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OZET

PARKINSON HASTALI Gl VE INSAN PERIFERIK KAN
LENFOSITLER INDEKT KROMOZOM HASARLARI ARASINDAK 1 ILISKINiIN
ARASTIRILMASI

Parkinson hastall (PH), bazal ganglionlardan, ¢fa substansia nigra olmak Uzerezedi

beyin sapi1 pigmentli néronlarini da etkileyen velgiama ile birlikte gelien dejeneratif
bir surectir. Yalanma sirasinda telomerlerin kisalmasinin yaniraldskl ve cevresel
faktorlerin meydana getirghi kromozom hasarlari da belli bir paya sahiptiroKiozom

hasarlarini 6lcen yontemlerden biri de mikrontklealsigidir. Mikronikleuslar (MN),

hasar goren kromozomlarin hicre bolinmesi esnasgiadaoluan cekirdeklere dahil
olmayip tim kromozom veya kromozom parcakmklinde sitoplazmada ygonlasarak

meydana gelen kucuk nikleus yapilandir.

Bu calgmada, insan periferik kan lenfositlerindeki kromoedasarlari mikrontkleus
olusumlari ile élgtlerek Parkinson hasfalile olan iligkisi incelenmgtir. Dogal (spontan)
MN olusumlarinin 6lgtilmesine ek olarak, hidrojen peroksigsinin in vitro uygulanmasi
sonucunda meydana gelen MN frekanslari ve protiféraleksler (F) de belirlenmtir.
Bu da, cevresel faktor ve diyetgdanliklarindan b@imsiz olarak, hidrojen peroksit stresi
ile meydana getirilen oksidatif hasarin genom lnckki sitogenik etkisinin daha anlamli
calisiimasini sglamistir.

Bu tez projesinde, periferik kan lenfositleri Padon tghisi konmy 30 hasta ve bu
hastalara uygun yaaralgindaki sglikli bireylerden steril, vakumlu ve ceperi hepérin
tuplere alinmgtir.  Alinmis olan kanlar iki gruba ayrilip bir grupta spontaa diger
grupta ise hidrojen peroksit ¢B,)uygulamasiyla olgan MN frekansi incelenmtir.
Gruplardan elde edilen sonuclar t-testi kullanayarumlanmgtir.
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SUMMARY

AN INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN PARK INSON’'S
DISEASE AND CHROMOSOME DAMAGE IN HUMAN PERIPHERAL BLO OD
LYMPHOCYTES

Parkinson disease (PD) is a degenerative proceish wiainly effects basal ganglions as
substansia nigra and other peduncle pigmented neuiuring the aging processes,
telomers might may got shorter and also chromosai@alages caused by hereditary and
environmental factors may have proportional roleaging. Micronucleus technique is
one of the chromosome damage assessment methodsnhtleus (MN) is a small
nucleus structure consisted from a whole or seatichromosomes which are damaged
and doesn't join to the new nuclei during the difision.

In this thesis project, the relationship of chroome aberations in human peripheral
blood lymphocytes with Parkinson disease was imyasd by MN formation. In
addition to measuring spontaneous MN formation, Ki&guencies and proliferation
indexes (Pl) after implementation of hydrogen pe&fexstress in vitro were also
determined. This enabled to study directly cytogjenaffects of oxidative damage by
application of hydrogen peroxide stress indeperngdrim environmental factors and
dietary habits

This project was performed with thirty women andnnpatients with Parkinson disease
and same age matched healthy individuals (contml.Peripheral blood samples from
individuals were drawn into two separate sterdizghium-heparin tubes and one tube
was left as a control for spontaneous MN frequenaied the other was applied hydrogen
peroxide. Paired t-test was applied for the comparof spontaneous and hydrogen
peroxide induced micronucleus frequencies for emclividual in both patients and
control groups.

Xii



GIRIS

Beynin belirli bolgelerinde ortak ozelliklere sahip ndron popiilasyonlarinin Sliimii
sonucunda norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir[1]. Norodejeneratif
hastaliklar, farkli klinik fenotiplere ve genetik etiyolojiye sahiptir[2,3]. Parkinson
hastaligi, dopaminerjik ndéronlarda biiyiik dejenerasyon meydana geldikten sonra yani
substantia nigrada %50 ndronal kayip ve striatal dopaminde %80 tilkenme ile ortaya
cikar. Goriilme siklig1 65-90 yaslar1 arasinda artmaktadir. Tiim popiilasyonun % 0.3 {inii

etkilemekle beraber, bu oran 65 yasin lizerinde %3’ e yiikselmektedir[4].

Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde mitokondriyal enerji metabolizmasi ve
intraselliiler kalsiyum dengesindeki bozukluklarin etken olabilecegine iliskin bilgiler
mevcuttur. Son yillarda arastiricilar tarafindan yapilan ¢esitli ¢aligmalarda degisik
tipteki norodejeneratif hastaligin meydana gelmesinde serbest radikal olusumunun
onemli rolii olduguna iliskin ipuglar1 elde edilmistir[5,6,7]. Bu ndrodejeneratif
hastaliklar arasinda; Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi,

Multipl skleroz gibi beyin ve sinir sistemi hastaliklar1 yer almaktadir[6,7].

Yas artis1 ile dogru orantili olarak her insanda dopaminerjik néron kaybi1 olmaktadir.
Ayrica substantia nigradaki ndron kaybini artiran; bir genetik yatkinlik ya da
enfeksiyon, travma, toksin veya serbest radikal iiretimi gibi siireci hizlandiran risk
faktorleri olabilir. Ozellikle mitokondri, endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek
membraninda yer alan serbest radikaller araciligi ile olusan oksidatif stres, Parkinson
hastaliginda noérodejenerasyon olugsmasinda ve hastaligin ilerleme siirecinde énemli rol

oynamaktadir[1,8].

Bu calismada, insan periferik kan lenfositlerindeki kromozom hasarlar1t mikroniikleus
(MN) olusumlari ile dlgiilerek Parkinson hastaligi ile olan iliskisi incelenmistir. Dogal
(spontan) MN olusumlarinin dl¢iilmesine ek olarak, hidrojen peroksit stresininin in vitro
uygulanmas1 sonucunda meydana gelen MN frekanslar1 ve proliferatif indeksleri (PI)

belirlenmistir. Bu c¢alisma neticesinde cevresel faktor ve diyet aligkanliklarindan



bagimsiz olarak, hidrojen peroksit stresi ile meydana getirilen oksidatif hasarin genom

tizerindeki sitogenik etkisinin daha anlamli ¢alisilmas1 saglanmaistir.



GENEL KISIMLAR

2.1. YASLANMA VE OKSIDATIF STRES

Yaslanma, genetik bir programla diizenlenip ¢evresel faktorlerin etkisiyle meydana
gelen, yapisal ve islevsel degismelerle dliime gotiiren bir siirectir. Diger bir deyisle
yaslanma, organizmanin mental gelisimi ve metabolik islemlerinin sonucunda hem
ilerleyen yasa eslik eden bir seri degisimden, hem de hastalanma ve 6liim olasiliginin
giderek artan bir sekilde ilerlemesinden sorumlu olan degisikliklerin toplami olarak
tanimlanabilmektedir. Bu degisikliklerin olusumunda genetik ve ¢evresel faktorler

etkilidir[9].

Yaslanma siirecinin tiim canlilarda goriilmesi, yaslanma ve 6liimiin evrensel ve dogal
bir olgu oldugunu gosterir. Harman (10), yaslanmayla ilgili teorisinde, oksijen kaynakl
serbest radikallerin, aerobik organizmalarin hiicrelerinde veya hiicreler arasi ortamda
meydana gelerek kimyasal modifikasyonlara ve biyolojik denejenerasyona neden
oldugunu ileri stirmiistiir. Yaslanmanin sebebi olarak DNA mutasyonundan ¢cok DNA
hasarimin 6nemli oldugu ileri siirlilmiistir. DNA hasarina, hidroliz, alkalizasyon,
radyasyon ve toksik kimyasallar sebep olabilmektedir. DNA’da goriilen hasarin seviyesi
ile yasam stiresi arasinda ters iligki bulunmustur. En fazla oksidatif DNA hasarinin

gorildiigli yer noronlardir[11].

Yaslanma ile mitokondriyal solunum ve oksidatif fosforilasyon yavas yavas ayrilir ve
solunumsal enzim aktiviteleri azalir. Bunun sonucu elektron transport zincirinde artmis
elektron akisina bagl olarak, mitokondrideki reaktif oksijen tiirleri artar. Mitokondrial
DNA (mt-DNA) artan reaktif oksijen tlirlerinin meydana getirdigi oksidatif hasara karsi
duyarhidir. Mutant mt-DNA tarafindan kodlanan defektif protein subunitleri bozulmus
solunumsal fonksiyon gosterir, elektron kagagi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi

artar ve sonucunda oksidatif stres ve mt-DNA hasar1 artar. Bu kisir dongii farkli



hiicrelerde farkli oranlarda meydana gelir ve yaslanma ile mt-DNA’da mutasyon ve

oksidatif hasar ile sonu¢lanir[11].

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda
meydana gelen kararsiz ve reaktif molekiillerdir. Serbest radikal olusumu sonucunda
meydana gelen hasar, antioksidanlar veya radikal olusumunu engelleyecek
mekanizmalar ile dengelenemez ise, oksidan-antioksidan dengesi oksidanlar lehine
bozulur ve “Oksidatif Stres” ortaya ¢ikar. Oksidatif stres sonucunda oksitleyici
maddeler olan serbest radikaller meydana gelerek cevredeki makromolekiillere hasar

verir. Bu makromolekiillerden baglicalar lipitler, proteinler ve niikleik asitlerdir.

Lipid peroksidasyonu ilerleyen yas ile ¢esitli dokularda olusur. Lipid peroksidasyonu
hiicre hasarinin iyi tanimlanmis bir mekanizmasidir. Membran lipidlerinin yok edilmesi
ve lipid peroksitlerinin ve onun yan iiriinleri olan malonaldehit olugsmasina neden
olurlar. Lipit peroksidasyonu lipit hidroperoksitleri ve aldehitlerin, protein oksidasyonu
protein karbonillerinin, DNA oksidasyonu da modifiye niikleotidlerin olusumuna yol
acar. UV 1sinlar, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik reaksiyonlar, radyasyon, stres,
sigara, alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlart gibi pek ¢ok yolla serbest radikal
olusumu gergeklesebilir[11,12].

Beyin dokusu enerjisini yalnizca oksidatif metabolizmadan elde eder ve viicuttaki
oksijenin biiyiik bir boliimiinii kullanir. Noronal oksidatif fosforilasyon esnasinda
mitokondrial elektron transport zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagisi serbest
radikallerin olusumunu saglar. Beyin dokusu oksidan strese 6zellikle duyarhidir. Ciinkii,
beyin toplam viicut agirliginin % 2 sini olusturmasina ragmen, toplam viicut oksijeninin
% 20 sini kullanir. Beyin hiicre zarlar biiylik oranda doymamis yag asitlerinden olusur,
bunlar lipid peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin baslica substratlaridir,
katalaz icermez, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri ile
glutatyon ve E vitamini diizeyleri smirhidir. Rejenerasyon kapasitesi sinirli olan
beyinde, serbest radikallerin olusmasimni saglayan metaller spesifik bdlgelerde
birikebilir. Bunun disinda organizmada olusan serbest radikaller, aralarinda

ateroskleroz, kalp hastaliklari, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif



hastaliklar, diyabet, akut renal yetmezlik, akciger hastaliklari, anfizem gibi yaslanmaya
bagl dejeneratif bozukluklarin da yer aldig1 patolojik durumlarin olusumuna katkida

bulunurlar[13,14].

2.2. NORODEJENERATIF HASTALIKLAR

Noronlar, kalp kast gibi sinaptik baglantilar uygun sekilde kuruldukdan sonra bir daha
bdliinemeyen yani ¢ogalamayan hiicrelerdir. Dolayisiyla yenilenemediklerinden omiir
boyunca yasarlar. Oysa alzheimer, parkinson, hutchinson gibi hastaliklarda nedeni
heniiz bilinmeyen bir sekilde apoptozun indiiklenerek noronlarin  6ldiigi

diistiniilmektedir. PH hastalarinda substantia nigradaki dopaminerjik ndronlar ti¢ gruba

ayrilabilir:

l. Normal ndronlar
2. Hastalikli noronlar
3. Olen néronlar

Cok sayida néronun 6lmesi ancak sinapslarin tam olarak olusmadigr donemden once
olur. Bu donemde, dogumda asir1 sayida olan ndronlarin sayist uygun sinaptik agin
saglanabilmesi i¢in azalir. Optimum sayida néronun optimum sayida sinaptik baglanti
icinde olabilmesi i¢in bu ndron kayiplar1 gereklidir. Bahsedilen bu hiicre 6liimleri
apoptoz ile gergeklesir. Zamani gelince 6len bu hiicreler daha onceden programlanmis
bir sekilde oliirler (programlanmis hiicre 6liimii). Tiim bu dliimler fizyolojik sartlarda

meydana geldigi i¢in bu 6liim sekli fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir[15].

2.3. PARKiINSON HASTALIGI

Parkinson hastalifi bazal ganglionlardaki dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu
sebebiyle ortaya c¢ikan istirahat tremoru, rijitide ve postural instabilite gibi cesitli
ekstrapiramidal semptomlardan olusan bir hastaliktir[16,17].Tipik olarak orta ve ileri
yas hastalig1 olup, ortalama 50-60 yaslarinda baglar ve 10-20 yillik bir siirecte yavas
olarak ilerler[18]. Cesitli iilkelerde yapilan calismalarda farkli sonuglar bildirilse de,

genel olarak  Parkinsonizm insidansinin = 4.5-21/100000 arasinda  degistigi



bilinmektedir[19]. Bu belirsizligin nedeni hastada belli bir etmen saptanmamasindan
kaynaklanir. Bunlar “Idiopatik (sporadik) Parkinson Hastalig1” diye adlandirilmaktadir.
Bu hastalik Hoehn ve Yahr tarafindan tanimlanan evrelerin agirlik derecesine gore
siniflandirilir ve hastaligin derecesi Parkinson Hastaligi Siddet Skalasi (Unified

Parkinson’s Disease Rating Scale — UPDRS) yontemi ile belirlenir[20].
2.3.1. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi

Beynin koordine merkezini yavas bir sekilde tahrip eden Parkinson hastaligi ilk defa
1817°de James Parkinson tarafindan istirahat halindeki kisilerin el ve ayaklarindaki
ritmik hareketlerden yola ¢ikarak “titremeli fel¢” olarak tanimlanmistir[ 5600]. Yaklasik
70 yil sonra Gowers PH’nin sebeplerinden genetik ¢esitliliginin %15 oldugundan

bahsetmistir. 1949 yilinda Mjones hastaligin ilk sistematik ¢alismasint yapmistir[21].

Hastaligin semptomlar1 ¢ok belirgin olmadigindan bir¢ok kisi PH oldugunun farkinda
olmamaktadir ve bu prevalans ¢alismalarini engellemektedir[22]. PH olusumu ¢ok genli
kalitim, ¢evresel, genetik-cevresel etkilesim gibi bir ¢ok faktorli vardir[23]. Hastaligin

%85’1 sporadik, %10-15’1 ailesel, %5°1 tek genli kalitimla ortaya ¢ikmaktadir[24,25,26].

Hastalik ilk kez endiistriyel devrim zamaninda tanimlanmis olsa da, antik Hint
literatiiriinde (M.O 4500-1000) tanimlayan agiklamalara rastlanmistir. Cesitli iilkelerde
yapilan ¢alismalar farkli sonuglar bildirse de genel olarak Parkinson hastaliginin yillik

insidansinin4.5-21/100.000 arasinda degistigi bilinmektedir[27,28,29].

Avrupa’daki PH oran1 100.000 kiside 12.000 olarak belirlenmistir. Finlandiya’daki ve
Amerika’daki insidans 10.8 ve 17.2:100.000 oldugu tespit edilmistir[30]. Eskisehir’de
yapilan bir c¢alismada Tiirkiye i¢in prevalans degeri 111/100.000 olarak
bildirilmistir[29,30]. Hastalik erkeklerde bayanlara gore (1,5-2,1) daha sik
gdzlenmektedir[31,32]. ikiz kardesler arasinda yapilan calismalar yillar gerektirdigi icin

klinik gozlemler yapilamamis ve sonuclanamamistir[24].

Sigara icenlerde sikligin daha az oldugu ileri siirtilmektedir[33]. Sigara i¢iminin
substansiya nigra néronlarinda dopamin sentezi esnasinda oksidatif serbest radikallerini
azaltarak koruyucu etki yapabildigi distiniilmektedir[34]. Dorn’ un yaptig1 ¢aligmada

Amerikan gazilerinde sigara igen ve igcmeyen gruplar arasindaki 6lim oranint 0,36



bulmustur ve bu c¢alismalarda PH riski ve sigara arasinda ters iliski oldugunu
belirtmistir. Doll ve Peto’nun yaptig1 ¢aligmalarda tiitiinlin hastaliktan koruyucu etkisi
oldugu bulunmustur. Nefzger’in de 198 kisi lizerinde yaptig1 ¢alismalar ayni sonucu

vermistir[35].

Kirsal bolgede yasamak ve mesleki olarak hasare ilaglarina maruz kalmak gibi ¢evresel
faktorler ile PH arasinda epidemiyolojik bir iliski bulunabilir, genetik duyarlilik
faktorleri ¢evresel toksinlerle etkilesime girebilir[33]. Bir¢ok hasere ilacinin yani sira
MPTP (1-metil-4-fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin), rotenon ve annonasin mitokondrial
solunum zincirindeki kompleks I’'nin inhibitorleridir[15]. 1982 yilinda Kaliforniya’da
geng narkotik bagimlilarinda, MPTP igeren sentetik eroinin intravendz enjeksiyonu ile
ortaya ¢ikan toksik parkinsonizm olgulari, bazi durumlarda ekzojen ajanlara maruz
kalmanin, PH’ya yol agabilecegini diisiindiirmiistiir.  Cesitli kimyasal maddelerin
parkinsonizm yaptig1 bilinmektedir fakat MPTP’ye bagli parkinsonizmin c¢arpici
ozelligi, daha yaygin santral sinir sistemi harabiyeti yapmasi beklenirken, tamamen
PH’mn anotomik ve klinik 6zelliklerini gostermesidir[36]. Diger ekzojen norotoksinler,
toksik metaller, siyanid, vernik incelticileri, organik solventler, karbonmonoksid,
karbondisiilfid, hidrojen siilfid ve nitrik oksiddir[37]. Hastaliga yol agabilecek ¢evresel
faktorler, kuyu suyu igme ve tarim bdceklerinin ilaglanmasi olarak siralanmaktadir.
Betakarbolinler ve tetrahidroizokuinolinler gibi endojen toksinler dopamin hiicre

6lumiine yol acarak hastaliga neden olabilirler[36,37].

Sproadik PH’da kompleks I eksikligi uzun zamandan beri bilinmektedir. Mitokondrial
genomun mutasyonlar1 kendiliginden ortaya c¢ikabilir, bu da genetik ve cevresel
nedenleri arasindaki sinirin karigmasina neden olur. Mitokondrial fonksiyon bozuklugu
oksidatif strese, proteozomal asir1 yiike, protein agregasyonuna ve ndronal atesleme

ozelliklerinde degisiklere yol agabilir[15].

2.3.2. Parkinson Hastahiginin Etiyolojisi

Parkinson hastaliginin etiyolojisi sporadik ve ailesel PH olarak iki gruba ayrilabilir,
ancak ailesel PH tanimlanmasinin her zaman genetik etiyolojiye karsilik gelmedigi ve
aile iyelerinin uzun siire ayni c¢evresel etmenlere maruz kaldiklari igin hastaligi

gelistirmis  olabilecekleri belirtilmektedir. Bu yiizden idiyopatik PH olarak



tanimlanmaktadir. Sporadik PH grubunda ise viral enfeksiyonlar, tekrarlayan kafa

travmalar1 veya bazi toksinler gibi etkenler olabilir[38].

Diger norolojik ve psikiyatrik bulgularla iligkili olarak siddetli kafa travmasinin
Parkinson sendromuna neden olabilecegi belirtilmektedir[39]. Bazi epidemiyolojik
caligmalar kafa travmasi ile PH gelisimi arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermekle

beraber diger arastirmacilar belirgin bir artis olmadigini belirtmislerdir[40,41].

Prospektif yolla toplanan bilgiler boyle bir iliski gostermedikge, travmanin PH’da risk

artigina yol ac¢tig1 kabul edilmemelidir.

2.3.3. Parkinson Hastaliginin Histopatolojisi

Parkinson tanis1 konulmasinda nigral ve kortikal kokenli lewy cisimciklerinin varlig
bliylik 6nem tasimaktadir. Noronlarin stoplazmasindaki protein biitiinliigliniin varlig1 ve
substantia nigradaki dopaminerjik noronlarin dejenerasyonu ile lewy cisimcigi

olusur[43].

Lew4
isimcigi

4

.

Siniiklein

Sekil 2.1. Lewy cisimcigi

PH’nin ikinci patolojik belirteci olan Lewy cisimciginin varligr ilk kez 1912 yilinda
F.H. Lewy tarafindan Parkinson hastalarinin beyin sapinda, substanti nigra’nin NM
iceren noronlarinin sitoplazmasinda tanimlanmistir[44]. Lewy cisimciginin yapisinda
a-siniiklein, sinfilin-1, ubikutin, noérofilamentler, oksitlenmis/nitratlanmis proteinler,
parkin, proteozomal 6geler ve 1s1 sok proteinleri bulunmaktadir[45]. LB’ler (Lewy
cisimcigi) 15pum’den daha biiyiik ¢apa, yogun hyalin ¢ekirdege ve bunun etrafinda net
bir 151k halkasina sahiptir.



Parkinson Hastalig1 i¢in karakteristik histolojik bulgu olan LB parkinsonizm bulgusu
olmayan, yaslanmakta olan kisilerde de goriilmiis ve bu bulgu, yeterince yasarlarsa bu
kisilerin de hastaliga yakalanabileceklerinin habercisi olarak kabul edilmistir. Ayrica
yasla birlikte nigral hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir. Ek olarak PH’nda
substantia nigradaki pigmentli ndronlarin toplam sayisinin, yasa gore eslestirilmis

kontrollerdekinin %31 ine diistiigii bulunmustur[45-48].

1.3.4. Parkinson Hastaliginin Genetigi

1990’ yillarin sonuna kadar PH’in sporadik bir hastalik oldugu diisiiniiliiyordu.
Bununla birlikte anlamli sayidaki olguda (%10-15), bu hastaligin Mendel kalitim
orlintlisii olmadan aileler icinde de olustugu gozlendi[24]. Bu gozlem PH’ in genetik
olmayan faktorlerin yani sira bazi genetik faktorlerce de belirlenen karmasik 6zellikte
oldugu diistindiirmektedir. Ciinkii PH fenotipi ya otozomal ya da ¢ekinik kalitimla bir
Mendeliyen ozellik olarak aktarilabilir. Alfa-siniiklein geni otozomal basat olarak
kaliimla aliman PH formlarinda mutasyon gecirmistir ve ayn1 zamanda da kodlanmis

protein sporadik PH’daki Lewy cisimciklerinin ana yapitasidir[49,50].

Bir mitokondrial protein kinaz olan PTEN tarafindan indiiklenen putatif kinaz 1
(PINK1), mitokondrial bozuklugun o©Onemine isaret etmektedir; oksidatif stres
algilayicis1 olarak DJ1, reaktif oksijen tiirlerinin nigral hiicrelerin sag kalimi i¢in zararl

etkilerine dikkat ¢cekmektedir[15].

2.3.5. Parkinson Hastalig1 ve Apoptoz

Son yillardaki en 6nemli arastirma konularindan biri PH’da dopaminerjik ndronlarin
apoptozla m1 yada nekrozla mi o6ldiikleridir. Programlanmig hiicre 6liimii PH i¢in iki
yonden oOnemlidir. Birincisi hiicre i¢i yapitaglarinin bozunmasini ve en sonunda
hiicrenin fagositozunu indiiklemek i¢in spesifik molekiiler yolaklar kullanilmaktadir. Bu
molekiiler yolaklar farmakolojik olarak hedef alinabilir. ikincisi, hiicre dliimiine gotiiren
coklu patojenik stiregler i¢in programlanmis hiicre 6liimii ortak sonlanim noktasidir.
Programlanmis hiicre 6limiinii gerceklestirmeden dnce, dopaminerjik néron birden bire

dejenere olmaz, ancak belkide yillar boyunca siiren baz1 agamalardan gecer|[15].
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“Programlanmis hiicre o6liimii” demek olan apoptoz, PH’da substansiya nigra pars
kompakta’daki dopaminerjik néronlarin 6liim seklidir. PH’I1 hastalarin beyin dokulari
tizerinde yapilan g¢alismalar kaspaz-1, kaspaz-3 ve TNF-R1 (tiimor nekroz faktor-
reseptorl) diizeylerinin Substantia Nigra’da, kontrol Orneklerine goére arttigini
gostermistir. Her {i¢ protein i¢in PH beyinlerinin diger bdlgelerinde kontrol 6rnekleri

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir[43].

PH’da goriilen hiicresel patoloji GGPH ile sporadik PH arasinda patolojik agidan biiytlik
farklar olmadigin1 gostermistir. Parkin’e baglt ORPH istisna olarak kabul edilirse, geri
kalan biitiin olgulardaki ortak payda Lewy cisimciklerinin varligidir. Lewy cisimcikleri
ubikiitine edilmis proteinler barindirmaktadir ki, bunlarin i¢inde a-siniiklein, sinfilin-1,
norofilament proteinleri mevcuttur. Bu da ilgili genlerde mutasyonlar olmadigi halde

hemen hemen ayni1 proteinlerin agregat olusturdugunu isaret etmektedir[44,51,52].

Bu asamada GGPH’da goriilen sorumlu genlerin kodladiklar1 proteinlerin islevleri
gb6zoniline alindiginda proteozom sistemi ve mitokondrinin PH’da goriilen molekiiler
patolojideki kilit rolleri netlesmektedir (Sekil 2.2). Ozellikle parkin, UCH-L1 ve DJ-1
proteinlerinin ubikiitin/proteozom sistemin-de oynadiklar1 roller, bu proteinlerin
islevlerini yerine getirememe, ya da yanlis yerine getirme durumunda hiicrede protein
yikiminin sekteye ugradigini, bunun sonucu olarak ortaya c¢ikan hiicresel stresin de

hiicreyi apoptoza gotiirebildigini gostermektedir[53,54].

Ayrica, bir sekilde DNA’s1 hasarlanmis (viriis etkisi veya c¢evresel nedenlerle) hiicreler
organizmanin zarar gormemesi i¢in kendilerini dldiiriirler (“cell suicide”) ve bunu
organizmanin yarari i¢in yaparlar. Genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA
hasarima yanit olarak p53’iin indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-
apoptotik bcl-2 ailesi {liyesi olan bax’in indiiksiyonuna yol agararak apoptozisi baslatir.
p53 bax’in indiiksiyonu haricinde ayrica Fas ve DRS5 gibi hiicre ylizey O6lim
reseptorlerinin indiiksiyonuna neden olarak da apoptozisi baslatabilir. Apoptozis ayrica
reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stres) hem mitokondri hem plazma membrani

hem de genom {izerinde olusturabilecegi hasarlara bagli olarak da baslatilabilir[15].
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Sekil 2.2. Parkinson Hastaliginda goriilen protein yolaklari

2.4. LENFOSITLER

Tiim kan hiicreleri gibi lenfositlerde gelismekte olan fetusun kemik iligi yada
karacigerindeki pluripotent kok hiicrelerden olusur. Geng lenfositler birbirinin aynisidir,
fakat daha sonra gelismelerini yaptiklar1 yere bagli olarak T ya da B hiicrelerine

dontstirler[55,56].

2.5. DNA YAPISI

DNA bir canliya ait biitiin bilgilerin sifrelendigi molekiildir. Genomumuzu olusturan
DNA molekiiliiniin yapisi, 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan
aciklanmistir. DNA molekiilii, bes karbonlu bir seker (deoksiriboz), fosfat grubu ve
azot¢a zengin purin (A: adenin, G:guanin) ve primidin (T: Timin, C:Sitozin)

bazlarindan olusan polimerik bir niikleik asit makromolekiiliidiir.

Hiicre boliinmesi sirasinda DNA molekiilii kendini esleyerek kalitsal bilgiyi ¢ogaltir ve
bunlar1 yeni olusan hiicrelere aktarir. DNA molekiilii birbiri ile sarmal yapan iki

zincirden olusmustur.
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Karsilikl1 gelen adenin ve timin arasinda iki hidrojen bagi, sitozin ve guanin arasinda ii¢
zay1f hidrojen bag1 bulunur. DNA molekiilleri 5° ucundan 3 ucuna dogru seker fosfat
omurgasindan olusan iki zincirin birbiri ekseni etrafinda birbirlerine antiparalelolarak
sarilmasi ile meydana gelen ¢ift sarmal yapidadir,bu yapiya “double helix” yapis1 denir.
Bir DNA zincirindeki adenin (A) nukleotidi (baz1) diger zincirdeki timin (T) baz ile,
guanin (G) bazi ise, diger zincirdeki sitozin (C) bazi ile baz ¢ifti olusturur. Her bir
zinciri olusturan niikleotitler deoksiriboz ve fosfat gruplar1 arasinda kurulan fosfodiester
baglar1 ile birbirine baglanir. DNA zinciri normal fizyolojik sartlardaki hiicrelerde
cogunlukla saga dogru doniimlii B-DNA formunda, nadir olarakta sola dogru doniimlii

Z-DNA formunda bulunur[57].

2.6. KROMOZOM YAPISI

Genetik materyalin varlig1 ilk kez 1869 yilinda Friedrich Miester tarafindan iltihaptaki
akyuvarlarda saptanmistir. 1944 yilinda Avery ve dig. [50] tarafindan DNA nin
kalitimdan sorumlu materyal oldugu belirlenmis, 1953 yilinda ise Watson ve Crick adli

arastirmacilar ¢ift sarmalli DNA yapisini ortaya koymuslardir [51].

Kromatin organizasyonunda ilk asama niikleozom olugumudur. Niikleozom ikiser adet
H2A, H2B, H3 ve H4 histon ve bir adet HI histon proteininden olusan 200 baz cifti
uzunlugunda DNA’nin paketlendigi bir yapidir. DNA’nin 145 baz ciftlik kismi sekiz
proteinden olusan i¢ bolge etrafinda yaklasik 1,75 bir doniim yapar.Hiicre boliinmesi
basladiginda kromozomlarin olusumu sirasinda bu ipliksi yapinin daha da yogunlasmasi
gerekir. Kromatin iplikcikler histon olmayan proteinlerin ve RNA molekiillerin
yardimiyla ilmekler yaparak bir protein iskelete tutunmus olarak yogunlasmaya devam

ederler[50,51].

Kromozomlar sentez fazi (S fazi) sirasinda replike olurlar. Replikasyon sirasinda tiim
DNA molekiilleri acgilmaktadir. Bu DNA molekiilleri metafaz kromozomlar1 ile
karsilastirildiginda veya interfaz kromatinin fibrilli yapisi ile karsilastirildiginda c¢ok
bliyliktiirler. Bu ylizden DNA molekiilleri, hem interfaz hem de S evrelerinde c¢ok
biiyiik boyutlar1 nedeni ile mutasyonlara neden olan fiziksel ve kimyasal ajanlarin agik
hedefleridir. Olugacak olan DNA hasar1 sonucunda mikroskopta goriilebilen yapisal

kromozom aberasyonlar1 olusur[51].
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2.7. KROMOZOM HASARLARI

Kromozomlarin sayis1 ve yapisindaki degisimlere kromozom aberasyonlar1 (KA) denir.
Kromatid kirik, kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom,
kardes kromatid birlesmesi, translokasyon, inversiyon, izokromozomlar yapisal
kromozom aberasyonlaridir. Bazi arastiricilar tarafindan KA olarak kabuledilemeyen
ancak yine de bir anormallik sonucu olusan yapisal bozukluklar ise gap, spiral

¢oziilmesi, kromozom kontraksiyonudur.

[k defa 1918 yilinda de Vries Oenothera’da translokasyon tipi anormalliklerin varligini
saptayarak, kromozom yapisinda degisikliklerin meydana gelebildigini gostermistir.
Morgan 1922’de ve Bridges 1923’te Drosophila’da translokasyon ve inversiyon tipi
anormalliklerin  oldugunu gozlemislerdir. Delesyon, duplikasyon, inversiyon,
translokasyon gibi kararli aberasyonlarin Drosophila tiikriikk bezi kromozomlarinda ve
misir pakiten kromozomlarinda kendiliginden olustugu gosterilmistir. Disentrik ve
halka olusumu gibi kararsiz aberasyonlarin McClintock’un 1942’de misirda yaptigi
calismalar sonucunda, genetik materyalin kirtlmasi, birlesmesi, kdprii olusumu sonucu

meydana geldigi saptanmistir. KA’lar1 organizmalarin evriminde rol oynamaktadir[52].

Yapisal kromozom aberasyonlari, aberasyonun kromozomun bir kromatidinde veya her
iki kromatidinde goriilmesine bagli olarak iki gruba ayrilir. Eger aberasyon tek bir
kromatidde goriiliiyorsa buna “kromatid tipi aberasyon”, her iki kromatidinde de
goriiliiyorsa  “kromozom tip aberasyon” denir. Bu aberasyon tipleri mutajen
uygulamasinin yapildigi hiicre siklusu sathasina ve kullanilan mutajenik ajanin tipine

baghdir[53,54].

2.7.1. Kromozom Tipi Aberasyonlar

GO ve G1 fazindaki iyonizan radyasyonlara maruz kalmis hiicrelerin kiiltiire edilmesi
sonucu metafaz evresinde goriilen disentrik, halka seklinde ve asentrik kromozomlar

gibi hasarlar, kromozom tipi hasarlar olarak adlandirilirlar.

Insanda dolasan kan lenfositleri genellikle GO veya G1 fazinda olan hiicrelerden
olustugu i¢in iyonizan radyasyonlarin bu hiicrelerde meydana getirdigi hasarlar

kromozom tipi olmaktadir. Daha ac¢ik bir ifade ile, kromozomun bir yerinde olusan
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hasar kromozomun her iki kolunda birden meydana gelen hasar sonucunda

olusmaktadir.

2.7.2. Kromatid Tipi Hasarlar

Iyonizan radyasyonlar, kimyasallar ve U.V. 1sinlarindan farkli olarak hiicre hangi fazda
olursa olsun hasar meydana getirirler. Olusan hasar hiicrenin i¢inde bulundugu faza gore
degisir. Hiicre GO /G1 fazinda ise kromozom tipi hasarlar G2/S fazinda ise kromatid tip
hasarlar meydana gelir. Kimyasallar ve UV radyasyonu ise faza bagli olmaksizin
kromatit tip hasar meydana getirirler. GO /Gl fazinda iyonizan radyasyona maruz
kalmis hiicrelerde kromatit tip aberasyon goriiliiyorsa bunun sebebi bu hasarin
radyasyon sebebi ile olugsmadigi veya hiicrenin kiiltlir ortaminda birden fazla boliinme

gecirmis olmasidir[52,53,54].

Kromatid Tipi Hasarlart;,

1. Terminal (ug) ve intersisyel (ara) delesyonlar

2. Akromatid lezyonlar (gap)

3. Izokromatit lezyonlar

4. iki kromozomun kromatidleri arasindaki asimetrik degisimler (interchange)
5. Iki kromozomun kromatidleri arasindaki simetrik degisimler (interchange
6. Simetrik ve asimetrik i¢ degisimler (intrachange)

7. Triradialler (Ug kollu konfigiirasyonlar) seklinde gézlenmektedir [51].

2.8. MIKRONUKLEUS OLUSUMU

MN’lar hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan,
tam kromozom veya asentrik kromozom fragmentlerindan kdken alan olusumlardir. Bu
durumda bu parca mikronukleus admi alir ve interfazda kolayca gorilebilir. MN
sayisindaki arti, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN’lar ya

klastojenlerin neden oldugu kromozom kirig1t sonucu asentrik kromozom
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fragmentlerinden, ya da aneujenlerin neden oldugu sentromer bdliinme hatalar1 ve 1§
ipligi fonksiyon bozuklugu sonucu anafaz sirasinda geri kalan tam bir kromozomdan
olusurlar [55,56,57]. Mikroniikleuslar sitoplazma ic¢inde, ana niikleusun disinda
olmakla birlikte, niikleusun sekil, yap1 ve boyanma 6zelliklerini aynen tastyan, kiigiik
kiiresel yapilar olarak tanimlanmaktadir[58,59]. Sekil 2.3’te MN analiz teknigi
kullanilarak hazirlanmis bir preparat tizerinde, 151k mikroskobunda ve 250 biiyiitmede,

goriilmesi muhtemel hiicre sekilleri sematik olarak verilmistir.

Sekil 2.3. Mikroniikleus ve biniikleatin mikroskobik goriiniimii

MN’lar ilk kez 1 yy kadar 6nce Howell tarafindan eritrosit sitoplazmasinda goriilmiis ve
bu yapilara “niikleer materyal fragmenti” denmistir. Bunlar 1900’1l yillarin baslarinda
Jolly terminolojisinde “intraglobuler korpiiskiiller” olarak tanimlanmistir[59]. Bu
yapilar “Howell-Jolly cisimcikleri” olarak bilinir. Benzer yapilar 1937°de Brenneke
tarafindan fare, sican embriyolarinda ve 1951°de Thoday tarafindan Vicia faba’da da
gOriilmiistiir] 60]. Bunlara “fragment nukleuslar” veya “mikronukleuslar” denmistir.
Evans vd. 1959’da Vicia faba kok uglarinda MN’lar1 radyasyona maruz kalan
hiicrelerde gordiiklerini, asentrik fragmentlerden orjinlendiklerini ve mitozun son

safhasinda iki yavru niikleustan ayrilarak olustuklarini bildirmislerdir. Vicia faba kok
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uclarinda ndtron ve gama isinlariin etkisini karsilagtirdiklart ¢alismada, sitogenetik

hasarin belirteci olarak MN’larin kullanilabilirligini tespit etmislerdir[60].

[Ik kez MN test yontemini 6neren Boller ve Schmid 1970’te ve Heddle 1973’te
ajanlarin genotoksik potansiyellerini 6lgmek icin kemik iligi eritrositlerinde MN’u test
yontemi olarak kullanmiglardir[60,61]. Daha sonra 1980°de MacGregor vd. tarafindan
bu metod periferik kanda dolasan polikromatik eritrositlerde denenmis ve en az kemik
iligi metodundaki kadar hassas oldugu gozlenmistir. Bu metod hayvanlar1 6ldiirmeden

fazla sayida 6rnek alinmasina olanak verdigi i¢cin daha avantajli sayillmistir[61].

Countryman ve Heddle 1976 yilinda yaptiklar ¢alismada, lenfositlerde MN olusumunu
belirleyerek, kromozom hasarinin meydana c¢ikarilmasinda diger bir uygulanabilir
hiicresel sistem ileri siirmiislerdir[62]. Von Ledebur ve Schmid 1973’te, Hogstedt ve
Karlsson 1985’te gelistirdikleri modifiye metodlarla, aneuploidiye yol acan ajanlar ile
klastojenleri  birbirinden ayirmada, MN biiyiiklik farkindan yararlanmislar;
klastojenlerce uyarilan MN’larin asentrik kromozom fragmentleri iceren kiictik,
aneujenlerce uyarilan MN’larin tam kromozomlar icerdigini ve daha biiylik ebath

oldugunu gostermislerdir[61,62].

1985 ve 1986 yillarinda Fenech ve Morley tarafindan Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-
Block) metodu gelistirilmistir[63]. MN arastirmalarinda in situ hibridizasyon (ISH)
teknigi, ilk defa kromozomlarin sentromerini tanimlamak i¢in Norppa vd. tarafindan
1993°te uygulanmistir. Daha sonra Richard vd. 1994’te floresan insitu hibridizasyon
(FISH) teknigi ile MN olusturan kromozomlarin her birinin kimligini belirleyebilecek
teknolojik gelismeler saglamislardir. Sentromerik problu floresan in situ hibridizasyon

metodu, aneuploidiyi indiikleyen bilesiklerin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir[64].

2.9. MiKRONUKLEUS TESTi YONTEMIi VE UYGULAMA AMACI

MN yonteminin gelistirilmesinde en 6nemli adim, MN olusumuna izin veren, bir
cekirdek boliinmesini tamamlamis hiicrelerin sayilmasinin esas alinmasidir [63].

Sitokinezi-blok mikronukleus metodunu gelistiren Fenech ve Morley (1985, 1986)
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hiicre kiiltlirline mitoz sirasinda sitoplazma bdliinmesini durduran aktin inhibitorii
cytochalasin-B (Cyt-B) ilave ederek c¢ekirdek boliinmesini tamamlamig, ancak
sitoplazmik  boliinmesini  gergeklestirememis  ¢ift  ¢ekirdekli  hiicreler elde
etmislerdir[60,63]. Incelenen alanda kiiltiir siiresi icinde ikinci boliinmesini tamamlamis
4 c¢ekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve
Countryman’in (1976) kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde goriilen MN’lar

degerlendirme dis1 birakilmaktadir.

Heddle ve Countryman’in (1976) kriterlerine gore:

1- MN esas niikleus ile ayn1 yapida olmalidir.

2- MN esas niikleustan kii¢iik olmalidir.

3- MN esas niikleustan ayri, yuvarlak veya yaklasik yuvarlak sekilli olmalidir.
4- Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 15181 yansitmamalidir.

5- MN feulgen pozitif veya diger DNA’ya 6zel reaksiyonlarda pozitif reaksiyon
gostermelidir.

6- MN’lar sitoplazmasi iyi gozlenen hiicrelerde sayilmalidir.

7- MN olusumu doza bagli olmalidir.

Sitokinezi-blok Mikronukleus (CBMN) teknigi in vitro genotoksisite testleri, insan

populasyon taramasinda kolayca uygulanabilecek bir tekniktir[63].

MN teknigi, en ¢ok ¢esitli kimyasallara ve fiziksel ajanlara maruz kalmis bireylerin
taranmas1 amaci ile, bireyler arasinda genetik hasarin temel seviyesini anlamak ve
cesitli ajanlarin klastojenik ve aneujenik potansiyellerini degerlendirmek amaci ile insan

lenfositlerini de igeren farkl: tip hiicrelerde genis capta kullanilmaktadir[63].
2.10. MIKRONUKLEUS TESTININ AVANTAJLARI

MN test yontemini sitogenetik anormallikleri belirlemede etkili bir metod yapan, farkli

hiicre tiplerinde in vitro sartlarda yaygin uygulanabilirligi ve sayim kolayligidir. Ayrica
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elde edilen verilerin ¢ok sayida olmasi istatistiksel dayanaginin giiclii olmasini saglar.
Fenech 1997°de, Kirsch-Volders 1997°de, Eastmond ve Tucker 1989°de MN test
yonteminde kinetekor veya sentromeri belirleyen metodlar kullanarak; kromozom
kirigt nedenli MN ile kromozom geri kalmast nedenli MN’ lar1 birbirinden ayirmanin
kolay oldugunu belirtmislerdir[63]. Immiinokimyasal isaretleme metodlar1 ile CBMN
test yontemi, MN olusumundan sorumlu esas mekanizmanin anlagilmasini saglar. Cift
iplik DNA kiriklari, asentrik fragmentli MN olusumuna ve mitotik iplikteki hata, tam
kromozomlu MN olusumuna neden olmaktadir [60]. Kirsch-Volders vd. (1997) ile
Fenech vd. (1997) yaptiklar1 ¢alismalarin sonuglarina gore, bu yontem klastojenik ve
aneujenik etkileri birbirinden ayirabilmekte ve Elhajouiji vd.’nin (1997) yili ¢alisma
sonuclarina gore de ayrica, doz-cevap egrisi, tam kromozom ve kromozom ayrilmamasi
sonuclarina uygulanabilmektedir [60]. Bundan dolay1 in vitro MN test yontemi bilimsel

olarak yeterli ve giiclii kabul edilmektedir [60,62].
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MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY GRUBU

Bu calismaya 40-80 yas araliginda olan 60 kisi katilmistir. Hasta grubu i¢in parkinson
hastalig1 teshisi konmus 30 hastadan, kontrol grubu i¢in 30 saglikli bireyden kan
alinmistir. Bireylerden alinan kan 5 ml’lik lityum-heparinli ve vakumlu 2 adet steril

tiibe konulmustur.

Calisma Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 05.01.2011 tarih 62 sayili karar ile
yapilmistir.

3.2. KAN ORNEKLERININ ELDE EDILMESIi VE KULTURE ALINMASI

Hasta ve saglikli bireylerden alinan kanlarin 0,5ml‘si, phytohemagglutinin (PHA, 20
ng/ml), 4 ml besiyeri (RPMI-1640 medyum) ve 0,5 ml Newborne Calf Serum ile kiiltiir
sigeleri icine ekilerek 37°C’ de inkiibasyona birakilmistir. Hidrojen peroksit uygulanan
gruplar i¢in hiicreler kiiltire konulmadan 6nce 0,20 ml hidrojen peroksit ekleyerek
muamele edilmis ve daha sonra Kkiiltire konulmustur. Phytohemaglutinin,
Phaselousvulgaris (fasiilye) bitkisinden elde edilen bir proteindir ve GO fazinda bulunan

T lenfositlerini sitimiile ederek hiicre siklusunda ilerlemelerini aktive etmektedir.

Inkiibasyonun 44. saatinde kiiltiir ortamma 0.20 ml cytochalasin-B (Sigma;USA)
eklenerek hiicreler 28 saat daha inkiibasyonda tutulduktan sonra toplam 72 saatlik kiiltiir
siiresini tamamlayan hiicreler 200g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Cytochalasin-B
hiicrelerin sitokinezde durdurulmasi i¢in kullanilmaktadir. Dibe ¢oken kisma 0.075 M
KCI ¢ozeltisi ilave edilerek, hiicreler tekrar 200g’de 10 dk. santrifiij edilerek
siipernatant atilmis ve c¢oken kisma 7:1 oraninda metanol:asetik asit karigimi ilave
edilerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem toplamda ii¢ defa tekrarlandiktan sonra

hiicreler -20°C de bekletilen lamlar {izerine pasteur pipeti ile damlatilarak biniikleat
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hiicreler elde edilmistir. Kurutulan lamlar %5 lik Giemsa boyasi ile 10 dk. boyanip

lamel ile kapatilmis ve 151k mikroskobunda incelenmek iizere hazir hale getirilmistir.

3.3. PREPARATLARIN DEGERLENDIRILMESI

Giemsa ile boyanan preparatlar X400 biiylitme ile mikroskopta incelenmistir.
Preparatlarda mikroniikleus iceren ve igermeyen hiicreler sayilarak mikroniikleus
frekanslari, 1’11, 2’li, 3’14 ve 4’1 cekirdekten olusan hiicrelerin tespit edilmesi ile de
proliferatif indeksler her bir birey i¢in tespit edilmistir. Mikroniikleuslarin dogrulugu

X1000 biiyiitme ile kesinlestirilmistir.
Biniikleat hiicrelerin degerlendirilmesinde de su kriterler kullanilmistir [67,68,69];

l. Biniikleat hiicredeki iki niikleus intakt niikleer membrana sahip olmalidir ve ayn1

sitoplazmik sinirlar icinde bulunmalidir.

2. Bintikleat hiicredeki iki niikleus yaklasik olarak esit biiyiikliikte, esit boyama

yogunlugu ve esit boyama oraninda olmalidir.

3. Biniikleat hiicredeki iki niikleus, biiylik niikleusun ¢apinin 4’te birinden genis

olmamak sart1 ile ¢ok ince bir niikleoplazmik koprii ile baglanabilir.

4. Biniikleat hiicredeki iki ana niikleus birbirine dokunabilir ama {istii {iste
binemezler. Ust iiste gelen iki niikleuslu bir hiicre, her bir niikleusun niikleer simirlari

ayirt edilebilir oldugu siirece skorlanabilir.

5. Biniikleat hiicrenin sitoplazmik sinir1 veya membrani intakt olmali ve agik

sekilde bitisik hiicrelerin sitoplazmik sinirlarindan ayirt edilebilir olmalidir.
MN skorlamasinda ise asagidaki kriterlere uyulmustur:

l. Insan lenfositlerinde MN’ nin ¢ap1 ana niiklusun ¢apinin 1/16 ile 1/3’i{i araliginda
olmalidir. Bu da sirasiyla, BN hiicredeki ana niikleusundan birinin alaninin 1/256 ve

1/9’u ile uyumludur.

2. MN’ ler yuvarlak ve oval sekilde olmalidir.
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3. MN’ ler 15181 kirmazlar ve bu nedenle boya partiikiilleri gibi artefaktlardan
kolayca ayirt edilebilirler.

4. MN?” ler ana niikleusa bagli olmamalidir.

5. MN, ana niikleusa dokunabilir ama iist liste gelmemeli ve mikroniikleer sinirlar

niikleer sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.

6. MN genellikle ana niikleus ile ayni boya yogunluguna sahip olmalidir, fakat
bazen daha siddetli de olabilir [69].

3.4. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Hasta ve kontrol gruplarindaki her bir bireyin lenfositlerindeki spontan ve hidrojen
peroksit (H,O,) stresi sonrast meydana gelen MN frekanslari eslestirilmis (paired) t-test
ile karsilastirilmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalar igin ise eslestirilmemis (unpaired) t-
test kullanilmistir. Spontan ve mutlak MN frekanslar1 ile proliferatif indekslerin

Parkinson hastalig1 iizerine olan etkisi degerlendirilmistir.
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BULGULAR

4.1. HASTA GRUBUNA AIT PERIFERIK KAN LENFOSITLERI KULTUR
SONUCLARI

Bu tez caligmasinda 43-80 yas araliginda, yas ortalamasi 66 olan 10 kadin ve 20 erkek
ile olmak tizere 30 kisilik hasta grubu ile ¢alisilmistir. Hasta grubunu yeni veya en fazla
2 y1l 6ncesinde Parkinson teshisi konmus bireyler olusturmaktadir. Bu gruptaki bireyler

hastalik seviyelerine gore farkli ilaglar kullanmaktadir.

Hasta grubunun spontan MN dagilimlari, MN frekanslar1 ve proliferatif indeksler
Tablo.4.1’de gosterilmektedir. Tabloda verilen toplam hiicre (N), biniikleatlarla beraber
sayilan bir (M1), iki (M2), ii¢ (M3), ve dort (M4) niikleatli hiicrelerin toplam sayisini
gostermektedir. Hasta grubuna ait MN olusum frekanslart 0.019+ 0.007 (standart
sapma) ortalama ile 0.007 ve 0.035 araliginda dagilmaktadir.

Tablo.4.1 Parkinson hastalarin lenfositlerindeki spontan olarak skorlanan deney sonuglart.

MN dagihim
Hasta BN | MN M1 |M2| M3 | M4 | MN/BN Pi

Cinsiyet | Yas IMN | 2MN | 3MN | 4MN | SMN

1 | Erkek | 43 (1009|1919 | O 0 0 0 ||1478] 0 | 57 | 46 | 0,019 (1,160

2 | Erkek [4s (101313 9 [ 2 [ o [ o | o [1148] 0|39 |32 |0,013[1,143

3 | Erkek [ 49 [1020[20 20 [ 0 [ 0 [ o [ o [1208] 0 |50 |48 | 0,02 [1,175

4 | Erkek ['s3 10111810 4 [ o [ o | o [1349] 0 [114]123]0.018 1,376

s | Erkek [ s [1024[13] 9 [ 2 [ 0o | o | o | 798 |[56]187]166]0,013[1,769

6 | Kadm | 59 [1012(35( 29 | 3 0 0 0 ||1469] 0 |104] 97 | 0,035 (1,299

7 | Erkek [ 60 [1013 |17 || 13 | 2 0 0 0 [1445] 0 |176]178( 0,017 | 1,492

8 | Kadmn |61 [1045[18( 15| 1 [ 1 [ 0o | o [[1132| 0|29 | 17 {0,017 [ 1,003
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9 | Kadm | 63 |1006| 16|16 | 0 | 0 | 0 | 0 [1547| 0 [152]|148] 0,016 | 1,405

10 | Erkek [ 65 [1012|35[ 29 | 3 | 0 [ 0o | 0 [[1648[ 6 |33 |30 [0,035]1,004

1 | Erkek | 65 100923 19| 2 [ 0o | o | o [[2562] 0 [105]| 86 |0,023 ]| 1,17

12 | Kadm | 65 1100016 13 | 0O 1 0O [ O [[1986| 0 | 96 | 45 | 0,016 1,154

13 | Kadm |65 110041715 1 [ 0o | o | o [[1141]12] 96 | 93 [0,017| 1,36

14 | Kadm [ 66 [1000[28[ 25| 0 | 1 [ o | o [[1834[ 0 |28 [ 19 [0.028] 1,06

15 | Erkek | 67 |1001[16| 13 | O 1 0 0 ||1359] 0 | 82 | 56 | 0,016 | 1,222

16 | Erkek | 67 1101517 || 15 | 1 OO O (2015] 0 |102| 43 (0,017 1,154

17 | Erkek [ 63 [1011[18[ 18| 0 [ 0 | 0 | 0 |[2056| 5 | 76 | 76 | 0,018 1,174

18 | Erkek | 68 [1009[19 19| 0 [ 0 | o | o [[1331] 0 [120[133 0,019 (1,403

19 [ Erkek [ 63 [1011{ 9] 9 [ 0o [ o[ o] o[[1760[ 0555500091147

20 | Kadm | 69 [1009(20( 11| 3 1 0| O ||1814] 0| 75| 83| 0,02 |1,202

21 | Erkek [ 70 [1011]29( 20| 3 [ 1 [ o | 0 [[454 [0 [150[137 0,020 1,96

22 | Erkek [ 71 [1007 |30 26 [ 2 | 0 | 0o | 0 [1478[ 0 [ 49|38 | 003 |1,135

23 | Erkek | 71 [1006(25( 22 0 | 1 | o [ o [1853| 0 [103] 69 [0,025 [1,204

24 | Erkek [ 72 [1002[10] 10| 0o [ o [ o [ o [1112] 0|23 [ 15| 0,01 [1,079

25 | Erkek [ 72 [1003[15[ 10 [ 1 | 1 | o | 0 [1102[10] 78 [ 70 [0.015| 1,298

26 | Erkek |75 11013[17[ 13| 2 | 0o [ 0 | 0 [1578| 0| 76 | 52 | 0,017 [ 1,181

27 | Kadmn [ 77 [1015[18 13| 1 [ 1 [ o | 0 [1202] 0 | 83|62 [0,018]1,261

28 | Kadmn | 78 11010( 7 || 5 1 0 0 0 ||2149] 0 |204 1211 0,007 | 1,406

29 | Erkek [ 79 |1006(16( 10 | 3 0 0 0 (1207] 0 |120| 64 | 0,016 1,311

30 | Kadm | 80 (101714 12 [ 2 0 0 0 [|1923] 0 |102] 74 | 0,014 (1,203

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu
hiicre, PI; proliferatif indeks.

Ayrica birli (M1), ikili (M2), tiglii (M3) ve dortlii (M4) niikleuslara sahip olan hiicreler

dikkate alinarak proliferatif indeks her bir birey i¢in hesaplanmistir. Proliferatif indeks;
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PI=M1+2M2+3M3+4M4/(M1+M2+M3+M4) seklinde formiile edilmektedir. Hasta
grubuna ait spontan proliferatif indeksler 1.270+0.199 ortalama ile 1.060 ve 1.960

araligindadir.

Tablo 4.2°de hasta grubuna ait in vitro hidrojen peroksit (H,O;) uygulamasi sonucu elde
edilen deney sonuglar1 verilmektedir. H,O, uygulamast sonucu olusgan MN olusum
frekanslart 0.014 + 0.005 (ortalama+ standart sapma) ortalama ile 0.005 ve 0.024

araliginda dagilim gostermektedir.

Tablo.4.2 Parkinson hastalaria ait lenfositlerdeki in vitro H,O, uygulamas1 sonucu skorlanan
deney sonuglari

MN dagilim
Hasta BN MN M1 M2 | M3 |M4 [MN/BN |Pi

Cinsiyet | Yas IMN | 2MN | 3MN | 4MN | SMN

1 | Erkek |43 |1000( 8 || 8 0 0 0 0 ||1411] O | 46 | 47 | 0,008 1,155

2 | Erkek 43 f1010( 6| 6 | 0 [ 0 | 0| 0 [1423[2 56|43 |0006] 1,16

3 | Erkek [49 [1007[15[ 11| 2 [ o [ o [ o [1364] 063 |78 [0,015][ 124

4 | Erkek [s3 [1013] 7 7 | o[ o[ o0 | o[1189|0|82|56 [0007] 125

5 | Erkek |58 |1023 (13| 10 | O 1 0 0 999 | 3|96 | 830,013 (1,376

6 | Kadm [59 [1008 (12 8 0 0 1 0 (1078] 0 | 80 | 98 | 0,012 | 1,361

7 | Erkek [60 |1002 (18] 11 | 2 1 0 0 || 758 | 0 |100] 73 | 0,018 | 1,45

8 | Kadn [61 [1004[11] 7 [ 2 [0 |0 |0 [851|[3]17]| 7 [0,011]1,066

o | Kadm 63 [1018[17] 11| 3 | 0 | 0 | 0 [1352] 5 [284]225] 0,017 1,669

10 | Kadm T6s [1009[23 15[ 4 [ o [ o [ o [1129] 7 [106] 92 [ 0,023 1,371

1 | Erkek 65 (1007|1010 | 0 | 0 [ o | 0 [[1531[ 2|35 (28 | 0,01 |1,008

12 | Erkek 165 [1005(20( 15 | 1 1 [ 0] O (1890 0 [124]|100| 0,02 | 1,26

13 | Kadm [6s [1007[ 8| 6 [ 1 [ o[ o | o [[1080]7 |67 |69 [0008][1,285

14 | Kaam o6 11017 5 5 [ 0 | 0o [ o | 0 [2047[0| 8 [ 8 [0005]1,019

15 | Erkek 167 (1004|1310 | O 1 0 0 ||1325| 2 | 59 | 40 | 0,013 | 1,168
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16 67 11023 (15| 13 0 14721 6 | 75| 45 (0,015 1,182
17 | Erkek ]6g (100210 5 0 17301 0 | 19| 18 | 0,01 [ 1,052
18 | Erkek Jgg 1102610 8 0 17351 0 | 56 | 48 | 0,01 |1,139
19 | Erkek |68 11008 16| 11 0 1865| 3 | 86 | 53 (0,016 | 1,166
20 | Kadm |69 (100216 9 0 1730| 0 | 23 [ 32 | 0,016 | 1,08
21 | Erkek |79 11001 (20| 12 0 13841 0 | 21 | 17 | 0,02 | 1,065
22 | Erkek |71 1100514 || 12 0 1635 0 | 25 | 45 (0,014 |1,108
23 | Erkek [71 [1025[13] 10 0 1745| 0 [103| 95 | 0,013 | 1,253
24 | Erkek 175 1100023 17 0 1370( 16| 36 | 31 | 0,023 (1,125
25 | Erkek |75 11023 (17| 15 0 1167 4 | 58 | 69 (0,017 | 1,252
26 | Erkek 175 11006 (15 12 0 1490| 0 | 89 | 54 | 0,015 (1,208
27 | Kadm |77 141008 (10( 8 0 1236 0 | 53 [ 69 | 0,01 | 1,23
28 | Kadm |78 {1006 (13| 7 0 668 | 0 [173(163]0,013 1,832
29 | Erkek (79 |1010]| 15| 7 0 707 1 0] 78 |116(0,015|1,559
30 | Kadm |80 (101324 | 17 0 1845(0 |105| 86 (0,024 | 1,23

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu

hiicre, PI; proliferatif indeks.

Hasta grubunun spontan mikroniikleus sikliklar1 ile H,O, tedavisi sonrasi elde edilen
MN sikliklar eslestirilmis t-testi ile karsilagtirildiginda (Tablo 4.5) aradaki fark anlaml
bulunmustur (p<0.01).

H,0; uygulanan hasta grubuna ait proliferatif indeksler ise 1.247 ortalama ile 1.019 ve
1.832 araliginda (Tablo 4.2) dagilim gostermektedir. Eglestirilmis t- testi ile bu gruba

ait degerler karsilastirildiginda (Tablo 4.4) ise fark bulunmamistir (p=0.648).




26

4.2. KONTROL GRUBUNDAN ELDE EDIiLEN BULGULAR
Calisgmamizin kontrol grubunu, hasta grubuna uygun cinsiyet ve 42 - 80 yaslar
arasindaki saglikli 30 birey olusturmaktadir. Tablo 4.3’de kontrol grubuna ait spontan

MN olusum frekanslar1 ve PI degerleri bulunmaktadir.

Tablo 4.3.Saglikli gruba ait lenfositlerdeki spontan olarak skorlanan deney sonuglari

MN dagilim
Hasta BN MN M1 M2 | M3 |M4 [MN/BN |Pi
Cinsiyet | Yas IMN | 2MN | 3MN | 4MN | SMN
1 Erkek [ 4211000 (15 9 3 0 0 0 || 1378 [ 5 (68 | 75 ]0,015| 1,24

2 Erkek (431100318 7 [ 4 | 1 [ o | o [ 1523 | 0| 85|55 |0,018 1,201

3 Erkek 14911003 (21| 14 | 2 1 0 0 [| 1396 [ 0 | 99 | 86 | 0,021 [1,288

4 Erkek | 531100513 9 | 2 0 0 0 || 2036 [ 0| 82|68 |0,013(1,168

5 Kadin | 54 [1011 |17 7 5 0 0 0 || 1486 [ O [ 96 | 86 | 0,017 | 1,27

6 Erkek | 58 |1015| 20| 15 | 1 1 0] 0 | 1069 [ 3 |86 |47 | 0,02 |1,262

7 Bayan |59 11002 (13| 9 2 0 0 0O || 1058 [ 3 [ 58 | 35 |0,013 1,194

8 Erkek |60 |1023 (361 22 | 7 0 0 0 995 | 0|59 | 38 (0,035]1,212

9 kadn 160 (1014|1910 | 2 | 1 | 0o [ 0 | 1258 | 0 |47 [ 58 [0,019 (1,197

10 | kedn [63[1018[15] 8 [ 2 | 1 | o | o | 1358 | 3 [158[195]0,015 (1,527

1 | kadn fg514023{231 19| 2 | 0 [ 0 | 0 | 1625 |7 [106] 55 |0,022 1,214

12 Erkek 16511004 (26| 14 | 6 0 0 0 || 1358 [ 2| 35| 36 (0,026 |1,126

13 | Erkek |66 [1013[24[ 14 | 5 | 0 | 0 | 0 [[13368| 0 [115[108] 0,024 1,041

14 | Erkek [6711001[15] 9 [ 3 [0 | 0 | 0 [ 1396 |0 |58 |36]|0015]| 1,15

15 | Erkek [68 (1002|2510 2 | 1 [ o | o [ 2583 |0 [125[112]0,025 1,208

16 | Ekek |68 (101414 8 [ 3 | 0 [ O [ 0 [14568| 0 | 19 [ 10 | 0,014 | 1,005

17 | Erkek (68 (1025(12 6 [ 3 | 0 | 0 | 0 1236 |0 |56 |48 |0,012(1,191

18 | kKadm [69f1011[15] 7 | 4 | 0o | 0o [ o [18532| 0 | 23 | 45 {0,015 1,01
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19 | kadm |69 |1006|25[| 10| 6 | 0 | 1 | o | 2058 |0 |88]48]0,025]|1,146

20 Erkek 1701101225 12 | 5 1 0 0 || 1235 (0|21 |11 (0,025|1,059

21 | Erkek f7101012(241 14 [ 5 [ 0 | 0 | 0 [[1985 |0 [ 25|45 |0.024] 1,00

22 | Ekek [79]1017[15] 9 [ 3 [ o [ 0o | o [[1789 [0 | 96 | 85 [0.015[1,227

23 | Erkek [72]1002[36] 23| 5 | 1 | o | o | 1658 |16] 36 | 48 | 0,036 [1,132

24 | Erkek [ 72100036 15| 5 [ 1 | 2 | o [ 1039 |0 |96 |56 |0,036]1,302

25 | Erkek (731100716 10| 3 [ 0 | 0 | 0 |[1742 |0 | 96 |65 |0.016(1,203

26 Erkek | 7511000 (14| 7 2 1 0 O || 1490 [ 0 | 89 | 53 (0,014 | 1,206

27 | kadm |76 [1000(20) 8 | 6 [ 0 | 0 | 0 [1378 |0 |78 |69 | 002 1238

28 | kadn [7g11009]27] 18 | 3 [ 1 [ 0 | 0 [ 2058 |0 |85 (6300271163

29 Kadin (78 (1000118 | 12 [ 3 0 0 0 || 1475 0 [153(105]0,018 | 1,358

30 Erkek | 7811008 (35] 24 | 3 1 0 0 997 | 0 | 78 | 356 (0,035 |1,855

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu
hiicre, PI; proliferatif indeks.

Tablo 4.3 de verilen saglikli gruba ait spontan MN olusum frekanslar1 0.021 + 0.007
ortalama ile 0.012 ve 0.036 araliginda dagilim gostermektedir. Proliferatif indeksler
ise 1.216 £ 0.159 ortalama ile 1.010 ve 1.855 araliginda degismektedir.

Tablo 4.4’te kontrol grubuna ait in vitro H,O, uygulamasi sonucu skorlanan MN
frekanslar1 ve proliferatif indeks sonuglar1 verilmektedir. MN olusum frekanslar1 0.021
+ 0.006 ortalama ile 0.01 ve 0.033 araliginda bulunmaktadir. Proliferatif indeksler
1.194 + 0.063 ortalama ile 1.061 ve 1.315 araliginda bulunmaktadir.
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Tablo 4.4: Saglikli gruba ait lenfositlerdeki in vitro H,O, uygulamasi sonucu skorlanan deney
sonuglari

MN dagilim .

Hasta BN |[MN M1 [M2[M3 |M4 |MN/BN|PI
Cinsiyet | Yas IMN | 2MN | 3MN | 4MN | 5SMN

1 Bay (4211024112 6 3 0 0 0 |[1236] 0 | 53 | 52 10,012 | 1,195

2 Bay (43100520 7 5 1 0 0 |[1369] 0 | 45| 40 10,02 |1,144

3 Bay (4911025|11 || 5 3 0 0 0 |[1852] 0 [ 75 | 63 |0,011 [1,17

4 Bay (5311004122 14 || 4 0 0 0 |[2302] 0 | 76 | 68 10,022 | 1,146

5 Bayan | 54 11000 (12| 8 2 0 0 0 (1472 0 | 48 | 40 |0,012 (1,138

6 Bay [58]1023|28| 13 [ 6 1 0 0 (1254 3 | 96 | 86 |0,027 | 1,315

7 Bayan (59 |1025(30| 16 | 7 0 0 0 (|1368] 5 | 68 | 65 |0,029 (1,223

8 Bay 60100319 15 | 2 0 0 0 [|1000]| 0 | 35| 32 |0,019 (1,156

9 Bayan (60 |1008 (28| 12 | 8 0 1 0 (|1472] 0 | 89 | 850,028 [ 1,263

10 Bayan (63 |1003 |27 14 | 5 1 0 0 ||1789] 3 | 75 |12410,027 | 1,264

11 Bayan (651002 (16 10 | 3 0 0 0 (2147 5 | 76 | 98 |0,016 1,194

12 Bay |65|1000(19| 13| 3 [ O | O | O |1235| 2 | 71| 85 (0,019 [1,287

13 Bay |66|1002(25| 15| 5 [ O | O | O |1368| O [100| 47 |0,025 [1,225

14 Bay 67100022 12 [ 2 0 1 0 (1869] 0 | 25 | 76 | 0,022 [ 1,141

15 Bay | 681004 (33| 14 | 8 1 0| O ||1475] 0 | 48 | 62 |0,033 (1,178

16 Bay (68100627 17 5 | 0 | O | O |[1685( 0 | 68 | 76 |0,027 |1,2

17 Bay | 6810072513 ] 6 | O [ O | O (1654 0 | 96 | 38 (0,025 | 1,171

18 Bayan | 69 | 1006 |31 17 [ 7 0 0 0 ||1472] 0 |125] 28 | 0,031 [ 1,206

19 Bayan (69 |1000(25] 10 | 8 0 0 0 ||1247] 0 |142] 48 |0,025 (1,298

20 Bay [(70]1002|16| 6 5 0 0 0 (1235] 0 |100| 68 [0,016 | 1,288

21 Bay (71100018 8 5 0 0 0 (1685 0 | 98 | 45 (0,018 [ 1,181

22 Bay (7111017123 7 8 0 1 0 (1348 0 | 86 | 67 (0,023 | 1,249
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23 Bay [72]1003|23| 8 [ 6 1 0 0 (1398114 | 97 | 48 |0,023 [ 1,226
24 Bay (7211007 |17 | 7 5 0 1 0 (1568 0 | 48 | 45 10,017 (1,139
25 Bay (73100722 8 7 0 0 0 ||1654| 8 | 64 | 35 10,022 (1,137
26 Bay [75]1000|14| 6 | 4 0 0 0 (5678 0 | 47 | 86 | 0,014 [ 1,061
27 Bayan 761008 |23 17 | 3 0 0 0 (1378 0 | 75 | 47 10,023 (1,194
28 Bayan | 78 |1006| 19| 8 | 4 1 0 0 ||2058 12| 54 | 46 |0,019 (1,119
29 Bayan | 78 | 1007 | 18| 8 5 0 0 0 (1247 0 | 47 | 68 |0,018 (1,219
30 Bay (78]1003|10| 6 0 0 1 0 ||2875] 0 | 52 | 50 |0,01 (1,085

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu

hiicre, PI; proliferatif indeks.

Eslestirilmis t-testi ile kontrol grubuna ait dogal MN frekanslar1 ile in vitro H,O,

uygulamasi sonucu olusan MN frekanslar1 karsilastirildiginda (Tablo 4.3) aradaki fark

anlamsiz bulunmustur (p=0.959).

H,0, uygulanmig ve uygulanmamis proliferatif

indeksler arasinda da anlamli bir fark (p=0.477) bulunmamaistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.5: MN frekanslarinin gruplar ici ve gruplar arasi karsilastiritlmast

Hasta grubu Kontrol grubu Eslestirilmemis t-testi
SpontanMN frekansi = SD 0.019+ 0.007 0.021+ 0.007 p=0.254
H,0, MN frekansi + SD 0.014 £ 0.005 0.021 £ 0.006 p<0.0001
Eslestirilmis t-testi sonucu p<0.01 p=0.959

Tablo 4.5’te hasta grubunun spontan MN frekanslari ile kontrol grubunun spontan

MN frekanslar1 eslestirilmemis t-testi (unpaired t-test) ile karsilastirilmistir.

Aradaki fark anlamsiz bulunmustur (p= 0.254). H,0, uygulanan kontrol ve hasta

grubu arasinda ayni uygulama yapildiginda, arada anlamli bir fark gozlenmistir

(p<0.0001).
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Tablo 4.6 Grup ici ve gruplar arasinda proliferatif indekslerin karsilastirilmasi

Hasta grubu Kontrol grubu Eslestirilmemis t-testi
Spontan PI degerleri + SD 1.270+ 0.199 1.216 £0.159 p=0.253
H,0, PI degerleri + SD 1.247 £0.185 1.194 + 0.063 P=0.141
Eslestirilmis t-testi sonucu p=0.648 p=0.477

Tablo 4.6’da kontrol ve hasta grubuna ait olan spontan PI degerleri gruplararasi

eslestirilmemis t-testi ile

karsilastirildiginda  iki  grup

arasinda fark anlamsiz

bulunmustur (p= 0.253). H,O, uygulanan kontrol ve hasta grubu i¢in PI degerleri

karsilastirildiginda da gruplar arasi farkin olmadigi (p=0.141) oldugu bulunmustur.
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TARTISMA VE SONUC

Parkinson hastalig1 genetik etkinligin yaninda birgok cevresel risk faktorlerinin
sonucunda olusan norodejeneretif bir hastaliktir. Yas, genetik ve cevresel faktorler
gibi bir¢ok sebebe sahip olan bu hastaligin heniiz kesin olarak ispatlanmis bir nedeni

bulunamamustir.

Daha ¢ok ileri yaglarda goriilen bu hastaligin Avrupa’daki oran1 100.000 kiside
12.000 olarak belirlenmistir. Kiispeci ve ark. [68] tarafindan iilkemizde
Afyonkarahisar bolgesinde yapilan bir epidemiyolojik calismada  tiim niifusun
%0.3’linil etkiledigi gosterilen PH prevalansi, 60 yas iistii niifusta %1 olarak

bildirilmistir.

Parkinson hastaliginda substansia nigral (SN) hiicrelerin progresif Oliimi soz
konusudur. Dopaminin oksidatif metabolizmasinin sitotoksik serbest radikal
olusturma potansiyeli olmasi nedeniyle SN noronlar1 oksidan strese daha duyarhidir
H,0,, ferrdziyonlarin varliginda hidroksil radikaller olusturarak néronu direkt veya

indirekt yolla hasara ugrattig gosterilmistir[69].

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim énemli
bilesiklerine etki ederler. Bu etki sonucunda meydana gelen hasarlarin artist DNA
onarimindaki azalmay1 etkiler,kanser ve yaslanma ile etkili olan hastaliklarin
olusumunda temel rol oynar. Miquel ve dig. tarafindan 1980’de mitokondriyal
DNA’da (mtDNA) oksidatif stresin neden oldugu hasara bagli mutasyonlarin
yaglanma siirecinde onemli oldugu ve mitokondrilerin yaslanmada anahtar rol

oynadiklar1 agiklanmistir [70].

Ayrica mitokondri , endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek membraninda yer alan
serbest radikaller araciligi ile olusan oksidatif stres, Parkinson hastaliginin
norodejenerasyon olusumunda ve ilerleme siirecinde 6nemli rol oynamaktadir. Son

yillarda yapilan ¢aligmalarda bu mekanizmalarin birlikte etkin olabilecegine iliskin
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hipotezler mevcuttur. Dauer W(2003) ve dig. tarafindan 2003’te yapilan calismada,
norodejenerasyonun ¢evresel faktorler sonucu meydana gelen mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres, ekzotoksinler, norotrofik destek yetersizliligi ve

immiin mekanizmalar1 tarafindan olustugu diisiiniilmektedir[70,73].

Cevresel faktorlerden olugan hastaliklarin 6nceden tespit edilmeside periferik kan
lenfositlerinde (PKL) olusan kromozom hasarini belirlemek i¢in mikroniikleuslarin
kullanilmast son yirmi yildan beri ilgi ¢cekmektedir[74,75]. MN analiz yontemi,
hasara ugrayan kromozomlarda meydana gelen asentrik kromozom parcalar1 veya
mitotik igdeki hatalar sebebiyle kromozomun tamaminin mitoz bdliinme sirasinda
kutuplara cekilememesi ve bunlarin sitoplazmada yogunlagsmalar1 sonucu olusan

MN’larin degerlendirilmesine dayanmaktadir[46,76].

Nigliore ve ark. 2001°’de insan periferik kan kiiltliriiyle yaptiklar1 bir ¢aligmada,
oksidatif stres sonucu okside piirin ve pirimidinlerde artisin oldugunu, saglikli ve
hasta gruplar karsilagtirildiginda da bu artislarin 6zellikle hasta gruplarinda ki DNA

zincirikirilmalarinda artisa yol agtiklarini géstermislerdir.

Bu tez calismasiin amaci Parkinson hastaliginda meydana gelen ve mikroniikleus
yontemi ile Olgiilen kromozom hasarlarinin duyarli bir biyoisaretleyici olarak
kullanilabilirliginin test edilmesidir. Hasta grubu ic¢in Parkinson hastaligiteshisi
yeni konmus veya ilk 2 yillik evrede olan ve yaslar1 43-80 arasinda 30 hasta birey
kullanilmistir. Diger kontrol grubunda ise hastalarin yas araligina uygun 30 saglikli
birey kullanilmigtir.  Hastalardan ve saglikli bireylerden alinan periferik kan
orneklerinde spontan ve H,O, uygulanmasi ile meydana gelen mikroniikleus
olusumlar1 incelenmistir. Hasta ve kontrol gruplarina uygulanan H,0,’ nin sitotoksik
ve genotoksik seviyede etkisi bulunmamaktadir. Elde edilen mikroniikleus
olusumlar1 ve proliferatif indeksleri hesaplanarak karsilastirmalar t-testi ile

yapilmustir.

Hasta grubuna ait spontan ve H,O, uygulanmasi sonucu skorlanan MN frekanslari
karsilagtirildiginda; H»O, uygulanmasi sonucu meydana gelen MN frekansi spontan
MN frekansina gore anlamli seviyede azalma (p<0.01) gostermistir. Fakat H,O,
uygulamasi sonucu saglikli kontrol bireylerde meydana gelen MN sikliklar1 spontan

degerlere gore bir farkliblk (p=0.959) go6stermemistir. Bunun yaninda,
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H,0Osuygulamasi ile hiicrelerin proliferatif kapasiteleri hasta grubunda (p=0.648) ve
kontrol grubunda (p=0.477) farklilik yaratmamistir. Farkin olmamasi toksik etki

gostermedigini belirtir.

Sekil 5.1°de spontan MN frekans1 sikliklar1 yoniinden hasta grubu ve kontrol grubu
karsilagtirildiginda, iki grup arasinda farkin olmadigi (p= 0.254) gozlenmistir.Bu
calismada yer alan Parkinson hastalarmin periferik kan lenfositlerinde MN
olusumlar ile dlgiilen kromozom hasarlarinin Sekil 5.1°de gosterildigi gibi saglikl
bireylere oranla istatistiksel olarak herhangi bir fark olmadigindan Parkinson

hastaligi spontan ve kromozom hasarlar1 arasinda bir ilisgki olmadigi sonucuna

varilmstir.
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0 hasta grubu kontrol grubu

Sekil 5.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki spontan MN frekanslariin karsilagtiriimasi

Sekil 5.2’de Hasta grubundaki lenfositlerin H,O, duyarliligi 0.014 ortalama ile
kontrol grubunun 0.021 olan H,O, duyarliligindan istatiksel olarak anlamli seviyede
farklilik (p<0.0001) gostermektedir. Bu farklilik 6zellikle H,O, uygulamasinin hasta
grubundaki MN’lar1 6nemli dl¢ilide diisiirmesinden kaynaklanmaktadir. Clinkii H,O,
uygulamasi ile kontrol bireylerdeki MN sikliklar1 degismemistir.
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hasta grubu kontrol grubu

Sekil 5.2. Hasta ve kontrol gruplarindaki spontan MN frekanslarinin karsilastirilmast.

Hasta ve saglikli bireylerden alinan periferik kanlardaki spontan ve in vitro
H,O,uygulamasit sonucu karsilagtirilan  prolifertif indeksler arasinda farklilik
bulunmamistir.Fakat sekil 5.2°deki H,O, uygulamasi ile elde edilen hasta ve kontrol
bireyler arasindaki farklilik, H;O, uygulamasinin Parkinson hastaligina MN testi ile

belirlenebilme 6zelligini kazandirmaktadir.
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