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OZET

Parkinson hastaligi (PH), beynin substansia nigra (SN) bolgesindeki
dopaminerjik ndronlarin segici kayb1 ve ilerleyici motor yetmezlik ile karakterize bir
hastaliktir. PH’da en erken goriilen biyokimyasal degisikliklerden biri, hiicre icin
onemli bir antioksidan olan total glutatyon (GSH)’un azalisidir. GSH sentezinin
artistyla ya da yikiminin inhibisyonuyla sonuglanacak uygulamalarin PH’nin
ilerlemesini yavasglatabilecegi One stiriilmiistiir. Bu g¢alismanin amaci, kan beyin
bariyerini gectigi bilinen ve siganlarda lipid peroksidasyonunu inhibe ederek beyin
iskemisine karsi koruyucu etkisi gosterilen GSH analogu N-(N-r-L-glutamil-L-
sisteinil) glisin I-izopropil ester siilfat monohidrat (YM737)’mn deneysel PH iizerine
olas1 koruyucu etkisini ve etki mekanizmasini ortaya koymaktir.

3 aylik erkek Wistar siganlar rasgele olarak 4 gruba ayrilmistir: Kontrol (K)
grubu, YM737 verilen grup (Y), deneysel Parkinson olusturulan grup (P), deneysel
Parkinson olusturulan + YM737 verilen grup (PY). Deneysel Parkinson modeli, 6-
hidroksidopamin (6-OHDA) nérotoksininin medial 6n beyin demeti (MFB)’ne, tek
tarafli infiizyonu (3x4pg/ul dozda, 1ul/d hizla) ile olusturulmustur. YM737,
stereotaksik cerrahiden hemen sonra, 0,1ml/100g hacimde, tek dozda (300mg/Kkg),
intraperitonel yolla uygulanmistir. Motor aktivite, katalepsi, lokomotor aktivite ve
rotasyon testleri ile degerlendirilmistir. SN’deki dopaminerjik hiicre sayis1 Tirozin
Hidroksilaz (TH) immiinreaktif (IR) hiicrelerin stereotaksik analizi ile tespit
edilmistir. SN’deki apoptoz, DNA kiriklarinin enzimatik olarak isaretlendigi
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end
labeling (TUNEL) yontemiyle belirlenmistir. B-hiicre lenfoma-2 (Bcl-2) ve apoptoz
sinyal regille edici kinaz 1 (ASK1) proteinlerinin ekspresyon diizeyleri
immiinohistokimyasal analiz ile degerlendirilmistir. Nigral GSH, 4-hidroksinoneal
(4-HNE) ve sitokrom-c (sit-c) diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle 6l¢iilmiistiir.

P grubunda belirgin katalepsi cevabi, lokomotor aktivite azalis1 ve rotasyon
gbzlenmistir. Bu grupta nigral TH-pozitif ndronlarin ve Bcl-2 protein yogunlugunun
kontrol grubuna gore azaldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte SN’de TUNEL-
pozitif hiicreler belirlenmis, ASK-1 ekspresyonunda ise bir fark gozlenememistir.
Ayrica bu grupta kontrol grubuna gore nigral GSH diizeyinin azaldigi, 4-HNE
diizeyinin arttig1, sit-c diizeyinin ise degismedigi saptanmistir. PY grubunda tiim bu
parametreler agisindan P grubundan bir fark tespit edilemezken Y grubunda kontrol
grubuna gore nigral GSH miktarinda azalis ve 4-HNE diizeyinde artis gozlenmistir.
Ayrica Y grubunda nigral TUNEL-pozitif hiicrelere rastlanmigtir.

Sonug¢ olarak 6-OHDA ile olusturdugumuz deneysel Parkinson modelinde
gozlenen davranigsal, histolojik ve biyokimyasal degisikliklerde GSH analogu
YM737’nin diizeltici etkisi gézlenmezken, saglikli hayvanlarda bazi toksik etkileri
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, 6-OHDA, GSH, YM737, Apoptoz



ABSTRACT

Pakinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by
progressive motor decline and loss of dopaminergic neurons from the substantia
nigra (SN). One of the earliest biochemical changes seen in PD is a reduction in the
levels of total glutathione (GSH), a key cellular antioxidant. Treatments that lead to
enhanced synthesis of GSH or that inhibit its degredation may result in a slowing of
disease progression. The aim of this study was to investigate the protective effect and
the metabolism of N-(N-r-L-glutamyl-L-cysteinyl) glycine I-isopropyl ester sulfate
monohydrate (YM737), a GSH analog which penetrates blood-brain barrier and
provides protection againts cerebral ischemia in rats by inhibiting lipid peroxidation.

Three month old Wistar male rats were randomly divided into 4 groups as
follows; control (C), YM737-treated (Y), experimental Parkinson induced (P),
experimental Parkinson induced + YM737-treated (PY). Experimental model of PD
was created by unilateral infusion of a neurotoxin, 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
(3x4pg/ul, 1ul/min), into the medial forebrain bundle (MFB). YM737 was
administered i.p. (300mg/kg), in a volume of 0,1ml1/100g. Motor activity of rats was
evaluated via catalepsy, locomotor activity, and rotation tests. Apoptosis in SN was
detected by enzymatic labeling of DNA strand breaks using Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling
(TUNEL) method. B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) and apoptosis signal regulating kinase
1 (ASK1) protein expression were evaluated by immunohistochemistry. Nigral
GSH, 4-hydroxynoneal (4-HNE) and cytochrome-c (cyt-c) levels were determined
by spectrophotometric assays.

Animals in P group exhibited catalepsy, decreased locomotor activity and
rotation. Decreased nigral TH-positive neuron number and decreased Bcl-2 protein
density were detected in this group compared to control group. TUNEL-positive cells
were detected in experimental Parkinson group. No change was observed between
groups in ASK1 immunoreactivity. Additionally, P group exhibited lower
concentration of GSH, higher levels of 4-HNE and unchanged levels of cyt-c
compared to conrol. However there was no difference in PY group versus P group
with respect to the all these parameters. Y group exhibited decreased GSH and
increased 4-HNE levels compared to control group. Moreover, nigral TUNEL-
positive cells were detected in Y group.

In conclusion, we did not observe any protective effect of YM737, a GSH
analogue, on behavioral, histological and biochemical alterations which were detect
in 6-OHDA Parkinson model. However YM737 exerts some toxic effect on non-
lesioned animals.

Keywords: Parkinson’s Disease, 6-OHDA, GSH, YM737, Apoptosis
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GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaliindan sonra gelen en yaygin
norodejeneratif hastaliktir [1]. Tiim diinyada, tiim irklar ve etnik gruplarda gortildigii
bilinen hastaligin total populasyonda ortaya ¢ikma sikligr 1/1000°dir. PH hem motor
hem de motor dis1 belirtileri olan, kronik ve ilerleyici karakterde bir hastaliktir.
Motor hareketlerin yavaslamasi, yiliriime bozuklugu, konugsma bozuklugu gibi motor
semptomlarin yaninda depresyon, psikoz, demans ve uyku bozukluklari gibi
noropsikiyatrik semptomlar hastanin giinlilk yasamin1 devam ettirmesini biiyiik
Olciide engellemektedir. Bat1 Avrupa’nin en kalabalik 5 ve diinyanin en kalabalik 10
iilkesinde 50 yas iistiindeki popiilasyonda yapilan aragtirmalar 2005 yili itibariyle
diinyada 4.1-4.6 milyon Parkinson hastasi oldugunu, bu sayinin 2030 yilinda 8.7-9.3
milyon hastaya ulagacagini gostermektedir. Olusum sebebi bilinmeyen PH’nin
semptomatik tedavileri disinda kesin bir tedavisi yoktur.

PH’da en erken goriilen biyokimyasal degisikliklerden biri, hiicre i¢in dnemli
bir antioksidan olan glutatyon (GSH)un azalisidir [2]. Nigral dopaminerjik
noronlarda gdzlenen bu azalisin Parkinson hastalarinda %40-50 oraninda oldugu
bildirilmistir  [3-4]. Substansia nigra (SN)’daki GSH azalisinin  sebebi
bilinmemektedir. Bu konu ile ilgili genel kani, GSH seviyelerindeki bu azalisin PH
patogenezine katilan oksidatif stresin bir sonucu olduguydu. Ancak son zamanlarda
elde edilen veriler GSH azalisinin bizzat PH patogenezinde aktif rol alabilecegi
yoniindedir [2].

GSH sentezinin artisiyla ya da yikiminin inhibisyonuyla sonuc¢lanacak
uygulamalarin PH’nin ilerlemesini yavaslatabilecegi one siiriilmiistiir. Ancak birkag
istisna [5] disinda noronlart da kapsayan pek ¢ok hiicre GSH tagima kapasitesine
sahip degildir [6-7]. GSH’1n kan beyin bariyerinden bir miktar gecisi gosterilmis olsa
da [8] bu oldukga diisiik kapasitededir [9]. Bu durum siganlara 50mg/kg/giin dozda
kronik periferal GSH uygulamasinin beyinde neden hiicre i¢i ve hiicre dist
kompartmanlardaki GSH diizeyini arttirmadigin1 agiklamaktadir [7]. Bu nedenlerle
hiicresel GSH diizeyini arttirmak amaciyla insanlarda ve hayvan modellerinde
cogunlukla GSH monoetil ester, GSH onciilleri ya da GSH analoglar1 kullanilmisgtir
[10]. GSH’1n aksine GSH etil ester tiirevlerinin hiicreye etkin bir sekilde alinabildigi
gosterilmistir [11]. Aktif transport ile hiicrelere alinan GSH etil esterin etil grubu
esterazlar tarafindan koparilir ve geriye serbest GSH ve etanol kalir [11]. GSH’1n etil
ester tiirevlerinin hem sitozolik [7, 12-13] hem de mitokondriyal [12-13] GSH
seviyelerini etkin bir sekilde arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica GSH etil esterin, MPP*
ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde, nigral GSH diizeyini arttirdig1 ve
dopaminerjik noéronlar1 oksidatif strese karsi korudugu bildirilmistir [7]. GSH etil
ester tlirevlerinin dezavantajlarindan biri beyin GSH seviyelerini arttirmak igin
santral (stereotaksik yolla) verilme gerekliligidir [7]. N-(N-r-L-glutamil-L-sisteinil)
glisin l-izopropil ester siilfat monohidrat (YM737), GSH’in glisin karbonil grubunun
esterlendigi bir GSH monoesteridir [14]. YM737’nin siganlarda serebral iskemiye

1



kars1 koruyucu etkiler sergiledigi gosterilmistir [15]. Bu GSH analogunun avantaji
intraperitonel yolla uygulanmasi, dolayisiyla non-invaziv bir tedavi umudu
vermesidir. Periferal YM737 uygulamasinin deneysel Parkinson modelinde nigral
GSH diizeyini arttirma yetene8i daha once calisilmamistir. Nigral GSH azalisinin
Parkinson patolojisine katkis1 g6z Oniine alindiginda, kan beyin bariyerini ge¢me
Ozelliginden dolayr intraperitonel yolla uygulanabilen GSH analogu YM737
kullaninminin ~ Parkinson klinik semptomlarin1 azaltmada etkili olacagim
distindiirmektedir.

Calismamizin amact 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ile olusturdugumuz
deneysel Parkinson modelinde GSH analogu YM737 nin olas1 koruyucu etkisini ve
mekanizmasini ortaya koymaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, davranigsal parametre
olarak katalepsi, lokomotor aktivite ve rotasyon testleri, histolojik parametre olarak
Tirozin hidroksilaz (TH), B-hiicre lenfoma-2 (Bcl-2), apoptoz sinyal regiile edici
kinaz 1 (ASKI1) immiinreaktiviteleri ve TUNEL analizi, biyokimyasal parametre
olarak nigral GSH, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve sitokrom-c (sit-c) oOl¢timii
uygulanmstir.



GENEL BIiLGILER

2.1.  Parkinson Hastahg

PH, 65 yas iizeri popiilasyonun %]1-2’sinde goriilen, Alzheimer hastalifindan
sonra en yaygin norodejeneratif hastaliktir [1]. Yas ile birlikte insidansi artan bu
hastalik, toplumlara hem sosyal hem de ekonomik olarak biiyiik bir sorumluluk
yiiklemektedir. PH, patolojik olarak SN bdélgesindeki dopaminerjik noronlarin kaybi
ve yasayan noronlarda Lewy cisimcikleri (LB)’nin goriilmesi ile karakterizedir [1].
Nigral noronlarin kaybi striatumda dramatik bir dopamin (DA) azalisina neden
olmaktadir. Hastalig1 tanimlayan klinik semptomlar, rijidite, bradikinezi, dinlenim
tremoru ve postiirel bozukluktur [1]. Dopaminerjik noronlarin dejenerasyonunda
cevresel ve genetik faktorlerin etkinligi 6ne siiriilse de PH’ nin patogenezi halen ¢ok
acik degildir.

Gilinlimiizde PH’nin tedavisi i¢in gegerli olan yaklasim, DA sentezinin ara
molekiilii olan L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) kullanimidir [16]. L-DOPA, basari
yiizdesi en yliksek olan tedavi yaklasimi olsa da ilerlemesi durdurulamayan ve
Olimciil olan bu hastalik iizerine yalnizca semptomatik bir etki gostermektedir.
Sonu¢ olarak PH’da meydana gelen hiicre oliimiiniin patolojik mekanizmalarini
engelleyecek yeni protektif ajanlarin kesfedilme gerekliligi oldukga agiktir.

2.2.  Parkinson Hastaliginin Noroanatomik Mekanizmalari

2.2.1. Bazal Gangliyon Devresi

Saglikli insanlarda fiziksel hareketlerin, kognisyonun ve limbik islevlerin
kontrolii bazal gangliyon (BG)’lar ve serebral korteks arasinda bulunan paralel
kortikostriatal ~ yolaklar araciligiyla kurulan fonksiyonel baglantilar ile
saglanmaktadir. DA, bu devrelerin regiilasyonunda anahtar rol oynamaktadir. BG
devresinde meydana gelen bozukluk PH patolojisinde anahtar rol oynamaktadir.

BG’ler, BG niikleuslari, serebral korteksin ¢esitli bolgeleri, talamus ve beyin
sapin1 birbirine baglayan ve bu bdlgelerin fonksiyonlarin1 diizenleyen yapilardir.
Koordineli bir néronal aktivite, BG’den gegen birbirine paralel sayisiz néronal aga
baghdir [17]. Bu kompleks kontrol seviyesini elde etmek igin ¢esitli anatomik yapilar
serebral korteksin farkli bolgeleri ile BG niikleuslar: arasinda baglanti kurar (Sekil
2.1). Fonksiyonel bir veri olusabilmesi i¢in BG devresindeki her yolak spesifik
norotransmiter (NT) baglantilar1 araciligiyla organize bir ag olusturmaktadir. Bu
yolaklar igerisinde en iyi tanimlanmis olan devre motor devredir. Motor ve premotor
kortikal alanlardan orijin alan yolaklar somatotopik patern iginde postolateral
putamene projekte olurlar. Burada uyarici glutamaterjik noronlar orta dikensi striatal
noronlar ile sinaps yapar. Bu striatal ndronlar baglica NT olarak gama-aminobiitirik
asit (GABA)’i, yardimc1 NT olarak da substans P (SP) veya enkefalin (Enk)’i
kullanirlar ve “direkt” ve “indirekt yolak”lar1 organize ederler (Sekil 2.2a). Her iki
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yolak da BG’nin ana ¢ikis niikleusunu temsil eden globus pallidusun internal
segment (GPi)’1 ve substansiya nigra pars retikiilata (SNr) ile birlesir. Bu birbirini
tamamlayan yolaklarin ortaya ¢ikardigi dopaminerjik stimiilasyonun dinamik dengesi
hareket miktarin1 diizenlemektedir.

MOTOR KOGNITIF LIMBIK
3 3 3
SMA DLPFC OFC/Singulat
y
Putamen Kaudat NAcc
A A y
GPi/SNr GPi/SNr GPi/SNr
A \ 4 \ 4
Talamus & PPN Talamus & PPN Talamus & PPN
| | |

Sekil 2.1. Bazal Ganliyon Devresi [18]

Direkt yol, striatumu GPi ve SNr’ye baglamaktadir. GPi ve SNr, inhibe edici
GABAerjik ndronlarii hem talamusa hem de beyin sapindaki pedinkiilopontin
niikleus (PPN)’a gondermektedir. Glutamaterjik lifler araciligiyla ortaya g¢ikan
talamik c¢ikt1 uyaricidir ve prefrontal ve motor korteksi uyarir. PPN, lokomosyon
stirecine etki eden baslica beyin sap1 niikleusudur.

Indirekt yol da striatumu BG’nin ¢ikis niikleuslar1 (GPi ve SNr)’na
baglamaktadir ancak bu yolakta inhibe edici lifler oncelikle globus pallidusun
eksternal segmenti (GPe)’nde sinaptik baglant1 yaparlar. GPe, GABAerjik baglantilar
araciligiyla subtalamik niikleus (STN) iizerinde inhibitdr etki ortaya koyar. Indirekt
yolagin son asamasi STN’den ¢ikan uyarici glutamaterjik liflerin ¢ikis niikleusu olan
GPi/SNr’ye girmesidir.

Bu kompleks yolaklar striatal néronlarda bulunan dopaminerjik reseptorler
boyunca ortaya c¢ikan sinyalizasyon vasitasiyla fonksiyonel entegrasyonu
korumaktadir. Striatumun aktivasyonu SNc’den gelen dopaminerjik projeksiyonla
diizenlenmektedir. Direkt yolagin striatal noronlart g¢ogunlukla DA’nin D1
reseptoriinii tagirken, indirekt yolak D2 reseptorlerini tasimaktadir. Direkt yolagin
striatal ndronlarmin D1 reseptorlerinin uyarilmasi GPi’nin inhibisyonunun artmasina,
dolayisiyla talamus ve PPN iizerindeki inhibitér tonun azalmasina neden olmaktadir.
Bu da sirastyla korteksin uyarilmasini ve hareketi kolaylagtirmaktadir. Alternatif
olarak indirekt yolagin (Sekil 2.2a) striatal ndronlarinin D2 reseptorlerinin uyarilmasi
GPe’nin inhibisyonunun azalmasina, dolayistyla STN’nin daha fazla inhibisyonuna
ve GPi’nin daha az aktivasyonuna neden olmaktadir. Diisiik GPi aktivitesi talamusun
daha fazla aktif olmasina izin vermekte ve hareketi kolaylagtirmaktadir.
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Sonug olarak striatumdan salinan DA, hareketi kolaylastirmak i¢in hem direkt
hem de indirekt yolaklara etki etmekte, bu DA saliniminin regiilasyonu ise
uygulanan motor hareketin ince ayarini yapmaktadir.
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Sekil 2.2. Direkt ve indirekt Devre [18]
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2.2.2. Parkinson Hastahiginda Motor Devre

Striatumdaki DA kaybindan dolayr PH’da motor devredeki dogal denge
bozulmaktadir (Sekil 2.2b). Dopaminerjik stimiilasyondaki azalma GPi/SNr ¢ikis
niikleusunda aktivite artisina ve dolayisiyla hem talamus hem de PPN’nin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Daha spesifik olarak direkt yolakta striatal
noronlarin D1 reseptorleri iizerindeki stimiilasyon kaybi GPi seviyesinde ortaya
c¢ikan inhibisyon derecesini azaltmakta, bu da daha aktif olmasina sebep olmaktadir.
Benzer sekilde indirekt yolaktaki striatal liflerin inhibe edici D2 stimiilasyonunun
azalmas1 STN’nin fazla aktivasyonuna ve sonug¢ olarak BG’nin ¢ikis niikleusunun
fazla aktif olmasina neden olmaktadir. GPi/SNr’nin bu diizensiz aktivasyonu,
sirastyla talamus ve PPN’nin inhibisyonuna, inen ve ¢ikan yollarin bozulmasina ve
motor aktivitenin azalmasina neden olmaktadir.

BG’nin bu motor devre modeli biyokimyasal, elektrofizyolojik, fonksiyonel
goriintiileme ve klinik ¢alismalar ile kanitlanmis [19-23] ve hastaligin akinetik
ozellikleri ile ilgili patofizyolojiyi ortaya koymustur.

2.3.  Parkinson Hastaligimin Klinik Ozellikleri

1960’1l yillarda nigrostriatal dopaminerjik yolagin tanimlanmasi ve
striatumda DA kaybinin kesfedilmesi hastaligin klinik 6zellikleri ve biyokimyasal
patolojisi arasinda bir korelasyon kurulmasimi saglamistir [24]. PH’nin Klinik
semptomlart motor ve motor dis1 olmak iizere 2 grupta toplanmistir. Dopaminerjik
striatal kayip ile dogrudan iligkili olan en belirgin semptomlar akinezi, rijidite ve
tremor olarak tanimlanan motor semptomlardir. PH nin motor semptomlarindan 6nce
baslayan semptomlar1 ise koklama duyusunun azalmasi, uyku bozukluklari,
konstipasyon, depresyon ve anksiyetedir. PH’ nin klinik tanis1 semptomlara ek olarak
L-DOPA ya da apomorfin testleriyle desteklenebilir. Cesitli goriintiileme sistemleri
ile hastaligin formlar1 ve temel tremordan farki ayirt edilebilir.

Stritumdaki DA miktar1 %60-70 oraninda diistiigii zaman PH’nin motor
semptomlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Motor belirtilerin baglangici, striatumun motor
bolgesi olan posterior putamendeki DA kaybi ile korelasyon gostermektedir (Sekil
2.2). Akinezi, rijidite ve tremor gibi baslica semptomlar agirlikli olarak motor
devredeki fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir (Sekil 2.3).



Sekil 2.3. Motor Devrenin Sematize Gosterimi [25]

2.3.1. Motor Semptomlar

2.3.1.1.Akinezi

Hareket eksikligi olarak tanimlanan akinezi, altinda farkli patolojik
mekanizmalar yatan pek c¢ok klinik 6zelligi kapsamaktadir. Bunlardan biri olan
“hipokinezi” 0zellikle otomatik hareketlerde goze c¢arpan spontan hareketlerin
amplitiid ve frekanslarindaki diisiis anlamina gelmektedir. Klinik belirtiler, goz
kirpma hizinda yavaslama, yiiz ifadelerinde azalma, kol sallamada azalma ya da
tamamen durma, sandalyeden kalkamama seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Parkinsonlu
hastalarin ylirliylis bicimi kisa adim, ayaklarin yerden fazla yiikselmemesi ve
ayaklarin siiriinmesi gibi pek c¢ok hipokinetik 6zellik tasimaktadir. PH’nin tanisinda
en Onemli 6zellik olan “bradikinezi” ise bir harekete baslama ya da uygulama hizinin
yavaslamasi, hareket amplitiidiiniin ilerleyici bir sekilde diismesi ve basit tekrarli
hareketlerde duraksama ile karakterizedir [26]. Ardisik ve es zamanli hareketleri
yapma girisimi siklikla engellendigi i¢in giinliik yasam kalitesi anlamli derecede
bozulmaktadir [27]. Bradikinezi, genellikle yiiziin tek bir tarafinda mimik azalmasi,
kol sallamada azalma, yazi yazma ve besinleri kesmede problemler ile kendini
gosterir. Bradikinezi siddeti dopaminerjik néron hasar1 ile giiglii bir korelasyon
gostermektedir [28]. Hipokinezi beyin sap1, bradikinezi ise kortikal mekanizmalarla
diizenlenmektedir.

2.3.1.2.Rijidite

Dinlenim durumunda kas tonusunun artmasi, pasif hareketlere kars1 gerimin
diismesi, germeye kars1 direncin artmasi ile karakterizedir. Ozellikle asimetrik
rijidite, PH’nin giiglii bir gostergesidir. Hem fleksoér hem de ektansor kas gruplarimi
kapsadigi halde hastaligin erken evrelerinde bacak fleksor kaslar1 daha fazla
etkilenmektedir [29].



2.3.1.3.Tremor

Cogunlukla st ekstremitelerin distalinde ve tek tarafli olarak baslayan, 4-6
Hz’lik titreme aktivitesidir. Tipik olarak dinlenim durumunda ortaya ¢iksa da
aktivite tremoru sergileyen hastalar da rapor edilmistir. Yaygin olarak parmaklar
etkilendigi i¢in “para sayma hareketi” olarak tanimlanan harekete neden olmaktadir.
Cene kaslari, dil ve eksen kaslarinda (karin, sirt ve kalga) tremor nadiren ortaya
¢ikmaktadir. Diger viicut pargalarinin istemli manevralari, aritmetik hesaplama ve
stres durumunda tremor tetiklenebilmekte ya da amplitiidii artmaktadir. Baslangigta
tremor belirli araliklarla ortaya ¢ikmaktadir. L-DOPA ve diger dopaminerjik ilaglar,
diger semptomlara gore tremor lizerine daha az etkili olmaktadir. Pozitron emisyon
tomografisi (PET) c¢alismalar1 tremorun DA’nin {iretiminin azalmasi ile yakindan
iligkili olmadigimi gostermistir [28]. Hastaligin son evresinde tremor tamamen
kaybolabilmektedir.

2.3.1.4.Postiirel Bozukluk

PH’nin ileri agsamalarinda ortaya ¢iktigi i¢in hastaligin erken safhalarinda tani
icin kullanigsh bir semptom degildir. Postiirel bozukluk, ortalama olarak hastalik
basladiktan 5 sene sonra ortaya ¢ikmaktadir [30].

2.3.2. Motor Dis1 Semptomlar

Parkinson hastalarinin %90’ mndan fazlasinda hastalik seyri boyunca motor
dis1 semptomlar izlenmektedir [31]. Hastalarin yasam kalitelerini negatif yonde
etkileyen bu semptomlar néroanatomik olarak korteks, BG, beyin sapi, omurilik ve
periferal sinir sistemi ile iligskilidir. PH, dopaminerjik ndronlarin yaninda
glutamaterjik, kolinerjik, seratonerjik ve adrenerjik néronlar1 da etkilemektedir [32].
Motor disi semptomlarin  dopaminerjik tedaviye c¢ok az yamt verdikleri,

patofizyolojik mekanizmalarin adrenerjik ve seratonerjikleri kapsadig: bildirilmistir
[33].

2.4.  Parkinson Hastaliginn Patolojik Ozellikleri

PH’nin en 6nemli noropatolojik 6zelligi SN’deki dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonudur [1]. Nigral dopaminerjik ndéronlarin %60’ min dejenerasyonu ve
beraberinde striatal DA diizeyinin %60-70’inin kaybi sonucunda PH’nin motor
semptomlari klinik olarak teshis edilmektedir [1].

Hastaligin ikinci patolojik belirteci ise noronal hiicre govdelerinde ve ndron
uzantilarinda, LB ve Lewy ndritleri (LN) olarak adlandirilan proteinden zengin
inkliizyonlarin gelisimidir. LB, ilk kez 1912 yilinda Friedrich Lewy tarafindan, koyu
renkte bir ¢ekirdege ve onun etrafinda acgik renkli bir halkaya sahip tipik kiiresel
yapilar olarak tanimlanmistir. Ancak LN ipliksi bir yap1 sergilemektedir. LB ve
LN’nin ana bileseni, alfa-siniiklein (a-siniiklein) proteininin hatali katlanmis
versiyonlarindan biridir. LB’nin ¢ekirdegini agirlikli olarak a-siniiklein agregatlari
olusturmaktadir. Parkinsonlu hastalarin beyin otopsileri sonucunda hem hiicre
govdelerinde hem de uzantilarinda a-siniiklein birikimi tespit edilmistir. a-siniiklein
patolojisi ve bununla iligkili olan nigral hiicre kaybi striatal DA azalisina neden
olmaktadir. 2003 yilinda Braak ve arkadaslar1 PH’da a-siniiklein patolojisinin
ilerleme seyrini ve klinik semptomlarin baglamasi ile bu inkliizyonlarin dagilimi
arasindaki iliskiyi a¢iklamak i¢in bir sema 6ne siirmiislerdir [34]. Bu ¢alismaya gore,
LB’nin, PH’nin klasik motor semptomlari belirmeden oOnce, ilk olarak olfaktor
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bulbus ve beyin sapinda ortaya ¢iktig1 ve kademeli olarak beynin diger bolgelerine
yayildigi bildirilmistir [34].

2.5. Parkinson Hastahg Etiyolojisi

PH’nin sebebi sinirbilimcilerin uzun zamandir aragtirdiklari bir konudur. Son
25 yilda genetik ve g¢evresel faktorlerin nigral dopaminerjik néron kaybina etkisine
iliskin pek ¢ok bilgi elde edilmistir. Ancak hastaligin etiyolojisi halen ag¢ik degildir.

PH’nin baglangici ile son derece iligkili olan faktorlerden biri yas ya da
yaslanma siirecidir. Hastaligin prevalansi yas ile birlikte katlanarak artmaktadir.
Yaslanan diinya popiilasyonu nedeniyle Parkinsonlu hasta sayisinin 2050’de ikiye
katlanacagi tahmin edilmektedir. Bu kesin etkiye ragmen yas ya da yaslanma
stirecinin hastaliga nasil etki ettigini anlamaya yonelik ¢ok az ¢alisma yapilmistir
[35]. Bununla ilgili genel agiklama normal fizyolojik ve biyokimyasal siireglerdeki
yetmezlikten dolayr dopaminerjik ndronlarin toksik saldirtya karsi hassasiyetlerinin
artmasidir. Aslinda pek ¢ok goriis, yas ve yaslanmanin hiicre 6liimiine katilimini géz
ardi etmekte ve deneysel caligmalarin biliyiik c¢ogunlugunda gen¢ hayvanlar
kullanilmaktadir [36].

PH’nin genetigi ile ilgili edinilen bilgiler hastaligin etiyolojisine katkida
bulunmustur. Otozomal dominant ve resesif PH’ya neden olan pek cok gen
mutasyonu tanimlanmistir. Gen mutasyonlar1 proteinlerin iglenmesi, oksidatif stres
ve mitokondriyal fonksiyon ile iligkili proteinlerde tespit edilmistir. Bu islevler
birbirleriyle olduk¢a yakindan iliskilidir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar PH riskini arttiran veya azaltan pek ¢ok faktdr one
stirmektedir. PH olusumu iizerine etkili olma potansiyeline sahip ¢evresel faktorler
igerisinde sanayilesme, kirsal ¢evre, su, bitki kokenli toksinler, bakteriyal ve viral
enfeksiyonlar, organik solventler, karbon monoksit ve karbon disiilfit sayilmaktadir
[37]. Celiskili sonuglara ragmen son zamanlarda pestisit maruziyeti ve PH riski ile
ilgili caligmalara ilgi artmigtir [38]. Birer tarim kimyasali olan parakuat ve rotenonun
kemirgenlerde nigral dopaminerjik néron 6liimiine neden oldugu gosterilmistir [39-
40]. Bununla birlikte 95 Parkinsonlu olgu parakuat toksisitesine baglanmigtir [41].
Metallerin, diger kimyasallarin ve manyetik alanlarin rolleri ile ilgili kanitlar olduk¢a
sturhidir.

PH riskinin meslekler ile iligkisi de arastirilmis, Ogretmenler ve tip
calisanlarinda gozlenen yiliksek riskin viral enfeksiyonlara daha fazla maruziyet,
insaat calisanlar1 arasindaki diisiik riskin ise yiiksek fiziksel aktivite ile iligkili
olabilecegi one siiriilmiistiir [42].

PH gelisim riskini azaltan faktorler de hastaligin etiyolojisi hakkinda énemli
ipuclar1 saglayabilir. Mekanizmasi agik olmamasina ragmen sigara (doza bagimli) ve
kafein kullaniminin hastalik riskini diisiiriicii etkisi kesin gibi goziikse de egzersiz,
anti-inflamatuar, anti-hipertansif ve anti-lipidemikler gibi diger faktorlerin etkisi
henliz net degildir [43-44]. Alkol kullanimimin diistik bir koruyucu etki
saglayabilecegi One siiriilmiistiir. Oksidatif stres hipotezine bagli olarak C, E, A, B6



ve B12 vitamini ve folat gibi pek ¢ok antioksidanin PH iizerine etkisi aragtirilmasina
ragmen ¢eligkili sonuglar elde edilmistir.

PH riski ve kisilerin hastalik Oncesi saglik durumu arasindaki iliski de
arastirilmistir. Koklama duyusuna ait fonksiyon bozuklugu Parkinson hastalariin
ortak bir Ozelligidir [45]. Aym1 zamanda Parkinsonlu hastalarin olfaktor
bulbuslarinda LB tanimlanmistir [46]. Bu nedenlerle koklama bozuklugu olan
kisilerde PH riski arastirllmig ve pozitif bir iligki (2-7 yil arayla semptomlar
gozlenmis) saptanmistir. REM uykusunda anormal davranislar ile kendini gosteren
REM uykusu davranig hastaligi, Parkinsonlu hastalarda da rapor edilmistir. Uyku
bozuklugu yasayan bu hastalarin SN ve lokus korelus (LC) bolgelerinde LB ve
dejenerasyon gorillmiistiir [47]. Bu hastaliga sahip 29 kisiden 11’inde 13 yil sonra
PH teshisi konmustur [48]. inflamasyon ve PH riski arasindaki iliskiyi ortaya
koymak amaciyla sicanlarin SN’lerine bakteriyel endotoksin lipopolisakkarit (LPS)
enjekte edilmis ve sonrasinda mikroglia aktivasyonu ve dopaminerjik néron
dejenerasyonu gozlenmistir [49]. Depresyon ve anksiyete hastaliklari Parkinson
hastalarinda yaygin olarak goriildiigii i¢cin PH ile psikiyatrik hastaliklarin etiyolojik
komponentleri paylasabilecegi one siirtilmistiir. Alternatif olarak ise depresyonun
PH’nin erken Klinik tablosu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Demans ve PH arasindaki
iligki ile ilgili ¢aligmalar ¢eliskilidir. Aksini savunan c¢aligmalar olsa da Parkinsonlu
hastalarin diisiik kanser riski tasidiklart fikri yaygindir. Ancak genel popiilasyona
oranla Parkinsonlu hastalarin sigara igme prevalansinin diisiik olmasmin kanser
riskini azalttig1 dislintilmiistiir. Kafa travmasi ve PH arasinda bir iliski oldugu 6ne
stiriilse de bunu gosteren prospektif ¢alismalar mevcut degildir. Vaskiiler hastaliklar
ile diyabetin PH ile iliskisini ortaya koyan epidemiyolojik kanitlar yeterli degildir.
Erkeklere gore kadinlarda PH insidans1 ve prevalansinin diisiik olmasina bagli olarak
Ostrojenin koruyucu rolii 6ne siiriilmiis, Ostrojenin dopaminerjik ndronlar {izerine
noroprotektif ve antioksidan Ozelligi deneysel olarak gosterilmistir [31]. Ayrica,
menapoz sonrast donemde Ostrojen tedavisinin hastaligin ilerlemesini yavaslattig
gosterilmistir [50-51]. Son olarak, giiglii bir antioksidan olan tirik asitin Parkinsonlu
hastalarin SN ve serumlarinda azaldig: bilinmektedir. Serumdaki tirik asit seviyesinin
arttig1 gut hastaliginda PH riskinin azaldigi gosterilmistir [52].

2.6. Parkinson Hastahgi Patogenezi

Deneysel toksin uygulamalari, post-mortem arastirmalar ve genetik bulgulara
bagli olarak PH’da meydana gelen noron kaybina katilan hiicre 6liim mekanizmalari
ile ilgili genel bir fikir birligi mevcuttur. Oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
proteinlerin igslenmesindeki degisiklikler ve inflamasyonun, apoptoz ya da otofaji
araciligiyla hiicre fonksiyon bozukluguna ve hiicre Oliimiine neden olabilecegi
diisiniilmektedir. Ancak bu mekanizmalardan higbirinin PH’da meydana gelen nigral
dopaminerjik noéron Olimiine tek basmma kesin bir sekilde neden oldugu
kanitlanamamistir [53].

2.7.  Parkinson Hastah@ Hayvan Modelleri

PH norobiyolojisine 151k tutmak amaciyla o6zellikle son 25 yilda pek ¢ok
deneysel hayvan modeli gelistirilmistir. Hastaligin siireci, etiyolojisi, patolojisi ve
molekiiler mekanizmalari ile ilgili elde edilen veriler, ¢ok nadir degerlendirilebilen
otopsi materyallerinden ziyade hayvan modellerinden kaynaklanmaktadir. Bu
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modeller; farmakolojik, toksik ve genetik modeller olmak iizere {i¢ ana baslik altinda
toplanmaktadir.

2.7.1. Farmakolojik Modeller

Rezerpin ve alfa-metil-para-tirozin gibi farmakolojik ajanlarla olusturulan bu
deneysel hayvan modellerinde ama¢ dopaminerjik noronlar saglamken hizli ve geri
dontigimlii bir sekilde striatal DA kaybi saglamaktir [16]. Rezerpin, vezikiiler
monoamin tasiyicist (VMAT2)’n1 inhibe ederek monoaminlerin (DA, noradrenalin
ve seratonin) sinaptik vezikiillerde depolanmasini engeller. Alfa-metil-para-tirozin
ise katekolaminlerin sentez basamagindaki hiz kisitlayici enzim olan TH’yi inhibe
ederek beyinde DA kaybina neden olur. Her iki farmakolojik ajan da yalnizca
uygulama periyodu siiresince devam eden hizli bir DA ve katekolamin kaybi
olusturabilmektedir. Striatal DA kaybinin maymunlarda [54] ve kemirgenlerde [16]
spontan motor aktivite azalisina (hipokinezi gibi) neden oldugu, kas tonusunu
arttirdigl, tremoru andiran anormal ardisik hareketlere neden oldugu gosterilmistir.
Bu ajanlardan hi¢biri PH’da goriilen norodejenerasyonu olusturamasa da hastaligin
norokimyasinin ilkel bir taklidi olan rezerpin modeli, tedavide halen altin standart
olarak kabul edilen L-DOPA’nin terapdtik etkinliginin ilk kez kanitlanmasini
saglamistir [16].

2.7.2. Toksik Modeller

2.7.2.1. 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) Modeli:

PH’y1 modelleme yolunda ilk biyiik atilim 1970 yilinda yapilmig [55],
DA’nin  hidroksillenmis analogu olan 6-OHDA intaserebral yolla siganlara
uygulanarak norodejeneratif Parkinson modeli olusturulmustur. 6-OHDA, yalnizca
sicanlarda degil, fare, kedi, kopek ve maymunlarda da kullanilmaktadir [56].
Bununla birlikte bu tlirlerden herhangi biri digerine gore bilimsel avantaj
sergilememistir. 6-OHDA modeli, noronlar1 koruyucu ya da tamir edici stratejileri
degerlendirmek i¢in oldukga elverisli bir modeldir.

6-OHDA, kan beyin bariyerini kolaylikla gecemedigi icin santral
katekolaminerjik sistem hasari olusturmak amaciyla intraventrikiiler, intrasisternal ya
da intraserebral yolla uygulanmalidir [57]. Hem intraventrikiiler hem de intrasisternal
uygulamada ¢ift tarafli katekolaminerjik hasar meydana gelmektedir [56]. Bununla
birlikte ¢ift tarafli 6-OHDA modelinde, belirgin afaji, adipsi ve krizler [58-59]
nedeniyle deney hayvanlarinda siklikla 6liim goriilmiis, bu da aragtirmacilarin bu
modele inancini yitirmesine neden olmustur. Bu nedenle tek tarafli olarak 6-OHDA
uygulamasi “altin standart” olarak kabul edilmistir [60]. Bu modelde 6-OHDA
uygulanmayan diger hemisfer internal kontrol olarak kullanilabilmektedir. Ayrica bu
modelde, olusturulan dopaminerjik lezyonun derecesine bagli olarak degisen
asimetrik rotasyon davranisi gézlenmekte [55], bu davranis tedavi amagh arastirilan
yeni ilaglarin 6zelliklerini ve lezyon olusan yolaklarin onariminda transplantasyon ve
gen terapi basarisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte cift
taraflt modeli kullanan arastirmacilar da mevcuttur.

6-OHDA, nigrostriatal yolakta 3 farkli bolgeye enjekte edilebilmektedir;
substansia nigra pars kompakta (SNpc) (dopaminerjik néron gévdelerinin bulundugu
bolge), medial 6n beyin demeti (MFB) (dopaminerjik ve serotonerjik uzantilari 6n
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beyine tasiyan bolge), striatum (terminal bdlge). Enjeksiyon bolgesinin se¢imi
ihtiyaglara bagli olarak degismektedir. Ornegin SNpc’nin direkt olarak mekanik
hasara ugratilmamasi i¢in MFB ya da striatum tercih edilmektedir. 6-OHDA nin
MFB’ye enjeksiyonunun dopaminerjik ndronlari hasara ugrattigi gosterilmistir [61].
6-OHDA, MFB’ye enjekte edildikten 24 saat sonra dopaminerjik noronlar dejenere
olmaya baslar [62]. Bu dejenerasyonun lezyon olusumundan 1-3 hafta sonrasina
kadar devam ettigi, 6len ndronlarin apoptozu andiran farklilasmis bir morfoloji
sergiledikleri bildirilmistir. Dopaminerjik sistem lezyonuna ek olarak gliozis de 6-
OHDA modelinin belirgin bir 6zelligidir. Bu modelde LB olusumunu gosteren ikna
edici bir veri bulunmamaktadir.

6-OHDA, beyne enjekte edildikten sonra DA tasiyicis1 (DAT) aracilifiyla
dopaminerjik noron tarafindan alinir (Sekil 2.4). Hiicre igerisinde 6-OHDA hemen
oto-oksidasyona ugrar [63] ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’ni olusturur, GSH ve stiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidanlarin striatal
diizeylerini disiiriir [64-65], SN’de demir (Fe) seviyesini yiikseltir [66], mitokondri
elektron tagsima zinciri (ETZ) elemanlarindan kompleks I ve IV ile direkt etkilesime
girerek solunumu inhibe eder ve daha fazla oksidatif strese neden olur [67]. Bunlara
ek olarak 6-OHDA ile lezyon olusumu sonucunda SN ve striatumda mikroglia
aktivasyonu tespit edilmistir [68]. 6-OHDA modeli ayrica, striatal DA ve TH
seviyelerinde azalma gibi PH nin pek ¢ok biyokimyasal dzelligini taklit etmektedir.
PH’nin, 6-OHDA modeli ile giiglii bir sekilde sergilenen en belirgin patolojik
ozelliklerinden biri nigrostriatal yolun dejenerasyonudur. Dejenerasyonun boyutu,
post-mortem olarak SNpc’de Nissl-boyanmis hiicrelerin veya TH-pozitif néronlarin
sayillarinin, striatumda TH enzim seviyesinin veya DAT immiinreaktivitesinin
degerlendirilmesi ile tespit edilebilir. Davranigsal indeksler de lezyon biiytikligii ile
ilgili bilgi verebilmektedir. Sonu¢ olarak 6-OHDA modeli pek ¢ok agidan PH ile
benzer Ozellikleri tagimaktadir. Ancak Parkinson hastalarinda etkilendigi bilinen
diger beyin bolgelerine (LC ve rafe niikleusu) 6-OHDA norotoksininin herhangi bir
patolojik etkisi tespit edilememistir. Ayrica pek c¢ok diger hayvan modellerinde
oldugu gibi 6-OHDA modelinde LB gézlenememistir. Bunun yaninda, 6-OHDA ile
olusturulan modellerin ¢ogunda PH’ya gore olduk¢a hizli bir hiicre oliimii
gozlenmektedir.
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Sekil 2.4. Deneysel Parkinson Olusturucu Norotoksinlerin Etki Mekanizmalar1 [69]
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2.7.2.2. 1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridin (MPTP) Modeli

1982 yilinda bir grup eroin bagimlis1 geng, MPTP ile kontamine olmus
sentetik eroin analogunu kendilerine enjekte ettikten sonra neredeyse PH’dan farksiz
bir klinik tablo sergilemislerdir. Arastirmacilar bu bilesigi hizla pek ¢ok hayvan
tirlinde test etmisler, MPTP’nin maymunlarda PH’nin hemen hemen tiim klinik ve
patolojik 6zelliklerini olusturdugunu [70-71], farede en azindan dopaminerjik néron
dejenerasyonuna neden oldugunu [72], siganlarin ise bu toksine direngli oldugunu
[70] tespit etmislerdir. Daha sonra fare ile yapilan ¢alismalar MPTP nin, striatal DA
ve TH azalisina, nigral glutamat artisina ve GSH azalisina, son olarak da reaktif
mikrogliozise neden oldugunu gostermistir. PH nin ayiric1 6zelliklerinden biri olan
LB olusumu ise MPTP modelinde gézlenmemektedir. Zaman igerisinde MPTP’nin
dopaminerjik noronlar iizerindeki etki mekanizmasi tespit edilmis, pek ¢ok ajanin
noroprotektif etkisi test edilmistir. Lipofilik bir toksin olan MPTP sistemik
enjeksiyonundan sonra hizla kan beyin bariyerini gecer. Beyinde MPTP astrositler
tarafindan alinir ve Monoamin oksidaz-B (MAO-B) araciligiyla MPTP’nin aktif
metaboliti 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP*)’a déniistiiriiliir (Sekil 2.4). Organik
katyon tastyicisi-3 (OCT-3) [73] aracihigiyla ektraselliiler bosluga salman MPP,
DAT ile noron i¢ine alinir ve VMAT ile vezikiil icerisinde depolanabilir. MPP", aktif
olarak konsantre edildigi mitokondri i¢inde, ETZ’nin kompleks | elemanina
baglanarak onu inhibe eder [74]. Bu etki elektron akigini bozdugu i¢in diisiik
Adenozin trifosfat (ATP) iiretimine ve siiperoksit radikalleri gibi ROS’larin
olusumuna neden olur (Sekil 2.4). MPTP modellerinde p38 mitojen ile aktive olan
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kinaz (MAPK) [75], c-jun N-terminal kinaz (JNK) [76] ve Bcl-2 ile iliskili X proteini
(Bax) [77] gibi hiicre olimii ile iliskili sinyal yolaklarinin aktive oldugu
gosterilmigstir. Diisiik hiicresel ATP ve yiikksek ROS {iretiminin bu yolaklar
tetikledigi diisiiniilmektedir.

2.7.2.3.Rotenon, Parakuat, Maneb ve Metamfetamin

Herbisit olarak kullaniminin yaninda bdcek ve balik zehri olarak bilinen
dogal sitotoksik bilesik rotenonun 1990°l1 yillarda potansiyel bir Parkinson
olusturucu ¢evresel toksin oldugu ortaya ¢ikmistir. Oldukea lipofilik olan rotenon
kan beyin bariyerini kolaylikla gegmektedir. Mitokondri igerisinde biriken rotenon
ETZ’nin kompleks I iinitesini bloklar. ROS iiretimi ve GSH azalisinin oksidatif stresi
indiikledigi distintilmektedir [78]. Bununla birlikte davranigsal degisiklikler,
inflamasyon, a-siniiklein agregasyonu ve Lewy benzeri cisimcik olusumu, oksidatif
stres ve gastrointestinal problemler gibi PH’nin pek ¢ok ayirict 6zelligini taklit ettigi
One siriilmektedir. [79]. Stereotaksik yolla siganlarin MFB’lerine uygulanan
rotenonun striatal DA kaybina neden oldugu tespit edilmistir [80]. Ancak bu
husustaki veriler zayif bulunmaktadir. Fareler ve maymunlarla yapilan girisimler ise
¢ok verimli sonuglar saglamamustir.

Giiglii bir herbisit olan ve pek ¢ok organa zararli oldugu bilinen parakuatin,
MPTP’nin aktif metabolitine olan yapisal benzerligi ilgi uyandirmigtir. Sodyum
bagimli tasiyict ile hiicre igine alinan parakuat, kompleks 1 inhibisyonu ile
mitokondriyal toksisiteye neden olmaktadir [81] (Sekil 2.4). Farelere sistemik
uygulanan bu noérotoksin ile elde edilen sonuglar ¢eliskilidir. Bazi ¢aligmalarda
diisiik motor aktivite, striatal dopaminerjik sinir liflerinde ve nigral néronlarda kayip
tespit edilirken [40], bazilarinda yalnizca noéron sayisinda hafif bir azalma
belirlenmis [82], bazilarinda ise higbir fark bulunamamistir [83-84].

Fungusit olarak kullanilan manebin kompleks III’i inhibe ederek
dopaminerjik néronlar1 hasara ugrattig1 gosterilmistir [85].

Amfetaminler psikostimiilan olarak bilinse de metamfetamin gibi bazi
derivatifler, sinir sisteminde hem fonksiyonel bozukluk hem de yapisal
degisikliklerle sonug¢lanan norotoksik etki gostermektedir. Yiksek dozda
metamfetamin uygulanan kemirgenlerin 6zellikle nigral néronlarinda anlamli bir
kayip gozlense de [86-87] bu model ¢ok giivenilir degildir.

2.7.3. Genetik Modeller

PH uzun zamandir genetik tabanli olmayan, sporadik orijinli bir hastalik
olarak diisiiniilse de hastalarin %5-10’unda genetik mutasyonlar gézlenmektedir. o-
siniiklein veya 16sinden zengin tekrarlayan kinaz-2 (LRRK-2) mutasyonlarini tagiyan
pek cok otozomal dominant transgenik model tanimlanmistir. Bu modellerin pek
cogunda inkliizyonlar eksprese edilse de gilicli bir norodejenerasyon
gozlenememistir. Fosfataz ve tensin homologu (PTEN) indikli putatif kinaz
(PINK1), Parkin veya DJ-1’den yoksun otozomal resesif modeller de tanimlanmis
fakat bu modeller de nigrostriatal patolojiyi sergileyememistir. ilerleyici bir
dopaminerjik noron kaybi gerceklesmedigi icin mevcut genetik modellerin higbiri
tam olarak PH’y1 yansitmamaktadir.
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2.7.4. Gelecekteki Yonlenmeler

Simdiye kadar PH’nin tiim aymric1 Ozelliklerini taklit eden bir model
olusturulamamistir. Bunu gergeklestirebilmek i¢in son zamanlarda ayni hayvan
tizerinde hem genetik mutasyon hem de norotoksinler birlikte uygulanmistir [88].
Gelecekte, yasa bagimli Parkinson fenotipini, a-siniiklein inkliizyon patolojisini ve
PH patofizyolojisini sergileyen hayvan modellerinin gelistirilmesi biiylik 6nem
tasimaktadir.

2.8.  Glutatyonun Parkinson Hastahgindaki Rolii ve Onemi

GSH, hiicresel antioksidan savunmanin ana komponentlerindendir. PH’da
GSH azalis1 ise en erken meydana gelen biyokimyasal degisikliklerden biridir [2].
Yakin zamana kadar genel kani, GSH seviyesindeki bu diisiisiin PH patogenezine
katilan oksidatif stresin bir sonucu olduguydu. Ancak ortaya ¢ikan yeni kanitlar,
GSH azalisinin Parkinson patogenezinde bizzat aktif rol oynayabilecegi yoniindedir

[2].

2.8.1. Glutatyon Fonksiyonlar: ve Metabolizmasi

Glutatyon (y-L-Glu-L-Cys-Gly), memeli hiicrelerinde en fazla (0,5-10
mmol/L) bulunan, hiicre i¢i protein olmayan tiyol bilesigidir [89-90]. GSH’1n beyin
hiicrelerindeki dagilimi esit degildir. Astrositler, ndronlara oranla daha fazla GSH
icermektedir [91]. Hiicresel GSH’1n biiyiik bir ¢ogunlugu (%85-90) sitozolde, geri
kalan1 ise mitokondri, niikkleer matriks ve peroksizomlarda bulunmaktadir [92].
Immiinohistokimyasal ~veriler ise ndron iginde GSH’in ¢ogunlukla sinir
sonlanmalarinda bulundugunu gdstermektedir. Hiicre dis1 GSH konsantrasyonu ise
oransal olarak daha disiiktiir (plazmada 2-20 pmol/L) [93-94]. GSH hiicreyi ROS ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’ni de kapsayan endojen ve ekzojen toksinlere karsi
korur. Serbest radikaller GSH’mn enzimatik olmayan rediiksiyonu ile
uzaklastirilirken,  hidroperoksitlerin uzaklastirilmas: igin glutatyon peroksidaz
(GPx)’in enzimatik reaksiyonu gerekmektedir (Sekil 2.5) [89-91, 93]. Her iki
reaksiyon da glutatyon disiilfit (GSSG, okside glutatyon) olusumu ile sonuglanir.
GSSG ise pentoz fosfat santindan elde edilen Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH)’1 kullanan Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi araciligiyla tekrar GSH’a
indirgenir [89]. GSH ayrica, protein siilfenik asitlerin indirgenmesi, protein mixed
distilfitlerin olusumu ve takip eden indirgenmeleri gibi pek c¢ok reaksiyon ile
proteinlerin siilfidril gruplarini modifiye eder. Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi
GSH ve elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu saglar. Bu konjugatlarin hiicre
disina ¢ikarilmasi toksinlere kars1 koruma saglamaktadir [89-91, 93].

Bir hiicrenin redoks diizeyi degistigi zaman, fazla GSH kullanimi ortaya
¢ikmaktadir. GSSG’nin GSH’a geri indirgenmesine ragmen, GSH konjugat olusumu
ve hiicre digina atilimi nedeniyle GSH azalisi meydana gelmektedir. Bu azalis de
novo GSH sentezi ile hafifletilmektedir [89, 93]. Noronlarda ve glia hiicrelerinde
GSH sentezi, diger hiicrelerde oldugu gibi ATP bagimli iki basamaktan olugsmaktadir
(Sekil 2.5) [89-91, 93]. Bu basamaklarin ilki glutamat ve sisteinden y-glutamilsistein
olusumudur. Hiz kisitlayici olan bu basamakta sistein miktar1 kritik faktor [90, 93]
olmasina ragmen reaksiyon GSH diizeyinden de etkilenmektedir. Zira bu reaksiyonu
gerceklestiren L-glutamat:L-sistein y-ligaz (GCL) enzimi negatif geri bildirim
yoluyla GSH tarafindan inhibe edilmektedir. Ikinci basamakta GSH’1 olusturmak
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lizere y-glutamilsistein molekiiliine glutatyon sentaz (GS) enzimi araciligiyla glisin
eklenmektedir [90, 93]. Ozellikle astrositler olmak iizere glia hiicreleri néronlara
GSH substratlar1 saglanmasinda onemli rol oynamaktadir. Astrositler tarafindan
sentezlenen ve hiicre disina ¢ikarilan GSH, ekto-enzim y-glutamil transpeptidaz (y-
GT) enzimi araciligiyla transpeptidasyona ugrar ve sonucta sisteinilglisin ve v-
glutamil aminoasiti ortaya ¢ikar. Olusan sisteinilglisin dipeptidazlar araciligiyla
kendisini olusturan amino asitlere parcalandiktan sonra ndronlar tarafindan GSH
yapimi i¢in kullanilabilmektedir [2]. Bu substrat saglama mekanizmasi glutamat
reseptorlerini aktive edebilen fazla miktarda hiicre disi sisteinin norotoksik etkilerini
de azaltmaktadir [90].

Hiicreden salinir

/ \ s . . . .
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HO OH
0o o} \
(7) No; \
a G+ g ©
GSH ~ no, Elektrofillerle =0 o A
S~ GSH konjugasyon HO\ oH
GSH G
Amino asit NO, 5
e GSSG
+GT H:0
g | Gama-glutamil
M amino asit Hidroperoksitin
uzaklastinlmasi ¢
(3) (5 Protein-S
(6) rotein-SH
Sisteinilglisin Glisin 2GSH + H.0» GS' + Gg.
/ GSH sentezi gemasghitomizten Protein-S-SG + GSH Mix disiilfitlerin A
olusumu ve indirgenmesi
Dipeptidaz H.0
™~~~ Sistein S
Glisin —do_y
o Protein siilfenik asitlerin indirgenmesi
sistein+glutamat
Protein-S-OH + GSH = Protein-SH + GSe
o Re + GSH =———p RH + GS*
Astrosit NG
\ ), oron Radikallerin indirgenmesi

Sekil 2.5. Glutatyon Fonksiyonlar1 ve Metabolizmast [2]
1: y-GT, 2: GCL, 3: GS, 4: GR, 5: GPx, 6: Grx, 7: GST

2.8.2. Glutatyon Azahsinin Nedenleri

GSH, bir hiicrenin GSSG:2GSH seklinde ifade edilen redoks dengesini
devam ettirmek i¢in fonksiyon goren bir antioksidandir [95]. Hiicrenin indirgeme
kapasitesindeki bir diisme ya da doniistiirme potansiyelindeki bir artmaya bagh
olarak redoks dengesi GSSG lehine degistigi zaman oksidatif stres olusmaktadir [96].
Bunlardan ilki agirlikli olarak GSH olmak iizere hiicresel antioksidan seviyelerindeki
azalistan, ikincisi ise fazla miktarda ROS ve RNS iiretiminden kaynaklanmaktadir.
Bu degisikliklerin toplam sonucu oksidatif stresin artmasidir. Oksidatif stres pek ¢ok
hiicresel makro-molekiiliin hasarlanmasina neden olmaktadir. Parkinsonlu hastalarin
SN dokularinda oksidatif DNA hasari, lipid peroksidasyonu ve protein hasari
belirteglerinden 8-hidroksiguanin, 4-HNE ve protein karbonil diizeylerinde artis
tespit edilmistir [97-99].
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2.8.3. Parkinson Hastah@ginda Glutatyon Sentezi ve Mekanizmasinda Meydana
Gelen Degisiklikler
PH’da meydana gelen GSH azalisi, GSH’1n normal redoks kosullar1 altinda
sentezinde ya da geri kazanimindaki bir azalmanin sonucu olabilir. Bu ihtimali test
etmek icin GSH sentez ve metabolizmasina katilan enzim ve substratlarin
degerlendirilmesi gereklidir.

S6z konusu GSH azalisindan, GSH sentezindeki hiz kisitlayict enzim olan
GCL’nin aktivite azalisinin sorumlu olabilecegi ongoriilmiistiir. Tiim beyinde GCL
aktivite seviyelerinin yaglanma siirecinin bir sonucu olarak azaldigi bilinmektedir
[100]. Bu azalis GCL enziminin substratlarina afinitesini modiile eden hafif alt
tinitesinin  [93] seviyesindeki azalisa atfedilmektedir [100]. GCL inhibit6érii L-
biitionin (S,R)-siilfoksimin (BSO) uygulamas1 ile GSH diizeyinin azaldig1
bilinmektedir [101]. BSO uygulamasi ile mitokondrilerin hasara ugradigi [102],
nigrostriatal néronlarda lipid peroksidasyonun arttig1 ve distrofik uzantilarin olustugu
gosterilmistir [103]. BSO uygulamasinin mezensefalik dopaminerjik kiiltiirlerde de
GSH azalisina neden oldugu ve bu azalisin hiicre 6limi ile sonuglandig
gosterilmistir [104-105]. Bununla birlikte, mezensefalik dopaminerjik néronlar 6 ve
12 saat siireyle deneysel Parkinson olusturucu norotoksin MPP*’ye maruz birakilinca
GCL aktiviteleri diigsmiis, fakat bu diislis uygulamadan 24 saat sonra ortadan
kalkmistir [106]. Ayrica Parkinsonlu hastalarin beyinlerinde yapilan post-mortem
bir ¢alismada GCL aktivitesinde bir degisiklik tespit edilememistir [107]. Diisiik
GCL aktivitesinin Parkinsonda meydana gelen GSH azalisinin temelini olusturmasi
muhtemel goriinmese de, hastaligin insidansinin yaslanmayla neden arttigin
agiklamaya yardimci olabilir [108].

GSH sentezi icin gerekli olan sisteinin saglanmasinda meydana gelen bir
degisikligin GSH azalisina neden olabilecegi one siiriilmiistiir [90]. Dolasimdaki
sistein seviyesi yaslanmayla birlikte azalmakta [109], PH insidansi ise yaglanmayla
birlikte artmaktadir [108]. Ayrica MPTP uygulamasi, sisteinin noronlara alinmasini
saglayan uyarict amino asit tasiyict 1 (EAAC1)’in dopaminerjik noronlarin hiicre
membranina translokasyonuna neden olmustur. Bu sonu¢ dopaminerjik noronlarin
GSH homeostazisini devam ettirme girisiminde bulundugunu géstermektedir [110].
Bununla birlikte MPTP uygulamast EACC1’in nitrasyonunu da arttirmis, bu artis
EACC1’in inaktivasyonu ve dolayisiyla sistein alimiminin azalisindan sorumlu
tutulmustur [110].

GSH azalisi, GSSG ve GSH konjugatlarinin fazla miktarda hiicre disina
atilmasindan da kaynaklaniyor olabilir [111]. Ancak, GST aktivitesi degismedigi
i¢in en azindan enzimatik konjugasyonun artmadig1 sdylenebilir [107]. Ayrica MPP”
uygulanan mezensefalik hiicrelerde GSH diizeyi %30 oraninda azaldigi halde GSH
konjugat atiliminda bir artig olmamistir [106].

GSH’1in GSSG’ye enzimatik olmayan yolla oksidasyonunun artmasi olasidir
ve bunun i¢in en muhtemel substrat ROS ve RNS’lerdir. De novo senteze ek olarak
GSSG’nin GSH’a geri indirgenmesi GSH’in  hiicresel diizeyinin devam
ettirilebilmesi i¢cin Onemlidir. Bu indirgenmeden sorumlu olan GR enzim
seviyelerinin Parkinson hastalarinda arttigi bildirilmistir [89]. Bu c¢alisma, GSSG
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seviyelerinin artmig olabilecegini ya da nigral hiicrelerin GSH seviyesini
stirdiirebilmek i¢in girisimde bulundugunu gostermektedir. Bu bulgular aymi
zamanda, MPP" uygulanan mezensefalik dopaminerjik néronlardaki GR enzim
aktivite artis1 [106] ile de uyum gostermektedir. Bununla birlikte GR enzimi, aktivite
artig1 gostermeden Once gegici siireyle diismiistiir [106]. GR aktivitesindeki bu diisiis
oksidatif strese yol agan GSSG:2GSH oran degisimine neden olabilir. Bu oksidatif
stres, GSH sentezi ve metabolizmasini saglayan enzimlerin seviyeleri normale
donene kadar devam edecek olan nérodejenerasyonun baslamasi igin yeterli olabilir.

2.8.4. Parkinson Hastahi@ginda Oksidatif ve Nitrozatif Stres Kaynaklari

Parkinsonlu hastalarin post-mortem beyin dokularinda yapilan pek c¢ok
calisma oksidatif ve nitrozatif stresin dopaminerjik ndron dejenerasyonuna
katildigini gostermektedir [112]. Bu hastalarin beyinlerinde katalaz (CAT), SOD ve
GPx gibi baglica antioksidan enzimlerin ve GSH’1n azaldig bildirilmistir [107, 113-
114]. Daha sonra lipid, protein ve DNA’nin oksidatif hasara ugradigi tespit edilmis,
bu da oksidatif stresin PH’da fonksiyonel 6nem tasidigini dogrulamistir [97-98, 115].
Ancak, PH’da oksidatif stres yalnizca beyinle sinirli degildir. Oksidatif hasar
belirteclerinin periferde de tespit edilmesi daha genellenmis bir hastalik siirecini
gostermektedir [116].

Mitokondri, nitrik oksit sentaz (NOS), arasidonik asit metabolizmasi, ksantin
oksidaz, MAO ve P450 enzimleri beyindeki ROS kaynaklaridir. Beyin total viicut
agirliginin %2’sini olustursa da dinlenim durumunda total viicut oksijeninin %20’sini
kullanir. Noronlar, enerji liretimi i¢in Oncelikli olarak oksidatif fosforilasyona tabi
olduklar1 i¢in genel olarak diger hiicrelere oranla oksijen metabolizmasinin toksik
triinlerine daha fazla maruz kalirlar. Diger dokulara gore daha az antioksidan ve
serbest radikal yok edici ajana sahip olan beyin oksidatif strese karsi hassastir.
Dopaminerjik noronlar ise ek bir oksidatif strese maruz kalmaktadir [117].

Di1s orbitallerinde eslesmemis elektron tasiyan molekiiller olarak tanimlanan
ROS’un olusumu oksijene bagimli (aerobik) solunumun kaginilmaz bir sonucudur.
Okaryotlarda enerji mitokondrilerde Krebs siklusu ve ETZ aracilifiyla ATP
formunda iretilir. Krebs siklusunun son tiriinlerinden NADH ve FADH2, ETZ
tizerindeki bir seri elektron tasiyicisina elektronlar1 verir. Bu da i¢ mitokondri
membrant boyunca bir proton gradiyenti olusturur. Bu gradient ise ATP sentaz
enzimi arciligiyla Adenozin difosfat (ADP)’in ATP’ye oksidatif fosforilasyonunda
kullanilir. NADH ve FADH2 tarafindan verilen elektronlar bir seri elektron
tastyicisini gegtikten sonra oksijen molekiillerini H,O’ya indirger [118]. ETZ zinciri,
kompleks I (NADH dehidrogenaz, kompleks Il (siiksinat dehidrogenaz), koenzim Q,
kompleks 1l (sitokrom bcl kompleks), sit-c ve kompleks IV (sitokrom c
oksidaz)’ten olugmaktadir. Bu komponentler molekiiler oksijen (O2)’1 H20;’ye
indirger [118]. ETZ zincirinden elektron kagagi oldugu zaman O;’nin siiperoksite
kismi rediiksiyonu gergeklesir. Elektron kagagi baslica kompleks I’de olmak iizere
kompleks III ve kompleks IV’de meydana gelmektedir [119-123]. Cesitli hiicresel
komponentleri oksidatif hasardan korumak i¢in SOD enzimi siiperoksiti H,O;’ye
metabolize edebilir, CAT enzimi ise H,0,’yi su (H,0) ve O;’ye doniistiirebilir (Sekil
2.6). Bu reaksiyonlar hiicre yasayabilirligi i¢in ¢ok onemlidir, ¢iinkil siiperoksit ve
H,O, hiicre icin son derece toksik olan ek ROS’lar1 olusturmak iizere diger
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molekiiller ile reaksiyona girebilir. Ornegin eger H,O, CAT enzimi aracilifiyla
metabolize edilmezse Fenton reaksiyonu araciligiyla hidroksil radikali ya da
hidroksil anyonuna doéniisebilir (Sekil 2.6) [124-125].
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Sekil 2.6. Parkinson Hastaliginda Oksidatif ve Nitrozatif Stres Kaynaklari [126]

Dopaminerjik noronlarin oksidatif strese karsi 6zellikle hassas olmalarinin
sebeplerinden biri ROS ve H,0; iiretimine neden olan DA metabolizmasidir [117].
DA’nin enzimatik olmayan oto-oksidasyonu reaktif kuinonlari olustururken, MAO
ve katekol-O-metil-transferaz (COMT) tarafindan enzimatik metabolizmas1 ise
H,0O’yi olusturur [117]. DA’nin Siklooksijenaz-2 (COX-2) tarafindan metabolize
edilmesi ise reaktif kuinonlari ve semikuinonlar1 olusturmaktadir [127-128]. MPTP
fare modelinde COX-2’nin genetik veya farmakolojik olarak ablasyonunun
noroprotektif etki gosterdigi tespit edilmistir [129]. Kuinonlar ve semikuinonlar,
protein sulfidril gruplar1 ve GSH ile etkilesime girerek GSH diizeyinin diismesine
neden olmaktadir [117]. H,O; nin detoksifikasyonu GPx enzimini gerektirmektedir,
ancak Parkinsonlu hastalarda bu enzim aktivitesinin diistiigi belirlenmistir [130].
GPx enzimi ko-substrat olarak GSH’y1 kullandigi igin aktivite azalisina diisiik
GSH’1n neden oldugu 6ne siiriilmiistiir. H,O; gecis metalleri varliginda, lipid, protein
ve DNA’ya hasar verdigi bilinen, olduk¢a zararli olan hidroksil radikaline
doniisebilmektedir. 6-OHDA uygulanan siganlarda Fe, ¢inko, manganaz ve bakir gibi
gecis metallerinin diizeylerinin arttigi bildirilmistir [131]. Yaklasik olarak 2,5 kat
olmak tizere en fazla artis toplam Fe’de gozlenmis, ayrica benzer oranda toplam Fe
artis1 Parkinsonlu hastalarda da tespit edilmistir [132]. Bununla birlikte bu artigin
spesifik olmadigi, hemen hemen tiim nodrodejeneratif hastaliklarda tespit edildigi
bildirilmistir [133]. DA metabolizmasi, detoksifikasyonu i¢in GSH’a ihtiya¢ duyulan
pek cok radikal tiirlinii iretmektedir. Sonug olarak dopaminerjik néronlarda GSH’a
bazal gereklilik yiiksek oldugu i¢cin GSH veya ROS/RNS’deki kiiclik degisikliklerin
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biiyiik etkileri olabilmektedir. Bununla birlikte ventral tegmental alan (VTA) gibi
beyin sapindaki pek ¢ok diger alanda bulunan dopaminerjik noronlar PH’da
etkilenmemektedir. Bu da nigral dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonuna DA
metabolizmastyla iliskili olmayan baska faktorlerin katilabildigini gostermektedir.

Inflamasyon sirasinda defans mekanizmasi olarak da ROS iiretilmektedir
[124]. Omegin NADPH oksidaz 2 (NOX2) ve fagositlerdeki diger fagozomal
enzimler, hiicreyi istila eden patojenleri oldiirmek icin inflamasyon siirecinde
stiperoksit ve hipoklordz asit gibi ROS’lar1 olustururlar [124]. Fagositler tarafindan
ROS olusumu 6nemli bir defans mekanizmasi olsa da kronik inflamatuar cevap

sirasinda olusan fazla miktardaki ROS iiretimi ¢esitli patolojik durumlara katiliyor
olabilir [124].

Oksidatif strese katkida bulunan diger bir unsur ise nitrik oksit (NO)
metabolizmasidir. NO, uzun zaman Once vazodilatasyon ve ndrotransmisyonda
gorevli bir sinyal molekiilii olarak tanimlanmistir. Sinyal transdiiksiyonu sirasinda
NO, ¢oziinebilir guanilaz siklaz (sGC)’1 aktive ederek vazodilatasyonu indiikleyen
ikincil haberci siklik GMP (cGMP)’nin olusumuna neden olur [134-135]. NO,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve
noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) olmak {izere nitrik oksit sentaz enziminin ii¢
izoformu tarafindan tiretilmektedir [136]. NO, 6nemli bir sinyal molekiilii olmasina
ragmen oldukca toksik olan RNS’leri olusturmak iizere ROS’lar ile reaksiyona
girebilir. Ornegin NO, siiperoksit anyonlar1 ile reaksiyona girerek peroksinitriti
olusturabilir. Peroksinitrit ise nitrojen dioksit, karbonat ve hidroksil radikali gibi
daha toksik molekiillere doniisebilir [137-138] (Sekil 2.6).

Mikroglialarda bulunan NOX ve NOS enzimlerinin genetik veya
farmakolojik ablasyonunun MPTP toksisitesine karst koruma sagladigi tespit
edilmistir [139-143]. Bu da, GSH azalis1 ve Parkinson patogenezi i¢in mikroglialarin
onemli bir ROS/RNS kaynagi olabilecegini gostermektedir. Mikroglia ve PH
patogenezi arasindaki iliski Parkinsonlu hastalarda ve MPTP uygulamasi sonrasi
farelerde goriilen glial aktivasyon reaksiyonu ile desteklenmistir. Bu glial
reaksiyonun maksimal dopaminerjik néron 6liimii gézlenmeden 6nce pik yapmasi
yalnizca bir cevap olmadigini gostermektedir [141]. Mikroglia aktivasyonunun
inhibisyonu MPTP nérotoksisitesini azaltmistir [144]. Ayrica tiim beyinde en fazla
mikroglia igeren bolgenin SN oldugu tespit edilmistir [145]. GSH azalis1 ile
ROS/RNS olusumunun olduk¢a yakindan iligkili oldugu bilinmektedir, ancak
hangisinin daha dnce meydana geldigini belirlemek zordur.

2.8.5. Glutatyon Azalisi ve Mitokondriyal Kompleks I inhibisyonu
Mitokondriyal kompleks I, ETZ’nin ilk ve en komplike elemanidir. Kompleks
I, NADH’1 oksitler ve elektronlar1 ubikinona transfer eder. Parkinson hastalar1 aym
yastaki kontrolleri ile kiyaslandiginda nigral kompleks I fonksiyonlarinda bir
bozukluk gézlenmistir [122]. Takip eden galismalarda ise iskelet kasi, trombosit ve
lenfoblastlarda da mitokondriyal defekt rapor edilmistir [146]. PH’da kompleks |
defektinin rolii, kompleks I’i inhibe ettigi bilinen MPP*, 6-OHDA ve rotenonun
dopaminerjik noéron 6liimiinii indiiklemesi ile desteklenmistir [147-148].
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PH’da GSH azalisinin m1 yoksa kompleks I inhibisyonunun mu daha once
meydana geldigi bir tartigma konusudur. Uzun siireli orta derecede kompleks I
inhibisyonunun ROS {iretiminde artisa ve GSH seviyelerinde azalisa neden oldugu
one siirtilmiistiir [149]. Bununla birlikte pek ¢ok ¢alismada GSH azalisinin kompleks
I fonksiyonlarin1 bozabildigi gosterilmis dolayisiyla GSH’in  kompleks |
inhibisyonundan 6nce azaldigi one siiriilmiistiir. Hsu ve arkadaslari dopaminerjik
PC12 hiicrelerinde GSH diizeyinin %50 oraninda diisiiriilmesinin kompleks I
aktivitesinde %50 azalisa neden oldugunu gostermislerdir [150]. Bu etki, GCL
inhibitérii BSO uygulanan N27 hiicrelerinde pekistirilmistir [151]. Bu ¢alismalarda
kompleks I inhibisyonunun RNS bagimli oldugu 6ne siiriilmiistiir [151]. Bu hipotez
ile uyumlu olarak uzun siireli NO maruziyetinin siirekli bir kompleks I inhibisyonuna
neden oldugu, ve bu durumun GSH yoklugu ile hizlandig1 gosterilmistir [152]. Bu
inhibisyonun GSH gibi indirgeyici ajanlarin eklenmesi ile geri donmesi, nitrozotiyol
grubunun olusmus olduguna isaret etmektedir [152]. Ayrica, nitrozatif stresin
mitokondriyal proteinlerde nitrozotiyol grup olusumunu arttirdigr kanitlanmistir
[153]. Bu nitrozotiyollerin normalde GSH tarafindan uzaklastirilabilecegi
Onerilmistir. Ayrica GSH azaltilmis hiicrelerde nitrotirozin immiinreaktivitesinin
arttig1 gosterilmistir [154]. Bu c¢alismalar GSH’1n normalde kompleks I’i nitrozatif
stresten korudugu, dolayisiyla PH’da meydana gelen GSH azalisinin kompleks I
inhibisyonuna neden olabilecegine isaret etmektedir.

GSH azalisinin kompleks I aktivitesi tizerine negatif etkisine iliskin diger bir
mekanizma PH’da goriilen y-GT aktivite artisidir [107, 155]. y-GT aktivite artiginin,
DA ile reaksiyona girerek 5-sisteinil DA kuinonlarini olusturabilen sisteinin ndron
i¢ci diizeyinin artmasina neden olacagi, olusan kuinonlarin kompleks I'i inhibe
edecegi One siiriilmistiir [156]. Ancak, y-GT enziminin inhibisyonu GSH azalisiyla
indiiklenen kompleks I aktivite azalisin1 siddetlendirmistir [151]. Bu sonuglar y-GT
enzim aktivitesinde goriilen artisin, kompleks I aktivite azalisina neden olacak GSH
azaligini hafifletmek i¢in kompensatuar bir cevap oldugunu gostermektedir.

Seaton ve arkadaglart GCL inhibitori BSO uygulanan ratlarin serebral
kortekslerinde kompleks I aktivitesinin degismedigini gostermislerdir [157]. Ayrica
dopaminerjik noronlarin tersine glial kiiltiirlerde GSH azalis1 kompleks 1 aktivite
artigina neden olmaktadir [158]. Dolayisiyla GSH azalisinin kompleks I’i inhibe
etme yetenegi dopaminerjik noronlara spesifiktir ve bu 6zellik belki de PH’da bu
noronlarin  hassas olmalarinin nedenlerinden biri olabilir. Eger kompleks |
inhibisyonu GSH azalisindan sonra meydana geliyorsa akla gelen soru GSH azalis
mekanizmasinin nasil oldugudur. GSH azalis1 ve oksidatif stres karisik bir sekilde
birbirleriyle bagli oldugu i¢in kompleks I aktivitesine etki eden GSH azalis1 pek ¢ok
mekanizma sonucu meydana geliyor olabilir. Kompleks | aktivitesinin
inhibisyonunun, GSH azalisin1 siddetlendiren ROS iiretiminin artmas1 ve ETZ ile
ATP {liretiminde azalma gibi pek ¢ok etkisi vardir. Tiim bu etkiler PH ile sonuglanan
diger siireglere etki etmektedir.

2.8.6. Glutatyon Azahsi ve Ubikuitin-Proteozom Sistemi (UPS) Fonksiyon
Bozuklugu
UPS, hatali katlanmig ve hasarlanmis proteinleri parcalanmalari igin,
ubiquitin monomerleri ekleyerek 26S proteozoma yonlendirir  (Sekil 2.7).
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Ubiquitinasyon ATP bagimli bir siirectir. GSH azalisi, UPS sistemini direkt olarak ya
da sonucta ATP azalisina neden olan kompleks I inhibisyonu ile dolayli yoldan
etkileyebilir [159].

GSH azalisinin UPS’ye direkt etkisi, hem E1 ubikuitin ligaz hem de
proteozom iizerinden olmaktadir. E1 ubikuitin ligaz, ubikuitini hedefine baglayan bir
stilfidril gruba sahiptir ve bu grup ayrica GSH ile esleniktir [160]. GSH seviyeleri
%50°nin altina indigi zaman E1 ubikuitine baglanamamaktadir. Jha ve arkadaslari
GSH’1n diisiiriildiigii PC12 hiicrelerinde proteinlerin ubikuitinasyonunun azaldigini
gostermislerdir [161]. GSH i normal seviyelere restorasyonu ubikuitinasyonu da
restore etmektedir. GSH’in fonksiyonlarindan biri tiyol gruplarmi indirgenmis
(fonksiyonel) formda tutmak oldugu igin ubikuitinasyon azaliginin geri doniisebilir
olmasi tiyol oksidasyonuna bagli oldugu anlamina gelmektedir.

GSH azalis1 direkt olarak 26S proteozom iizerine de etki etmektedir. MPP*

uygulanmis kiiltiir hiicrelerinde proteozom inhibisyonunun, GSH seviyeleri %50’ nin
altina inmeden gézlenmedigi bildirilmistir [162].
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Sekil 2.7. Glutatyon Azalis1 ve Ubikuitin-Proteozom Sistemi Fonksiyon Bozuklugu [2]

2.8.7. Glutatyon Azahsi ve inflamasyon

PH’da goriilen inflamasyon siirecine GSH azaliginin etkileri ¢ok iyi bilinmese
de elde edilen kanitlar GSH ile sitokin regiilasyonunun olduk¢a baglantili oldugunu
gostermektedir. Hiicresel redoks diizeyi, interlokin-1 (IL-1), IL-6 ve Tiimor nekrozis
faktor alfa (TNF-a) transkripsiyonu ve bu sitokinler tarafindan tetiklenen sinyal
yolaklarinin regiilasyonu iizerine O6nemli bir role sahiptir. Bu sitokinler PH
patogenezinde rol almaktadir. Nitekim Parkinson hastalarinin beyin omurilik sivisi,
periferal kan ve beyinlerinde bu pro-inflamatuar sitokinlerin arttigi gosterilmistir
[163-166].

Calismalardan elde edilen kanitlar GSH azalisinin immiin cevaplari
baskilayabilecegi yoniindedir [167-170]. GSH azalisi, inflamasyonda pek c¢ok rolii
olan JNK yolagin1 etkileyerek PH’da gbzlenen infalamasyon siireglerini
degistirebilir. Normalde glutaredoksin (Grx) ile birlesik olan apoptoz sinyal regiile
edici kinazl (ASK1), JNK yolagm aktive edebilmektedir. GSH diizeyi diistiigii
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zaman Grx’in ASK1’den ayrildigr ve JNK yolagimin aktive oldugu tespit edilmistir
[90, 171]. INK’nin aktivasyonu DA’y1 oksitleyerek reaktif kuinonlari olusturan
COX-2’yi indiiklemektedir [172]. COX-2, basta prostaglandin E2 (PGE2) olmak
tizere protaglandinlerin ana kaynagidir. 15-deoksi-A-12,14-prostaglandin-J2, GSH’ya
bagimli bir bicimde COX-2’yi up-regiile edebilmektedir [173]. Sonug olarak GSH’1n
azaldig1 durumlarda COX-2 aktivasyonu artiyor gibi goriinmektedir. Bu durumun PH
patogenezine katilip katilmadigi bilinmese de COX-2’yi inhibe eden steroid olmayan
anti-inflamatuar ilaglarin uzun siire kullaniminin PH gelisim riskini azalttigi
bilinmektedir [173].

2.8.8. Tedavi Stratejileri

Diisiik GSH seviyelerinin, PH’da etkilendigi bilinen pek cok hiicresel siirecle
baglantili oldugu aciktir (Sekil 2.8). GSH azalisinin erken donemde meydana
gelmesi, bu azalisin dopaminerjik norodejenerasyonda kritik faktor olabilecegine ve
GSH’1n yerine koyulmasinin tedavi i¢in bir segenek olabilecegine isaret etmektedir.
Bununla birlikte GSH’1n yerine koyulmasinin, Parkinson tanisi tespit edildiginde
goriilen dejenerasyon iizerine tedavi edici etkisinin olup olmadigi belirlenmelidir.
Yalnizca 9 Parkinson hastasini igeren klinik bir caligmada, intravendz uygulanan
GSH’1n hastalarin klinik yetersizliklerini %40 oraninda azalttig1 gosterilmistir [174].
Ancak bu etkinin biyokimyasal mekanizmasi agik degildir. GSH’1 yerine koymanin
terapotik yararlar1 olabilir, ancak dopaminerjik néronlara dagilimi oldukg¢a zordur.
Nitekim noéronlar GSH tasiyicisina sahip olmadiklari i¢in GSH’in kendisinin
ndronlara penetre olamayacagi goriisii hakimdir [90]. Bu nedenle GSH yerine GSH
tiirevleri, analoglar1 ya da Onciillerinin uygulanmasi daha iyi bir tedavi yolu olabilir.
GSH’1n etil ester tiirevleri hiicresel GSH diizeyini arttirabilmektedir ancak santral
verilme zorunlulugu s6z konusudur. Nitekim subkutan yolla ratlara GSH etil ester
uygulanmis, fakat beyin GSH seviyelerinde bir artis gézlenememistir [7]. En yaygin
GSH onciilii olan N-asetilsistein (NAC), kan beyin bariyerini onemli diizeyde
gecememektedir [175]. Buna ragmen, rat ve gerbillere intraperitonel yolla uygulanan
NAC’m, beyin protein ve lipidlerini oksidatif hasara karsi korudugu [176-177]
gosterilmistir. Bununla birlikte NAC’1n beyne penetre olabilen versiyonu NAC amid
(AD4) gelistirilmis [178] ve bu versiyonun PC12 hiicrelerini rotenon indiiklii
toksisiteye karsi korudugu gosterilmistir. Daha sonra bu koruyucu etki in-vivo
deneylerle desteklenmistir [179]. Mezensefalik  kiiltiirlere  uygulanan  y-
glutamilsistein ve sisteinilglisin, GSH azalisim hafifletmis, MPP" ve oksidatif strese
kars1 noroprotektif etki gostermistir [90]. GSH’in diger bir dipeptid Onciili y-
glutamilsistein etil ester farelere intraperitonel yolla uygulanmis, yagda ¢oziinebilir
oldugu i¢in kan beyin bariyerinden gecebilmis ve MPTP indiiklii dopaminerjik néron
kaybina kars1 bir derece koruma saglamistir [151].
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29. YM737

YM737, GSH’ 1n glisin karbonil grubunun esterlendigi bir GSH monoesteridir
[14]. Uhlig ve Wendel, intraperitonel yolla farelere uygulanan GSH izopropil esterin
beyin de dahil olmak iizere pek ¢ok organda GSH diizeylerini arttirdigini gostermistir
[180]. GSH esterler, GSH’a oranla hiicrelere daha etkili bir sekilde taginabilmektedir
[11, 181-182]. YM737’nin insan deri fibroblastlarina GSH’dan daha etkin bir sekilde
girdigi tespit edilmistir [183]. Ayrica, hiicrelere tasinmis olan GSH monoesterler,
hiicre i¢i hidroliz yoluyla GSH’a doniisebilmektedir [11]. Bu bilgilere dayanarak,
YM737 uygulamasinin GSH’dan daha giiglii farmakolojik etkiler saglayabilecegi
Onerilmistir [183-184].

Beyin iskemisi, GSSG’de bir artis olmaksizin GSH diizeyinin diismesi ile
karakterizedir. GSH azalisinin, hippokampusta serbest radikallerin neden oldugu
elektrofizyolojik cevaplarin diizelmesini engelledigi rapor edilmistir [185]. Ayrica
GSH’1n, kiiltiir hiicrelerinde glutamat indiikli sitotoksisiteye karsi belirgin koruyucu
etki gosterdigi bildirilmistir [186]. 2-deoksiglukoz alinimi sinir terminallerinin
aktivitesini yansitmaktadir [187]. GSH agirlikli olarak sinir terminallerinde ve
dendritik ¢ikintilarda bulundugu igin sinaptik mekanizmalar1 etkilemektedir. Bu
bilgilere = dayanarak  hipoksi/hipogliseminin  neden  oldugu  presinaptik
potansiyellerinde ve 2-deoksiglukoz almimindaki azaliglar tizerine GSH ve
YM737 nin etkinlileri arastirilmis, YM737 nin daha koruyucu etki sergiledigi tespit
edilmistir [14]. YM737’nin hippokampal kesitlerdeki bu fonksiyon diizeltici etkisinin
lipid peroksidaz cevabini azaltarak yaptigi Onerilmistir [14]. Ayrica, YM737’nin
GSH’a gore daha giiglii bir radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
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[11]. Bilateral karotid arter okliizyonu yapilan siganlarda diisik GSH seviyelerinin
YM737 uygulamasi ile tamamen restore edilmesi, GSH uygulamasmin ise etki
etmemesi [188] YM737’nin hiicrelere daha iyi tasindigini géstermektedir. Bunlara ek
olarak, orta serebral arter okliizyonu ile olusturulan beyin iskemi modelinde YM737
uygulamasi hem odem gelisimini hem de GSH azalisim hafifletmistir [189].
Yamamoto ve arkadaslari YM737 nin siganlarda serebral iskemiye karst koruyucu
etkiler sergiledigini, mortaliteyi azalttigini, malondialdehit (MDA) diizeylerini
distirdiigiinii  gostermislerdir [15]. Maeno tarafindan yapilan c¢alisamaya gore
YM737 ve GSH, hipoksantin-ksantin oksidaz sisteminde benzer radikal siipiiriicii
aktivite sergilemislerdir [183]. Bu nedenle YM737°nin GSH’a gore daha gii¢lii anti-
oksidan etki gostermesi, hiicrelere daha kolay girebilmesine ve GSH azalisinmi
hafifletebilmesine baglanmistir [15]. Aymi aragtirmacilarin  yaptigi bir bagka
calismada YM737 uygulamasinin, serebral hematom olusturulan si¢canlarda meydana
gelen norolojik bozukluklar azalttigi, MDA artigini hafifletti gosterilmistir [184].

Sol inen arterin baglanmasiyla kalbin sol ventrikiilinde meydana gelen
iskemik alanlarda GSH diizeyinin azaldigi gosterilmistir [190]. Buna dayanarak,
izole kalp c¢aligmasinda, kardiyoplejik soliisyona serbest radikal siipiiriicii olarak
YM737 eklenmis, ozellikle izovolumetrik sol ventrikiil fonksiyonu ve ventrikiil
kompliansi agisindan korunma sagladigi gozlenmistir [191].

Yasl insanlarda gozlenen katarakt hastaligmin lenste meydana gelen GSH
azalisi ile iligkili oldugu bilinmektedir [192]. Ancak dokuya etkili bir sekilde niifuz
edemedigi i¢in GSH uygulamasi basarili bir tedavi saglayamamistir. Ratlara
intraperitonel yolla 500 mg/kg dozda YM737 uygulandiktan 15 dakika sonra plazma
ve akéz humorde GSH-ester tespit edilmistir. Enjeksiyondan 4 saat sonra ise
sicanlarin lenslerinde GSH diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Bu bulgu GSH-esterin
akoz humorden lense tagindigini ve burada GSH’a ¢evrildigini gostermektedir. Ayn
calismada YM737 uygulamasinin, X-ray indiiklii lens opaklagsmasinmi geciktirdigi, 27
hafta boyunca lensteki GSH diizeylerini normal seviyede tuttugu gosterilmistir [193].
GSHe-etil ester uygulamasinin insan kiiltiir hiicrelerini X-ray 1sinina kars1 korudugu
gosterilmistir [182]. GSH-izopropil ester uygulanan farelerin kadmiyum indiiklii
bobrek hasarma [194], parasetamol ve allil alkol indiiklii karaciger hasarma [180]
kars1 koruyuculuk sagladigi da tespit edilmistir. Bu bulgular GSH izopropil esterin
terapotik ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Bir GSH analogu olan YM737’nin avantaji intraperitonel olarak
uygulanabilmesi, dolayisiyla non-invaziv bir tedavi umudu vermesidir. Periferal
YM737 uygulamasiin deneysel Parkinson modelinde nigral GSH diizeyini arttirma
yetenegi daha dnce ¢alisilmamstir.

2.10. Hiicre Oliim Yolaklar

Norolojik hastaliklarin pek ¢ogu istenmeyen noron liimii ile karakterizedir.
Bu hastaliklarin tedavisinde amag hiicre 6liimiinii durdurmaktir. Dolayisiyla hiicre
0liim mekanizmalarinin arastirilmasi hedefe ulagsmak igin 6nemlidir.
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2.10.1.Nekroz

Hiicrenin stoplazmasinin sismesi, ¢ekirdeginin ayrismasi, organellerde
bosluklarin olugsmas1 ve nihayetinde parcalanma stlireci ‘“nekroz” olarak
tanimlanmaktadir [195-196]. Nekroz tek bir hiicrenin ya da bir hiicre grubunun litik
yikimidir.  Metabolik  inhibisyon, anoksi ve oksidatif stres nekrozu
tetikleyebilmektedir. Hiicre nekrozu, o6zellikle hiicre hacim kontrolii olmak {izere
hiicre homeostazisinin hizli ve siddetli bir sekilde bozulmasi sonucu meydana
gelebilir [197]. Nekroz siirecinde, Na-K ATPaz enzimi gibi membran ile iliskili
enzimlerin ve plazma membranimin fonksiyonel biitiinliigiiniin bozuldugu, ani akis
nedeniyle sodyum (Na') ve kalsiyum (Ca’") gibi iyonlarin ve suyun arttigi,
mitokondrilerin hasar gordiigii ve biyoenerjetik ¢okilisiin  meydana geldigi
bildirilmistir [198-201]. Nekroz sonrasi meydana gelen hiicresel artiklar dokuda
inflamasyonu tetiklemektedir. Nekrozda membrana bagl fragmanlarin olusumu s6z
konusu degildir. Nekrozda g¢ekirdegin karyolizi, kromatinin pek c¢ok sekilsiz kii¢iik
kiimelere yogunlasmasi ile gergeklesmektedir. Nekroza giden hiicrelerde, proteazlar
ve DNAaz’lar aktive oldugu igin DNA degisik biyiikliiklerde fragmanlara
par¢alanmaktadir. Bu stoplazmik ve niikleer degisiklikler nekroz icin oldukca
tanisaldir.

2.10.2. Programlanms Hiicre Oliimii

Clarke, 1990 yilinda programlanmis hiicre 6liimii (PCD)’nii morfolojik olarak
4 ayn kategoride siniflandirmistir [202]. Tip I hiicre 6liimii, kaspazlar ile yiiriitiilen,
hiicre 6lim reseptorleri ya da mitokondri/sit-c sinyal kaskadlar ile regiile edilen
klasik apoptoza karsilik gelmektedir. Tip I hiicre 6liimii ayrica, apoptotik faktdrlerin
(Bax, Bim ve Fas reseptorii) ve pek ¢ok transkripsiyon faktoriiniin [203] gen
regililasyonu ile karakterizedir. Tip II ya da otofajik hiicre 6liimii, mitokondri gibi
organelleri yutan ve bunlarin degradasyonunu tetikleyen ¢ift membranli stoplazmik
vezikiillerin varlig1 ile karakterizedir. Tip III (A ve B) hiicre 6liimii ise lizozomal
olmayan vezikiiler degradasyon olarak tanimlanmaktadir.

2.10.2.1. Otofaji

Otofaji, dkaryotik hiicrelerin kendi stoplazma ve organellerini indirgedigi bir
mekanizmadir [204]. Otofaji, hiicreye az besin saglandigi zaman proteinlerin geri
doniistimil i¢in 6liimciil olmayan homeostatik stres cevap mekanizmasi olarak ya da
hiicre 6liim mekanizmas1 olarak fonksiyon goriir. Otofaji bir PCD tipi olarak da
tanimlanmaktadir.  Organellerin ve proteinlerin degredasyonu lizozomal sistem
tarafindan  gerceklestirilmektedir. Dolayisiyla otofajinin  belirteclerinden  biri
lizozomal orijinli otofajik vakuollerin birikimidir. Otofaji hem gelisim sirasinda hem
de patolojik durumlarda goriilmektedir. Tor kinaz, fosfotidilinositol 3 (P13)-kinaz ve

otofajinler olarak adlandirilan sistein proteaz ailesi otofajide fonksiyon iistlenmistir
[205-206].

2.10.2.2.Apoptoz

Apoptoz sistemli bir sekilde bir hiicre ya da hiicre grubunun parcalanmasidir.
Apoptoz, kaspaz olarak adlandirilan enzimlerin goérev aldigi, ATP-bagimli bir hiicre
intihar formu olan PCD o6rnegidir. Ancak, kaspazlara bagli olmayan apoptotik ve
apoptotik olmayan PCD formlar1 da tanimlanmistir [207]. Bu nedenle apoptoz ve
PCD terimleri es anlamli olarak kullanilmamalidir. Apoptoz spesifik molekiiller
igeren, intrensek transkripsiyon bagimli [208] ya da transkripsiyon bagimsiz [209]
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mekanizmalar ile gergeklestirilmektedir (Sekil 2.9). Apoptotik PCD, fazla hiicreleri
elemine etmek iizere gelisimsel organogenez, histogenez ve eriskin doku
homeostazisinde goérev almaktadir. Bir giinde saglikli ¢ocuklarda 20-30 milyon,
saglikli erigkinlerde 50-70 milyon hiicrenin apoptoz ile 61digii bildirilmistir [210].

Klasik apoptozda hiicre kiigtiliir, yakinindaki hiicreler tarafindan ortadan
kaldirilabilecek sekilde kiiglik pargalara ayrilir. Niikleer parcalanma da diizenli bir
sekilde meydana gelir. DNA spesifik bir sekilde fragmanlara ayrilir. Kromatin,
niikleer zarfa bitisik hilal seklinde ya da niikleus igerisinde diizgiin yuvarlak kiimeler
halinde paketlenir. Apoptozda, DNA’y1 parcalayarak merdiven goriintiisii imajini
veren enzimler fragmantasyon faktdrii 45 (DFF45)’i de kapsayan [211] Ca™ ile
aktive olan DNAaz’lardir [212]. Bununla birlikte apoptoz, kromozomal DNA
parcalanmasindan bagimsiz olarak da ortaya ¢ikabilmektedir [213]. Apoptoz
sirasinda meydana gelen stoplazmik yikim da diizenlidir. Stoplazma yogunlasir, daha
sonra hiicre boyut olarak kiiciiliir, ancak plazma membrani saglam kalir. Bu esnada
ATP-bagimli siire¢ler i¢in mitokondrinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Daha
sonra niikleer ve plazma membranlar1 ¢aprasik bir hal alir ve hiicre tomurcuklanma
olarak adlandirilan bir siirece girer. Bu siiregte, niikleus ile stoplazma birlikte
fragmantasyona ugrar ve “apoptotik cisimcikler” olarak adlandirilan hiicresel
debrisler meydana gelir. Apoptotik hiicreler, fagositik hiicreler tarafindan taninmak
tizere fosfotidilserin gibi yiizey belirtecleri sergiler. Hiicresel debrisin komsu
hiicreler tarafindan fagositozu apoptozun son asamasidir.

Klasik ve klasik olmayan apoptoz cesitleri, sinir sistemi gelisimi sirasinda
[202, 214] ve siklikla sinir sitemi hasar ve hastaliklarinin patofizyolojisinde [201,
215-216] goriilmektedir.
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2.10.4.1.Apoptozun Hiicresel ve Molekiiler Regiilasyonu

Memelilerde apoptozla ilgili olarak, Bcl-2 ailesi [217-219], sistein igeren
kaspaz ailesi ve aspartat spesifik proteazlar1 [220] kapsayan pek ¢ok gen
tanimlanmistir. Pek ¢ogu mitokondriyal protein olan ya da mitokondriyi etkileyen,
apoptotik hiicre Sliimiiniin diger regiilatorleri, p53 gen ailesi, hiicre yiizeyi 6lim
reseptorleri, sit-c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), kaspazlarin ikinci mitokondriyal
aktivatorii (Smac), apoptozu inhibe edici protein (IAP) ve HtrA2/Omi’dir [97, 221-
226].

Mitokondri ve endoplazmik retikulum (ER) gibi spesifik organellerin apoptoz
stireci i¢in kritik oldugu tespit edilmistir. 1996’da mitokondrinin Bcl-2 ailesi
proteinleri ile Olim sinyallerini entegre ettigi ve Sit-c’yi stoplazmaya saldigi
kesfedilmistir.  Stoplazmada sit-c, bir stoplazmik protein olan apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1 (Apafl) ile kompleks yapar ve DNA kirilmasi ile sonuglanan
kaspaz aktivasyonunu baslatir (Sekil 2.9) [97, 225]. Hiicre i¢i Ca?* seviyesini regiile
eden ER, mitokondri ile birlikte, Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin etkisi araciligiyla
mitokondriyal permeabilite degisimini (mPT) ve Sit-Cc salinimini diizenleyen dongiide
yer alir (Sekil 2.9) [227].

2.10.4.2.Bcl-2 Ailesi: Hiicre Yasam ve Hiicre Oliim Proteinleri

Mitokondri, sit-c’nin mitokondriden stoplazmaya salinimini modiile ederek
sagladig1 apoptoz regiilasyonunda Bcl-2 aile iiyelerini kullanir (Sekil 2.9). Bu
stiregten iki model sorumludur; Bax/Bakl kanal modeli ve apoptoz ile uyarilmis
mitokondriyal kanal (MAC) modeli (Sekil 2.9).

Bcl-2 proto-onkogen ailesi, yaklagik 20 proteini kodlayan genis bir apoptoz
regiile edici gen grubudur. Bu proteinler, protein-protein etkilesiminde fonksiyon
goren, amino asit sekanslarmdaki 1-4 korunmus Bcl homoloji domaini (BH1-BH4)
ile tanmimlanirlar [217-219]. Baz1 proteinler (Bcl-2, Bcl-xL, ve Mcl-1, vb.) BH1-BH4
domainlerinin hepsine sahiptirler ve anti-apoptotik &zellik tasimaktadirlar. Pro-
apoptotik olan diger proteinler ise BH1-BH3 sekanslarina (Bax, Bakl, vb.) veya
sadece BH3 domainine (Bad, Bid, Bim, Bik, Noxa, Puma, vb.) sahiptirler. Bcl-2 aile
tiyeleri, diger aile iiyeleri ile homodimer, heterodimer ve multimer olusturabilir.
Bax/Bak1’in hem Bcl-2 hem de Bcl-xL ile heterodimerizasyonu pro-apoptotik
aktivitesini ortadan kaldirmaktadir. Bax ve Bak1 diizeyi arttig1 zaman, Bcl-2 ve Bcl-
xL’nin anti-apoptotik etkisi antagonize edilmekte ve apoptoz artmaktadir.

Bu proteinlerin pek ¢ogunun ekspresyonu gelismeye yonelik sekilde regiile
edilmistir ve dokulardaki dagilimlar1 ve hiicre i¢i lokalizasyonlar1 farklidir. Bu
proteinlerin ¢ogu merkezi sinir sitemi (MSS)’nde bulunmaktadir. Bax, Bad ve Bcl-2
baslica sitozolde, Bak1 ise agirlikli olarak mitokondride bulunmaktadir.

Mitokondriden sit-c salinimi, Bax veya Bak1 [228] ve Bax ve voltaj bagimli
anyon kanali (VDAC) [229]’ndan olusan membran kanal olusumunu igeren
mekanizmalarla meydana gelebilir (Sekil 2.9). Bax/Bakl kanal modelinde (Sekil
2.9), hiicre oOlumiini tetikleyen spesifik bir uyaran geldikten sonra, Bax
konformasyonel bir degisime ugrar ve yer degistirerek mitokondri dig membranina
girer. Benzer bir pro-apoptotik protein olan Bak-1 mitokondri dis membranina

28



lokalize olur. Bax/Bakl monomerleri sit-c’ye gegirgen olan oligomerik ya da
heteromerik kanallar1 olusturmak iizere fiziksel etkilesime girer. Bu kanallarin
olusumu pek ¢ok bolgede Bcel-2 ve Bcl-xL tarafindan bloklanir. Yalnizca BH3
domaini iceren iyeler (Bad, Bid, Noxa, Puma) pro-apoptotiktirler ve Bax/Bakl
kanalin duyarliligimni arttirmak i¢in konformasyonunu modiile edebilirler. MAC,
Bax/Bak1’e benzer bir kanal olabilir, ancak VDAC gibi ek komponentleri olabilir.

Salinmis olan sit-C Stoplazmik apoptozomlarin toplanmasimi tetikler.
Apoptozom, Apaf-1, sit-c ve prokaspaz-9’dan olusur ve memeli hiicrelerinde kaspaz-
3 aktivasyonunu baglatan motordur (Sekil 2.9) [97]. Bcl-2 ve Bcl-xL, mitokondriden
sit-c salimimini, dolayisiyla kaspaz-3 aktivasyonunu bloklamaktadir (Sekil 2.9) [230-
231]. Bu engelleme, Bax’in dis mitokondri membraninda kanal olusturma
aktivitesinin inhibisyonuyla [228] veya mitokondri membran potansiyeli ve hacim
homeostazsinin degistirilmesiyle [232] ger¢eklesmektedir. Yalnizca BH3 domainini
tastyan Bim, Bid, Puma ve Noxa proteinleri ise Bax’in konformasyonel degisimini
indiikliiyor ya da Bax’in dig mitokondriyal membranda delik olusturabilmesi igin
Bcl-xL’ye tuzak olarak hizmet ediyor olabilir [233]. Bax ve Bak genlerinden yoksun
hiicrelerin apoptoz sirasinda sit-c salinimina karst direngli oldugu gosterilmistir
[234].

Bazi anti-apoptotik proteinler mitokondriden sonraki basamaklarda da
fonksiyon goriirler. Ornegin Bel-xL, Apafl ve kaspaz-9 ile etkileserek kaspaz-9’un
Apafl aracili otokatalitik maturasyonunu engeller [235].

2.10.4.3. Kaspaz Ailesi: Hiicre yikim proteazlari

Kaspazlar (sisteinil aspartat-spesifik proteinazlar), peptid zincirinin P1
pozisyonunda hemen hemen mutlak suretle aspartata gereksinim duyan sistein
proteazlardir. Memelilerde 14 kaspaz geni tanimlanmistir [236]. Kaspazlar saglikli
hiicrelerde inaktif pro-enzim (30-50 kDa) olarak eksprese edilir. Kaspaz zimojenleri
hiicrenin farkli lokasyonlarinda farkli oranlarda bulunur. Zimojenler, bir amino-
terminal pro-domaini, bir bilyiik alt iinite (~20 kDa) ve bir kiigiik alt {inite (~10 kDa)
olmak tizere 3 domain igerir. Kaspazlar, “infazc1” kaspazlarin aktive ettigi “baslatic1”
kaspazlarin pro-enzimi kesmesi ile aktive olmaktadir (Sekil 2.9).

Baslatici  kaspazlarin  pro-domainleri, aktivitelerini diizenleyen diger
molekiiller ile etkilesimini saglayacak 6zel amino asit sekansina sahiptir. Domainler
arasindaki proteolitik siirecten sonra biiyiik ve kiigiik alt iinite bir heterodimer
olusturur. Iki heterodimerin etkilesimi ile meydana gelen tetramer birbirinden
bagimsiz fonksiyon goren 2 katalitik bolgeye sahip olur. Aktif kaspazlarin pek ¢ok
hedef proteini vardir. Kaspazlar, niikleer proteinleri, hiicre iskelet proteinlerini ve
sitozolik proteinleri pargalar.

Apafl, 130kDa’luk bir stoplazmik proteindir ve prokaspaz-9 ve sit-c igin
kenetleme rolii oynar [97]. Sitozolik ATP, sit-c indiiklii kaspaz aktivasyonu igin
kofaktordiir [97]. Apafl, ATP baglanip hidrolize oldugu zaman aktive olur, daha
sonra sit-c’nin de baglanmasiyla Apafl oligomerizasyonu gelisir. Bu oligomerik
kompleks apoptozomu olusturmak iizere prokaspaz-9’u toplar ve boylece kaspaz-
9’un oto-katalitik aktivasyonunu saglar. Aktive olan kaspaz-9 kompleksten ayrilir ve
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kaspaz-3’i aktive eder (Sekil 2.9). Kaspaz-3’iin DNAaz aktivitesi genomik DNA’nin
fragmanlara ayrilmasi ile sonuglanan bir siireci baslatir [211].

Apoptoz ile sonuglanan 3 adet kaspaz ile iligkili sinyal yolagi tanimlanmigtir
[97, 211, 225, 237]. intrensek mitokondri aracili yolak, Bcl-2 ailesine ait proteinlerle
kontrol edilmektedir. Mitokondriden sit-c salinmast ile diizenlenen bu yolakta, Apafl
aracilhigiyla kaspaz-9 ve akabinde kaspaz-3 aktivasyonu gergeklesmektedir.
Ektrensek Olim reseptor yolagi, Fas ve TNF reseptorlerini kapsayan hiicre yiizey
Oliim reseptorlerinin aktivasyonuyla gerceklesmektedir. Bu reseptdrler aktive olunca,
6limle indiiklenen sinyal kompleksi (DISC) olusmakta, kaspaz-8 aktive olmaktadir.
Aktif kaspaz-8, kaspaz-3, -6 ve -7’yi aktive eder. Kaspaz-8 ayrica, Bax ve Bakl’in
translokasyonunu, oligomerizasyonunu ve mitokondriyal membrandan girisini
saglar. Diger yolak ise DNA hasar1 veya ER stresi nedeniyle kaspaz-2’nin
mitokondri dncesi sinyal olarak aktive olmasidir [238].

2.10.4.4. Apoptozu Inhibe Edici Protein (I1AP) Ailesi

Bu aile X kromozomuna-bagli IAP (XIAP), IAP1, IAP2, néronal apoptoz
inhibe edici protein (NAIP), Survivin, Livin ve Apollon’dan olusmaktadir. Basta
prokaspaz-9 ve prokaspaz-3 olmak iizere kaspazlarin aktivasyonunu baskilayarak
anti-apoptotik etki gosterirler [239].

2.10.4.5.Apoptoz Indiikleyici Faktor (AIF)

Bir flavoprotein oksidorediiktaz olarak tanimlanan AIF mitokondriyal bir
proteindir. Fizyolojik kosullar altinda ROS siipiiriiciisii olarak ya da redoks
siklusunda gorev alir. Apoptotik bir uyaran sonucunda AIF mitokondriden salinir
(Sekil 2.9) ve niikleusa transloke olur. Kiiltir hiicrelerinde AIF’nin fazla
ekspresyonunun apoptozu indiikledigi gosterilmistir [240].

2.10.4.6. p53/p63/p73 Ailesi

Apoptoz ile hiicre 6limii, DNA hasar ile tetiklenebilmektedir. pS3, p63 ve
p73 olarak adlandirilan DNA baglayici proteinler bu siirece katilmaktadir [223]. Bu
proteinler normalde biiylimenin durdurulmasi ve tamirde gorev alirlar. Ancak, ROS,
151n ya da diger genotoksik stresler nedeniyle DNA’da uzun siireli bir hasar meydana
geldiginde hiicreyi 6liime adarlar [223]. p53 bu aileye ait en ¢ok ¢aligilan proteindir.
Kisa Omiirlii bir protein olan p53, DNA hasarina cevap olarak hizla birikir. p53
protein seviyelerindeki yiikselme, ortadan kaldirilmasinin engellenmesi yoluyla
gerceklestirilir. p53 ubikuitin bagimli proteozomal yolakla pargalanir. “Murine
double minute” (Mdm2) (insanda human double minute) p53°iin DNA hasarina kars1
cevabinin hem miktarini1 hem de siiresini kisitlar [241]. Mdm2 bunu p53’iin N-
terminal transkripsiyon aktivasyon domainine baglanarak ve DNA’ya baglanma
aktivitesini regiile ederek yapar. Ayrica Mdm2’nin p53 i¢in ubikuitin ligaz aktivitesi
mevcuttur. DNA hasart durumunda Mdm2-p53 kompleks olusumu inhibe edilir.
Aktive olan p53, hiicre biliylimesi, hiicre siklusu kontrol noktalar1 ve apoptoz (Bax,
Bcl-2, Bel-xL ve Fas, vb.) ile iliskili pek ¢ok proteini kodlayan genlerin promoter
bolgelerine baglanir. Puma ve Noxa proteinleri de p53-aracili apoptozun kritik
mediyatorleridir [229].
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2.10.4.7. ASK1/JNK/p38 Yolag

JNK ve p38 kinaz yolaklari, mitojen ile aktive olan kinaz kinaz kinaz
(MAPKKK), MAP kinaz kinaz (MAPKK) ve MAP kinaz (MAPK)’dan olusan
MAPK sinyal yolagina aittir [242-244]. Hiyerarsik fosforilasyon sonucunda
MAPK’m aktive olmasiyla gen ekspresyonunu diizenlemek iizere transkripsiyon
faktorleri ya da diger kinazlar aktiflenir.

MAP3K ailesinin bir iiyesi olan ASK1 (MAPKKK5) 160 kDA agirliginda
olup bir serin treonin kinaz olarak fonksiyon goriir. ASK1 proteininin N ve C
terminal uglarinda birer diizenleyici bdlge, ortasinda ise kinaz aktivitesine sahip
bolge bulunmaktadir. ASK1, sirasiyla JNK ve p38 kinazi indiikleyen MKK4/MKK7
ve MKK3/MKKG6’y1 fosforiller ve aktive eder [242]. INK ve p38 yolaklarinin ASK1
tarafindan aktivasyonu sonucunda [245] apoptoz gerceklesir [246]. ASK1’den
yoksun farelerden elde edilen primer néronlarin JNK ve p38 aktivasyonuna ve
oksidatif stres indiiklii apoptoza daha direngli oldugu gosterilmistir [247].

ASK1, glial hiicreler de dahil olmak {izere neredeyse tiim beyin hiicrelerinde
eksprese edilir [248]. Kritik tiyollerin redoks modifikasyonu, normal olmayan
sinyalizasyona ve ASKI1 tarafindan 6lim sinyal kaskadinin baglatiimasina neden
olmaktadir [249]. Daxx, Fas oOlim reseptorii ile etkilesime girerek ASK1’i
dolayisiyla JNK’y1 aktive eden bir proteindir [250]. Fas indiklii, Daxx aracili
aktivasyona [245] ek olarak ASK1, oksidatif stres [246, 251], ER stresi [252] ve
TNF-a [253]’y1 da igeren pek ¢ok uyaran tarafindan aktive edilmektedir. H,O, de
ASK1’i aktive eden oksidan ajanlardan biridir [254]. Normal kosullarda ASK1,
negatif regiilatorii olan Tiyoredoksin (Trx) ile bagli halde bulunur. Bir protein
disiilfit  oksidorediiktaz olan Trx, ASKI’in serin 845  bolgesinden
otofosforilasyonunu engeller. Peroksiredoksin 4 (Prx-4) disindaki bilinen tiim
Prx’ler, oksitlenmis Prx’lerin fonksiyonel ve koruyucu formlarima geri
indirgenmeleri i¢in Trx’leri elektron donorii olarak kullanirlar [255]. Hiicresel
oksidanlar ile Trx’in sistein tiyollerinin oksidasyonu sonucunda Trx, ASKI1’den
ayrilir, ASK1 aktive olur ve sonrasinda JNK ve p38 aracili hiicre 6limii meydana
gelir [256]. ASK1/p38/INK yolaginin anandamid ve NO’nun indiikledigi PC12 hiicre
Oliimiine [257-258] ve insan pulmoner vaskiiler endotelyal hiicrelerinde H,O;’nin
indiikledigi apoptoza katildigr [259] bilinmektedir. H,O2’nin, ASK1’in dimerik
formunu arttirdigi, ROS aracilt ASK1 dimerizasyonunun ASK1 aktivasyonuna ve
apoptoza neden oldugu gosterilmistir [260].

2.11. Amag ve Hipotez

Bir GSH analogu olan YM737 nin ¢esitli hayvan modellerinde sistemik yolla
uygulanmasini takiben beyin hiicrelerine etkin bir sekilde alindigi, hiicresel GSH
diizeyini yiikselttigi, hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu ve fonksiyonel
iyilesme sagladigi bilinmektedir. Periferal YM737 wuygulamasinin deneysel
Parkinson modelinde nigral GSH diizeyini arttirma yetenegi daha Once
calisilmamistir. Nigral GSH azalisinin Parkinson patolojisine katkist géz Oniine
alindiginda, kan beyin bariyerini ge¢gme O6zelliginden dolayr intraperitonel yolla
uygulanabilen GSH analogu YM737 kullanimimin Parkinson klinik semptomlarini
azaltmada etkili olacagimi diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma 6-OHDA norotoksini ile
olusturulan deneysel Parkinson modelinde ortaya c¢ikan davranigsal, histolojik ve
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biyokimyasal degisiklikler iizerine YM737 uygulamasi diizeltici etki gosterir
hipotezinin test edilmesi ve olasi etkinin mekanizmasinin ortaya koyulmasi amaciyla
planlanmustir.

32



GEREC ve YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji, Biyokimya, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarlari, Noroloji Anabilim Dali Deneysel Beyin
Arastirmalar1  Laboratuari, Merkez Laboratuari, Deney Hayvanlar1 Unitesi ve
Hacettepe Universitesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarlarinda
gerceklestirilen bu calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden
temin edilen ortalama 350-400 g agirhiginda, 3 aylik, erkek Wistar siganlar
kullanilmistir. Hayvanlar, ortam 1s1s1, 23 + 2 °C olan ve 12 saat aydinlik — 12 saat
karanlik dongii otomasyonuna sahip Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde barmndirilmis,
ticari sigan yemi ve musluk suyu ile serbest yem ve su tiikketimi saglanmistir.

3.1.  Gruplandirma
Calismanin basinda siganlar rastgele dort gruba ayrilmistir:

Kontrol grubu (K, n=40)

YM737 uygulanan grup (Y, n=40)

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grup (P, n=40)

Deneysel Parkinson modeli olusturulan + YM737 uygulanan grup (PY, n=40)

AP

3.2.  Deneysel Parkinson Modelinin Olusturulmasi

P ve PY gruplarma ait hayvanlara kloralhidrat (Chloral hydrate,
#1024251000, Merck, Darmstadt, Germany) (400mg/kg, ip.) anestezisi
uygulanmistir. Gerekli durumlarda anestezi takviyesi eter (Diethyl ether, #G4509S,
Ak Kimya, Istanbul, Tiirkiye) ile saglanmstir. Hayvanlar stereotaksik cihaza
(Stoelting) yerlestirilmis ve kafalar1 sabitlenmistir. Ardindan orta hat kesisi yapilmais,
periost temizlenerek bregma aciga ¢ikarilmistir. MFB i¢in ilgili koordinatlar (AP-2,2
mm, L£1,5mm, DV-8mm) Pellegrino atlasina gore belirlenmistir [261]. 6-OHDA (6-
hydroxydopamine, #H4381, Sigma, Steinheim, Germany) (3x4ug/ul dozda, 1ul/d
hizla) nérotoksini, % 0.1 askorbik asit (L-Ascorbic acid, #A-0278, Sigma, Steinheim,
Germany) igeren salinde ¢oziilerek, stereotaksik cerrahi yontemle, tek tarafli olarak
enjekte edilmis, norotoksinin daha iyi difiize olabilmesi i¢in Hamilton siringas: 3dk
daha bolge igerisinde bekletilmistir [262]. Norotoksin uygulamasindan sonra,
hayvanlarin kafa derisine acilan kesi dikis atilarak kapatilmistir. Viicut sicakliklarini
sabit tutmak amaciyla hayvanlar 37°C’lik kiiveze alinmistir.

3.3. ' YM737 Uygulamasi

YM737 (Glutathione monoisopropyl ester, #08169, Chem-Impex
International, Inc., Illinois, USA), 1N NaOH (Sodium hydroxide, #C647762, Merck,
Darmstadt, Germany)’da ¢oziildiikten sonra, pH’s1 6.5’¢ ayarlanmistir. %0,9’luk
salin ile diliie edilmistir. YM737, stereotaksik cerrahiden hemen sonra, 0,1mi/100g
hacimde, tek dozda (300mg/kg), intraperitonel yolla uygulanmistir [184]. Kontrol
hayvanlaria ayn1 hacimde ¢6zgen enjekte edilmistir.
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3.4.  Deneyin Solandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi

Stereotaksik cerrahi igleminden ve YM737 uygulamasindan 3 giin sonra,
motor aktivite testlerini takiben hayvanlar 1,5g/kg dozda iiretanin (Urethane,
#U2500, Sigma, Steinheim, Germany) periton igine uygulanmasi ile anesteziye
alindiktan sonra orta hat kesisi yapilarak abdomen ve gdgiis kafesi agilmustir.
Immiinohistokimyasal parametreler i¢in hayvanlarm beyinleri 100ml fosfat tuzu
tamponu (PBS; pH 7.4) ve 100ml paraformaldehit (Paraformaldehyde, #1040051000,
Merck, Darmstadt, Germany) (%4’lik; pH 7.4) ile perfiize edilmistir. Bunun igin
aortanin iliak bolgesine yerlestirilen bir kateterden heparinli PBS ve sonrasinda
paraformaldehit verilmis, bu esnada sag atrium kesilerek bosalma saglanmistir. Daha
sonra beyin dokular1 ¢ikarilmis, SN’yi iceren beyin bdlgesi paraformaldehite alinip 1
gece fikse edilmistir. Biyokimayasal parametreler i¢in hayvanlarin beyinleri yalnizca
PBS ile perfiize edilmistir. Daha sonra hizla ¢ikarilan beyinlerden SN dokular1 buz
tizerinde izole edilmis, siv1 nitrojene alindiktan sonra 6l¢iim giiniine adar -80°C’de
saklanmustir.

3.5. Parametreler
3.5.1 Davramssal Parametreler

3.5.1.2.Motor aktivite tayini:
Motor aktivite testleri, stereotaksik cerrahi isleminden ve YM737
uygulamasindan 3 giin sonra gergeklestirilmistir.

3.5.1.3.Apomorfin ile rotasyon testi:

%1°1ik askorbik asit iceren salinde ¢dzlinmiis olan 0,2mg/kg dozda apomorfin
hidroklorik (R-(-)-Apomorphine hydrochloride hemihydrate, #A4393, Sigma,
Steinheim, Germany), subkutan yolla hayvanlara enjekte edilmis, 4 dakika sonra
hayvanlar camdan hemisferik bir hazneye alinarak lezyon yoniinde (ipsilateral) ve
lezyonun tersi yonde (kontrolateral) donme hareketleri sayilmigtir [262].

3.5.1.4.Katalepsi testi:

Katalepsi, kemirgenlerde belirgin bir postiir bozuklugu ve “donup kalma”
seklinde tamimlanan, testin tipine ve hassasiyetine gore degisen, bir silire deney
hayvaninin hi¢ hareket etmeden test ortamina birakildigt durus bi¢imini korumasi ile
karakterize bir davranistir. Bu durus bi¢iminin korundugu siire bir kronometre
yardimi ile Olciilerek kaydedilir. Siirenin uzamasi Katalepsi siddetinin arttigini
gosterir. Katalepsi olgtimleri igin dikey tel testi sik kullanilan, basit ve kolay
uygulanabilir bir yontemdir [263-264]. 90° dikey olarak yerlestirilmis bir tel (56,5 x
23,5 cm; 2 mm) iizerine birakilan hayvaninin pozisyonunu degistirmeden hareketsiz
olarak kaldig1 siire (harekete baslama latensi) kaydedilmistir. Bu test 3 kez
uygulanmis, elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir.

3.5.1.5.Lokomotor aktivite testi:

Lokomotor aktivite, agik alan aktivite goriintiileyici sistem (MAY 9908
model Aktivite Goriintiileyici Sistem: Commat Ltd, Tiirkiye) ile dl¢lilmiistiir [265].
Bu sistem, kizilotesi fotoseller ile donatilmis sekiz plastik cam kafesten (42 cm x 42
cm x 30 cm) olugmaktadir. Kafeslerin yan bloklarinda, yerden 4,5 cm yiikseklikte ve
2,5 cm araliklarla on bes yayici ve algilayici fotosel ¢ifti bulunmaktadir. Diger on bes

34



fotosel c¢ifti ise yerden 11,5 cm yukariya yerlestirilmistir. Fotosel 1sinlarinin
kesilmesi IBM-uyumlu bir bilgisayar sistemi ile belirlenmektedir. Deney hayvaninin
lokasyonu ise 0,1 s hassasiyetteki yazilim ile hesaplamaktadir. Eger deney
hayvaninin lokasyonu tamamen degisirse bu durum ambulatuar aktivite olarak ifade
edilmektedir. Isinlarin kesilmesine neden olan fakat lokasyonu degistirmeyen diger
davranigsal cevaplar horizontal aktivite olarak ifade edilmektedir. Yiikselme gibi
vertikal hareketler ise yerden 11,5 cm yukariya yerlestirilen fotoseller araciligiyla
belirlenmektedir. Sistem ayrica, toplam lokomotor aktivite ve alinan mesafeyi de
vermektedir. Tiim parametreleri test etmek icin deney hayvani agik alanin tam
ortasina koyulmus ve 5 dakika boyunca kayit alinmistir.

3.5.2. Histolojik Parametreler

3.5.2.1. Dokularin Hazirlanmasi

Bir gece boyunca paraformaldehitte fikse edilen beyin dokulari 3 saat siireyle
akan suda yikandiktan sonra sirasiyla %70, %80 ve %90’lik alkol serilerinde birer
gece, %100’lik alkolde (Ethanol, #1009862500, Merck, Darmstadt, Germany) ise 3
saat bekletilerek dehidratasyon saglanmistir. Dokular iicer kez iicer dakika ksilol
(Xylol, #1086852500, Merck, Darmstadt, Germany) serilerinden gegirelerek
seffaflagtirma islemi uygulanmistir. 56°C’lik etiivde birer saat parafin (Paraffin,
#1073371000, Merck, Darmstadt, Germany) serilerinden gegirilen dokular parafin
bloklara gomiilmiistiir. TH enziminin immiinohistokimyasal analizi i¢in 30um
kalinliginda parafin kesitler kizakli mikrotomda (Sliding Microtome, SM2000 R,
Leica, Nussloch, Germany) kesilerek jelatin (Gelatin, #G6650, Sigma, Missouri,
ABD) kapli lamlara, Bcl-2, ASK1 ve TUNEL analizleri i¢in ise 10um kalinliginda
parafin kesitler rotary mikrotomda (Rotary Microtome, #RMZ2125RT, Leica,
Nussloch, Germany) kesilerek Poly-L-Lizin (Poly-L-Lysine, #P8920, Sigma,
Steinheim, Germany) kapli lamlara alinmistir.

3.5.2.2. immiinohistokimyasal Protokol

Immiinohistokimyasal protokol i¢in ayrilmis parafin kesitler bir gece 56°C’lik
etiivde bekletilmistir. Kesitler, deparafinizasyon igin iki kere onar dakika ksilollerde
bekletilmis ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla azalan alkol serilerinden
gegirilerek rehidrate edilmistir. Daha sonra kesitler distile suda ¢alkalanmigtir. Bcl-2
ve ASKI analizi i¢in ayrilan kesitler, antijenik maskenin giderilmesi igin 200 ml
sitrat tamponuna (1M, pH: 6.0) (Sitric acid monohydrate, #1002441000, Merck,
Darmstadt, Germany) konularak mikrodalga firinda on dakika muamele edilmis ve
firin disinda yirmi dakika sogumaya birakilmistir. Kesitler PBS’de (pH: 7.2 -7.4) bes
dakika yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitenin giderilmesi i¢in metanol
(Methanol, #1060082500, Merck, Darmstadt, Germany) ile hazirlanan %3’liik H,O,
(Hydrogene Peroxide 30%, #1085972500, Merck, Darmstadt, Germany) ile yirmi
dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. PBS ile tekrar yikama yapildiktan sonra
kesitlerin cevresi hidrofobik kalemle (Pap Pen, #IM3580, Beckman Coulter,
California, USA) cizilmistir. Bu islemi takiben lamlar oda sicakliginda ve nemli
ortamda 6zgiil olmayan immiinoglobulin baglanmalarini1 6nlemek amaciyla bloklama
serumu (Large Volume Ultra V Block, #TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, USA) ile
yedi dakika muamele edilmis, sonrasinda serumun fazlasi alinarak TH analizi i¢in
ayrilan kesitler, tavsan poliklonal anti-TH (#ab112, 1/400, Abcam, Cambridge, USA)
antikoruyla doksan dakika siireyle, Bcl-2 ve ASKI1 analizi i¢in ayrilan kesitler ise
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tavsan poliklonal anti-Bcl-2 (#ab7973, 1/50, Abcam, Cambridge, USA) ve tavsan
poliklonal anti-ASK1 (#sc-7931, 1/50, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Germany) antikorlariyla gece boyu 4°C’de nemli ortamda inkiibe edilmistir. Negatif
kontrol Kkesitlerine primer antikor yerine normal tavsan immiinoglobulinleri
uygulanmistir. Lamlar inkiibasyon sonunda iki kez beser dakika PBS ile yikanmustir.
Daha sonra Kkesitlere otuz dakika boyunca biyotinli sekonder antikor
(LSAB+System-HRP, #K0690, Dako, CA, USA) uygulanmis ardindan iki kez beser
dakika PBS ile yikanmistir. Otuz dakika siiresince streptavidin—peroksidaz
kompleksi (LSAB+System-HRP, #K0690, Dako, CA, USA) uygulanan kesitler iKi
kez beser dakika PBS ile yikanmistir. Ardindan sinyali gelistirmek icin dokular 3’
Diamino benzidin (DAB) kromojeni (3,3’-Diaminobenzidine Tablets, #D4168,
Sigma, MO, USA) ile muamele edilmis ve musluk suyunda yikanmistir.
Hematoksilende (Mayer’s hemalum solution, #1092491000, Merck, Darmstadt,
Germany) on saniye zit boyama yapildiktan sonra kesitler tekrar artan alkol
serilerinde dehidrate edilip ksilole alinmis ve ardindan entellan kapatma soliisyonu
ile kapatilmigtir. Boyanmis kesitler 151k mikroskobunda degerlendirilmis ve
sonrasinda fotograflandirilmistir.

3.5.2.3.Stereolojik Yontemle Tirozin Hidroksilaz Pozitif Hiicrelerin

Degerlendirilmesi

SN’deki dopaminerjik noronlarin sayisini belirlemek i¢in TH pozitif néronlar
Optik Fraksiyon probu ile dizayn temelli stereolojik yontem kullanilarak sayilmistir.
Stereolojik verileri toplamak ve analiz etmek i¢in, Heidenheim Z axis kodlayicili ve
1600x1200 ¢ozlintirliikli, Ludl motorize agamali, Optronics Microfire renkli dijital
kamera donanimli, Nikon Eclipse 80i mikroskopla koordineli Stereolnvestigator
(MicroBright-Field, Colchester, VT) bilgisayar yazilim paketi kullanilmistir. SN
bolgesinin smnirlar1 x10 biiylitmede c¢izilmistir. Sayma c¢ergevesinin biiyiikligi
100x100 pm ve sayma alan1 (XY)= 10000 pum?® olarak belirlenmistir. Hiicre sayma
islemi x40 biiylitmeli objektif kullanilarak yapilmistir. Yalnizca, ¢aplar1 15um ya da
daha biiyiik olan, ¢ekirdegi dahil tutulan smirlara degen ve ¢ekirdegi hari¢ tutulan
siirlara degmeyen hiicreler sayilmstir.

3.5.2.4. TUNEL

SN’deki apoptozun belirlenmesi igin DNA zincirindeki kiriklarin enzimatik
olarak igaretlenmesini saglayan TUNEL metodu ticari bir kit (In Situ Cell Death
Detection Kit, AP, #11684809910, Roche, Indianapolis, USA) kullanilarak
uygulanmistir [266].

TUNEL protokolii i¢in ayrilmis parafin kesitler bir gece 45°C’lik etiivde,
ardindan bir saat 60°C’lik etlivde bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki kere beser
dakika ksilollerden gecirilmis ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla %100,
%90, %80 ve %70’lik algalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilmistir. Daha
sonra, distile suda calkalanip PBS (pH: 7.2-7.4)’te li¢ kere beser dakika yikanmistir.
Ardindan kesitler permeabilizasyon soliisyonu (%0.1 Sodyum sitrat (Sodium citrate
monobasic, #71498, Sigma, MO, USA) soliisyonu iginde %0.1 Triton X-100 (Triton
X-100, #1086031000, Merck, Darmstadt, Germany)) ile 4°C’de 8 dakika boyunca
muamele edilmis ve iki defa PBS ile yikanmistir. Isaretleme reaksiyonu, her bir
ornek i¢in TUNEL diliisyon tamponu (TUNEL Dilution Buffer, #11966006001,
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Roche, Mannheim, Germany) ile 1:1 oranda sulandirilan TUNEL karisimi (enzim +
isaretleme soliisyonu) (total 50 ul), negatif kesitler i¢in ise enzimsiz TUNEL karisim
diliisyonu kullanarak 37°C’de 1 saat siireyle yapilmistir. PBS ile yikamay1 takiben,
kesitler doniistiiriicii ajan (streptaavidin-alkalen fosfataz kompleksi) ile 37°C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Yikama isleminden sonra, isaretli DNA kiriklarini igeren
hiicrelerin lokalizasyonu i¢in Ornekler 10 dakika siireyle 2ml, 0,1M Tris-HCI
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochloride, #1082190100, Merck,
Darmstadt, Germany) soliisyonu iginde ¢Oziinen Fast Red (Fast Red Tablets,
#11496549001, Roche, Indianapolis, USA)  tablet ile muamele edilmistir.
Hematoksilende (Mayer) iki saniye zit boyama yapildiktan sonra kesitler gliserin
(Kaiser Glycerin gelatine, #1092420100, Merck, Darmstadt, Germany) kapatma
soliisyonu ile kapatilmigtir. Boyanmis kesitler 1s1k mikroskobunda degerlendirilmis
ve sonrasinda fotograflandirilmistir.

3.5.3. Biyokimyasal Parametreler

3.5.3.1.Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

SN dokusunda total GSH diizeyi ticari bir kit (Glutathione Assay Kit,
#703002, Cayman Chemical Company, Ann, Arbor, MI, USA) kullanilarak
belirlenmistir [267].

Prensip: GSH’1n siilfidril grubu, DTNB (5,5'-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit, Ellman's
reagent) ile reaksiyona girer ve {iriin olarak sar1 renkli TNB (5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit) olusur. Olusan TNB miktar1 6rnekteki GSH konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Bu nedenle 405nm’de TNB absorbansini tayin etmek ornekteki GSH
diizeyinin kesin olarak 6l¢iilmesini saglar.

Reaktifler:
1. MES Tamponu (2X)

GSSG Standard1

Kofaktor Karisimi (NADP" ve glikoz 6-fosfat igerir)

Enzim Karisimi (GR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igerir)

DTNB

MPA (Meta-phosphoric acid, #1005460500, Merck, Darmstadt, Germany)

Reaktifi

7. TEAM (Triethanolamine, #1083771000, Merck, Darmstadt, Germany)
Reaktifi, 4M

ook wd

Islemler: SN dokulari ImM EDTA (Ethylenediamine teraacetic acid dipotassium
salt dihydrate, #ED2P, Sigma, Missouri, USA) igeren K,;HPO, (di-Potassium
hydrogen phosphate, #1051041000, Merck, Darmstadt, Germany) tamponunda (pH:
6-7), buz lizerinde homojenize edildi (Biofugel SR, Heroeus, Germany). Bu islemde
bir doku i¢in 150ul fosfat tamponu kullanildi. Homojenat, 4°C’de 10000 x g’de 15
dakika siiresince santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant buz {izerine alindi. Doku
slipernatanti izerine ayn1 miktarda MPA reaktifi ilave edilerek oda 1sisinda 5 dakika
inkiibe edildi. Bu islemi takiben, 5000 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
slipernatant ayr1 bir tiipe alindi. 100ul siipernatant tizerine Spul TEAM reaktifi ilave
edilerek karistirildi. Karisimdan alinan 50pul numune iizerine, MES tamponu,
kofaktor karisimi, enzim karigimi, DTNB ve distile su igeren 150ul 6lgiim kokteyli
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ilave edilerek 25 dakika siiresince karanlikta inkiibe edildi. Absorbans degerleri
405nm’de okundu.

GSH Miktarinin Hesaplanmasi: GSSG standardi aynen numune gibi calisilarak
standart grafigi olusturuldu. Dokulardaki GSH miktarlar1 bu grafik yardimiyla
hesaplandiktan sonra nmol/mg protein olarak ifade edildi.

3.5.3.2. 4-Hidroksinonenal Diizeyinin Belirlenmesi

SN dokusunda 4-HNE diizeyi ticari bir kit (OxiSelect HNE-His Adduct
ELISA Kit, #STA-334, Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA) kullanilarak
belirlenmistir [268].

Prensip: Bovin serum albumin (BSA) standartlar1 ve protein ornekleri (10pg/ml),
37°C’de 2 saat boyunca 96 kuyucuklu plate’e adsorbe edilir. Standart ya da
orneklerde bulanan HNE-proteini, anti-HNE-His antikoru ve  horse radish
peroksidaz (HRP) bagli sekonder antikor ile arastirilir.

Reaktifler:
1. 96-kuyucuklu protein baglayici plate
2. Anti-HNE-His antikoru (1:1000)
3. HRP bagli sekonder antikor (1:1000)
4. Diliisyon tamponu
5. Yikama tamponu
6. Substrat sollisyonu
7. Durdurma soliisyonu
8. Indirgenmis BSA standardi
9. HNE-BSA standardi
10. PBS (ImM, pH:7.4)

Islemler: Her bir SN dokusu proteaz inhibitdr kokteyli (Protease Inhibitor Cocktail,
#P8340, Sigma, MO, USA) (25ul) igeren PBS (250ul) tamponunda, buz iizerinde
homojenize edildi (Biofugel 5R, Heroeus, Germany). Homojenat 12000 x g’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant ayri bir tiipe alindi. Anti-HNE-His
antikoru ve HRP bagli sekonder antikor, diliisyon tamponu kullanilarak 1:1000
oraninda sulandirildi. Indirgenmis BSA ve HNE-BSA standartlar1 PBS kullanilarak
10pg/ml  konsantrasyonda sulandirildi. Bu  standartlar  kullanilarak  farkli
konsantrasyonlarda HNE-BSA standart serisi hazirlandi. Numuneler de PBS
kullanilarak 10pg/ml konsantrasyonda sulandirildi. 96-kuyucuklu plate’e sirasiyla
100’er pul standart serisi ve Ornekler ilave edildi. 4°C’de gece boyu inkiibasyonu
takiben her kuyucuk 2 kez 250ul PBS ile yikandi. Tiim kuyucuklara 200ul diliisyon
tamponu eklendi ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyucuklar {i¢ kez,
250ul yikama tamponu ile yikandi. Tiim kuyucuklara 100ul Anti-HNE-His antikoru
eklendi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar ii¢ kez 250ul yikama
tamponu ile yikandi. Tiim kuyucuklara 100pul HRP-bagl sekonder antikor eklendi ve
oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Ardindan kuyucuklar bes kez 250ul yikama
tamponu ile yikandi. Tiim kuyucuklara 100ul substrat soliisyonu eklendi ve oda
1sisinda 20 dakika inkiibe edildi. Durdurma soliisyonunun tiim kuyucuklara
eklenmesiyle reaksiyon durduruldu ve 450nm’de absorbanslar okundu.
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4-HNE Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki 4-HNE diizeyleri standart grafigi
yardimiyla hesaplandiktan sonra pg/ml olarak ifade edildi.

3.5.3.3 Sitokrom-c¢ Diizeyinin Belirlenmesi

SN dokusunda sit-c diizeyi ticari bir kit (Cytochrome c Immunoassay
Rat/Mouse, #MCTCO0, R&D Systems, Quantikine, Minneapolis, USA) kullanilarak
belirlenmistir [269].

Prensip: Bu yontem niceliksel sandvi¢ enzim immiinoassay teknigine dayanir ve
Western-blot yontemine muadil olarak dizayn edilmistir. Sigan ve fare i¢in spesifik
olan poliklonal sit-c antikoru 96-kuyucuklu plate iizerine kaplanmistir. Konjugat,
standartlar, kontrol ve 6rnekler kuyucuklara pipetlenir ve var olan Sit-c, sigan ve
fareye spesifik olan bagli antikor ve enzim bagli monoklonal antikor tarafindan
baglanir. Baglanmayan maddeleri uzaklastirmak icin yikama yapildiktan sonra
substrat soliisyonu kuyucuklara eklenir. Enzim reaksiyonu mavi renkte {iriin
olusturur. Durdurma soliisyonunun eklenmesiyle mavi renk sariya doniisiir. Olgiilen
renk yogunlugu ilk asamada baglanan sit-c miktar: ile orantihidir. Orneklere ait
degerler standart egrisi kullanilarak okunur.

Reaktifler:
1. Plate (Sican ve fareye spesifik monoklonal Sit-c antikoruyla kaplanmistir)
2. Konjugat (HRP enzimi ile konjuge edilmis olan sigan ve faraye spesifik
monoklonal sit-c antikoru)
3. Standart (dogal sigan sit-c’si igerir)
4. Kontrol (dogal sican sit-c’si igerir)
5. Kalibrator sulandirict
6. Yikama tamponu
7. A Renk reaktifi (H,0; igerir)
8. B renk reaktifi (kromojen —tetrametilbenzidin- igerir)
9. Durdurma soliisyonu (HCI igerir)
10. PBS (ImM, pH:7.4)

Islemler: Her bir SN dokusu proteaz inhibitor kokteyli (Protease Inhibitor Cocktail,
#P8340, Sigma, MO, USA) (15ul) igeren soguk PBS (150ul) tamponunda, buz
tizerinde homojenize (SilentCrusher M, Heidolph, Schwabach, Germany) edildi.
Homojenat 4°C’de 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant
ayr1 bir tiipe alind1 ve 4°C’de 105000 x g’de 1 saat siiresince santrifiij edildi. Elde
edilen silipernatant ayr1 bir tiipe alindi. Kalibrator sulandiric ile gerekli diliisyonlar
yapilarak standart serisi hazirlandi. Tim kuyucuklara sit-c konjugati eklendi.
Standartlar, kontrol ve numuneler kuyucukara eklendi ve 2 saat siiresince oda
1sisinda inkiibe edildi. Her kuyucuk 400ul yikama tamponu ile bes kez yikandi. A ve
B renk reaktifleri esit hacimde karistirilarak substrat soliisyonu elde edildi. Tiim
kuyucuklara 100pul substrat soliisyonu eklendi ve 30 dakika siiresince oda 1sisinda
inkiibe edildi. Tiim kuyucuklara 100ul durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 450nm’de absorbanslar okundu.

Sitokrom-¢ Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki sit-c diizeyleri standart grafigi
yardimiyla hesaplandiktan sonra ng/mg protein olarak ifade edildi.

39



3.5.3.4. Protein Tayini
SN dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan bir kit
ile yapild1 [270].

Reaktifler:
1. Standart soliisyon: 2mg/ml BSA (Bovine Seum Albumin, #23209, Pierce,
Rockford, IL, USA)
2. CPPA Reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, #1856210, Pierce,
Rockford, IL, USA)

Islemler: 1ul doku siipernatant: 999ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklendi ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik olarak
okundu. Standart ¢aligmasi ise numune yerine artan konsantrasyolarda sulandirmaya
sahip BSA kullanilarak yapildi.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktarlari standart grafigi
kullanilarak hesaplandi.

3.6. Istatistik

Istatistiksel degerlendirme Graph-Pad paket programi kullanilarak yapildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterildi, anlamlilik diizeyi a = 0.05 olarak
belirlendi. Her degisken i¢in normallik testi uygulandi, normal dagilima uyan veriler
icin parametrik olan ‘Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)’ ve takiben ‘Tukey Post
Hoc Testi’, uymayanlar i¢in ise nonparametrik olan ‘Kruskal Wallis Varyans Analiz’
ve takiben ‘Mann-Whitney U Testi” kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1.  Genel Goriiniim
Deneye alinan hayvanlarda genel goriinlim ve saglik acisindan herhangi bir
farklilik izlenmemistir.

4.2.  Davramssal Parametreler

4.2.1. Lokomotor Aktivite Diizeyi

Lokomotor aktivite diizeyleri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Lokomotor aktivite
testi uygulamasi ile ambulatuar, vertikal, horizontal, alinan mesafe ve toplam
lokomotor aktivite olmak iizere bes parametre elde edilmektedir. Olgiilen tiim
parametrelerde lokomotor aktivite diizeyleri, P ve PY gruplarinda K ve Y gruplarina
gore onemli diizeyde azalmistir. P ve PY gruplarnt arasinda ise tiim parametreler
acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 4.1. Lokomotor Aktivite Testi
*: p<0,05 diizeyinde K ve Y gruplarindan fark

4.2.2. Katalepsi Diizeyi
Katalepsi diizeyleri Sekil 4.2’de gosterilmistir. “Dik tel” testi ile
degerlendirilen katalepsi siddeti P ve PY gruplarinda K ve Y gruplarina goére 6nemli
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diizeyde artmistir. P ve PY gruplari arasinda ise Kkatalepsi siddeti agisindan
istatistiksel olarak dnemli bir fark tespit edilememistir.

10+

Katalepsi Siddetinin Siiresi (sn)

K

Sekil 4.2. Katalepsi Testi
*: p<0,05 diizeyinde K ve Y gruplarindan fark

4.2.3. Rotasyon Diizeyi

Rotasyon diizeyleri Sekil 4.3’de gosterilmistir. Apomorfin uygulamasini
takiben lezyon yoniinde ve lezyonun tersi yoniinde gerceklesen rotasyon davranislari,
beklendigi lizere K ve Y gruplarinda gozlenmemistir. Deneysel Parkinson uygulanan
hayvanlarda ise bahsedilen donme davranislari tespit edilmistir. Bununla birlikte P ve
PY gruplar arasinda ise rotasyon sayisi bakimindan istatistiksel olarak énemli bir
fark tespit edilememistir.

60+

40-

204

Kontralateral rotasyon/30dk

0 T T
K Y

Sekil 4.3. Rotasyon Testi
4.3. Histolojik Parametreler

4.3.1. TH Immiinreaktivitesi
TH’nin tiim gruplarda dopaminerjik ndronlarin gévde ve uzantilarinda
immiinpozitif oldugu goézlenmistir. TH-IR, Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. TH immiinreaktivitesi.
Biiytik resim 5x, kiigiik resim 10x biiyiitmeli.

4.3.1.1. Nigral Dopaminerjik Noronlarin Stereolojik Sayim

Nigral dopaminerjik néron sayilar Sekil 4.5’de gosterilmistir. Deneklerin sag
SN’lerinde, dizayn temelli stereolojik yontem kullanilarak sayilan dopaminerjik
ndronlar beklendigi lizere P grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak dnemli
diizeyde azalmistir. PY grubunda Y grubuna oranla 6nemli bir azalis tespit edilirken,
P grubundan farkli olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.5. Nigral Dopaminerjik Noronlarin Stereolojik Sayimi
*: p<0,05 diizeyinde P ve K gruplari arasinda fark,
p<0,05 diizeyinde PY ve Y gruplari arasinda fark

4.3.2. Bcl-2 Immiinreaktivitesi

Bcl-2 immiinreaktivitesi Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bcl-2 proteini P
grubunda kontrol grubuna kiyasla daha diigiik immiinreaktivite gostermistir. P ve PY
gruplari arasinda Bcl-2 immiinreaktivitesi a¢isindan bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.6. Bcl-2 immiinreaktivitesi.
Biiyiik resim 10x, kiigiik resim 20x biiyiitmeli.

4.3.3. ASK1 immiinreaktivitesi
ASK1 immiinreaktivitesi Sekil 4.7°de gosterilmistir. ASK1 immiinreaktivitesi
acisindan gruplar arasinda bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 4.7. ASK-1 Immiinreaktivitesi.
Biiytik resim 10x, kiigiik resim 20x biiylitmeli.
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4.3.4. TUNEL Analizi

TUNEL analizi sonuclar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. TUNEL testi Y, P ve PY
gruplarinda pozitif sonu¢ vermistir. Kontrol grubunda ise TUNEL pozitif hiicrelere
rastlanilmamustir.

Sekil 4.8 TUNEL Analizi.
Biiytik resim 20x, kiigiik resim 40x biiyilitmeli.
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4.4. Biyokimyasal Parametreler

4.4.1. GSH Diizeyi

GSH diizeyleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. PH’da diistiigii bilinen nigral GSH
diizeyleri beklendigi lizere P grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli
diizeyde azalmistir. PY grubunda da K grubuna gore azalma gozlenirken, P
grubundan farkli olmadigi tespit edilmistir. Y grubuna ait GSH degerleri ise kitin
6l¢iim araliginin altinda kalmaigtir.

4.4.2. 4-HNE Diizeyi

4-HNE diizeyleri Sekil 4.9’da gosterilmistir. Y, P ve PY gruplarinda K
grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artma tespit edilmistir. P ve PY
gruplar arasinda ise istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir.

4.4.3. Sit-c Diizeyi
Sit-c diizeyleri Sekil 4.9’de gosterilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark saptanamamustir.
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TARTISMA

Bu c¢alisma sonucunda, 6-OHDA ile deneysel Parkinson modeli olusturulan
hayvanlarda kontrol grubuna gore belirgin lokomotor aktivite azalisi, katalepsi ve
rotasyon gozlenmistir. Nigral TH-pozitif noéron sayilarmin ve Bcl-2 protein
ekspresyonunun deneysel Parkinson grubunda kontrol grubuna oranla 6nemli oranda
azaldigi, TUNEL-pozitif hiicre sayisinin ise arttigi tespit edilmistir. ASK1
immiinreaktivitesi agisindan gruplar arasinda bir fark tespit edilememistir. Nigral
GSH diizeyinin deneysel Parkinson grubunda kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde
azaldigi, 4-HNE miktarinin arttig1, sit-C seviyesinin ise degismedigi saptanmistir.
YM737 uygulanan deneysel Parkinson grubunda ise tiim bu parametreler agisindan
bir fark tespit edilememistir. Bununla birlikte lezyonsuz hayvanlarda YM737
uygulamast TUNEL pozitif hiicre olusumuna, nigral GSH azalisina ve 4-HNE
artisina neden olmustur.

Deneysel Parkinson modelleri, PH’da meydana gelen ndronal hasarin
patojenik dogasini kavramak, hastaligin tedavisi i¢in yeni farmakolojik yaklagimlar
tasarlamak ve yeni tedavi stratejileri gelistirmek igin anahtar rol oynamaktadir. Bu
modellerin bir takim eksiklikleri olsa da PH ile ilgili calisma alanina sagladig
katkilar yadsmamaz. Ozellikle son yirmi yilda, hastalifi etiyolojisi, patolojisi ve
molekiiler mekanizmalar1t hakkinda edinilen bilgiler hayvan modellerine
dayanmaktadir, ¢linkii Parkinson hastalarindan otopsi materyali elde edilerek yapilan
calismalar oldukga sinirlidir.

Bu calismada deneysel Parkinson modeli olusturmak i¢in 6-OHDA
norotoksini tercih edilmistir. Dogal norotransmiter DA’ nin hidroksilenmis analogu
olan 6-OHDA [271], deneysel Parkinson modeli olusturmak i¢in kullanilan ilk
norotoksindir [272]. 6-OHDA modeli, néronlart koruyucu ya da tamir edici
stratejileri degerlendirmek igin oldukga elverisli bir modeldir. 6-OHDA kan beyin
bariyerini ge¢emedigi i¢in stereotaksik yolla uygulamayr gerektirmektedir. Cift
hemisfere lezyon uygulamasi1 PH’ nin patolojisini daha iyi yansitsa da, calismamizda,
daha diisiik 6liim riski nedeniyle, literatiirde oldukca sik rastlanilan tek tarafli lezyon
modeli kullanilmistir. 6-OHDA, nigrostriatal yolakta, SN’deki hiicre gdvdeleri,
MFB’deki aksonlar ve striatumdaki terminaller olmak iizere 3 bolgeye
uygulanabilmektedir. Calismamizda SN’yi1 direkt olarak mekanik hasara ugratmamak
amaciyla MFB enjeksiyon alani olarak tercih edilmistir. MFB lezyon modeli en ¢ok
tercih edilen modeldir, ¢iinkii tama yakin nigrostriatal dejenerasyon ve kararh
kontralateral motor bozukluklara neden olmaktadir [55, 272-273]. Truong ve
arkadaslari, PH nin preklinik, orta ve siddetli sathalarimi taklit etmek amaciyla
sicanlarin MFB bolgelerine sirasiyla 4ul, 8ul ve 16ul 6-OHDA uygulamislardir
[274]. Calismamizda se¢mis oldugumuz 6-OHDA dozu [275], orta-siddetli asamaya
tekabiil etmektedir.
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5.1. Davramssal Degisiklikler

Motor bozukluklar PH’nin baslica 06zelliklerinden biridir ve noronal
fonksiyon bozuklugunun derecesi ile davranigsal parametreler yakindan baglantilidir
[276]. Calismamizda lokomotor aktivite, katalepsi ve rotasyon testleri 6-OHDA ile
olusturdugumuz deneysel Parkinson modelinde davranigsal parametreler olarak
irdelenmistir.

Katalepsi, kemirgenlerde siiregen bir postiir bozuklugu [264] ve istemli
hareketin kaybi seklinde tanimlanan bir motor belirtidir. Katalepsi sirasinda
kemirgenlerin ayaklar1 tipik olmayan bir sekilde bir siire bulunduklar1 pozisyonda
kalir. Katalepsi ¢ogunlukla noroleptik ilaglarin ektrapiramidal yan etkilerinin
onceden tespit edilmesinde kullanilmaktadir [263, 277]. Ancak deneysel Parkinson
modellerinde de kullanilabilir bir parametre oldugu tespit edilmistir [278]. Katalepsi
davranisi, Parkinson hastalarinin kas katilig1 (rijidite)’na tekabiil eden bir model
olarak dislinlilmiis, nitekim EMG kayitlarinin her iki durumda benzer oldugu
gozlenmistir [264]. Katalepsi siiresinin degerlendirilmesinde yaygin olarak tel ve bar
testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin kolay uygulanabilir olmasi ve lezyondan sonra
az miktarda geri doniisiim gostermesi en Onemli avantajlarindandir [278]. Bu
caligmada ise tel testi tercih edilmis, 6-OHDA enjeksiyonu sonrasinda belirgin bir
katalepsi davranist gozlenmistir. Pek ¢ok c¢alismada, 6-OHDA’nin katalepsiyi
indiikledigi gosterilmistir [278-282]. Katalepsi siddetinin 6-OHDA dozuna bagl
oldugu, lezyondan 1 giin sonra ortaya ¢iktig1 ve ¢cok az bir geri doniis ile 3 aya kadar
devam ettigi gosterilmistir [278]. Calismamizda katalepsi siddeti 6-OHDA
enjeksiyonundan 3 giin sonra degerlendirilmistir. Katalepsinin direkt olarak
dopaminerjik hiicre dejenerasyonu ile ilgili oldugu One sirilmistir [278].
Striatumun katalepsi davranigiyla ilgili baslica boélge oldugu disiliniilmektedir.
Nitekim, bu bolgeye DA antagonistleri uygulandiginda katalepsi gozlenmistir [283-
285]. 6-OHDA ile indiiklenen katalepsi davranisinin, dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu ve sonrasinda striatal DA’nin azalisi ile iligkili olabilece8i One
striilmistiir [278]. Birer DA ajan1 olan L-DOPA ve D-amfetaminin, 6-OHDA ile
lezyon olusturulmus siganlarda anti-kataleptik etki gosterdigi saptanmustir [281].
MFB’de 6ug 6-OHDA ile lezyon olusturulan hayvanlarda belirgin bir DA azalis1
(%78) ve giiclii bir katalepsi cevabi gozlenirken, 2ug 6-OHDA ile lezyon olusturulan
hayvanlarda ise kismi bir DA azalisi (%48) tespit edilmis, ancak katalepsi
davranigina rastlanmamistir [282]. Calismamizda P ve PY gruplar1 arasinda katalepsi
siddeti acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark gdzlenmemistir.

6-OHDA dopaminerjik noronlari hasara ugratarak belirgin bir lokomotor
aktivite azalisina neden olmaktadir. Bu etkinin dopaminerjik néronlarin fonksiyon
yetersizliginin derecesi ve motor performans bozuklugu ile iligkili olabilecegi 6ne
stirilmistir [276]. Lokomotor aktivitenin DA transmiter fonksiyonundaki
degisikliklere duyarli oldugu, DA artisinin hiperaktiviteye, DA azalisinin ise
hipoaktiviteye neden oldugu bilinmektedir [286]. Calismamizda lokomotor aktivite,
olusturulan lezyon modelinin ve tedavi etkinliginin gostergesi olarak belirlenmis,
bunun i¢in tiim gruplar lokomotor aktivite kafeslerinde monitorize edilmistir.
Lokomotor aktivite testi, duvara asilma, lokomosyon, dinlenme, ylikselme,
stereotipik davranis, rotasyon ve alinan mesafe gibi parametreleri icermektedir [287-
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288]. Bizim ¢alismamizda hayvanlarin lokomotor aktiviteleri, ambulatuar aktivite,
vertikal aktivite, horizontal aktivite, katedilen mesafe ve toplam aktivite olarak ifade
edilmistir.  Literatiir incelendiginde lokomotor aktivite testlerinin lezyon
olusturulmasindan itibaren 21 giin [287] ve 30 giin [288] gibi farkli zamanlarda
uygulandigr goriilmektedir. Calismamizda lokomotor aktivite testi 6-OHDA
enjeksiyonundan 3 giin sonra degerlendirilmistir. Bortolozzi ve arkadaslart MFB’ye
6-OHDA enjeksiyonundan 3 giin sonra motor davranisin 6nemli diizeyde azaldigini
gostermislerdir [289]. Calismamizda 6-OHDA lezyonu olusturulmus si¢anlarda
lokomotor aktivitenin azaldigi, ancak YM737 uygulamasinin bu azalisa etki etmedigi
gozlenmistir.

Secici olmayan DA agonisti apomorfinin enjeksiyonunu takiben goézlenen
kontralateral (lezyon yoniiniin tersi yoniinde) rotasyon davranisi [55, 290], siganlarda
tek tarafli olusturulan 6-OHDA lezyon modelinin giiclii bir gdstergesidir [291].
Apomorfin, hem D1 hem de D2 reseptorlerine baglanmakta, etkisi kisa silirede
baslaylp 3 saat igerisinde sona ermektedir [292-293]. Striatal sinaptik ¢ikista
meydana gelen bir asimetri, daha az aktif olan striatonigral yolagin bulundugu
hemisfer yoniinde rotasyon davranisi ile sonuglanmaktadir [291, 294]. Apomorfin
DA’nin D1 reseptorlerinin aktivasyonuyla striatonigral yolag: aktive etmekte, ancak
kontrol sicanlarinda striatonigral terminallerden GABA saliniminda meydana gelen
artis beynin her iki hemisferinde de simetrik oldugu i¢in herhangi bir rotasyon
davranisi ortaya c¢ikmamaktadir. 6-OHDA ile olusturulan tek tarafli lezyon
modelinde ise lezyon olusturulan hemisferin striatal GABAerjik projeksiyon
noronlarinda bulunan DA reseptorlerinin asir1 duyarlilasmast s6z konusudur [291].
D2 reseptorlerinin sayis1 artarken, D1 reseptorlerindeki duyarlilagma sinyal ileti
mekanizmalart seviyesinde olup Gos-aracili adenilaz siklaz stimulasyonuna bagh
olarak cAMP olusumu iizerindendir [291, 294]. Rotasyon davranisi D2 ve D1
reseptOrlerinin aktivasyonunu gerektirmektedir ve segici olmayan DA agonisti
apomorfinin uygulanmasi bunu yerine getirmektedir [291]. Bununla birlikte
apomorfinin etkisi duyarlilagmis striatumda daha gii¢lii olmakta, striatonigral
noronlarin D1 reseptor aracili ateslemeleri artmaktadir. Bu da lezyon olusturulan
hemisferdeki SNr’de bulunan sinir terminallerinden GABA salinimimin artmasina
neden olmaktadir [295]. Bu etkiler de SNr sinaptik ¢ikisinda bir asimetriye ve
sonucta kontralateral rotasyon davranigina neden olmaktadir [291, 294]. Rotasyon
siddeti ile lezyon blyiikliigli arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmaktadir [274].
Nigral dopaminerjik ndronlarin %60’ dejenerasyonu DA reseptorlerinin up-
regililasyonuna denen olmakla birlikte [296-297] gii¢lii bir kontralateral rotasyon igin
%90’ iizerinde DA kaybinin olmasi gerektigi bildirilmistir [291]. Ancak baska bir
calismada apomorfin indiiklii rotasyon davranisi, %40’1in altinda hiicre kaybi
gosteren kismi lezyonlu hayvanlarda da gozlenmistir [274]. Bu farklilik 0,2mg/kg
[274] ve 0,5mg/kg [298] gibi daha yiiksek uygulanan apomorfin dozlarina
baglanmis, diisiik dozda apomorfin uygulamasinin hiicre kayb1 az olan hayvanlarda
davranigsal asirt duyarlilasmayi yansitamayabilecegi yorumu getirilmistir [274].
MFB’ye 6-OHDA uygulanan siganlarda striatal DA diizeyleri siddetli bir sekilde
azalmis (kalan DA seviyesi < %5), belirgin kontralateral rotasyon davranisi
gozlenmis ve bu davranig denerve bolgedeki asirt duyarlilasmis dopaminerjik
reseptorlerin  uyarilmasina baglanmistir [289]. Bu sonu¢ Ungerstedt tarafindan
1971°de Ongoriilen donme davranisinin paterninin DA denervasyon derecesiyle
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iliskili oldugu fikrini desteklemektedir. 6-OHDA lezyonu olusturulan sicanlarda
DA’nin D2 reseptorii aracili rotasyon cevabina NMDA reseptorlerinin katildigi
gosterilmistir  [299]. Calismamizda, beklendigi iizere, tek tarafli 6-OHDA
lezyonundan sonra apomorfine bagli olarak sicanlar belirgin bir donme davranisi
sergilemislerdir. Ancak P ve PY grubu arasinda bu test agisindan bir fark tespit
edilememistir.

5.2. Histolojik Degisiklikler

Histolojik parametreler deneysel Parkinson modellerinde hem modelin
basarisini sinamak hem de noroprotektif ajanlarin etkinligini test emek amaciyla
yaygin  olarak  kullanilmaktadir. Calismamizda TH, ASK1 ve Bcl-2
immiinreaktiviteleri ve TUNEL testi 6-OHDA ile olusturdugumuz deneysel
Parkinson modelinde histolojik parametreler olarak irdelenmistir.

TH enzimi katekolamin sentezindeki hiz kisitlayici enzimdir. Tirozin
aminoasitiyle baglayan DA sentez basamaklarinda L-tirozinden L-DOPA olusumu
TH enzimi tarafindan katalizlenmektedir. L-DOPA ise aromatik L-aminoasit
dekarboksilaz enzimi tarafindan hizla DA’ya donistiiriilmektedir. Beyinde TH-
pozitif hiicrelerin en yogun toplandigi alan SN’dir [300].  SN’deki hiicre
govdelerinin ¢oziinebilir TH enzimini igerdigi gosterildikten sonra dopaminerjik
néron sayilarinin  belirlenmesinde sik sik  kullanilan TH, ndronal kaybi
belirleyebilmek i¢in hem biyokimyasal hem de immiinohistokimyasal yontemlerle
olgiilebilmektedir [301-302]. Calismamizda nigral dopaminerjik ndronlarin sayisini
belirlemek amaciyla TH immiinreaktif (TH-IR) noronlar Optik Fraksiyon probu ile
dizayn temelli stereolojik yontem kullanilarak sayilmistir. Stereoloji metodu,
tekrarlanabilirlik ve zaman kazandiric1 6zelliklerinden dolay1 oldukg¢a kabul goren
niceliksel bir metottur [303-304]. Daha once SN {izerine yapilan stereolojik
caligmalar, sican, primat ve Parkinson hastasi olan ya da olmayan insanlar
kapsamakta [303, 305-309] ve fraksiyoner ya da optik dissektor metoduna
dayanmaktadirlar. Ayrica 6-OHDA ile lezyon olusturulan sicanlarda da nigral
dopaminerjik noron sayisini belirlemek amaciyla bu metod kullanilmaktadir [310-
312]. Calismamizda MFB’ye 6-OHDA enjeksiyonu, SN’de TH-IR hiicre sayisini
kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde (%57) azaltmistir. Lezyon olusturulan
hayvanlara YM737 uygulamasi ise TH-IR noron sayisina etki gostermemistir. Janson
ve Moller 1993°de ilk olarak SN’de TH immiinreaktivitesini stereolojik yontemle
degerlendirmis, daha sonra immiinohistokimyanin stereolojik c¢alismalardaki
kullanimi1 yayginlasmistir [305, 309]. Stereolojik teknikler i¢in immiinohistokimya
uygulamasi teorik olarak basit olmasina ragmen, ¢ok iyl kesit Kkalitesi
gerektirmektedir. Kullanilan antikorun tiim kesite yayilabilmesi ve kesitte ilgilenilen
noronlardan boyanmayan noron kalmamasi 6nemlidir. Zaman alic1 6zelligine ragmen
1yl bir néron morfolojisi sagladig1 i¢in parafin kesitler stereolojik sayim ig¢in tercih
edilmektedir [313].

Apoptoz oldukca 1yi diizenlenen bir hiicresel siirectir ve iki alternatif
mekanizma i¢cermektedir. Bunlardan biri 6liim reseptorii aracili “ektrensek apoptotik

yolak”, digeri ise mitokondri aracili “intrensek apoptotik yolak™tir. Bcl-2 ailesi hem
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pro-apoptotik hem de anti-apoptotik O6zellikteki proteinleri kapsamakta ve bu
tiyelerin birbirleriyle etkilesimi mitokondriyal 6liim yolagini kontrol etmektedir
[217]. Bcl-2, ER membranlari, niikleer kilif ve mitokondri dis membranina yerlesmis
olan bir integral membran proteinidir [314]. Bcl-2, mitokondri membran
potansiyelini diizenler, mitokondriyal gegirgenligi, sit-c salimimin1 [315] ve akabinde
meydana gelen kaspaz aktivasyonunu [316] engeller. Kaspazlarin inaktivasyonu,
cekirdek ve stoplazmanin baslica yapisal peptidlerinin pargalanmasini ve bunun
sonucunda meydana gelecek morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri engeller
[316]. Bcl-2, pro-apoptotik Bax ile baglanarak Bax:Bcl-2 heterodimerini olusturur,
ve boylece Bax’in fonksiyonunu engeller [317]. Ayrica anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-
xL proteinlerinin, GSH azalisin1 Onleyerek 6-OHDA toksisitesini engelledigi
bilinmektedir [318]. Bcl-2 proteininin oksidatif stres ile iliskisi de ortaya konmustur.
Chung ve arkadaglar1 Bcl-2 ekpresyonunun ROS olusumunu inhibe ettigini
gostermislerdir [319]. Ayrica PCI12 hiicrelerinde Bcl-2 ekspresyonunun arttirilmasi
H,O, uygulamasi sonucu olusan lipid peroksidasyonu azaltmis [320], Bcl-2’den
yoksun fareler ise yiiksek oksidatif stres indeksi sergilemislerdir [321]. 21kDa
agirligindaki pro-apoptotik protein Bax ise p53 indiiklii apoptoza aracilik etmektedir.
Belirli bir apoptotik uyarana maruziyet sonucunda stoplazmik Bax’in mitokondriyal
membrana translokasyonu mitokondriyal membran potansiyelinde azalisa ve
mitokondri gegirgenliginde artisa neden olmaktadir [322]. Pro-apoptotik Bax ve Bak
proteinlerinin sit-c salinimini uyardigi gosterilmistir [323]. Dolayisiyla hiicrenin Bcl-
2/Bax ekspresyon orani apoptoz i¢in dnemli role sahiptir [324]. Calismamizda nigral
dopaminerjik noronlarda Bcl-2 proteininin eksprese edildigi immiinohistokimyasal
yontem ile gosterilmistir. Bu ekpresyon diizeyr 6-OHDA uygulamasindan 3 giin
sonra diismiistiir. Bcl-2 ekspresyonunda meydana gelen bu azalis zamanlama
acisindan literatiir bilgisi ile uyum gostermektedir [325]. Nigral Bcl-2 proteininin ve
gen ekspresyonunun 6-OHDA uygulamasi ile azaldigi siganlarda [326] ve PC12
hiicrelerinde [327] gosterilmistir. Ayrica Bcl-2 azaligima ek olarak 6-OHDA
uygulamasi ile Bax ekspresyonunun arttig1 dolayisiyla Bel-2/Bax oraninin azaldig
tespit edilmistir [327]. Bununla birlikte, farelerde ve PC12 hiicrelerinde fazla Bcl-2
ekspresyonunun hiicreyi norotoksin indiiklii norodejenerasyona karst korudugu
gosterilmistir [328]. Calismamizda YM737 uygulamasinin 6-OHDA’nin Bcl-2’yi
azaltici etkisini degistirmedigi tespit edilmistir.

Resesif kalitimsal PH’da, antioksidan aktiviteye sahip noroprotektif
ozellikteki DJ-1 proteinini kodlayan DJ-1 geninin mutasyona ugradigi bilinmektedir
[329]. Redoksa duyarli DJ-1 proteini, hiicreyi ASK1 sinyal yolaginin aktivasyonunu
engelleyerek korudugu [330] i¢in, ASK1 yolaginin Parkinson patogenezine katilimi
One siiriilmistiir. Mitokondriyal apoptoz yolaklarinin iki {ist diizenleyicisi olan JNK
ve p38 yolaklarinin oksidatif stres ile aktive oldugu kiiltiir hiicreleri [331], hayvan
modelleri [332] ve postmortem beyinlerde [172, 333] gosterilmistir. Dolayisiyla
PH’da meydana gelen dopaminerjik ndron olimiinde bu yolaklarin kritik oldugu
diisiiniilmektedir. Dopaminerjik néronlarda JNK ve p38 aktivasyonuna neden olan
ist mekanizma tam olarak bilinmese de ASK1 anahtar enzim gibi goriinmektedir
[334]. MPTP, 6-OHDA ve parakuat ile olusturulan deneysel Parkinson modellerinde
ASK1’in aktive oldugu tespit edilmistir [249, 334-335]. Yapilan postmortem bir
calismada Parkinsonlu hastalarin nigral p-ASK1 ekspresyonlarinin normal bireylere
kiyasla yiiksek oldugu gosterilmistir [336]. Ayrica ASK1 ekspresyonu diisiiriilmiis
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farelerde 6-OHDA toksisitesinin azaldigi tespit edilmistir [336]. Farede ASK1
ekspresyonu bloklandiginda, MPTP intoksikasyonunu takiben meydana gelen
dopaminerjik noron kaybinin hafifledigi, striatum ve SN’de glial aktivasyonun
baskilandigi gosterilmistir [337]. Calismamizda ASK1 immiinreaktivitesi agisindan
gruplar arasinda bir fark tespit edilememistir. ASK1 ekspresyonunun MPTP
uygulamasindan 12 saat sonra arttig1 gosterilmis olsa da [249] ASK1’in aktif formu
olan p-ASK1’in immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi daha dogru bir
yaklagim olacaktir.

Calismamizda nigral apoptozu belirleyebilmek i¢in SN dokusunu iceren
beyin kesitlerinde TUNEL analizi uygulanmistir. Apoptotik hiicreleri belirlemede
morfolojik kriter “altin standart” olarak kabul edilmektedir [338]. Apoptotik hiicre
morfolojisi, hiicrelerde biiziilme, kromatin yogunlagsmasi ve kiiresel ya da hilal
seklinde kromatin kiimelerinin olusumu olmak iizere 3 6zellik ile tanimlanmaktadir.
TUNEL metodu da apoptotik c¢ekirdekleri belirleyebilmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir [339]. TUNEL-pozitif hiicrelerin ¢ekirdekleri genellikle biraz
biiziilmiis ve yuvarlak, diger noronlarin ¢ekirdeklerinden daha kiigiik, bazen de
fragmanlara ayrilmig bir morfoloji sergiler [340]. Kontrol kesitlerinde birkag TUNEL
pozitif hiicreye rastlanmaktadir. TUNEL analizi, serbest 3’-OH ucun modifiye
niikleotidler ile isaretlenmesiyle diisiik molekiiler agirlikli DNA fragmanlar ya da
tek zincirli kiriklarin  belirlenmesine dayanmaktadir. Enzimatik reaksiyon,
niikleotidlerin DNA’nin serbest 3’-OH ugclarina polimerizasyonunu saglayan terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi ile katalizlenmektedir. Bu metod DNA
zincirindeki kiriklar1 isaretlemektedir. Daha sonra birlesmis niikleotidler peroksidaz
ile konjuge edilmis bir antikor ile belirlenebilmektedir. Substrat reaksiyonundan
sonra boyanmis hiicreler 1s1k mikroskobunda gozlenebilmektedir. Calismamizda 6-
OHDA uygulanan hayvanlarin SN bolgelerinde apoptotik morfoloji sergileyen
TUNEL pozitif hiicreler gozlenmistir. Bu gézlem 6-OHDA modelinde dopaminerjik
noronal Oliimiin apoptotik oldugu goriisiinii desteklemektedir. Noronal nekrotik
6liimiin (sok, travma, enfeksiyon) tersine apoptotik hiicreler iceriklerini ¢evre dokuya
bosaltmadiklari i¢in apoptozun indiikledigi inflamatuar cevap sinirlidir. Parkinsonlu
hastalarin beyinlerinde yapilan post-mortem ¢alismalarda néronal popiilasyonun
genig bir boliimiiniin (%5-11) apoptoz belirtileri sergiledigi tespit edilmistir [341]. 6-
OHDA’nin MFB’ye enjeksiyonundan sonra kisa siireli morfolojik etkilerini arastiran
bir ¢alismada TUNEL boyanmasinin lezyondan 6 saat sonra gozlendigi, 48 saat
sonra ise norotoksisitenin pik yaptigr bildirilmistir [342]. Ancak 6-OHDA
uygulamasindan 3 hafta sonra bile SN’de TUNEL pozitif noéronlar tespit
edilebilmistir [343]. Bunlarin yaninda striatuma 6-OHDA enjeksiyonu sonrasinda 1-
14 giin [325] ve 3 gilin-12 hafta [344] gibi farkli zaman araliklarinda SN’de TUNEL
pozitif noronlar arastirilmig ancak tespit edilememistir. Calismamizda YM737 nin
lezyonlu hayvanlarda apoptotik hiicre olusumunu engelleyici bir etkisinin olmadig,
bununla birlikte saglikli hayvanlarda TUNEL-pozitif hiicre olusumuna neden oldugu
gozlenmistir.

5.3. Biyokimyasal Degisiklikler
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Calismamizda nigral GSH, 4-HNE ve sit-c diizeyleri, 6-OHDA ile
olusturdugumuz deneysel Parkinson modelinde biyokimyasal yontemlerle
incelenmistir.

PH’da nigral GSH seviyelerinin %50 oraninda azaldigt 20 yildir
bilinmektedir [3, 132] ve pek ¢ok laboratuar tarafindan dogrulanmistir. Parkinsonda
GSH azalisinin mekanizmasi agik olmadigindan GSH diizeyini siirdiirebilmek igin
hangi yaklasimin en dogru olacag: tartisma konusudur. Tedavi i¢in ilk akla gelen
periferal GSH uygulamasidir. Ancak GSH yapisinda bulunan sistein-SH grubu
nedeniyle kan beyin bariyerini kolayca gecemez ve beyinde ndronal hiicreler
tarafindan etkili bir sekilde alinamaz. YM737 ve GSH uygulamalarinin etkinlikleri
GSH diizeyinin azaldigt pek c¢ok patolojik durumda karsilastirilmistir.
Hipoksi/hipogliseminin neden oldugu presinaptik potansiyellerdeki ve sinir
terminallerinin aktivitesini yansitan [187] 2-deoksiglukoz alimimindaki azaliglar
tizerine YM737°nin GSH’a gore daha koruyucu etki sergiledigi tespit edilmistir [14].
YM737’nin hippokampal kesitlerdeki bu fonksiyon diizeltici etkisinin lipid
peroksidaz cevabini azaltarak yaptigi gosterilmistir [14]. Ayrica, YM737°nin GSH’a
gore daha giiglii radikal siiptiriicii aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [11]. Bilateral
karotid arter okliizyonu yapilan siganlarda diisik GSH seviyelerinin ' YM737
uygulamasi ile tamamen restore edilmesi, GSH uygulamasinin ise etki etmemesi
[188] YM737’nin hiicrelere daha iyi tagindigimi gostermektedir. Bunlara ek olarak,
orta serebral arter okliizyonu ile olusturulan beyin iskemi modelinde YM737
uygulamasi hem odem gelisimini hem de GSH azalisimi hafifletmistir [189].
Yamamoto ve arkadaslart YM737 nin siganlarda serebral iskemiye kars1 koruyucu
etkiler sergiledigini, mortaliteyi azalttigimi, MDA diizeylerini diistlirdiiglint
gostermiglerdir [15]. Maeno tarafindan yapilan c¢alisamaya gore YM737 ve GSH,
hipoksantin-ksantin  oksidaz sisteminde benzer radikal siipiiriici aktivite
sergilemisglerdir [183]. Bu nedenle YM737 nin GSH’a gore daha giiglii anti-oksidan
etki gOstermesi, hiicrelere daha kolay girebilmesine ve GSH azalisim
hafifletebilmesine baglanmistir [15]. Ayrica, YM737 uygulamasinin, serebral
hematom olusturulan siganlarda meydana gelen norolojik bozukluklar1 azalttigi,
MDA artigini hafiflettigi gosterilmistir [184]. Sol inen arterin baglanmasiyla kalbin
sol ventrikiilinde meydana gelen iskemik alanlarda GSH diizeyinin azaldig1
gosterilmistir [190]. Buna dayanarak, izole kalp ¢alismasinda, kardiyoplejik
sollisyona serbest radikal siipiiriicli olarak YM737 eklenmis, 6zellikle izovolumetrik
sol ventrikiil fonksiyonu ve ventrikiil komplians1 acisindan korunma sagladigi
gozlenmistir [191]. Yash insanlarda gozlenen katarakt hastaliginin lenste meydana
gelen GSH azalis1 ile iliskili oldugu bilinmektedir [192]. Ancak dokuya etkili bir
sekilde niifuz edemedigi icin GSH uygulamas1 basarili bir tedavi saglayamamaigtir.
Ratlara intraperitonel yolla 500mg/kg dozda YM737 uygulandiktan 15 dakika sonra
plazma ve ak6z humdrde GSH-ester tespit edilmistir. Enjeksiyondan 4 saat sonra ise
sicanlarin lenslerinde GSH diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Bu bulgu GSH-esterin
akoz humorden lense tagindigini ve burada GSH’a ¢evrildigini gdstermektedir. Ayni
calismada YM737 uygulamasinin, X-ray indiiklii lens opaklagsmasin1 geciktirdigi, 27
hafta boyunca lensteki GSH diizeylerini normal seviyede tuttugu gosterilmistir [193].
Tim bu olumlu etkilerinden dolayr ¢alismamizda YM737 deneysel Parkinson
modelinde nigral GSH diizeyini yiikseltebilecek ajan olarak segilmistir.
Calismamizda YM?737 literatiirdeki genel uygulanis bigcimine uygun olarak
intraperitonel yolla, serebral iskemiye karsi koruyucu etki gosteren ve MDA’y1
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azatan dozda (300mg/kg) [15] uygulanmistir. Calismamizda nigral GSH diizeyi
beklendigi lizere 6-OHDA uygulamasinin ardindan kontrol grubuna kiyasla énemli
diizeyde azalmistir. YM737 uygulamasi lezyonlu hayvanlarda GSH azalisim
engelleyememis, dahasi saglikli hayvanlarda GSH diizeyini 6lgiilemeyecek diizeyde
azaltmistir. Yapilan bir ¢alismada siganlara intravenoz yolla 300mg/kg dozda GSH
ve GSH izopropil ester uygulanmis ve 30 dakika sonra BOS’ta bu tiyollerin ve
metabolitlerinin seviyeleri Ol¢giilerek BOS’a tasinimlart degerlendirilmistir [345].
GSH izopropil ester uygulamasi ile BOS’ta GSH seviyesinin %32 oraninda arttigi,
GSH uygulamasiin ise BOS’ta GSH’1 arttirmadigi, ancak GSH metabolitlerinden
sisteinilglisin ve sistein artisina neden oldugu tespit edilmistir [345]. GSH izopropil
esterin, koroid pleksusta GSH metabolizmasindan sorumlu enzim olan y-GT
enzimine afinitesinin diisiik oldugu, GSH’a gore daha az metabolize oldugu ve
BOS’ta daha stabil kaldigi bildirilmistir [345]. Ancak glutatyon izopropil esterin
dopaminerjik noronlara taginimi ve bu hiicrelerde GSH diizeyleri iizerine etkisi
bilinmemektedir. Literatiirde, nigral GSH diizeyini arttirmak i¢in yapilan girisimlerin
cesitli toksik etkiler igerdigi goriilmektedir. Hiicresel GSH diizeyini hizla yiikselten
GSH etil ester tiirevinin toksik etkilere neden oldugu bildirilmistir [11, 194, 346-
347]. Ayn1 miktarda GSH uygulamasi toksisiteye neden olmadigi i¢in GSH etil
esterin toksik etkisi etil ester motifine baglanmistir. Bir calismada ise GSH etil
esterin toksisitesi etanol olusumundan ¢ok ester grubuna atfedilmistir [348]. GSH
etil esterin bu toksik etkileri in-vivo kullanimi igin sinirlamalar1 géstermektedir [7].
Bununla birlikte GSH substratlarindan sisteinin onciilii NAC’1n yiiksek dozlarda
uygulandiginda néronal kayip ve glial aktivasyon gibi toksik etkiler yarattigi
gosterilmistir [349]. Bizim ¢alismamizda YM737 uygulamasi nigral GSH diizeyini
beklenenin aksine azaltmistir. Cesitli nedenlerle bu toksisite ortaya ¢ikmis olabilir.
Bunlardan biri YM737’nin bir kisminin y-GT enzimi tarafindan metabolize olmasi
olabilir. Bu reaksiyon ektraseliiler sisteinilglisin ve sistein diizeyini arttiracaktir.
Sisteinin glutamatin NMDA reseptorlerine baglanarak eksitotoksisiteye neden
oldugu bilinmektedir. Calismamizda YM737 uygulanan grupta TUNEL pozitif
hiicrelerin gozlenmesi bu toksisiteden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica YM737
uygulamast sonrasinda dopaminerjik hiicrelere alinan YM737 hiicresel GSH
diizeyini yiikselterek GSH yapimindan sorumlu olan GCL enzimini inhibe ediyor
olabilir. De novo GSH yapimindaki bu inhibisyon GSH sentezinde kullanilan
glutamatin hiicresel diizeyinin artigina neden olabilir. Glutamat ve sistein hiicre
membraninda bulunan Xc- aminoasit tasiyici sistem ile karsilikli tasinmaktadir [92].
Hiicre igerisindeki glutamat artist ve ayni zamanda ektraseliiler kompartmanda
sistein artis1 Xc- tastyicisindan hiicre igine sistein hiicre disina ise glutamat
taginmasina neden olabilir. Bununla birlikte kanser, HIV enfeksiyonu, omurilik ve
beyin hasar1 gibi durumlarda ya da yiiksek seviyede glutamat iceren hiicre kiiltiirti
ortaminda sistein aliniminin glutamat ile inhibe edildigi, bunun da GSH sentezinde
azalisa neden oldugu bildirilmistir [350]. Glutamat eksitotoksisitesinin astrositlerde
hiicresel GSH diizeyini azalttigi ancak hiicreyi Oliime gotiirmedigi gosterilmistir
[351]. Bizim calismamizda YM737 uygulamasi ile meydana gelen GSH azalis1 da
glutamat eksitotoksisitesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica ektraseliller GSH
seviyesinde meydana gelen bir artisin NMDA-aracili eksitotoksisiteyi [352] ve
deneysel iskemiye karsi hiicre hassasiyetini [353] arttirdigi gosterilmistir. Bu
nedenlerden dolayr GSH seviyesini yiikseltmek yerine normal fizyolojik seviyelerin
stirdiiriilmesinin amag olmasi gerektigi bildirilmistir [90].
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Lipidlerin oksidatif hasar1 sirasinda olusan aldehitlerin basinda 4-HNE
gelmektedir.  Lipid peroksidasyonun birincil iriinlerinden  fosfotidilkolin
hidroperoksit (PCOOH), enzimatik olmayan bir reaksiyonla ikincil tiriinlerden 4-
HNE [354] ve MDA ’ya [355] doniisiir. Diisiik konsantrasyonlardaki 4-HNE, kisa bir
stirede diisiik toksisiteli ya da toksik olmayan metabolitlere ¢evrilmektedir [356-
357]. Oksidatif stres altinda ortaya ¢ikan sitotoksik etkilerin pek ¢ogundan 4-
HNE’nin sorumlu oldugu distiniilmektedir [355, 358]. 4-HNE c¢esitli zararh
etkilerini, DNA, RNA ve protein sentezini inhibe ederek, belirli enzim aktivitelerini
(Na-K ATPaz gibi) engelleyerek ve 1s1-sok proteinlerini indiikleyerek gostermektedir
[355]. 4-HNE’nin membran ile kaynastigi ve dolayisiyla membran akiskanligini
etkiledigi One siiriilmektedir. Ayrica 4-HNE, proteinlerle reaksiyona girerek kararli
bilesikler olusturur. Bu modifiye proteinler, oksidatif stres kaynakli hiicresel hasar
gostergelerinden biridir ve hiicresel birikimleri g¢esitli ¢aligmalarla rapor edilmistir
[359-360]. Ayrica 4-HNE’nin en giivenilir lipid peroksidasyon indeksi oldugu
distiniilmektedir. PLA2 tarafindan olusturulan metabolitler i¢inde en sitotoksik olani
4-HNE’dir [361]. 4-HNE’nin apoptotik hiicre oliimi ile iligkili oldugu [362],
Alzheimer ve PH gibi nérodejeneratif hastaliklarda ve iskemi, omurilik hasarlanmasi
ve kafa travmasinda belirgin diizeyde arttigi bilinmektedir. Calismamizda
YM737°nin dopaminerjik noronlar1 oksidatif strese karst koruyup korumadigini
belirlemek i¢in okdidatif stres gostergesi olarak nigral 4-HNE diizeyi 6l¢iilmiistiir.
Beklendigi tizere 6-OHDA enjeksiyonu nigral 4-HNE diizeylerini arttirmistir. Ancak
lezyonlu hayvanlara YM737 uygulamas1 artan 4-HNE diizeyi lizerine diizeltici bir
etki gostermemistir. Bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak, 6-OHDA uygulanan
sicanlarin SN kesitlerinde gii¢lii bir 4-HNE immiinreaktivitesi gozlenmistir [363].
MPTP uygulanan farelerin nigrostriatal yolaklarinda 4-HNE birikimi [364] ve orta
beyin bolgesinde 4-HNE protein artis1 [365-366] bildirilmistir. Ayrica, Parkinsonlu
hastalarin post-mortem analizinde nigral dopaminerjik ndronlarda proteinlere baglh
4-HNE’nin aynmi yastaki kontrollere kiyasla arttigi gosterilmistir [99]. 4-HNE
diizeyinde meydana gelen bu artis, nigral GSH seviyelerinde meydana gelen azalis
yansitiyor olabilir. Nitekim GSH’in  4-HNE’yi de kapsayan aldehitlerin
detoksifikasyonunda 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir [366]. GSH’in GST
katalizorliigiinde 4-HNE ile reakiyona girerek daha az reaktif bir konjugat
olusturdugu ve boylece 4-HNE’nin membrana kaynagsmasini engelledigi [366-368],
ayni zamanda 4-HNE ile protein konjugasyonunu blokladigi gosterilmistir [369].
Bizim c¢alismamizda 6-OHDA uygulamasi sonrasinda nigral GSH seviyesinde
meydana gelen azalma ve 4-HNE diizeyinde meydana gelen artma bu diisiinceyi
desteklemektedir.  Hiicresel GSH  diizeyinde yapilan  manipulasyonlarin
kardiyovaskiiler hiicrelerdeki 4-HNE toksisitesini dramatik bir sekilde degistirdigi
gosterilmistir  [370-371]. Bizim ¢alismamizda yalnizca YM737 uygulanan
hayvanlarda GSH diizeyinin tespit edilemeyecek diizeyde azalmasi ve 4-HNE
diizeylerinin de kontrole oranla belirgin diizeyde artmasi GSH ve 4-HNE arasinda
giiclii bir iligki oldugunu gostermektedir. Bu iki veriden anlasilacag: iizere saglikli
hayvanlara secilen dozda YM737 uygulamas: sitotoksik etki olusturmustur.

Mitokondri bagimli hiicre oliimii ic¢in kaspaz proteazlarin aktivasyonu
onemlidir. Kaspaz aktivasyonu, norotoksinleri de kapsayan pek ¢ok apoptotik sinyale

cevap olarak salinan sit-c tarafindan tetiklenebilir [372-373]. Fizyolojik kosullarda
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ETZ’de elektronlarin kompleks III’den kompleks IV’e aktarilmasini saglayan sit-C
sitozolde kaspaz aktivasyonu igin kofaktor 6zellik kazanir. Bel-2 ailesi iyeleri Sit-C
salinimin1 kontrol etmektedir. Bunun i¢in iki mekanizma &ne siiriilmektedir. Ilki pro-
apoptotik proteinlerin mitokondri dis membraninda, sit-c’nin sitozole salinimini
saglayan bir protein kanali olusturmalar1 [374-375] ikincisi ise pro-apoptotik
proteinlerin, VDAC igeren ve i¢ ve dis mitokondri membranlari boyunca uzanan
permeabilite gecis kanal (PTP) kompleksi ile etkilesimidir [376-378]. Sitozolde ATP
varliginda sit-c, Apaf-1 ve pro-kaspaz-9’un etkilesmesiyle kaspaz-9 aktive olur [372-
373]. Aktive olan kaspaz-9, kaspaz-3 ve diger kaspazlarin aktiflesmesini saglar.
Kaspazlar, hiicre iskelet proteinleri, fodrin ve DNA tamir enzimi poly(ADP riboz)
polimeraz gibi hiicre homeostazisi i¢in O6nemli olan pek ¢ok proteininin
degredasyonuna neden olur [379]. Ayrica aktif ASK1’in de sit-c salinimi ve kaspaz
aktivasyonuna neden oldugu, dolayisiyla mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozu
indiikledigi gosterilmistir [380]. PH’da sit-c aracili néronal 6liim hem Parkinsonlu
hasta beyinlerinde hem de deneysel murin modellerinde gosterilmistir [381-382]. 6-
OHDA uygulamasi sonrasi hiicre oliimii kaspaz bagimli (mitokondriden sit-C
salinimi ile) veya kaspaz bagimsiz olabilir [383]. In-vitro bir ¢alismada, 6-OHDA
varliginda hiicre i¢i sit-c dilizeyinin ve kaspaz-3 enzim aktivitesinin artti1
gosterilmistir [384]. PC12 hiicrelerinde 6-OHDA indiiklii sit-c saliniminda JNK2’nin
merkezi diizenleyici oldugu tespit edilmistir [385]. Calismamizda nigral sit-C
seviyeleri agisindan gruplar arasinda bir fark tespit edilememistir. Literatiir
incelendiginde sit-c’nin genellikle partikiilatta (mitokondri ile birlikte) ve sitozolde
olmak tiizere 2 fraksiyonda olgiildiigii goriilmektedir. Dolayisiyla denekler feda
edildikten hemen sonra mitokondriyel ve sitozolik fraksiyonlarin ayrilmasi ve bu
fraksiyonlarda Olciilen sit-c seviyelerinin birlikte yorumlanmasi daha dogru bir
yaklasim olacaktir. Calismamizda gruplar arasinda 6nemli bir fark bulamamamizin
nedeni bu faktore bagli olabilir. Elde ettigimiz sonug ile ilgili ikinci bir ihtimal
hayvanlarin fedasi ile ilgili zamanlama olabilir. 6-OHDA’ya maruz birakilan MN9D
hiicrelerinde sitozole sit-c salimimi zamana baglh bir bicimde gerceklestigi
gosterilmistir [386]. Bununla birlikte Kouroku ve arkadaslari sit-c saliniminin ve
kaspaz-3 aktivasyonunun inhibe edilmesinin her zaman hiicreyi o&liimden
korumadigini géstermislerdir [387].

Sonu¢ olarak bu c¢alisma ile periferal YM737 uygulamasinin, 6-OHDA
norotoksini ile olusturdugumuz deneysel Parkinson modelinde ortaya c¢ikan
davranigsal, histolojik ve biyokimyasal degisikliklere diizeltici etkisinin olmadig,
saglikli hayvanlarda GSH ve 4-HNE gibi biyokimyasal ve TUNEL gibi histolojik
parametreler acisindan zararli etkiler olusturdugu gosterilmistir. Calismamiz,
literatiirde ¢esitli patolojilere kars1 koruyucu etkileri gosterilen YM737 nin bir GSH
analogu olarak deneysel Parkinsonda etkinligini test eden ve kullanilan dozda nigral
ndronlar i¢in zararli olabilecegini gosteren ilk c¢aligma olmasindan dolayr 6nem
tasimaktadir. PH’da meydana gelen nigral GSH azalisin1 engelleyecek yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi icin ileri caligmalara gereksinim vardir.
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10.

SONUCLAR

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta belirgin lokomotor aktivite
azaligi, katalepsi ve rotasyon gozlenmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta nigral TH-pozitif néronlarin
kontrol grubuna gore dnemli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta Bcel-2 protein yogunlugunun
kontrol grubuna gore azaldig tespit edilmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta TUNEL-pozitif hiicreler
belirlenmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta GSH diizeyinin kontrol
grubuna gore 6nemli bir sekilde azaldig tespit edilmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta 4-HNE diizeyinin kontrol
grubuna gore onemli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan grupta sit-c diizeyinin ise degismedigi
saptanmistir.

YM737 uygulanan deneysel Parkinson grubunda ise tiim bu parametreler
acisindan deneysel Parkinson modeli olusturulan gruba gore bir fark tespit
edilememistir.

Saglikli hayvanlarda YM737 uygulamasi sonucunda TUNEL-pozitif hiicreler
gozlenmis, GSH diizeyi Ol¢iilemeyecek diizeyde azalmis, 4-HNE diizeyi
artmistir. Daha Once gosterilmemis olan YM737’nin kullanilan dozdaki
toksik etkileri literatiire kazandirilmistir.

Sonug¢ olarak 6-OHDA ile olusturdugumuz deneysel Parkinson modelinde

gozlenen davranigsal, histolojik ve biyokimyasal degisiklikler iizerine bir
GSH analogu olan YM737’nin diizeltici etkisi gozlenmemistir.
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Abstract This study aimed to investigate the effect of
docosahexaenoic acid (DHA) on visual evoked potentials
(VEPs) in a mice model of Parkinson’s disease (PD). Mice
model was created by 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahy-
dropyridine (MPTP) and DHA was given by gavage.
Cyclooxygenase-2 (COX-2), caspase-3 activities, nuclear
factor kappa-B (NF-xB) and prostaglandin E2 (PGE2)
levels were determined in substantia nigra (SN) and retina.
Cyclooxygenase-2 intensities were also determined
immunohistochemically. The tyrosine hydroxylase (TH)
immunolabelling was significantly decreased in MPTP
group compared to control. Docosahexaenoic acid
decreased dopaminergic neuron death in MPTP + DHA
group when compared to MPTP group. Mice treated with
MPTP showed motor deficits as compared to control.
Significant improvement was observed in MPTP + DHA
group when compared to MPTP group. Treatment with
MPTP significantly increased the activity of COX-2 and
total COX in SN when compared to the control group.
Docosahexaenoic acid caused a significant decrease in total
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COX and COX-2 activity in SN of mice given MPTP.
Cyclooxygenase-2 showed strong immunostaining in
MPTP group when compared to other groups in SN. Levels
of PGE2 increased in MPTP group when compared to
control in SN. Docosahexaenoic acid treatment in MPTP
group reduced PGE?2 in SN. Nuclear factor kappa-B levels
were found to be decreased in SN of MPTP group. The
mean latencies of P1, N1, P2, N2, P3, N3, P4, N4, and P5
VEP components were significantly prolonged in MPTP
group when compared to control. In MPTP 4+ DHA group,
the mean latencies of all components except PS5 returned to
control values. Current data shows that DHA treatment
improves prolonged VEPs latencies and locomotor activity.

Keywords Parkinson’s disease - 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine - Visual evoked potentials -
Docosahexaenoic acid - Cyclooxygenase-2 - Nuclear factor
kappa-B

Introduction

Parkinson’s disease (PD) is an age-related neurodegener-
ative disorder that affects movement, balance, and fine
motor control (Disshon and Dluzen 1997; Kidd 2000). This
impairment is the loss of nigrostriatal dopamine (DA)
containing neurons, whose cell bodies located in substantia
nigra pars compacta (SNpc) and project their axons up to
the striatum (Meissner et al. 2004; Reksidler et al. 2007).
The cause of dopaminergic cell death in PD remains
unknown. Over years, several pathogenic hypotheses have
been proposed in attempts to explain the mechanism of
neuronal loss in PD (Bernheimer et al. 1973; Barbeau et al.
1987; Schapira et al. 1990; Lockwood 2000; Gasser 2001).
Important factors include formation of free radicals,
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impaired mitochondrial activity, increased sensitivity to
apoptosis, excitoxicity, and inflammation (Teismann et al.
2003; de Meira Santos Lima et al. 2006; Kang et al. 2007).
However, a large amount of evidence suggested an impor-
tant role for oxygen free radical and oxidative stress in the
pathogenesis of PD (Schapira et al. 1990). Increased levels
of reactive oxygen species (ROS) which in turn activates
redox-sensitive transcriptional factors such as nuclear factor
kappa-B (NF-xB) (Lee et al. 2009a) leads to expression of
many pro-inflammatory genes including inducible nitric
oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2).
Increased nuclear translocation of NF-xBp65 has previously
been demonstrated in dopaminergic neurons of PD mice
(Hunot et al. 2004; Ghosh et al. 2007). Increased expression
of COX and elevated Prostaglandin E2 (PGE2) levels have
also been reported in the cascade of deleterious events
that lead to neurodegeneration in a variety of pathologi-
cal settings (Teismann et al. 2003; Kang et al. 2007).
Cyclooxygenase activity is the rate-limiting activity in the
biosynthesis of prostaglandins (PGs). Two isoforms, COX-1
and COX-2, convert arachidonic acid to hydroxyendoper-
oxide. Cyclooxygenase-1 is primarily involved in the pro-
duction of prostanoids relevant to physiological process,
whereas COX-2 is mainly responsible for the production of
prostanoids linked to pathologic events (Teismann et al.
2003; Przybylkowski et al. 2004). Previous studies indicate
that the neurodegenerative process in PD is associated with
increased expression of COX-2 and elevated levels of PGE2
(Teismann et al. 2003; Kang et al. 2007).

In early 1980s, the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) was discovered acci-
dentally. 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine is
converted to 1-methyl-4-phenyl-pyridinium (MPP") by
astroglia. ~ 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
can selectively damage dopaminergic neurons of SNpc and
produce the clinical symptoms of PD in human and non-
human primate and mice. For this reason, MPTP-induced
dopaminergic neurotoxicity in mouse is a valuable model
for PD research. 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridine leads to the activation of microglia in the SNpc.
This activation plays a crucial role in neurodegeneration of
experimental PD and is thought to be associated with
increased COX-2 expression and subsequent elevated lev-
els of PGE2 (Przybylkowski et al. 2004; Wang et al. 2005;
Vijitruth et al. 2006; Kang et al. 2007). Activation of
NF-kB is necessary for COX-2 expression (Ghosh et al.
2009). Previous studies indicated that NF-kB is activated
in MPTP-intoxicated mice (Ghosh et al. 2007, 2009). It
appears that NF-«B activation regulates these pathological
features either directly or indirectly.

In addition to the loss of dopaminergic neurons in the
SN, PD has also been associated with a reduction in the
level of DA in the retina (Harnois and Di Paolo 1990).

Thus, dopaminergic activity in the visual system could be
diminished in PD (Langheinrich et al. 2000). Treat-
ment with dopaminergic drugs was shown to reverse the
delays in visual evoked potentials (VEPs) in PD patients
(Bodis-Wollner and Yahr 1978; Onofrj et al. 1986;
Bodis-Wollner et al. 1987; Bulens et al. 1987; Barbato
et al. 1994). Therefore, initially, retinal dopaminergic
alterations were claimed to be responsible for the visual
changes in Parkinsonians, but later evidence appeared that
there might be some additional pathology beyond the retina
affecting the visual responses (Onoftj et al. 1986; Bulens
et al. 1987; Buttner et al. 1996; Bodis-Wollner 1997).

On the other hand, brain and retina have a very high
content of essential polyunsaturated fatty acids (PUFA)
which depend on alimentation (Puskas et al. 2004). Animals
raised on diets deficient in omega-3 PUFAs all had decreased
levels of docosahexaenoic acid (DHA) in brain and retina
which were associated with impairments in neural and visual
function (Weisinger et al. 1999; Uauy et al. 2001; Catalan
et al. 2002). Polyunsaturated fatty acids show anti-angio-
genic, anti-vasoproliferative, and neuroprotective actions on
factors and processes involved in the pathogenesis of
degenerative neuronal disease (Puskas et al. 2004). Doco-
sahexaenoic acid, a major dietary omega-3 PUFA, is also a
major structural lipid of different regions of the brain (Puskas
et al. 2004; Michael-Titus 2007; Bazan 2009).

Studies on experimental models demonstrate that omega-
3 PUFAs also have the capacity to affect production and
activation of arachidonic acid-based eicosanoids. Docosa-
hexaenoic acid has been shown to decrease Phospholipase
A2 (PLA,) activity in nerve growth cones. Nuclear factor
kappa-B is nuclear transcription factor that up-regulates
COX-2 expression which is associated with vascular insta-
bility. Cyclooxygenase-2 is found in the central nervous
system (CNS), is activated by cytokines, mitogens and acts in
the formation of PGs in inflammatory response. It was
demonstrated that DHA is effective in inhibiting COX-1 and
COX-2 catalyzed PG synthesis and was activated in response
to PLA, activation. Cyclooxygenase-2 activation is also
associated with ischemia, oxidative stress, inflammation,
neuroactive cell signaling molecules, and developmental
processes associated with aging (Mattammal et al. 1995;
McLaughlin et al. 2006; Lee et al. 2009b).

Therefore, in this study, we used a mouse model of
MPTP-induced PD to examine whether DHA inhibited the
loss of tyrosine hydroxylase (TH)-positive neurons as a
result of its anti-inflammatory effects. Prostaglandin E2
levels were also determined as an indicator of inflamma-
tory events and the role of COX-2 was defined in changes
observed in the visual system following DHA treatment
and MPTP-toxication. In this context, the main objective
of this study was to investigate the signaling pathways
in the mechanism of DHA neuroprotection observed in
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MPTP-toxication. Additionally, we examined the altera-
tions in latencies and amplitudes of VEPs related to MPTP
intoxication and DHA treatment.

Materials and Methods

Male C57BL/6 mice (10 months old, weighing 25-30 g)
were used throughout all experiments. The animals were
housed in stainless steel cages (10 per cage) in an air-
conditioned room (22 4 2°C with a 12:12 h light:dark
cycle). All experimental protocols conducted on mice were
performed in accordance with the standards established by
the Institutional Animal Care and Use Committee at
Akdeniz University Medical School.

Experimental Design

Mice were randomly divided into four experimental groups
as follows: control (n = 15); DHA-treated (DHA) (n = 15);
MPTP-injected (MPTP) (n = 15), and DHA-treated +
MPTP-injected (MPTP + DHA) (n = 15). Docosahexae-
noic acid (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA) was
dissolved in corn oil at a concentration of 0.046 M and was
given to the treatment groups for 30 days (36 mg/kg/day) by
gavage (Simopoulos 1989; Kremer et al. 1990; Hacioglu
etal. 2006, 2007, Tanriover et al. 2010). In order to eliminate
the effects of daily gavage and vehicle; other groups received
a similar volume of corn oil alone. Food and water were
provided ad libitum through the experiments.

Treatment of Mice with 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine

On the 23rd day of gavage treatment, animals in MPTP
and MPTP + DHA groups received four intraperitoneal
injections (20 x 4 mg/kg) of freshly prepared MPTP-HCl
(M-0896, Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) in saline at
2-h intervals for MPTP intoxication (Hunot et al. 2004;
Boyd et al. 2007). Control and DHA groups received
equivalent volume injections of saline. All four groups of
animals continued to receive their usual diets for an addi-
tional week after treatment.

VEPs Recordings

On the 29th day of gavage treatment, VEPs were recorded
in a darkened room. The mice were anesthetized with a
combination of ketamine (80 mg/kg, ip) and xylazine
(16 mg/kg, ip) diluted in saline. For longer recording ses-
sion, supplemental anesthesia (20% of initial dose) was
given when required (Peachey and Ball 2003). Recordings
were collected with stainless steel sub-dermal electrodes

@ Springer

(Nihon Kohden NE-223S, Tokyo Japan) shortened to
7 mm in length, resharpened and inserted along the lon-
gitudinal axis of the mouse. Electrode placements were Fpz
(midline, just distal to the interorbital line; negative elec-
trode) and Oz (midline, nuchal crest; positive electrode),
with a ground electrode placed on the tail of the mouse
(Strain and Tedford 1993). After 5 min of dark adaptation,
a photic stimulator (Biopac System; Nova-Strobe AB,
Santa Barbara, California, USA) at the lowest intensity
setting was used to provide the flash stimulus at a distance
of 10 cm, which allowed the lighting of the entire pupilla
from the temporal visual field. The repetition rate of the
flash stimulus was 0.1 J. Throughout the experiments, the
eye not under investigation was occluded by black carbon
paper and cotton, allowing VEP recordings for both right
and left eyes to be obtained. Meanwhile, the body tem-
perature was maintained at 37.5-38°C by a heating pad
(Hetzler et al. 1988; Strain and Tedford 1993). The aver-
aging of 100 responses was accomplished with the averager
in the Biopac MP100 data acquisition equipment. Analysis
time was 300 ms. The frequency bandwidth of the ampli-
fier was 1-100 Hz. The gain was selected as 20-50 pV/div.
The microprocessor was programmed to reject any sweeps
contaminated with larger artifacts, and at least two aver-
ages were obtained to ensure response reproducibility.
Peak latencies of the components were measured from the
stimulus artifact to the peak in millisecond. Amplitudes
were measured as the voltage between successive peaks.

Motor Performance Test

To determine the degree of bradykinesia, a typical sign of
Parkinsonism, pole test was performed according to the
method of Ogawa et al. (1987) with minor modifications
(Kobayashi et al. 1997; Araki et al. 2001). At week 1 (day
7) post-intoxication each mouse was placed head upward at
the top of a rough-surfaced pole (8 mm in diameter and
50 cm in height) double wrapped with gauze to prevent
slipping. Mice travelled the pole freely and came down to
the floor (pre-trial). After two or three pre-trials for
habituation to the test system the time that each mouse
needed for turn down and climbing down the pole for
50 cm was recorded and analyzed (real trial).

Tissue Collection

After motor performance test, at the end of the treatment
period, mice were anesthetized with a combination of
ketamine (80 mg/kg, ip) and xylazine (16 mg/kg, ip)
diluted in saline. Mice were perfused transcardially with
heparinized saline and their brain and retina tissues were
removed immediately and stored at —80°C for later bio-
chemical analysis. For immunohistochemical studies, brain
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tissues containing SN were fixed in 10% formaldehyde for
24 h and washed with tap water for approximately 6 h.

Immunohistochemistry

We used TH immunoreactivity to mark dopaminergic
neurons in SN of experimental model of PD. For TH and
COX-2 immunohistochemistry, sections were deparaffi-
nized and blocked for endogenous peroxidase activity with
methanol containing 3% H,0, for 15 min and for nonspe-
cific binding with universal blocking reagent (BioGenex,
San Ramon, CA, USA) for 7 min at room temperature.
Anti-mouse TH (Calbiochem CA, USA #657010) diluted in
dilution buffer 1/400 and anti-rabbit COX-2 (murine)
polyclonal antibody (Cayman Chemical MI, USA #160106)
diluted in dilution buffer 1/250 (LabVision, Fremont, CA,
USA) were applied for 1 h at room temperature. For neg-
ative controls the primary antibodies were replaced by
normal rabbit and mouse IgG serum (Vector Lab. Burlin-
game, CA, USA) at the same concentration. After several
washes in PBS, sections were incubated with biotinylated
goat anti-rabbit IgG or anti-mouse secondary antibody
(Dako, Carpinteria, CA, USA) for 30 min followed by
LSAB streptavidin—peroxidase complex (Dako, Carpinte-
ria, CA, USA) incubation for 30 min and were rinsed with
PBS. Antibody complexes were visualized by incubation
with diaminobenzidine (DAB) chromogen (BioGenex).
Sections were counterstained with Mayer’s hematoxylin
(Dako), dehydrated, mounted, and examined on a Zeiss-
Axioplan, microscope (Oberkochen, Germany).

Cyclooxygenase-2 Activity Assay

To measure the COX-2 activity in SN and retina tissues,
COX activity assay kit (Cayman Chemical, USA) was used
(Temma et al. 2004). This kit measures the peroxidase
activity of COX. The peroxidase activity is assayed col-
orimetrically by monitoring the appearance of oxidized
NN ,N',N'-tetramethyl-p-phenylenediamine at 590 nm.
The peroxidase activity of COX-2 was assayed colori-
metrically using COX-1-specific inhibitors. The kit can
assay samples containing COX activity between 3 and
80 nmol/min/ml.

Caspase-3 Activity Assay

Substantia nigra and retina tissues were resuspended in
lysis buffer and incubated on ice for 10 min. After cen-
trifugation for 5 min at 10,000x g, supernatant was trans-
ferred to a fresh tube. Caspase-3 activity in tissue lysate
treated was determined by a Chemicon caspase colori-
metric activity assay kit (Yao et al. 2007). The assay is
based on spectrophotometric detection of the chromophore

p-nitroaniline (pNA) after cleavage from the labeled sub-
strate LEHD-pNA. The free pNA can be quantified using a
microtiter plate reader at 405 nm.

Determination of Prostaglandin E2 Tissue Content

Prostaglandin E2 levels were determined by the method
described previously (Gemici et al. 2010; Carlton et al.
2002). Whole SN and retina tissues were homogenized in
0.25 ml Tris—HCI buffer (pH: 7.5) with 0.02 M EDTA and
5 mg/ml of indomethacin. Prostaglandin E2 collection and
purification was done according to a modified protocol
supplied with the PGE2 enzyme immunoassay system
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK).
Briefly, 0.25 ml of cold water:ethanol (1:4 vol/vol) solu-
tion was added to 0.25 ml of tissue homogenate; 5 ml of
glacial acetic acid was added to each sample followed by
5 min incubation at room temperature. Samples were then
centrifuged at 2500xg for 2 min. The supernatants were
then applied to C18 minicolumns (Amersham Pharmacia
Biotech) and the columns were washed with distilled water
and hexane. Prostaglandin E2 was eluted into siliconized
glass vials with two 0.75 ml volumes of ethyl acetate. This
fraction was lyophilized to dryness and stored at —80°C.
According to the protocol provided with the EIA Kkit,
samples were brought up in 1 ml of assay buffer and
assayed in 96-well plates. Prostaglandin E2 standards
ranged from 50 to 6400 pg/ml. The relative concentration
of PGE2 was normalized against protein content of the
tissue samples. Results are expressed as pg/g protein.

Nuclear factor Kappa-B immunoassay

To measure the NF-xkB in SN and retina tissues, a solid
phase sandwich Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay
(ELISA) NF-xBp65 kit (Invitrogen) was used (Adams
2001). A monoclonal antibody specific for NF-xkBp65
(regardless of phosphorylation state) has been coated onto
the wells of the microtiter strips provided. Samples,
including a standard containing NF-xBp65, control speci-
mens, and unknowns, are pipetted into these wells. During
the first incubation, the NF-xBp65 antigen binds to the
immobilized (capture) antibody. After washing, a rabbit
antibody, specific for NF-kBp65, is added to the wells.
During the second incubation, this antibody serves as a
detector by binding to the immobilized NF-xBp65 protein
captured during the first incubation. After removal of
excess detection antibody, a horseradish peroxidase-
labeled anti-rabbit IgG (Anti-Rabbit [gG-HRP) is added. A
substrate solution is added, which is acted upon by the
bound enzyme to produce color. The intensity of this col-
ored product is directly proportional to the concentration of
NF-xkBp65 present in the original specimen.
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Statistical Analysis

Analysis of variance (ANOVA) was performed on all
parameters of VEPs for the factors of side (right and left)
and groups. Differences of other data were also analyzed
by ANOVA followed up with Tukey’s Post Hoc Test for
suit with normal dispersion and Kruskal-Wallis followed
up Mann—Whitney U test for not suit with normal disper-
sion. Significance levels were set at P < 0.05.

Results
Bradykinesia by Pole Test

Changes in motor activity (bradykinesia: slow-down of
voluntary movements) are shown in Fig. 1. Time required
to turn (TT) (s) (Fig. 1a) and time required to locomotor
activity (TLA) (s) (Fig. 1b) were determined for all groups.
MPTP mice showed marked motor deficits in the pole test,
as compared with control and DHA-treated animals.
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I

MPTP+DHA

Time required to locomotor activity
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Fig. 1 Determination of bradykinesia by pole test. At week 1 (day 7)
post-intoxication each mouse was placed head upward at the top of a
rough-surfaced pole (8 mm in diameter and 50 cm in height) double
wrapped with gauze to prevent slipping. Mice travelled the pole freely
and came down to the floor (pre-trial). After two or three pre-trials for
habituation to the test system the time that each mouse needed for
a turn down and b climbing down the pole for 50 cm was recorded
and analyzed (real trial). Data are means = SEM. *P < 0.05 vs.
control, *P < 0.05 vs. MPTP group
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Additionally, MPTP + DHA group had improved TT and
TLA times compared with MPTP group.

Tyrosine Hydroxylase Expression in the Substantia
Nigra

The compact, reticular and lateral parts of mice SN were
easily distinguished by TH immunohistochemistry. The
immunoreactivity for TH was observed in neuron bodies
and processes. 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyri-
dine caused an obvious reduction in TH positive
dopaminergic neuron viability as determined. The immu-
nolabelling was significantly decreased in the MPTP group
that were found to be sparse and disorganized when com-
pared to the other groups (Fig. 2d). Moreover, in the
MPTP + DHA group, the neuron processes were more
organized when compared to the MPTP group (Fig. 2g).
DHA supplementation decreased dopaminergic neuron
death in MPTP + DHA group (Fig. 2g) and also, the neu-
ron numbers were higher in MPTP 4 DHA group compare
to MPTP group (Fig. 2d). The neuron numbers of the DHA
group (Fig. 21) were almost equivalent to the control group
(Fig. 2a). No staining was observed in the negative sections
in all groups (Fig. 2c, f, k, n).

Cyclooxygenase-2 Expression in the Substantia Nigra
and Retina

Cyclooxygenase-2 expressions were observed in the cyto-
plasm of dopaminergic neurons in MPTP and
MPTP + DHA  groups. Cyclooxygenase-2 (Fig. 2e)
showed strong immunostaining intensity in MPTP group,
which was lower than the COX-2 immunostaining intensity
in MPTP + DHA group (Fig. 2h). Dopaminergic neuron
processes of MPTP group were found to be sparse, disor-
ganized and most of the neurons were died when compared
to the other groups. Therefore, the intensity of the COX-2
was higher in the MPTP 4 DHA group (Fig. 2h). More-
over, some of the glial cells were also immunopositive for
COX-2 in MPTP and MPTP + DHA groups. No immu-
noreactivity was observed in control and DHA groups for
COX-2 (Fig. 2b, m). No immunoreactivity was observed
on the slides where primary antibodies were replaced with
normal mouse and rabbit IgG (Fig. 2c, f, k, n).

No immunoreactivity was observed in all four groups
for COX-2 expression in the retina.

Total Cyclooxygenase/Cyclooxygenase-2 Activity
in Substantia Nigra and Retina

The mean activation of total COX and COX-2 in SN is
shown in Fig. 3a. Administration of MPTP significantly
increased the activation levels of total COX and COX-2
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Fig. 2 Representative figure of TH and COX-2 immunoreaction of
dopaminergic neurons in control, MPTP, MPTP + DHA and DHA
groups. a, b, ¢ Control; d, e, f: MPTP; g, h, k: MPTP + DHA; 1, m,
n: DHA groups. Localization of TH (a, d, g, 1) and COX-2 (b, e, h,
m) protein expressions in the SN. Notice the neuronal morphological

when compared to the control group. DHA treatment sig-
nificantly decreased the activation of total COX and COX-2
in MPTP 4 DHA group when compared with MPTP group.

We did not observe any changes in the activity of total
COX and COX-2 in retina (Fig. 3b).

Activation of Caspase-3 in Substantia Nigra and Retina

Nigral caspase-3 activity was significantly increased in
MPTP and MPTP + DHA group when compared with

Negative

-~ e

[

Control

alterations; the loss of dopaminergic neurons and the disorganized
fibers in MPTP group. No immunoreactivity was observed on the
slides where primary antibodies were replaced with normal mouse
and rabbit IgG (c, f, k, n). Scale bar represents 100 pm

control group (Fig. 4). Activity of retinal caspase-3 was not
changed in all groups (Fig. 4).

Prostaglandin E2 Tissue Content in Substantia Nigra
and Retina

Compared with mice in the control group, PGE2 content
was not different in SN in DHA-treated mice. We deter-
mined levels of PGE2, a major inflammatory mediator
increased in MPTP rats. Docosahexaenoic acid treatment in
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Fig. 3 The effect of DHA on total COX and COX-2 activities in the
control and MPTP treated groups in a SN and b retina tissues. COX-2
activities in groups measured by a Cayman colorimetric activity assay
kit. *P < 0.01 vs. control, DHA and MPTP + DHA group of total
COX and COX-2. Data represents mean == SEM
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Fig. 4 The effect of DHA on caspase-3 activity in the control and
MPTP treated groups in SN and retina tissues. Caspase-3 activities
in groups were measured by a Chemicon caspase colorimetric
activity assay kit. *P < 0.001 vs. control group. Data represents
mean + SEM

MPTP group reduced production of proinflammatory
mediator PGE2 in SN (Fig. 5a). However, there was no
difference in PGE2 content of retina between control and
experimental groups (Fig. 5b).
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Fig. 5 The effect of DHA on PGE2 production in the control and
MPTP treated groups in a SN and b retina tissues. The PGE2 tissue
content was measured by an Amersham PGE2 enzyme immunoassay
kit. *P < 0.05 compared to control group; *P < 0.05 vs. MPTP
group. Data represents mean == SEM

Nuclear Factor Kappa-B Protein Levels in Sunstantia
Nigra and Retina

Nuclear factor kappa-B protein level was examined 7 days
after the last injection of MPTP. Nuclear factor kappa-B
values of SN in studied groups are summarized in Fig. 6a.
Nuclear factor kappa-B protein level was found to be
decrease in SN of MPTP group. However, NF-xkBp65
protein level of SN was unaltered in MPTP + DHA group
when compared with MPTP group. Nuclear factor kappa-B
protein level of retina remained unchanged in all the
groups. These results are shown in Fig. 6b.

Latency and Amplitude Values of VEP Components

Differences of VEP parameters were analyzed by repeated
measures of ANOVA. We did not find significant differ-
ences in latencies and amplitudes between right and left
eyes. But we did between groups. Based on the analysis,
data obtained from stimulating each eye were averaged.
The means and standard deviations of peak latencies of
VEP components of all the groups are shown in Table 1.
The mean latencies of P1, N1, P2, N2, P3, N3, P4, N4, and
P5 components were significantly prolonged in MPTP-
intoxicated group when compared with the control group.
On the other hand, in MPTP 4+ DHA group the mean
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Fig. 6 The effect of DHA on NF-xBp65 protein levels in the control
and MPTP treated groups in a SN and b retina tissues. The NF-kBp65
protein level was measured by an Invitrogen NF-xBp65 immunoas-
say kit. *P < 0.01 vs. control group; P < 0.01 vs. DHA group. Data
represents mean + SEM

latencies of P1, N1, P2, N2, P3, N3, P4, and N4 were
unchanged with respective to control group. In
MPTP + DHA group, only the mean latency of PS5 com-
ponent was prolonged when compared with control value.
Docosahexaenoic acid treatment had improved the mean
latencies of VEP components, which had prolonged
because of the effect of MPTP.

Discussion

The etiology of PD is complex. It could be explained by
combination of environmental and genetic factors.
Understanding the mechanism of the disease process may
help in the development of effective neuroprotective
therapeutic approaches to halt the disease progression.
The most important and most frequently used parkin-
sonian toxin applied in animal models is MPTP. This toxin
is mainly used in non-human primates, in mice, and in rats
(Gerlach and Riederer 1996; Przedborski et al. 2001). The
MPTP mouse model is particularly useful in testing new
therapeutic intervention in PD. In contrast to primates,
rodents are less sensitive to MPTP toxicity (Schmidt and
Ferger 2001). Nevertheless, the C57BL/6 mice strain was

Table 1 The means and SDs of peak latencies (ms) for each VEP component

N; (ms) P, (ms) N; (ms) P3 (ms) N3 (ms) P, (ms) Ny (ms) Ps (ms)

P, (ms)

Groups

96.95 + 7.96
102.45 £ 7.16

83.52 £ 8.32

72.95 £ 5.93
79.15 £+ 7.56
79.27 £ 5.07*
7545 £ 8.72

55.52 £ 8.93
55.95 + 5.68
58.62 £ 3.84*
54.55 £+ 6.09

42.8 £ 5.51
449 £ 5.69
49.09 £ 4.16*
4435 £ 491

3571 £ 444
37.55 £ 4.79
42.93 £ 3.78*
38.25 £ 4.78

28.33 £ 3.05

23.38 £ 2.59
232 + 3.27
30.38 £ 2.17*

22.68 £ 3.8

15.76 £ 1.97
16.3 £ 29
23.77 £ 2.06*
15.95 £+ 3.28

Control

DHA

89.4 + 8.32
94.45 £ 7.62*
89.55 £ 8.98

28.6 £ 2.52
36.18 £ 3.67*

112.18 £+ 10.95*
104.19 £+ 10.47*

MPTP

29 £ 4.37

MPTP + DHA

The mean value of each component was determined by averaging the data of both eyes

Values are expressed as means = SDM, n = 10 in each group

* P < 0.05 vs. control group
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found to be sensitive to a systemic injection of MPTP and
was significantly more selective than other mice strains in
terms of affecting mesencephalic dopaminergic neurons
(Schober 2004). Currently, the MPTP mouse model pro-
vides the most useful animal model of PD to study
neuropathological and neurochemical changes (Schmidt
and Ferger 2001). In principle, MPTP can be given by a
variety of regimens such as gavage or stereotactical
injection, but the most common and reproducible form is
still systemic administration, e.g., subcutaneous, intrave-
nous, intraperitoneal, or intramuscular (Przedborski et al.
2001). Administration of MPTP leads to the loss of dopa-
minergic neurons in SN. The MPTP model affects mito-
chondria, either by inhibiting mitochondrial complex I or
complex IIT (Nicklas et al. 1985) which leads to a signifi-
cant reduction in the number of neurons in the SNpc (Beal
2001). Previous studies have shown that MPTP caused
oxidative stress and energy crisis. Mitochondrial defect
induced by MPTP may play a role in development of
apoptosis (Wallace 2005; Chipuk et al. 2006; Mills et al.
2008). In this study, SN degeneration was confirmed to
have occurred at 7 days after the final MPTP injection.

It was concluded that PUFA levels were reduced in
parkinsonian SN when compared to other brain regions and
to control tissue (Dexter et al. 1989). Docosahexaenoic
acid cannot synthesize de novo in mammals. Therefore, it
must be obtained through the diet. Studies in animals
clearly show that oral intake of DHA can alter brain DHA
concentrations and thereby modify brain functions (Galli
et al. 1971; Bourre et al. 1993; Pawlosky et al. 2001;
Murthy et al. 2002; Levant et al. 2007). This provides us
with an opportunity to use DHA as a nutraceutical or
pharmaceutical tool in PD.

In this study, DHA treated for 23 days before and 7 days
after (totally 30 days) intraperitoneal injection of MPTP. It
was previously observed that chronic oral administration of
DHA could increase neuronal levels of the phosphatides and
of specific proteins that characterize synaptic membranes
(Wurtman et al. 2006), as well as the numbers of dendritic
spines, in rodent brain (Sakamoto et al. 2007). Cansev et al.
(2008) shown that reductions in TH protein levels in
lesioned striata were partially restored, increasing by 21%
following 28 days DHA supplementation. In the same study,
they also concluded that DHA did not diminish the initial
toxic responses to the 6-hydroxydopamine (6-OHDA) as
3 days (Cansev et al. 2008). Hence, in our study animals
killed 30 days after starting DHA, a period previously
shown to reliably increase membrane phosphatides, synap-
tic proteins (Wurtman et al. 2006) and dendritic spines
(Sakamoto et al. 2007). Cansev et al. (2008) estimated that
DHA restores nigral TH levels possibly by increasing the
number and/or size of nigrostriatal terminals and synapses.
In the PD research field, it has been recently demonstrated
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that 1-month administration of DHA (100 mg/kg) before
MPTP intoxication reduced by about 40% the extent of
levodopa-induced dyskinesias in a non-human primate
model of Parkinsonism (Samadi et al. 2006). The authors
proposed that this effect of DHA could be explained by the
activation of nuclear receptors that operate as transcription
factors, such as retinoid X receptors. Moreover, a neuro-
protective action of DHA has been observed in a mice model
of PD that treated with a diet high in n-3 PUFA for
10 months before MPTP injection (Bousquet et al. 2008).

In this study, in all cases, the neuroprotective effect of
DHA against MPTP in the mice was apparent. The results of
these immunohistochemical examination indicated that
DHA protected dopaminergic neurons against MPTP-
induced cell death in the mouse model of PD. Previous
studies support that high n-3 PUFA diet prevented the
MPTP-induced decrease of TH-labeled nigral cells (Bousquet
et al. 2008; Cansev et al. 2008).

In this study, the DHA dose was selected according to
previous studies (Simopoulos 1989; Kremer et al. 1990;
Hacioglu et al. 2006; Hacioglu et al. 2007; Tanriover et al.
2010). Daily intake of DHA was used with various doses in
experimental studies. While DHA is reported generally to
have neuroprotective effects both in vitro and in vivo,
Kabuto et al. (2009) showed that DHA ethyl ester treatment
resulted in worsening of 6-OHDA-induced neuronal dam-
age with lipid peroxidation. The high content of long chain
PUFAs in the cell membrane of brain tissue cells is con-
sidered the principal target for oxygen free radicals and for
accumulation of lipid peroxides (Halliwell 1992). This
discrepancy with our study may be related with diversity of
DHA dose and treatment schedule or animal model that
studied.

Degeneration of SN was associated with motor dys-
functions (akinesia, rigidity, and catalepsy) (Haobam et al.
2005). There was a high degree of correlation between
dopaminergic neuron degeneration and motor impairment
in MPTP-induced Parkinson model (Haobam et al. 2005).
We have also evaluated motor activity in experimental PD
mice. Measurement of motor activity in experimental
Parkinson models depends on the performance of animals
in well-defined tasks. The results of these tests confirmed
that the created model of PD was reliable. In this study,
MPTP-treated mice displayed typical behavioral charac-
teristics of PD in the vertical pole test. The results of this
study demonstrated that motor activity was significantly
impaired in MPTP-induced experimental PD. The present
findings are in agreement with results from previous studies
which demonstrate the impairment of motor activity
in MPTP-induced Parkinson models (Mitra et al. 1992;
Sedelis et al. 2001; Kato et al. 2004). It is important to note
that DHA administration reduced this sign of Parkinsonism
in MPTP-treated group.
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Caspase-3 enzyme activity increased in MPTP-treated
group when compared to control. On the other hand, a
number of reports have shown a very pronounced DHA
treatment partially decreased caspase-3 activity and DHA
prevented neuron death (Green et al. 2001; German et al.
2006; Bousquet et al. 2008). This protection prevented the
exit of death factors from mitochondria. Our results indi-
cated that DHA treatment had a clear neuroprotective
effect in MPTP toxicity. This finding may be associated
with increased neuron number in the SN following DHA
treatment in MPTP administered mice.

In this study, MPTP administration lead to an increase
of in COX -2 activity which strongly suggests that it
plays a detrimental role in neurodegeneration and stimu-
lation of an inflammatory process following neuronal
death (Przybylkowski et al. 2004; Boyd et al. 2007).
Cyclooxygenase-2 may aggravate the degeneration pro-
cess (Hoang et al. 2009) which also plays an important
role in MPTP toxicity. The expression COX-2 mRNA and
COX-2 protein increased as quickly as 24 h after MPTP
injection achieving maximum on day 7 (Przybylkowski
et al. 2004). This result is in agreement with those of
previous studies (Feng et al. 2003; Teismann et al. 2003;
de Meira Santos Lima et al. 2006; Reksidler et al. 2007;
Hoang et al. 2009). Increased COX-2 catalytic activity
was associated with increased PGE2 tissue content in SN
(Vijitruth et al. 2006). Prostaglandin E2 reflects COX-1
activity. As well we showed that total COX activity
increased in SN. It is indicated that PGE2 reduction and
COX-2 inhibition are indicative of the anti-inflammatory
and neuroprotective action by DHA. Our findings support
the previous studies that show DHA inhibited COX-2
expression and activity (Boudrault et al. 2010; Singh et al.
1997; Bazan 2009; Lee et al. 2009b). Cyclooxygenase-2
protein expression is regulated by NFxB. Nuclear factor
kappa-B protein level was examined 7 days after the last
injection of MPTP and NF-xBp65 protein level decreased
significantly in SN of MPTP group when compared to
control. This result is time-dependent. Previous studies
demonstrated that nuclear translocation of NF-xBp65 in
dopaminergic neurons of SN increased 24 h after MPTP
toxicity (Ghosh et al. 2007; Ghosh et al. 2009). Docosa-
hexaenoic acid has been shown to inhibit the activity of
NF-xBp65 protein. The mechanism of action of DHA on
NF-«B was affected by its concentration. Lower con-
centration of DHA may cause activation of NF-kB tran-
scription factor (Lee et al. 2009b). Docosahexanoic acid
was significantly inhibited NF-xB activity in a dose-
dependent manner (Lee et al. 2009b). Retina COX-2
expression and activation is unchanged by MPTP toxi-
cation. DHA administration did not affect on caspase-3
activity of retina. NF-xBp65 is unchanged in retina of
MPTP + DHA group.

In the experimental Parkinson mice model, we also
studied visual abnormalities assessed by VEPs. VEPs were
recorded from mice exposed to MPTP that were treated
with DHA. The measured latencies and amplitudes of VEP
components were in considerable agreement with those in
other laboratory regarding general normative data (Strain
and Tedford 1993). Many earlier studies have reported
abnormalities of pattern electroretinograms (ERGs) and
VEPs abnormalities of visual perception in Parkinson
patients (Bodis-Wollner and Yahr 1978; Bodis-Wollner
and Onofrj 1982, 1987; Onofrj et al. 1986; Matsui et al.
2005). Moreover, administration of DA precursors (Bodis-
Wollner and Yahr 1978; Gawel et al. 1981), 1-Dopa or
apomorphine (Bodis-Wollner and Onoftj 1982; Onoftrj and
Bodis-Wollner 1982; Onoftrj et al. 1986; Ghilardi et al.
1988a; Buttner et al. 2000) restored normal VEP latency in
parkinsonian patients. Experimental models with MPTP-
treated animals or DA blockers or depleting agents confirm
the effects on the visual system (Onofrj and Bodis-Wollner
1982; Ghilardi et al. 1988a, b). It is concluded that
depletion of retinal DA impairs the timing of retinal
responses to light (Dyer et al. 1981).

Our results indicated that MPTP-induced increase in
VEP latencies may be due to delayed input to visual cortex
or alterations at cortical levels. MPTP caused an increase in
COX expression and activity process and this was
accompanied by changes in VEPs. Therefore, it could be
concluded that COX-2 and COX-1 might be one possible
factor affecting VEP components. Supplementation with
DHA produced a significant decrease in total COX and
COX-2 activities and markedly shortened the latencies of
all VEP components. Interpretation of this DHA-induced
effect on VEP parameters is difficult because little is
known about the neuronal processes responsible for peak
generation. Although species difference in neural genera-
tors of these VEP components may exist, they appear to be
generated in cortex. Therefore, the changes in all peak
latencies that occurred after DHA supplementation may be
related to alter visual processing at cortical level. The
beneficial effects of DHA could be explained by release of
nitric oxide (NO). Nitric oxide may also play an important
role in electrophysiological alterations. Although NO has
been demonstrated at all levels of the sensory CNS and
across many modalities, there is a large amount of evidence
supporting its presence and action in visual system
(Cudeiro and Rivadulla 1999). Additionally, DHA can
affect membrane order, voltage-dependent calcium chan-
nels, or may act as a second messenger in the modulation
of synaptic signal transduction pathways (Bousquet et al.
2008).

In conclusion, this study demonstrates an improvement
of VEP components following DHA supplementation in
MPTP toxicity. These affirmative changes may be related
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to Caspase-3, COX-2 activity lowering effect of DHA,
which may prevent the neurotoxic effect of MPTP. Further
studies are required to clarify these aspects.
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