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OZET

Parkinson Hastaligi’nda goriilen en temel patoloji, nigrostriatal dopaminerjik
sistemin dejenerasyonu ve bazal ganglionlarda dopaminin azalmasidir. Parkinson
Hastalig1 Substansiya Nigra'nin Pars Kompakta (SNpc) parcasindaki dopaminerjik
noronlarin segici kayb1 ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu hastalikta gorsel uyarilma
potansiyelleri (VEPs)’nde goriilen degisiklikler, gorsel sistemin onemli oOlg¢iide
etkilendiginin gostergesidir. Bu degisikliklerin mekanizmasi tam bilinmemektedir.
Deneysel Parkinsonda NO’in 6nemli rolii oldugu, nitrik oksit sentezinde rolii olan
nNOS ve iNOS aktivitelerinin arttig1 bilinmektedir. Deneysel Parkinson modeli
olusturulan farelerde meydana gelen VEP degisikliklerine nNOS ve iNOS
inhibitorlerinin diizeltici etkisinin olup olmadigini ve olasi etkide lipid peroksidasyon
ve apoptozis ile iligkisini aydinlatmak amaciyla bu ¢aligma planlanmistir.

3 aylik erkek C57BL/6 fareler rastgele olarak 6 gruba ayrilmistir.Bunlar;
Konrol (K), spesifik nNOS enzim inhibitorii 7-Nitraindazol (7-NI) , spesifik iNOS
inhibitori S-methylisothiourea (SMT), 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) ile deneysel Parkinson olusturulan grup, 7-NI+MPTP , SMT+MPTP verilen
gruptur. MPTP toksini (4x20 mg/kg) 12 saatlik intervaller ile 2 giin boyunca
uygulanirken, 7-NI (50mg/kg) fistik yaginda ¢oziilerek MPTP uygulamasindan 1 saat
once, SMT (10mg/kg) serum fizyolojikte ¢oziilerek MPTP uygulamasindan 15
dakika once i.p. olarak uygulanmistir.

Farelerin motor aktivitesi lokomotor aktivite ve c¢ubuk testleri ile
degerlendirilmistir. Deney siiresinin sonunda farelerin gorsel uyarilm potansiyelleri
(VEPs) kaydedilmis, biyokimyasal analizler i¢in beyin ve retina dokular
cikartilmigtir. SN’deki dopaminerjik hiicre 6liimii Tirozin Hidroksilaz (TH) ile,
INOS, nNOS enzim aktiviteleri spesifik NOS immiinreaktif hiicrelerin
immiinohistokimyasal analizi ile tespit edilmistir.

Deneysel Parkinson modeli olusturulan farelerde cubuk testinde total inis
stirelerinin uzadigr, NOS inhibitorleri verilen gruplarda bu silirenin kisaldigi
gozlenmistir. Parkinson modeli olusturulan farelerde dopaminerjik hiicre 6liimii NOS
inhibitoleri varliginda azalma gostermistir. Bununla birlikte MPTP uygulanan
farelerde artan NOS enzim aktivitesinin enzim inhibitdleri yardimi ile bloklanip
apoptozisi azalttig1 saptanmistir. SN’daki kazpaz-3 enzim aktivitesi, Nitrit/Nitrat ve
4-HNE diizeyleri, MPTP verildiginde kontrole gore artig gosterirken, inhibitor
verilen gruplarda azalma oldugu bulunmustur. Aymi etki retina dokularinda
gozlenmemistir. MPTP grubunda VEP'in tiim komponent latenslerinin énemli dl¢iide
uzadigi, iNOS ve nNOS verilmesinin ise baz1 komponentleri etkilemezken, bazilarim
diizelttigi tespit edilmistir. Calismamizin sonuglari, MPTP ile olusturulan deneysel
Parkinson modelinde spesifik iNOS ve nNOS enzim inhibitér uygulamasinin
dopaminerjik noronlar1 apopitotik hiicre dliimiine karst korudugunu ve bozulan VEP
latensleri iizerinde diizeltici etkisi oldugunu gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Parkinson,MPTP,iNOS ,nNOS,VEPs



ABSTRACT

The main pathology in Parkinson's Disease (PD) is degeneration of the nigrostriatal
dopaminergic system and the reduction of dopamine in the basal ganglia. The
selective loss of dopaminergic neurons at pars compacta of substantia nigra (SNpc)
leads to PD. Visual evoked potentials (VEPS) have been shown to be a sensetive
marker in visual system changes of PD. The exact mechanism of these changes are
unknown. Nitric oxide (NO) plays an important role in experimental PD. Increased
activity of neuronal (n) and inducible (i) nitric oxide synthase (NOS) play a role in
elevated nitric oxide synthesis. The present study aimed to elucidate VEP changes in
MPTP induced PD and investigate the possible benefical effects of NNOS and iINOS
inhibitors on altered VEPs, lipid peroxidation and apoptosis occuring in experimental
mice model of the disease.

3 months old C57BL/6 mice were randomly divided into 6 groups which
included control (c), 7-nitra indazole treated (7-NI), S-methylisothiourea (SMT)
treated, 1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP) treated, 7-NI+MPTP treated,
SMT+MPTP treated. The MPTP toxin was applied twice daily with 12 hours
intervals for two days with a total given dose of 4x20 mg/kg. The nNOS inhibitor, 7-
NI, was dissolved in peanut oil and given at a dose of 50 mg/kg, 1 hour before MPTP
administration. The iNOS inhibitor, SMT, was dissolved in physiological saline and
administrated i.p. at a dose of 10 mg/kg, 15 minutes before MPTP administration.

Motor activity of mice was evaluated via the pole test. At the end of the
experimental period VEPs were recorded, brain and retina tissues were removed for
biochemical analysis. Dopaminergic neuron death at SN was determined by
immunohistochemical analysis of tyrosine hydroxylase (TH). Immunohistochemical
staining was also performed to determine iNOS and nNOS in all tissue sections

Mice with experimental PD exhibited decreased motor activity. Dopaminergic
cell death in SNpc was significantly increased in MPTP treated group compared to
control. Diminished Parkinsonism symptoms were observed in 7-NI+MPTP and
SMT+MPTP groups. Treatment with 7-NI and SMT decreased dopaminergic cell
death in MPTP treated mice. Caspase-3 activity, nitrite/ nitrate and 4-
hydroxynonenal (4-HNE) levels were significantly increased in SN of MPTP treated
mice compared to control. Treatment with 7-NI and SMT significantly decreased
elevated caspase-3 activity, nitrite/nitrate and 4-HNE levels in SN of MPTP treated
mice. No significant difference in above parameters were observed in the retina of
experimental groups.

VEP latencies were significantly prolonged in MPTP group compared to control
group. 7-NI and SMT treatment caused a significant decrease in VEP latencies in
MPTP treated mice compared to none treated MPTP group. This data shows that 7-
NI and SMT improves prolonged VEP latencies in MPTP group. The protective
effects of 7-NI and SMT on VEP alterations can be related to decreased
dopaminergic cell death and reduced lipid peroxidation.

Key words: Parkinson, MPTP, iNOS, nNOS ,VEPs
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GIRIS

Parkinson Hastalig1 (PH) ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan
tamimlanmus ilerleyici nitelikte norodejeneratif bir hastaliktir (1). PH, substansiya
nigranin pars kompakta (SNpc) parcasindaki ndromelanin igeren dopaminerjik
noronlarin yaygin harabiyeti sonucunda ortaya ¢ikar (1-3). Bu boélgede dopamin
(DA) miktarinin azalmasi diger striatal yapilarda da DA diigmesine neden olur.
PH'nin semptomlar1 kaslarda rijidite, istirahat tremoru ve akinezdir. Semptomlarin
goriilmesi i¢in dopaminerjik noronlarda kaybin %80 olmasi gerekir (1). Normal
kosullar altinda SN’de iiretilen DA, n. kaudatus ve n. putamene etki ederek motor
hareketlerin uyarilmasinda ve koordinasyonunda rol oynar (1). PH'da SN’deki DA
iireten noronlarin kaybi sonucunda motor hareketlerin diizenleme kapasitesinde
azalma goriliir (1). Bu néron 6limlerinin sebebi tam bilinmemekle birlikte PH'da
serbest radikallerin ve lipid peroksidasyonun arttig1 bilinmektedir (4).

Lipid peroksidasyonu arttiran birgok faktor igerisinde Nitrik oksit'in (NO) de
onemli rolii oldugu bildirilmistir (5-6). NO bir serbest radikal oldugu, oksijen
varhiginda nitrit/nitrat, gibi gesitli nitrojen tiirleri olusturdugu bilinmektedir (7-8).
Oto-oksidasyon sonucu olusan oksijen radikalleri ile NO’nun reaksiyona girerek
peroksinitriti (ONOQO") olusturdugu saptanmistir (9-10). ONOO™in birgok biyolojik
molekiilii tahrip edebilen ve metal katalizinden bagimsiz olarak hidroksil radikalleri
(OH")’ne ayrisabilen gii¢lii bir oksidan oldugu gosterilmistir (9-10). NO sentezinde
li¢ tip enzim izoformunun oldugu bilinmektedir (11). Bunlar; néronlarda bulunan
noronal nitrik oksit sentaz (NNOS-NOS 1), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS-
NOS I1I) ve endotelde bulunan endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS-NOS III)’tiir
(10). 1-metil 4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropridin (MPTP) ve 6-hidroksidopamin (6-
OHDA) ile olusturulan deneysel Parkinson modellerinde, cesitli iNOS ve nNOS
enzimlerinin ekspresyonunda ve etkinliginde artis oldugu gosterilmistir (12). Cesitli
caligmalarda norodejenerasyonda nNOS ve iNOS enzimlerin rol aldig1 gosterilmistir
(12). iINOS ve nNOS inhibitorleri kullanilarak  yapilan ¢aligmalarda
norodejenerasyonun azaldigi saptanmustir (12).

DA ve NO nérotransmitter olarak gorsel yolak ve santral sinir sisteminde bol
miktarda bulunmaktadir (11-12). Parkinson hastalarinda gorsel sistemin de
etkilendigi bilinmektedir. Canli sisteminde bir¢ok bolgede bulunan NO gorsel
sistemde de bulunmaktadir. Retinada nNOS ve iNOS enzimlerinin bulundugu
gosterilmistir. Retinada NO retinal kan dolagiminin bazal seviyede devam etmesini
saglamaktadir. DA NO salinimindan etkilenir. NO direkt olarak oksidasyon yolu ile
DA'yr indirger (13-14). Bu bilgilerle paralel olarak NOS inhibisyonunun retinada
bazal DA seviyesini arttirdigit bunu da ¢cGMP yolagindan bagimsiz bir sekilde
gerceklestigini belirtilmektedir (15).

Gorsel uyarilma potansiyelleri (VEP) kaydinin, gorsel sistemin fonksiyonel
degerlendirilmesinde kullanilan giivenilir bir yontem oldugu dikkate alindiginda (16-
17), daha once yaptigimiz deneysel Parkinson modelerinde VEP latenslerinin
degismesi PH'da gorsel sistemin etkilendiginin oncelikli kanitidir. Bu bilgilere



ilaveten VEP latenslerinin lipid peroksidasyondan etkilendigi daha onceki
calismalarimizda gosterilmistir (18).

Yapilan ¢aligmalarda SN’deki néron dliimlerinde NO'nun rolii oldugu, bunda
iINOS’la birlikte nNOS’un 6nemli rolii oldugu saptanmistir. Bu bilgiler 15181 altinda
calismamiz, gorsel sistemde olusan degisikliklerin mekanizmasinda iINOS ve
nNOS’un roliinii, bu enzimlerin inhibitérleri kullanilarak deneysel Parkinson
modelinde olusan gorsel sistem bozukluklarini VEP’lerde gostermektedir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinson Hastahg:

PH, yas ortalamasi artan toplumlarda Alzheimer Hastaligi'ndan (AH) sonra, ikinci
siklikla goriilen norodejeneratif bir hastaliktir (19-20). PH goriilme sikligi genellikle
60 yas ustiidiir (21). Erkek ve kadin dagilimina bakildiginda erkeklerin bu hastaliga
daha siklikla yakalandig1 goriilmektedir (22). PH, bazal gangliyon hastaligidir. SNpc
par¢asinda néromelanin i¢eren ndronlarda baglayip, beyin sap1 néronlarini da etkileyen
ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir.

Hastaligin temel klinik belirtileri istirahat tremoru, bradikinezi, rijidite ve
postiiral refleks bozuklugudur. PH, hareketlerin ve ¢izgili kas tonusunun istem dis1
kontroliinden ve en uygun duruma getirilmesinde rolii olan ekstrapiramidal motor
sistemi dogrudan etkileyen, son asamada da 6liime kadar gotiiren bir hastaliktir.

PH ilk kez Ingiliz bilim adami James Parkinson’un 1817 yilinda The London
Medical and Physical Journal adli dergide yayimlanan "Essay on the Shaking Palsy"
baglikli ¢aligmasinda tanimlanmistir (23). PH etyolojisinde ¢evresel toksinler,
travma, yaslilik, genetik yatkinlik, ¢cevresel faktorlere duyarlilikta artis, alfa siniiklein
ve endojen toksisite ile iliskide artis yer almaktadir (24). Genetik mutasyonlarin,
yanlis katlanmis proteinlerin ubiquitin-proteozom ve otofaji-lizozomal sistemler
tarafindan anormal islenmesi, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon,
inflamasyon ve diger patojenik mekanizmalarin Parkinson hastalarinda dopaminerjik
hiicrelerin 6limiine yol actig1 bilinmektedir (24).

2.1.1. Parkinson Hastaligi'min Tamsi ve Klinik Ozellikleri

Hastalik genellikle sinsi bir sekilde baglar ve ilerler. Semptomlar baslangicta
viicutta tek tarafliyken, zamanla viicudun diger yarisinda da goriillmeye baglar. PH'da
gbzlenen temel motor bozukluklar, istirahat tremoru, hareketlerin yavaslamasi
(bradikinezi), rijidite ve hastaligin daha ileri evrelerinde ortaya cikan postiiral
bozukluklar (postiiral reflekslerin kaybi) olarak siralanabilir.

2.1.1.1. istirahat Tremoru

PH'nin en 6zgiin bulgusu olup hastalarin %50-75’inde ilk ortaya ¢ikan bulgudur.
Hastalik sirasinda tremor saptanma sikligir %85°dir (25). Tremor giin i¢inde degisen
siddetlerde, farkli zaman araliklarinda ortaya ¢ikabilir ve uykuda kaybolup duygusal
stres varliginda siddetlenir (26). Klasik olarak 4-6 Hz. frekanstadir ve istirahat
tremoru her zaman ekstremitelerin distalinde belirgindir (24). En sik ellerde
goriilmekle beraber, bazen de ayaklar, dil, cene ya da dudakta olabilir. Istirahat
tremoru uykuda ve aksiyon sirasinda kaybolur, karsi ekstremite hareketi ve yiiriime
ile artar. Bu sebeple bu 6zelligin istirahat tremoru seklinde adlandirilmasinin sebebi
motor aktivite ile kaybolmasindandir. Genellikle hastalik siiresince asimetrik seyir
stirer. Belirtilerdeki ilk baslangig iist ektremitelerde, el yazisindaki bozukluk gibi
ince el becerisi gerektiren fonksiyonlardaki kayip olarak kendini gdsterir. Bu tremor
klasik olarak ‘"parasayma" hareketi olarak adlandirilir.



2.1.1.2. Bradikinezi

Parkinson hastalarinda goriilen en Onemli islevsel bozukluklardan biridir.
Belirgin olarak yavaslik ile karakterize bir hareket bozuklugudur. Bu durum genel
olarak bradikinezi olarak adlandirilmakta olup aslinda bradikinezi ve akinezi olarak
belirtilen iki farkli bileseni bulunmaktadir (27). Bradikinezi stirmekte olan hareketin
yavashgidir. Akinezi ise istemli hareketin olusturulamamasidir. Parkinson hastalari
ile yapilan calismalar, bu hastalarda hem reaksiyon zamaninin hem de hareket
zamaninin uzamis oldugunu dogrulamistir. Bradikinezi baslangigta giinliilk yasam
aktivitelerinin yavaslamasi ve reaksiyon zamani uzamasi olarak ortaya ¢ikabilir (28).
Ornegin hastalar sandalyeden veya yataktan kalkma, arabaya inip binme gibi
eylemleri yaparken zorlanirlar. Bradikinezide ince motor hareketlerin bozulmasina
ek olarak diger belirtiler tiikriikk yutulamamasina bagli salya akmasi, monoton ve
hipofonik dizartri (kelimelerin hatali seslendirilmesi veya sdylenmesi), yiiz
ifadesinin kaybolmast maske yiiz (hipomimi) ve yiiriiylise eslik eden kol
hareketlerinin azalmasidir. Parkinson hastalarinda "paradoksal kinezi" (duran bir
hastanin ani bir uyaranla hizli bir hareketi gerceklestirmesi ) denilen ilging bir olgu
motor programlarin saglam oldugunu fakat hastanin dis uyaran olmadan bu
programlar1 kullanma ve onlara ulagsmada giiclik ¢ektigini gostermektedir.
Bradikinezinin patofizyolojisinde DA eksikliginin normal olan motor Kortikal
aktiviteyi bozarak bradikineziye neden olmaktadir. Parkinson hastalarinda yapilan
caligmalar bradikinezinin subtalamik niikleusta (STN) ve globus pallidus internal
(GP1) segmentinde asir1 aktiviteden kaynaklandigini diistindiiren bilgileri saglamigtir

(29).

2.1.1.3. Rijidite

PH'da rijidite goriilme sikligi %89-99 arasinda degismektedir (30). Rijidite,
agonist ve antagonist kaslarin es zamanli kasilmasidir ve pasif olarak ekstremitenin
eklem boyunca hareketi sirasinda direngle karsilagilmasi olarak ortaya ¢ikar. Klinikte
"digli cark belirtisi” olarak da adlandirilir. Rijiditenin derecesi degiskendir ve
genellikle tremor gibi tek tarafli baglar, daha sonra karsi tarafa yayilabilir (31).
Kars1 ekstremitenin kuvvetle aktive edilmesi sirasinda rijidite artar (32). Rijidite tiim
kas gruplarini (ekstremite, aksiyel, fleksor, ekstansor) etkileyebilir. Rijidite PH’na
O0zgli bir semptom degildir, sadece farkli hareket bozukluklarinin 6nde gelen
ozelliklerinden biridir.

2.1.1.4. Postural Dengesizlik

Postiiral refleksler dik durmamizi ve herhangi bir postiirii siirdiiriirken
dengemizi korumamizi, doniislerde veya yiiriiylis sirasinda yon degistirirken
dengemizi siirdiirebilmemizi saglar. Postural dengesizlik dopaminerjik tedaviye en
direngli klinik bulgudur (33). PH'nin en az spesifik, ancak en fazla oziirliiliik yaratan
ve en onemli bulgusudur. Postiiral dengesizlik veya bozukluk, semptomlar iginde en
son ortaya ¢ikan ve semptomatik tedaviye en az yanit verenidir. Postiiral refleks
kayb1 PH’daki diismelerin en sik nedenlerinden biri olarak gosterilir ve daha az
spesifiktir (24). Ozellikle bradikinezi ve rijidite ile birlesince hastada gozle goriiliir
eksiklikler ortaya ¢ikar. Bu semptomlardan etkilenen hastalarda diisme ve sonucunda
yaralanma riski artmistir. (31, 34). Hastalarda propulsiyon (6ne diisme egilimi) yada
retropulsiyon (arkaya diisme egilimi) ile baglantili olarak denge kaybi1 da
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gelismektedir. Hastalarda festination adi verilen yiiriiyliste degisiklik goriiliir. Bu
durumun sebebi gévdenin 6ne egik fleksiyon pozisyonunda olmasidir. Hastalar
denge merkezini koruyabilmek ve diismemek i¢in 6ne adim atarken sanki arkadan
itiliyormus gibi git gide dahada hizlanarak yiiriir (27, 35). Postural refleksleri azalmis
bir hasta sandalyeye oturma sirasinda aniden, kontrolsiiz bir bigimde sandalyeye
coker. Bu belirtiye sitting enbloc adi verilir (32). Korunmaya yonelik tepkilerin kaybi
diismelere bagli yaralanmalar1 daha da kolaylastirir. Patofizyolojisinde spinal,
retikiiler ve limbik baglantilar1 olan pedinkiilopontin niikleusun rol oynadigi
diistiniilmektedir. Postural bozulmanin derecesini degerlendirmek igin ¢ekme (pull)
testi kullanilir. Bu test ile hastanin omuzlarina uygulanan ani bir ¢gekmeye verdigi
postural cevap degerlendirilir.

2.1.1.5. Donma

PH'da hastalarin fazlaca olumsuz etkilenmelerine sebep olan bir semptom da
donmadir. Donma ani, gegici, genellikle 10 sn’den kisa siireli bir akinezi tiiriidiir.
Siklikla yiirtirken bacaklar1 etkilemesine ragmen iist ekstremiteleri veya goz
kapaklarini da etkileyebilir (g6z kapagi agma veya kapama apraksisi). Tipik olarak
yiiriime baslatilirken donmaya, donerken veya dar gecitlerde ytirtirken, yogun trafikte
karsidan karsiya gegerken veya bir hedefe ulasirken aniden ayagi hareket
ettirememek gibi durumlara yol agar. PH'da motor semptomlarin disinda da belirtiler
mevcut olup bunlar da en az digerleri kadar belirgindir ve hastanin yasam kalitesinde
azalmaya neden olmaktadir. Bu semptomlarin baslicalar1 arasinda otonomik
disfonksiyonlar (hipotansiyon, mesane sorunlari, 1s1  regiilasyon problemleri),
duyusal rahatsizliklar (agr1, parastezi), uyku bozukluklart (REM uyku bozuklugu),
psikiyatrik problemler (depresyon, haliisinasyon) ve biligsel disfonksiyonlar
(demans) sayilabilir.

2.1.2. Parkinson Hastahi@i'min Patogenezi

PH patogenezi, norodejenerasyonun ve dopaminerjik noéron kaybinin
gerceklestigi  mekanizmalarla agiklanmaktadir. Azalmis enerji metabolizmasi,
oksidatif stres, glutamat salmmi (ekzotoksisite), bozulmus kalsiyum (Ca*?)
homeostazi, enzim iretilmesinin arttirilmast ya da yavaglatiilmast PH’nin
patogenezinde etkin faktorlerdendir. Artan serbest radikallerin olusturdugu oksidatif
stres, PH'da norodejenerasyon olusumu ve ilerleme siirecinde O6nemli rol
oynamaktadir. Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon ile molekiiler oksijenin suya
rediiksiyonu sirasinda reaktif oksijen tiirleri olusur. Serbest radikaller dis
yoriingesinde paylasilmamis bir elektron tasiyan molekiillerdir. Radikal olmayan bir
atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da atom veya molekiile bir elektron
ilavesiyle olusurlar. Olusan radikaller stabil degildir ve cok reaktifdir. Diger
molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlardan elektron alabildiklerinden
dolay1 viicutta indirgeyici veya ylikseltgeyici olarak davranirlar.

Serbest radikaller yiiksek oranda reaktif olarak diger molekiilleri
oksitlemektedirler ve bu yolla serbest radikaller, deoksiriboniikleik asit (DNA), yag
asitleri ve enzimlerde hasar meydana getirebilmektedir. Viicudun dogal savunma
mekanizmalari ile serbest radikallerin {iretimi bir dengededir. Bu dengenin bozulup
serbest radikallerin asir1 iiretilmesi sonucunda oksidatif stres meydana gelmektedir
(36).



2.1.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

ROS, serbest radikallerin dis orbital yoriingesinde paylasilmamis bir elektron ile
bir oksijen atomu bulunan molekiillerdir. Oksijenin indirgenmesi ya da oksijene
iyonize radyasyonun etki etmesi ile olusurlar. En 6nemlileri sunlardir:

O, (Siiperoksit) radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron transferi sonucu indirgenmesi ile kararsiz bir yap1
olan O, radikali olusur. In vivo olarak adrenalin, flavin niikleotidleri, tiyol igeren
bilesikler, glukoz ile demir ve bakir gibi ge¢is metallerinin oksijene etkisiyle
meydana gelmektedir.

Oz2+e — 5 02

H,0, (Hidrojen Peroksit)

O,’ye bir elektron transferi siiperoksit dismutasyon (SOD) ya da O,’ye iki elektronun
eklenmesi (indirgenme) ile veya glikolat oksidaz ve D-amino asit oksidaz ile direkt
olarak meydana gelir.

20, +2H" SOD O, + H,0,

2.1.2.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)
Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirlerinin en dnemlisi NO'dur.

Nitrik Oksit (NO)

Bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden
meydana gelmistir ve bu yilizden radikal tanimima uymaktadir. NO metabolize
olurken molekiiler oksijen ile baglanip azot dioksit (NO;) olusturur.

2NO + O, — 2NO,

NO’nun viicuttaki ROS’lar ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan ONOO
olusturdugu ve bunun da ileri ayrismayla OH™ radikali meydana getirdigi ifade
edilmektedir.

NO+0O; —— ONOO
ONOO +H" —» ONOOH
ONOOH —> NO; +OH

OH" ise biyolojik olarak yikict bir molekiildiir. Ayrica, ONOO™ de tirozin gibi
fenolik amino asitleri nitrozilleyerek toksik nitro tiirevleri (nitrotirozin)
olusturmaktadir.



Oksidatif stres reaksiyonlari, normal metabolizmanin bir yan iiriinii olarak
olusan O, ile baslar. O,, Hy0.'yi olusturmak i¢in SOD'un Kkatalize ettigi bir
reaksiyon olan spontan dismutasyona ugrar. Hidrojen peroksit ise katalazin etkisiyle
ortadan kaldirilir. H,O; ile NO arasindaki reaksiyon sonucunda ONOQO™ olusur.
ONOQO'" ve bozulma iiriinleri sinir sistemi tizerinde olduk¢a toksik etkiye sahiptir.
Demir ve diger metal iyonlar1 oldukga reaktif olan OH" olusumuna katkida bulunur
(37-38).

Serbest radikallerin patolojik etkisiyle iki yoldan hiicre hasar1 gelisir. Lipidlerin
peroksidasyonu ile hiicre zarinin gegirgenligi bozulur ve olusan serbest radikaller
cevrelerindeki zincirleme reaksiyonun yayilmasiyla daha uzaklardaki biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerek hasar olusturur. Serbest radikaller hiicrelerin lipid,
protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim onemli bilesiklerine etki ederler. Bu
etkilerden ilki hiicre membraninda gozlenir. Hiicre zarinda bulunan kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon {iriinleri olustururlar. Peroksidasyon, membranin lipid yapisindaki
degisiklikler nedeni ile zar islevinin bozulmasi, olusan serbest O, radikallerinin
hiicrenin diger bilesenlerine etkisi ile vaskiiler gegirgenlikte artma, inflamasyon,
O0dem, kemotaksis ile sekonder hiicre hasarina yol acar. Coklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir, ¢ok zararlidir ve geri
doniistimsiizdiir (39).

Lipid peroksidasyon son iiriin olarak malonil di aldehid (MDA) meydana getirir.
MDA hiicre zarindan kolayca gecer ve hiicre i¢inde Schiff bazlariyla birleserek, lipo
fuksin seklinde sitoplazma iginde toplanir. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan caligmalar,
MDA’nin genotoksik ve mutajenik etkileri oldugunu ortaya koymustur. Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
dontismesi ile sona erer. Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenmesi ise
aminoasit dizilimine baglilik gosterir. Doymamig bag veya siilfiir igeren amino asitler
serbest radikaller i¢in Onemli birer hedef olusturarak siilfiir ve karbon merkezli
radikallerin olusumuna neden olurlar. Ozellikle hem proteinleri serbest radikaller i¢in
onemli bir hedeftir (39).

Mitokondri, enerji akiginin yonlendirildigi ve adenozin tri fosfat'm (ATP) elde
edildigi organel olarak tiim viicut hiicrelerinde oldugu gibi néronlarda da énemli bir
yer tutmaktadir. Mitokondri, iki membran, bir membranlar arast bosluk ve bir i¢
matriksten olusur (38). Mitokondrinin 6nemli gorevleri arasinda oksidatif
fosforilasyon, yag asiti oksidasyonu, redoks ve Kkalsiyum sinyalizasyonunun
diizenlenmesi yoluyla ATP sentezi ve apoptozun kontrolii vardir. Krebs dongiisiinde
olusan elektronlar hidroksilamin rediiktaz (NADH,) ile flavin adenin diniikleotid
(FADHy)'de toplanir ve mitokondri i¢ zarinda yer alan enzim yapisinda proteinler
tizerinden elektrokimyasal gradyanin olsturulmasina katkida bulunurlar. Bu enzim
sisteminde yer alan NADH dehidrogenaz (Kompleks-I) ve siiksinat dehidrogenaz
(kompleks-II) elektron transport zincirinde baslangi¢c yolunu olusturur. Elektronlar
bu sisteme flavin mono niikleotidler (FMN) ve kompleks | ve II’'nin demir-siilfiir
merkezlerinden giris yaparak, ubikinona (koenzim Q) tasinirlar. Koenzim Q’ dan
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kompleks Ill‘e transfer olan elektronlar, bakir igeren ve enzim olan sitokrom-c
oksidaza (kompleks IV) gecerler. Son olarak da elektronlar oksijen molekiiliine
aktarilarak, ATP sentazdan (kompleksV) bir molekiil ATP’nin sentezini
gerceklestirirler. Elektronlar kompleks I-1I’den 11l. ve IV. komplekslere gecis
yaparken protonlar da mitokondriyal i¢ zardan gegerek, bir elektro kimyasal gradyan
olusumuna katkida bulunurlar (40-41). PH nedeniyle hayatini kaybeden hastalarin
beyin dokularinda gergeklestirilen post-mortem arastirmalarda sadece SNpc
kompleks-1 aktivitesinde azalma saptanmistir (42). Mitokondrial i¢ membranin
elektron transport komplekslerinin inhibitorii olan MPTP gibi norotoksinler, insan ve
hayvan modellerinde PH'ya benzer semptomlar olusturur. Bir bagska Kompleks-I
inhibitorii olan rotenon, sicanlarda benzer bir etkiyi olusturur. Mitokondrial
Kompleks-I hasar1 apoptozun tetiklenmesinde merkezi rolii oynamaktadir.
Mitokondriyal solunum zincirinin Kompleks 1 ile inhibisyonu sonucu oksidatif stres
olugsmakta, ortaya ¢ikan serbest radikaller ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE), MDA
ve 8-hidroksi-2-deoksi guanozin (8-OHDG) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin
olusumuna (43) ve kaspaz kaskadiin aktivasyonu ile apoptoz olusmasina neden
olur. Beyinde oksidatif stres olusumuna sebep olan baslica etkenler sunlardir:
Asidoz, gegismetalleri, B-amiloid, katekolaminlerin oksidasyon iiriinleri, kainik asit
ile olusan nobetler, N-Metil-D-aspartat (NMDA) tipi glutamat reseptorlerinin
etkinlesmesi, NO, etkinlesmis nétrofiller, hipoglisemi, uzun siiren hipoksi, beyin
sinir hiicrelerinin mitokondrilerinde ayrilmamis elektron tasinmasi (44). Ayrica DA
metabolizmasi ve otooksidasyonu sonrasi olusan ROS ve RNS'ler de oksidatif strese
yol agmaktadir (45). Parkinson hastalarinin beyinlerinde yapilan postmortem
incelemelerde SN bolgesinde oksidatif stresin gostergesi olarak,

e Mitokondrilerde kompleksl enzim etkinliginde anlamli derecede azalma (46),

e Glutatyon gibi endojen antioksidanlarin diizeylerinde azalma (47),

e Protein, lipid, DNA ve riboniikleik asit (RNA)’in oksidasyon iiriinlerinin

diizeylerinde anlamli derecede artma gozlenmistir (48).

Yasl hayvanlarda gen¢ hayvanlara kiyasla ROS {iretiminin daha fazla olmasi,
mitokondrilerinde lipid peroksit diizeylerinin yiiksek ve ¢oklu doymamis yag
asitlerinin ise diisiik olmasi ileri yaslarda oksidatif stresin arttigin1 gdstermektedir
(38). Boylece PH ve AH gibi norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojik
mekanizmalarinda yaglanmanin 6nemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir (38).

Glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi néronlarda hasara veya 6liime neden
olmaktadir. Sinir hiicrelerinde meydana gelen bu noérotoksik olaya “eksitotoksisite™
ad1 verilmistir (49). Eksitator amino asitlerden L-glutamat ve L-aspartat sinir
sistemindeki sinaptik baglantilarin  gelisimsel plastisitesinden sorumludur. L-
glutamat omurgali canlilarin santral sinir sisteminde bulunan baslica eksitator
norotransmitterlerden biridir. Normal kosullarda glutamat beyinde kavrama, hafiza,
hareket ve duyarlilik gibi farkli iglevlerin yerine getirilmesinden sorumludur ve bu
fonksiyonlar1 kendi reseptdrleri ile etkileserek yapar (49).

Eksitotoksik hasarlanmanin kismen NO aracili oldugu diisiiniilmektedir (50).
NO, NOS tarafindan katalize edilen arjininin sitriiline doniistimii ile olusmaktadir.
Glutamat aracili sitozolik kalsiyum artisi, NOS aktivitesi ile birlikte NO iiretiminde
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artisa neden olur. NO her ikisi de gii¢lii oksitleyici ajanlar olan ONOQO™ ve OH" ile
reaksiyona girer. NO fenton reaksiyonu ve mitokondrial kompleks IV inhibisyonu
vasitasiyla hiicre dejenerasyonuna katkida bulunabilir (51). Balanos ve ark. NO
stirekli maruz kalinmasiyla mitokondrial solunum zincirinde hasarlanma oldugunu ve
glutatyonun (GSH) 6nemli bir savunma mekanizmasi oldugunu gostermislerdir (52).
GSH diizeylerinin distikliigii PH’y1 da kapsamaktadir. NO aracili toksisite, MPTP
tarafindan indiiklenen nigral hasarlamaya karigmaktadir. NO olusumunu bloke eden
NOS inhibitorii olan 7-nitroindazole (7-NI), maymunlar ve ratlarda, dopaminerjik
noronlart MPTP toksisitesinden korumaktadir (53). Benzer bir calismada, NOS
knockout farelerde, MPTP toksisitesinin azaldigini gosterilmistir (54). 7-NI’nin
monoamin oksidaz-B (MAO-B) inhibisyonu yaptigi rapor edilmistir. Bu da
MPTP'nin 1-metil-4-fenil piridin (MPP") doniisiimiinii engelleyerek etki etme
olasiligin1 arttirmaktadir. Ancak, yapilan daha ileri ¢alismalar, 7-Nl'nin MPP*
toksisitesinin engellenmesinde de etkili oldugunu gostermektedir. NO'nun neden
oldugu hasar, hiicresel proteinler {izerinde ONOO' tarafindan indiiklenen ve bir
tirozin nitrasyon artig1 olan 3-nitrotirozin (3-NT) diizeyi 6lgiilerek tahmin edilebilir
(55). MPTP ile tedavi edilen fare ve maymunlarda 3-NT diizeylerinin arttigi
gosterilmistir (56). Bir baska ¢alismada, Parkinson hastalarmin Lewy cisimciklerinin
(LC) merkezinde 3-NT immiin boyanmasinda artis olusu gosterilmistir (57).

intraselliiler Ca™ homeostazinin devamlilig1 noronlarin yasamalar1 agisindan
6nemlidir. Ca™® birbirinden bagimsiz ve farkli pek ¢ok fizyolojik ve metabolik
aktiviteden sorumludur (58). En 6nemli gorevlerinden biri de intraselliller mesajci
roliidiir. Ca*? intraselliiler (endoplazmik retikulum ve mitokondri) ve ekstraselliiler
olmak iizere iki kaynaktan aciga c¢ikmakta, hiicreye sinyal iletebilmekte ve bu
sinyalin derecesini kontrol edebilmektedir (58). Endoplazmik retikulumdan salinim
ve  mitokondriyal depolamada artis nedeniyle intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonlarinda yiikselme sonucunda protein fosforilasyonu, proteoliz, DNA
fragmantasyonu ve membran yapilanmasi ile sonuglanan ¢ok sayida enzim
sisteminin nonspesifik indiiksiyonu gerceklesir. Eksitotoksik mekanizmada ve
oksidatif fosforilasyon sisteminde meydana gelebilecek bozukluklar néronun kronik
toksisiteye maruz kalmasina neden olacaktir. Eksitotoksik mekanizmada N-metil-D-
aspartik asit (NMDA) reseptorleri Ca™ iyonlarmin hiicre igine gdgiinii arttirmakta,
mitokondriyal elektron transport zincirindeki defektler intraselliiler enerji agigina
neden olmaktadir. Bu sorunlar sodyum/potasyum (Na'/K") ATPaz aktivitesini
diisiirmekte ve membran potansiyelini bozmaktadir. Na'/K* ATPaz’in azalmis
fonksiyonu voltaj bagimli kanallarin daha uzun siire agik kalmasini saglar ve hiicre
igine Ca*? iyonlarinin akigim arttirir. Hiicre i¢indeki Ca*? tyonlarinin asir1 yiikselisi
solunum zincirini geriye donilislimsiliz olarak bloke etmekte, 6nce mitokondriyal
fosfolipazlari, ardindan sitoplazmik fosfolipazlari, proteazlar1 ve endoniikleazlar
aktifleyerek, kendini yok etmektedir (49, 58).



2.1.3. Apoptoz

Hiicre olimi siiregleri piknozis, karyoliz, karyoreksis, biiziilme nekrozu,
programlanmis hiicre 6liimii, hiicrenin intihari, kendini tahrip etme ve apoptoz gibi
farkli terim ve isimler kullanilarak tanimlanmistir (59). Apoptoz terimi ilk olarak
1972'de J.F.K. Kerr tarafindan (60) tanimlanmistir. Apoptoz yunanca bir kelime
olup, agagtan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal anlamina gelir. Bu fizyolojik
olim sekli embriyogenezde, metamorfozda, proliferasyon ve homeostaziste, immiin
sistemin  regiilasyonu ve  fonksiyonunda, hasarli  hiicrelerin  ortamdan
uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir (61). Programli hiicre 6liimii, baz1 durumlarda
mitoz boliinme igin gereklidir. Apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore
farkliliklar gostermektedir. Hiicre i¢i uyaranlardan biiyiime faktorleri, onkogenler ve
timor hiicrelerini baskilayan genlerin apoptozu etkiledigi bilinmektedir. Bu
uyaranlarin bazilari, biiyiime faktorlerinin saliniminin durdurulmasi, sitokinler, hiicre
ici Ca™ miktarindaki artis, timdr nekroz edici faktor (TNF), transformin biiyiime
faktori-B (TGF-B), apoptoz antijen-1 bir diger adiyla Fas(CD95)/FasL (Fas Ligand)
sisteminin aktive olmasi, DNA hasari nedeniyle bir tiimor siipressor gen olan p53'in
aktive olmasi, viral, bakteriyal enfeksiyonlar, iskemi, glukokortikoidler ve reaktif
oksijen radikalleri olarak sayilabilmektedir (62).
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Sekil.2.1.Apoptozda igsel ve digsal yolaklar

Apoptozda hiicreler tek tek etkilenir. Hiicreler hacimce kii¢iiliir, komsu hiicreler
ile temasmni kaybederler. Mikrovillus gibi 6zel yiizey farklilasmalar1 ve diger
hiicrelerle olan baglanti yapilar1 bozulur., Na*, K*, klor (CI") tasiyici sisteminin
durmasi ve hiicre i¢i ve disi arasindaki sivi hareketinin olmamasi hiicrelerin
biiziilmesinin nedenidir. Hiicrede degisik yiizey cikintilar1 ve kivrintilari olusur.
Bunlarin membranla ¢evrili olarak hiicreden ayrilmasiyla apoptotik cisimler
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meydana gelir (63-64). Endoplazmik retikulum (ER) genisler, hiicre zarmin
biitiinliigli bu asamada heniiz bozulmamistir ve biitlin 6nemli yapisal degisiklik
¢ekirdekte baslar. Cekirdek zarmmin altinda kromatin yogunlasir (pycnosis), biiyiik
kiimeler olusturur ve niikleer porlar kaybolur. Cekirdek diizensizlesir ve ileri
evrelerde niikleer pargalara boliiniir (karyorexis). Cekirdekgik genisler ve graniilleri
kiimeler halinde dagilir (65). Birgok hiicrede apoptozun erken doéneminde, sitozol
icerisinde Ca™® devamli yiikselir. Ca* apoptozda yapisal degisikliklere neden olan
enzimleri aktive eder. Bu enzimlerden biri Ca**ya bagl niikleer endoniikleazdur.
DNA zincirini 180-200 bp’lik niikleozomlara pargalar. Apoptozun ilk asamalarinda,
plazma membraninin sitoplazmaya bakan yiizeyinde yer alan fosfotidilserin (PC)’in,
plazma membraninin dis yiizeyine salinmasi, hiicrenin makrofajlar ve diger fagositler
fagosite edilmesini tetikler. Bu sekilde apoptotik cisimciklerin komsu hiicrelerce
fagosite edilmesiyle 6len hiicre ortamdan uzaklastirilir (66). Apoptoz sonucu, kanser,
otoiimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar, artmis apoptozda ise, myelodisplastik
sendrom, noérodejeneratif hastaliklar, AIDS, kalp hastaliklari, yasa bagl atrofiler
ortaya ¢ikar.

2.1.3.1. Néron Oliim Mekanizmasi

Memeli hiicrelerinde apoptoz 6liim sinyalinin kaynagina bagli olmak {izere iki
yolla gercekletirilir; icsel yol ve digsal yol. Igsel yol hiicreden kaynaklanan cok
cesitli sinyaller tarafindan (onkogen aktivasyonu, DNA hasart gibi) tetiklenen bir
yoldur. Digsal yolda ise, apoptozu tetikleyen sinyal molekiillerinin hiicre zarinda
bulunan ilgili almaglara baglanmasi apoptozu baslatir (67).

f¢sel Yol

Igsel yolla apoptozun baglamasi biiyiime faktorlerinin yoklugu, radyasyon,
kemoterapdtik  ajanlar tarafindan olabilir. Icsel yollarla hiicre &liimiiniin
baglamasinda temel rolii tstlenen organel mitokondridir. Matriks, matriksi
cevreleyen i¢ zar, membranlar arasi bosluk ve bunu cevreleyen dis membran olmak
tizere farkli iki boliimden olugan mitokondride, apoptozda rol alan pek ¢ok molekiil
lokalize durumdadir. i¢ membranda, normal fizyolojik kosullarda membran
potansiyelinin korunmasinda sorumlu olan, ATP sentaz, elektron transport zinciri
(ETS), adenin niikleotit tasiyicilart (ANT) bulunmaktadir. Mitokondrial potansiyelin
korunmasinda olduk¢a 6nemli rolii olan protein Bcl-2 de, dis membranda lokalize
olmustur. Dis membranda voltaj-bagimli anyon kanallar1 lokalize olurken mitokondri
i¢c membraninda elektron transport zincirinde bulunan sitokrom-c, prokaspazlar,
apoptoz indiikleyen faktor (AIF) proteinlerini igermektedir. Sitokrom-c AlF ile
birlikte sitoplazmaya salinir. Sitoplazma proteini apoptotik proteaz aktive eden faktor
(Apaf-1) ve ATP ile birlesir, apoptozomu olusturur (67).

Cesitli apoptotik uyaranlar mitokondrinin dis zarmin gegirgenligini arttirarak
intermembran boslugunda bulunan bazi proteinlerin sitoplazmaya ge¢isine neden
olur. Bunlardan baglicalar1 sitokrom-c, SMAC/DIABLO, AIF, endoniikleaz G
(EndoG) ve OMI/HTRA2’dir. Apoptozun ilerlemesinde kritik asama olan
mitokondrinin dis zarinda meydana gelen gecirgenlik artisi Bcl-2 protein ailesinde
bulunan pro ve antiapoptotik proteinlerin  karsilikli  etkilesimleri  sonucu
olusmaktadir. Bcl-2, Bel-xI, Bcl-w gibi antiapoptotik proteinler Bax, Bim, Bid, Bak,
Noxa gibi pro-apoptotik proteinlerin aktivitelerini dengeler. Bu denge proapoptotik

11



proteinlerin yoniinde bozuldugu anda s6z konusu proteinler mitokondrinin dis
zarinda bir delik olusturarak yukarida adi gegen inter membran boslugunda bulunan
proteinlerin sitoplazmaya ge¢melerini saglarlar. Bu proteinler arasinda en
onemlilerinden biri sitokrom-c’dir. Sitokrom-c sitoplazmada monomerik APAF-1 ile
birleserck ATP katilimi ile apoptozomu olusturur. Proteinin konformasyonunda
degisiklige neden olur ve bu yapr da inaktif durumdaki kaspaz-9 enzimini aktif
kaspaz-9’a ¢evirir. Apoptozomda kaspaz-9 kaspaz enzimleri siralamasinda bulunan
diger kaspazlar1 yine aktive eder. Bu kaspazlar i¢inde en onemlileri kaspaz-3 ve
kaspaz-7’dir. Bu enzimler hiicredeki birgok yapiy1 enzimatik olarak tahrip ederler ve
apoptozun son asamasinda kKilit rol oynarlar (67).

Apoptoz’un ilerlemesindeki bir diger kritik asama ise normalde sitoplazmada
bulunan apoptoz inhibitérlerinin (XIAP, c-IAP1, c-1AP2, ML-1AP/livin, ILP2,
NAIP, Bruce/Apollon ve survivin) inaktiflestirilmesidir. Bu inaktiflestirme siireci
mitokondrinin inter membran boslugundan salinan SMAC/DIABLO ve
OMI/HTRAZ2 gibi proteinler tarafindan gergeklestirilmektedir (68).

Stres Dls_sal Yolak

DNA Hasan

icsel Yolak

e,
e~

e

Sekil 2.2. Apoptozda AlF faktorlerinin etkileri

Dassal Yol

Digsal yolda hiicre disindan gelen sinyal molekiilleri, 6rnegin FasL, ilgili
reseptoriine (Fas) baglanir ve birlikte bir kompleks olustururlar . Hiicre zarinda
olusan bu kompleksin hiicre i¢indeki uzantis1 Fas bagimli 6liim domain proteini
(FADD) ve inaktif kaspaz-8 gibi molekiilleri baglar ve olusan yap1 (DISC) kaspaz-
8’1 aktive eder. Aktif hale gelen kaspaz-8 bir proapoptotik protein olan Bid’i
proteolitik olarak aktive eder ve tBid de diger pro-apoptotik proteinlerle beraber
mitokondrinin dig zarinda delik olusturur. Apoptozun bundan sonraki asamalari,
kaspazlarin aktivasyonu gibi, her iki yolda da ortaktir (67).

Apoptoz, PH'da SNpc'deki dopaminerjik noronlarin 6liimi olarak nitelendirilir.
Yapilan ¢alismalarda Parkinson hastalarinda beyin dokularinda kaspaz-1, kaspaz-3
ve (TNF-R1) diizeylerinin SN'de, hasta olmayan bireylere gore arttigi gézlenmistir
(69). Hastalarin beyin dokular1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise, beyinin SNpc
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bolgesinde kaspaz-1, kaspaz-3 ve TNF-R1 diizeylerinin kontrol 6rneklerine gore
anlaml1 bir sekilde artmis oldugu gozlenmistir. Parkinson ve apoptoz ile ilgili olarak
yapilan baska bir ¢alismada ise farelerde MPTP kullanilarak elde edilen PH
modelinde bir proapoptotik protein olan Bax’in hem mesajc1 riboniikleik asit
(mRNA) ve hem de protein diizeylerinde artis oldugu gézlenmis, buna zit olarak anti
apoptotik bir protein olan Bcl-2 diizeyinin diistiigii, Bax geni ortadan kaldirindiginda
ise MPTP’ye dopaminerjik néronlarin direngli olduklar1 gosterilmistir (70). Bir diger
Parkinson modelinde ise, SN boélgesindeki dopaminerjik noronlarda APAF-1 geni
elimine edilmis fareler kullanilmis ve MPTP uygulamasi sonucu olusan ndron
oliimiine, kontrol 6rneklerine gore, daha direngli olduklart bulunmustur (70).

PC12 hiicrelerinde 6-OHDA kullanilarak olusturulan Parkinson modelinde ise
mitokondriden sitokrom-c ve Smac/Diablo’nun salindigi, kaspaz-3’iin aktive oldugu
poli ADP riboz polimeraz’in (PARP) kesildigi ve niikleer yogunlagmanin olustugu
gosterilmistir (71). PCI12 hiicrelerinin ve 6-OHDA’nin kullanildigi bir bagka
calismada ise, 6-OHDA uygulamasinin proapoptotik bir protein olan Puma (p53'i
upregiile eden apoptoz modiilatorii)’nin hem mRNA, hem de protein diizeyinde
arttirdigi bulunmus, buna ek olarak bir diger proapoptotik protein olan Bim’in de
protein diizeyinde arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢calismada 6-OHDA ile tetiklenen hiicre
6liim mekanizmasinda Puma’nin Kilit bir rol iistlendigi siRNA’lar (small interference
RNA) kullanilarak da ispatlanmigtir. MPTP kullanilarak olusturulan bir diger hayvan
modelinde mitokondriyel kompleks-I'in yetersiz oldugu gorilmis, bunun da
apoptotik yolu tetikledigi gosterilmistir. Ayni ¢calismada farelerin beyinlerinden izole
edilmis mitokondriler kullanildiginda ise kompleks | yetersizliginin dogrudan
apoptoza yol agmadigi, ancak yarattigi oksidatif stres sonucu intermembran
boslugundaki sitokrom-c konsantrasyonunu yiikselttigi ve Bax’a bagl olarak gelisen
apopitozun ortaya ¢ikma olasiligini arttirdigi bulunmustur (72).

2.1.4. Parkinson Hastaligi’nin Etiyolojisi

PH'da bir takim genetik faktorlerin rol oynadigma ait bulgular mevcuttur.
PH'nin etiyolojisinde genetik (73-74) ve gevresel (75-76) faktorler rol oynamaktadir.
Ozellikle, ciftciler gibi tarim ilaglarmi yogun kullanan veya bu ilaglara devaml
maruz kalan kisilerde PH daha sik saptanmigtir. MPTP kimyasal yap: olarak bocek
ilac1 olan parakuata ¢ok benzer ve potansiyel bir sekilde hizli gelisen PH'ya sebep
olmaktadir. Ailesinde PH olanlarda, hastaliga yakalanma riski %5 oraninda daha
fazla bulunmustur (74, 77). Her ne kadar genetik sebepli PH hastalarin sadece
%>5’ini olustursa da yapilan arastirmalarda PH ile ilgili bir takim genlerin baglantili
oldugu diistiniilmektedir. Bu genler kisaca alfa siniiklein (PARK-1), parkin
(PARK-2), ubikutin karboksi terminal hidrolaz-L1 (UCH-L1), DJ-1 (Park?7) ve
NR4A2'dir. Ayrica Parkinson hastalarinin sinir hiicerelerinde goriilen LC'lerde
yogun miktarda alfa siniiklein bulunmaktadir (74, 77).

2.1.5.Parkinson Hastali@1’nin Noroanatomik Mekanizmalar:

Bazal gangliyonlar, birbirleri ile baglantili birtakim gri madde niikleuslarinin
derin beyaz cevher igerisinde yerlesmesinden olusmustur. Bazal gangliyonlar
subkortikal niikleuslardir. Kaudat niikleus, putamen ve globus pallidus olmak {izere
tic bolimden olusur. Kaudat niikleus lateral ventrikiile uzanan bas, talamusa uzanan
govde, temporal loba uzanan kuyruk kisimlarindan olusur. Putamen ve globus
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pallidus, internal ve eksternal kapsiillerin arasinda uzanir, ancak putamen daha lateral
yerlesimlidir. Globus pallidus lateral ve mediyal segmentlerden olusmustur. SN
ortabeyinde, tegmentumda yerlesmistir. Pars kompakta adi verilen pigmentten zengin
ve pars retikiilata adi verilen hiicre yoniinden fakir iki bolgeye ayrilir. Pars
kompaktadaki noronlar DA iiretiminden sorumludur. Hareket olusturma yetenegi
SN, bazal gangliyonlar, subtalamik niikleus, talamus ve serebral korteksi igeren
kompleks bir motor dongiliye baghidir (78). Yapilan ¢alismalar bazal gangliyonlarin
sadece motor degil ayn1 zamanda motor olmayan (duyusal, ve kognitif) fonksiyonlar
oldugunu gostermistir (79). Bazal gangliyonlar tarafindan korteksten alinan bilgilerin
¢ogu striatumda sonlanir. Bazal gangliyonlara katkida bulunan ii¢ ana yap1 serebral
korteks, talamusun intralaminar c¢ekirdekleri ve mezensefalondaki dopaminerjik
yollardir. Bazal gangliyonlar kortekse major eferentlerini talamus yoluyla gonderir.
Talamustan bazal gangliyonlara giden iletiler esas olarak serebral korteksten Ilif
demetleri alan talamik kortikomediyan ¢ekirdekten ¢ikar ve putamende sonlanir (79).

Ekstrapiramidal sistem igerisinde iki yol vardir; direkt ve indirekt yol. Direkt
yolda uyarict kortikofugal lifler striatuma (putamen ve kaudat niikleus) uzanirken
striatumdan ¢ikan inhibitor lifler globus pallidusun internal segmenti (GPi) ve SNr’yi
inhibe eder (79) ve bu inhibitor lifler talamusa projekte olurlar. Talamus da kortekse
geriye uyarict lifler gonderir. Indirekt yol ise striatum ve globus pallidus eksterna
(GPe) ile GPe ve STN arasinda inhibe edici lifleri igerir. STN’nin GPi ve SNR
uzerine eksitator etkisi vardir. GPi/SNr, talamusun ventro lateral niikleusunu inhibe
edici eferentler gonderir. D1 reseptorlerini iceren putaminal noronlar direkt yolu
olusturur ve GPi’ye yonelirler. D2 reseptorleri iceren putaminal néronlar indirekt
yolun bir parcasidir ve GPe’ye yonelirler. DA direkt yoldaki reseptdrii aktive edici
D1 reseptoriidiir, indirekt yoldaki reseptorii ise D2 inhibe edici reseptordiir (80).
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Sekil.2.3. PH’nin noranatomik mekanizmalari
(a). Bazal gangliyonlarin normal isleyis mekanizmalari.
(b). SN¢’ deki dopaminerjik ¢ikiglarin kesintiye ugramasi ve striatal
gama amino GABAerjik néronlarin hasari
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PH'da, SNpc’de azalan DA firetimi GPi/SNr’den gelen inhibitor ¢iktinin
artmasina neden olur. Bu durum talamokortikal yolun artan inhibisyonuna ve
hareketin baskilanmasina yol agar. DA azalmasina bagli olarak, direkt yol araciligi
ile talamusun asir1 inhibisyonuna neden olarak GPi/SNr’nin inhibisyonunu azaltir.
Semptomlar, striyatal dopaminerjik terminallerdeki kayip %80’e ulasinca ortaya
cikar. PH'da SNpc azalan DA iiretimi, GPi/SNr’den gelen inhibitdr c¢iktinin
artmasma neden olur. Yine disik DA seviyesi indirekt yol ile GPe’nin
inhibisyonunu arttirarak STN’nin disinhibisyonuna neden olur. Artan STN ¢iktisi,
GPi/SNr inhibisyonunu kolaylastirr (60). PH'da SN'de yeralan dopaminerjik
hiicrelerde dejenerasyon geligir. Bunun sonucunda talamokortikal yolun inhibisyonu
artar ve hareketler baskilanir (78). PH'da hiicre kayb1 sadece SN ile siirli degildir.
Ayni zamanda talamus, serebral korteks ve otonom sinir sistemi de etkilenir.
Norotransmitter anormallikleri dopaminerjik sistem kadar adrenerjik, kolinerjik ve
serotonerjik sistemi de kapsar. SNpc’deki melanin igeren dopaminerjik hiicrelerin
kayb1 ve kalan hiicrelerin i¢inde de LC olarak adlandirilan, agirlikli olarak ubiquitin
denen bir protein igeren kiiresel inkliizyon cisimciklerinin varligi PH i¢in tanimlayici
sayilir (81-82). PH’nin patolojik belirleyicisi olan LC, ilk kez 1912 yilinda Lewy
tarafindan tanimlanmigtir. (83-84). Tipik klinik ozelliklerle birlikte bu patolojik
bulgularin gbzlendigi hastalarda tani nettir.

2.1.6.Dopaminerjik Sistem

DA beyinde noronlar tarafindan sentezlenen ve sinyal iletiminde gérev yapan
onemli bir ndrotransmitterdir. DA diger katekolamin norotransmitterler gibi, bir
tranporter araciligi ile kan beyin bariyerinden dopaminerjik hiicre i¢ine alinan fenil
alanin veya tirozinden sentezlenir. L-tirozinin tirozin hidroksilaz ile 3,4-dihidroksi-
L-fenilalanin (L-DOPA) hidroksilasyonu DA sentezindeki hiz kisitlayan basamaktir.
DA, pterin kofaktoriiniin tirozin hidroksilaza (TH) afinitesini azaltir. DA sentez hizi
tirozin hidroksilazin aktivitesine baghdir. L-DOPA daha sonra dopa dekarboksilaz
ile hiicrenin sitoplazmasinda DA'ya gevrilir. Yeni sentezlenmis DA bir aktif tasiyici
ile molekiiliin katabolik enzimlerden korundugu sinaptik vezikiillere taginir. Noron
terminallerindeki presinaptik vezikiillerden DA salinimi aksiyon potansiyeli ndron
terminaline ulastig1 zaman Ca*? bagimli bir sekilde ekzositozla olur. Sinaptik araliga
salinan DA'nin biiyiik bir kismi spesifik DA tastyicilart ile ndron terminalinden geri
almir.Yeniden dongliye giren DA sinaptik vezikiiller i¢ine tekrar alinabilir ve
transmitter olarak kullanilabilir. Sinaptik alana salinmis olan DA, postsinaptik
membranda yer alan DA reseptdlerine baglanir. Simdiye kadar tanimlanmis en az bes
tip DA reseptori vardir. D1 ve D5 reseptorleri uzun bir intraseliiler karboksi terminal
kuyruga sahiptirler. Genel olarak D1 siifi reseptorler olarak adlandirilirlar (85). Bu
reseptorler adenilat siklazi (CAMP) aktive edip sentezini uyarir. D2, D3, D4
reseptOrlerininin ticlincii parcast diger grup reseptorlere goére daha uzundur. Bu
rese;)térler de D2 sinifi reseptodrlerdir. Bu reseptorler cAMP yapimini azaltir, K™ ve
Ca™ akisim diizenler. DA reseptorleri beyinde genis dagilim gosterirler. D1 ve D2
reseptorleri striatumda bol miktarda eksprese edilir, PH nin tedavisi ag¢isindan
onemlidir. D4, D5 reseptorleri ekstrastriatal olarak genis bir dagilim gosterirler. D3
reseptoril niikleus akumbens ve olfaktor tiiberkiilde bol miktardadir.
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Sekil 2.4. DA'nin spesifik reseptorleri

DA metabolizmas1 sinaptik aralikta, sinir terminali sitoplazmasinda ve glial
hiicre igersinde gergeklesir. DA'y1 katabolize eden en Onemli enzim katekol-O-
metiltransferaz (COMT) ve MAO'dur. COMT hem membrana baglh hemde
sitoplazmada serbest olarak bulunur. Serbest COMT glial hiicrede ve membrana
bagli COMT postsinaptik noronda bulunur. MAO intranoral ve ekstranoral olarak
bulunur. MAO’nun tiim memeli tiirlerinde A ve B olarak iki izo enzimi vardir, DA
her iki enzimin de substratidir. Dopaminerjik sinir ucunda DA MAO tarafindan
aldehide, aldehid de aldehid dehidrogenaz araciligiyla 3,4-dihidroksifenilasetik aside
(DOPAC) okside edilir. Noron disina ¢ikmast sonrast DOPAC COMT tarafindan
homovanilik aside (HVA) metabolize edilir. Sinaptik araliga saliverilen DA,
dopaminerjik sinir ucuna geri alim ve COMT ile inaktive olur. Ekstrandral olarak 3-
metoksitiramin (3-MT) COMT ile DA'dan olusturulur ve MAO ve aldehid
dehoidrogenaz tarafindan HVA’ya ileri metabolize edilir (85).
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Sekil.2.5. DA sentezi ve yikimi

2.1.7. Deneysel Parkinson Modelleri
Deneysel Parkinson modelleri, hastaligin patofizyolojisini hayvanlar lizerinde

taklit ederek, hastalik boyunca goriilen klinik ve histopatolojik degisiklikleri ayrintili
bir sekilde tanima ve farkli tedavi yontemlerinin etkinligini tespit etme sansi
vermektedir. Deneysel PH modellerinde bulunmasi gereken bazi temel patoloji ve
davranigsal 6zellikler vardir. Bunlar;

1. Dopaminerjik néron hasari olusturmasi,

2. Saglam noronlarda LC goriilmesi,

3. Striatumda DA diizeyinde azalmaya neden olmasi,

4. Hareketlerde yavaslama, kaslarda sertlik ve tremor goriilmesine neden

olmasidir.

*Norotoksin uygulamasi, *Cevresel toksin uygulamasi, * Genetik olarak degistirilmis
hayvan kullanma (transgenik hayvan) deneysel Parkinson olusturmak i¢in kullanilan
yontemlerden bazilaridir (86-87). 6-OHDA ve MPTP Parkinson modeli olusturmak
icin en ¢ok kullanilmis olan norotoksik ajanlardir. Cevresel toksinler ise rotenon,
paraquat ve maneb uygulmasii icerir. Bahsedilen bu toksinlerin ortak o6zelligi
mitokondri kompleks enzimlerinin fonksiyonlarin1 inhibe ederek dopaminerjik
sisteme zarar vermeleridir (88). Sicanlarda 6-OHDA uygulamasi ile olusturulan
deneysel Parkinson modeli en ¢ok kullanilan yontemdir. 6-OHDA PH'da ilk olarak
1968 yilinda SNpc'ye enjekte edildiginde dopaminerjik hasara sebep oldugu
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goriilmiis ve boylece PH modelinde kullanilan bir madde olmustur (89). 6-OHDA
sistemik olarak uygulandiginda kan beyin bariyerini gecemez. Bu nedenle
nigrostriatal dopaminerjik yolaga ulasabilmek amaciyla SN'ye, Orta on beyin
demeti’ne (MFB) ya da striatuma stereotaksik enjeksiyon ile uygulanmasi
gerekmektedir (88, 90). Uygulama yollar1 direkt olarak sitriatuma verilerek,
intrasisternal veya ventrikiiler sekildedir. Striatum uygulamasi 6zellikle tek tarafli
Parkinson modeli olusturulacaksa tercih edilir. Santral sinir sisteminde noradrenerjik
hiicreleri koruyarak, selektif DA hiicre hasar1 olusturmak i¢in 6-~OHDA’nin
noradrenerjik noronlara alinmasi engellenebilir. Bu madde DA'nin hidroksillenmis
bir analogudur ve santral sinir sistemine uygulandiginda nigrositriatal sistemi de
iceren katekolaminerjik noéronlarda dejenerasyona sebeb olmaktadir (87-88, 91).
Dolayisiyla noradrenerjik ve dopaminerjik ndronlar iizerine toksik etkisi vardir.
Santral sinir sistemine uygulanan 6-OHDA DA ve noradrenerjik tasiyici
molekiillerle hiicre i¢ine alinmakta, sitoplazmada birikmekte ve hiicrenin Sliimiine
yolagmaktadir. 6-OHDA hiicre igine alimir alinmaz okside olarak parakuinon ve
H.0,'ye doniiserek ve OH™ olusmasi ile ilk toksik etkiyi olusturur (88). Ayrica 6-
OHDA oksidatif strese baglidir. 6-OHDA mitokondriyal kompleks-I iizerinde de
etkili olup siiperoksit serbest radikallerinin olusumuna da sebep olmaktadir (87-88,
91) 6-OHDA’nin striatumda glutatyon ve SOD etkinligini azalttigt ve MDA
diizeylerini yikselttigi bildirilmistir. 6-OHDA’nin stereotaksik olarak enjekte
edildigi siganlarin beyinlerinde, nigrostriatal yolakta mikrogliya etkinligi anlamli
derecede artmistir (92). Boylece mikrogliya etkinligi ile olusan inflamasyonun, néron
hasar1 ile iliskili oldugu ileri siiriilmistir (92). 6-OHDA’nin olusturdugu ndron
hasarinin apoptoz mekanizmasina bagli oldugunu ileri siiren ¢aligmalar oldugu gibi
(93) apoptoz disinda bir mekanizmaya bagli oldugunu da ileri siiren ¢alismalar

mevcutur (94).
HO MNH

Sekil.2.6. 6-OHDA'nin yapisal formiilii

2

2.1.7.1. 1-metil-4 fenil-1,2,3,6-tetra hidropiridin (MPTP)

Narkotik bagimliligi olan kisilerde MPPP  (4-propiyoniloksi-4-fenil-N-
metilpiperidin)’nin intravendz enjeksiyonu sonrasinda bazi kisilerde PH'ya benzeyen
bir tablo gelistigi ve PH'ya 6zgii semptomlarin olustugu gézlemlenmistir (95). MPPP
kullanimina bagli olarak bagimlilarin SNpc bdlgesindeki ndronlarinda hasar
meydana geldigi ve bu norotoksik etkiden MPPP’nin laboratuvar ortaminda sentezi
sirasinda meydana gelen bir yan iiriin olan MPTP’nin sorumlu oldugu kesfedilmistir.
Bu bulguyu takiben yapilan pek c¢ok arastirmanin sonucunda MPTP’nin SNpc
alanindaki dopaminerjik néronlarin hasarina sebep olarak PH semptomlari olusturan
bir norotoksin oldugu kesinlik kazanmigtir. MPTP’nin kendisi oldukca lipofilik
yapidadir ve kan beyin bariyerini geger, MAO-B ile 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridinyum (MPDP) etkin metaboliti olan MPP*’ye doniisiit. MPP*, DA,
noradrenalin ve serotonin tasiyict molekiillere yiiksek afinite gosterir. DA tasiyici
molekiiller aracilig1 ile dopaminerjik néron igerisine giren MPP* &nce vezikiiler
mono amin tasiyicilara (VMAT) daha sonra DA igeren sinaptik vezikiillere baglanir.
MPP™ mitokondri igerisinde birikir ve mitokondrilerdeki kompleks-I enzimini inhibe
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ederek oksidatif stres olusturur, boylece nigrostriatal dopaminerjik néron hasarina
yol acar. Ayrica MPP” sitoplazma igerisinde kalarak bir takim sitozolik enzimlerle de
etkilesebilmektedir (88).

Glial cells

umuuwu‘ '
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b s
MPP* Blocks electron

transport chain

Sekil.2.7. Deneysel Parkinsonda MPTP nin etki mekanizmast

MPTP, PH semptomlarina neden olmasindan dolayr deneysel hastalik
modelleri olusturmak igin kullanilmistir (96). Bu nedenle MPTP modeli primat, fare,
sigan ayrica kopek, kedi, koyun gibi hayvanlar iizerinde denenmistir. En kullanigh
modelin sican ve farelerle olusturuldugu ancak siganlarin MPTP'ye fareler kadar
duyarli olmamasindan dolayr bu modelin farelerde yaygin olarak kullanildigi
bildirilmistir (88, 97).
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2.2. Gorsel Sistem ve Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

2.2.1. Gorme

Gorme, gozden baslayip, beyinde géorme korteksine kadar uzanan bir takim
olaylar toplulugudur. insan gozii ii¢ tabakadan meydana gelen ve farkli dokulari
iceren karmasik bir organdir. Gérme 151k ile, beynin embriyolojik uzantis1 olarak
kabul edilen retinanin etkilesimi sonucu olusan, bilginin optik sinir araciligi ile
beyine (gorme korteksine) gonderilmesini igeren karmasik bir eylemdir.

2.2.2. Gorme Sistemi

Go6z hem optik hem de ndronal bir aygit olarak 6zellesmis bir yapidir. Retina
gozilin arka boliimiinii kaplayan ndronal bir membrandir. Goz, 15181 odaklayacak
mercek sistemine, bu 15181 algilayan reseptor tabakasina ve bu uyarilari merkeze
iletecek sinir sistemine sahip bir organdir (98). G6z, distan i¢ce dogru sklera, koroid
ve retina olmak lizere {i¢ tabakaya sahiptir.

Ganglion Hicresi
Bipolar Hiicre

Sekil.2.8. Goziin anatomik kisimlari

Sklera goziin 6n tarafinda korneayr olusturur. Géze giren 151k retinaya ulasmak
icin kornea, akdz humor, lens ve vitreusdan olusan saydam bir ortamdan ge¢mek
zorundadir. G6z mercegi ve kornea gelen 15181 kirarak retinanin tizerine diismesini
saglarlar. Retinaya ulasan 151k biitlin tabakalardan gecerek fotoreseptorlere ulasmak
zorundadir. Is1g1 retinanin iizerine diisiirmek icin mercegin seklini degistirmesine
akomodasyon denir. Mercegin sekli zonular liflerle baglh siliyer kaslarla kontrol
edilir. Yakin cisimlerde kaslar kasilir ve mercegin kiireselligi artar (99). Siliyer
kaslar, beyin sapindaki ii¢iincii kafa ¢iftinin ¢ekirdeginden (edinger westpal) goze
iletilen parasempatik sinir sinyalleri ile kontrol edilir. Parasempatik sinirlerin
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uyarilmas: ile siliyer kaslarmm kasilmasina ve mercek baglarinin gevsemesiyle
mercegin kirma gilicii artar. Kirma giiciiniin artmas1 ile g6z, yakin nesnelere
kolaylikla odaklanabilir (98).

Goze giren 1518 miktar1 ise pigmentli bir kas olan iris tarafindan kontrol edilir.
Irisin ortasinda 151810 gdze girdigi bolge olan pupila (gdz bebegi) vardir. Goze fazla
151k geldigi zaman pupila daralarak fazla 151k girmesini engeller, az 151k geldigi
zaman ise genisler. Gorsel algi retinada baslar (98). Korneadan giren 1sik, goziin arka
tarafina dogru gider, retinadaki 6zellesmis duyu organlar1 (fotoreseptorler) tarafindan
elektriksel sinyale cevirilir. Sinyaller optik sinirle yiiksek merkezlere gonderilir.

2.2.3. Retina

Goziin reseptor tabakasi retinada bulunur. Korneadan gegen 1s1k lens ve vitreusu
gecerek retinaya ulasir. Retina pigment tabakasinin oniinde bulunur. Melaninin
gorevi tim 15181 emip, 1s1gin yeniden retinaya yansimasini Onlemektir (98). Goz
kiiresinin en igteki iiclincli katmani olan retina, 6nemli kimyasal ve fiziksel olaylarin
merkezidir. Retinada renkli gérmeden sorumlu olan koniler ve esas olarak karanlikta
gérmeden sorumlu olan basiller bulunur ve bu alan goziin 1518a duyarli boliimiidiir.
Basil ve koniler uyarildiklarinda, sinyaller retinadaki ardisik néronlara takiben optik
sinir liflerine ve buradan da beyin korteksine iletilir ve gérmenin néral yolagi
tamamlanir.(98)

Retinada disaridan iceriye dogru 10 tabaka bulunmaktadir.

1. Retina pigment epiteli

2. Koni ve Basil tabakasi: Fotoreseptor hiicrelerin dis ve i¢ segmentlerini igerir.

3.D1s sinirlayict membran: Aslinda bir membran olmayip Miiller hiicrelerini
birbirlerine ve fotoreseptoér hiicrelere baglayan bir sira “zonula adherentes” den
olusur.

4.D1s niikleer tabaka: Fotoreseptor hiicrelerin hiicre govdeleri ve lifleri bulunur.

5.D1s pleksiform tabaka: Fotoreseptor, horizontal ve bipolar hiicrelerin birbirleri
ile sinaps yaptiklart bolgedir.

6.1¢ niikleer tabaka: Horizontal, bipolar, amakrin ve interpleksiform hiicrelerin
govdeleri bulunur.

7.1¢ pleksiform tabaka: Bipolar, amakrin ve gangliyon hiicrelerinin birbirleri ile
sinaps yaptiklar1 bolgedir.

8.Gangliyon hiicre tabakasi: Gangliyon hiicrelerinin govdeleri ve yer degistirmis
amakrin hiicreler bulunur.

9.0ptik sinir lifleri tabakasi

10.I¢ smirlayict membran: Miiller hiicrelerinin ayaksi cikintilarni vitreusa
baglayan bir bazal laminadir (98).
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Noral retina ise alt1 tip hiicre grubu icermektedir.

1.Koni ve Basiller
2.Horizontal hiicreler
3.Bipolar hiicreler
4.Amakrin hiicreler
5.Interpileksiform hiicreler
6.Gangliyon hiicreleri

Ganglion Hucrelerinin
Aksonlan

"K.Z/T 7\%‘“

Yesil - 530 nm
Banglion Hicre Bipolar Basil ve Koni Kimmzi - 560 nm
Katmani Hucreler  Katman 400 nm (UV) - 700 nm (infrared}
Retina aralijy diginda gérinmez -

5

Sekil.2.9. Retinanin gdzdeki konumu

Koni ve Basiller (Fotoreseptor hiicreler)

Fotoreseptor hiicreleri gbziin kirict ortami tarafindan yonlendirilen goriintiiyii
noral sinyallere ¢evirerek gérme olaymi baslatan Ozellesmis hiicrelerdir. Bunlar
yiiksek derecede 6zellesmis birinci sira néronlar olup koni ve basil olmak {izere iki
tip fotoreseptdr vardir. Koniler yiiksek 151k siddetinde (fotopik sartlar) fonksiyon
gorerek renkli géorme ve ince detaylarin algilanmasini saglar. Basiller diisiik 151k
siddetinde (skotopik sartlarda) fonksiyon goriir ve renkleri belirleyemez (99).
Retinanin merkezinde hi¢ basil hiicresi bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu
merkezde koniler, en yiiksek konsantrasyona sahiptir. Basil ve koni hiicreleri benzer
subseliiler yapilara sahiptir, ancak isimleri fotoreseptor dis segmentlerinin farkli
sekillerinden tiiretilmistir. Basil hiicresi dis segmentleri silindirik bir sekile sahipken,
konilerde, dis segmentin uzak ucuna dogru incelerek koni seklini almistir (100).
Genel olarak basiller konilere kiyasla daha dar ve uzundur.
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Sekil.2.10. Fotoreseptor hiicreler

Bir fotoreseptdr hiicresi;
e dis segment,
e i¢ segment,
e cckirdek
e sinaptik sonlanma
olmak tizere dort kissmdan olusur.

D1s Segment

Fototransdiiksiyondan sorumludur. Dendritik son kisim olup, yass1t membrandz,
hiicrenin eksenine dik lameller bulunur. Her lamel, plazma membraninin i¢ ice
girmesi ile olusur. Membranlarda basillerde 151k duyarli pigment olan rodopsin
bulunurken, konilerde benzer bagka bir fotokimyasal bilesen olan iodopsin
(konopsin) vardir. D1s segmentte birbiri tizerine y1gilmis halde bir¢ok disk membran
pargacigi bulunur. Bunlar basillerde intraseliiler vezikiiller halindeyken, konilerde
plazma membraniyla birlikte seyreder. Disk membranlarda her hiicrede 108’den
fazla olmak {izere bol miktarda gérme pigmenti bulunur (101).

I¢ Segment

Hiicre ¢ekirdeginin bulundugu ve biyosentezlerin yapildig: yerdir. Modifiye bir
baglayict sap (cilium) ile dis segmente baglidir. Graniillii endoplazmik retikulum,
mitokondri gibi organellerde gorme icin fotoreseptdr hiicrelerin ihtiya¢ duyduklar
enerji ve protein iiretimi gergeklesir. Bu enerji dis segmente iletilir. Burada dis
segmentin apeksinden koparak pigment hiicrelerine iner (101).

Sinaptik Sonlanma
Fotoreseptorlerle hedef hiicrelerin baglant1 yaptig1 sinaptik terminaldir.Koni ya
da basil hiicresinden sonraki sinir hiicreleri olan horizontal ve bipolar hiicreler ile
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baglantisin1 saglayan boliimdiir ve gorme zincirindeki bir sonraki asamayi gosterir
(101).

Konilerde, her bir disk katlanmis hiicre zarindan olusmus bir raftir. Bu basillerde
hiicre tabanina yakin bdliimler icin gegerlidir. Bununla beraber basil hiicrelerinde
tepeye dogru diskler zardan ayrilirlar ve tiimiiyle hiicrenin igerisinde uzanan yassi
cantaciklar halinde bulunurlar. Rodopsin ve renk pigmentleri disklerin zarma
transmembran proteinler seklinde katilirlar. Disklerdeki bu 1s1ga duyarli pigmentlerin
konsantrasyonlar1 yiiksektir, sadece pigmentler tiim fotoreseptor hiicre kiitlesinin %
40 kadarmi olustururlar (102). insanda koni pigmentleri 419 nm (mavi), 531 nm
(yesil) ve 558 nm (kirmiz1) olmak iizere 151k spektrumunun ii¢ bolgesindeki fotonlar
maksimum olarak absorbe ederler. Koniler keskin gormeden, 1sikta renk ayiriminda
ve aydinlikta gérmeden sorumludur. Koniler, horizontal ve bipolar hiicrelerle oldugu
kadar, diger basil ve konilerle de sinaps yaparlar. Konilerin toplam sayis1 yaklasik
6,5 milyondur, merkezden perifere dogru gidildik¢e koni sayisinda hizli bir disiis
gozlenir. Basiller ise karanlikta gérmeden sorumludurlar. Bir basil hiicresinde
ortalama 6.000 -10.000 adet disk bulunur. Bir basil hiicresi iki horizontal veya ¢ok
sayida bipolar hiicre dentriti ile sinaps yapma yetenegindedir. Retinada toplam basil
hiicre sayisi, yaklagik 120 milyondur. Koni ve basil hiicrelerinin dis segmentleri
mukopolisakkarid bir ortiiyle kaplidir ve pigment epiteli ile temas halindedir (102).

Karanlikta basillerin metabolizmasina bagli olarak oksijen tiiketimi artar.
Koniler az 15181 saptamak haricinde gérme isinde basillerden daha iyidirler. Renkli
gorme ve c¢oziiniirliigli daha iyi gorme ile hareketi algilamay1 saglayan hizli yanit
ozelligine sahiptir. Bir basilde bir tek foton bile saptanabilir, elektriksel yanit
olusturabilir. Koniler renkli gérmeye aracilik ederler. Konilerde {i¢ tip opsin vardir.
Bunlar kirmizi 1518a duyarli (L) tipi, yesil 1518a duyarli (M) ve mavi 1518a duyarli (S)
tipi opsin tirleridir. Beyin renge ait bilgileri bu 3 tip koninin yanitlarinin
karsilastirilmasiyla elde eder. Basiller ise tek tip pigment igerir ve bu yiizden farkli
dalga boylarindaki 1s18a aynmi yaniti olustururlar. Fotoreseptorler diger duysal
reseptorler gibi aksiyon potansiyeli iretmezler. Bunun yerine membran
potansiyelinde dereceli degisiklikler ile 1518a yanit veririler.

2.2.4.Fototransdiiksiyon Kaskati

Rodopsinin aktivasyonu 1s1gin absorbsiyonu ilebaglar. Bu retinalinll-cis
formundan all-transformuna gegmesidir. Bu reaksiyon gorme sirasinda gergeklesen
tek 1518a bagimli basamaktir. Bu konformasyonal degisiklik ile retinal artik opsindeki
baglanma bolgesine uymaz. Bu yiizden opsinde konformasyonal degisiklik ile
Metarodopsin II olusur. Metarodopsin Il stabil degildir, dakikalar i¢cinde opsin ve all-
trans-retinale ayrilir. Daha sonra all-trans retinal basilden pigment epiteline transfer
edilir. Pigment epitelinde all-trans retinal ve all-trans retinolden (A vitamini) 11 cis-
retinal yapilir. 11cis-retinal tekrar basile gecer. Bu maddelerden insanda sentezi
yapilmayan all-trans retinoldiir. Eksikliginde gece korliigii olusur. Tedavi edilmezse
dis segmentlerin bozulmasina bagli olarak korliik olusur (103).
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Sekil.2.11. Fototransdiiksiyon kaskati

Basil hiicreleri lizerindeki membrandz disklerin membranlarina gémiilmiis olan
rodopsin fotopigmenti icerisinde 1518a duyali olan retinal molekiilii yer almaktadir.
Bu disklerin dis membranlarinda ¢cGMP baglantili Na* kanallar1 bulunur. cGMP
bagl durumdayken bu kanallar agiktir ve Na* membran igerisine girer ve hiicre
membranin1 polarize eder. Rodopsine bir 151tk fotonu carptigi zaman, retinalin
konformasyonel degisikligi rodopsini aktive eder. Aktif rodopsine transdusin G
proteinini baglanir ve transdusini aktif hale getirir. Aktif transdusin ise membran
bagli bagka bir protein olan CGMP-fosfodiesteraz'r aktive eder. cGMP-fosfodiesteraz
siklik halde bulunan ¢cGMP molekiillerini non siklik hali olan 5'-GMP haline
doniistiiriir. Boylece ortamda cGMP azalir ve cGMP baglantili Na* kanallar1 kapanir.
Na" hiicreye artik giremedigi i¢in membranda bir hiperpolarizasyon olusur.
Hiperpolarizasyon fotoreseptoriin ucuna pasif olarak iletilir ve hiicrelerden
norotransmitter salinimi azalir (98).
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Sekil.2.12. cGMP’nin gérmedeki yeri
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Horizontal hiicreler

Basil ve koni hiicrelerinin terminal uclarina yakin yerlesimli, multipolar
hiicrelerdir. Cogu memelilerin retinasinda aksonlu ve aksonsuz olmak tiizere iki tip
horizontal hiicre bulunur. Primatlar ve insanlarda bulunan tiim horizontal hiicreler
aksonludur. Insanlardaki horizontal hiicrelerin dendritleri koniler ile, akson
terminalleri ise basil ile baglantilidir (104). Yapilan ¢alismalarda memeli horizontal
hiicrelerinin (GABA)’erjik oldugunu gostermektedir (105). Horizontal hiicreler
birbirlerine gap junctionlar araciligi ile yaygin sekilde baglanmislardir. Bu baglanma
giiciiniin skotopik ve fotopik sartlarda degisken miktarlarda salinan DA ile modiile
edildigi distiniilmektedir. DA, horizontal hiicrelerdeki D1 reseptoriine baglanir ve
cAMP bagimli bir protein kinaz aracilifi ile gap junction kanallarinin agik kalma
stiresini azaltir (106).

Bipolar hiicreler

Bu hiicreler, fotoreseptor terminali ile sinaps yaptiktan sonra tek bir aksonu ile
gangliyon veya amakrin hiicrelerle sinaps yaparak, sinyal iletiminde rol oynarlar.
Bipolar hiicreler fotoreseptorlerden gangliyon hiicrelerine direkt veya indirekt olarak
sinyal iletirler (98).

Amakrin hiicreler

Bipolar hiicrelerden gangliyon hiicrelerine 151k sinyallerinin transferini saglayan
interndronlardir. Biiyliik bir ¢ogunlugunun aksonu yoktur. Farkli tipte amakrin
hiicrelerinde  GABA, glisin, asetil kolin ve DA gibi ndrotransmitterler ve
somatostatin, vazoaktif intestinal peptit (VIP), substans P, ndrotensin, ve
kolesistokinin gibi peptitlerin bulundugu saptanmistir. Dopaminerjik amakrin
hiicreleri DA igerir ve baglanti paternleri nedeni ile fotopik yolaktan skotopik yolaga
informasyon transferi ile ilgili oldugu distiniilmektedir (98).

Interpleksiform hiicreler
DA veya GABA igerirler. Belirli amakrin hiicrelerden bipolar ve diger amakrin
hiicrelere goriintii bilgisinin transferini saglarlar. (107)

Gangliyon hiicreleri

Bipolar ve amakrin hiicrelerden sinaps alir ve aksonlart ile optik siniri
olustururlar. Gangliyon hiicreleri, retinanin i¢ kisminda yer alirlar. Gangliyon
hiicreleri multipolardir, dendritleri bipolar ve amakrin hiicrelerin aksonlar1 ile sinaps
yapar. Gangliyon hiicrelerinin miyelinsiz aksonlar1 vardir, bu aksonlar retina
yiizeyine ulasinca 90° ag1 yaparak optik sinirde toplanir ve goziin igini terk ederler.
Lamina kribrozadan gectikten sonra oligodendrisit hiicreler tarafindan myelin
kiliflar1 olusturulur, bu aksonlar lateral genikulat cisimde sonlanirlar. Bunlarla
beraber destek gorevi goren Miiller hiicreleri, neredeyse tiim retinal katmanlar1 kat
eden uzantilari olan soluk boyanan ince uzun hiicrelerdir. Miiller hiicreleri, retinada
noral hiicreler tarafindan doldurulmayan bosluklar1 doldurur. I¢ ve dis sinirlayic
membranit olustururlar. Miiller hiicreleri disinda retinada destek hiicreleri olarak
astrositler, perivaskiiler glial hiicreler ve mikroglial hiicrelerde tariflenmistir (101).
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2.2.5. Retina ve Dopamin lliskisi

DA retinada bulunan temel katelokamin olup amakrin ve interpleksiform
hiicrelerin  olas1 transmitteridir (108). DA, retina pigment epiteli (RPE)
fonksiyonunda da 6zel 6nem tasir, ¢iinkii retinal ndronlar tarafindan kullanilan bir
transmitterdir. Retinada DA seviyesinde 151k ile uyarilan degisiklikler RPE tarafindan
algilanir. Alt vertebralilarda DA, RPE hiicrelerindeki pigment migrasyonunu
diizenler (109). Retinada DA sentez ve yikimu ile ilgili enzimlerde bulunur ve
yapilmig ¢alismalarda, retinada bulunan DA reseptorlerinin beyinde bulunanlar ile
ayni olduklarimi gostermistir (110). Vertebralilarin retinasi 1s1k ile uyarildiginda bir
dizi amakrin veya interpleksiform hiicre tarafindan DA salgilanir ve bu salinim 1518a
kars1 noral adaptasyon i¢in modiilator bir yanittir (111). Giiniin ilk 1s1klar ile birlikte
DA sentez ve kullaniminda asir1 bir artis olur ve bu olay baslatan sirkadiyen bir saat
olmayip tamamen 151k uyarisidir. Sabit olarak karanlikta tutulan farelerde DA sentez
ve kullaniminda sirkadiyen bir ritm gozlenmez (112). Memeli olmayan
vertebralilarda retinal melatonin ve DA sirasi ile gece melatonin, giindiiz DA olacak
sekilde inhibitdr parakrin sinyaller ile karsilikli etkilesirler. Gliniimiizde bu karsilikli
inhibitor etkilesimin memelilerde de bulundugu gosterilmistir. Memeli retinasinda
DA'nin melatonini baskiladigi ve bunu D2 ve D4 dopaminerjik reseptorler araciligi
ile gergeklestirdigi gosterilmistir (113). Hemen hemen tiim retina hiicreleri DA
reseptorleri tagimaktadirlar.  Ornek olarak, DI reseptéri RPE tarafindan
gerceklestirilen fagositoz isleminin modiilasyonunda rol oynar. D4 reseptdrii
fotoreseptorlerdeki melatonin sentezinin inhibisyonu ile ilgilidir. DA D1 veya
benzeri reseptorler araciligi ile horizontal ve amakrin hiicre gap junctionlarinin
baglantilarini ortadan kaldirir. DA D2 otoreseptorleri aracilig ile bazi amakrin hiicre
alt gruplan tarafindan diger tansmitterlerin salinmasini modiile eder. Rolleri tam
olarak bilinmese de gangliyon hiicrelerinde de DA reseptorleri bulunur. Miiller
hiicreleri de DA'dan etkilenmektedir. Retinada gergeklesen ritmik regiilasyonlarda da
DA'nin ¢oklu etkilerinin olmasi diistiniilmistiir (114).

2.2.6. Gorsel Sisteminin Noral Yolag:

Basil ve koniler sinyalleri dis pleksiform tabakaya iletirken bipolar hiicreler ve
horizontal hiicreler ile sinaps yaparlar. Gangliyon hiicreleri ise ¢ikis sinyallerini
retinadan optik sinir araciligiyla beyine iletirler (115). Retinal gangliyon hiicreleri,
kontrast, ani degisimler, gorlintiiniin renk, sekil ve hareket gibi farkli 6zelliklerine
bagli gelisen sinyalleri iletirler. Bu o6zellikler gorme korteksinde paralel yollarda
islenmektedir. Bu paralel siire¢, paralel gangliyon hiicreleri ag1 araciligi ile retinada
baglar. Retinanin her bolgesinde, ayni fotoreseptorlerden sinyalleri paralel yollarla
ileten, fonksiyonel olarak farkli gangliyon hiicresi alt gruplari vardir. Retinadaki
gangliyon hiicreler ti¢ fonksiyonel sinifa ayrilir: M (magnoseliiler), biiyiik) ve P
(parvoseliiler, kiigiik) ve K (konioseliiler) hiicreler. M hiicrelerinin biiyiik alici
alanlar1 vardir ve cisimlerin kenarindaki hareketli ve biiyiik uyarilar1 ve bunlardaki
ani degisiklikleri algilayabilirler. Daha kiiciik olan P hiicreleri, hareketsiz
uyarilardan, goriintiideki yap1 ve ince detaylardan sorumlu olarak kabul edilir.
Konioseliiler hiicreler fonksiyonel ve kimyasal olarak M ve P hiicrelerinden
farklidirlar. Tam olarak gorevleri bilinmese de K hiicrelerinin gorsel algi ve renkli
gormeden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu hiicreler mitokondriyal bir enzim
olan sitokrom oksidazi bol miktarda igeren ve renk damlalari (blob) adi verilen
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bolgelerde (17. bolge) sonlanir.
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Sekil.2.13. Gozlerden gérme korteksine giden temel gérme yollari

Gangliyon hiicrelerinin aksonlar1 beyine giden optik siniri (kranial sinir 1)
olustururlar. iki optik sinirin capraz yaptig: yere optik kiazma denir. Retinanin nazal
yarimlarindan gelen lifler optik kiazmada capraz yaparak, temporal yarimdan
gelenler ise ¢apraz yapmadan dorsal genikiilat niikleus (ALGN)’a girerler ve burada
sinaps yaparlar. dLGN alt1 niikleer tabakadan olusmustur. 2, 3 ve 5. tabakalar
sinyalleri retinanin temporal bolgesinden alirken 1, 4 ve 6. tabakalar sinyalleri karsi
goziin nazal retinasindan alirlar. dLGN'de P hiicrelerinden sinyalleri alan
parvoseliiler (3,4, 5 ve 6. tabakalar), M hiicrelerinden sinyalleri alan magnoseliiler
tabaka (1.ve 2.tabakalar) Konioseliller tabaka olmak tizere 3 alt tabaka
bulunmaktadir. Magno sistem hareket ve derinlik algilanmasindan, parvo sistem
sekillerin ayirt edilmesinden ve hizli yersel degisikliklerin algilanmasindan,
Koniosistem ise renkli gormeden sorumludur (116). Optik traktusun gorsel bilgisini,
optik radyasyon (genikiilo kalkarin traktus) yolu ile gérme korteksine iletmek ve
gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin kortekse gegecegini kontrol etmek dLGN'nin
en temel gorevlerindendir. dLGN bu igleri yiiriitiirken iki temel kaynaktan sinyal alir.
Ilki primer gorme korteksinden lateral genikiilata uzanan kortikofugal lifler, ikincisi
ise mezensefalonun retikiiler alanlarindan gelen liflerdir. dLGN'den ¢ikan gorsel
bilgi sinyalleri optik radyasyon yolu ile oksipital lobun kalkarin bolgesindeki primer
gorme korteksine ulasir. Primer gérme korteksi alt1 tabakadan olusmustur. dLGN'den
gelen aksonlar genellikle 4. tabakada sonlanir. Bu tabakada a,b,c alfa, c beta olmak
tizere 4 farkli katman ayirt edilir. ALGN'nin parvoseliiler tabakasindan gelen aksonlar
katman 4c¢’nin derin bolgelerinde sonlanirken magnoseliiler tabakadan gelen aksonlar
ise genellikle daha yiizeyel boliimlerinde sonlanir (102).
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Sekil.2.14. M, P, K hiicrelerinin dLGN’deki konumlarl

Bunlara ek olarak gérme liflerinin, sirkadyen ritmin kontroliinii saglamak {izere
hipotalamusun suprakiazmatik niikleusu, goziin odaklanmasi ve géz bebeginin 1s1k
refleksini saglamak icin pretektal gekirdekler, iki gbziin hizli dogrusal hareketlerini
kontrol etmek i¢in stiperior kollikulus, viicudun bazi davranigsal islevlerini kontrole
yardim etmek igin talamusun ventral lateral genikiilat niikkleusu gibi farkli beyin
bolgelerine gittigi gosterilmistir (117). Diger duyusal sistemlerin kortikal temsilinde
oldugu gibi gérme kortekside primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir.

Primer Gorme Korteksi

Primer gorme Kkorteksi kalkarin fissiir alaninda her bir Kkorteksinmedial
boliimiinde oksipital kutba dogru uzanir. Bu bolge Brodman'in 17. kortikal alanidir
ve primer gérme alani-V-1 olarak adlandirilir.Ayn1 zamanda ¢izgili goriiniisinden
dolay striat korteks de denir (101, 117).

Sekonder Gérme Korteksi

Sekonder gérme korteksine gorsel asosiyasyon alanlari da denir. Primer gérme
korteksinin lateral, anterior, siiperior ve inferiorunda uzanir. Gorsel uyaranlarin
analizi i¢in primer gorme korteksinden gelen sinyallerin iletildigi alanlardir. Primer
gorme Kkorteksini ¢epecevre saran Brodman'in 18.alan1 sekonder gérme alani-V-2
olarak adlandirilir. Ayrica V-3, V-4 gibi yarim diizineden fazla uzak sekonder gorme
alanlar1 vardir (101, 117).

2.3. Uyarilmus Potansiyeller

Beyinin elektriksel aktivitesi ilk olarak 1875 yilinda Caton adli arastirmaci
tarafindan gosterilmistir. Bu ilk calisma, beyinin ¢alisma prensiplerini agiklamaya
yonelik bir¢ok ¢aligmaya da oncii niteliktedir. Kasith bir uyar1 olmadan yiizeyel veya
derin elektrotlarla insan veya hayvan beyninden kaydedilen elektriksel aktiviteye
Elektroensefalogram (EEG) denilir (118). Beyinde dis uyaranlardan bagimsiz ve
EEG olarak bilinen spontan aktivitenin yaninda, disaridan verilen her tiirlii uyarana
cevap olarak iirettigi bir biyoelektriksel bir aktivite de vardir. Ozellikleri bilinen bir
uyar1 sonucunda beyinin gostermis oldugu ek elektriksel cevap aktivitesi uyarilmis
potansiyel-evoked potential (EP) olarak isimlendirilir.(119) Bir EP’yi olusturan
dalgalarin tanimlanmalarinda kullanilan belli bas1 tanimlar vardir.
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Bunlar;

*Dalga Sekli (wave form) : Bir dalganin seklini (yayvan , sivri , keskin v.b )
tanimlamak amaciyla kullanilir.

Latens : Bir dalganin, uyariin verilmesinden ne kadar zaman sonra ¢iktigini
gostermektedir.Uyarinin siddeti ile ters orantilidir.

*Polarite : Pozitif veya negatif olacak sekilde bir dalganin yoniinii ifade
eder.Dalganin yoni elektrotlarin (aktif ve referans elektrot) yerlestirilme yerine gore
degisiklik gosterir.

*Genlik (amplitude) : Cevabin elektriksel biiyiikliigiinii gosterir.Uyaranin siddeti
ile dogru orant1 gosterir. Hesaplama olarak iki tiirdiir. Bunlar; peak-to-peak (tepeden
tepeye) ve peak-to-base (tepeden sifir hattina) “dir.

*Dagilim : Kafatas1 lizerinde bir dalganin kaydedildigi bolgeyi ve genligi
gosterir.

Bir EP’nin kayitin1 belirleyen temel dgeler ise sunlardir ;

*Uyar1 genisligi (duration) : Her bir uyarinin verilmesi ile kesilmesi arasindaki
stire.

*Uyari siddeti : Genlik {izerine dogrudan etkilidir.

*Uyart tipi : Uyarinin hangi duyuya yonelik oldugunu, uyarmin hangi sistemle
ve ne sekilde uygulandigini gosterir.

*Uyart siklig1 (inter-stimulus interval): Takip eden iki uyar1 arasindaki zaman
araligini ifade eder. Birim zamanda verilen uyar1 sayisi ile ters orantilidir.

*Uyar1 sayist : Bir EP’nin spontan EEG’den ayristirilarak belirgin hale
gelebilmesi i¢in alinan ortalama sayist (120-121).

Uyarillmig potansiyeller ii¢ sekilde uygulanir. Gorsel uyarilmig potansiyeller
(visually evoked potentials-VEP), beyin sap1 isitsel uyarilmis potansiyeller (brain
stem auditory evoked potentials-BAEP) somatosensoriyal uyarilmis potansiyeller
(somatosensory evoked potentials-SEP). SEP, duysal kortex ve dorso spinal kolonun
biitiinligiinii degerlendirmede kullanilir. BAEP ise 8. Kranial sinir ve ponsun
tizerindeki isitme yollarini degerlendirmede is goriir (122).

2.3.1. Gorsel Uyarilmus Potansiyeller (VEP)

GoOrme yollarinin 151k uyarisi ile uyarilmasi sirasinda oksipital bolgede kafatasi
tizerinden kaydedilen yanitlar gorsel uyarilma potansiyeller (visually evoked
potentials-VEP) ad1 verilir. Gorsel uyarilma yanit1 (visually evoked response-VER),
gorsel uyarilmis kortikal potansiyeller (visually evoked cortical potentials- VECP)
diger isimleridir (123). Ik kez 1934 yilinda Adrian ve Matthews tarafindan ortaya
konumusgtur (124). Gorsel uyarilmis potansiyeller, gérme yollarinin gézden
baglayarak beyine kadar olan mesafedeki olaylarin gorsel uyari verilerek incelenmesi
esasina dayanan bir yontemdir. Esas olarak iki tiir 151k uyarisi cinsi vardir;
 Pattern VEP: Dama tahtas1 seklinde siyah ve beyaz karelerdenolusur. Siyah ve
beyaz karelerin saniyede 1-3 kez siklikla yer degistirdigi gorsel uyaranlara karsi elde
edilir.Patter uyaran siklikla bir bilgisayar monitorii araciligiyla deneklere
uygulanmaktadir.

* Flas VEP: Xenon, Light Emitting Diode (LED) gibi fotostimiilatorler ile
uygulanan flas uyarana kars1 yanit olarak olusur. Fotostimiilatorle verilen flagin 151k
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siddeti , siklig1 ve dalga boyu degisiklik gosterir (125). VEP’lerde ortaya ¢ikan dalga
formlar1 polaritelerine ve ortaya ¢ikis zamanlarina gore isimlendirilmektedir. Gorsel
uyarimi takiben ortaya ¢ikan dalgalar polaritelerine gore, negatif (N) ve pozitif (P)
olarak gosterilmektedir. Ortaya ¢ikis zamanlarina gore ise li¢ gruba ayrilir.

e Kisa latens (erken): Gorsel uyarani takiben ilk 10ms’lik zaman igide olusan

dalgalar.
e Orta latens: 10-50 ms’lik siire iginde olusan dalgalar.
e Uzun latens: 50-300 ms’lik siire i¢inde olusan dalgalar (126).

VEP’lerin degerlendirilmesi i¢in kullanilan en 6nemli parametreler dalgalarin
tepeden tepeye genlik degerleri ve latensleridir. VEP kayitlarinda, ilk ortaya ¢ikan
dalga formunun pozitif olmas1 nedeniyle ilk bilesen P1 olarak, digerleri ise ortaya
cikis siirelerine gore N1, P2, N2, P3, N3 olarak isimlendirilir. P1 bilesenin nereden
kaynaklandig1 heniiz tam olarak agiklanamamistir. Bununla birlikte 17 ve 18a’da
bulunan gorsel alanlarin iist nazal kisimlarinda olabilecegi diislincesi oldukg¢a kabul
gormiistiir (127).Yapilan galismalarda N1 ve P2 bilesenlerinini genikulokortikal
afferent girislerinin olusturdugu kortikal cevaplar oldugu, lamina IV’deki stellate
hiicrelerinin hiperpolarizasyonu sonucu P2'nin, depolarizasyonu sonucu ise N2’nin
olustugu ileri stirilmistiir (128-129). Bunun yaninda, P3'iin {ist laminadaki piramidal
hiicrelerin eksitator postsinaptik cevaplarini yansittigi gosterilmistir (129).

N3’lin jeneratorlerin yiizeysel tabakalari boyunca dik olarak yayildigi ve govdeleri
derin tabakalarda bulunan ndronlarin apikal dendritleri boyunca olusan
depolarizasyonunu gosterdigi ¢caligmalarda gosterilmistir (130).

N1
N3

P1

P2 P3 oW

100 msec

Sekil.2.15. Sigandan alinmisg 6rnek bir VEP kaydi
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VEP kayitlarinin yapilabilmesi igin bazi alet ve elektrotlar gereklidir. Bunlar;

Bilgisayar: Sinyallerin ortalamasini almak i¢in toplama cihazi ve sinyalleri
gorlntiilemek ve kaydetmek icin gereklidir.

Diferensiyel amplifikator: VEP sinyallerini yiikseltmek i¢in kullanilir.

Elektrotlar: Genellikle giimiis kloriir (AgCl) EEG disk veya igne elektrotlari
VEP kayitlar1 i¢in yaygin bir seklide kullanilmaktadir (131). VEP kayitlarinda
kullanilan iki tip elektrot diizenegi vardir. Bunlar referansin konumuna gore
monopolar veya bipolar kayit adini alirlar. Monopolar kayitta elektrotlardan aktif
elektrot kortikal bolgeye, referans elektrot ise kulak veya mastoid gibi kortikal
olmayan bir bolgeye yerlestirilir. Bipolar kayitta ise elektrotlarin ikisi de kortikal
bolgeye yerlestririlir ve sonugta olusan dalga bu iki kortikal kaynak arasindaki farki
gosterir.

Pattern VEP kayitlarinda N75 ,P100 ve N135 olarak isimlendirilen baslica ii¢
bilesen gozlenir. Daha once de sdylendigi gibi P ve N harfleri, referans elektroda
gore oksipitaldeki aktif elektrottan kaydedilen voltajin negatif veya pozitifligini
gostermektedir. P100 genligi N75 ile P100 arasinda tepeden tepeye oliigiiliir. P100
dalga latensi bireyler arasinda kismen daha az degiskenlik gosterir. ki goz arasindaki
farklilig1 ve zaman i¢inde ayn kisiden alinan tekrarlayan ol¢iimlerdeki degiskenligi
daha azdir. Bu nedenle P100 latensi VEP’lerin degerlendirilmesinde en kullanilan
parametrelerdendir. Pattern VEP’de kullanilan dama tahtasi seklindeki pattern
uyarilardaki karelerin biiyiikliigli alinan kaydin amacina gore degiskenlik gosterir.
Pattern VEP’de siklikla iki farkli ebatta karelerin kullanildigi goérsel uyaranlar
kullanilir. Kiiglik kareler daha ¢ok fovea bolgesini, biiyiik kareler ise retinanin
periferal alanlarini uyarir (132).

Flas VEP ise N1, P1, N2, P2, N3, P3 olarak isimlendirilen pozitif ve negatif
bilesenlerden olusur. Bu isimlendirme flags VEP’in pattern VEP’den otomatik olarak
ayirt edilmesini saglar. Kisa latensli ve daha kiigiik genlikli olan N1, P1 dalgalar
kayitlarda daha zor se¢ildigi i¢in klinik uygulamalarda gozlenmesi daha kolay ve
stabil olan N2 ve P2 dalgalar1 daha siklikla degerlendirilirler. N2 nin latensi yaklagik
90ms iken P2’nin latensi 120 ms'dir (132).

2.3.2. Gorsel Uyarilms Potansiyellerini Etklileyen Faktorler

Flas uyariminda, saniyede gdonderilen uyar1 sayisi, elde edilen aydinlik orani,
dalga boyu, ortamin aydinlik veya karanlik olusu VEP kayitlarini etkileyen
parametrelerdir. Pattern uyarimda ise, uyarinin yogunlugu, sekil secimi (dama
tahtas1 veya 1zgara gibi), sekillerin biiyiikliikleri, uyarilan toplamalanin o6lgiisi,
kontrast ayarlanmasi, ortam aydinliginin sabit olup olmamasi ve sekillerin gosterilme
orant VEP kayitlarini etkileyen baslica unsurlardir (123). Pattern veya flas uyarimda
normal VEP cevabimi etkileyen faktorlerde farklilik gosterir. Sekilli uyaranlar
kullanildiginda retina iizerine diisen goriintliiniin netligi, optik sinirden oksipital
kortekse kadar olan ileti hizi, kortikal gérme merkezi ve iist merkezlerle olan
baglantilar, hastanin teste ve fiksasyona gosterdigi dikkat gibi ¢esitli faktorler, flas
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uyarimda ise retinanin 1s18a duyarliligi, optik sinirden oksipital kortekse kadar olan
ileti hiz1, kortikal géorme merkezi ve iist merkezlerle baglantilar VEP cevaplarini
etkiler (123). Pattern VEP’lerde elde edilen latensler ve nispeten genlikler flas
VEP’lere gore daha uzun ve biiyliktiir. Bunun sebebi, pattern uyarimlarda gérme
olaymin ise karigmasi, kenar, kdse ve kontrast degerlendirmelerinin yapilmasidir

(133).

Klinik testlerde daha ¢ok pattern uyaran kullanilir. Ciinkii bu potansiyeller
gorsel yol lezyonlarin1 gostermede daha duyarli olup, denekler arasinda ¢ok fazla
degiskenlik gostermezler. Ayrica, insanin gérme fonksiyonlarindan biri sekilleri ve
kenarlarin1 analiz etmek oldugundan, sekil degismeli VEP (PR-VEP)’lerin bazi
Ozellikleri degistirilerek, bunlar hakkinda daha fazla bilgi elde edilebilmektedir.
Sekil degismeli VEP’ler insanda temel olarak fovea ve konilerin aktivitesini
gostermektedir (115). Diger yandan, PR-VEP’lerde 100ms latenste olusan P100
bileseni optik ndropatilerde, retrobulbar ndropatilerde ve multipl sklerozda (131,
134) daha klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan uzamasi, bu hastaliklarin erken teshisi
yoniinden énemli bir parametre oldugunu gosterir.

2.4. Nitrik Oksit

NO ilk olarak 17. yiizyilda ¢alisilmaya baglanmistir ve canlilardaki varligi son
20-25 yildir bilinmektedir. NO, renksiz, asir1 derecede toksiteye sahip, suda erime
ozelliginde olan, yar1 dmrii kisa ve serbest radikal yapisinda bir gazdir. NO'nun
canlilarla olan iliskisinde 1977 yilinda Robert Furchgott, Ferid Murad ve Louis
Ignarro isimli arastiricilar NO’nun  sinyal molekiili olarak gbérev yapan
nitrogliserinden salinan bir molekiil oldugunu ve neredeyse tiim viicut bolgerinde ve
dokularda kimyasal bir haberci oldugunu gostermislerdir (135). Arastiricilar bu
bilgiler 1sinda 1979°da hiicre i¢i siklik guanozin mono fosfat (cGMP) seviyesinin,
damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinin, gliseril trinitrit veya nitroprussid gibi
dilatorler ile gevsetildiginde arttigin1 gostermislerdir. 1984 yilinda Furchgott ve
Zawadski, asetilkolin uyarisiyla olusan gevsemenin endotele bagimli oldugunu
bildirmigler bu maddeyi endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived
Relaxing Factor) olarak tanimlamislardir (136). Daha sonra 1987 yilinda EDRF
olarak tanimlanan molekiiliin NO oldugu ayr1 ayr1 yapilan ¢aligmalarda Furchgott ve
Ignarro tarafindan gosterilmistir (137-138).

NO’nun ilk kesfedilen etkisi, kan basmnci ve damar tonusu tizerindeki
diizenleyiciligidir (136, 139). Molekiil diisik molekil agirligi ve lipofilik yapisi
sebebiyle {iretildigi hiicre zarlarindan kolayca disar1 ¢ikarak direkt olarak hedef
hiicresine yonlenmektedir. Hedef hiicresine baglanan NO etkisini enzim aktivitesi
araciligiyla veya direkt olarak gostermektedir (140). NO’nun belirlenmis en 6nemli
hedefi kiikiirt ve oksijen tiirevi yapilardir. Sinyal iletme yolagi demir igeren
proteinlere baglanmasiyla tetiklenir. GC enziminin hem grubuna baglanan NO bu
sekilde molekiilii aktiflestirir. Boylelikle cGMP diizeyi artar ve ¢cGMP'ye bagimli
protein kinazlar da aktiflesmis olurlar. NO sayesinde demir i¢eren bir¢ok enzim tiirii
aktiflesir ve proteinlerdeki siilfidril ve tirozin gruplart NO ile reaksiyona girerek
farkli enzimlerin aktivitesinde gorev alir (141-142).

Sabit kosullarda NO hiicrelerde az miktarda {iretilip salinmaktadir. NO’nun
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olagan miktarlardan fazla tiretimi, {iretildigi hiicrelerde birgok biyokimyasal olaya
neden olup bununla birlikte toksik etkiler gosterebilmektedir (143-144). NO'nun
serbest radikal 6zelligi son yoriingesinde eslesmemis elektrona sahip olmasindan ileri
gelir. Boylelikle canlinin yasaminda ¢ok 6nemli yeri olan ROS, DNA, proteinler gibi
cesitli 6zellikte molekiillerle kolaylikla reaksiyona girebilmektedir.

NO’nun en oOnemli etkilerinden biri mitokondriyal solunumu bozmasidir.
Hiicrede orani fazlaca artan NO O ile reaksiyona girer ve ONOO™ olusur. Bu
molekiil lipid, niikleik asitler ve proteinler tizerine toksik etki gosterir. ONOO™ poli-
ADP riboz sentaz (PARS)’1 aktiflestirir. Bu olay ise zincir reaksiyonlar seklinde
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’in azalmasin1 saglar ve glikolizis, elektron
transportu ve ATP iiretimi gibi olaylarin yavaglamasina sebep olur (144-145). NO,
hiicre membranindaki c¢ift katmanl lipid katmanindan hizla gegebilmektedir. Bu
0zelligi sayesinde hiicrede hizli bir sekilde yayilir. NO’nun hizli okside olan kararsiz
bir Dbilesik yapisinda olmast beyindeki miktanin fazlaca olabilecegini
diistindiirmektedir (146). Oksidatif strese ek olarak NO'nun da PH'da toksik etkisiyle
On plana ¢iktig1 gosterilmistir (147). NO bazi beyin sap1 yapilari, hipotalamus gibi
beyin bolgelerinde de gorev almakta olup merkezi sinir sisteminde glutamat, GABA,
asetilkolin, noradrenalin, DA ve seratonin gibi norotranmitterlerin modiilator
gorevleri lizerinde etkisi bulunmaktadir (146, 148). Merkezi ve periferik sinir
sisteminde NO cGMP bagimli mekanizmalarla beraber norotransmitter 6zelligi
gosterir. NMDA reseptorlerinin aktive olmasiyla NO salinimi yapilmig olur (149).
Diger bilinen noérotransmitterlerin 6zelliklerinden farkli olarak NO, NMDA
reseptorleri uyarildiginda postsinaptik ndrondan salinan ve presinaptik norona difiize
olan bir retrograd norotransmitter olarak davranir. Hiicredeki konsantrasyon oranina
bagli olarak NO cGMP araciligr ile glutamat salinimimi saglar ancak cGMPnin
glutamat salimimi lizerine bifazik etkisinden dolayr (150) NO'nun disik
konsanrasyonda oldugu andan cGMP diizeyi artsa bile glutamat saliniminin
azaldigi,bununla birlikte NO'nun cGMP diizeylerini arttirdigi durumda glutamatin
tizerindeki inhibitor etki ortadan kalkar. Glutamat ve GABA salinimima NO etkisi
cift yonliidiir ve GABA salinim miktar1 NO ile dogru orantili olarak artar (151).

Bunun yaninda NO, sadece norotransmitter salinimi uyarmakla kalmayip
norotransmitterlerin  sinaptik diizeylerini sinaptik araliktan geri alinmalarim
engelleyerek etkilerini arttirir. Buna 6rnek olarak DA ve glutamatin geri alinimi
ornek gosterilebilir (152-153).
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2.4.1. Nitrik Oksit Sentezi
L-arjininin  NOS enzimi ile L-sitriilline donlismesi Sirasinda NO agiga
cikmaktadir (154).
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+0,
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(CH:)_X — (CHZ)E —- 1CH:)3
|\'H NOS I\.H NOS |
! : NH
| o+
C—NH,+ C=—N—OH (|_~
| | H 7\

H,N H,N 0 NH2
L-Arjinin Hidroksiarjinin L-sitrilin

Sekil.2.17. NO sentezi

NOS damar endoteli, makrofajlar, tiriner sistem dokulari, beyin gibi viicudun
farkli dokularinda bulunabilmektedir. NOS enzimi L-arjininin terminal guanodin
nitrojenlerinin bes elektronunu, oksijeni kullanarak okside ederler. Bu tepkimede
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP), oksijen, CaM ve dort kofaktore
(hem, FMN, FAD-flavin adenin diniikleotit ve BHjy-tetra hidro biyopterin) ihtiyag
duyulmaktadir (155). Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), NO sentezi
icin temel elektron tasiyicisidir. Es zamanl olarak iki elektronu alip verir. NOS
yapisal ve fonksiyonel olarak farkli sekilde olan N-terminal oksijenaz ve C-terminal
rediiktaz bolgelerine sahiptir (156-157). NOS’un rediiktaz bolgesinin bir enzime
sikica baglanan kofaktor gruplar1 olan FAD ve FMN, her birinde 2 tane olmak {izere
4 elektronu , NADPH'dan alir ve hem grubuna verir. FAD koenzimleri, NO sentezi
i¢in elektron deposu vazifesi goriir. NOS’dan NO sentezi i¢in elektronlarin, rediiktaz
bolgesinden oksidaz bolgesinin iizerindeki hem grubuna aktarilmasi gereklidir. CaM
baglanan bu elektronlarin hem grubu ile baglantisin1 kontrol eder. Eger ki enzime
CaM baglanmamis olursa elektronlar hem grubu yerine oksijen, ferrisiyanid,
sitokrom-c gibi baska bir elektron alicisina baglanabilir. Bu durum NO
sentezlenirken O, sentezine sebep olabilmektedir. Hiicrede NO ve O, "'nin ayni anda
sentezi, reaktivitesi OH" es olan ONOO™yu olusturur. Arjinin aminoasiti O,"'nin ne
kadar olusacagini belirler. Sentez ortaminda arjinin miktar1 azsa, elektronlar NO
sentezi yerine O, yapiminda kullanilirlar (158). NOS enziminin n-terminal oksijenaz
bolgesinde bulunan BHy, enzimin dimerizasyonu ve arjininin baglanmasi i¢in uygun
konformasyonu saglar (149, 158).
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Sitridllin
NO {or NO7)

Sekil.2.18. NO sentezinde etkin faktorler

NO'nun sentezlenmesi i¢in NOS'larin ligandlarinin baglanip uygun bir sekilde
katlandiktan sonra dimer olusturmasi gerekir. Enzim oksidaz bdlgeleri birbirine
gectikten sonra her alt birimin oksidaz bolgesi diger alt birimin rediiktaz bolgesi ile
etkilesir. NOS enziminin aktif halinde NO sentezi igin, bir alt birimin rediiktaz
bolgesi elektronlarint FMN sayesinde yakinindaki diger altbirimin hem demirine
aktarir. Oksidaz ve riidaktaz bolgeleri arasinda elektron transferi bu sekilde
gerceklesir (158).

2.4.2. Nitrik Oksit Sentaz Cesitleri

NOS enzimi kinetik ve fizikokimyasal ozelliklerine gore indiiklenebilir ve
konstitutif (yapisal) olarak temelde iki sekilde gruplandirilir. NOS’larin sentezinde
gorevli 3 tip gen vardir ve bu genlerin her biri farkli bir NOS izoformunu olusturur.
Bu izoformlar; néronal NOS (nNOS, tip 1), indiiklenebilir NOS (iNOS, tip 2),
endotelyal NOS (eNOS, tip 3). eNOS ve nNOS yapisal enzim 6zelligi gosterirken,
iNOS cesitli uyaranlarla indiiklenebilmektedir. insandaki NOS enzimleri arasinda
%51-57’lik bir homoloji bulunmaktadir (149, 158-159).

NNOS enzimi 12. , e NOS enzimi ise hiicrede 7. Kromozom tarafindan kodlanir.
nNOS ve eNOS enzimleri ilgili reseptorlerinin uyarilmasina cevaben aktif hale
gecerler. Bu enzimler aktiflesebilmek i¢in Ca'? iyonuna ihtiya¢ duyar. Yapisal NOS
enzim olarak adlandirilmalarinin nedeni bu ihtiyaclarindan dolayidir. Noéron ve
endotelyal hiicrelerden izole edilen yapisal NOS’un sentez siiresi kisadir ve iiretilen
NO miktar1 da cok disiiktiir. Bunun sebebi, hiicre i¢i iyonize kalsiyumun
konsantrasyon oraninin azalmasina bagli olarak enzimin inaktif duruma geg¢mesidir.
17. kromozom tarafindan kodlanan iNOS, diger NOS enzimlerinden farkli olarak
hiicre i¢cinde bulunmamaktadir. Genin transkripsiyonu gelen dissal ve igsel uyarilara
bagl olarak diizenlenir (160-161). Endotoksin veya degisik sitokinlere cevap olarak
makrofaj ve diger hiicre tiplerinin uyarilmasiyla Ca*?dan bagimsiz olarak
salgilanmaktadir. Bu NOS enzimine aym1 zamanda immunolojik NOS adi da
verilmektedir. Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri ve IFN-y ile uyarilan makrofajlar
bu uyarinin sonucunda yiiksek oranda NO iiretirler. Bu tretim saatlerce veya
giinlerce devam edebilmektedir (162).
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Tablo 2.1. NOS izoformlari (155)

NOS Kromozom Protein biiyiikliigii ve Genin yapisi ve

izoformlan Lokasyonu Aminoasit sayisi Biiyiikliigii

Indullillgnseblhr 17cen-q11,2 131 kDa 26 ekzon, 25intron
(iNOS, NOS 2) (kromozom 17) 1153aa 37kb

Noéronal NOS ;iqs 24,2-12q 161 kDa 29 ekzon, 28intron

(nNOS, NOS1) (kromozom 12) 1434 aa >200 kb
Endotelyal NOS | 7935- 7936 133kda 26 ekzon, 25intron
(eNOS ,NOS3) (kromozom 7) 1203aa 21-22 kb

Bilinen bu 3 NOS izoformunun yaninda diger bir NOS izoformu olan
mitokondrial NOS (mtNOS) da bazi doku tiplerinde mitokondri iginde
bulunmaktadir (163-164). Bu NOS tiiriiniin de nNOS ve eNOS gibi Ca™? bagimli
oldugu disiiniilmektedir. Fare ve siganlarda yapilan ¢aligmalarda karaciger, iskelet
kasi, beyin, timus, kalp gibi organlarin dokularinda mtNOS’un mitokondriyal
biyogenezin devamliligini sagladigi gosterilmistir (165).

2.4.2.1. Endotelyal NOS (eNOS, tip 3)

Ik olarak endotel hiicrelerinde gosterilen ve hidrofobik baglanma bolgelerine
sahip oldugundan %90 oraninda zarda bulunan bir NOS enzimidir. 1203
aminoasitten olusan 133 kDa molekiil agirligina sahiptir ve 7. kromozomda lokalize
durumdadir. Temel olarak endotel ve kalp kasi hiicrelerinde bulunmaktadir. Ayrica
insan noronal hiicrelerinde (149, 166), insan T hiicrelerinde (149, 167), insan ve
sican astrositlerinde (168) insan kemik iligi hiicrelerindeki osteoklastlar ve
osteoblastlarda (169), insan deri fibroblastlarinda (170), sigan kardiyak miyositleri
(171) ve si¢an hepatositlerinde eNOS enzimi bulunmaktadir (172). eNOS enzimi
Ca*%-CaM bagiml bir enzimdir ve bununla baglantili olarak hiicre i¢i Ca™* derisimini
arttiran agonistler tarafindan aktive olmaktadir (143). eNOS ekspresyonu damarda
shear stress olarak da adlandirilan mekanik uyarim ile, endotelyal muskarin, kinin,
substance P gibi faktorler ile uyarilir (173). Hormonlardan 6strojen ve Angiotensin-II
eNOS sentezini arttirmaktadir (174). Epicatechinin de Ca™’ya bagh faktorlerle
iligkili olarak eNOS sentezini arttirdig1 yapilan caligmalarda gozlenmistir (175).
Aktive olmus fagositlerin triinleri eNOS fonksiyonunu ve ekspresyonunu engeller
(143). Endotel ve plateletler tarafindan tretilen eNOS diger 6zelliklerinin yaninda
platelet ve lokosit kiimelenmesi ve adezyonunu engellerken diiz kas hiicrelerinin
farklilasmasinda da rol oynarlar (176). eNOS tarafindan sentezlenen NO'nun etkisi
dogrudan ve kisa siireli olup miktar1 pikomolar seviyededir (177).

eNOS beyinin kanlanmasii siirekli kontrol ederek beyinin az kanlanmasin
engeller ve kanin pihtilagsmasini onler (178). Kardiyovaskiiler sistemde, eNOS’un
genel olarak koruyucu etkisi oldugu sdylenmektedir. Damar endotel hiicrelerindeki
eNOS ile iiretilen NO, vazodilatér olarak is goriir ve kan akisini, kan basincinm
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diizenler. eNOS enzimi ile baglantili olarak NO sentezindeki degisim hipertansiyon,
diyabet ve kalp gibi rahatsizliklarda belirgin olarak gozlenebilmektedir (179). eNOS
ile tiretilen NO redoks 6zelligi gosterir ve bu Ozelliginden dolay1 hiicre koruyucu
olarak is yapar (155).

2.4.2.2. Indiiklenebilir NOS (iNOS, tip 2)

[k kez makrofajlardan izole edilerek gosterilen bir NOS izoformu olan iNOS ,
degisik tiirlere gore 130-131 kDa molekiil agirliginda, 1153 aminoasitten olusmus,
hiicrede 17. kromozomdan eksprese edilen sitoplazmik bir enzimdir (180). iNOS
hem membrana bagli hem de sitosolik formda bulunabilmektedir. Diger NOS
izoformlarindan farkli olarak iNOS aktivitesi Ca™dan bagimsizdir. Uyarana bagh
olarak {iziin siireli NO {iretebilir (149, 180). iNOS tarafindan tiretilen NO nanomolar
seviyede Uretilmektedir (177). iNOS bagisiklik sistemini diizenleyici etki gosterir.
Endotel hiicrelerinde, damar diiz kas hiicrelerinde, hepatositlerde, kondrositlerde,
keratinositlerde (181), mast hiicreleri ile monosit, makrofaj, mikroglia, Kupffer
hiicreleri, eozinofil ve nétrofilleri de iceren fagositik hiicrelerde de tiretilmektedir
(143). iNOS tarafindan iretilen makrofaj kokenli NO, hedef hiicrelerinin aktifligini
bozar ve oOldiirir. NO’ya birgok N3 ve O, ara dtrlinleri katkida bulunur.
Vazodilatasyon ve inflamasyonun meydana gelmesi igin gereklidir. Normal
kosullarda dinlenme halindeki hiicrelerde bulunmaz. Fagosit NADPH oksidaz ve NO
ile birleserck ONOQO™ ve bir¢ok toksik tiriin olusturan O,"yi tiretir. Bu ara triinler
DNA zincirlerinin deaminasyon sonucu kopmasi gibi DNA’y1 direkt etkileyecek
bircok olaya neden olabilmektedir. Reaktif azot, elektron kopararak veya bag
yaparak proteinlerin modifikasyonunu ve metal igeren enzimlerin inaktivasyonunu
saglar. Bu degisiklikler proteinlerin bir¢ok metabolik enzimin ve membran
tagtyicilarinin etkilenmesine yol agar. NO'nun bu sekildeki sitotoksik etkisi kanser
hiicresi gibi yapilari da etkileyebilmektedir (182).

iNOS enzimi normal kosullarda viicutta sentezlenmez. Lipopolisakkarit (LPS),
sitokinler (interferon y-IFNy, interlokin-1- IL-1, TNF-a v.b.) gibi faktorler iNOS
enzimini uyarip aktif hale getirmektedir. Enzim uzun siireli etksini gosterir. LPS,
IFNy, IL-1, TNF-a en 6nemli fizyolojik indiikleyici olarak gorev yaparlar. iNOS’un
aktivitesi transkiripsiyon- transkripsiyon sonrasi, translasyon-translasyon sonrasi
diizeylerde kontrol edilmektedir (183). iNOS, uyaricisina ve hiicre tipine bagli olarak
, farkli sinyal yolaklarin1 ve transkripsiyonel faktorleri aktive edebilir. PKC, tirozin
kinaz, Janus kinazlar, raf-1 protein kinaz, mitojen aktive protein kinazlar (MAP
kinaz) gibi enzimler iNOS’u aktive edici etki gosterirken, protein tirozin fosfataz,
fosfoinozit-3-kinaz (PI3K) enzimleri inaktive edici etki gosterirler. iINOS geninin
promoto bolgesi, bir¢ok transkripsiyonel faktor baglanma bolgesi icerir. Niikleer
faktor kappa B (NF-kB), STAT’lar gibi transkripsiyonel faktorler, bu bolge ile
etkilesen dnemli yapilardir (184).

2.4.2.3. Noronal NOS (nNOS, tip 1)

[k olarak beyinde kesfedilen NOS tiiriidiir. Cogunlukla santral sinir sisteminde
bulunmaktadir. Merkezi sinir sisteminde nNOS noéromodiilatdr ve norotransmitter
olarak gorev yapar. Norotransmitterler iginde en diisiik molekiil agirlikliga sahip bir
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enzimdir. Presinaptik ugtan salgilanan glutamat NMDA reseptorlerine baglanir,
NMDA reseptorleri hiicre igi Ca*? miktarim arttirdig1 icin nNOS aktif hale gelerek
NO yapimim arttirir. Ogrenme ve bellekte retrograd mesajc1 olan NO, uzun siire
kuvvetlendirmede (LTP) ve yeni sinaps olusumunda onemlidir. nNOS sinapslarin
sekillenmesine yardimer olur. Koku alma, gérme, agri duyusunu alglama ve hafiza
olusumunda gorev alir (185). NNOS sinir sisteminde serebellum, korteks, striatum,
olfaktor bulbus, dentat girus, daginik olarak amigdala, bazal 6n beyin ve beyin
sapindaki noron topluluklarinda bulunmaktadir. Vincent (186), Bredt ve Snyder
(187) yapmis olduklar1 ¢alismalarda NNOS'un gelismekte olan ve olgun ndronlarda
bulundugunu, ve Ca*3-CaM bagimli oldugunu gostermistir (149). intrensek bir
membran proteini olan nNOS deterjan uygulamasiyla ¢6ziinebilir. Bunlarin yaninda
nNOS’un hiicre igindeki organellerden ER ile iligkili oldugu gosterilmistir (188).
nNOS aktivasyonu i¢in gerekli olan mekanizmalar heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bazi noéronlarda glutamatin NMDA reseptorlerini aktive ederek
tetiklemektedir. = NMDA  reseptorlerinin  aktivasyonuyla  hiicrede ~ Ca*
konsantrasyonunu arttiracak sekilde Ca™ miktar artar boylece CaM nNOS'a
baglanir ve bunun sonucunda NO olusur (189). Glutamat reseptorleri uyarildiginda
nNNOS aktivitesi ile O, olusur. 10-15 dakika igerisinde L-arjinin diizeyleri azaldikg¢a
bu reaksiyonlar sona erer (149). nNOS un aktive olmasinda esas tetikleyici rolii Ca*?
oynar. Cinsiyet hormonlari nNOS ekspresyonu direk olarak etkileyebilir. Cinsiyet
hormonlarinda biri olan 17 B-Ostradiol, nNOS’un sentezini artirmaktadir(149).
NNOS'larin aktivitesinin ve sentezinin diizenlenmesi CaM bagli kinazlar, protein
kinaz C (PKC) ve protein kinaz A (PKA) fosforilasyonu ile diizenlenir (149).
Merkezi ve periferik sinir sistemindeki ndronlarin stoplazmasinda bulunur. Bunun
disinda bobrek medullasi ve korteks tiibiilleri (190-191), makula densa (191),
notrofiller, pankreas hiicreleri, endometriyum ve solunum epiteli (192), iskelet kasi
fibrilleri ¢ok g¢esitli viicut yapisinda bulunabilmektedir. Migren, felg, epilepsi,
Huntington Hastaligi (HH) ve sinir sistemi bozukluklarina dayali birgok hastalikta
nNOS’un etkin bir enzim oldugu belirtilmistir (180). nNOS c¢esitli norodejeneratif
hastaliklara sebep olur (149, 180).

nNos-a (160 kDa)

nNos-B (136 kDa)

Yy

Y

—
NHE-{ PDZ |
1 221
504 603 nNos-« (165 kDa) 34 aa insert
nNos-2 deletion
(144 kDa)

Sekil.2.19. nNOS iziformlari

N-terminal bolgelerindeki olan farkliliklar nedeniyle nNOS’un 4 farkli izoformu
vardir. Bunlar; nNOSa (160 kDa), nNOSp (165 kDa), nNOSP (136 kDa) ve nNOSy
(125 kDa)‘dir. nNOSa ve nNOS p, postsinaptik dansite proteini (PDZ) bolgesiyle
subselliilerdir ve NNOSB ve nNOSy stoplazmiktir. nNOS’un PDZ bdlgesi, NMDA

39



reseptori ile iligkilidir. nNOS araciligi ile tretilen NO'nun transkripsiyonun glia
hiicrelerinden salman IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar olarak goérev yapan
mediatorler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (149).

Canl1 sisteminde bir¢ok bolgede bulunan NO gorsel sistemde de bulunmaktadir.
Retinada nNOS ve iNOS enzimlerinin bulundugu gosterilmistir. nNOS ¢ogunlukla
inner niikleer ve gangliyon hiicre tabakalar1 arasinda bulunmaktadir. nNOS retinada
fotoreseptdor ve bipolar hiicrelerde NO iiretiminden sorumludur. NO basil
hiicrelerinde guanilat siklaz (GC) salinimini sitlimiile eder ve Ca*? kanalindan iyon
gecisini arttirir. iNOS enzimi Miiller hiicrelerinde ve RPE'de bulunmaktadir. iNOS
bu alanda retinal dig segmentte enfeksiyon veya iskemik kosullarda fagositoz olayina
katkida bulunur. Retinada NO retinal kan dolagiminin bazal seviyede devam etmesini
saglar. Oksijen veya glukoz eksikligininin yasandigr durumlarda NO, kan akisini
arttirip, platalet agregasyonunu engeller. Bu olumlu etkilerinin yaninda eksitator
amino asitlerin salinarak toksik etki gdstermesini saglar.

Isik

PL o

Rod

ONL

OPL 4
OFF-CBC

NOAC-I

Sekil.2.20. Retinada NO'nun bulundugu alanlar.(193)

DA, somatostatin, melatonin gibi néromodiilatérler NO salinmindan etkilenirler.
Sicanlarda ve tavsanlarda yapilan calismalar NO’nun DA salinimini azaltti§ini
gostermektedir. Ek olarak NO direkt olarak oksidasyon yolu ile DA'y1 indirger (13-
14). Bu bilgilerle paralel olarak NOS inhibisyonunun retinada bazal DA seviyesini
arttirdigt bunu da cGMP yolagindan bagimsiz bir sekilde gercgeklestigini
belirtilmektedir (15). nNOS knockout farelerde gangliyon hiicrelerde gorsel cevabin
yabanil tip farelere gore diistiigli soylenmistir (194).

2.4.3. Nitrik Oksitin Fotoreseptorlerdeki Etki Mekanizmasi

NO basil ve koni hiicrelerinden bipolar ve horizontal hiicrelere sinaptik iletimin
modiilasyonunda gorevlidir. Basil hiicresinin dis segmentinde 151k uyarimi ile Ca*?
konsantrasyonunda diisiis olur ve bu diisiis partikiiler guanilat siklaz (pGC)'nin aktive
olmasini saglar. Bu basamak Ca*? baglayici protein (CaBP) ile kontrol edilir. NOS
enziminin aktif hale gelmesi, basil hiicresinin i¢ segmentlerinde Ca*? miktarindaki
artis ve kalmodulin (CaM) etkisiyle olmaktadir. NOS enzimi ile olusan NO, sGC'yi
uyarir ve basil hiicresindeki sinaptik iletimin modiilasyonunu saglar. NO gorsel
sistemin tiim yolaginda yer almaktadir (195).
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2.5. Hipotez

PH'da VEP latenslerinin uzadigi, SN’de apoptozun indiiklendigi, SN’de lipid
peroksidasyonunun ve nitrit/nitrat miktariin  arttigi  saptanmustir.  Lipid
peroksidasyonunu arttiran birgok faktor icerisinde NO'nun da Onemli rolii oldugu
bildirilmistir. NO'nun beyin ve gorsel sistemde de bulundugu tespit edilmistir.
Deneysel Parkinson modelinde kullanilan MPTP toksininin farelerde uygulanmasi
sonucunda PH'da iNOS ve nNOS ekspresyonunda onemli bir artis gézlemlenmistir.
Bununla birlikte farkli calismalarda PH'da gorsel yolagin olumsuz etkilendigi ve
VEP latenslerinin uzadigi saptanmistir. Ancak gorsel yolagin etkilenme mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. MPTP ile olusturulan deneysel Parkinson modeli
olusturulan farelerde, INOS ve nNOS enzim inhibitorleri kullanilarak NO sentezi
inhibe edilmistir. SN'deki hiicre harabiyetinin azalmasina paralel olarak gorsel sistem
bozukluklarinda iNOS ve nNOS’un rolii aydinlatilmaya calisilacaktir.
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji ve Biyofizik Anabilim Dal,
Merkezi Arastirma Laboratuarlarinda gergeklestirilen bu g¢alismamizda, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesi’'nden temin
edilen agirliklar1 ortalama 25-30 gr arasinda degisen 180 adet erkek C57BL/6 fare
kullanmilmistir. Fareler 6 tanesi bir kafeste olmak tizere polipropilen hijyenik
kafeslerde, 21-23°C’lik sabit 1sida 12 saat aydinhk 12 saat karanlik (07.00-19.00
aydinlik siiresi) periyotlarin saglandigi laboratuar kosullarinda barindirildi. Calisma
stiresince hayvanlarin yem ve su alinimi serbest birakildi.

3.1. Gruplandirma

Alman 180 adet fare her bir kafeste 6, her grupta 30 hayvan olmak iizere rasgele
6 gruba ayrildi.

1.) Kontrol grubu (K)

2.) nNOS inhibitorii 7 Nitra Indazol verilen grup (7-NI)
3.) iNOS inhibitorii S-methylisothiourea verilen grup (SMT)
4.) 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine verilen grup (MPTP)

5.) nNOS inhibitérii vel-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine verilen
grup (7-NI+MPTP)

6.) iNOS inhibitorii ve 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine verilen
grup (SMT+MPTP) seklinde gruplar olusturulmustur.

3.2. Deney Protokolii

3.2.1. Deneysel Parkinson Olusturulmasi

Hayvanlarin agirliklar1 hassas terazi ile 6l¢iildii. MPTP (Sigma-M 0896) toksini,
MPTP, 7-NI+MPTP ve SMT+MPTP gruplarina 3 mg/ml doz hesaplanarak serum
fizyolojik (SF) iginde ¢6ziildii ve 20mg/kg dozda 12 saatlik araliklarla giinde 2 sefer
ve 2 giin boyunca intraperitoneal (I.P.) yolla uyguland1 (196).

3.2.2. Nitrik Oksit Sentaz Inhibitérlerinin Uygulanmasi

iNOS inhibi6torii olan SMT (Alrich-M84445) 12 saatlik araliklarla ile 10 mg/kg
dozda SF i¢inde ¢oziildii ve giinde 2 kere 2 giin boyunca i.p. olarak uygulandi. SMT
grubuna yalnizca iNOS inhibitori (197) verilirken SMT+MPTP grubuna MPTP
uygulamasinda 15 dakika 6nce iNOS inhibitorii verildi. nNOS inhibitorii olan 7-NI
(Sigma-N778) 50 mg/kg dozda 12 saatlik araliklar ile giinde 2 sefer 2 giin boyunca
fistik yag1 (Zade marka) i¢inde ¢oziilerek i.p. olarak hayvanlara verildi (198), 7-NI
grubuna yalnizca nNOS inhibitorii verilirken 7-NI+MPTP grubuna inhibitér MPTP
uygulamalarindan bir saat 6nce verildi. Gruplar arasi farkliligi 6nlemek i¢in kontrol
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grubuna da fistik yagi i.p. olarak verildi.
3.3. Parametreler

3.3.1. Agirhik Takibi
Deney siiresi boyunca kimyasal uygulamalardan ve fedalardan 6nce hayvanlarin
agirlik degisimleri takip edilmistir.

3.3.2. Motor Aktivite Tayini

Parkinson ve tedavi modeli olusturulduktan 7 giin sonra motor aktiviteyi
belirlemek icin PH’nin spesifik semptomlarindan bradikinezi degerlendirildi.
Bradiknezinin derecesini O6lgmek icin {izerinde degisiklik yapilmis Ogawa ve
arkadaglarinin ‘Pole test=Cubuk Testi metodu kullanild1 (199).PH'da bradikinezi
etkisini hareketin baglama siiresinde olan gecikme ile kendini gosterir. Bu gecikme
stiresinin uzamasi bradikinezi siddetinin arttigin1 gostermektedir. Test i¢in 0,8 cm
capinda ve 50 cm uzunlugunda metal ¢ubuk bez ile sarilarak hayvanin daha iyi
tutunabilmesi i¢in uygun hale getirildi. Fare ¢gubugun en {ist noktasina bas1 yukariya
bakacak sekilde birakildi ve bu konumda iken tamamen geriye doniip (t turn
hareketi) zemine hareket etme anina kadar gecen siire (total inis siiresi) kronometre
ile dl¢tildii ve test an1 kamera yardimai ile kayita alindi.

Sekil 3.1. Cubuk testi
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3.3.3. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (VEP ) Kayitlar:

Cubuk testinin ardindan hayvanlar VEP kayit1 i¢in 6zel karanlik bir odaya
alinmistir. Hayvanlara i.p. olarak 80 mg/kg dozda ketamin (%10’luk Alfamine,
Alfasan International B.V) ve 16 mg/kg dozda ksilazin (%2’lik Alfazyne, Alfasan
International B.V ) karigimi1 verilerek anestezi uygulandi (200). Ek anestezi gerektigi
zaman ilk dozun %20’ si kullanildi. Hayvanlarin viicut sicakliklari dijital bir
termometre ile devamli kontrol edildi ve viicut sicakligi 1sitic1 battaniye yardimriyla
37,5-38° C olacak sekilde korundu. Kayit i¢in 7mm uzunlugundaki platin metal
alasimli igne elektrotlar (NE-223S, Nihon Kohden) kullanildi ve elektrotlarin
uzunlugunun fare kafasmma uygun olabilmesi i¢in igneler Smm’ye kisaltildi.
Elektrotlarin yerlesimi 10-20 sistemi EEG elektrot yerlestirme haritasinda belirlenen
koordinatlara goére yapildi. Aktif elektrot (-) Fp‘ye (iki goéziin ortasi), referans
elektrot (+) O, (ense tepesi)‘ye yerlestirildi (201). Toprak elektrodu ise hayvanin
kuyruk kokiine pasta yardimi ile yapistirildi. Flas uyarisi Nova strobe AB stroskobu
ile farelerin pupillalarinin tiimiinii aydinlatacak sekilde 15 cm mesafeden uygulandi.
Flas uyaris1 saniyede bir kere ve 0.1 J (en diisiik siddet) olacak sekilde ayarlandi.
Kayitlar Biopac MP100 Data Acqusition cihazinda alindi. Flasla olusturulan gorsel
uyarilma potansiyelleri sag ve sol géz olmak iizere monookiiler olarak kaydedildi.
Deney siiresince kayit alinmayan diger goz karbon kagidi sarilmig pamuk yardimi ile
kapatildi. Kayitlarda kullanilan cihazin amplifikatoriiniin frekans limitleri 1-100 Hz,
kazanci 50.000, analiz zaman1 300 ms ayarlandi ve 200 kez ortalama alinarak kayit
edildi. Her kayit tekrarlanabilirligini saglamak amaci ile en az iki kez alindi.
Izoelektrik  ¢izginin iizerindeki potansiyel tepeleri (pikler) negatif (N),
asagisindakiler ise pozitif (P) kabul edildi. Tepe latensleri stimulus artefaktindan
itibaren milisaniye (ms) birimi, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarin genlikleri
ise tepeden tepeye mikrovolt (LV) birimiyle hesaplandi.

3.3.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi

Deney siiresinin 7. giinii motor aktivite ve VEP kayitlarin1 takiben hayvanlar
80mg/kg dozda ketamin ve 16mg/kg dozda ksilazin karigiminin intraperitonel
uygulanmasi ile anesteziye alindiktan sonra orta hat kesisi yapilarak abdomeni ve
gogiis kafesi agildi. Torasik aortadan braniil (n0:26) yardimiyla soguk heparinli SF
verilerek dokularin perfiizyonu saglandi. Biyokimyasal parametreler ve histolojik
analizler i¢in beyin ve gozdokulart hasarsiz ve hizli bir sekilde ¢ikarilarak deneye
son verildi. SN'ler Richard J. Smeyne ve arkadaslarinin gosterdigi sekilde (202)
beyin dokusundan buz iizerinde izole edildi. Retinalar buz {lizerinde bistiiri yardimi
ile kazindi. Histolojik analizler icin ayrilan beyinlerden doku izolasyonu hemen
gerceklestirilirken diger dokular biyokimyasal Olglimler yapilana dek -80°C’de
saklandi.

3.3.5. Immiinohistokimyasal Protokol

Immiinohistokimya i¢in ayrilan beyin dokulart % 10’luk formaline (Formalin,
ADR-Advaced Diagnostic Research- 12010742500) alind1 ve formalin iginde bir
gece fikse edildi. Daha sonra akan suda 3 saat boyunca yikandi ve %70, %80, %90
ve %100’liik artan alkol serilerinden gegirerek dehidratasyon saglandi. Ksilol (Xylol,
Merck-K33776585441) ile seffaflastirma islemi uygulandiktan sonra dokular
parafine gomiildi. Parafin bloklardan kesit aleti (Leica RM2125RT) ile alinan 5
mikron kalinliginda kesitler Poly-L-Lizin kapli lamlara alindiktan sonra kesitlerde
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SN bolgesindeki Tirozin Hidroksilaz ve NOS enzimlerinin aktivitesine bakildi. Poly-
L-Lizin kaphi lamlara alinan immiinohistokimyasal protokol i¢in ayrilmis parafin
kesitler bir saat 56°C’lik etiivde bekletildi. Kesitler, deparafinizasyon igin 2 kere 5'er
dakika ksilolde bekletildi ve her birinde 3 dakika olmak kaydiyla azalan alkol
serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Daha sonra, distile suda galkalanan kesitler
fosfat tuzu tamponunda (PBS, pH: 7.2-7.4) ii¢ kere beser dakika yikandi. Sadece
NOS grubuna ait olan kesitler, antijenik maskenin giderilmesi i¢in 200 ml sitrat
tamponuna (1M, pH: 6.0) (Sitric Acid, Merck-K91217044 122) konularak
mikrodalga firinda 5 dakika kaynatildi ve firin disinda 20 dakika sogumaya birakildi.
NOS ve TH kesitleri PBS’te yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitenin
giderilmesi i¢in % 3’lik H,O0, (%35’lik Hydrogene Peroxide, Merck-K
33052400421) ile 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikama
yapildiktan sonra kesitlerin gevresi hidrofobik kalemle (Pap Pen-Beckman Coulter,
Immunoteck-IM3580) ¢izildi. Bu islemi takiben lamlar oda sicakliginda ve nemli
ortamda 6zgiil olmayan immiinoglobulin baglanmalarin1 énlemek amaciyla bloklama
serumu (TA-125-UB, LabVision Ultra V Block-THERMO) ile 7 dakika muamele
edildi. TH kesitlerine rabbit polyclonal primer TH antikoru (Abcam-ab112) 1:400
oraninda diliisyon tamponu ile (TA-125-UD, LabVision Ultra Antibody Diluent-
THERMO) dilue edilderek damlatildi ve kesitler bir saat siireyle oda 1sisinda nemli
ortamda inkiibe edildi. Negatif kontrol kesitlerine primer antikor yerine PBS
damlatildi. NOS grubu kesitlere spesifik iNOS ve nNOS primer antikorlar1 (4236-
4231-CELL SIGNALING) sirasiyla 1:500, 1:200 oranlarinda diliisyon tamponu ile
diliie edildi ve kesitlere damlatildi. Kesitler gece boyu +4C%de inkiibe edildi.
Lamlar inkiibasyonlar sonunda PBS ile yikandi. Yikanan TH ve NOS kesitlerine
biyotinlenmis anti-rabbit seconder antikor (BA-1000, Anti-rabbit sekonder ab-
VECTOR) 1:400 oraninda diliie edilerek damlatildi ve 45 dakika oda 1sisinda nemli
ortamda inkiibe edildi. PBS yikamasinin ardinda lamlara streptavidin (PK400, Vector
ABC kit- VECTOR) damlatildi 20 dakika bekletildi. Bekleme siiresinin sonunda
kesitler PBS ile yikandi ve sinyali gelistirmek i¢in dokular 3’Diamino benzidin
(DAB) kromojeni (TA-125-HD, DAB kromojen Substrate System-THERMO ) ile
muamele edildi ve musluk suyunda yikandi. Hematoksilende otuz saniye zit boyama
yapildiktan sonra kesitler kaiser jelatin (1.092.420.100-MERCK) ile kapatildi. Biitiin
gruplar aymi giin ayn1 muamelelerden gegirilerek boyandi ve bdylece teknik
nedenlerden dogabilecek etkiler ortadan kaldirildi. Boyanmis kesitler 1sik
mikroskobunda degerlendirildi ve sonrasinda fotograflar1 ¢ekildi.

3.3.6. Biyokimyasal Olciimler

Nitrit/nitrat ol¢iimii

NO, son fiiriinleri olan nitrit veya nitrata doniisiir. Nitrat direk Ol¢iilemez. Bu
yontemde nitrat, nitrat rediiktaz yardimiyla nitrite indirgenir. Sonugta 6rnekteki nitrat
nitrite doniistiiglinden ortamdaki total nitrit miktar1 Olgiilerek nitrit ve nitrat
saptanmis olur. SN ve retinadaki nitrit/nitrat miktar1 ticari bir kit ile olgtldi
(CAYMAN-780001).
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Reaktifler
1. Nitrit /nitrat 6l¢tim tamponu
2. Nitrat rediiktaz enzim ve kofaktorii
3. Nitrit/nitrat standarti
4. Griess reaktifleri (R1 ve R2)

Deneyin yapilisi

Retina ve SN dokularina 200uL. PBS eklenerek dokular buz iizerinde
homojenize edildi. 10,000 g'de 15 dk santrifiij edilen homojenatlarin siipernatantlari
almrak deney giiniine kadar -80°C'de saklandi. Deney giiniinde elde edilen doku
stipernatantlar1 milipore marka (UFC503096) 30 kDa’luk cut-off filtreler kullanilarak
14,000 g'de 30 dakika santrifiij edilerek filtre edildi. Boylelikle proteinden
arindirilmis filtratlar 6l¢iimde kullanildi. Olgiimlerin 6ncesinde 6l¢iim tamponu,
nitrat rediiktaz, enzim kofaktorleri, nitrat standarti kit prosediiriine uygun olarak
hazirlandi. Hazirlanan 6rnek tablosuna gore mikroplak kuyucuklariin ilk iki sirasina
kit prosediiriinde belirtilen miktarlarda assay buffer ve nitrat standart1 kondu. Diger
kuyucuklara 80pL SN veya retina siipernatanti kondu. Sonrasinda tiim kuyucuklara
10 pL enzim kofaktdr ve 10 pL nitrat rediiktaz karisimi ilave edildi. Plak kapatilip 3
saat boyunca oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara 50 puL
R1 reaktifi hemen sonrasinda 50 puL R2 reaktifi eklendi. 10 dakikalik oda 1sisinda
inkiibasyonun ardindan 6rneklerin absorbansi microplate okuyucu (BioTek ELx808)
ile 540 nm’de okundu.

Kaspaz-3 aktivite olciimii

Kaspaz -3 DEVD (asp-glu-val-asp) aminoasit sekansini tanir. DEVD, kaspaz
3’tin Poli (ADP riboz) polimerazi (PARP) kirdig1 yerdeki aminoasit sekansidir.
Subsrat olan DEVD-pNA, p-nitroanilide (p-NA) kromoforu ve sentetik bir tetrapeptit
DEVD aminoasit sekansin1 icermektedir. DEVD-pNA subsratinin  kaspaz-3
tarafindan kirilmasi sonucu agiga ¢ikan serbest pNA, 405 nm’de absorbans artisina
neden olur. Bu artig apoptoz uyarimimin yapilmadigi kontrol hiicrelerinin kaspaz-3
aktivite seviyesi ile karsilagtirilarak belirlenir. Calismamizda SN ve retina
dokularinda apoptoz olup olmadigint belirlemek i¢in kaspaz 3 aktivite kiti kullanildi
(Invitrogen-KHZ220).

Reaktifler
1.Hiicre lizis tamponu (100 mL); deterjan igeren tris tamponlu serum fizyolojik.
2. Reaksiyon tamponu (16 mL); serum fizyolojik, gliserol ve deterjan igeren
tampon
3. Substrat (1000uL): DMSO igerisinde pNA kromoforuna konjuge edilmis
4mM sentetik peptit (sekans: DEVD)
4. Diliisyon Tamponu (200 mL): HEPES, Tris ve NaCl i¢ceren tampon soliisyonu
5. DTT(800uL); 1M dithiothreitol

Deneyin Yapihsi

Retina ve SN doku 6rneklerine 200 pL hiicre lizis tamponu ilave edilip dokular
buz tizerinde homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 10,000 x g‘de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar buz iizerine alindi. Her 6rnek i¢in protein
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konsantrasyonu Bradford yontemi ile (203) 6l¢iildii. Doku siipernatanlar1 50 uL lizis
tamponunda 1-4 mg\mL protein konsantrasyonu olacak sekilde diliisyon tamponu ile
diliie edildi. Calisilacak her bir 6rnek i¢in, reaksiyon tamponundan 50 pL cam
tiiplere aktarildi ve lizerine DTT eklendi. Her 6rnege 10 mM DTT igeren reaksiyon
tamponundan 50 uL aktarildi. 4 mM DEVD-pNA subsratindan 5 puL eklenerek
37°C’de 2 saat karanlikta inkiibe edildi. 2 saat sonunda ornekler 405 nm’de
microplate okuyucuda 6l¢iildii.

4-HNE olciimii

Trans-4-hidroksi  alkenaller ~ veya trans-4-hidroksi-2,3-nonenal  olarak
isimlendirilen alkenaller membrandaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin ve lipoprotein
fosfolipidlerin, lipid peroksidasyonlari sonucu olusan, bir takim genotoksik ve
sitotoksik etkileri gosterilmis son triinlerdir. Fizyolojik kosullarda HNE, hiicrede
belirli seviyelerde bulunur. Bununla birlikte, HNE yapimi, pek ¢ok patolojik durumu
lipid peroksidasyonun artig1 ile iliskili olarak tetikler. 4-HNE’nin hiicre ici
diizeylerinin kontrolii,, HNE’nin metabolize edilmesi ile diizenlenir. Hiicre igi
konsantrasyonundaki artis apoptotik sinyalleri tetikler. SN ve retina dokularindaki
lipid peroksidasyon ticari bir kit ile degerlendirildi (Cell Bio Labs, STA-334).

Reaktifler

. Anti-HNE-his antikoru

. HRP konjugat sekonder antikor
. Olciim diliienti

. 10X yikama tamponu

. Subsrat soliisyonu

. Stop soliisyonu

. Rediiklenmis BSA standarti

. HNE-BSA standarti

CONOOT A WN B

Deneyin yapihisi

Retina ve SN dokular iizerlerine 200 pL PBS eklenerek dokular buz iizerinde
homojenize edildi. Homojenize edilen doku 6rnekleri 10,000 x g'de 15 dk santrifiij
edildi. Reaktifler ve standart egri deney 6ncesinde kit prosediiriinde yazildigi sekilde
hazirland1 ve 10 pg/ml olacak sekilde PBS ile diliie edildi. Hazirlanan rediikte BSA
ve HNE-BSA standartlar1 ve ornekler kit prosediiriine uygun sekilde mikroplate
kuyucuklarina ilave edildi. +4C°de gece boyu inkiibe edildi. Her kuyucuk 2 kere
250uL PBS ile yikandi. Tim kuyucuklara 200uL 6lgiim dilienti eklendi ve oda
1s1sinda 2 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar 250 pL. yikama tamponu ile yikandi. Tiim
kuyucuklara 100 pL anti-HNE His antikoru eklendi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe
edildi. Tekrar 250 pLwash buffer ile yikandi. Tiim kuyucuklara 100 uL sekonder
antibody-HRP konjugat eklendi tekrar oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar
5 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100 uL subsrat soliisyonu eklenerek 20
dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Kuyucuklarda hafif mavi renk olugsmasi gozlendigi
anda kuyucuklara 100 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Sar1 renk
gozlendigi anda 450 nm’de microplate okuyucu ile 6l¢iim yapilda.
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3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatiksel degerlendirme SPSS paket programi (versiyon 20) kullanilarak
yapilmistir. Sonuglar + standart hata olarak gosterilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edimistir. Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan “Tek yonlii
varyans analizi (ANOVA)” ve takiben “Tukey Post Hoc Testi” kullanilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deneye alinan hayvanlarda genel goriinim ve saglik agisindan herhangi bir
farklilik g6zlenmemistir.

4.2. Agirhik Degisimi

Deney gruplarinin deney siiresince viicut agirliklar1 takip edilmis, grup iginde ve
gruplar arasinda istatiksel olarak Onemli bir fark bulunmamistir. Fistik yagi
verilmesinin agirlik degisimi lizerine bir etkisi olmadig1 gézlenmistir.

4.3. Motor Aktivite Tayini

Motor aktivite tayini i¢in ¢ubuk testi kullanilmistir. PH'nin spesifik bir semptomu
olan bradikinezi degerlendirildiginde doniis zamaninin MPTP grubunda kontrole
gore uzadigr saptanmistir. MPTP grubuna nNOS (7-NI) ve iNOS (SMT) inhibitorleri
verildiginde doniis zamaninin kisaldigi, kontrol diizeyine diistiigii goriilmiistiir. Total
inig stireleri incelendiginde MPTP verilmesinin kontrole gore inis siiresini arttirdig,
INI+MPTP ve SMT+MPTP verildiginde ise bu siirenin kisaldigi kontrol degerine
ulastig1 tespit edilmistir (Tablo 4.1. ). Sonug olarak deneysel Parkinson'da bozulan
motor aktivite bulgularinin yaninda, NOS inhibitérlerinin kullanilmasmin motor
aktiviteyi diizeltici etkisi oldugu saptanmistir (Sekil 4.1.).

Tablo 4.1. Cubuk testi sonuglari

Gruplar T-Turn (s) Total Inis Siiresi (s)
KONTROL 3,43 +£0,44 11,44 + 0,69

7-NI 3,88+£0,58 11,00 + 0,83

SMT 3,16+ 0,43 10,34 + 0,76

MPTP 6,400,873 " 16,95 + 1,317
7-NI+MPTP 3,03+ 0,18* 11,79 £ 0,88*
SMT+MPTP 3,32 £ 0,46* 12,03 +£1,03*

# Kontrol grubundan fark p<0.05
* MPTP grubundan fark p<0.05
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Cubuk Testi (T-Turn)

. 8,00 - #
= ~ 7,00 -
£ 6,00
® — 5,00 - * *
N £ 400 -
S P2 300 -
S 2,00 -
2~ 1,00 -
0,00 - mT-TURN
> S &K g 3
S S & & E
‘QQ ° & xﬁé &X@Q
S
# Kontrol grubundan fark p<0,05
*MPTP grubundan fark p<0,05
Cubuk Testi (Total)
20,00

#
15,00 * *
10,00
5,00 I '
0,00 : : : : .

N N & ] ] ] ETOTAL
S DS &S
& T T eSS
I

Toplam Doniis Siiresi(s)

# Kontrol grubundan fark p<0,05
*MPTP grubundan fark  p<0,05

Sekil 4.1. Cubuk testi sonuglar1

4.4. VEP Sonuclar

VEP’ler sag ve sol gozler flag uyaran ile ayr1 ayr1 uyarilarak monookiiler olarak
kaydedilmistir. VEP parametrelerinin sag,sol goz ve grup farkliliklart varyans analizi
(One-Way ANOVA) ile degerlendirilmistir. VEP’lerin latens ve genlikleri
karsilastirildiginda ayni grup icin sag ve sol gozdeki VEP’ler arasinda fark
gozlenmemis, ancak gruplar arasinda farklar oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara
dayanarak, daha sonraki istatistiksel analizler sag ve sol gozden kaydedilen VEP
parametrelerinin ortalamasi alinarak yapilmis ve degerlendirilmistir. VEP’lerin latens
ve genliklerin ortalama degerleri standart sapmalar1 ve Tukey testi sonuglar1 tabloda
goriilmektedir. Bu sonuglara gore spesifik iNOS ve nNOS inhibitorii verilen
gruplarin P1, N1, P2, N2, P3, N3, P4, N4, P5 komponentlerinin tepe latenslerinin
kontrole gore arttig1 tespit edilmistir. MPTP grubunda P1, N1, P2, N2, P3, N3 ve P5
bilesenlerinin tepe latenslerinin kontrole gore uzadig: tespit edilmistir. 7-NI+MPTP
grubunda ise P1, N1, N2, P3, N3 ve P5 bilesenlerinin tepe latenslerinin kontrole gore
anlamli  Ol¢iide uzadig1 tespit edilmistir. 7-NI+MPTP grubu MPTP ile
karsilastirildiginda P1 latensinin kisaldigi tespit edilmistir. SMT+MPTP grubunda
ise tim VEP komponentlerinin (P1, N1, P2, N2, P3, N3, P4, N4, P5) tepe
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latenslerinin kontrole gore anlamli olarak uzadigi saptanmistir. Ancak MPTP
grubuyla karsilastirildiginda P1 latensinin kisaldigi buna karsin PS5 latensinin ise
uzadig@1 tespit edilmistir (Tablo 4.3.). Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde
PIN1, N2P3 genliklerinin kontrole gore SMT grubunda yiikseldigi 7-NI+MPTP
grubunda ise P2N2, P4N4, N4P5 genliklerinin MPTP grubuna yiikseldigi tespit
edilmigtir. SMT+MPTP grubunda ise P2N2, N3P4, N4P5 komponentlerinin
genlikleri MPTP grubuyla karsilastirildiginda istatiksel olarak yiikseldigi
gbzlenmistir. Diger gruplarin genliklerinde herhangi bir degisiklik bulunmamigtir
(Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Deney gruplarindan kaydedilen VEP genlikleri (uV)

PIN1(nV) N1P2 (uV) | P2N2 (nV) N2P3 (uV) | P3N3 (uV) | N3P4 (nV) | P4N4 (uV) | N4P5 (nV)
Gruplar
KONTROL
8,80 +£2,88 5,71+ 1,34 9,34+ 2,06 590+1,65 | 8,41+3,18 | 18,14+4,72 | 3,79+ 1,03 11,38 £2,70
7-NI
15,21 £3,49 6,13 +1,26 8,45+2,07 12,17+3,10 | 470+ 1,70 | 8,93+2,06 5,79+ 1,10 13,65 +£2,15
SMT
1926 +3,96" | 531+1,41 | 10,74+3,03 | 1523 +3,79% | 6,69+ 1,47 | 11,57 +3,66 | 5,44+ 1,73 18,64 £ 4,59
MPTP
7,97 £1,90 5,12+ 1,39 7,69 + 1,68 3,82+0,68 | 3,65+0,88 | 14,34 +£3,08 | 2,85+0,50 8,92 £1,84
7-NI+MPTP
13,99 £ 3,54 3,63+0,89 | 15,79+ 3,30 629+1,80 | 565+1,36 | 9,57+297 | 6,15+1,58 | 17,97 +4,.24"
SMT+MPTP
13,17+2.82 | 441+1,12 | 1420+2,85*% | 10,22+2.73 | 6,77+ 1,86 | 17,33 +4,04 | 2,64 +0,66* | 14,30 +2,18*

# KONTROL grubundan fark p<0,05

* MPTP grubundan fark p<0,05
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Tablo 4.3. Deney gruplarindan kaydedilen VEP latensleri (ms)

Gruplar P1 (ms) N1(ms) P2(ms) N2(ms) P3(ms) N3(ms) P4(ms) N4(ms) P5(ms)
K 22,714 0,73 | 30,58 +1,27 |34,67+1,41 |4321+129 |50,04+1,92 |58,79+227 |8221+4,50 |9092+423 |[111,58+2,95
7NI 30,21+ 1,34% | 45,00 +2,47% | 53,42+2,78"% | 62,92+2,72% | 78,08+ 3,80 | 87,38 +4,38" | 103,88+ 3,40" | 120,04+ 3,95 | 157,08 +5,53"
SMT 28,50+ 1,27" | 42,42+ 1,89" | 4821+1,95 |5792+231" | 72,88 +4,00" | 80.87+4,07" |97,33+4,08" | 110,04+ 3,94" | 146,71 +3,93"
MPTP | 33,96+ 124" |4038+1,32" |4588=+1,57" |54,67+1,8" |60,58+220" |67,67+2,03" |88,96+2,65 |9554+290" | 130,50+ 2,12

INI+MPTP | 26,08+ 1,00° | 3533+1,73" |4025+1,94" |5238+2,04" |5692+423" |6558+505 |77,08+6,03*% |84,38+839% | 124,67+6,30"

SMT+MPTP | 27,21+0,93" |37,71+1,78" | 43,54+£2,19" |54,33+276" | 64,58+3,76" | 73,67+3,87" |90,88+6,59" |101,63+7,49" | 146,25+5,75"

# KONTROL grubundan fark p<0,05
* MPTP grubundan fark p<0,05
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4.5. Biyokimyasal Parametreler
Deney gruplarina ait hayvanlarin SN ve retina dokularinda kaspaz-3, nitrit/nitrat,
4-HNE enzim aktivite degisikliklerine iliskin grafikler sirasiyla asagida verilmistir.

4.5.1. SN ve Retina Kaspaz-3 Aktivite Sonuclari

SN'de kaspaz-3 aktivitesi sekilde gosterilmisiti. MPTP grubundaki kaspaz-3
aktivitesinin kontrole goére arttigi, 7-NI  ve SMT gruplar1 kontrol grubuyla
kiyaslandiginda herhangi bir fark goriilmemistir. Bununla birlikte inhibitorlerin
MPTP ile verildigi gruplarda kaspaz-3 aktivitesinin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.2.).

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Kaspaz-3 Aktivitesi
(Kat Kontrol)

]IIII[

(
& S

# Kontrol grubundan fark  p<0,05
* MPTP grubundan fark  p<0,001

Sekil 4.2. SN kaspaz-3 aktivite degerleri
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Retinada ise kaspaz-3 aktivitesinde istatiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir

(Sekil 4.3.).
1,20
= 100
=% 080
x-‘—'
<S 060
3 &
2< 040
©
X020
0,00
Q
\*° & S
& SO e
é
S

Sekil 4.3. Retina Kaspaz-3 aktivite degerleri

4.5.2. SN ve Retina nitrit/nitrat Sonuglar:
SN Nitrit-Nitrat degerleri Sekil 4.4.'de gosterilmistir.

Nitrit/Nitrat
(nmol/mg protein)

10

8

T #
4 *
S ES S’ o’ &
R
&8

# Kontrol grubundan fark p<0.05
* MPTP grubundan fark p<0.05

Sekil 4.4. SN nitrit/nitrat degerleri
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Nitrit/nitrat diizeylerinin MPTP verildiginde kontrole gore arttigi saptanmuistir.
7-NI ve SMT enzimleri verildiginde, kontrole gore bir fark bulunamamistir. MPTP
grubuna 7-NI ve SMT verildiginde nitrit/nitrat diizeylerinin MPTP grubuna gore
azaldig1 tespit edilmistir. Bu bulgu MPTP’nin arttirdigi nitrit/nitrat diizeylerini
kontrol diizeyine diisiirdiigii saptanmistir (Sekil 4.4.).

25

N
o
1

Nitrit/Nitrat
(nmol/mg protein)
= =
-] ol o ol

Sekil 4.5. Retina nitrit/nitrat degerleri

MPTP, 7-NI ve SMT verilmesinin gruplar arasinda herhangi bir fark
gbzlenmemistir (Sekil 4.5.).
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4.5.3. Substansiya Nigra ve Retina 4-HNE Sonuclari

Lipid peroksidasyonun bir gostergesi olan 4-HNE miktar1 SN'de MPTP
grubunda anlamli olarak artmustir. Spesifik NOS inhibitorleri ve MPTP verilen
gruplarda 4-HNE miktarinin diistiigii gézlenmistir (Sekil 4.6.).

—~ 27 #
€41
S 35 T
wa 37T *
Z > 2,5 T *
TE 2+
<o 15
S o5 1
g ’O' T T T
Q ‘1 S
«\ @ S S 5§
NS S
N2 &

#Kontrol grubundan fark p<0,05
*MPTP grubundan fark p<0,05

Sekil 4.6. SN 4-HNE degerleri

Retinada ise MPTP ve spesifik NOS inhibitorlerinin verilmesinin 4-HNE
miktarinda herhangi bir degisiklik olusturmadig saptanmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Retina 4-HNE degerleri
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4.6. TH iceren noron sayisi

TH, immiinohistokimyasal yontem ile fare beyninde SN'de kolaylikla ayirt
edilmistir. TH varliginin tim gruplarda dopaminerjik ndéronlarin govdelerinde
immiinopozitif oldugu gézlenmistir. Glia hiicreleri ve endotelde TH i¢in herhangi bir
immiinreaksiyon gorilmemistir (Sekil 4.9). MPTP ile olusturulan deneysel Parkinson
grubunda ndron sayisinin %63 azaldigi saptanmistir. MPTP ile birlikte iNOS verilen
grupta ise azalma sadece %22'dir. MPTP ile karsilastirildiginda noron sayisini 2
katindan daha fazla oldugu ve kontrole yaklastigi saptanmistir. iNOS inhibitorii
verilen deneysel Parkinson grubunda ise noron sayisinin MPTP verilen gruba gore
iki kat oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.).
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©® o N
S o© o

N
o

Birim pm?deki TH +
hiicre sayis1 (%)

o

# Kontrol grubundan fark p<0.05
* MPTP grubundan fark p<0.05

Sekil 4.8. Birim alandaki TH+ hiicre sayis1 (%)
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4.6.Tirozin Hidroksilaz Immunoreaktivitesi (SN)
| THKONTROL |

" Kontrol 2.5x |
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NI 2.5x

7Nl + MPTP 2.5x

Sekil 4.9. Deney gruplarinda TH i¢in gézlenen immiinreaktivite
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4.7.NOS immunoreaktiviteleri
INOS ve nNOS enzim immunoreaktivitesi tiim gruplarda néron govdeleri, uzantilari ve
endotelde izlenmistir. INOS ve nNOS enzim aktiviteleri degerlendirildiginde, Parkinson
grubunda iNOS ve nNOS enzim aktivitelerinin diger tiim gruplara kiyasla daha kuvvetli
oldugu gbzlenmistir.Parkinson olusturulup iNOS ve nNOS enzim inhibitérleri verilen
gruplarda iNOS ve nNOS enzim aktiviteleri belirgin bir bigimde diisiik ve zayif siddette izlenmistir
(Sekil 4.10).

| iNOS KONTROL |

ontrol iNOS 2.5x

| nNNOS KONTROL |

. INOSMPTP |




. nNOSMPTP |

| nNOS7-NI |

SMT iNOS 2.5x
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| nNOS 7-NI+MPTP |

NmﬂflSonﬂol:.ﬁx

Sekil 4.10. Deney gruplarinda NOS i¢in gozlenen immiinreaktivite
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TARTISMA

PH'da gorsel sistem etkilenmektedir ve gorsel sistemin etkilendigini gosteren
giivenilir bir parametre olan VEP latenslerinin uzadigi bulunmustur  (204).
Calismamizda spesifik INOS ve nNOS inhibitorleri kullanilarak diizelme saglandigi
goriilmistiir. Bu bulgular biyokimyasal parametrelerle desteklenmistir.

Insanlarda Parkinson hastaligi olusturmak miimkiin olmadig1 igin tedaviye
doniik mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in deney hayvanlarinda Parkinson modelleri
olusturulmustur. 6-OHDA, MPTP, paraquat, rotenon ve manneb gibi kimyasallar bu
amagla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu norotoksinler, mitokondride kompleks-I
veya III’ti inhibe ederek mitokondrilerin bozulmalarini saglarlar. 6-OHDA, DA'nin
hidroksillenmis analogudur. Dopaminerjik ndronlarin neredeyse tamamini tahrip
ederek yok etmektedir. Ilaveten serotonerjik ve adrenerjik néronlari da tahrip
etmektedir. 6-OHDA kan beyin bariyerini gegemedigi i¢cin SNc’ye Medial Forebrain
Bundle (MFB)'a stereotaksik yontemle unilateral veya bilateral verilmektedir (205).

Primatlara uygulanan ve©  MPTP ile olusturulan Parkinson modeli
norokimyasal ve noropatolojik degisiklikleri incelemek i¢in en yaygin kullanilan,
insana en yakin ve Parkinson'un ilk evresini gdsteren hayvan modelidir (206).
Aragtirmacilar fare ve si¢an lizerinde de MPTP aracili Parkinson modeli deneyleri
yapmaktadirlar (207). MPTP seg¢ici olarak dopaminerjik néronlar iizerinde toksik etki
gostermektedir. MPTP, sicanlarda stereotaksik yontemle uygulanabilmektedir.
Bunun yaninda fare SN dopaminerjik ndronlarinda da 6lim olustugu gortilmiistiir
(205). Uygulanan MPTP dozu lezyon olusturmada onemlidir, ancak si¢anlara
uygulanan MPTP'nin dopaminerjik néron hasarinda basarisiz oldugu bilinmektedir
(205). MPTP farelere gavaj, subkutan, intravenoz ,intraperitonal veya intramuskiiler
olarak verilebilir (207). Dopaminerjik hasar, doza ve uygulama protokoliine baglidir.
Farelerden C57BL/6 fare irkinin sistemik MPTP uygulamasina diger irklardan daha
duyarli oldugu, dopaminerjik noronlarin secici hasar gordiigi daha Onceki
calismalarda gosterilmistir (208). Buna bagli olarak deneyimizde MPTP’nin
intraperitonal olarak 4x20 mg/kg dozunda 12 saat aralikli olarak 2 giinde verilmesi
tercih edilmistir (209). Bunun nedeni hayvanlarda 6liim riskini azaltmaktir. Yapilan
denemelerde diger dozlar verildiginde 6liim oran1 artmistir.

Deney hayvanlarinda 6zellikle dopaminerjik ve adrenerjik noronlarda olusan
harabiyet motor performans testleri ile incelenmektedir. Calismamizda Parkinson
modeli olusturulduktan sonra motor aktiviteyi belirlemek icin c¢ubuk testi
kullanilmistir. Cubuk testi ile Parkinson semptomlarindan bradikinezi siddeti
degerlendirilmistir. Harekete ge¢me zamanindaki gecikme bradikinezi siddetini
gostermektedir (199). Parkinsonda hem harekete gegiste hem de geri doniis
stiresinde uzama olmustur. Bu bulgu yapmis oldugumuz Parkinson modelinin
basarili bir sekilde olustugunu, MPTP ile iNOS ve nNOS inhibitorleri verildiginde
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ise olusan bradikinezinin, kontrol seviyesine dondiigiinii gostermistir. Bu bulgu
INOS ve nNOS'un Parkinson'da motor hareket bozuklugunda roliiniin oldugunu
vurgulamaktadir.

Ayrica modelin basarisint immunohistokimya ile desteklemek amaciyla TH
Immunoreaktif hiicrelerin sayisini  gosteren immunohistokimyasal ¢alismalar
yapilmistir. SN’de TH hiicrelerinin MPTP grubunda azaldigi, bu azalmanm %63
oldugu gosterilmistir. Bu oran modelin basariya ulastigin1 gostermektedir. iNOS ve
nNOS inhibitérlerinin ise koruyucu etki yaptigi goriilmektedir. Bu bulgumuz
biyokimyasal parametrelerle desteklenmektedir.

Parkinson mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte bu giline kadar
yapilan ¢alismalarda bir¢ok hastaligin mekanizmasinda oldugu gibi Parkinson'da da
lipid peroksidasyonunun rolii oldugu saptanmistir (210). Lipid peroksidasyonuna yol
acan bir¢cok ajan igerisinde, oldukca reaktif ve kararsiz bir gaz olan NO da yer
almaktadir (211). NO'nun serbest radikal olusturmada ve noérodejenerasyonda rolii
oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (211). NO'nun santral sinir sistemine
(hippokampus, striatum) ilaveten gorsel sistemde de bulundugu bilinmektedir (193).
Parkinson'da nNOS ve iNOS aktivitelerinin ve ekspresyonlarinin arttig1 daha dnceki
calismalarda gosterilmistir (212). Bu bulgulara dayanarak Parkinson'da olusan
gorsel sistem degisikliklerinde NO'nun rolii olup olmadigi c¢alismamizda
arastirilmistir. Bunun icin nNOS ve iNOS inhibitorleri kullanilmistir. Uygulanan
dozlar ve inhibitorlerin verilis sekilleri literatiirdeki diger calismalar géz Oniine
alinarak secilmistir (54, 213).

NO, oksijen araciligiyla kolaylikla nitrit ve nitrata yilikseltgenen yari1 omrii
cok kisa olan molekiildiir. Bu nedenle biyolojik dokularda dogrudan o6l¢iilmesi
zordur. Son yillarda aninda 6l¢iim yapan sensorler gelistirilmesine ragmen hala NO
yikim iriinii olan nitrit/nitrat 6lgmeye dayanan yontemler, yaymlarda goriilmektedir
(214). Bu nedenle ¢alismamizda NO indeksi olarak nitrit/nitrat kullanilmistir.
Kontrol grubu ile MPTP grubu karsilastirildiginda SN'da nitrit/nitrat seviyesinin
MPTP grubunda anlamli olarak arttig1 saptanmistir. Bu bulgumuz MPTP’nin nNOS
ve iINOS’u indiikledigini gostermektedir ve MPTP ve 6-OHDA  kullanilan
modellerde nitrit/nitrat diizeylerinin arttigin1 gosteren c¢alismalarla uyum igindedir
(215). Ayrica yalnizca nNOS ve iNOS inhibitorii verilen gruplarda bazal seviye
degismezken, MPTP ile birlikte uygulanan iNOS ve nNOS'un nitrit/nitrat diizeylerini
azalttig1 goriilmektedir. Bu da daha Once yapilan calismalar1 destekler niteliktedir
(212). Bu verimiz noronlarin apoptozunda nNOS ve iNOS‘un énemli oldugunun
gostergesidir. Retinada ise nitrit/nitrat diizeylerinde herhangi bir degisiklik
saptanmamustir. Dolayisiyla sonucumuz, retinada MPTP verilmesiyle nérotransmitter
olan NO ve firetiminde roli olan iNOS ve nNOS'un SN'deki kadar fazla
ekspresyonunun artmadi@ini isaret etmekte veya ndromelanin iceren dopaminerjik
noronlarin retinada SN kadar yogun bulunmadigini gostermektedir. Bu bulgu MPTP
retinada  MPP* haline cevrilememektedir seklinde de yorumlanabilir. Ciinkii
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MPTP nin etkili sekli serbest radikal olan MPP" seklidir. MPP*’ye doniisiim ise
glialardaki MAO-B ile gergeklesir (216). Bu mekanizma retinada yeterli olmayabilir
veya diger mekanizmalar daha etkin olabilir.

Bu calismamizda VEP degisikliklerinin oksidatif hasar ile iligkisini
degerlendirmek icin 4-HNE oOlciimii yapilarak lipid peroksidasyon diizeyleri
belirlenmistir. Lipid hidro peroksitlerin ayrilma reaksiyonlar1 ile bozulmalari
alkenler, 2-alkenler, 2,4-alkenler ve 4-hidroksialkenler gibi aldehitlerin olusmasina
yol acar. Omega-6 yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olugan hekzonal ve 4-HNE en
basta gelen aldehitlerdir. 4-HNE sitotoksik, mutajenik ve genotoksik oOzelliklere
sahiptir (217). Oksijen radikalleri lipid peroksidasyonun ikincil toksik mesajcisidir.
Lipid peroksidasyonunun belirli patolojilerin olusmasinda rolleri oldugu
bilinmektedir. Parkinson'da lipid peroksidasyonunun arttigi ve SN'de 4-HNE
seviyesinin yiikseldigi tespit edilmistir (218). 4-HNE artisinin kaspaz 3-8-9
aktivasyonunu arttirarak apoptoza neden oldugu bilinmektedir (219). Bu bilgilere
ilaveten 4-HNE’nin o-siniiklein aggregasyonuna (220) ve DNA fragmantasyonuna
neden oldugu gosterilmistir (221). Calismamiz, MPTP verilmesi durumunda, 4-HNE
miktarinin arttigin1 ortaya koymustur. MPTP nin etkisinin de nNOS ve iNOS aracili
oldugu literatiirde gosterilmektedir (212). nNOS ve iNOS’un, iirettigi NO ve serbest
radikallerin bu artisa aracilik ettigi gosterilmistir (212). Bu diisiinceye paralel olarak
calismamizda iINOS ve nNOS inhibitori kullanilan gruplarda 4-HNE miktarinin
SN'de anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir. Fakat bu azalmanin retinada 6nemlilik
derecesine ulagsmadigi tespit edilmistir. Bu da lipid peroksidasyonunda iNOS ve
nNOS ‘un roliiniin oldugu, fakat COX-2 yolagiin ve diger yolaklarin da rollerinin
olabilecegini gostermektedir. Onceki c¢alismamizda MPTP verilmesinin COX-2
aktivitesinin artmasina ve lipid peroksidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (222).
Retinada ise 4-HNE diizeylerinde gruplar arasinda herhangi bir fark gozlenmemistir.
Bu durum retinanin, MPTP’den SN kadar fazla etkilenmediginin gostergesidir.
Literatiirde MPTP'nin gézde 4-HNE ve nitrit/nitrat diizeyini etkiledigini gosteren bir
calismaya raslanmamastir.

Apoptozun gostergesi olan kaspaz-3 aktivitesi, SN ve retinada incelendiginde
MPTP ile deneysel Parkinson olusturulan grupta kaspaz-3 aktivitesinin retinada
herhangi bir degisiklik gostermedigi, bununla birlikte SN’de MPTP verilen gruplarda
kaspaz-3 aktivitesinin arttigi, nNOS ve iNOS inhibitorii verilen gruplarda ise
MPTP'ye gore azaldigi tespit edilmistir. Calismamiz Brzozowski ve arkadaslarinin
2011 yilinda yapmis olduklari ¢alisma ile uygunluk gostermektedir (223). INOS ve
nNOS’un apoptozda rolii oldugu, iNOS inhibe edildiginde kaspaz-3 aktivitesinin
azaldig tespit edilmistir (224). Bu bulgular ¢alismamizi destekler niteliktedir. INOS
ve nNOS inhibisyonunun koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (223).

Immunohistokimya sonuglar1 ve biyokimyasal parametrelerimiz deneysel PH
varliginda iNOS ve nNOS inhibisyonunun diizeltici etkisini desteklemektedir. SN’de
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TH ile boyanan dopaminerjik noronlar incelendiginde, MPTP uygulamas: ile TH
boyanan ndron sayisinin azaldigi bulunmustur. Bu sonug literatiirdeki bilgilerle
uyum igerisindedir (225). iNOS enziminin spesifik inhibitorii olan SMT ve nNOS
enziminin spesifik inhibitdri 7-NI‘nin MPTP ile verilmesi sonucunda azalan néron
sayisinda artis oldugu gozlenmistir. Bu bulgu iNOS ve nNOS’un apoptozda ve
norodejenerasyonda onemli rollerinin oldugunu gostermektedir. Fakat nNOS ve
iNOS inhibitdlerinin hi¢bir zaman ndron sayisini kontrol seviyesine ¢ikarmadigi
goriilmektedir. Bu da apoptozda diger mekanizmalarin da rolii oldugunu isaret
etmektedir. MPTP'nin MPP™'ye doniiserek apoptozu olusturdugu bilinmektedir.
MPTP, MPP"ye  doniisirken  mitokondri  3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid (MTT)'yi bozar, NO yapimini arttirir. Redoks dengesini
bozarak dopaminerjik néron O6limiine neden olur. Asirt NO yapimi mitokondri
membran potansiyeli kaybina ve sitokrom-c salinmasina, APAF-1 ile birlesmesine
neden olur. Bu da kaspaz-3 aktivitesini arttirir (226).

nNOS, iNOS ve eNOS normal kosullarda da exprese edilirler. MPTP, MPP+
ye doniistiigiinde hiicre i¢i Ca**nim arttig1, bunun da nNOS aktivitesini arttirdig;, NO
lretiminin artti1, ayrica mikroglia ve astrositlerden salgilanan faktorlerle iINOS
ekspresyonunun arttigi, MPP® olusturdugu ve apoptozda rollerinin oldugu
bilinmektedir. Bulgularimizda iNOS ve nNOS inhibisyonun apoptozu 6nledigi fakat
kontrol seviyesine getiremedigi goriilmektedir. Hiicre icinde Ca*? birikiminin
mitokondriyal fonksiyonlar1 bozdugu, fosfolipaz, proteaz ve endoniikleazi aktive
ettigi, ayrica COX-2 yolaginda apoptozun rolii oldugu bilinmektedir (227).
Dolayisiyla iNOS ve nNOS inhibitdrleri apoptozu bir miktar 6nlemis, kaspaz-3
aktivitesini azaltmis, 4-HNE miktarmi diisiirmiistiir, fakat bu diisiislerde sadece
iINOS ve nNOS roliiniin olmadig1 diger yolaklarin da etken oldugu diigiiniilmektedir.
Retinada apoptozu gosteren herhangi bir degisiklik olmadig: igin kaspaz-3 aktivitesi,
4-HNE, nitrit/nitrat degerlerinde immunohistokimyasal olarak degerlendirme
yapilmamistir. Daha 6nceki yayinimizda Parkinson'da immunohistokimyasal olarak
bir degisiklik bulunmamistir (222).

Parkinson hastalarinda gorsel sistemde bozukluklarin oldugu gosterilmistir
(228). PH'nin siddeti ve siiresi ile iliskili olarak, gorsel uyarilma potansiyellerinde
P100 latensinin uzadig1 genliklerinde degisiklik oldugu tespit edilmistir (229). ERG
amplitiidlerinin azaldig1 esik degerlerin yiikseldigi bulunmustur (230). Ozellikle
P100 Ilatensinin uzadigi, bu latensin hayvanlarin P3 latensleri ile aynmi oldugu
gorilmiistiir.

NO ve sGC, fotoreseptorlerde ve retinada, Miiller, amakrin, bipolar,
horizontal ve gangliyon hiicrelerinde bol miktarda bulunur. Retinada nNOS ve iNOS
bulunmaktadir. NO'nun 1s18a bagli gap juctionlarin regiilasyonunda rolii vardir (193,
231). NO fototransdiiksiyon kaskatini ve norotransmitter salinimimni modiile ederken,
DA salinimini inhibe eder.
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iNOS ve nNOS inhibitérii verildiginde kontrole gore tiim VEP komponent
latenslerinin uzadig1r gorilmektedir. MPTP’nin  VEP komponent latenslerinde
uzamaya neden oldugu saptanmistir. Bu, literatiirdeki bilgilerle uyumludur (222).
nNOS inhibitérii verildiginde P1, P4, N4, P5 latenslerinde diizelme olustugu
goriiliirken, iNOS inhibitoriiniin sadece P1 latensinde diizelme yaptigi, P5 latensinde
ise uzamanin oldugu tespit edilmistir. Calismamizda MPTP’nin gorsel sistemde
nNOS ekspresyonunu arttirdigi, inhibe edildiginde bir¢ok komponentin diizeldigini
gostermektedir. Gorsel sistemde nNOS ve iNOS’un 6nemli bir ndrotransmitter olan
NO'yu iirettigi, bunun gorsel sistemde ndrotransmitter ve néromodiilatér oldugunu
gosteren bir bulgudur. Bu bulgular 15181 altinda nNOS ve iNOS'un retinadan ziyade
santral sinir sisteminde etkili oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak olusturulan bu ¢alismada MPTP ile deneysel Parkinson modeli
olusturulan farelerde gorsel sistemin etkilendigi, iNOS ve nNOS inhibitorlerinin
dopaminerjik noéronlarda hasara karsi koruyucu etki sagladigi ortaya konmustur.
Bununla birlikte tedavi gruplarinda VEP degerlerinin  kontrol degerlerine
ulasamamas1 gorsel sistem tutulum mekanizmasinda baska yolaklarin da
olabilecegini gostermektedir. Bunun icin daha ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.
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SONUCLAR

Parkinsonda bradikinezinin arttigi, iNOS ve nNOS inhibitorlerinin verilmesi
ile bradikinezi siddetinin azaldig1 tespit edilmistir.

. Parkinson grubunda diger gruplara gére SN’deki dopaminerjik ndron sayisi
azalmistir. Parkinson olusturulan farelere iINOS ve nNOS inhibitorii
verildiginde néron sayisinin kontrol grubuna yaklastig1 bulunmustur.

Kaspaz-3 aktivitesi, SN’de MPTP verilen grupta artmig, iNOS, nNOS
inhibitorii verildiginde kaspaz-3 aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Bu da
iNOS ve nNOS’un apoptozda roliiniin oldugunu gostermektedir. Retina
kaspaz-3 aktivitesinde degisiklik gdzlenmemistir.

. Deneysel Parkinson modeli olusturulan farelerde SN’da  lipid
peroksidasyonun arttigi belirlenirken retinanin etkilenmedigi saptanmistir.
Benzer sekilde nitrit/nitrat diizeylerinin deneysel Parkinson modeli
olusturulan farelerde artt1g1, retinada degismedigi saptanmustir.

Deneysel PH’da VEP latenslerinin uzadigi, verilen iNOS ve nNOS
inhibitdrlerinin meydana gelen uzamay: diizelltigi goriilmiistiir.Bu bulgu
NO'nun gorsel sistemde Onemli bir noérotransmitter oldugunu isaret
etmektedir. Fakat kontrol durumuna gelmemesi baska mekanizmalarin da rol
aldigim1 gostermektedir.
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OZGECMIS

Sinem ARAS 14.10.1987 tarihinde Zonguldak'da dogdu. ilk ve orta
ogrenimini Basogretmen Atatiirk Ilkogretim Okulunda tamamlayp Haci Malike-
Mehmet Bileydi Anadolu Lisesi'nden 2005 yilinda mezun oldu. Ayni yil Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nii kazandi. 2009 yilinda lisans egitimini
tamamlaylp Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi. Halen burada arastirma gorevlisi olarak
calismaktadir. Yabanci dili ingilizcedir. Evlidir.
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