyonunu olusumuna etki eder. Kalsiyum kanal blokerleri, kalsiyum akigini
bloke ederek PD'nin ilerlemesini Onleyebilmektedir veya durdurabilmektedir
(Vekrellis ve Stefanis, 2012).

Substantia nigra'daki dopaminerjik néronlar, kalp pili aktiviteleri i¢in (CaV1.3) isimli
L tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarina sahiptir. Kang ve ark (2012), Ca (V) 1.3 L tipi
kanallar1 segici olarak antagonize ederek, Parkinson hastaliginda dopaminerjik néron
kaybin1 minimum yan etkilerle azaltmak i¢in bir ¢6zliim saglanabilecegini

vurgulamislardir. (Kang ve ark., 2012).

Bu sonuglar da hiicredeki serbest Ca+2 miktarin1 modiile eden ilaglar kullanarak
potansiyel bir terapdtik hedef saglanabilecegini ortaya koymustur. Bazi spekiilatif
mekanizmalar, iskemik serebrovaskiiler lezyonlara, artan oksidatif strese ve Parkinson
hastaligina yol agan ve sivi-elektrolit dengesini diizenleyen merkezi renin-anjiyotensin
sisteminin  (RAS) modiilasyonuna yol agabilen tedavi edilmemis kronik

hipertansiyonu igerir (Qiu ve ark., 2011).

Parkinson hastaligi ile kalsiyum kanallar1 arasindaki baglanti epidemiyolojik
caligmalarda antihipertansif ilaclar olan L-tipi kalsiyum kanal blokeri dihidropridinleri
kullanan hastalarda Parkinson hastaligina yakalanma riskinin azaldigin1 gosteren
sonuglarla giiglenmistir (Cheng ve ark, 2007; Wang ve ark, 2012; Branch ve ark,
2014).

Lipofilik bir ajan olan isradipinin, transgenik Alzheimer modeli farelerde, 60 giin

boyunca subkiitan tedavi uygulanmasi sonrasinda beta amiloidin yaptig1 etkileri
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azalttigini gozlemlemislerdir ve ilerleyen klinik ¢alismalar i¢in hastaligin tedavisinde
terapotik bir yaklasim olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir (Anekonda ve ark,

2011).

En sik goriilen norodejeneratif hastalik olan Alzheimer hastaligina iligkin literatiirde
bircok calisma mevcuttur. Intraselliiler kalsiyum artis1 gdzlemlenen bu hastalik
tizerine de kalsiyum kanal blokerlerinin etkisinin arastirildigi calismalar yer
almaktadir. Son yillarda, yapilan birka¢ calismada, kalsiyum kanal blokerleri ve
kalsiyum baglayic1 proteinler arasindaki iligki de arastirilmistir. MPTP modeli
farelerde, striatumdaki kalbindin seviyesinde azalma oldugu gériilmiistiir. Nimodipin
enjeksiyonu  sonrasinda ise kalbindin  seviyesinin normale  dondugiini

vurgulamiglardir (Singh ve ark, 2017).

Kan beyin bariyerini gegebilen dihidropridin kalsiyum kanal blokerleri, Parkinson
hastaligi olusturan hayvan deneyi modellerinde, norotoksik ajanlara karst
noroprotektif etki gostermistir ve hastaligin gelisme riskini de azalttig1 yoniinde
sonuglar elde edilmistir (Mullapudi ve ark., 2016). Klinik ¢alismalar ve meta analiz
sonuclari, kan-beyin bariyerini gegebilen voltaj kapili kalsiyum kanal blokerlerinin
kullaniminin Parkinson hastaligina yakalanma riskini yaklasik %30 oraninda

diistirdigiinii gostermektedir (Lang ve ark, 2015).

Kalsiyum ile aktive olan ndtral proteaz seviyelerindeki artig, 6liim sonrasi incelenen
Parkinson beyinlerinde bulunan dopaminerjik néronlardaki kalpain aktivitesindeki ve
ekspresyonundaki artigla korelasyon gostermektedir (Mouatt-Prigent ve ark., 2000).
Bu nedenle, nimodipin isimli kalsiyum kanal blokeri, dopaminerjik ndronlardaki
MPP+ ve MPTP-enjeksiyonunun yaratmis oldugu kalpain artisin1 etkili bir sekilde
bloke etmektedir. Ayrica, hiicrelerdeki diizensiz Kalsiyum artigini sinirlayarak kaspaz-
3 aktivitesini bloke etmektedir. Bu sonuglar da nimodipin enjeksiyonunun kalpain
seviyesini azaltarak, dejenerasyona karsi noroprotektif bir etki olusturabilecegini

gostermektedir.
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4.3.9 Parkinson Hastahg ve Isradipin

Isradipin, yiiksek kan basmci tedavisinde kullanilan dihidropridin grubuna ait bir
kalsiyum kanal blokeridir. Deneysel Parkinson modellerinde yapilan ¢alismalarda,
konsantrasyona bagli koruyucu bir etki gostermistir. 2019 yilinda sonuglanan faz 3
klinik caligmada, isradipin tedavisi UPDRS olarak bilinen Parkinson hastalarini
degerlendirme skalasinda ve genel semptomlarda anlamli bir etki gostermemistir.
Bunun devaminda, 36 aylik bir siire¢ takibi yapilarak, doza bagimli degisim analizi

hedeflenmistir.

Yapilan g¢aligma sonucunda ise yiiksek miktarda isradipin kullaniminin, hastalik
tedavisine ihtiya¢ duyma riskini azalttig1 ortaya koyulmustur fakat hastaligin ciddi
seyrinde ve semptomlarinda herhangi bir farklilik gézlemlenmemistir (Charles ve ark.,
2021).

Isradipin dihidropridin grubunda yer alan bir kalsiyum kanal blokeri olup, kan beyin
bariyerini gecebilmektedir. Isradipinin, Parkinson hastalig: iizerindeki koruyucu
etkisinin arastirildigr Faz 3 klinik ¢aligmada, hasta grup ve plasebo grup arasinda
yapilan motor ve kognitif testlerde, klinik progresif seyirde anlamli bir farklilik
gosterilmemistir. Farmako-kinetik calismalarda, 3.faz’daki dozun ayarlanmasiyla
ilgili farkli ¢alismalar yapilabilecegi ve bu veriler dogrultusunda pre-klinik olarak

kullanilabilecegini vurgulamislardir.

L tipi kalsiyum kanallari, kardiyovaskiiler, muskuloskeletal ve sinir sisteminde yaygin
sekilde bulunmaktadir ve alt tip olarak Cav1.2 formuyla bulunmaktadir (Liss ve ark.,
2019). Chan ve ark (2007), farelerde 1methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine
(MPTP) ile olusturulan Parkinson modelinde L-tipi Cav1.3 kalsiyum kanal blokeri
olan isradipin’in dopaminerjik noéron aktivitesinde de iyilesmeye neden oldugu

yoniinde bir sonuca varmaistir.

Gegmis yillarda yapilan bir g¢alismada, 6-OHDA enjekte edilen intra-striatal
enjeksiyon sonrasinda sistemik olarak verilen isradipinin, substantia nigra pars
compacta’da bulunan dopaminerjik noronlara karst koruyucu bir etki gostermedigi

ortaya koyulmustur (Ortner ve ark., 2017).
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llerleyen calismalarda ise nimodipin isimli kalsiyum kanal blokeri, TH pozitif
noronlardaki kaybi azaltmis ve striatumdaki mitokondride ROS iiretiminde azalmaya

neden olmustur (Singh ve ark, 2016).

Dihidropridin grubuna ait ajanlarin ¢ogu kismu 6zellikle Cavl.2 isimli kalsiyum
kanalinin aktivasyonunu inhibe etmektedir. isradipin ise diger grup iiyelerinden farkli
olarak, Cav1.2 ve Cavl.3 isimli kalsiyum kanallarinin her ikisine de ayni afiniteye

sahiptir (Sinnegger-Brauns ve ark., 2009).

Isradipinin yarilanma émriiniin eliminasyonunu uzatan faktorler arasinda yer alan yas
alma siireciyle olugsan anatomik ve fizyolojik degisimler dnemli rol oynamaktadir.
Isradipin, yiiksek oranda lipofilik ve kan beyin bariyerini gecebilen bir ajan
oldugundan dolayi, plazmadaki konsantrasyonu asmaktadir ve beyinde de plazma

konsantrasyonuyla benzer degerlerde oldugu gosterilmistir (Anekonda ve ark., 2011).

Isradipin, kan beyin bariyerini gegebilen ve yiiksek kan basinci tedavisinde kullanilan
dihidropridin grubuna ait bir kalsiyum kanal blokeri olup, yukarida da bahsedilen
deneysel Parkinson modelleri ¢aligmalarinda, konsantrasyona bagli koruyucu bir etki
gosterdigi ortaya koyulmustur. Bu bulgular sonrasinda, klinik fazda kullanmaya
yonelik 2019 yilinda gergeklestirilen faz 3 klinik ¢alismasi yapilmis ve sonuglar bir
rapor olarak yaymlanmistir. Hasta gruplara uygulanan isradipin tedavisi sonrasinda
UPDRS olarak bilinen Parkinson hastalarin1 degerlendirme skalasinda ve genel olarak
motor ve kognitif semptomlarda klinik seyirde anlamli bir iyilestirici etkisi

gosterilmemistir.

2019 yili sonrasinda, isradipinin Parkinson hastaligi lizerine etkisi farmakokinetik
calismalarda arastirilmaya devam etmistir. Bu baglamda, Faz 3 calismasini takiben
yapilan yeni bir caligmada, daha yiiksek isradipin dozu alan grupta parkinson

tedavisine ihtiya¢ duyma riskinde azalma gozlemlendigi belirtilmistir.

Isradipin tedavisi alan gruptaki klinik degerlendirmede parkinson hastaliginin seyriyle
ilgili bir degisime neden olmadig1 fakat ihtiya¢ duyulan levodopa dozununun azaldigi
ve parkinson tedavisinin baslanmasina ihtiya¢ duyulan siireyi uzattifi sonuglarla

gosterilmistir (Venuto ve ark., 2021).
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Bu calismay1 takiben, detayli bir analiz yapilan 2022 yilina ait yeni bir ¢calismada, 52
hafta boyunca siire¢ takibi yapilan 10mg/giin isradipin uygulamasi sonrasinda,
UPDRS skorlarinda anlamli sekilde farklilik goriilmiistiir. Calisma sonucunda,
isradipin tedavisi maruziyetinin erken fazda hastaligin progresyonunu yavaslattigini

ileri siirmiiglerdir (D James Surmeier ve ark., 2022).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1.Kullanilan Deney Hayvanlarinin Temini

Calismada kullanilacak Wistar albino siganlar Marmara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Aragtirma ve Uygulama Merkezi’'nden (DEHAMER) temin edilmistir.
Calisma, Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu'ndan onay almustir
(protokol no: 22.2021.mar). Deney igin ortalama 250-300 gram agirhgimdaki Wistar
erkek albino siganlar kullanilmistir. Tiim hayvanlar uygun kafesler i¢inde, 12 saat
aydinlik-karanlik doéngiisiinde, standart sican yemi ile beslenip musluk suyu

igmektedirler.

Deney prosediiriimiiz 2 ayr1 ¢ergevede olusturulmustur. 1. asamasinda hayvanlarda 6-
OHDA lezyon Oncesi ve sonrast siire¢ takibi yaparak beyinde ve kandaki kalbindin
analizini yapabilmek amaciyla 1002 TUBITAK projesine bagvurulmustur ve kabul
alinmigtir. 6-OHDA gruplarinda ve kontrol gruplari 10 hafta siiresince belirlenen
araliklarla kandaki ve beyindeki kalbindin miktar1 dl¢lilmiistiir. Lezyon Oncesinde,
lezyondan 2 saat sonrasinda ve 2., 5. ve 10. haftalarda kandaki kalbindin diizeyi
gozlemlenmistir. Beyindeki kalbindin diizeyi ise 5. ve 10. haftalarda sigcanlar dekapite
edilerek bakilmustir.

DENEY PROSEDURUNUN 1.KISMI

Caligmamizda, nigro-striatal yolaga 6-OHDA enjekte edilerek bazal cekirdeklerde
(substantia nigra basta olmak iizere) dopamin eksikligine bagli Parkinson modeli
olusturulmustur. Kontrol ve lezyon gruplarina ait olan sicanlardan, lezyon 6ncesi ve
sonrasindaki 2. saatte ve devaminda 2., 5. ve 10.haftalarda kuyruk kani alinmis ve
kandaki kalbindin diizeylerine bakilmistir. Sicanlar literatiirdeki bilgiler 1518inda 2.
saat, 2. hafta ve 5. hafta erken donem 10. hafta ge¢ donem Parkinson modeli olarak

kabul edilmistir.
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Erken donem olanlar kontrol, 6-OHDA ve yalanci opere grup olarak, ge¢ donem
olanlar da yine kontrol, 6-OHDA ve yalanci opere grup olarak isimlendirilmislerdir.
Erken doneme ait sigan grubunda 5.haftada, ge¢ donem grubuna ait sigan grubunda ise

10.haftada dekapitasyon ve perfiizyon islemi gerceklestirilmistir.

3. ve S5.haftalarda lezyon olusumunu goézlemlemek i¢in 6-OHDA gruplart ig¢in
rotasyon testi uygulanmistir. Sonrasinda ise 5. ve 10.haftada beyinler ¢ikartilarak, SNc
’de dopaminerjik néronlarin gézlemlenmesi i¢in TH immunohistokimya prosediirleri
ve beyindeki kalbindin seviyesini analiz etmek i¢in western blot teknikleri
uygulanmistir. Alinan kanlara, ELISA prosediirii uygulanarak, kalbindin seviyeleri

degerlendirilmistir.

Tiim beyinde kalbindin seviyesini gozlemlemek i¢in ise 6-OHDA lezyonu olusturulan
gruptaki sicanlardan 3’er hayvan perfiizyon yapilmadan dekapite edilmis, beyinleri
cikartilarak, western blot yoOntemiyle ile protein diizeyi tayini yapilmistir. Bu
gruplardan birer hayvan ise kardiyak perfiizyon yapilarak, beyinler ¢ikartilmis ve TH
immunohistomkimya prosediirii uygulanmistir. Tim gruplardan ise kan alimi

sonrasinda, kanda kalbindin diizeyi tespiti igin ELISA prosediirii uygulanmustur.
Deney Gruplan

Erken Donem (5 hafta)

1. Kontrol grubu (n=4)

2. Yalanci opere grubu (n=4)

3. 6-OHDA enjeksiyonu alan grup (n=5)

Gec¢ donem (10 hafta)

4. Kontrol grubu (n=4)

5. Yalanci opere grubu (n=4)

6. 6-OHDA enjeksiyonu alan grup (n=5)
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Rotasyon Testi:

6-OHDA enjeksiyonunu takip eden 3.haftada, 5.haftada ve 10. hafta sonunda
apomorfin (0,05 mg/kg, subkiitan) rotasyon testi uygulanmistir. Tek tarafli 6-OHDA
enjeksiyonu yapilan siganlara, apomorfin gibi dopaminerjik bir ilag uygulanildiginda,
lezyonlu ve lezyonsuz taraf arasindaki dengesizlige bagli olarak, asimetrik donme
hareketi gozlenmektedir. Bu donme hareketi, substantia nigra pars compacta’daki
lezyonun derecesi ile ilgili saglikli bilgi vermektedir. Test 6ncesi apomorfin; 5 mg/ml
stok olarak hazirlanip, icerisine 1 mg askorbik asit konulmustur. Teste baslarken

sicanlara 0,05 mg/kg/ml apomorfin subkiitan olarak uygulanmistir.

Pleksiden yapilmis seffaf daire seklindeki diizenekler icerisine yerlestirilen sicanlar,

30 dakika boyunca gozlemlenmistir ve bazal hareket durumlariyla birlikte
kontralateral tarafa dontisleri not edilmistir. Tiim testler ayni saat dilimleri arasinda
yapilarak sadece belirgin rotasyon hareketleri not edilerek analiz edilmistir (Chagniel

ve ark., 2012).
Kan alima:

Siganlar eter isimli anestezik madde ile uyutulmustur. Sicanin lateral kuyruk veninden
igne ile 20-30 derecelik agiyla girilerek 0.5 ml kadar kan alinmistir. Eger, damar
goriiniir degilse, kuyruk 1lik suya (40 °C) daldirilarak damarin goriiniir hale gelmesi
saglanmis ve akabinde de vazodilatasyonu arttirmak i¢in kuyruk 5-8 dakika 37 °C’de

bekletilmistir (Parasuraman ve ark., 2010).
Sakrifikasyon:

6-OHDA gruplarindan birer hayvan, anestezi altinda %4’liikk paraformaldehit igeren
0.05 M fosfat tamponlu salin (PBS) ile transkardiyak perfiizyon yapilmistir. Perfiizyon
islemi sonrasi beyinler ¢ikartilarak bir gece boyunca %4’liik formaldehit soliisyonunda
+4 °C’de bekletilmistir. Daha sonra, beyinler %30’luk siikroz igeren soliisyona
alinmistir. Sonrasinda ise TH immunohistokimya prosediirii uygulanmistir. Diger
gruplardaki hayvanlarin beyinler ise dekapitasyon yontemiyle cikartilmis ve bu

beyinlerde kalbindin tayini i¢in western protokolii uygulanmaistir.
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Western Blot Protokolii
Western emdiriminde kullanilan antikorlar:
-Alkalen fosfotaz eslenik tavsan monoklonal Ig
-Anti-Kalbindin
-Anti-Beta actin poliklonal antikoru, invitrogen, PA1-16889
-Anti B aktin antikoru
Western emdirimi gerecleri:
-Transfer membranlari Invitrogen
- Invitrogen jel elektroforez diizenegi (dikey) Invitrogen
-1-Blot2 transfer cihazi Invitrogen
Protein homojenizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler:
Ripa tamponu
Proteaz inhibitdrler
Hiicre lizatlarimin kazirlanmasi

Gerekli  kosulda  hazirlanip -80  °C’de  saklanan  dokular  RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer, Ripa-100, ECO-TECH) tamponunda proteaz
inhibitorleri varliginda bigakli homojenizator ile homojenize edilmistir. Protein
ornekleri Lowry yontemi ile protein miktar tayini yapilmak iizere -80 °C’de

saklanmustir.
Protein Miktar Tayini

Protein miktarlart Lowry yontemi ile belirlenmistir (Lowry, Rosebrough, Farr, Randall
1951). Pierce™ Modified Lowry Protein Assay Kit protokoliine uygun olarak
Olctimler yapilmistir (Synergy H1 spektrofotometrede yapilmistir.
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Elektroforez

4x ornek tamponu ile karistrilan protein ornekleri (30 pg) 100 °C’de 3-5 dakika
denature edilmistir. Ornekler, %12’lik SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat—
poliakrilamid jel elekroforezi) jeline yiiklenerek elektroforez sivisi i¢inde, 150 Volt’da
1,5 saat ylriitiilmistiir. Elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

islemi yapilmustir.
Elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

Deneylerimizde Iblot2 transfer cihazina uygun (#1B301002) transfer membranlari
kullanilacaktir. Transfer IBlot2 cihazinda 7 dakikada yapilacaktir. Membranlar
ponceau S boyasi ile boyanip transferin gerceklesip gerceklesmedigi kontrol

edilmistir.
Western emdirimi analizi

Membranlar BSA igeren TBS-T blok tamponunda oda sicakliginda 4 °C’de gece boyu
inkiibe edilmistir. Blok soliisyonu uzaklastirildiktan sonra membranlar belirlenen
konsantrasyonlarda anti-calbindin ve 3 aktin (markalar1) proteini antikorlari ile gece
boyu etkilestirilmistir. B aktin i¢sel kontrol olarak kullanilacaktir. Ardindan TBS-T
tamponuyla 3 kez 10’ar dakika yikanmistir.

Membranlar alkalen fosfataz eslenik tavsan anti-ke¢i IgG (markasi) ile 1 saat
etkilestirildikten sonra TBS-T tamponuyla 3 kez de 10’ar dakika yikanmistir. Primer
antikor ve sekonder antikor ile etkilestirilen membran BCIP/NBT renk gelistirici

tampon ile renklendirilecektir.

Densitometrik ~ analizler Image]  programi kullanilarak  yapilacaktir
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html). =~ GraphPad programinda istatistiksel

analizler yapilacaktir.
Tirozin Hidroksilaz isaretleme Protokolii

6-OHDA gruplarindan alinan iki adet fikse edilen beyinlerden kayar mikrotomda 40

um’lik koronal kesitler alinmistir. Substantia nigra bolgesini igeren kesitler PBS’te
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5’er dakika 3 kez yikanmistir. Daha sonra, %3’liik H202 ve 80 ml metanol iceren
soliisyonda 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis ve sonrasinda PBS’te
yikanma islemi yapilmistir. Kesitler bloke edici serum soliisyonunda (10 ml PBS, 1ml
normal kegi serumu, 0,1 g sigir serum albumin (BSA) ve 30 ul Triton™ X-100 (Merck,

Darmstadt, Almanya) soliisyonunda inkiibe edilmistir.

Gece boyunca anti-tirozin hidroksilaz antikoru ile (Pel freez /cat no: P40101, in 1:500
10 ml tasiyict soliisyonda inkiibe edilmistir. Daha sonra, 150 pl biotinlenmis anti-
rabbit 1gG sekonder antikor (Vector lab) i¢erisinde 2 saat tutularak sonrasinda PBS ile
yikanmustir.1 saat boyunca avidin-biotin kompleks (Vector lab) ABC kitinde
bekletilmistir. Immiinoreaktivitenin gériintiilenmesi icin kesitler DAB (10 ml PBS, 5
mg DAB, 100 pl %3 H2 0O2) soliisyonu ile muamele edilmistir. Kesitler lamlara
almarak kurutulmus ve kapatilmistir. TH pozitif noronlar 1s1k mikroskobu altinda

incelenmistir.
Deneyin ikinci asamasi

Calismada kullanilan Wistar albino sicanlar Marmara Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden (DEHAMER) temin edilmistir. Calisma,
Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan onay almistir (protokol no:
10.2019.mar). Deney i¢in ortalama 250-300 gram agirhigindaki, Wistar erkek albino
siganlar kullanilmigtir. Tiim hayvanlar uygun kafesler iginde, 12 saat aydinlik-karanlik

dongiisiinde, standart sigan yemi ile beslenip musluk suyu icmektedirler.

Deneyimizin ikinci asamasinda, ilk caligmamizin sonucundan yola c¢ikararak,
literatiirde de Parkinson hastaliginin patolojisinde son donemde 6ne ¢ikan kalbindin
ve yine son deneysel ve faz 3 ¢alismalar1 sonuglanan isradipin isimli kalsiyum kanal
blokerinin 4 hafta boyunca subkiitan enjeksiyonu yapilarak kandaki kalbindin diizeyi

ve striatumdaki kalbindin pozitif noronlara etkisi arastirilmistir.
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Calisma gruplari:
1.intakt, naif grup- (cerrahi yapilmayan, tedavi uygulanmayan kontrol grubu), (n=4)

2.Parkinson + DMSO- (6-OHDA enjeksiyonu yapilan ve isradipinin ¢6ziiciisii olan
DMSO uygulanan grup), (n=4)

3.Parkinson + isradipin- (6-OHDA enjeksiyonu yapilan ve isradipin uygulanan grup),
(n=4)

4.Parkinson (6-OHDA enjeksiyonu yapilan grup), (n=4)

5.2 Doku Hazirlama

Kullanilan sicanlar 250-300gr agirliginda sicanlar olarak seg¢ilmistir. Kontrol (n=4)
grubundaki sicanlar, hi¢cbir lezyon yaratmadan saglikli grup olarak perfiizyonlari,
derin ketamin anestezisi (100mg/kg) altinda trans-kardiyak yontemle siras1 ile 500ml
%0,9 Serum Fizyolojik (SF) ve 500 ml 0.1 M PBS igerisinde %4 Paraformaldehit
soliisyonlar1 kullanilarak perfiizyon yapilmis ve beyinler biitiin halde ¢ikartildiktan
sonra 1 gecelik post-fiksasyon sonrasinda, %30’luk siikroz soliisyonu igerisinde

dokunun osmolaritesini ayarlamak i¢in ¢okene kadar saklanmuistir.

5.3 Parkinson Modeli Olusturulmasi

Parkinson hastaliginin mekanizmas1 ve tedavisine yonelik yapilan deneysel
calismalarda en sik kullanilan hayvan modellerinden birisi 6-hidroksi dopamin (6-
OHDA) isimli norotoksik ajanin stereotaksik yontemle nigro-striatal yolaga,
striatum’a ya da SNc’ye intrakranial enjeksiyonu ile olusturulur (Ungerstedt, 1968;
Mendez ve ark.,1975). 6-OHDA, katekolaminerjik ndronlar segici olarak hasarlayan
bir norotoksindir ve nigral dopaminerjik ndronlarin progresif olarak kaybina neden

olur (Kienzl ve ark., 1995).
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6-OHDA uygulamasi sonrasinda apomorfin rotasyon testi ve immunohistokimyasal
prosediirler ile hayvanlardaki lezyonun olusumu ve derecesi kontrol edilebilmektedir

(Lin ve ark., 2018).

5.3.1 6-OHDA’nin Hazirlanmasi

5 mg 6-OHDA %,0,2 askorbik asit iceren 2,5 ml steril salin i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve
hizla bozulan bir madde olmasi nedeniyle aliiminyum folyo ile kaplanarak 1siktan
korunma saglanmistir. Enjeksiyon ncesinde buz ile dolu bir kutu iginde saklanmis ve
Parkinson hastaligi modeli olusturulacak wistar si¢anlara cerrahi 6ncesinde ketamin
(100 mg/kg) ve ksilazin (50mg/kg) intraperitoneal olarak verilmistir. Her sican i¢in
kafa tiragi yapilarak motorize sterotaksi (Neurostar) cihazina yerlestirilmistir ve
stereotaksik gergeveye yerlestirilen hayvanlarin kafa kismindaki deri ve derialt1 yapilar

ile periosteum bistiiri yardimiyla sag-sol yanlara dogru uzaklastirilmistir.

Neurostar motorize stereotaksi aleti ile sag fasciculus medialis telencephali 6n (AP: -
2.1;L:2.0; V:-7.8) ve arka (AP: -4.3,L: 1.5, V: 7.8) bolgesine sirasiyla 4’er ul, toplam
8ul olmak tizere 6 -OHDA (2 pg/ul; %0.9 NaCl, %0,2 askorbik asit soliisyonu
icerisinde ¢Oziilmiis) 6n ve arka koordinatlara 1pl/dk hizla enjekte edilmistir ve
islemin bitimine yakin, 5 ml serum fizyolojik (%0,9 NaCl) subkiitan enjeksiyon ile
stvi takviyesi yapilmistir. Sonrasinda kafa derisi 2/0’hik ipek ile siiture edilip,

sicanlarda isaretleme iglemleri yapilarak gruplara ayrilmistir.

5.4 Rotasyon Testi:

Deneyimizin ikinci kisminda Parkinsonlu olup DMSO, isradipin ve higbir enjeksiyon
almayan siganlara 6-OHDA enjeksiyonunu takiben 21. ve 28.giinlerde apomorfin

(0,05 mg/kg, subkiitan) rotasyon testi uygulanmistir.

5.5 Isradipin Enjeksiyonu:

6-OHDA enjeksiyonu takiben ilgili gruplara, isradipin (2mg/kg, subkiitan) (Schuster,
2009) enjeksiyonu yapilmaya baglanmistir. Isradipin, DMSO igerisinde
coziindiiriilerek enjekte edilmistir. Bu nedenle Parkinson modeli olusturulan kontrol
gruplarma da ayn1 hacimde DMSO enjeksiyonu yapilmaktadir. Isradipin enjeksiyonu

1 ay siiresince uygulanmuistir.
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5.6 Kan alimi:

Sicanlar uygun anestetik madde ile uyutulmustur. Sicanlarin lateral kuyruk veninden
igne ile 20-30 derecelik aciyla girilerek 0.5 ml kadar kan alinmistir. Damar goriiniir
degilse, kuyruk 1lik suya (40 °C) daldirilarak damarin goriiniir hale gelmesi saglanarak,
akabinde de vazodilatasyonu arttirmak i¢in kuyruk 5-8 dakika 37 °C’de bekletilmistir
(Parasuraman ve ark., 2010).

5.7 Sakrifikasyon:

4. haftanin sonunda ise siganlara anestezi altinda %4’liik paraformaldehit iceren 0.05M
fosfat tamponlu salin (PBS) ile transkardiyak perfiizyon yapilmistir. Perfiizyon islemi
sonrast beyinler cikartilarak bir gece boyunca %4’ likk formaldehit soliisyonunda
+4°C’de bekletilmistir. Daha sonra, beyinler %30’luk siikroz iceren soliisyona

alinmistir.

Bu kesitlere, TH ve CB immunohistokimya prosediirleri uygulanmigtir. Elisa
prosediirii uygulanarak, kanda kalbindin diizeyi Ol¢iilmiistiir. Floresan mikroskop
altinda, kalbindin pozitif noronlar sayilmistir ve fotograflar alinmistir. Sonuglar ise
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Diger 6-OHDA lezyonu olusturulan gruba ise

isradipin’in ¢oziiciisii olan DMSO enjeksiyonu yapilmistir.

5.8 Immunohistokimya Prosediirleri

6-OHDA enjeksiyonu yapilan si¢can beyinlerinde substantia nigra (pars compacta)
bolgesinde bulunan dopaminerjik ndronlart goézlemleyerek lezyon olusumunu
gozlemleyebilmek ic¢in  tirozin  hidroksilaz  immunohistokimya prosediirii
uygulanmistir. Kayar mikrotom kullanilarak ardigik alinan 40 pum’lik kesitlerde
sirastyla tirozin hidroksilaz ve kalbindin boyamasi uygulanmistir. Bregma 2.52 ve-

3.24 seviyeleri arasindaki bu kesitler, stereolojik prensiplere uygun olarak alinmustir.

5.8.1 Tirozin Hidroksilaz isaretleme Protokolii

Fikse edilen beyinlerden kayar mikrotomda 40 pm’lik koronal kesitler alinmistir.
Substantia nigra bolgesini iceren kesitler PBS’te 5’er dakika 3 kez yikanmistir. Daha
sonra, %3’liik H202 ve 80 ml metanol iceren soliisyonda 20 dakika boyunca oda
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sicakliginda inkiibe edilmis ve sonrasinda PBS’te yikanma islemi yapilmistir. Kesitler
bloke edici serum soliisyonunda (10 ml PBS, 1ml normal kec¢i serumu, 0,1 g sigir
serum albumin (BSA) ve 30 ul Triton™ X-100 (Merck, Darmstadt, Almanya)

soliisyonunda inkiibe edilmistir.

Gece boyunca anti-tirozin hidroksilaz antikoru ile (Pel freez /cat no: P40101, in 1:500
10 ml tasiyic1 soliisyonda inkiibe edilmistir. Daha sonra, 150 pl biotinlenmis anti-
rabbit 1gG sekonder antikor (Vector lab) igerisinde 2 saat tutularak sonrasinda PBS ile
yikanmistir.1 saat boyunca avidin-biotin kompleks (Vector lab) ABC kitinde
bekletilmistir. Immiinoreaktivitenin goriintiilenmesi igin kesitler DAB (10 ml PBS, 5
mg DAB, 100 pl %3 H2 0O2) soliisyonu ile muamele edilmistir. Kesitler lamlara
alimarak kurutulmus ve kapatilmistir. TH pozitif ndronlar 151k mikroskobu altinda

incelenmistir.

5.8.2 Kalbindin Isaretleme Protokolii

40 p’luk serbest ylizen kesitler Salin Fosfat Tamponu (PBS) tamponu igerisinde
alinarak 3x10 dakika yikanir. 1/500 oraninda kalbindin D-28K (Santa- Cruz
Biotechnology CB955) primer antikor ile donkey serumu igeren PBS soliisyonunda
oda 1sisinda 1 gece bekletilmistir. Ertesi giin, 3x10 dakika PBS ile yikanmistir. 10
mg/ml Alexa Fluor 488 Donkey anti-mouse IgG (Invitrogen A21202) sekonder antikor
ile oda 1s1sinda 2 saat bekletilmistir. 3x10 dakika PBS ile yikandiktan sonra, distile su

igerisinde jelatinli lamlara alinip kapatilmistir.

5.9 Kanda kalbindin diizey tayini icin ELISA Prosediirii:

Kullanilacak kitin talimatlar1 dogrultusunda prosediir uygulanmistir. Plaka {izerinde
ornekler i¢in bos kuyucuklar belirlenmis ve standart i¢in 7 kuyu hazirlanmistir.
Standart diliisyonlarin her birine 100 pL eklenmistir. Plaka sealer ile kaplanarak, 37

°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Her kuyucugun sivisi aspire edilip, yikanmistir.
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Her kuyucuga 100 pL Detection Reagent A calisma ¢ozeltisi eklenmistir ve plaka
kapatici ile kaplama sonrast 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Soliisyonu aspire
edilerek ve bir figkirtma sisesi kullanarak her kuyucuk 350uL 1 x yikama soliisyonu

ile yikanmustir.

Cok kanalli pipet, manifold dagitic1 veya otomatik yikama makinesi ile 1 -2 dakika
bekletilmistir. Kalanlar1 kaldirip, plaka emici kagida gegirerek tiim kuyucuklardan sivi
tamamen alinmistir. 3 kez yikanmis ve sonra son yikamada, kalan yikama tamponu
aspire edilerek cikartilmistir. Plaka ters ¢evirilmis ve her kuyucuga 100 pL Detection
Reagent B caligma ¢ozeltisi eklenmistir. Sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve
plaka miihiirleyici ile kaplanmistir. Aspirasyon / yikama islemi, 4. adimda yapildigi
gibi toplam 5 kez tekrarlanmistir. Her kuyucuga 90 L Substrat Soliisyonu eklenmistir.
Yeni bir plaka kapatici ile ortiilerek, 15-25 dakika boyunca inkiibe edilmistir (37 °C).

Isiktan korunarak, sivi, substrat ilave edildiginde maviye donmesi beklenmistir. Her
kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenmis ve durdurma ¢ozeltisi eklendiginde

stvi sararmigtir. Ardindan, mikroplaka okunarak, hemen 450 nm’de 6l¢tim yapilmustir.

5.10 Mikroskop altinda néron sayimu:

Striatum (Bregma 2.52 ve-3.24 seviyeleri arasi) bolgesinden alinan kesitlerdeki
kalbindin pozitif noronlar floresan mikroskobu altinda incelenmistir ve néron sayimi
yapilmistir. Sonuglar (GraphPad PRISM 5.0 Software Inc., San Diego, CA, USA,

www.graphpad.com) kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.11 Goriintiileme ve Sayim

Immiinohistokimyasal ydntemle boyanan kesitler floresan mikroskop altinda
(Olympus BX51) kodlu filtre ile Parkinson isradipin ve DMSO grubuna ait beyin
kesitlerinde striatum bolgesindeki kalretinin pozitif ndronlar goriintiilenerek, (Paxinos

ve Watson, 2007) sican beyin atlasi referansiyla sayilmistir.

Isik mikroskopu kullanilarak ise bu gruplardaki si¢anlarin beyin kesitleri striatum ve

substantia nigra bolgesindeki TH pozitif dopaminerjik ndronlar goriintiilenmis.
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Kesitler, goriintiilenerek, X10, X20 ve X40’lik objektif altinda fotograflanarak
bilgisayara kaydedilmistir.

5.12 istatistik ve Analiz

Kullanilan Parkinson ve kontrol gruplarina ait si¢an beyinlerinde bazal ¢ekirdeklere
ait striatum bolgesinde kalbindin pozitif ndron sayilar1 ve rotasyon sayilari, kalbindin
diizeyinin 6l¢iildiigii Elisa sonuglar1 ve western sonuglar1 Graph-Pad Analiz yontemi
kullanilarak, Tukey multiple comparisons ve Bonferroni testleri uygulanarak
karsilastirilmistir (GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software,
San Diego California USA, www.graphpad.com).
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6. BULGULAR

Calismamizin ilk kisminda, 5. ve 10. haftada dekapite edilen gruplara ait si¢anlarin
beyinlerinde ve kanlarinda kalbindin diizeyi Olgiilmiistiir. Erken ve ge¢ doneme ait
gruplarda 5. ve 10. haftalarda rotasyon testi uygulanmis ve GraphPad Prism 8 one-way
ANOVA analiz yontemi kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir. 10.haftadaki ge¢
doneme ait grupta 5.haftada dekapite edilen erken donem Parkinson grubuna ait
siganlardaki rotasyon sayisina kiyasla anlamli bir azalma gézlemlenmistir (p=0,0068),
(Sekil 14).

Dekapite edilen sican beyinlerinde, western blot ydntemiyle kalbindin diizeyi
Ol¢iilmiistiir ve alinan sonuglar GraphPad Prism 8 Tukey’s multiple comparison
yontemi kullanilarak analiz edilmistir. 5.haftada dekapite edilen Parkinsonlu
beyinlerdeki kalbindin diizeyi, yine 5.haftada dekapite edilen kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0.05), (Sekil 15).

Kalbindinin kandaki diizeyleri, ELISA yéntemi kullanilarak dlgiilmiistiir ve GraphPad
Prism 8 Dunnett's multiple comparisons yontemi kullanilarak analiz edilmistir.
Parkinsonlu gruba ait sicanlarda lezyondan 6nce alinan kanlar ve 2. haftada alinan

kanlar arasinda anlamli bir azalma goriilmiistiir (p=0.0268), (Sekil 16).

Calismamizin ikinci kisminda, 6-OHDA ile Parkinson olusturulan 3 gruba rotasyon
testi uygulanmaistir. 2 gruba isradipin ve DMSO enjeksiyonu uygulanmistir. 4.haftaya
ait Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu yapilan sican grubuna ait olan rotasyon
sayilari, Parkinsonlu olup DMSO enjeksiyonu alan gruba kiyasla anlamli bir sekilde
azalmigtir (p=0.02). Sonuglar GraphPad Prism 8 one way ANOVA kullanilarak analiz
edilmistir, (Sekil 17).

Parkinsonlu grup, isradipin ve DMSO enjeksiyonu yapilan ve hicbir enjeksiyon
yapilmayan Parkinsonlu gruplarda kanda kalbindin diizeyi ELISA yontemiyle
Olciilmiistiir. Sonuglar, GraphPad Prism 8§ Tukey multiple comparison yontemiyle
analiz edilmistir. Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu alan si¢anlarda kalbindin

kan diizeyinde, Parkinsonlu DMSO grubuna kiyasla artig gostermistir (p<0.05).
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Parkinsonlu isradipin grubuna ait siganlarda kalbindin kan diizeyinde Parkinsonlu olup
herhangi bir enjeksiyon yapilmayan gruba kiyasla kalbindin diizeyinde anlamli bir
artis gozlemlenmistir (p=0.04), (Sekil 18).
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3.hafta 5.hafta 10.hafta

Sekil 14: Parkinson erken donem ve ge¢ doneme ait olan siganlarin 3. 5. ve 10.
haftalara ait rotasyon testleri analizi. 10.haftada, 5.haftadaki rotasyon sayilarina

kiyasla anlamli bir azalma gézlemlenmistir (p= 0,0068).
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Beyindeki Kalbindin Diizeyi
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Sekil 15: Erken donem ve ge¢ doneme ait kontrol ve lezyon gruplarina ait beyinlerde,
western blot prosediirii uygulanmistir ve kalbindin diizeyindeki degisim gosterilmistir.
5.haftada dekapite edilen Parkinsonlu beyinlerdeki kalbindin diizeyinde kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlemlenmistir (p<0.05). EDK: Erken Donem
Kontrol, GDK: Ge¢ Donem Kontrol, EDP: Erken Donem Parkinson, GDP: Geg

Donem Parkinson)
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Kalbindin kan degerleri
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Sekil 16: Lezyon Oncesi ve sonrasindaki 2.saatte, 2.haftalarda kontrol ve lezyonlu
gruplara ait kandaki kalbindin seviyeleri (ng/L). Lezyon oncesi ve sonrasindaki
2.haftada alinan kanlardaki kalbindin diizeyi arasinda anlamli bir farklilik goriilmistiir

(p=0.0268) (LO: Lezyon ncesi, LS: Lezyon sonrasi)

6-ohda lezyonu olusturulan 3 gruba 21. ve 28.glinlerde apomorfin rotasyon testi
uygulanmigtir. 4.haftaya ait Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu yapilan sigan
grubuna ait olan rotasyon sayilari, Parkinsonlu olup DMSO enjeksiyonu alan alan

gruba kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir (p=0.02).

Striatum’daki kalbindin pozitif ndron sayisinda anlamli sekilde degisiklik
gozlemlenmemistir (Parkinson-isradipin, Parkinson-DMSO). Elisa sonuglarina gore,
kandaki kalbindin seviyesi Parkinsonlu olup isradipin tedavisi alan grupta kontrol

gruplarina kiyasla anlamli sekilde artis gostermistir (p=0,01).
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Rotasyon testi

Rotasyon sayilari

P-Isradipin P-DMSO Parkinson

Sekil 17: 4.haftada, Parkinsonlu olup isradipin, DMSO enjeksiyonu yapilan ve higbir
enjeksiyon yapilmayan sigan grubuna ait olan rotasyon sayilarinin analizi. 4. haftanin
sonunda, Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu yapilan gruba ait rotasyon sayilari,
Parkinsonlu olup DMSO enjeksiyonu alan gruba kiyasla anlamli bir sekilde azalmistir
(p=0.02).
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Resim 1: Kontrol grubuna ait sigan beyninde striatum bolgesine ait kalbindin pozitif
noronlar (X10)
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Resim 2: Parkinsonlu DMSO grubuna ait sigan beyninde striatum bolgesine ait
kalbindin pozitif néronlar (X10)

Kontrol ve parkinson grubuna ait sigan beyinlerinde striatum bolgesindeki kalbindin
pozitif néron sayilarinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir. Ayrica, Parkinsonlu olup
DMSO ve isradipin enjeksiyonu alan gruplar arasinda da kalbindin pozitif noron

sayisinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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Resim 3: Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu alan gruba ait sigan beyninde

substantia nigra pars compacta’daki TH boyanmasi sonucunda goriilen dopaminerjik

noronlar (X40). * ile gosterilen kisimda lezyon olusumunun kargisindaki
(kontralateral) taraftaki dopaminerjik ndronlar1 géstermektedir.
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Sekil 18: 4. haftanin sonunda, Parkinsonlu isradipin grubuna ait siganlarda kalbindin
kan diizeyinde, Parkinsonlu DMSO grubuna kiyasla artis gostermistir (p<0.05).
Parkinsonlu isradipin grubuna ait sicanlarda kalbindin kan diizeyinde Parkinsonlu olup
herhangi bir enjeksiyon yapilmayan gruba kiyasla kalbindin diizeyinde anlamli bir

artis gozlemlenmistir (p=0.04).
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7. TARTISMA

Parkinson hastaliginin patogenezinde ve tedavisini arastirmak tizere yapilan ¢alismalar
genel olarak noronlar {izerine odaklanmistir. Ozellikle hastaligin patolojisinde &ne
c¢ikan dopaminerjik ndron kaybi ve buna bagli olarak bazal c¢ekirdeklerin fonksiyon
kayiplari, burada bulunan noéronlarda morfolojik ve fonksiyonel olarak degisimlere
neden olmaktadir (L. Milosevic ve ark., 2018; Beck ve ark., 2018, Meoni ve ark.,
2020).

Bazal c¢ekirdeklerdeki ¢esitli noronlarda sentezlenen kalretinin, kalbindin,
parvalbumin gibi kalsiyum baglayici proteinler hem sitoplazmadaki kalsiyumu kontrol
ederek hem de kalsiyum tamponlanma ve kalsiyum alinimina cevap olarak kalsiyum
kanallar1  araciligiyla sensor olarak aktif olup kalsiyum regiilasyonunu
saglamaktadirlar. Kalsiyum baglayict proteinlerin ndronlarda sentezlenmesiyle ilgili
bir¢cok calisma ortaya koyulmustur fakat kandaki degerleriyle ilgili ¢alismalar ¢ok
azdir (Link ve ark., 2020; Casjens ve ark., 2021). Noronlarda 6nemli koruyuculugu
oldugu diisiintilen bu kalsiyum baglayici proteinlerin kanda ve beyin dokusundaki

diizeylerinin de degisimini degerlendirmek amaciyla ¢alismamizi gergeklestirdik.

Caligmamizda kalsiyum baglayici proteinler arasinda yer alan kalbindinin, Parkinson
modeli sicanlara ait beyin dokularinda ve kan diizeylerinde degisim olup olmadigi
degerlendirilmistir. Deneylerimiz iki asamada gerceklestirilmistir. Deneyimizin ilk
asamasinda, 6-OHDA gruplarinda ve kontrol gruplari 10 hafta siiresince belirlenen
araliklarla kandaki ve beyindeki kalbindin miktar1 dl¢tilmiistiir. Lezyon oncesinde,
lezyondan 2 saat sonrasinda ve 2., 5. ve 10. haftalarda kandaki kalbindin diizeyi
bakilmistir. Beyindeki kalbindin diizeyi ise 5. ve 10. haftalarda siganlar dekapite
edilerek bakilmistir. 10.haftada dopaminer;jik noron rejenerasyonu
gerceklesebileceginden 10. hafta ge¢ donem olarak tanimlanmistir. 6-OHDA
enjeksiyonu olan gruba ait kanlarda, lezyondan 2 saat once alinan kanlara gore 2.

haftada alinan kanlarda anlamli bir azalma g6zlemlenmistir (p=0.05), (Sekil 16).

10. hafta grubunda kandaki kalbindin diizeyleri karsilastirildiginda 2. haftadaki
kalbindin kan diizeyi, lezyondan 2 saat sonraki kan diizeyine gore anlamh diisiis
gosterirken 5. haftada anlamli olmayan artis gézlenmistir. Hastaligin erken
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doneminde kanda kalbindin diizeyinin azalma gostermesinin 6nemli bir bulgu

olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda lezyon sonrasi 2. hafta, erken donem olarak kabul edilmistir. Bu
donemde goézlemledigimiz azaligin, klinikte ilerlememis yeni olugsmaya baglamis
Parkinson hastaliginin erken tanisina yonelik yapilacak olan ¢alismalar i¢in bir bakis

acis1 kazandirabilecegi diislincesindeyiz.

Lezyon sonrasi erken donem (5. hafta) olarak isimlendirilen sican grubuna ait beyinler
incelenmis ve yine erken dénem kontrol grubuna kiyasla kalbindin miktarinda anlamli
bir azalma gozlemlenmistir (p=0.05), (Sekil 15). Ge¢ donem (10. hafta) Parkinsonlu
gruba ait sican beyinlerinde ise kalbindin miktarinda ge¢ doneme ait kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir. Bu sonuglar da erken donemde

kandaki kalbindin azalisiyla beyindeki azalisin korele olabilecegini gostermistir.

Calismanin ilk kisimda alinan sonuglar dogrultusunda, erken donemde lezyonlu sican
beyninde ve kanda erken donemde kalbindin seviyesinde bir azalma olabilecegi
gozlemlendi. Bunun yaninda, bir kalsiyum kanal blokeri olan isradipinin, Parkinson
hastaligt lizerine noroprotektif olarak kullanilabilecegi yoniinde sonuglar
bulunmaktadir (Guzman ve ark., 2018). Bu baglamda isradipinin etki mekanizmasini
ve kalsiyum baglayici proteinlerle iligkisini gozlemleyebilmek amaciyla ¢alismamizi
gerceklestirdik. Bu amacla ¢calismamizda, Parkinson hastaliginda ndroprotektif etkisi
gozlemlenen kalbindin ile kalsiyum kanallarinin iliskisini ortaya koyabilmek amaciyla

deney gruplarina 4 hafta boyunca isradipin verilmistir.

Caligmamizda, kanda kalbindin diizeyini ve striatum bolgesinde bulunan kalbindin
pozitif noron sayisini degerlendirdik. Bu deneyler sonucunda ise isradipin tedavisi
uygulanan 6-OHDA modeli si¢anlarin rotasyon sayilari, Parkinsonlu DMSO grubuna

kiyasla anlamli sekilde azalmistir (p=0.02).

Bu sonug ise progresif seyreden Parkinson hastaliginda, isradipinin motor bulgularin
ortaya c¢cikmasinda bir miktar geciktirici etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

Ancak ¢alismamizda motor bulgular {izerinde gézlenen etki TH immunohstokimyasi
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lizerinde tespit edilememistir. Isradipin, substantia nigra pars compacta’da bulunan TH

pozitif néron sayis1 lizerinde koruyucu bir etki gostermemistir.

Isradipin ve kalbindin arasindaki etkiye baktigimizda ise, isradipin tedavisi uygulanan
Parkinsonlu modeli siganlarda kandaki kalbindin seviyesinde, Parkinsonlu modeli
tedavi almayan ve Parkinsonlu modeli DMSO enjeksiyonu yapilan gruplara kiyasla
anlaml bir artis gézlemlenmistir (p=0.04), (Sekil 18). Ayrica saglikli gruba ait kan
diizeylerine en ¢ok yaklasan grup Parkinsonlu olup isradipin enjeksiyonu alan grup

olmustur.

Bu da isradipinin kandaki kalbindin seviyesinin saglikli gruptaki seviyelere
yaklastirdigint gostermektedir. Bu etkiyi ise isradipinin kalsiyum kanallarini inhibe
etme Ozelligine sahip olan kalbindin artisina sebebiyet vererek yaptigini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda kullandigimiz norotoksik ajan olan 6-OHDA, yaygin olarak deneysel
calismalarda Parkinson olusumunda siganlarda kullanilmaktadir. 6-OHDA lezyonu
sonrasinda, yaklasik 8. haftada hiicresel seviyede kompansatuar mekanizmalar
gelisirken, 10. hafta sonrasinda néron kaybi gozlemlenen bolgelerde iyilegsme
gorilebildigi gosterilmistir (Grandia ve ark., 2018). Bu bilgiler 1s181nda, siire¢ takibi
yapilan deney c¢alismamizin ilk asamasinda, deney siiresi 10. hafta olarak
belirlenmistir. Deney sonuglar1 incelendiginde, 10. haftanin sonunda literatiirdeki
bilgiyi dogrular nitelikte oldugu goriilmektedir. Ge¢ doneme ait beyinlerde
dopaminerjik noronlarda iyilesme baslanabilecegi diistintildiiglinden, kalbindin
diizeyinde saglikli gruptaki seviyeye yaklasacak sekilde bir miktar artis
gozlemlenmistir. Erken donemde ise dopaminerjik noron kaybina paralel olarak
kalbindin ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Bunu destekler sekilde, lezyon
olusumunu takiben erken donem Parkinsonlu si¢anlarda da kandaki kalbindin seviyesi

2. haftada anlamli bir azalma gostermistir.

Kalsiyum baglayict proteinlerin noroprotektif etkisinin arastirildigi calismalarda,
SNc’de kalbindin ve kalretinin eksprese eden dopaminerjik ndéronlarin hasarlanmaya
kars1 direngli oldugu gosterilmistir. Noroprotektif etki yarattig1 gosterilen kalbindin ve
kalretinin intraseliiler kalsiyum birikimini azaltirlar ve intrakranial olarak enjekte
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edilen 6-OHDA’nin sitotoksik etkisini inhibe ederek, glutamat toksisitesini
onlemektedirler (Doble ve ark., 2003).

Parkinson hastaliginda, substantia nigra par compacta bolgesinde goriilen
dopaminerjik néron kaybi, bu bolgenin ¢ogunlukla ventrolateral kisminda meydana
gelmistir. Dorso-medial ve ventral tegmental bolgede ise néronlar daha ¢ok direng
gostermektedirler. Bu bolgedeki dopaminerjik néronlarin kalbindin pozitif olmasi

nedeniyle hasara kars1 daha direngli olduklar1 gdsterilmistir (Rintoul ve ark., 2001).

Parkinson hastaliginin patolojisinde, substantia nigra par compacta bodlgesinde
dopaminerjik ndronlar selektif sekilde hasarlanmaya daha duyarlidir. Bunun nedeni
diisiik ritmik aktivite ve yiiksek miktarda dendritik dallanmaya sahip olmasi olarak da

aciklanmaktadir.

Dopamin salinimi i¢in Cavl1.3 kaynakli kalsiyum alinimi gerekli olmakla birlikte, bu
fonksiyonu yerine getirebilmesi ve akson ile dendritler igin gerekli olan ATP’nin
saglanmasi i¢in de yiiksek miktarda enerjiye ihtiya¢ duymaktadir (Cristina Catoni ve

ark., 2019).

L-tipt kalsiyum kanallar1 ayrica hastalifin patolojisinde 6ne c¢ikan mitokondrial
oksidatif stresten de sorumludur. L-tipi kalsiyum kanallarinin, 6zellikle CaV1.3
kalsiyum kanallarinin segici olarak substantia nigra pars compacta’daki dopaminerjik
ndronlarin dejenerasyonunda dnemli rol oynadig gosterilmistir (Putzier ve ark, 2009;

Poetschke ve ark, 2015).

Deneysel calismalarda, bu bilgiler dogrultusunda, kalsiyum kanallarin1 bloke ederek,
kalsiyum girisini inhibe edip kalsiyum artisin1 engellemek amaciyla isradipin,
nimodipin gibi ajanlar kullanilarak dopaminerjik néron kaybinin bir miktar azaldigi
gosterilmistir. Klinik faza kadar ilerleyen ¢alismalarin sonunda, faz 3 ¢alismasinda
Parkinson  hastalarinda  isradipin  tedavisi uygulanmig fakat sonugtaki
degerlendirmelerde motor bulgular {tizerinde herhangi bir iyilestirici etkisi

gosterilmemistir (Bowser ve ark., 2019).

2019 yili sonrasinda da isradipinin Parkinson hastalig1 iizerine etkisi farmako-kinetik
calismalarda arastirllmaya devam edilmistir. Bu baglamda, Faz 3 ¢alismasini takiben
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yapilan yeni bir calismada, daha yiiksek isradipin dozu alan grupta Parkinson

tedavisine ihtiyag riskinde azalma gozlemlendigi belirtilmistir (Simuni ve ark., 2020).

Isradipin tedavisi alan gruptaki klinik degerlendirmede Parkinson hastaliginn seyriyle
ilgili bir degisime neden olmadig fakat ihtiya¢ duyulan levodopa dozununun azaldig
ve Parkinson’un semptomatik tedavisinin baslanmasina ihtiya¢ duyulan siireyi uzattigi

sonuglarla gosterilmistir (Venuto ve ark., 2021).

Alman bu sonu¢ dogrultusunda ise, detayli bir analiz yapilan 2022 yilina ait yeni bir
calismada, 52 haftalik bir siire¢ takibi yapilan 10mg/giin uygulamasi sonrasinda,
UPDRS skorlarinda anlamli sekilde farklilik goriilmiistiir. Calisma sonucunda,
isradipin tedavisi maruziyetinin erken fazda hastaligin progresyonunu yavaslattigini
ileri siirmiislerdir (D James Surmeier ve ark., 2022). Bizim ¢alismamizda ise
isradipinin rotasyon testi lizerinde etkili olmas1 motor bulgularin ortaya ¢ikmasinda

geciktirici bir etki ortaya koyabilecegini diisiindliirmektedir.

Yine bizim c¢alismamiza benzer sekilde, kalsiyum kanal blokerlerinin kalsiyum
baglayici proteinlerin etki mekanizmasindaki baglantisinin arastirildig: bir ¢calismada,
MPTP modeli farelerde, nimodipin isimli kalsiyum kanal blokeri enjekte edilmis ve

fare beyinleri incelenmistir (Alpana ve ark., 2018).

Striatumdaki kalbindin seviyesinde %40’lik azalma oldugu goriilmiistiir. Nimodipin
enjeksiyonu sonrasinda ise kalbindin seviyesinin normale dondiigii vurgulanmistir
(Alpana ve ark., 2018). Bu ¢alisma da ¢calismamizla korele sekilde, kalbindin ve L tipi

kalsiyum kanallarinin arasindaki iligkiyi ortaya koymustur.

Nimodipin, ¢aligmamizda kullandigimiz isradipine benzer sekilde dihidropridin
grubuna ait bir ajandir. (Singh ve ark., 2019). Kalsiyum baglayici proteinlerin
Parkinson hastaligindaki rolii literatiirde son donemde 6nem kazanmistir. Kalsiyum
baglayic1 proteinlerin hiicre diizeyinde ekspresyonu ndrodejeneratif hastaliklarda
calisilmis olsa da kan serum diizeyi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde ¢ok daha az
sayidadir. Bu ¢aligmanin amaglarindan biri, kalsiyum kanal blokeri olan isradipin ile
kalbindin arasindaki mekanizmaya aciklik getirmektir. Parkinson hastaliginin

mekanizmasina yeni bir bakis agis1 kazandirarak kalsiyum baglayici protein
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kalbindinin hem hiicresel diizeyde hem de kan serum seviyesinde tespit edilebilir bir
degisiklige neden olup olmadigini da aragtirmaktir. Substantia nigra par compacta
bolgesindeki dopaminerjik noronlarin yaslanmasi, kalsiyum baglayici protein
ekspresyonunun azalmasi ve intraseliiler kalsiyum artigi, Parkinson hastaliginda
mitokondri ve endoplazmik retikulumdaki stresle iliskilidir. Kalbindin ekspresyon
artist olan fareler, MPTP toksisitesine ve alfa synuclein birikimine kars1 direncli hale

gelmektedir (Rcom-H’cheo-Gauthier ve ark., 2016; Yuan ve ark., 2013).

Area preoptica’da erkeklerde disilere gore kalbindin immunoreaktivitesi yaklasik iki
tic kat daha fazladir (Bogus- Nowakowska, 2019). Geng, yetiskin ve yagh sirastyla 1,
6 ve 24 aylik sican beyinlerinin incelendigi ¢alismada, yash sican beyninde geng
beyine kiyasla, kortekste kalbindin ekspresyonunun azalisi ve kalretinin
ekspresyonunun artig1 goriilmiistiir. 6 aylik yetiskin beyinde 1 aylik geng beyine gore
kalretinin ve kalbindin artis1 gosterirken, 24 aylik yashi beyinde ise gen¢ beyine
kiyasla, kalbindin azalmis fakat kalretinin artmistir (Ahn ve ark., 2017).

Kalbindin-D28k ve kalretinin hem kalsiyum tamponlayict hem de kalsiyum sensor
fonksiyonlarma sahiptir (Schwaller ve ark., 2020). Kalbindin-D28k, bir¢cok apoptotik
yolagin inhibisyonunda rol oynamaktadir ve sinir sisteminde kalsiyumu
tamponlanmaktadir. Yapilan birkag ¢aligmada, hiicresel diizeyde 6zellikle kalbindinin
kalsiyum kanallarinin regiilasyonunda rol oynadig1 ve kalsiyum metabolizmasina etki
edebildigi tizerinde durulmustur. Ayrica, kalsiyum baglayic1 proteinlerin kalsiyum
kanallar1 tizerinden farkli mekanizmalarla etkili olabildigi de gosterilmistir.
Parvalbumin ve kalbindin tamponlayici proteinler olarak aktif olurken, intraseliiler
kalsiyum konsantrasyon degisim egrisini siirekli olarak kontrol etmektedirler (Celio,

1990).

Kalbindin, korteks, amygdala ve ventral tegmental alan gibi beyin bolgelerinde
noronlarda eksprese olmasiin yaninda, bobrek ve bagirsak emici epitelinde de
eksprese olmaktadir. Kalbindin, major bir sitoplazmik kalsiyum baglayici proteindir
ve noroprotektif olarak rol aldigini gdsteren ¢ok sayida calisma mevcuttur (Yuan ve

ark., 2013; Spruill ve Kuncl, 2015).
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Maymunlar iizerinde yapilan bir ¢alismada, kalbindin, unilateral sekilde viral vektor
yoluyla substantia nigra pars compacta’nin ventral kismina enjekte edilmistir. Bu
bolgenin tercih edilmesinin sebebi ise substantia nigra pars compacta’nin dorsal
kismindaki dopaminerjik ndronlarin kalbindin eksprese etmesi ve ventral
kisimdakilerin ise kalbindin ekprese etmemeleridir. Sonrasinda ise MPTP enjeksiyonu
uygulanarak, Parkinson modeli olugturulmustur. Kalbindin enjeksiyonu yapilan tarafa
ait uzuvlarda, yapilmayan tarafa kiyasla rijidite ve akinezi tablolar1 daha siddetli
sekilde gozlemlenmistir. Ayrica, enjeksiyon yapilan taraftaki dopaminerjik néron

kayb1 anlamli sekilde daha az olarak gézlemlenmistir (Inoue ve ark., 2019).

Kalbindin, 06zellikle noronlarda farkli mekanizmalar iizerinden noroprotektif etki
gosterebilmektedir (Tang ve ark., 2020). Noronlardaki kalbindin ekspresyonunu
biiylime faktorleri ve glutamat da artirabilmektedir (Lee ve ark., 1997).

Ayrica yapilan bir ¢alismada, kalbindinin kaspaz-3 aktivitesini inhibe ettigi ve
noroprotektif etki gosterdigi yoniinde sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bunun yaninda
membran ATPaz, IMPaz, RANBPM ve TRPVS5 gibi bazi hedef proteinlerine de
baglanarak regiile etmektedir. Kalbindin, kanonik EF- el motifine sahip kalsiyum
sensor Ozelliginden farkli olarak, kalsiyumdan bagimli veya bagimsiz sekilde de hedef

proteinlerle etkilesim gosterebilmektedir (Denessiouk ve ark., 2014).

Kalretinin dopaminerjik ndronlar {izerinde noroprotektif etkisinin gortldiigi
caligmalar mevcuttur (Petryszyn ve ark., 2021). Hastaliklar {izerinde kalretininin
kandaki tayiniyle ilgili pek c¢ok c¢aligma yapilmamasiyla birlikte, mezotelyoma
hastalarinda kalretinin kandaki seviyesinin arastirildigr bir ¢alismada, kalretinin

seviyesinde saglikli gruba kiyasla bir artig gosterilmistir.

Bu sonu¢ dogrultusunda, kalretininin, ilerleyen caligmalarla birlikte mezotelyoma
hastalarinda klinikte teshis sirasinda bir biyobelirte¢ olabilecegi vurgulanmistir (Raiko
ve ark, 2010). Kalretinin ve kalbindin-D28k hem tamponlayici hem sensor gorevinde
olabildigini bazi caligmalar ortaya koyulmustur (Fairless ve ark., 2019). Birkag
calismada, Alzheimer ve Parkinson hastalarinda, serumda diisiik vitamin D seviyeleri

gbzlemlendiginden ve bunun bir biyobelirteg olabilecegi savunulmustur fakat
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sonrasindaki calismalarda kesin sonuglara varilamamistir (Giulia Bivonaa ve ark.,

2019).

Fareler iizerinde Alzheimer modeli olusturulan bir deneysel c¢alismada,
hippocampus’teki  kalbindin ekspresyonunda azalma go6zlemlendigi ortaya
koyulmustur ve bunun da goriilen kognitif fonksiyondaki azalmayla iliskili oldugu
gosterilmistir (Palop ve ark., 2003). Kalsiyum baglayici proteinler tarafindan kalsiyum

tamponlanmanin hiicre 6liimiine kars1 koruyucu etki olusturdugu gosterilmistir.

Bu sonuglara tam ters sekilde bir teori ortaya koyan diger bir ¢alisma ise kalbindinin
Japon popiilasyonunda Parkinson hastaligi i¢in bir risk faktorii oldugunu vurgulayan

bir ¢calismadir (Mizuta ve ark., 2008).

Literatiirde genel olarak bu c¢alismaya zit sekilde, kalbindin ekspresyonunun
noroprotektif oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Substantia nigra par
compacta’nin ventral kompartmanindaki dopaminerjik néronlar az miktarda kalbindin
eksprese ettiklerinden dolay1 lezyona kars1 savunmasiz kalabiliyorken, VTA’dakilerin
cogunlugu kalbindin eksprese ettiginden dolayr lezyona karsi direncli
olabilmektedirler. Bu da kalbindinin noroprotektif etkisini ortaya koymaktadir

(Takada ve ark., 2001).

Kalbindin’in IMPaz’1 aktive ettigi bilinmektedir. Saflagtirilmig  kalbindin,
saflastirilmis IMPaz’da bulunan spesifik bir amino asite tutunur ve aktivitesini artirir,
fizyolojik aktivatorii olarak isimlendirilir (Beggard ve ark., 2002). Bipolar hastalik
teshisi almis kisilerin 6liim sonras1 temporal kortekslerinin incelendigi bir ¢alismada,
kalbindinin seviyesinin degigsmedigi gosterilmistir. Lityum tedavisinin aragtirilarak,
ilerleyen c¢alismalarda mekanizmay1 aydinlatacak sonuglar alinacag: ileri stirtilmiistiir

(Shamir ve ark., 2005).

Derin beyin stimulasyonu yapilan Parkinsonlu beyinlerde motor fonksiyon ve bdlgesel
kan akisinin artis1 gosterilmistir. 6-OHDA ’nin tek tarafli enjeksiyonu sonrasinda si¢an
beynine ait striatum’da kan beyin bariyerinin artmis gecirgenligi gézlemlenmistir

(Huang ve ark., 2016).
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Kan beyin bariyeri, Parkinson hastaliginin progresyonunda énemli rol oynamaktadir.
Oksidatif stres ve lezyon, kan beyin bariyerini bozan etkenler arasindadir. Parkinson
hastaliginda  korteksteki ~ membranda  kalinlasma  oldugu ve  beynin
mikrovaskiilaritesinde dejenerasyon gorildiigii rapor edilmistir. 6-OHDA etki
mekanizmasinda, intraseliiler kalsiyum homeostazinda bozulmalar yarattigi ve
boylelikle kalpain inaktivasyonun ve mitokondrial hasarlanmaya da etki ettigi
gosterilmistir (Gray ve Woulfe, 2015). Bizim ¢alismamizda da 6-OHDA enjeksiyonu
sonrasinda, olusan intraseliiler kalsiyum dengesizligi ve bozulmus kan beyin bariyeri

sonrasinda kalbindinin kan ve beyindeki diizeylerinde degisimler gozlemlenmektedir.

Ayrica, isradipin gibi kalsiyum kanal blokaj1 etkisi yaratan bir ajan verilmesi ve siireg
takibi yapilarak yas faktorleri etkisinin de incelendigi bu ¢alismamizda, kalbindin
diizeylerinde farklilik goriilmesi calismamizdaki hipotezimizle ayn1 dogrultuda bir

sonug olarak degerlendirilmistir.

Parkinson hastalarinda, DJ-1 (oksidatif stress), lizozomal enzimler ve NF-L (aksonal
hasar gostergesi) de belirteg olarak teshiste kullanilabilmektedir. Parkinson
hastalarinda, beyin omurilik sivisinda alfa synucleindeki artisin, kognitif
fonksiyondaki azalmayla korele oldugu gosterilmistir (Hall S ve ark., 2015).
Norodejeneratif hastaliklarla ilgili olan deneysel ¢aligmalarda, beyin omurilik sivist

son zamanlarda yaygin sekilde incelenmistir.

Yapilan bir ¢aligmada, Alzheimer hastalarinda T-tau (nérodejenerasyon), P-tau (tau
hiper fosforilasyon) ve amiloid metabolizmasinda bulunan Ab42 ise hem Parkinson
hem Alzheimer’da biyobelirte¢ olabildigi gosterilmistir (Santos ve ark., 2012). Bir
baska calismada, kronik iiremisi olan siganlarda kalbindin-D28K degerinin bobrek
dokusunda artmis seviyelerde oldugu gozlemlenmistir, plazma iire seviyesi ile bobrek
dokusundaki kalbindin degerleri arasinda korelasyon oldugu savunulmustur (p <0.05)

(Michael Staun ve ark, 1991).

Serum kalretinin diizeyi, yumurtalik kanserinde s1v1 biyopsi belirteci olarak gii¢lii bir
potansiyele sahip olmakla birlikte, yaumurtalik kanseri olan hastalar iizerinde yapilan
calismada, birincil tanida serum kalretinin diizeyi yiiksek seviyede bulunmustur.
Sonrasinda ise, cerrahi ve platin odakli kemoterapinin baslatilmasinin ardindan serum
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kalretinin seviyeleri diiserken, hastaligin tekrarlamasi {izerine baslangic seviyeleri
yeniden belirlenmistir (Link ve ark., 2020). Ayrica, kalretinin mezotelyomalari
adenokarsinomlardan ayirt etmek i¢in bir immiinohistokimyasal belirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Gotzos ve ark., 1996). Bir¢ok deneysel ¢alismada uzun siireli yiiksek
noronal aktivite sirasinda yiiksek kalsiyum aliniminin hasarlayict etkisine karsi
kalbindin ve kalretininin yiiksek miktardaki ekspresyonunun koruyucu bir faktor

olabilecegi de gosterilmistir (Jung ve ark., 2019).

Yapilan ¢cogu caligmada, kalbindin ekspresyonunun norodejeneratif hastaliga sahip
beyinlerde degisik seviyelerde seyredebildigini gosterilmistir (Riascos ve ark., 2011).
Bizim calismamizdaki anlamli sonuglara bakildiginda 6-OHDA lezyonu yaratilan
beyinlerde kalbindin ekspresyonunun 5. haftada kontrol grubuna kiyasla azaldigi

gosterilmistir.

Tavsan retinasinin incelendigi bir calismada, kalretinin ve parvalbumin pozitif
ndronlara kiyasla, kalbindin pozitif noronlarin iskemiye kars1 daha direngli oldugu
gosterilmistir (Kwon, Kim, Kim, & Jeon, 2005). Hippocampus’te bulunan kalretinin
iceren noronlar, glutamat reseptdr aktivasyonuna kiyasla kalsiyum artigina karst daha
hassas olabilmektedirler ve glutamat NMDA reseptorleriyle kolokalize

olabilmektedirler (Mockel & Fischer, 1994).

Bizim calismamizda, lezyon sonrasi 5. haftada beyinde kalbindin ekspresyonunun
saglikli gruba kiyasla azaldigi gosterilmistir. Lezyon olusumunu takiben kalbindinin
azaliginin, intraseliiler kalsiyum regiilasyon bozuklugunu tetikleyici bir diger faktor
olabilecegini ve muhtemelen kalbindin azalisinin da literatiirdeki bilgiye dayanarak

lezyon olusumunu daha fazla artirabilecegini 6ngérmekteyiz.

Kalbindin azalisi, L tipi kalsiyum kanallarinin regiilasyon bozukluguna sebebiyet
vererek dopaminerjik noronlarin ateslenme mekanizmasini bozabilmektedir. Boylece
lezyon olusumuna zemin hazirlayabilmektedir Kalbindin, Parkinsonlu beyinde
anlamli azalig gosterirken, kandaki kalbindin diizeyinde anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir. Ge¢ donemdeki Parkinsonlu beyinlerde ise yeniden yiikselise

gecen kalbindin ekspresyonu, 10. haftada lezyonun iyilesmesiyle iliskilendirilmistir.
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Bizim ¢aligmamizda, dort hafta siiresince uygulanan isradipin tedavisi kandaki
kalbindin seviyesini artirirken, striatum’daki kalbindin pozitif néronlar iizerinde bir
degisime neden olmamustir. Isradipin’in kalsiyum kanallar1 iizerinden kalbindin

diizeyine etki edebilecegi bu calismada ortaya konmustur.

Bu ¢alisma, néroprotektif olarak etkisi deneysel ¢alismalarla 6ne ¢ikan kalsiyum kanal
blokerleri ile ndroprotektif etkisi oldugu gosterilen kalsiyum baglayici1 proteinler
arasindaki iliskiye Parkinson hastalig1 acisindan yeni bir bakis agisiyla yaklagmistir.
Klinikte ise Parkinson hastaliginin teshisi ve takibinde kalsiyum baglayici proteinlerin

roliiniin olabilecegi ancak daha detayli ¢aligmalar gerektigi kanaatine varilmistir.
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Abstract

In Parkinson’s discase (PD), physical therapy is one of the mainstays of supportive treatment modalities. This study focused
on the neuroprotective effect of regular exercise on striatal calretinin positive interneurons in a rat model of PD. 6-hydroxy-
dopamine (6-OHDA) was injected unilaterally into the medial forebrain bundle of Wistar rats. 6cOHDA lesioned (Parkin-
sonian) and unlesioned (control) rats were divided into sedentary and exercise groups. Exercise groups had daily swimming
sessions for 30 min for 6 weeks. After 6-OHDA injections, an apomorphine-induced rotation test was performed (0.05 mg/
kg, subcutancous) at the 3rd and 6th weeks. At the end of the 6th week, brains were removed following transcardiac perfu-
sion. The brain sections were stained immunohistochemically for tyrosine hydroxylase and calretinin reactivity. The num-
ber of rotations was significantly lower in Parkinsonian exercise group compared to Parkinsonian sedentary group at the
6th week (p=0.024) and there was significant difference between Parkisonian sedentary groups at the 3rd and 6th weeks
(p<0.002). The calretinin positive interncurons significantly increased in the Parkinsonian exercise group compared to
Parkinsonian sedentary group (p=0.0003) and control exercise group (p <0.0001). To conclude, the swimming exercise
led to a striking increment of calretinin positive interneurons in the striatum of Parkinsonian rat. These findings indicated
that the neuroprotective mechanism of exercise increased the number of striatal calretinin positive interncurons that might
generate new approaches for the mechanism of neuroprotection. We concluded that striatal calretinin positive interneurons
have an important role in the neuroprotective mechanisms of exercise in PD.

Keywords Calretinin - Parkinson's discase - Rat - Striatum - Swimming exercise

Introduction

Parkinson’s discase (PD) is a neurodegenerative movement
disorder. The approaches for the treatment focused on the
symptoms due to the fact that there is no cure for the dis-
case (Balestrino and Schapira 2020). A variety of treatment
modalities are being in use, including drug therapy, deep
brain stimulation and supportive treatments. The physical
exercise is the clinically approved component of these sup-
portive treatments. The efficacy of physical exercise, espe-
cially on motor functions, is variable and based upon the
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frequency, intensity, time and type of exercise (Ammann
etal. 2014).

By demonstrating an improved physical capacity and
increased oxidative capacity of the major muscle groups
with no sign of stress, swimming exercise is accepted as
a well-liked treatment of PD among experiments in recent
years (Haobam et al. 2005; Contarteze et al. 2008). The
swimming is a natural ability of rats, and therefore, it is also
preferred in experimental rat models (Souza et al. 2009).

Several studies in PD animal models claim neuropro-
tective effects of exercise on dopaminergic neurons and
increase in neurotrophic factors (Garza et al. 2004; Nee-
per et al. 1995: Gomez-Pinilla et al. 1998). It is mentioned
that treadmill exercise increases cell proliferation as well
as receptors for neurotrophic factors BDNF (brain derived
neurotrophic factor) and GDNF (glial cell line-derived
neurotrophic factor) in the striatum after brain damage (Yi
et al. 2009). Both vigorous and voluntary exercises lead
to an increase in neurotrophic factors. These neurotrophic
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