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1. GIRIS ve AMAC

Parkinson hastaligi (PH), cevresel ve genetik nedenlerin ortaklasa neden
oldugu, dopaminerjik nigrostriatal ve diger néron sistemlerinin ilerleyici harabiyetine
bagl olarak ortaya ¢ikan motor ve non- motor semptomlarla karekterize, sinsi
baslangicli progresif norodejeneratif bir hastaliktir. Bradikinezi, istirahat tremoru,

rijidite, postural denge bozuklugu Parkinson hastaliginin temel bulgularidir(1-5).

Parkinson hastaligi tiim etnik gruplarda goriilen, hafifce erkek
predominansina sahip bir hastaliktir. Prevelans: 65-90 yaslar1 arasinda artmaktadir.
Tiim populasyonun % 0.3’iinii etkilemekle beraber, bu oran 65 yasm lizerinde %3’e
yilkselmektedir. Hastalarin % 5-10’unda semptomlar 40 yasin altinda ortaya
cikmaktadir(6).

Parkinson hastalif1 giiniimiizde tedavide kaydedilen ilerlemlere ragmen
onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir.
Etyopatogenezinde rol oynayan substantia nigra noronlarinin dejenerasyonu kesin

olarak anlasilamadigindan bu siireci onleyecek bir tedavi gelistirilememistir.

Parkinson hastaligindan etkilenen kisilerin sikligi, tanidan sonraki uzun
yasam siiresi, hastali@in progresif 6zelligi ve ilaglarin kisa etki siiresi goz Oniine
alindiginda; yasam kalitesi ile fonksiyonel durumu iyilestirmek ve hastaligin toplum
tizerindeki yiikii azaltilmaya calisilmaktadir. Bu yonde bir¢ok klinik ve deneysel
caligma yiiriitiilmektedir (7).

Bu arastirmalarm biiyiik bir kismi1 Parkinson hastalig1 patogenezinde 6nemli
bir rolii olan noérodejenerasyon iizerine yogunlagmistir. Norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde oksidatif stres, eksitotoksik mekanizmalar, mitokondriyal enerji
metabolizmasi, apopitozis ve intraselliiler kalsiyum dengesindeki bozukluklarin
etken olabilecegine iliskin bilgiler mevcuttur. Son yillarda cesitli arastiricilar
tarafindan yapilan c¢aligmalarda pek c¢ok norodejeneratif hastaligi etyolojisinde
serbest radikal olusumunun 6nemli rolii olduguna iliskin ipuclar1 elde edilmistir (8-
10). Bu hastaliklar arasinda serebrovaskiiler olaylar, travma, epilepsi, Parkinson
hastaligi, Huntington hastaligi, Alzheimer hastaligi, Multipl skleroz ve cesitli

demiyelinizan hastaliklar gibi beyin ve sinir sistemi hastaliklar1 yer almaktadir .Bu



hastaliklarda goriilen hiicre Oliimiiniin nekroz veya apopitoz seklinde olabildigi

gosterilmis (9,10).

Dopaminerjik hiicre 6liimiinde apopitozisin rol oynadig1 gercegi, bircok in
vitro ve in vivo calisma ile desteklenmistir (11,12). Deneysel parkinsonizm
gelistirilen bazi hayvan modellerin de apopitozis dopamin noronlarin da
baslatilabilmistir. 1-metil 4-fenil,1,2,3,6 tetrahidropiridin (MPTP)’nin metabolitleri
aracilifiyla mitokondriyal elektron transport zinciri kompleks -1 inhibe ederek insan
ve hayvanda parkinsonizme yol actig1 saptanmistir. Giiniimiizde bir ¢cok caliymada

deneysel indiikleyici olarak kullanilmaktadir (12).

Esasen bir antiepileptik olarak diinyada kullanilan Zonisamid (1,2-
benzisoxazole-3-methaesulfonamide) molekiili  benzisoxole yapisinda uzun
yariomiirlii (63 saat) 1iyi tolere edilen bir ilactir. Molekiiliiniin yapilan klinik ve
deneysel arastirmalarda, Parkinson hastalarmin motor fonksiyonlarinda iyilesme
sagladig1, noroprotektivite ve oksidatif stres iizerinde etkili olduguna dair kanitlar

saptanmustir (13).

Biz calismamizda, PC12 noronal hiicreleri lizerinde 1-metil-4-fenilpridinyum
(MPP") ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde, Zonisamidin oksidatif stres,

hiicre canliligl, Ca** sinyali, kaspaz aktivitesi iizerine etkisini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Parkinson Hastahg:
2.1.1. Parkinson Hastali@inin Tanimi ve Tarihgesi

Parkinsonizmin en sik goriilen bigimi olan Parkinson hastaligi ilk olarak 1817
yilinda James Parkinson tarafindan tanimlanmistir. Ondokuzuncu yiizyilda yasamis
bir Ingiliz hekimi olan James Parkinson “Shaking Palsy” (Titrek felg) isimli
makalesinde bu hastaligi tanimlayan ilk kisidir ve hastaliga “Paralysis Ajitans” adini
vermistir. Fransiz hekim Jean Marie Charcot Parkinson’un orijinal tanimina kas
rijiditesi, mikrografi, duysal degisiklikler gibi bircok 6zelligi eklemis ve hastaliga
onu tanimlayan ilk kisinin admi vermistir (1). 1919 yilinda Tretiakoff ve arkadaslar:
hastalikla iligkili olarak substantia nigrada dopaminerjik noronlarin kayip oldugu
aciklanmistir. 1960 da Ehringer ve Hornykiewicz Parkinson hastalarmin
sitriatumunda dopamin eksikligini bildirmistir. 1967 ve da cotzias ve arkadaslari

levedopanin Parkinson hastaliginda klinik kullanima girmesini saglamislardir.(14)

Patolojik olarak en fazla substansiya nigradaki pigmentli ndronlarda kayip ve
buna eslik eden tipik eozinofilik sitoplazmik inkliizyon cisimlerin (Lewy intrandral
inkliizyon cisimleri) varhigi ile karakterizedir. Giiniimiizde bu hastaligin
semptomlarmin  gelismesinden  sorumlu  nigral  dejenerasyonun  nedeni

bilinmemektedir (15).

Parkinsonizm alt1 kardinal bulgunun kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikan bir
sendromdur. Istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi, postural refleks kaybi, fleksiyon
postiirii ve donma ile karakterizedir. PH, parkinsonizmin en yagmn goriilen klinik
ornegi olup, idiyopatik Parkinsonizm olarak da adlandirilir. Sinsi baslangicli, yavas

ilerleyen progresif norodejeneratif bir hastaliktir (16).
2.1.2. Epidemiyoloji

Parkinson hastaligi, Alzhimer hastaligindan sonra en sik goriilen
norodejeneratif hastaliktir. Son yillarda PH nin etyopatoenezine iliskin bilgilerimiz

ozellikle genetik formlarimin ve patojenik mutasyolarin belirlenmesi ile artis gosterdi.



Epidemiyolojik caligmalar PH nim sikligin1 géstermenin yaninda analitik yontemlerin

araciligiyla belli risk faktorlerini belirleyebilimistir (17).

Mevcut ¢alismalar incelendiginde kaba insidans rakamlar1 tiim yas gruplari
icin 100000°’de 4.5 ile 19 arasinda degismektedir. Ancak benzer metodolojili
caligmalar kiyaslandiginda ve rakamlar referans topluma uyarlandiginda insidans
rakamlar1 arasindaki aralik daralmaktadir. Bu durumda insidans 100000 kisi yil i¢in
11 ile 13.9 arasindadir. Parkinson hastalig1 insidansinin en dnemli belirleyicisi yastir.
Hemen tiim caligmalarda 50 yas altinda PH oldukca nadirdir. Parkinson hastaligi
insidans1 6 ile 8. dekatlar arasinda kararlh bir sekilde artis gosterir ancak ileri yaslarda
insidansin azaldigin1 gdsteren ¢aligmalar da vardir. Parkinson hastaligi insidansi cogu
toplumda erkeklerde kadmlardan daha yiiksektir. Kaliforniya’da yapilan bir
caligmada erkeklerde %9.1 daha yiiksek(19/100 000 erkeklerde; 9.9/100 000
kadinlarda) bulunmustur (17).

Tipk1 insidans c¢alismasinda oldgu gibi Finlandiya’da iki farkli zaman
diliminde yapilan bir ¢alismada PH prevalans1 erkeklerde ve kirsal alanda

yasayanlarda artmis goriinmektedir (17).
2.1.3. Smiflandirma
2.1.3.1. Parkinsonizm smiflmasi (18)

1- Primer (idyopatik) Parkinsonizm
» Parkinson Hastalig1
P Jiivenil Parkinsonizm
2- Sekonder (Edinsel, semptomatik) Parkinsonizm
» infeksiyoz: Postensefalitik, yavas viriis enfeksiyonu, AIDS
» ilaclar: Dopamin reseptor blokerleri (Antipsikotikler, antiemetikler),
rezerpin, tetrabenazin, alfa metil dopa, lityum, flunarizin
» Toksinler: MPTP, CO, Mn, Hg, metanol, etanol

P Vaskiiler: Multienfarkt demans, Binswanger Hastalig1



» Travma: Boksor ensefalopatisi
» Hipoksi
P Metabolik: Paratiroid hastaliklari, hipotiroidi, hepatoserebral
dejenerasyon
» Hemiparkinsonizm-hemiatrofi
P Diger: Beyin tiimorleri, normal basinglt hidrosefali,
siringomezensefali
3- Heredodejeneratif Parkinsonizm
» Huntington Hastalig1
» Wilson Hastaligi
» Hallervorden- Spatz Hastalig1
» Familyal Olivopontoserebellar atrofi
» Familyal bazal gangliyon kalsifikasyonu (Fahr Hastalig1)
» Seroid-lipofuksinoz
P Gerstmann-Straussler-Scheinker Hastalig1
» Machodo-Joseph Hastalig1
» Periferik noropatili ailesel parkinson
P Noroakantositozis
» Lubag (Filipino X’e bagl distoni ve parkinsonizm tablosu)
» Striatal nekrozlu mitokondrial sitopatiler
4- Parkinson Plus Sendromlar
» Progresif supraniikleer paralizi (PSP)
» Kortikobazal-gangliyonik dejenerasyon (KBGD)
» Multisistem Atrofiler (MSA)

*Shy-Drager sendromu (SDS/MSA-A)



*Striatonigral dejenarasyon (SND/MSA-P)

*Sporadik olivopontoserebellar atrofi (OPCA/MSA-C)
» Guam’in parkinsonizm-demans-ALS kompleksi (PDACG)
» Parkinsonizm-primer demans kompleksi
» Progresif pallidal atrofi — pallidonigral dejenerasyon

» Pallidopiramidal hastalik
2.1.4. Etyoloji

Parkinson Hastaliginin patolojik acidan ayirict 6zelligi, beynin Substansiya
Nigra (SNc) pars kompakta bolgesinde bulunan dopaminerjik noronlarin kaybi ve
heniiz islevini kaybetmemis olan hiicrelerin sitoplazmalarinda iginde protein
agregatlarini barindiran Lewy cisimleri varhigidir. Dopaminerjik noronlarm %60-
65’nin kayb1 sonucu striatal dopamin seviyesinin %80-85 oraninda azalmasiyla
yukarida sozii edilen semptomlar ortaya c¢ikar. Bu durum, PH’da bir subklinik

donemin varhigina isaret eder (19-21).

Parkinson hastaliginin etiyolojisi genel olarak sporadik ve ailesel PH olarak
iki gruba ayrilabilir, ancak ailesel PH tanimlamasinin her zaman genetik etiyolojiye
karsilik gelmedigi ve aile iliyelerinin uzun siire aym cevresel etkenlere maruz
kaldiklar1 i¢in hastalig1 gelistirmis olabilecekleri belirtilmektedir. Dolayisiyla bazi
bilimsel ¢evreler “idiyopatik PH (IPH)” tanimin1 getirmekte, bunu da “ailesel IPH”
ve “sporadik IPH” olarak ikiye aymrmaktadirlar. Sporadik IPH grubundaki olasi
etiyolojiler ise; viral enfeksiyonlar (Influenza A, Corona viriis, von Economo
ensefaliti), tekrarlayan kafa travmalar1 veya bazi toksinler (rotenon, paraquat,
MPTP), ilerleyen yas, diyet gibi cok cesitli olabilir (22). PH olgularinmm %385°1
sporadik goriinmekte, %10-15’1 ailesellik gostermekte, %5°lik kismi ise tek gene
baglh (Mendel tipi kalitim gosteren) bozukluklardan kaynaklanmaktadir (23). Son
yillarda klinik caliymalar, otopsi materyalleri, in vitro ve in vivo deneysel PH
modellerinden toplanan veriler PH’nin patogenezinin anlasilmasinda belirli bir
diizeye gelinmesini saglamistir. Bu caligmalar PH’da goriilen noron oOlimii

mekanizmasinin bir etiyolojik faktor tarafindan tetiklendigi yoniinde olup, yine de bu



faktoriin kendi basna yeterli olmadig1 ve serbest radikal olusumu, mitokondriyal
bozukluklar, eksitotoksisite, noroinflamasyon ve apoptoz gibi faktorlerin de isin

icinde oldugunu gostermektedir (24).
2.1.4.1. Parkinson Hastalig: ve MPTP

IIk olarak 1976 yilinda, bir cesit sentetik eroin olan 1-methyl-4-phenyl-4-
propionoxypiperidine (MPP") iiretip kullanan kolej 6grencisinin yaptigi bir hata
sonucu elde ettigi MPTP’yi kullanmas: ve ii¢ giin sonra parkinsonizm ortaya ¢ikmasi
sonucu bu metabolitin PH yapabilecegi giindeme gelmistir. MPTP substansiya nigra
icin oldukca selektif davranmakta ve buradaki dopaminerjik hiicrelerde
mitokondriyal membrandaki oksidatif fosforilasyonda gorevli solunum zincirindeki
kompleks I‘i inhibe ederek norooksidatif stres ve dejenerasyona neden olmaktadir.
MPTP’nin insanlar, primatlar ve farelerde, nigrostriatal dopaminerjik hiicreleri

tahrip ettigi gdzlenmistir (25).
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Sekil 1. MPPP’den MPTP olusumu (26)
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Sekil 3. MPTP norotoksisitesinin mekanizmasi (27)

2.1.5. Parkinson Patogenezi
2.1.5.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, H,O» ve reaktif oksijen radikallerini ortaya ¢ikaran dopamin
oksidatif metabolizmasindan dolay1 Parkinson hastaliginda cok ilgi gormiistiir.(28-
30) SNc’da oksidatif stres ve bunun sonucunda hiicre oliimii kosullar1 a) asiri
peroksit olusumu ile sonug¢lanan dopamin dongiisiinde artis b) Glutatyon (GSH)
eksikliginden dolayr beynin H,O, temizleme Kkapasitesinde azalma olmasi c)
Hidroksil (OH’) formatinda olan reaktif demir {iriinlerinde artis. Parkinson

hastalarinin postmortembeyin incelemelerinde, DNA, proteinler ve lipidlerde



oksidatif hasarlanma, GSH azalma, demir artis1 gosterilmistir. SNc deki bu durumun

oksidatif strese bagli oldugunu diisiindiirmektedir (31).

DEMIR: Cesitli analitik teknikler kullamilarak yapilan arastirmalarda
Parkinson hastalarinin SNc’da artmis demir diizeyleri gosterilmistir (32,33). Lazer
mikroprobe (LAMMA) calismalarda, demir birikimin Oncelikli olarak, dopaminerjik
noronlarin ndromelanin graniilleri icerisinde oldugu gosterilmistir (34). Rodentlerin
SNc’s1 i¢ine demir inflizyonu ile olusturulan Parkinson modelinde, davranigsal
degisiklikler, SNc noronlarmin kayb1 ve sitriatal dopaminin ilerleyici kaybi

konsantrasyon bagimli olarak gosterilmistir (35).

(@) DA +0,+Hp0 M 34DHPA +NH; + H0
() DA+0p —> SQ'+ ‘Oy +HF

DA+°0y +2H = SQ° + H,0,

(¢)  Hy0s +2GSH — GSSG+2H,0

(d) H0, +Fe? — OH® +OH+ Fe”

Sekil 4. Dopamin metabolizmasi, H,0,, GSH ve Fe'? oksidatif reaksiyonlar1 (31)

GLUTATYON: Bir veya daha fazla dogal antioksidanlarda meydana gelen
defektler PH’da norodejenerasyona yol agar (31). Glutatyon peroksidaz veya katalaz,
alfa-Tokoferol, askorbik asit diizeylerinde temel defektler tespit edilememistir.
Enzimlerin indiiklenebilir sekillerinde adaptif artis ile tutarh olarak Mn-SOD
aktivitesi yiikselmistir. Parkinson hastaliginda SNc’daki indirgenmis Glutatyon
diizeylerindeki azalmanm bulunmasi en dikkat cekici bulgulardandir (36,37).
Glutatyon diizeylerinin azalmasi, 6zellikle artan demir varliginda, OH  formunda
artirabilir ve H»O, klirensini azaltabilir. Parkinson hastaliginda GSH’nun

azalmasinin nedeni bilimemektedir. Glutatyon sentezi ile iliskili major enzimlerde
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kusur  saptanmamustir.  Ancak, Glutatyonun okside formunun (GSSG)
metbolizmasinda ve glutatyon Onciillerinin translokasyonundan sorumlu enzim
gama-glutamiltranspeptidaz diizeyinde anlamhi artis saptanmistir (37). Gama-
Glutamiltranspetidaz artigi, oksidatif stresin bir sonucu olarak potansiyel toksik
GSSG nin temizlenmesinde kompansatuvar mekanizma veya hayatta kalan hiicreler
icerisinde GSH azalmasi ve glutatyon Onciillerinin birikmesiyle olan refleks bir olay1

yansiyor olabilir (38).

GSH’daki defekt, preklinik PH ve lewy cismine sahip hastalarm SNc
otopsisinde rastlantisal olarak tespit edilmistir (39). PH’da ilk biyokimyasal defektin
GSH diizeyindeki azalma oldugu ileri siiriilmektedir. Mytilineou ve arkadaslari,
selektif alfa-glutamilsistein sentaz inhibitorii olan buthionine sulphoximine (BSO) ile
yaptiklar1 ¢alismada, GSH diizeyindeki azalmayi indiikledigini ve kiiltiire edilmis
dopaminerjik noronlara toksik oldugunu gostermislerdir (40). Toffa ve ark. ratlarda
BSO ile yaptiklar1 ¢calismada, GSH diizeyinde PH dakine benzer oranda %40-60
oraninda azalmay1 sagladigini gostermistir (41). Ancak, GSH diizeylerindeki azalma,
6- Hidroksi dopamin (6 -OHDA) ve MPP" gibi diger toksinlerle tedavi edilen
rodentlerde norodejenerasyonu artirdigi gézlenmistir. Bu arastirmalara gore, GSH
nin azalmasi dopaminerjik noronlara tek basma zarar vermeyecegi, fakat diger

toksinlerin onlar1 savunmasiz hale getirebilecegi ileri siiriilmektedir (42,43).

OKSIDATIF HASARLAMA: Parkinson hastalarimin beyininde oksidatif
hasarlanmaya dair kanitlar saptanmistir. Parkinson hastalifinda SNc’da lipid
peroksidasyon iriinleri olan Malondialdehit (MDA) ve lipid hidroperoksit
diizeylerindeki artis rapor edilmistir (44,45). Hiicre toksisitesinde artiy ve
proteinlerde degisiklik kapasitesine sahip lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olan 4-
hidroksinonenal boyanmasindaki artis, hayatta kalan dopaminerjik noronlarda tespit

edilmistir. (46).

Buna ek olarak, PH’larinda, DNA ve proteinlerin oksidatif hasarlanmasiyla 8-
hidroksi-2-deoksiguanozin ve protein karbonil diizeylerindeki artis, SNc yam sira
beynin bir¢ok farkli bolgesinde bulunmustur (47). Tiim bu sonuclar 1s181inda, PH’da
yaygin bir oksidatif hasarlanmanin oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak, Parkinson

hastalarinin  biiyiik c¢ogunlugunun levodopa tedavisi almasi, onun oksidatif
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metabolitlerinin oksidatif hasarlanmaya olan katkisi nedeniyle net degildir.
Levodopanin  dopaminerjik noron kiiltiirlerinde  dejenerasyonu  indiikledigi
gosterilmistir. Fakat normal insan ve rodentlerde, dopaminerik noronlara toksik
oldugu gosterilememistir. (48,49). Bu durum savunma mekanizmalarmin bozuldugu
PH’da farkli olabilir. Aslinda levodopa, 6-OHDA ile 6n tedavi yapilan rodentlerde,
lipid peroksidasyonu ve noronal dejenerasyonu artirabilir  (50). Parkinson
hastaligindaki bu oksidatif hasarlanmanin primer bir olaym1 yoksa degisik etyolojik,

ilaclar veya postmortem olaylara bagli olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir.

Glutathione
reductase

GSH ~ GSSG
Glutathione
- @
GSH Peroxidase

Oxidative Damage
Protein
Lipids
DNA

Sekil 5. Serbest radikaller ve enzimatik detoksifikasyonu (51).

2.1.5.2. Mitokondrial Disfonksiyon

Mitokondri, enerji akisinin yonlendirildigi ve ATP’nin elde edildigi organel
olarak tiim viicut hiicrelerinde oldugu gibi noronlarda da dnemli bir yer tutmaktadir.
Krebs dongiisiinde olusan elektronlar NADH'H' ile FADH,’de toplanir ve
mitokondri i¢zarinda yer alan enzim yapisinda proteinler iizerinden elektrokimyasal
gradyanin olusturulmasina katkida bulunurlar. Bu enzim sisteminde yer alan NADH

dehidrogenaz (Kompleks-I) ve siiksisinat dehidrogenaz (kompleks-II) elektron
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transport zincirinde baslangic yolunu olusturur. Elektronlar bu sisteme flavin
mononiikleotidler ve kompleks I ve II’nin demir-siilfiir merkezlerinden giris yaparak,
ubikinona (koenzim Q) tasinirlar. Ubikinol-sitokrom c oksidorediiktaz (kompleks III)
sitokrom b, sitokrom ¢ 1 ve Rieske demir-kiikiirt proteininden ibaret onemli bir
komplekstir. Koenzim Q’den kompleks III ‘e transfer olan elektronlar, bakir iceren
ve enzim olan sitokrom c¢ oksidaza (kompleks IV) gecerler. Son olarak da elektronlar
oksijen molekiile aktarilarak, ATP sentaz’dan (kompleks V) bir molekiil ATP’nin
sentezini gereklestirirler. Elektronlar kompleks I/II’ den III. ve IV. Komplekslere
gecis yaparken protonlar da mitokondriyal i¢ zardan gecerek, birelektrokimyasal

gradyan olusumuna katkida bulunurlar (52-54).

Parkinson hastalarinin SNc¢’da mitokondriyal solunum zincirinin kompleks I
aktivitesinde selektif selektif olarak %30-40 dolayinda azalma oldugu saptanmistir
(55). Diger beyin bolgeleri etkilenmemistir ve levedopa tedavisi alan ve nigrostriatal
noronlarda genis dejenerasyon yaptigi bilinen MSA hastalarinda benzer defekt
saptanamamistir. Kompleks I defekti, Parkinson hastalarinin kas ve plateletlerinde de
saptanmustir. Fakat bu sonuglarin 6zellikle kas i¢in tutarhiligi daha azdir (56). PH
kompleks I aktivitesindeki azalmanm sebebi net degildir. Swerdlow ve ark.
Parkinson hastalarinin plateletlerinden elde edilen hibrid tasiyici icerisinde kompleks
I defekti saptamustir (57). Bu mitokondriyal genom icerisinde bir defektin varligini

gostermektedir.

Mitokondrial kompleks I defekti, ATP sentezinin azaltmas1 vasitasiyla hiicre
dejenerasyonuna katkida bulunmaktadir. Fare beyinindeki sinaptozom’larda MPP*
veya MPTP tarafindan yapilan kompleks I inhibisyonu hiicresel ATP azalmasina yol
acabilir (58). PH’da alfa-ketoglutarate dehidrogenaz (alfa-KG) enziminde de

immiinhistoimyasal teknigiyle azalma tespit edilmistir (59).

Mitokondrial kompleks I defekti, bu bolgede olusan serbest radikallerin direk
etkisiyle veya solunum zincirindeki kompleks II’'nin kompansatuvar artis1 yoluyla
hiicresel hasara yol agmaktadir. MPTP toksisitesinin, serbest radikal temizleyicileri

ve Co-enzim Q vasitasiyla azaltilabilmesi 6nemlidir (60).

Kompleks I defekti apopitosiz gelismine de katkida bulunmaktadir.

Protonpompasindaki bir bozuklugun sonucu olan, mitokondrial membran
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potansiyelindeki azalmanin mitokondrial permeabilitedeki artisa ve apoitosiz
baslangi¢ sinyali ola kii¢iik mitokondrial proteinlerin salinimina yol acabildiginiartan

kanitlar gostermektedir (38).
2.1.5.3. Ekzitotoksisite

Eksitator noOrotransmitterler kendilerine 0zgii reseptorlere baglanarak,
noronlarin stimiilasyonuna neden olurlar. Bu stimulus katyonlarin gecisine izin veren
iyon kanallarinm agilmasima veya hiicre i¢cinde kalsiyum artisina neden olacak G

proteinlerinin aktivasyonuna neden olur (61).

Eksitator amino asitlerden L-glutamat ve L-aspartat sinir sistemindeki
sinaptik baglantilarin gelisimsel plastisinden sorumludur. L-glutamat omurgali
canlilarin santral sinir sisteminde bulunan baslica eksitator norotransmitterlerden
biridir. Normal kosullarda glutamat beyinde, kavrama, hafiza, hareket ve duyarhlik
gibi farkl islevlerin yerine getririlmesinden sorumludur ve bu fonksiyonlar1 kendi
reseptorleri ile etkileserek yapar. Glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi néronlarda
hasara veya 0liime neden olmaktadir. Olney, retinal sinir hiicrelerinde meydana gelen

bu norotoksik olaya ‘eksitotoksisite’ adini vermistir (62).

Ekzitoksisitenin, iki olast mekanizma iizerinden PH’da norodejenerasyonun
nedeni oldugu belirlenmistir. Kuvvetli olan ilk olasilik, glutamat olusumundaki
artistan kaynaklanan ekzitotoksisiteyi icerir. SNc’daki dopaminerjik noronlar,
glutamat reseptorlerinden zengindir. SNc ve korteksten yaygin glutamat
innervasyonu alirlar (63). Dopamin lezyonu, SNc’y1 disinhibe eder ve eksitatuar
noronlarin ateglenme oranini artirir (64). Buna gore iyonotropik ve metabotrobik
olmak iizere iki tip glutamat reseptorii tanimlanmustir. Iyonotropik glutamat
reseptorleri de Nmetil-D-aspartat (NMDA) ve non-NMDA (AMPA ve kainat) olmak
lizere iki grupta toplanmustir. Iyonotropik glutamat reseptorlerinin stimiilasyonu
hiicre zarinda depolarizasyona neden olmakta, pozitif yiiklii iyonlarin hiicre icine
gociinii saglamakta ve voltaj aracili kalsiyum kanallarint aktive etmektedir. Hiicre
icine voltaj bagimli kanallar araciligiyla kalsiyumun gocii glutamat aracili
eksitotoksisiteye neden olmaktadir (61,62). ikinci ve zayif olan eksitotoksisite
teorisinde, mitokondriyal fonksiyonlarda bir defekte bagl enerji metabolizmasmdaki

azalma, NMDA reseptorlerindeki ATP bagimli Mg blokajmin kaybi ile sonuglanir ve
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glutamat aracili hiicre icine Ca** girisinin fizyolojik konsantrasyonlarmi saglamasi
ileri siiriilmektedir (65). Primatlarda MPTP tedavisi ve ratlarmm SNc’sma MPP*
infiizyonuna bagli dopamin hiicre kaybma karsit NMDA antagonistlerinin rapor

edilmesi PH’da eksitotoksisitenin roliinii desteklemektedir (66,67).

Eksitotoksik hasarlanmanin kismen Nitrik oksid (NO) aracili oldugu
diistiniilmektedir. (68). NO, nitrik-okside sentaz (NOS) tarafindan katalize edilen
arjininin sitriiline doniisiimii ile olusmaktadir. Glutamat aracili sitozolik kalsiyum
artist, NOS aktivitesi ile birlikte NO iiretiminde artisa neden olur. NO her ikiside
giiclii oksidleyici ajanlar olan Peroksinitrit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona
girer. NO fenton reaksiyonu ve mitokondrial kompleks IV inhibisyonu vasitasiyla
hiicre dejenerasyonuna katkida bulunabilmektedir (69). Balanos ve ark. NO siirekli
maruz kalmmasiyla mitokondrial solunum zincirinde hasarlanma oldugunu ve GSH
nin 6onemli bir savunma mekanizmasi oldugunu gostermislerdir.(70). Bu, GSH
diizeylerinin diistiigli PH m1 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 (71). Benzer bir calismada, NOS
devre dis1 birakilmig farelerde, MPTP toksisitesinin azaldigim gosterilmistir. (72). 7-
NI'nin MAO-B inhibisyonu yaptig1 rapor edilmistir. Bu da MPTP nin MPP" ye
doniisiimiinii engelleyerek etki etme olasiligimi artirmaktadir. Ancak, yapilan daha
ileri calismalar, 7-NI nmn MPP" toksisitesi engellenmesinde de etkili oldugunu
gostermektedir. NO neden oldugu hasar, hiicresel proteinler iizerinde peroksinitrit
tarafindan indiiklenen tirozin nitrasyon artigr olan 3-nitrotyrosine (3-NT) diizeyi
Olciilerek tahmin edilebilir.(73). MPTP ile tedavi edilen fare ve maymunlarda 3-NT
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. (74). Bir baska calismada, PH’larinin lewy
cisimciklerinin merkezinde 3-NT immiin boyanmasinda artis oldugu gosterilmistr.

(75).
2.1.5.4. Norotrofik Faktorler

Levi-Montalcini ve Hamburger (1953) yaptiklar: klasik in vitro calismalarda,
Sinir Biiylime faktorii (NGF)’den yoksun birakilan Kkiiltiire edilmis sempatik

noronlarin hayatta kalamadiklarint gostermigler (76). Sinir hiicreleri ve astrositlerin
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her ikisinin de, komsu noron hiicrelerinin yasamlarin1 destekleme kapasitesine sahip,
ciliary norotrofik faktor (CNTF), brain-derived norotrofik faktor (BDNF), ve glial-
derived norotrofik faktor (GDNF) gibi ¢esitli norotrofik faktorler i¢in protein ve
mRNA sentezleyebildikleri gosterilmistir. Normal yetigkin santral sinir sisteminde,
bu trofik faktorler diisiik diizeylerde salinirlar fakat hasarlanma sonrasi up-regiile
olabilirler. Subletal noronal hasar reaktif astrositler ile CTF, NGF ve Fibroblast
Growth Faktor (FGF) nin up-regiilasyonunu indiikler (77). Reaktif astrositler, PH’da
dopaminerjik hiicre kaybinin oldugu bolgelerde gosterilmistir. (78). Bu trofik
molekiillerin dopaminerjik noronlar1 toksik etkilerden koruma kapasitesine sahip
olduklarma dair giiclii kanitlar vardir. BDNF, dopaminerjik hiicre kiiltiiriinde

canliligini artirir ve onlart MPTP toksisitesinden korumaktadir (79).
2.1.5.5. Glial Immiin Modiilatorler

Mikroglia ve sitokinlerin santral sinir sistemi hasarlanmas1 sonras: hiicresel
yanitlaridiizenledigi bilinmektedir. PH’da SNc’da ¢ok sayida reaktif (HLA —-DR)
pozitif mikroglia gozlenmistir. Ozellikle SNc’min ventral ve lateral bolgesi olan
maksimal norodejenerasyon alanlarinda goézlenmistir. (78). Parkinson hastalarinin
SNc’da, Interleukin-1beta, interferon-gama ve tiimor nekroz faktor- alfa (TNF-alfa)
diizeyleri normal kontrol hastalar1 ile yapilan karsilastirmada %760-1570
dolaylarinda artmaktadir (80). TNF-alfa PH’da 0Ozellikle noromelanin igeren
bolgelerde veya hasarli alanlarda artmaktadir. TNF-alfa reseptorlerinin aktivasyonu
Nfk-B nin niikleer translokasyonu ve dopaminerjik noron kiiltiirlinde apopitozis
gelisimi ile iligkilidir (81). Ilging olarak, Nfk-B translokasyonu ve apopitozis serbest
radikal iiretiminden once olusur. Bu olaylar antioksidan N-asetil sistein tarafindan
engellenebilir. Parkinson hastalarinda Nfk-B niikleer translokasyonunda 70 kat artig
olmaktadir. TNF-alfa ve benzeri iletim yollarinin ndrodejenerasyonda benzer rol

oynabilecegi ileri siiriilmektedir (38).

Parkinson hastaliginda, immiin/inflamatuvar komponenintin birincil veya
ikincil bir olaya bagli olup olmadig: acik degildir. Ayrica gdzlenen bu degisikliklerin
otoimmiin bir siire¢ veya mikroglia ve astroglianin noronal hasara dogal cevab1 olup
olmadig: belirsizligini korumaktadir. Ancak, nérodejeneratif siirecte glial hiicrelerin

roliiniin oldugu olasilig1 giderek artmaktadir. Astrositlerin H,O, ile uyarilan oksidatif
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hasardan kiiltiire edilmis noronlar1 korudugu gosterilmistir (82). Ayrica, GSH primer
olarak glia icinde sentezlenir ve sinir uyarilarina yanit olarak noéronlara taginir. PH’da
SNc’da GSH azalmas: glial kusura bagl olabilir. Diger yandan, GSH azalmasimin,
glia varhiginda kiiltiire edilmis dopamin noronlarinin dejenerasyonunu indiikledigi
saptamistir. Bu modelde, glialardan kaynaklanan NO ve sitokinlerin
norodejenrasyona katkida bulundugunu diisiindiirmektedir. Glial hiicrelerin rolii ve
noroaktif molekiillerin diizenlenmesindeki biiyiik goriis, hasarlanan sinir hiicrelerini

onaracak ve koruyacak tedavi tasarimlarma katkida bulunacaktir (38).
2.1.5.6. Intraselliiler Kalsiyum Homeostazisi ve Bozukluklar

intraselliiler Ca** homeostazinin devamliligi noronlarin yasamalar: agismdan
onemlidir. Kalsiyum birbirinden bagimsiz ve farkli pek ¢ok fizyolojik ve metabolik
aktiviteden sorumludur. En Onemli gorevlerinden biri de intraselliiler mesajci
roliidiir. Ca*? intraselliiler (endoplazmik retikulum ve mitokondri) ve ekstraselliiler
olmak iizere iki kaynaktan ac¢iga cikmakta, hiicreye sinyal iletebilmekte ve bu
sinyalin derecesini kontrol edebilmektedir. Endoplazmik retikulumdan salmim ve
mitokondriyal depolamada artis nedeniyle intraselliiler kalsiyum
konsantrasyonlarinda yiikselme sonucunda protein fosforilasyonu, proteoliz, DNA
fragmantasyonu ve membran yapilanmasi ile sonug¢lanan c¢ok sayida enzim

sisteminin nonspesifik indiiksiyonu gerceklesir (83).

Eksitotoksik mekanizmada ve/veya oksidatif fosforilasyon sisteminde
meydana gelebilecek bozukluklar néronun kronik toksisiteye maruz kalmasina neden
olacaktir. Eksitotoksik mekanizmada NMDA reseptorlerinin agik kalmasi Ca*™
iyonlarinmm hiicre igine gocii arttirmakta, mitokondriyal elektron transport
zincirindeki defektler intraselliiler enerji a¢igina neden olmaktadir. Bu sorunlar
Na'/K* ATPaz aktivitesini diisirmekte ve membran potansiyelini bozmaktadir.
Na'/K" ATPaz’in defektif fonksiyonu voltaj bagimli kanallarin daha uzun siire agik
kalmasii saglar ve hiicre icine Ca*? iyonlarmn akigini arttirir. Hiicre i¢indeki Ca*?
iyonlarinin asir1 yiikselisi solunum zincirini geriye doniisiimsiiz olarak bloke
etmekte, once mitokondriyal fosfolipazlari, ardindan sitoplazmik fosfolipazlari,

proteazlar1 ve endoniikleazlar1 aktifleyerek, kendini yok etmektedir (62,83).
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ekil 6. Parkinson hastalig1 yaslanma modelinde Ca** iyonunun rolii (84)
gLy y

2.1.5.7. Apopitozis

Son yillarda klinik ¢aligmalar, otopsi materyalleri, in vitro ve in vivo deneysel
PH modellerinden toplanan veriler PH nin patogenezinin anlagilmasinda belirli bir
diizeye gelinmesini saglamistir. Bu caliymalar PH’da goriilen noron oOlimii
mekanizmasinin bir etiyolojik faktor tarafindan tetiklendigi yoniinde olup, yine de bu
faktoriin kendi basma yeterli olmadig1r ve serbest radikal olusumu, mitokondriyel
bozukluklar, eksitotoksisite, noroinflamasyon ve apopitozis gibi faktorlerin de isin
icinde oldugunu gostermektedir (24).

Giintimiize gelinceye kadar hiicre oliimil siirecleri “piknozis”, “karyoliz”,

9 <<

“karyoreksis”, “biiziisme nekrozu”, “programlanmis hiicre 6liimii”, “hiicren intihar1”,
“kendini tahrip etme” ve “apopitoz” gibi terim ve kavramlar kullanilarak
adlandirilmustir. Bu terimler icinde en ¢ok kabul gorenler “PHO”, “hiicre intihar1” ve

“apopitoz” olmustur (85).

Memeli hiicrelerinde apoptoz 6liim sinyalinin kaynagina bagli olmak iizere
iki yolla gergeklestirilir; i¢csel yol (intrinsic pathway) ve digsal yol (extrinsic
pathway). Icsel yol hiicreden kaynaklanan ¢ok ¢esitli sinyaller tarafindan (onkogen
aktivasyonu, DNA hasar1 gibi) tetiklenen bir yoldur. Dissal yolda ise, apoptozu
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tetikleyen sinyal molekiillerinin hiicre zarinda bulunan ilgili almaglara baglanmas1

apoptozu baglatir (86).
2.1.5.7.1. Icsel Yol

Igsel yol ile tetiklenen apoptozda merkezi rolii mitokondri oynar. Cesitli
apoptotik uyaranlar mitokondrinin dis zarinin gegirgen-ligini arttirarak intermembran
boslugunda bulunan bazi proteinlerin sitoplazmaya kacisina neden olur. Bunlarin
basghcalar1 sitokrom ¢, SMAC/DIABLO, AIF, EndoG ve OMI/HTRA2 dir.
Apoptozun ilerlemesindeki kritik asama olan mitokondrinin dis zarinda meydana
gelen gecirgenlik artist Bcl-2 protein ailesinde bulunan pro- ve anti-apoptotik
proteinlerin karsilikli etkilesimleri sonucu olusmaktadir. Bcl-2, Bel-x1, Bel-w gibi
anti apoptotik proteinler Bax, Bim, Bid, Bak, Noxa gibi pro-apoptotik proteinlerin
aktivitelerini dengelemeye calismaktadirlar. Bu denge pro-apoptotik proteinlerin
yoniinde bozuldugu anda sdz konusu proteinler mitokondrinin dig zarinda bir delik
olusturarak yukarida adi gecen intermembran boslugunda bulunan proteinlerin
sitoplazmaya gecmelerini saglarlar. Bu proteinler arasinda en 6nemlilerinden biri
sitokrom c’dir. Sitokrom c sitoplazmada monomerik APAF-1 ile birleserek bu
proteinin konformasyonunda degisiklige neden olur ve bu yap1 da inaktif durumdaki

kaspaz-9 enzimine baglanarak “apoptozom” adi verilen biitiinii olusturur.

Apopitozomda kaspaz-9 proteolitik olarak aktif hale gelir ve kaspaz enzimleri
hiyerarsisinde bulunan diger kaspazlar1 yine proteolitik olarak aktive eder (Sekil8).
Bu kaspazlar icinde en onemlileri kaspaz-3 ve-7’dir, bu enzimler hiicredeki bir ¢cok
yapity1 enzimatik olarak tahrip ederler ve apopitozun sonlanmasinda kilit rol

iistlenirler (87-89).

Apopitoz’un ilerlemesindeki bir diger kritik asama da normalde sitoplazmada
bulunan apoptoz inhibitorlerinin (XIAP, c-1AP1, c-1AP2, ML-IAP/livin, ILP2,
NAIP, Bruce/Apollon ve survivin) inaktifles-tirilmesidir. Bu inaktiflestirme siireci
mitokondrinin intermembran boslugundan salinan SMAC/DIABLO ve OMI/HTRA?2

gibi proteinler tarafindan gerceklestirilir (86).
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2.1.5.7.2. Dissal Yol

Digsal yolda hiicre-disindan gelen sinyal molekiilleri, 6rnegin FasL, ilgili
reseptor (Fas) baglanir ve almag trimerizasyonu meydana gelir. Hiicre zarinda olusan
bu kompleksin hiicre-i¢indeki uzantis1 FADD ve inaktif kaspaz-8 gibi molekiilleri
baglar ve olusan yap1 (DISC) kaspaz-8’i aktive eder. Aktif hale gelen kaspaz-8 bir
pro-apoptotik protein olan Bid’i proteolitik olarak aktive eder (tBid) ve tBid de diger
pro-apoptotik proteinlerle beraber mitokondrinin dis zarinda delik olusturma olayma

katilir (86).

Goriildiigli tizere apopitoz’un i¢csel ve dissal yollar1 mitokondri noktasinda
kesismektedirler ve apopitozun bundan sonraki asamalari, kaspazlarin aktivasyonu

gibi, her iki yolda da ortaktir.

Oliim sinyali ligandlar:: Hiicre disi etkiler Toksik Etkiler
TNFa, Fas ligandi, TRAIL " » Isi stresi, Radyasyon,
v | Oksidatif stres, sitotoksik

Lizozom ve hiicre zaninda :
ilaclar

.
>
|
Kaspaz 8 < £ sfingomiyelinden seramid yapimi =

v
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Kaspaz 3 — | Bid ER stresi, protein katlanmasinda s st
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Kaspazlarin hiicre makromolekiillerini yitkmasi
Cekirdekte lamin, sitoplazmada Golgi ve ER proteinlerinin yuklmasi, cekirdekte DNAzlanin etkisiyle
kromatin yogunlasmasi, hiicre iskeletindeki aktinin degisimiyle apoptik tomurcuklanmanin olusumu

Sekil 7. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 yollarla uyarilan apopitozun genel isleyis

mekanizmasi (90).
2.1.5.7.3. Kaspazlar ve Apopitozis

Kaspazlar, apopitozis de rol oynayan Sistein Aspartat Spesific Proteaz
(Cystein Aspartat Spesific Protease=CASPASE) olarak tanimlanan bir protein

ailesidir. Kaspazlar hedef hiicrede apopitozu gerceklestiren sistein proeteaz
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grubundan olup, ilk sentezlendiklerinde inaktif pro-kaspaz veya zymojen (inaktif
proteolitik enzim) olarak bulunurlar. Apopitozun indiiklenmesinden sonra kesilerek
aktif kaspaz formuna doniisiirler. Kaspaz ailesinin baz iiyeleri (kaspaz 2,8,9,10)
baslatici kaspazlar olarak bilinirken, bazilarida (3,6,7) efektor kaspazlar (hedef
kaspazlar) olarak bilinirler. Baslatict kaspazlar apopitotik uyar1 ile baglayan 6lim
sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri

parcalayarak apopitotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (91).
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Sekil 8. Kaspazlarin proteolitik olarak aktivasyonu (86)

2.1.5.7.4. Parkinson Hastalhig1 ve Apopitoz Baglantisi

PH’da dopaminerjik hiicrelerin kaybina neden olan etmenlerin hiicrede hangi
metabolik yol/yollar1 etkiledigini az ¢ok aydinlatmistir. Bunun yanisira ailesel PH’da
goriilen molekiiler patolojinin sporadik PH’dakiyle hemen hemen ayni1 olmasi, bu tiir
caligmalar sonucunda tiim PH olgularinin molekiiler patolojisinin ¢6ziilmesinde

yardimci olacaktir.

PH’da goriilen noron oliimiiniin belirlenmesine yonelik ¢aliymalardan alinan
ilk sonuglar celiskili goziikmektedir. Hirsch ve ark. ile Banati ve ark.’nm 1999

yilinda yaptiklar1 yaynlar PH’daki noron olimii mekanizmasmin karmasikligini
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gostermeye yeterlidir. Bu konudaki ilk arastirmalar hiicrelerin morfolojilerinin
incelenmesi sonucu elde edilen bulgulara dayanilarak yapilan yorumlar: icermektedir
(92,93). Iigili ¢aligmalardan bazilar1 Parkinson hastalarinin beyinlerinden elde edilen
dokularda hiicrelerin apopitoz yoluyla o6ldiiklerini gosterirken, ayni teknikler
kullanilarak yapilan baska caligmalar ise SNc pars kompakta’da bulunan
dopaminerjik noronlarin 6lim seklinin apopitoz olmadigmi ileri siirmekte, ancak
Olim tiiriiniin ne olduguna da bir aciklama getirmemektedir. Yine PH’l1 hastalarin
beyin dokular1 kullanilarak yapilan daha yeni bir calismada ise, beynin SNc
bolgesinde kaspaz-1, kaspaz-3 ve TNF-R1 diizeylerinin kontrol 6rneklerine gore

anlaml bir sekilde artmis oldugu gozlenmistir (94).

PH’daki apopitoz caligmalarinda ikinci asamay1 ¢esitli toksinler kullanilarak
olusturulan hiicre kiiltiirii ve hayvan deneyleri olusturmaktadir. Farelerde MPTP
kullanilarak elde edilen PH modelinde bir pro-apoptotik protein olan Bax’in hem
mRNA ve hem de protein diizeylerinde artiglar gézlenmis, buna karsilik bir anti-
apoptotik protein olan Bcl-2 diizeyinin diistiigii goriilmiistiir. Buna ek olarak, ayni
calismada Bax geni elimine edilmis farelerin MPTP ile yaratilan dopaminerjik
norotoksisiteye daha diren¢li olduklar1 gosterilmistir (95). Bir diger hayvan
modelinde ise, substansiya nigra bolgesindeki dopaminerjik néronlarda APAF-1 geni
elimine edilmis fareler kullanilmig ve bu farelerin sistemik MPTP uygulamasi
sonucu olusan noron Oliimiine, kontrol drneklerine gore, daha direngli olduklar:

bulunmustur (96).

PC12 hiicrelerinde 6-OHDA kullanilarak olusturulan Parkinson modelinde
ise mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac/Diablo’nun salindigi, kaspaz-3’iin aktive
oldugu PARP’1n (poli-ADP riboz polimeraz) kesildigi ve niikleer yogunlag- manin
olustugu gosterilmis, ayrica 6-OHDA uygulanmasindan once bir nedime proteini
olan Hsp27’nin yiiksek oranda ifade edilmesinin de sitokrom c¢ salmimi ve kaspaz-3
aktivasyonunu erteledigi gézlenmistir (97). Yine PC12 hiicrelerinin ve 6- OHDA’ nin
kullanildig1 bir bagka calismada ise, 6-OHDA uygulamasmin bir pro- apoptotik
protein olan Puma’nin hem mRNA, hem de protein diizeyinde arttirdig1 bulunmus,
buna ek olarak bir diger pro-apoptotik protein olan Bim’in de protein diizeyinde

arttig1 tespit edilmistir. Bu c¢alismada 6-OHDA ile tetiklenen hiicre oliim
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mekanizmasinda Puma’nin kilit bir rol istlendigi siRNA’lar kullanilarak da

1spatlanmustir (98).

MPTP kullanilarak olusturulan bir diger hayvan modelinde mitokondriyel
kompleks I yetersizligi bulunmus, bunun da in vivo sistemde apopitotik yolu
tetikledigi gosterilmistir. Ayni1 calismada farelerin beyinlerinden izole edilmis
mitokondriler kullanildiginda ise kompleks I yetersizliginin dogrudan apopitoza yol
acmadigi, ancak yarattigi intramitokondriyel oksidatif stres sonucu intermembran
boslugundaki sitokrom c¢ konsantrasyonunu yiikselttigi ve Bax’a bagl olarak gelisen
apopitozun ortaya ¢ikma olasiligini arttirdigr bulunmustur (99). Dogal olarak bu
molekiiler patolojinin hiicreyi ne tiir bir 6lime gotiirdiigiiniin belirlenmesi, hem
molekiiler patolojinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunacak, hem de ileride

gelistirilecek olan tedavi yaklasimlarina yol gosterecektir.
2.2. Zonisamid

Zonisamid (1,2-benzisoxazole-3-methanesulfonamide) antikonviilzan ajani
olarak 1970'lerde Japonya da gelistirilmistir (100). Ilging olarak bircok klinik
calismada norolojik ve psikyatrik hastaliklara kars1 genis bir klinik spektruma sahip
oldugu rapor edilmistir. Epilepsi disinda, diirtii-kontrol bozukluklari, migren,
noropatik agri, esansiyel tremor, Parkinson hastaligi gibi hastaliklarda kullanim

olanagi olabilecegi ileri siiriilmektedir.(101)

Zonisamid etki mekanizmalari, voltaj kapili Na* kanallar1 inhibisyonu, T-tipi
voltaj duyarli Ca'® kanali inhibisyonu, Ca** indiikledigi Ca* salinim
sisteminin(CICR) inibisyonu, noronal depolarizasyona bagh glutamat salinimi
inhibisyonu, GABA gibi inhibitdr norotransmitterlerin salmiminin artirilmasi,
dopamin ve serotonin saliniminin artirilmasi, GABA, reseptdr modiilasyonunu

icermektedir.(102-106)
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Sekil 9. Zonisamid biyokimyasal yapisi (107)
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Farmakokinetik caligmalarda, ZNS’in hizla absorbe edildigi, iyi bir
biyoyararlanima sahip oldugu, karaciger ve bobrekten elimine edilidigi ve uzun
yaritlanma Omrii oldugu gosterilmistir. Maksimum plazma konsantrasyon zamani
dozdan bagimsiz olarak yaklasik 3saat civarindadir (107). Zonisamid tamamen
gastrointestinal sistemden emilir ve biyoyararlanimi gidadan etkilenmez. Kanda %40
oraninda plazma albuminine baglanir ve lipid aracili tasima araclari ile kan-beyin
bariyerini gecer. ZNS in dagilimina yonelik yapilan sican beyin modelinde, serebral
korteks ve orta beyinde yiiksek konsantrasyonlara ulastig1 gosterilmis. Eliminasyon
yar1 Oomrii 49.7-62.5 saat ve kararli doz konsantrasyonuna 10-12 giin i¢inde ulasir
(108). ZNS metabolizmasindan baslica sorumlu P 450 enzim CYP 3A4 tiir. Ancak
CYP 2C19 ve CYP 3A5 katkida bulunabilir (109). Insanda, ZNS’in ana
metabolitleri, 2-(sulfamoylacetyl)-phenol-glucuronide (SMAP) and the N-asetil
ZNS’dir (sekil 10). Total dozun biiyiik bir kismu idrar ile atilir (107).

Feduction
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Sekil 10. insanda ZNS’in metabolik yolu. SMAP:2-sulfamoylacetyl-phenol, G:
glucuronide(107).

2.2.1. Zonisamid ve Parkinson Hastalhig:

Zonisamidin dopaminerjik sistem {izerine olan etkisine yonelik bircok
calisma yapilmistir. Parkinson hastaligindaki yararli etkilerinin altinda yatan etki
mekanizmas1 acik degildir ancak hem dopaminerjik hemde non dopaminerjik

mekanizmalar: iceriyor goriinmektedir (110). Zonisamidin tekli kullaniminda hiicre
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ici ve hiicre dis1t DOPA, dopamin, homovanilik asit (HVA) diizeyini artirdigi, 3-4
dihidroksi fenilasetikasit asit (DOPAC) diizeyini azalttig1 tespit edilmistir (106).
Zonisamid terapotik dozlarda sican striatumunda hiicre i¢i ve hiicre dis1 dopamin
diizeyini artirirken, supraterapdtik dozlarda hiicre i¢i dopamin diizeyini
azaltmaktadir. Boylece, Zonisamid dopaminerjik sistem iizerine bifazik etkiye sahip
oldugu ileri siiriilmektedir (111). Murata ve ark.(2004) uzun siireli ZNS kullanimi ile
sican striatumunda Tirozin Hidroksilaz (TH) diizeyinin ve aktivitesinin arttigini

gostermistir (107).

Anti-parkinsonyan etkisiyle ilgili olarak, ZNS dopamin salinimi ve yikimimi
artirdigl, MAO-B aktivitesi ve dopaminerjik oksidatif stresi inhibe ettigi rapor
edilmistir. (101,107,112).

ZNS T-tipi Ca*™ kanallarmi spesifik bir blokeridir. ZNS T-tipi Ca** kanallar
yoluyla dopaminerjik noronlar1 direk olarak aktive etmesi olasidir. Worfart ve
Roeper, T tipi Ca*> kanallarmin inhibisyonunun, SNC’daki dopaminerjik néronlarin
desarjin artirdigini rapor etmislerdir (113). Ancak bu konu net olarak bilinmemekle

birlikte daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir (110).

Zonisamid’in, 6n ila¢ olan MPTP nin aktif toksik metabolitine ¢evrilmesinde
Monoaminoksidaz Tip-B (MAO-B) inhibisyonu yaptig1 gosterilmistir (106,107).
Ancak bu etkinin giicii tam olarak bilinmemektedir. Murata ve ark. yaptig1 bir
calismada, MAO-B inhibitorii selegilin ile tedavi edilen Parkinson Hastalarinda dahi
ZNS’in etkili oldugunu gostermistir (114). Burdan yola cikilarak, parkinsonyan
semptomlart iyilestirmede Zonisamid’in temel etki mekanizmasinin MAO-B

inhibisyonu olmadig1 ileri siiriilmiistiir (110).

Son zamanlarda ipek maymunu ile yapilan deneysel c¢alismalarda,
Zonisamid’in MPTP nin etkinligini inhibe etmedigi ileri siiriilmektedir. Ancak,
MPTP tedavisi alan ipek maymunlarma ZNS verilmesi, striatumda dopamin
metabolizmas1 artisinda etkili oldugu saptanmustir. (122). Bu nedenle yazarlar
tarafindan, ZNS’in in vivo olarak MAO-B ihibisyonu yapmadig: fakat zayiflamis
noronlarin aktivitesini artirdigr ileri siiriilmektedir (110). Diger bir calismada, ZNS
tedavisinin, dopaminerjk sistemde Tirozin Hidroksilazin (TH) artirilmasi yoluyla

farelerde MPTP’ye bagli norotoksisiteyi azalttig1 saptanmistir (116).
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Sekil 11. Zonisamid’in dopamin sistemi iizerine etkisi (107).
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Sekil 12. ZNS T-tipi Ca** kanallar1 yoluyla TH sentezini aktive etmesi (107).

Zonisamid’in noroprotektif etkisi, deneysel hayvan modellerinde neonatal
hipoksik-iskemik hasarlanmanin azaltilmasi ile gosterilmistir (117). Bu etkisinin
antioksidan Ozellikleri ile iliskili oldugu savunulmaktadir (111,118). Zonisamid’in
olast noroprotektif etkisi, hidroksil gibi serbest radikallerin temizlenmesiyle veya
noromembranlar i¢in olduk¢a zararli olan Nitrik oksitin engellenmesi seklindedir
(119,120). Sican beyninde lipid peroksidasyonu ve DNA oksidatif hasarlanmasi
inhibe ettigi saptanmis (121). Ancak, ZNS’in noroprotektif 6zeliklerinin molekiiler
mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. Cesitli hipotezler ileri siiriilmektedir fakat

destekleyici veriler heniiz bir sonuca varmak icin yeterli degildir (122).

Murata ve ark. tarafindan Japonya’da ¢ok merkezli, randomize ¢ift kor
plasebo kontrollu yapilan c¢alismada ekleme tedavisi olarak 25-100 mg/giin

kullanilan ZNS’in Parkinson hastalarmdaki motor semptomlarin tedavisinde etkili
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oldugu ileri siiriilmektedir. Calismaya L-Dopa tedavisi altinda motor semptomlar1
olan 279 Parkinson hastasi alinmig. Oniki hafta boyunca ZNS (25, 50 veya 100
mg/giin) veya plasebo tedavisi altinda Unified Parkinson’s DiseaseRating Scale
(UPDRS) Part III ve toplam giinliik ‘off’ siireleri degerlendirilmis. 25 ve 50mg/giin
alan grub ile plasebo grubu karsilastirildiginda total UPDRS skorunda anlamli
tyilesme oldugu gosterilmis. 50 ve 100 mg grubu ile plasebo karsilastirildiginda off
stirelerinin anlamli olarak azaldigi gosterilmis. Diskinezi acisindan ZNS grubunda
bir artig goriilmemis. Parkinson hastalarinda ZNS adjuvan terapi olarak iyi tolere
edilen, giivenli ve etkili bir ila¢ oldugu ileri siiriilmektedir (114). Kajimo ve ark.,
Parkinson hastalarinda ZNS’in ekleme tedavisi olarak kullannommda ilag
baslangicindan sonraki 1 yillik izlem siiresinde etkili ve giivenli oldugunu ileri

stirmiislerdir (123).

Nakanishi ve ark. yaptiklar1 agik uclu bir ¢calismada dopamin tedavisi alan
motor semptomlar1 olan Parkinson hastalarindaki tremor iizerine ZNS’in etkili
oldugunu 6ne siirmiislerdir (124). Ayrica birka¢ ¢calismada, ZNS’in esansiyel tremor
supresyonundaki etkinligi gosterilmistir (125,126). Bermejo ve ark. yaptigi
calismada, ‘ET-PD sendromu’ olarak bilinen Parkinson ve Esansiyel tremor
hastalarinda ZNS’in faydali bir rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir (127). L-
Dopa’ya bagh diskinezide 2-amino-3-3-hydroxy- 5-methylisoxazol-4-yl propionic
acid (AMPA) reseptor blokaji ile iyilesme oldugu goriilmiistiir. ZNS’in bu reseptorii
bloke ediyor olmasi ile bu ila¢ hastalarda potansiyel faydali bir rol oynayabilir (128).

Zonsamid 1yi bir giivenlik profili ile 1yi tolere edilebilen bir ila¢ olarak kabul
edilebilir. Parkinson Hastalig1 tedavisinde kullanilan doz, epilepsi tedavisinde
kullanilan dozdan anlaml olarak daha diisiiktiir. Murata ve ark. yapilan ¢alismada
ZNS 1iyi tolere edilmis ve temel yan etkileri apati, somnolans, kilo kaybi,
konstipasyon olarak tespit edilmistir. ZNS ve diger Parkinson ilaglar1 arasimdaki

etkilesimleri ile ilgili cok az bilgi bulunmaktadir (114).
2.3. PC12 Hiicreleri

Rat feokromasitoma hiicreleri olan PC12 hiicreleri ilk kez 1976’da Grene ve
Tischler tarafindan elde edilmistir. Adrenal bezden koken alan hiicre klonudur.

Hiicre morfolojisi poligonal goriiniimliidiir. PC12 hiicreleri adheran ozellikte, kiiltiir
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kabinin yilizeyine yapisarak yasayan ve kiiciik kiimeler halinde ¢ogalan hiicrelerdir
(129). Sekil 8’de PC12 hiicrelerinin ve sekil 9°da PCI12 hiicrelerine NGF ilave

edilmesiyle olusan faz kontrast mikrografik goriiniimii gosterilmektedir (130).

PCI12 hiicrelerine kiiltiir ortaminda noronal biiyiime faktorii (NGF) ilave
edilmesiyle noronal filizlenme, elektriksel eksitabilite ve sinaptik vezikiiller olusur
(131). NGF’ye yanit olarak katekolamin (dopamin, noradrenalin) sentezler ve cok
hizli noroblast/ndron fenotipine doniisiir. Noronun tipik Ozelliklerini gosterir
(132,133). Bu yiizden noronlarin hiicresel biyolojisi ile ilgili ¢alismalar i¢cin iyi
tanimlanmig bir modeldir. Proliferasyon, diferansiyasyon, hiicre canliligi ve
apopitozis gibi farklt hiicresel olaylari, noronal tamir, noroprotektivite ve

norotoksisiteyi iceren mekanizmalar1 arastirmada sik¢a kullanilir (131,132).

Sekil 14. PC12 hiicrelerine noronal biiyiime faktorii ilave edilmesiyle olusan faz kontrast
mikrografik goriintim (130).
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2.4. Hiicre Canlihgimin MTT Analiziyle Saptanmasi

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid] analizi
ilk olarak Mosmann tarafindan kullanima girmistir (134). MTT yOntemi, hiicre
canliliginimn belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir yontemdir. Bu yontem
saglam hiicrelerde mitokondrinin, MTT boyasmin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim
olan siiksinat dehidrojenaz aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasi sonucu sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor ¢oziinmeyen formazan
kristallerine doniigmektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir (135,136). Reaksiyon iiriinii uygun karisimda
coziildiikten sonra spektrofotometrik yontemle Olgiilir (137). Hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak almir (138). Hiicre canlilig1 ve
tiremesini dl¢en bu yontemin, diger sitotoksik test yontemlerine gore daha hassas ve
tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay ve hizli olmasi, radyoaktif izotop

kullanmaya gerek olmamasi avantaj olarak kabul edilir (139,140).
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3. MATERYAL METOD

Bu caligma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji ve
Biyofizik Anabilim Dallar1 tarafindan Norolojik Bilimler Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (NOROBAM) gerceklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1885-TU-09 proje numarasi

ile desteklenmistir.
3.1. Materyaller

PC12 hiicreleri DSMZ hiicre serileri bankasindan (Almanya) alindi. Biyofizik
laboratuarinda Poly-D-Lysine kaplanmis hiicre kiiltiirti flasklarinda, RPMI 1640 besi
yeri ortaminda iiretildiler. Fotal sigir serumu, at serumu, Se ve diger kimyasallar
Sigma firmasindan Fagus Firmasi (istanbul) aracilif1 ile Amerika Birlesik Devletleri
ve Almanya’dan satin alindi. ZNS toz formda Sigma firmasindan Fagus Firmasi

(Istanbul) aracilig1 ile alind1.
Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2. Santrifiij: Jouan B4I (Fransa)

3. Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

4. Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

5. Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6. Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7. Spektrofotometre: Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8. pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

9. Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

10. Floresan spektrofotometre (Carry Eclipse Marka, Varian Firmasi,

Avustralya)
11. CO; inkubator (Shel Lab-Biolab Lab, Fransa)

12. Laminar flow kabini (Bilser BLF2000, Istanbul)
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Tris, Merck (Almanya)

Glisin, Merck (Almanya)

Sodium Cloride, Merck (Almanya)

Tween 20, Merck (Almanya)

Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)

EDTA, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Leupeptin, Sigma (Almanya)

Triton X-100, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)

Hydrochloric Acid, Merck (Almanya)

Histopaque REF-11191 (Amerika Birlesik Devletleri)

Bradford Kimyasali Bio-Rad 500-0006 (Almanya)

Collagenase type 1I- A7906, 1 gram (Almanya)
Colleganase-Type4 Worthington 4188/47M9961, 100 mg (Almanya)
Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij, 35 ml, Sorvall (Ankara)
Ultrasantrifiij tiipii, MS-80 santrifiij i¢in, 2 ml, Sorvall (Ankara)
PCI12 hiicreleri, DSMZ-Germany. Kiiltiir (37 0C) seklinde
Nerve growth factor, Sigma, N0513, 1 mg (Amerika Birlesik Devletleri)
Poly-D-Lysine, Sigma (Almanya)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma (Almanya)

DMSO (Dimethyl sulfoxide), Sigma (Almanya)
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3.2. Metot
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Deneysel Tedavi
3.2.2. PC12 Hiicre Kiiltiirii

PC12 hiicreleri rat bobrek iistii bezi hiicrelerinden elde edilmektedir. Bu
hiicrelere, Kkiiltiir ortaminda NGF ilave edilmesiyle, embriyolojik donemdeki
ozelliklerinden dolay: sinir hiicresi 6zelligi gostermektedirler. PC12 hiicreleri hem
norolojik hem de psikiyatrik hastaliklarla ilgili ¢caligmalarda sinir hiicresi modeli
olarak kullanilmaktadirlar (131,132). Calismamizda kullanilan PC12 hiicreleri
DSMZ hiicre serileri bankasindan (Almanya) alindi. Deneylerde bu hiicre hattinin 2—
9 arasindaki pasajlar1 kullanildi. Deneylerde kullamlan 25 ve 75 cm”lik kiiltiir
flasklari, hiicrelerin ekiminden 6nce tutunmayi arttirmak amaciyla Poly-D-Lysine ile
kaplandi. Poly-D-Lysine steril distile su ile ¢oziildii ve kiiltiir kaplarma 10 pg/ml
konsantrasyonda eklenerek yayildi. Bir saatlik bir inkiibasyon siiresinin ardindan
PC12 hiicreleri kiiltiir kaplarna 1x10° hiicre/cm” yogunlugunda ekildi. Kiiltiir ortami
olarak % 10 oraninda 1s1yla inaktive edilmis at serumu, % 5 oraninda 1s1yla inaktive
edilmis sigir serumu, 100 IU/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin iceren RPMI
1640 ortamu kullanildi. Ekim sonrasi kiiltiirler % 5 karbondioksitli nemli hava iceren

37 °C sicaklikta inkiibatdre konuldu.

Hiicreler her 2-3 giinde bir taze mediumla beslendi. Hiicrelerin % 80’1
birlesmeye basladig1 zaman, steril pipetler araciligi ile taze medium konularak, flask
zemininden hiicreler tyripsin-EDTA 1ile ayrilarak pasajlandi. Pasajlanan PCI12
hiicreleri, her flaskda hiicre dansitesi 2x 10* olacak sekilde Poly-D-Lysine kapli 25
ve 75 cm”'lik kiiltiir flasklarina ayni dansitede ekildi. 48 saat sonra hiicreler gruplara

ayrildy;
1. GRUP (Kontrol grubu): Sadece RPMI 1640’ da 24 saat birakild:.

2. GRUP (ZNS grubu): Bu gruptaki hiicreler 100 mikroM ZNS ile 5 saat
boyunca inkiibe edildi.

3. GRUP (MPP"): Bu gruptaki hiicreler 100 mikroM MPP" ile 10 saat
boyunca inkiibe edildi.
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4.GRUP (ZNS+MPP" grubu): Bu gruptaki hiicreler MPP* ve ZNS ile 10 saat
boyunca inkiibe edildi.

3.3. Antioksidan Enzim Aktivitesinin Olciimii

3.3.1. indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Analizleri

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay’in (141) bildirdikleri yonteme gore
spektrofotometre cihazi ile belirlendi. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;

1- %10 trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu

2-Tris tamponu (0,4M pH:8,9): 48,46 gram tris-hydroxymethil-
aminomethan’in hidroklorik asit (HCI) ile pH: 8,9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi

ile hazirlanir.

Deneyin yapilisi: 0,1 ml hiicre homojenati1 0,4 ml TCA soliisyonu ile
karistirildi. 20 sn karistiricida vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. 0,1
ml siipernatant temiz bir tiip i¢ine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2,0 ml Tris
tamponu ve 0,1 ml DTNB soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi
spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (142) tarafindan bildirilen

yonteme gore spektrofotometrede belirlendi.
Kullanilan Solusyonlar:
1- Tris (I) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6
2- GSH soliisyonu
3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu
5- Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9

6- DTNB soliisyonu
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Tablo 1. GSH-Px deneyinin analiz semasi ve kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Kontrol Ornek
Hiicre homojenati 0.5 ml 0.5 ml
Tris HCI tamponu eklendi. 0.3 ml 0.3 ml
CHPO ilave edildi. - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 sn araliklarla konuldu.) 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.

TCA (her tiip icin 5 sn araliklarla konuldu) 1.0 ml 1.0 ml

2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindi.
Uzerine Tris tampon eklendi. 2.0 ml 2.0 ml

DTNB eklendi. 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda 5 sn beklendi. Saf suya kars1 spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda okundu.

3.3.2. intraselliiler Kalsiyumun Olciilmesi

Hiicre ici kalsiyum miktarinn Slgiimii igin PC12 hiicreleri 37 °C de 45 dakika
boyunca 4uM Fura—2 AM floresan boyasi ile boyandi (143). Boyanma isleminden
sonra yikamaya tabi tutulan hiicreler manyetik olarak karistirilan, seffaf kiivetlere
hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Na*-HEPES [(mM cinsinden) NaCl, 140;
KCl, 4,7; CaCly, 1,2; MgCl,, 1,1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7,4)] soliisyonu
icerisinde floresan spektrofotometre (Varian Cary Eclipse, Australia) haznesine
yerlestirildi. Fura—2 AM icin eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm, emisyon
dalga boyu 505 nm de floresan 151k ile uyarild1 ve yaklasik yedi dakika boyunca kayit
alindi. Hiicre ici serbest Ca™ iyon diizeyi degisimleri bilgisayar ekraninda 340
nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar1 ile kaydedildi (144) ve Grynkiewicz ve

arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (145).
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3.3.3. Lipid Peroksidasyon Analizi

PC12 hiicrelerinde lipid peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi, Placer ve
arkadaslarinmn  (144) bildirdikleri yonteme gore tiyobarbitiirik asit (TBARS)
reaksiyonu ile son derece hassas bir spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800,

Japonya) yapild1.

Deneyin yapilisi: Tiim PCI12 hiicre gruplar1 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS
soliisyonu ile sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda
TBARS karisimu kullanildi. Ornekler ve kor, 20 dakika siiresince 100 °C’lik kaynar
suda, su banyosunda tutuldu. Daha sonra ¢cesme suyu altinda sogutuldu. 2500 devirde
5 dk santrifiij edildi. Ustteki pembe renkli siv1 otomatik pipetle hassas bir sekilde
almmarak 1cm 151k gecisine sahip kiivette 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
kore karst okundu. Standart olarak ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1, 1, 3, 3
tetraethoxy propane soliisyonu kullanildi. Degerler mikromol/gram protein olarak

belirlendi. Sonuglar nanomol/ gram protein olarak verildi.
3.3.4. MTT Analizi

Her bir eppendorf tiipiine 10° hiicre olacak sekilde hiicreler konuldu. Her bir
eppendorfa 15 mikrolitre MTT kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali ilavesinden
sonra biitiin eppendorflar 5-10 defa yavasca calkalanip, 37°C de calkalamali su
banyosunda 90 dakika boyunca yavasca ¢alkalamaya birakildi. Calkalama sonrasinda
biitiin eppendorflar 500 g de 10 dakika boyunca santrifuj edildi. Santrifuj sonrasi
supernatant atildi. Her bir eppendorfa 400’er mikrolitre DMSO ilave edildi. Pellet
DMSO igerisinde resuspense edildi, sonra her bir kiivete 250 mikrolitre bu ornekten
konuldu. Spektrofotometrede 490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki
dalga boyunda okunan degerler birbirinden ¢ikarildi. (Abs490 nm —Abs650 nm: x)
(144).

3.3.5. istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. PC12 hiicrelerinde calisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama

degerleri arasindaki farklhiliklar, SPSS, Windows 9.05 paket bilgisayar programi



35

kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplar arasi fark olup olmadigi Mann-
Whitney U testi istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Tim istatistiki
karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PC12 Hiicrelerinde Lipid Peroksidasyonu Diizeyleri

Lipid peroksidasyon sonuglar1 tablo 1’de gosterilmistir. Bu sonuclar
incelendiginde lipid peroksidasyon diizeyleri kontrol grubuna kiyasla MPP*
grubunda (p<0.05) anlamli olarak yiiksek bulundu. ZNS (p<0.05) ve ZNS+MPP*
(p<0.05) grubunda MPP" grubuna kiyasla lipid peroksidasyon diizeyleri anlaml
olarak diigiik saptandi. Diger bir ifadeyle PC12 hiicreleri MPP* ve ZNS ile inkiibe
edildiginde, ZNS’in lipid peroksidasyonu iizerinde koruyucu etkisi oldugu gozlendi.

Tablo 2. PC12 hiicrelerinde lipit peroksidasyon (LP), indirgenmis glutatyon (GSH) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri iizerinde MPP* ve Zonisamid’in etkileri. (n=6,
ortalama deger+standart sapma).

Degerler Kontrol MPP* Zonisamid MPP* +Zonisamid

LP 426+0.13 499006 3.99+0.21 3.96 £0.15"
(umol/gr

protein)

GSH 1.68 £0.11 1.43 £0.07° 1.90 £0.12° 1.68 +0.07°¢
(umol/gr

protein)

GSH-Px 3.16 £0.16  2.46 +0.23" 3.19 +0.27° 2.98 +£0.14%°
(IU/gr protein)

"P<0.05. Kontrol, grubuna kiyasla.

bP<0.05, p<0.01 ve “p<0.001. MPP* grubuna kiyasla.

“P<0.05. Zonisamid grubuna kiyasla.
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MDA

(lumol/gr protein)

Kontrol MPP Zonisamid MPP+Zonisamid

"P<0.05. Kontrol, grubuna kiyasla. bP<O.05 MPP* grubuna kiyasla.

Grafik 1. PC12 hiicre gruplarinda lipid peroksidasyon diizeyleri

4.2. PC12 Hiicrelerinde GSH ve GSH-Px Diizeyleri

GSH ve GSH-Px sonuglar1 Tablo 1°’de gosterilmistir. Bu sonuclar
incelendiginde, GSH diizeyleri kontrol grubuna kiyasla MPP" grubunda (p<0.05)
anlaml olarak diisiik saptandi. MPP" grubuna kiyasla ZNS (p<0.01) ve ZNS+MPP*
(p<0.01) grubunda GSH diizeyleri anlamli olarak yiiksek tespit edildi. ZNS grubu ile
ZNS+MPP" (p<0.05) grubu karsilatirildiginda GSH diizeyleri ZNS grubunda anlaml
olarak yiiksek tespit edildi. Diger bir ifadeyle PC12 hiicreleri MPP" ve ZNS ile
birlikte ve ayr1 inkiibe edildiginde ZNS’in GSH diizeyleri iizerine koruyucu etki
gosterdigi gozlendi. Kontrol grubuna gére MPP*(p<0.05) grubunda GSH-Px
diizeyleri anlamli olarak diisiik tespit edildi. ZNS (p<0.001) ve ZNS+MPP" (p<0.01)
gruplarinda MPP" grubuna kiyasla GSH-Px diizeyleri anlamli olarak yiiksek tespit
edildi. MPP*+ZNS (p<0.05) grubunda ZNS grubuna kiyasla GSH-Px diizeyi anlamli
olarak diisiik tespit edildi. Diger bir ifadeyle, gruplar karsilastirildiginda ZNS’in
GSH-Px iizerinde koruyucu etkisi gdzlendi.
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GSH

25

mikromoligr protein

Kontrol NPP Zenisamid MPP+Zonisamid

"P<0.05. Kontrol, grubuna kiyasla. bP<O.05, p<0.01 MPP* grubuna kiyasla
“P<0.05. Zonisamid grubuna kiyasla

Grafik 2. PC12 hiicre gruplarinda GSH diizeyleri

GSH-Px

{(IU/gr protein}
o = I w
o D = o W

Kontrol MPF Zonisamid MPP+Zonisamid

"P<0.05. Kontrol, grubuna kiyasla
p<0.01 ve “p<0.001. MPP* grubuna kiyasla.

“P<0.05. Zonisamid grubuna kiyasla
Grafik 3. PC12 hiicre gruplarinda GSH-Px diizeyleri

MPP*’nin Hiicre Canhhg1 Uzerine Toksik Dozunun Tayini

PC12 hiicrelerinde MPP* nin hiicre canhiligi iizerine etkisi grafik te

goriilmektedir. Hiicreler artan konsantrasyonlarda (25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM,
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500 pM, ImM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM) MPP" ile 7 farkli
zamanda (30 dk, 1, 2, 5, 12, 24,48 saat) inkiibe edildi. . MPP* nin toksik etkisi, 100
uM dozda ve inkiibasyondan 24 saat sonra bagladi. MPP"’nin toksik dozu hiicre
kiiltiir ortaminda 100 uM’da 24 saat olarak belirlendi.

1.2 1

@ 30. dakika
0,8 1 B 1, saat
02.saat
0,6 1 05.saat
B 12.saat
04 A 024 saat
B 48.saat
0,2 -
0 i
@@\

S & & &S &S
,@Q’@ & ¢ & Q&\\\é ¥

Q

&

Grafik 4. Degisik doz ve saatlerde MPP*"nin hiicre canliligi (MTT) iizerine etkileri

Zonisamid’in Hiicre Canhh@ Uzerine Terapotik ve Toksik Dozunun

Tayini

PC12  hiicrelerinde ZNS’in hiicre canliligi lizerine etkisi grafikte
gosterilmistir. PC12 hiicreleri, 11 farkli dozda (25 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM,500
uM, 1 mM, 10mM, 25mM, 50mM, 100mM, 200mM) ZNS ile 7 farkli zamanda (30
dk, 1, 2, 5, 12, 24,48 saat) inkiibe edilerek ZNS’in terapotik ve toksik dozu bulundu.
100uM dozda ve 10 saatte hiicre canliiginda %25 misli azalma tespit edildi.
ZNS’nin toksik etkisinin 100 uM dozda ve 24. saatte basladig1 belirlendi. ZNS’nin
en yiiksek terapotik etkisi ise 100 pM doz ve 12 saat olarak tespit edildi.
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Grafik 5. Degisik doz ve saatlerde Zonisamid’in hiicre canliligi (MTT) {izerine etkileri.

4.3. PC12 hiicrelerinde Sitozole Kalsiyum iyonu [Ca**] Salmmm

Diizeyleri

PC12 hiicre gruplarinda oksidatif stresin (H>O;) neden oldugu sitozole
kalsiyum iyonu [Ca™] salmimi iizerindeki etkileri grafik gosterilmistir. Kontrol
grubuna gére MPP* (P<0.001) grubunda sitozole Ca™ salmmm anlamli diizeyde
artmus olarak bulundu. Kontrol grubuna gére ZNS (p<0.01) grubunda sitozole Ca*>
salimimi anlamli olarak diisiik diizeyde saptandi. MPP* grubuna kiyasla ZNS
(p<0.001) grubunda sitozole Ca** salmimi anlamli olarak diisiik tespit edildi. ZNS
grubuna gore ZNS + MPP*(p<0.01) grubunda sitozole Ca*™ salinimi anlamli olarak
yiiksek tespit edildi. Diger bir ifadeyle ZNS’in sitozole Ca*™ salnimu iizerine azaltic

etkisi gozlendi.
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Control MPP Zonisamid MPP+Zonisamid

'P<0.01 ve bP<O.001. Kontrol, grubuna kiyasla.
“p<0.001. MPP* grubuna kiyasla.

d

P<0.01. Zonisamid grubuna kiyasla.

Grafik 6. PC12 hiicre gruplarinda oksidatif stresin (H,0,) neden oldugu sitozole Ca*?
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Grafik 11. PC12 hiicre gruplarmnin sitozole Ca** saliniginin zaman akim grafigi

4.4. PC12 Hiicre Gruplarinda Kaspaz -3 Diizeyinin Tayini

PC12 hiicre gruplarinda Kaspaz-3 degerleri grafikte gosterilmistir. MPP*
grubuna kiyasla ZNS (p<0.001) grubunda kaspaz-3 diizeyi anlamli olarak diisiik
tespit edildi. ZNS grubuna gére ZNS+ MPP" (p<0.001) grubunda kaspaz-3 diizeyi
anlamli olarak ytiksek tespit edildi. Diger bir ifadeyle, ZNS’in, bir apopitoz Onciilii
olan kaspaz-3 aktivitesini azaltarak, PC12 hiicreleri iizerinde koruyucu etkisi

gozlenmistir.
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Grafik 12. PC12 hiicre gruplarinda Kaspaz-3 aktivitesi
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S. TARTISMA ve SONUC

Parkinson hastaligi, ozellikle yaslilarda norolojik engelliligin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Klinik 6zellikleri tremor, bradikinezi, rijdite ve postural

instabiliteyi icermektedir (146,147).

Parkinson hastalifinda mevcut semptomatik tedaviler daha ¢ok motor
belirtiler icin ve genelde erken donemlerde etkili oldugu icin, hastaligin yavas fakat
kacmilmaz progresyonu noronal Oliime yol acan patogenetik mekanizmalarin

aydinlatilmasini gerekli kilar (148).

Esasen bir anti-epileptik ajan olarak bilinen ZNS, PH, duygu-durum
bozukluklar1 ve epilepsi gibi norolojik ve psikiyatrik hastaliklarda klinik olarak genis
etki spektrumuna sahiptir (114,149,150). Son zamanlarda, Ozellikle Japonya’da
yapilan ¢ift-kor kontrollii calismalarda L-dopa’ya ek olarak verilen diisiik doz ZNS
(25-100mg/giin) tedavisinin PH’daki kardinal semptomlarda iyilesme sagladig: ileri
siiriilmiistiir. (107,114). Yapilan deneysel calismalarda, Mori ve ve ark. ZNS’in
hidroksil (OH") ve nitrik oksit (NO) gibi serbest radikalleri temizleyici 6zelligini
rapor etmislerdir (119). Noda ve ark. tarafindan ZNS’in nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesini azaltici etkisi rapor edilmistir (121). Komatsu ve ark. ZNS’in lipid
peroksit olusumuna inhibitor etkisi ve oksidatif DNA hasarinin gostergesi olan 8-
hydroksi-2V-deoksiguanosin (8-OHdG) diizeyini azaltict etkisini rapor etmislerdir
(120,151).

Nigrostriatal dopaminerjik noronlar yas ilerledikce azalir. Parkinson
hastaliginda bu azalma daha hizlidir. N6ron kaybinin kesin nedeni bilinmemekle
birlikte artmis oksidatif stresin etken olabilecegi ile ilgili bulgular vardir. Bu yonde
deneysel ve klinik olmak iizere bir ¢ok calisma yapilmis ve yapilmaya devam

etmektedir.

Son caligmalarda, oksidatif stresin, serbest oksijen radikalleri araciligi ile
yaptig1 noron hasar1 ve SNc’da 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Antioksidan
maddelerin hiicreyi patojenik oksidayondan koruyucu rolii vardir. Oksidatif stres
yiiksekligi, PH patogenezinde rol oynayabilir ve noronal hiicre Oliimiine sebep

olabilir (152).
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Biz ¢calismamizda, PH patogezisinin altinda yatan biyokimyasal parametreleri
degerlendirmek icin PC12 hiicre Kkiiltiirii ortaminda MPP" ile olusturdugumuz
Parkinson modelinde ZNS molekiiliiniin oksidatif stres, hiicre ici Ca™ akisi, kaspaz-3

aktivitesi lizerine olan etkilerini arastirdik.

Aragtirmamizda, lipid peroksidasyon diizeyleri kontrol grubuna kiyasla MPP*
grubunda (p<0.05) anlamli olarak yiiksek bulundu. ZNS (p<0.05) ve ZNS+MPP*
(p<0.05) grubunda MPP" grubuna kiyasla lipid peroksidasyon diizeyleri anlamli
olarak diisiik saptandi. Diger bir ifadeyle, ZNS’in PC12 hiicrelerinde kontrol grubu
ve MPP+ grubuna gore lipid peroksidayonu iizerinde koruyucu etkisi oldugunu tespit

ettik.

Dopamin reseptorleri bol miktarda coklu doymamis yag asidi icermesi
nedeniyle oksidatif strese olduk¢a duyarlidir. Membran lipid peroksidasyonu,
reseptor yogunlugunun azalmasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu reseptor
fraksiyonunu indirekt etkileyen fosfolipaz A2 yolundaki bir degisimle de ilgilidir.
Serbest radikaller membran yag asitleri ile birleserek tepkimeler serisini baslatir.
Serbest radikal ve yag asiti, oksijen ile birleserek lipid peroksid radikalini (LOO")
olusturur. Lipid peroksid radikali baska yag asitleri ile tepkimeye girerek
lipidhidroperoksidleri (LOOH) olusturur. U¢ yada daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu ile MDA olusur. Bu peroksid iiriinleri metal iyonlar1
varliginda bazi enzimatik tepkimeler ile noronal hasara yol agmaktadwr. Lipid
peroksidasyonu sonucu olugsan malondialdehit, iyon transportunda ve hiicre i¢i iyonik
hemostazda ©nemli rolleri olan membran proteinlerine c¢apraz baglanmaya ve
polimerizasyona neden olarak iyon transportu, enzim aktivitesi gibi membran
ozelliklerinde degisiklige neden olur. Bunun sonucunda membran gecirgenligi ve
kirllganligr artar. Ayrica diffiize olabilen MDA, DNA’nin nitrojen bazilari ile
tepkimeye girerek membran enzim aktivitesi azalir ve hiicre ici Ca** girisi artar.
Hiicre icine Ca** artis1 sonucu; fosfolipaz aktivayonu ile fosfolipid kaybinda artss,
membran gecirgenliginde degisiklik, akigkanliginda azalma, negatif yiizey
geriliminde artma, proteaz aktivasyonu, katabolik enzimlerin aktivitesinde artis,

endoniikleaz aktivitesi ile DNA kiriklar1 meydana gelmektedir (153).
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Oksidatif stresin Ca*> metabolizmasi iizerine olan etkileri bilinmektedir.
Calismamizda PC12 hiicre gruplarinda oksidatif stresin (H,O,) neden oldugu sitozole
Ca™ salimu iizerindeki etkileri grafik gosterilmistir. Kontrol grubuna gére MPP*
(P<0.001) grubunda sitozole Ca*™ salmimi anlamh diizeyde artmis olarak bulundu.
Kontrol grubuna gére ZNS (p<0.01) grubunda sitozole Ca** salmimi anlamli olarak
diisiik diizeyde saptandi. MPP" grubuna kiyasla ZNS (p<0.001) grubunda sitozole
Ca™ salmmu anlamh olarak diisiik tespit edildi. ZNS grubuna gore ZNS+
MPP*(p<0.01) grubunda sitozole Ca* salmimi anlamli olarak yiiksek tespit edildi.
PCI12 hiicrelerinde MPP" sitozole Ca*? akisii artirirken, ZNS’in hiicre icine Ca*

salimimini azalttigini tespit ettik.

Oksidatid stres, Ca™ mobilize edici reseptorler lizerinden hiicresel Ca* da bir
dengesizlige neden olur. Deneysel Parkinson modeli olusumunda kullanilan MPTP
MAO-B tarafindan MPP' ye doniistiiriilir. Bu madde mitokondriyal Ca*
hemostazini degistirerek elektron transportunu engeller. Kalsiyumun hiicreye geri
alimini artirir ve hiicrede artan lipid peroksidasyonunu hizlandirir. Bu in vitro
bulugular sonucunda demire bagli oksidatif hasarin kalsiyum kanallarmin demir
tarafindan agilmasi sonucu intraselliiler kalsiyum artis1 ve mitokondriyal kalsiyum

salimimina bagl oldugu gozlenmistir (154).

Parkinson hastaliginda dopaminerjik ndron kaybmi agiklamak cesitli
hipotezler ileri siiriilmektedir. Teorilerden biri, nigral noronlarin selektif olarak
cevresel toksik ajanlarin tetikledigi mitokondriyal disfonksiyon. Bu, ig¢sel
mitokondriyal toksin tiretimi veya kompleks I gibi mitokondriyal enzimlerin endojen
defektine yol agmasiyla agiklanmaktadir (155). Bu teori, MPTP nin aktif metaboliti
olan MPP* ve Rotenon gibi mitokondriyal toksinlerin bulunmasiyla ortaya ¢ikmuistr.
Insanlar, primatlar ve rodentler iizerinde yapilan noropatolojik c¢alismalarda
mitokondriyal kompleks I aktivitesini yaklasik olarak %30 oraninda diisiirerek PH’na
yol actig1 ileri siiriilmektedir (156,157). Ikinci olarak, proteinlerin toksik birikimi ve
agregasyonu ile nigral noron kaybma yol acan proteolitik stres hipotezi ileri

stiriilmiistiir (158).

Yabe ve ark. maymunlar ve farelere gruplar halinde MPTP, ZNS, Selejilin

vererek striatal dopamin diizeylerine baktiklar: bir calismada, MPTP ile tedavi edilen
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fare ve maymunlarda striatumdaki dopamin miktarinin azaldigi tespit edilmis. MPTP
inhibitorii olan Selejilinin birlikte uygulanmasi ile dopamin miktar1 kontrol grubuna
benzer olarak tespit edilmis. Birlikte uygulanan ZNS dopamin miktar1 iizerinde
MPTP’nin etkisini inhibe etmedigi fakat MPTP+ZNS ile tedavi edilen hayvanlarda
yalniz MPTP tedavi edilen gruba gore striatal dopamin devirini artirdig1 saptanmis ve

bununda dopaminerjik noronlara yardimci olabilecegi ileri siiriilmektedir (159).

Costa ve ark. (2010) yaptig1 calismada, kompleks I inhibitorii olan rotenon ile
yaptiklar1 norotoksik modelde diisiik dozda verilen ZNS’in (0.3, 1, 3 ve 10 uM) rat
striatal noronlarin1 rotenon toksisitesinden korudugu rapor etmisler ve bu nedenle
bazal gangliyon norodejeneratif hastaliklarinin teadvisinde kullanilabicegini ileri

siirmektedirler (160).

PC12 hiicre kiiltiirinde, MPP" ile olusturdugumuz Parkinson modelinde
MPP " nin oksidatif stresi artirdig1 ve 100uM ZNS ile inkiibasyon sonrasi bu etkinin

azaldigini tespit ettik.

Shashikant Nikam ve ark. Parkinson hastalarinin serum, plazma veya
eritrositlerindeki enzimatik (Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), Katalaz, Seroloplazmin gibi) ve non-enzimatik vitamin E, C diizeylerini
degerlendirdigi c¢alismada bulgular, saghikli kontrol grubuyla karsilastirilmas.
Parkinson hastalarinda lipid peroksidasyonunun indikatorii olan plazma
thiobarbutirik asit (TBARS) diizeyleri anlamli olarak yiiksek iken, SOD, GSH-Px,
katalaz (H,0,) diizeyleri anlaml1 olarak diisiik saptanmistir (152).

Intraseliiler dopamin, MAO-A veya otooksidasyon yoluyla metabolize
edilir. Dopamin metabolizmast MAO-A tarafindan dihidroksifenilasetik asid
(DOPAC) ve H,0, olusturulur. Intraseliiler otooksidasyon ile H,O, ve dopamin-
quinone iretilir. Dopamin-quinone protein siilfidril gruplariyla reaksiyona girerek,
GSH diizeylerinin azalmasma ve proteinlerin yapisinin degismesine yol acar. Bu
baglamda, dopamin-quinone’nun sinaptozomlarda glutamat ve dopamin transport
fonksiyonlarimi ve tirozin hidroksilaz (TH) inhibe ettigi gosterilmis. Dopamin

oksidasyonu secici olarak dopaminerjik hiicre 6liimiine yol acabilir (161).

Protein oksidasyonunun gostergesi olan karbonil degisiklikleri, SNc’da

normal olgularin bazal gangliyonlar1 ve prefrontal korteksleri ile karsilastirildiginda



49

2 kat artmustir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bir aldehit olan 4-hidrosi-2,3-
nonenal (HNE) ve niikleozid oksidasyon iiriinii olan 8-hidrosiguanosine, Parkinson
hastalarinin SNc’da normal kontrol grubuna gore 16 kat artmistir. HNE proteinlere
baglanarak yapilarimi degistirir, mitokondriyal solunumu durdurur ve apopitozis
bagimli kaspazlar: indiikler. Parkinson hastalarinin SNc¢’da saglam kalan ndronlarda
GSH diizeylerinin kendi saglam yas gruplarma gore azalmis oldugu tespit edilmis.
Ayrica, sinaptozomlarda dopaminin MAO-A tarafindan metabolize edilmesi, GSSG
diizeylerinde anlamli derecede artis ile sonuglandig1 gosterilmistir. GSH ve GSSG
diizeylerindeki bu degisiklikler muhtemelen dopamin oksidasyonu sonucu gelisen
oksidatif stres artigin1 gostermektedir. GSH nin bu sekilde azalmasi hiicre kiiltiiriinde
dopamin ve H;O;’nin artmug toksisitesine baglanmustir. H>O,, redukte glutatyon
(GSH) ile detoksifiye olur, dolayisiyla dopamin turnover hizinin artmasi veya GSH

eksikligi oksidatif strese yol agar. (161).

Hiicresel metabolizma sonucu hidrojen peroksidin toksik etkilerini engelleyen
en giiclii enzimlerden bir olan GSH-Px 6zellikle orta beyin glial hiicrelerde bulunur.
Immunohistokimyasal metodlarla GSH-Px iceren glial hiicrelerin yogunlugu,
mezensefalonun cesitli dopaminerjik hiicre gruplart arasinda farkliliklar gosterir.
Ornegin merkezde bulunan gri maddede yiiksektir (Parkinson hastaliginda
korunmustur), SNc zona kompakta da diisiiktiir (Parkinson hastalifinda en c¢ok
etkilenen bolge). Kontrollerin beynindeki, glutatyon peroksidaz(+) hiicre yogunlugu
ile Parkinson hastaligindaki dopaminerjik noronlar arasinda negatif bir iliski varlig:
gosterilmistir. Parkinson hastalifinda en ¢ok etkilenen ndronlarin diisikk yogunlukta
glutatyon igeren hiicrelerle cevrildigi, bu nedenle oksidatif strese karsi yeterince

korunamadigy ileri siiriilmektedir (153).

GSH-Px’in kosubstrati olan glutatyon, sistein iceren bir tripeptiddir ve
beyinde c¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Peroksidlerin uzaklastirilmasi,
GSH’Im GSH-Px tarafindan GSSG’na doniisiimii ile sonuglanir. GSH’ nin
instabilitesi oksidatif stresin yaygin kabul edilen bir gostergesidir (153).

Glutatyon, reaktif oksijen radikalleri ve dopamin quinone toksisitesi iizerine
antioksidatif aktivite gostermektedir. Dopaminerjik noronlar igindeki GSH

diizeyinde azalma, mitokondriyal kompleks I aktivitesini bozmaktadir (112).
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Parkinson hastalarinin SNc’da lipid peroksidasyonunun arttigi, GSH diizeylerinin
azaldig1 gosterilmistir.(42). Reiderer ve ark yaptigi bir diger caligmada, ndron
kaybinin derecesi ile GSH deplesyonu arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur

(153).

Ozet olarak, serbest radikaller, SNc¢ noronlarimin destruksiyonuna neden olan

en Onemli ajanlardir ve bu yolla Parkinson hastalig1 ortaya cikmaktadir.

Cahsmamizda, GSH diizeyleri kontrol grubuna kiyasla MPP* grubunda
(p<0.05) anlaml olarak diisiik saptandi. MPP" grubuna kiyasla ZNS (p<0.01) ve
ZNS+MPP*(p<0.01) grubunda GSH diizeyleri anlamli olarak yiiksek tespit edildi.
ZNS grubu ile ZNS+MPP*(p<0.05) grubu karsilatirildiginda GSH diizeyleri ZNS
grubunda anlamli olarak yiiksek tespit edildi. Diger bir ifadeyle PC12 hiicreleri
MPP" ve ZNS ile birlikte ve ayr1 inkiibe edildiginde ZNS’in GSH diizeyleri iizerine
koruyucu etki gosterdigi gozlendi. Kontrol grubuna gére MPP*(p<0.05) grubunda
GSH-Px diizeyleri anlaml olarak diisiik tespit edildi. ZNS (p<0.001) ve ZNS+MPP*
(p<0.01) gruplarinda MPP" grubuna kiyasla GSH-Px diizeyleri anlamli olarak
yiiksek tespit edildi. MPP*+ZNS (p<0.05) grubunda ZNS grubuna kiyasla GSH-Px
diizeyi anlamli olarak diisiik tespit edildi. PC12 hiicre gruplarinda, ZNS’in gruplar
karsilastirildiginda, GSH ve GSH-Px diizeylerini anlamli olarak artirdigini tespit
ettik.

Asunama ve ark. ZNS’in genel reaktif oksijen radikallerini temzileyici
etkisine ek olarak, DA veya L-dopa’nm indiikledigi quinone toksisitesi iizerinde
koruyucu rol oynadigmi rapor etmisler ve L-dopa alan Parkinson hastalarinda

adjuvan tedavi olarak kullanilablecegini ileri siirmektedirler (112).

Asunama ve ark. ZNS ile tedavi edilen hemiparkinsonyan farelerde, GSH
diizeylerinin arttigini ve striatal levodopa tarafindan indiiklenen quinone toksisitesini
tamamen baskiladig1 rapor edilmistir. Ayrica hemi-parkinsonyan farelerin lezyon
tarafindaki nigrostrial dopaminerjik noronlardaki azalmanm, tekrarlayan ZNS
enjeksiyonlar1 ile anlamli olarak ortadan kalktig1 gdzlenmistir. Burdan yola ¢ikilarak,
ZNS’in  progresif dopaminerjik norodejenerasyon ve oksidatif strese karsi

noroprotektif etkisinin oldugu ileri siiriilmiistiir (162).
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Yano ve ark. MPTP ile olusturulan Parkinson modelinde ZNS’in
dopaminerjik hiicre hasarmna karg1t TH aktivitesini artirmak suretiyle néroprotektif

etki gosterdigini rapor etmislerdir (116).

Alzheimer, Parkinson, Huntington Koresi ve Amiyotrofik Lateral Skleroz
gibi bazi norodejeneratif hastaliklarda hatali protein iiretimi, oksijen radikali
yapiminda artis, hiicre i¢i kalsiyum artis1 gibi mekanizmalarla noron kaybia sonugta

apopitozun yol actig1 gosterilmistir (163).

Apopitotik siire¢, kaspazlar adi verilen proteolitik enzimler tarafindan
gerceklestirilir. Kaspazlar, bugiine dek bir diizine farkli tiirli tanimlanan,
sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik bolgesinde sistein
iceren ve substratlarini aspartat iceren 6zgiil bir bolgeden kesen proteaz enzimlerdir

(90). (caspase= cysteine-dependent aspartate spesific proteases).

Parkinson hastalarinin beyin dokular1 kullanmilarak yapilan daha yeni bir
caligmada ise, beynin substansiya nigra bolgesinde kaspaz-1, kaspaz-3 ve TNF-R1
diizeylerinin kontrol 6rneklerine gore anlamli bir sekilde artmis oldugu gozlenmistir

(94).

Nadine A. Tatton yaptig1 benzer bir ¢calismada substantia nigra da kaspaz-3 ve

bax aktivitesinin arttigini saptamustir (164).

MPTP kullanilarak farelerde parkinsonizm yaratilan bir baska caligmada,
dopaminerjik noronlarda bir pro-apoptotik protein olan Bax’in mRNA ve protein
diizeylerinde artiy gozlenmis, buna karsilik bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2

seviyesinin diistiigii kanitlanmigtir (165).

PCI12 hiicrelerinde 6-OHDA (6-hidroksidopamin) kullanilarak olusturulan PH
modelinde ise mitokondriden sitokrom ¢ ve Smac/Diablo’nun salindigi, kaspaz-3’iin
aktive oldugu PARP’mn (poli-ADP riboz polimeraz) kesildigi ve niikleer yogunlas-
manin olustugu gosterilmis, ayrica 6-OHDA uygulanmasindan once bir nedime
proteini olan Hsp27 nin yiiksek oranda ifade edilmesinin de sitokrom c salinimi ve

kaspaz-3 aktivasyonunu erteledigi gozlenmistir (166).

MPTP kullanilarak olusturulan bir diger hayvan modelinde mitokondriyel

kompleks I yetersizligi bulunmus, bunun da in vivo sistemde apopitotik yolu
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tetikledigi gosterilmistir. Ayni1 calismada farelerin beyinlerinden izole edilmis
mitokondriler kullanildiginda ise kompleks I yetersizliginin dogrudan apopitoza yol
acmadigi, ancak yarattigi intramitokondriyel oksidatif stres sonucu intermembran
boslugundaki sitokrom c konsantrasyonunu yiikselttigi, ve Bax’a bagh olarak gelisen

apopitozun ortaya ¢ikma olasiligini arttirdigr bulunmustur (167).

Andreas Hartmann ve ark. insan beyni ve in vitro ortamda yapilan
elektromikroskopik analizlerde, kaspaz-3 aktivitesinin PH’da hiicre Oliimiiniin

sonucu degil, onciilii oldugunu ileri siirmiislerdir (168).

PC12 hiicrelerinde MPP" ile olusturdugumuz Parkinson modelinde kaspaz-3
aktivitesinin MPP" grubuna gére ZNS grubunda anlamli olarak azaldigini tespit ettik.
Yine MPP*+ZNS grubu ile ZNS grubu Karsilatirildiginda kaspaz-3 aktivitesinin ZNS
grubunda anlamli olarak diisiik oldugunu tespit ettik. Diger bir ifadeyle, MPP*
kaspaz-3 aktivitesini artirici etkisi gosterilmistir. ZNS, PH’da bir apopitoz Onciilii

olan kaspaz-3 aktivitesini azaltmak suretiyle, ndronal hiicre oliimiinii engelleyebilir.

Diinyada en sik goriilen hareket bozuklugu olmasi ve etiyolojisinin gosterdigi
karmagiklik PH n1, ndrodejenerasyon konusundaki arastirmalarin odak noktalarindan
biri haline getirmistir. Parkinson hastaliginmn olusumunda bir ¢ok faktor rol
oynamaktadir. Beyinde oksidatif stres ve antioksidan defans mekanizmalar1
arasindaki dengesizlik PH patogenezinde Onemli rol oyanamktadir. Enerji
metabolizmasindaki degisiklikler, eksotoksisite, bozulmus Ca** hemostazi diger
onemli etkenler olup, farkli uyarilarla apopitozu basalatabilirler. Bu yonde deneysel

ve klinik caligmalar yapilmaya devam etmektedir.

Calismamizda, PH’da oksidatif stresin roliinden yola cikarak yaptigimiz
incelemelerde, ZNS’in PC12 hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu azalttigini, GSH
ve GSH-Px diizeylerini ise anlaml1 olarak arttirdigini tespit ettik. Bu nedenle, ZNS’in
antioksidan o6zellikte bir ajan oldugunu diisiinebiliriz. Noronal dejenarasyonda
Oonemli rolii olan bozulmus kalsiyum hemostaziyla ilgili, PC12 hiicrelerinde sitozole
Ca™ akisin1 ZNS’in anlamli olarak azalttigini saptadik. PC12 hiicrelerinde, hiicre ici
ve dis1 uyarilarla ndronal hiicrenin apopitoza gitmesinde Onciil rolii olan kaspaz-3

aktivitesinin ZNS ile analamli olarak azaldigini tespit ettik.
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Son zamanlarda, esasen bir antiepileptik olup, PH’da yararh etkileri tespit
edilen ZNS ile ilgili caligmalar rapor edilmeye baslamistir. Giinde bir kez 25-50mg
alman ZNS ileri evre Parkinson hastalarinda, motor fonksiyonlarda iyilesme
sagladig1 tespit edilmistir. ZNS’in antiparkinsonyan etkileri, TH mRNA ve TH
protein diizeylerini arttirp, dopamin sentezini aktive etmek suretiyle striatumdaki
dopamin igerigini artirmaktadir. MAO aktivitesini 1limli diizeyde inhibe etmektedir.
T-tipi Ca* kanali inhibisyonu anlamli diizeyde gosterilmistir. Bir ¢ok parkinsonyan
modelde noroprotektif etkisi gosterilmistir. Quino-protein olusumunu inhibe etmesi
ve GSH diizeylerini arttirdig1 rapor edilmistir. Murata ve ark. yakin gelecekte,
genome wide association study (GWAS) kullanarak ZNS’in bireysel farkliliklarindan
sorumlu faktorleri calismay1 ve Parkinson hastalar1 lizerinde ZNS’in noroprotektif
etkisini dogrulayacaklarini ileri stirmektedirler (169). ZNS Japonya’da 2009 ocak
itibariyle anti-parkisonyan ila¢ olarak kabul edilmistir (170).

Sonu¢ olarak, yaptigimiz bu deneysel calismada, ZNS’in Parkinson
tizerindeki olumlu etkilerini molekiiler diizeyde destekleyen veriler elde ettik. Tim
bu veriler yeterli olmamakla birlikte ZNS Parkinson hastalig1 iizerindeki etkilerine
yonelik yapilan ¢aligmalar artmaktadir. ZNS’in bu 6zellikleri nedeniyle timit verici
bir ila¢ olamkla birlikte bu konuda daha fazla klinik ve deneysel calismaya ihtiyag

oldugunu diisiiniiyoruz.
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OZET

PC12 Hiicrelerinde 1-Metil 4-Fenilpridinyum (MPP*) ile Olusturulan
Deneysel Parkinson Modelinde Zonisamid’in Cefz Sinyali, Oksidatif Stres,
Hiicre Canhh@1, Kaspaz Aktivitesi Uzerine Etkisi.

Parkinson hastaligi, dopamin iireten hiicrelerin dejenerasyonunun neden
oldugu kesin tedavisi olmayan, motor ve non-motor semptomlarla karekterize, sinsi
baslangichi progresif norodejeneratif bir hastaliktir.

Diinyada, esasen bir antiepileptik olarak kullanilan Zonisamid (1,2-
benzisoxazole-3-methaesulfonamide) molekiilii benzisoxole yapisinda uzun yari
Omiirlii (63 saat) 1iyi tolere edilen bir ilagtir. Yapilan klinik ve deneysel
arastirmalarda, Parkinson hastalarmin motor fonksiyonlarinda iyilesme sagladigi
gosterilmistir ve noroprotektif ve oksidatif stres tizerinde etkili oldugu saptanmustir.

Biz ¢alismamizda, PC12 noronal hiicreleri iizerinde MPP" ile olusturulan
deneysel Parkinson modelinde, Zonisamidin oksidatif stres, hiicre canliligi, Ca*?
sinyali, kaspaz aktivitesi lizerine etkisini arastirmay! amagladik.

PCI12 hiicreleri, 1. Grup (Kontrol grubu), 2. Grup (ZNS grubu), 3. Grup
(MPP"), 4. Grup (ZNS+MPP" grubu) olmak iizere 4 gruba ayrildi. ZNS ve MPP"’nin
doz ve siireleri hiicre canliligini degerlendirmede kullanilan MTT analizine gore
belirlendi. Hiicreler, 100 pM ZNS ile 5 saat, 100 uM MPP" ile 10 saat ve MPP" ve
ZNS ile 10 saat boyunca inkiibe edildi.

Lipid peroksidasyon diizeyleri, MPP" grubunda (p<0.05) anlamli olarak
yiiksek bulunurken, ZNS (p<0.05) ve ZNS+MPP" (p<0.05) grubunda, anlamli olarak
diisiik saptandi. GSH diizeyleri, MPP" grubunda (p<0.05) anlamli olarak diisiik
saptanirken, ZNS (p<0.01) ve ZNS+MPP" (p<0.01) grubunda anlaml olarak yiiksek
tespit edildi. GSH-Px diizeyleri MPP*(p<0.05) grubunda, anlaml olarak diisiik tespit
edilirken, ZNS (p<0.001) ve ZNS+MPP" (p<0.01) gruplarinda anlaml olarak yiiksek
tespit edildi. Sitozole Ca** salmimi, MPP' (P<0.001) ve ZNS+MPP*(p<0.01)
grubunda, anlamli diizeyde artmis olarak bulunurken, ZNS (p<0.01) grubunda,
anlaml olarak diisiik diizeyde saptandi. MPP" grubuna kiyasla ZNS+MPP*(p<0.01)
grubunda sitozole Ca*? salmimi anlamli olarak diisiik tespit edildi. Kaspaz-3
aktivitesi, MPP* grubuna kiyasla ZNS grubunda anlamli olarak diisiik tespit
edildi(p<0.001).

Sonug olarak, bu ¢alismada ZNS’in, deneysel Parkinson modelinde oksidatif
stres, hiicre ici Ca*> hemostazi, hiicre canliligi ve apopitoz iizerine koruyucu etkisi
gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Parkinson Hastalig1, Zonisamid, MPP*, PC12 hiicresi, Oksidatif
stres, Ca™ salinimi, Kaspaz-3, Apopitozis
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SUMMARY

The Effect of Zonisamide induced by the 1-Methyl 4-Phenylpyrdinium (MPP")
Model of Experimental Parkinson's on the Ca*” Signaling, Oxidative Stress, Cell
Viability, Caspase activity in PC12 Cells

Parkinson's is a incurable progressive neurological condition caused by a
degeneration of dopamine-producing cells charecterized by motor and non-motor
symptoms.

In fact, zonisamide is used as an antiepileptic molecule in the world and
benzisoxole (1,2-benzisoxazole-3-methaesulfonamide) is a moleculer structure of
zonisamide which has a long half-life (63 hours) and a well tolerated drug. ZNS
revealed evidence of an effect on improves motor function in with Parkinson's
patient that on oxidative stress and neuroprotective in clinical and experimental
research.

In clinical and experimental research, improvement in motor functions of
Parkinson's patients was revealed and its effect on neuroprotective and oxidative
stress has been identified.

In our study, we aimed to investigate to the effect of zonisamide on the oxidative
stress, cell viability, Ca™ signal, kaspas activity that induced by the MPP" model of
Parkinson's in neuronal PC12 cells.

PC12 cells were divided into 4 groups namely, Group 1 (control group), Group 2
(ZNS group), Group 3 (MPP +), Group 4 (ZNS + MPP + group). The dose and
duration of ZNS and MPP", were determined according to MTT analysis which used
to assessed the cell viability. The cells were incubated to for 5 hours with 100 uM
ZNS, 10 hours with 100 uM MPP" and 10 hours with ZNS and MPP".

Lipid peroxidation levels were found significantly higher in the MPP" group, (p
<0.05) these levels were significantly lower in ZNS (p <0.05) and the ZNS+MPP* (p
<0.05) group. While GSH levels were found significantly lower in the MPP" group,
(p <0.05) it was found significantly higher in the ZNS (p <0.01) and the ZNS+MPP*
(p <0.01) group. While GSH-Px levels were found to be significantly lower in the
MPP" (p <0.05) group, it was found to be significantly higher in the ZNS (p <0.001)
and the ZNS+MPP* (p <0.01) groups. Cytosolic Ca*” release was found to be
significantly increased in the MPP" (P <0.001) and the ZNS+MPP" (p <0.01) groups
than the ZNS (p <0.01) group. And also according to the MPP* group ctosolic Ca*
release was found to be significantly decreased in ZNS+MPP" (p <0.01) group.
Caspase-3 activity was found to be significantly lower in the ZNS (p <0.001) group
than the MPP" (p <0.001) group.

In conclusion, in this study, in an experimental model of Parkinson disease ;
ZNS has been observed to protective effect on the oxidative stress, intracellular Ca™
hemostasis, cell viability and the apoptosis.

Key Words: Parkinson's disease, Zonisamide, MPP", PC12 cells, Oxidative stress,
Ca™ release, Caspase-3, Apoptosis.
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