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OZET

Parkinson hastaligi (PH), substansia nigra (SN)’daki dopaminerjik néronlarin
secici kayb1 ve ilerleyici motor yetersizlik ile karakterize bir hastaliktir. Bu hastalikta
gorsel uyarilma potansiyelleri (VEPs)'nde goriilen degisiklikler, gorsel sistemin
onemli Olciide etkilendiginin gostergesidir. Ancak PH’da VEP latenslerinin
uzamasinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Doymamis yag asitleri
(PUFA)’nin noral ve retinal dokularda Onemli fonksiyonlart vardir.
Dokosaheksaenoik Asit (DHA), beyin membranlarinin fosfolipid tabakasinda
bulunan ve hiicresel fonksiyon i¢in gerekli olan temel PUFA’dir. PH’da serbest
radikallerin artisiyla birlikte hiicre membranindaki PUFA konsantrasyonunda énemli
bir azalma olmaktadir. PUFA’y1 igceren bir diyetin alinmasi, bu hastalikla ilgili
degisikliklerin ortaya ¢ikmasini engelleyebilir veya geciktirebilir. Calismanin amaci,
deneysel Parkinson modeli olusturulan farelerde meydana gelen VEP degisikliklerine
DHA’nin diizeltici etkisinin olup olmadigimi arastirmak ve bu olast etkide lipid
peroksidasyon (LP) ve antioksidan enzimlerin roliinii aydinlatmaktir.

10 aylik erkek C57BL/6 fareler rasgele olarak 4 gruba ayrilmistir: Kontrol (K)
grubu, DHA verilen grup (D), deneysel Parkinson olusturulan grup (P), deneysel
Parkinson olusturulan + DHA verilen grup (PD). DHA (36mg/kg/giin), 4 hafta
boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir. Deneysel Parkinson modeli, MPTP (1-metil-4-
fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin) norotoksini (4x20mg/kg, 12 saat araliklarla, ip) ile
olusturulmustur. Motor aktivite ¢ubuk testi ile, SN’deki dopaminerjik hiicre oliimii
ise Tirozin Hidroksilaz (TH) immiinreaktif hiicrelerin immiinohistokimyasal analizi
ile tespit edilmistir. VEP’ler hayvanlarin kafalarina deri alti yerlestirilen igne
elektrodlar ile kaydedilmistir. Beyin ve retina Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri spektrofotometrik
yontemlerle saptanmistir. Oksidatif hasar gostergesi olarak ise Tiyobarbitiirik Asit
Reaktif Madde (TBARS) diizeyi spektroflorometrik yontemle l¢iilmiistiir.

P grubunda motor aktivitenin azaldig1 tespit edilmis ancak PD grubunda bir
diizelme gozlenmemistir. SN’deki dopaminerjik hiicre 6liimiiniin P grubunda arttig1,
PD grubunda ise bu artisin hafifledigi tespit edilmistir. SOD enzim aktivitesinin
beyinde, P ve PD gruplarinda azaldigi, retinada etkilenmedigi, CAT enzim
aktivitesinin beyinde degismedigi, retinada D, P ve PD gruplarinda azaldigi, GPx
enzim aktivitesinin ise beyin ve retinada etkilenmedigi tespit edilmistir. TBARS
diizeyinin beyinde P ve PD gruplarinda arttig1, retinada ise degismedigi saptanmistir.
PH’da antioksidan enzim aktiviteleri ve TBARS diizeylerinde meydana gelen bu
degisikliklere DHA’nin etki etmedigi tespit edilmistir. Diger taraftan PH’da VEP
latenslerinin 6nemli Olciide uzadigi, bu uzama tizerine DHA alimiminin diizeltici
etkisinin oldugu gosterilmistir.

Bu calismanin sonuglari, MPTP ile olusturulan deneysel fare Parkinson
modelinde bozulan VEP latensleri lizerine DHA almiminin diizeltici etkisinin
varligim kanitlamakta ancak bu etkinin antioksidan enzimler ve LP ile iliskili
olmadigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson, MPTP, VEP, DHA, antioksidan enzimler, TBARS
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by
progressive motor decline and loss of dopaminergic neurons from the substantia
nigra (SN). Visual Evoked Potentials (VEPs) have been shown to be a sensitive
marker in detecting optic pathway alterations associated with PD. The mechanism by
which VEP latency prolongation occurs in PD is uncertain. Docosahexaenoic acid
(DHA), a major polyunsaturated fatty acid (PUFA) found in the phospholipid
fraction of the brain, is essential for normal neural and retinal function. Cell
membrane PUFA concentrations significantly decrease in PD, in combination with
an increase in free radical production. This study aimed to investigate the effect of
DHA treatment on altered VEPs that occur in an experimental mice model of PD.
Brain and retina lipid peroxidation and antioxidant enzyme activities were also
determined to elucidate possible consequences of DHA treatment.

Ten month old male mice were randomly divided into 4 groups as follows;
control (C), DHA-treated (D), Parkinson induced (P), Parkinson induced + DHA-
treated (P+D). DHA was given daily by gavage for 4 weeks at a dose of 36
mg/kg/day. Experimental model of Parkinson’s disease was created by four ip
injections of a neurotoxin, MPTP (1-metil, 4-fenil, 1,2,3,6-tetrahidropiridin), given at
a dose of 4x20 mg/kg, with 12h intervals. Motor activity of mice was evaluated via
the “pole test” and the dopaminergic cell death in SN were determined by
immunohistochemical analysis of tyrosine hydroxylase (TH) immunopositive cell.
VEPs were recorded with sub-dermal needle electrodes placed on the head. Brain
and retina superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx) enzyme activities were determined by spectrophotometric assays and the
concentration of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) were measured as
an index of oxidative damage.

Dopaminergic cell death in SN, significantly increased in P mice compared to C.
Although DHA treatment significantly diminished the increment of the cell death in
the P+D group as compared to the P group, it did not improve decreased motor
activity observed in experimental PD. Recorded VEP latencies were significantly
prolonged in the P group compared to C. DHA treatment caused a significant
decrease in VEP latencies in P+D group when compared to untreated P mice. Brain
and retina GPx activity was found to be alike in all experimental groups. Although
retina SOD activity remained similar in all groups, brain SOD activity was
significantly decreased in P and P+D mice compared to C group. Brain CAT activity
remained similar among all experimental groups, while retina CAT activity
decreased in D, P and P+D groups. Brain TBARS levels were significantly increased
in P and P+D groups compared to both C group. Retina TBARS levels showed no
significant difference in the treatment groups compared to controls.

The current data shows that DHA treatment improves prolonged VEP latencies
observed in experimental PD mice. The protective effect of DHA treatment on VEP

alterations is not related to antioxidant enzyme activities and LP in PD.

Key words: Parkinson, MPTP, VEP, DHA, antioxidant enzymes, TBARS
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GIRiS

PH, ilk kez 1817 yilinda Dr. James Parkinson tarafindan tamimlanmis (1)
ilerleyici nitelikli nérodejeneratif bir hastaliktir. Bu hastalik, beynin substansia nigra
pars kompakta (SNpc) bolgesinde dramatik bir noron kaybi sonucunda striatum
dopamin (DA) miktarinin azalmasi ile karakterizedir (2). Parkinson semptomlarindan
rijidite, istem dis1 tremor ve akinezinin ortaya ¢ikmasi icin bu azalmanin %80
oraninda olmast gerekmektedir (3). Normal kosullar altinda SN’de iiretilen DA,
striatuma etki ederek motor hareketlerin uyarilmasinda ve koordinasyonunda rol
oynar. PH’da ise SN’deki DA iireten noronlarin kaybi1 sonucunda korteksin motor
hareketleri diizenleme kapasitesi azalir (3).

MPTP, deneysel Parkinson hastaligin  olusturmak i¢in  kullanilan
norotoksinlerden biridir. MPTP, SN’de monoamine oxidase-B (MAO-B) aracilifi ile
sitotoksik olan 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP") iyonuna ¢evrilir. MPP" iyonu
dopaminerjik néronlar tahrip ederek denesel Parkinson hastaligini olusturur (4).

DA, gorsel yolagin 6nemli bir norotransmiter (NT)’idir (5). Gorsel yolak
boyunca dopaminerjik néronlarin bulunmasi Parkinsonlu hastalarda gorsel sistemin
etkilenip etkilenmedigi sorusunu akla getirmistir. 1978 yilinda Bodis Wollner ve
Yahr’in Parkinsonlu hastalarda anormal VEP’leri tespit etmelerinden sonra (6) bu
konu ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir. Parkinsonlu hastalarda gorsel duyarlilik
ve gorsel alan testleri normaldir ancak VEP gibi elektrofizyolojik calismalar bir
spatio-temporal bozuklugun oldugunu gostermektedir (6,7).

VEP kaydinin, gorsel sistemin fonksiyonel degerlendirilmesinde kullanilan
duyarli ve giivenilir bir yontem oldugu (8) dikkate alindiginda, PH’da VEP’lerin
degismesi bu hastalikta gorsel sistemin de dnemli dl¢iide degistiginin gostergesidir.

Gorsel sistemi etkileyebilecek diger bir faktor de hiicre membranlarinda bulunan
esansiyel yag asitleri (EFA)’dir. Bu yag asitlerinin noral ve retinal dokularda 6nemli
fonksiyonlarinin oldugu pek c¢ok calisma ile kanitlanmistir (9,10,11). EFA, hiicre
membraninda fosfolipid tabakasinin entegral komponenti olarak, membran
akigkanligini ve lipid-protein etkilesimlerini diizenler, tasiyici proteinlere, hormon ve
norotransmiter reseptorlerine etki eder (9,12,13,14,15). Normal hiicresel fonksiyon
icin gerekli olan linoleik (LA, 18:2 n-6) ve a-linolenik (LNA, 18:3 n-3) asitler, EFA
sinifina girer (9). Bu yag asitleri i¢in kullanilan n-6 ve n-3 kisaltmalari, zincirin distal
ucundaki metil karbon atomundan sayildiginda, 1. ¢ift bagin pozisyonunu gosterir
(9,12). Her iki yag asidi de arasidonik asit (AA, 20:4 n-6), eikosapentaenoik asit
(EPA, 20:5 n-3) ve dokosaheksaenoik asit (DHA, 22:6 n-3) gibi doymamis yag
asitleri (PUFA)’ nin sentezi i¢in prekiirsordiir (9,12).



Beyin fosfolipid fraksiyonundaki genel kompozisyonuna bakildiginda, temel
PUFA’'nmin DHA oldugu tespit edilmistir (9,12). Ayrica DHA’nin yiiksek
diizeylerinin, sinaptozomlar, sinaptik vezikiiller, mitokondri ve mikrozomlar gibi
hiicre alt1 fraksiyonlarda oldugu da bildirilmistir (9,11).

Diyetle farkli yaglarin alinimi sonucunda, beyin membranlarindaki yag asidi
kompozisyonunun degistirilebildigi farkli arastirmalar sonucunda ortaya konmustur
(9,17,18,19). Yiiksek diizeyde C20 ve C22 yag asidi igeren balik yaglari, dzellikle
DHA olmak iizere beyin PUFA konsantrasyonlarina en fazla etki eden yag grubudur
(9,20). Calismalardan elde edilen sonuclara gore, hiicre membranlarinda DHA’ nin
bulunmasi beyin fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde ©nemli rol oynadigi
(9,21,22,23,24) gibi gorsel sistemi de etkilemektedir. DHA’dan zengin diyetle
beslenen gebe bayanlarin ¢ocuklarinda retinal fonksiyonlarin ve gorsel yolagin
gelisiminin hizlandig, VEP latenslerinin kisaldigi Malcolm ve arkadaslarinin (25)
yaptiklar ¢alisma ile gosterilmistir.

Parkinson ve Alzheimer (AH) gibi hastaliklarda serbest radikallerin artisiyla
birlikte hiicre membranlarindaki PUFA konsantrasyonunda kayda deger bir
azalmanin meydana geldigi bulunmustur (9). Hiicre membranlarindaki PUFA’lar,
sinyal molekiilleri, ikincil haberciler, enzimler ve tasiyic1 proteinler iizerinde
diizenleyici rol oynadiklar1 i¢cin PUFA’larin membrandaki eksiklikleri patolojik
siiregleri hizlandirabilir.

DHA’nin antioksidan enzimler iizerine arttiric1 etkisini ortaya koyan ¢alismalar
dikkate alindiginda, optimal bir diyetle membran PUFA igeriginin belirli bir diizeyde
tutulmasi, PH’da antioksidan enzim aktivitelerinin artmasina ve dolayisiyla LP’nin
azalmasina neden olabilir. PH’da VEP latenslerinin uzamasimin mekanizmasi tam
olarak bilinmediginden aydinlatmak iizere planlanan bu ¢calismamizda VEP latensleri
ile LP arasinda baglant1 analizi yapilarak, DHA nin diizeltici etkisinin varlig1 ve olasi
etkisinin LP ve antioksidan enzimlerle iliskili olup olmadig1 incelenmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Dopamin ve Parkinson Hastahig

2.1.1. Merkezi sinir sistemi norotransmiteri: Dopamin

DA, pek cok mental ve norolojik hastalia katilimindan dolay1 beyinde en ¢ok
calisilmis NT’lerden biridir. DA’nin baslica kaynagi olan dopaminerjik noronlar,
diensefalon, mezensefalon ve olfaktori bulb’da lokalize olmuslardir (26).
Mezensefalonda bulunan dopaminerjik noronlar beynin toplam dopaminerjik hiicre
sayisinin -~ %90’1mm1  olusturmaktadir (27). Mezensefalik dopaminerjik sistem,
nigrostriatal, mezolimbik ve mezokortikal dopaminerjik sistem olmak {izere iice
boliinmiistiir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Insan beyninde dopaminerjik yolak (27)
DA metabolizmasi 6 basamakta ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.2):

1) Tirozin aminoasitiyle baslayan DA sentezi bir grup enzimatik reaksiyon
icermektedir. Bu reaksiyonlarda hiz kisitlayici  basamak L-tirozinin, L-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA)’e doniisiimiiniin tirozin hidroksilaz (TH) tarafindan
katalizlendigi basamaktir. L-DOPA ise aromatik L-aminoasit dekarboksilaz enzimi
tarafindan hizla DA’ya doniistiiriilmektedir.

2) Sentezlenen DA, dopaminerjik sinir terminallerinin DA sinaptik vezikiilleri
icerisinde depolanmaktadir. DA’nin vezikiil i¢ine girisi, vezikiil membraninda yer
alan ve ATP harcayarak protonlar vezikiil i¢cine pompalayan bir tagiyic1 proteinin
siirdiirdiigii H" gradienti ile saglanmaktadir.



3) Noron terminallerindeki presinaptik vezikiillerden DA salinimi ekzositoz yoluyla
olmaktadir.

4) Sinaptik alana salinan DA postsinaptik membran iizerinde yer alan DA
reseptorlerine baglanmaktadir. En az bes DA reseptorii mevcuttur. DA reseptorleri
farmakolojik ve yapisal 6zelliklerine gore iki ana sinifa ayrilmaktadir:

a) D; ve Ds reseptorleri, uzun bir intraselliiler karboksi-terminal kuyruga sahip
olup D; sinifim1 olugturmaktadir. Bu sinif reseptorler adenilat siklazi aktive
edip cAMP sentezini uyarmakta ve fosfatidil inositol hidrolizini
arttirmaktadir.

b) D, D3, D4 reseptor proteinlerinin ii¢iincii lobu diger sinifa gore daha uzun
olup D, simift olarak adlandirilmaktadir. Bu reseptorler cAMP yapimim
azaltmakta, K" ve Ca*™" akisini diizenlemektedir.

Her iki smif reseptor de etkisini guanin-niikleotid-baglayici proteinler (G-
proteinleri) araciligiyla ortaya koymaktadir. DA reseptor tiplerinin her biri beyinde
farkli anatomik lokalizasyonlara sahiptir. D; ve D, proteinleri striatumda, D4 ve Ds
proteinleri ekstrastriatal olarak, D3 reseptorii ise niikleus akumbens ve olfaktor
tiiberkiilde genis bir dagilim gostermektedir.

5) DA’nin geri alinimi presinaptik membranda bulunan yiiksek afiniteli, ATP
kullanan bir tasiyici tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu islev kokain tarafindan
inhibe edilebilir. Yeniden dongiiye giren DA sinaptik vezikiiller igine tekrar
alimabilmekte ve transmiter olarak kullanilabilmektedir.

6) DA’min yikimi, sinaptik aralikta ya da geri alindiktan sonra presinaptik ug
icerisinde gerceklesmektedir. MAO ve katekol-o-metil transferaz (COMT) 1n
birbirini takip eden aktiviteleri ile DA o©nce 3,4-dihidroksifenil asetik asit
(DOPAC)e ve sonra 3-metoksi-4-hidroksifenil asetik asit (HVA)e
doniistiiriilmektedir. MAO enziminin MAO-A ve MAO-B olmak iizere iki izoenzimi
mevcuttur. Her iki izoenzim de periferde bulunmakta ve intestinal orijinli
monoaminlerin inaktivasyonunu saglamaktadir. MAO-B striatumdaki majoér formdur
ve striatumda DA’nin oksidatif metabolizmasinin esas sorumlusudur. MAO-B
presinaptik uctaki mitokondrilerin dis membraninda ve sinaptik aralikta
bulunmaktadir.
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Sekil 2.2. DA metabolizmasi (28)

Mezensefalik dopaminerjik noéronlar, memeli tipine bagli olarak sayisal
farkliliklar gostermektedir; sicanlarda 45.000, makaka maymunlarinda 165.000 ve
insanlarda 590.000. Bu sayilar1 etkileyen faktorlerlerden biri de yastir. Insanlarda
dopaminerjik ndron sayisinin 60 yasindan sonra %41 oranda azaldig tespit edilmistir
(29).

Dopaminerjik noronlarin motor davranig, motivasyon ve hafizada etkin rolleri
vardir. Bu nedenle DA diizenlenmesinin hem mental hem de fiziksel saglikta 6nemi
soz konusudur (27).

2.1.2.1. Dopamin ve Iliskili Patolojiler

Dopaminerjik noronlarin, yiiksek oksijen metabolizma hizlar, diisiik antioksidan
seviyeleri ve yliksek Fe igeriklerine bagh olarak 6zellikle oksidatif stres (OS)’e karsi
hassas olduklar1 bilinmektedir (27). DA’nmin, hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan katabolizmasi araciligiyla toksik reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni olusturma
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (30). DA oksidasyonu, hem gecis metal
iyonlar1 varliginda kendiliginden hem de MAO enzimi aracilifiyla meydana
gelebilmektedir (27).

Dopaminerjik hiicre kaybi ile iligkilendirilen en énemli ndrodejeneratif hastalik
PH’dir.



2.1.2. Parkinson Hastalig

PH, AH’den sonra gelen en yaygin nérodejeneratif hastaliktir (31). Ilk kez 1817
yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan ‘Shaking Palsy’ (titrek felg) adi
altinda spesifik noropatolojik lezyon olarak tanimlanmistir (1). PH nin tiim diinyada,
tiim 1rklar ve etnik gruplarda goriildiigii bilinmektedir. Total populasyonda goriilme
sikligi ise 1/1000°dir.

PH’da beyin DA seviyesinde diisme meydana gelmektedir (2). Bu diisiis hiicre
govdeleri SNpc’de yerlesmis, aksonlari ve sinir terminalleri striatumda bulunan
dopaminerjik  noronlardan  olusan  nigrostriatal ~ dopaminerjik  yolagin
dejenerasyonundan kaynaklanmaktadir (2). Bu bulgu bundan 180 yil 6nce ortaya
cikarilmis olsa da konu ile ilgili calismalarin hiz1 1958’de Arvid Carlsson’un memeli
beyninde DA’y1 bulmasim takiben artmistir. PH’nin ikinci yaygin noéropatolojik
ozelligi geriye kalan nigral dopaminerjik noronlarda goriilen ‘Lewy cisimcigi (LB)’
olarak adlandirilan kiiresel, eozinofilik, néron i¢i inkliizyonlarin varligidir (4).

2.1.2.1. Parkinson Hastaliginin Noroanotomik Mekanizmalari

Bazal gangliyonlar (BG), beyin yarikiirelerinin i¢ kisminda, beyin sapinin
tavaninda ve gri cevher kitlesi icinde yer alan subkortikal niikleuslardir. BG’lerin
temel parcalart niikleus kaudatus, putamen, globus pallidus eksternus (GPe), globus
pallidus internus (GPi) ve niikleus akumbens’tir. Niikleus kaudatus ve putamen
birlikte ‘striatum’ olarak adlandirilmaktadir. Subtalamik nukleus (STN) ve SNpc ve
substansia nigra pars retikiilat (SNpr), BG’nin spesifik kisimlarindan olmadiklari
halde, bu sistemle fonksiyonel olarak ilgilidirler (32).

BG’ler esas olarak istemli hareketlerin kontroliinde onemli bir role sahiptir.
Islevini yerine getirebilmek icin ilgili bolgelerden bilgi almak (afferent uyarilar) ve o
bolgelere bilgi vermek (efferent uyarilar) durumundadir. BG’nin afferent girdilerinin
onemli bir kism serebral korteks ve talamustan gelir. Bu afferent sinyallerin BG’ye
giris kapisi striatum, ¢ikis kapisi ise GPi ve SNpr’dir. BG’lerin efferent sinyallerinin
cok biiyiik bir kismi talamus yolu ile beyin korteksine, kiigiik bir kism1 ise beyin
sapindaki pedinkiilopontin nukleusa gider.

Serebral korteks ve bazal gangliyonlar arasinda biri direkt, digeri indirekt olmak
tizere iki yol vardir. Direkt olami korteksin aktivitesini arttirirken, indirekt olani
inhibe eder. Direkt yolda korteksten putamene giren sinyaller BG igindeki diger
yollara ugramadan dogrudan cikis kapisina yonelirler ve talamus tizerinden kortekse
geri donerler. Buradaki NT, gamma amino biitirik asit (GABA)’tir. Direkt yoldaki
net etki talamustan kortekse eksitator akigin artisidir. Direkt yolu olusturan néronlar
esas olarak D1 reseptoriinil eksprese ederler.

Indirekt yolda korteksten putamene giren sinyaller GPe ve STN ara
istasyonlarindan gectikten sonra c¢ikis kapisina yonelirler ve talamus iizerinden
kortekse geri donerler. Burada kullanilan NT’ler GABA ve glutamattir. Indirekt
yolda sinir iletiminin net etkisi talamustan kortekse eksitatdr akisin azalmasidir.
Indirekt yolu olusturan néronlar esas olarak D2 tipi reseptorleri eksprese eder.



Sonug olarak DA, direkt yolu uyarip indirekt yolu baskilayarak talamokortikal
cikis sinyallerini her iki yolda arttirir ve korteks aktive olur. Normalde bu iki yol
dengededir. PH’da ise DA azalmasi sonucunda bu denge indirekt yolun lehine
bozulur ve talamus iizerine indirekt yolun artmis etkisi ortaya c¢ikar. Sonucta kortikal
aktivasyonda azalma olur ve PH belirtileri ortaya c¢ikar (33,34,35) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. PH’ nin néroanatomik mekanizmalari (33)
a) BG’lerin normal igleyis mekanizmasi
b) SNpc’deki dopaminerjik cikislarin kesintiye ugramasi
c) Striatal GABAerjik noronlarin hasari

2.1.2.2. Parkinson Hastahigini Etkileyen Faktorler

Yas: Geng erigkinlerin hatta cocuklarin etkilenebilmesine ragmen PH genellikle 55
yasin iizerindeki insanlarda goriilmektedir (36). Kirk yasin altinda baslayan olgular
‘Erken Baslangichh PH’, 20 yasindan Once baslayan olgular ‘Jiivenil PH’ olarak
tanimlanir. Jiivenil parkinsonizmde farkli bir nigral dejenerasyon goriintiisii vardir ve
genellikle kalitsaldir (37). Tiim hastalarin %5’inde, 40 yasindan Once bagladigi
bilinen (38) PH, 65 yas iizeri populasyonun %1’inde tespit edilmistir (39,40).
Goriilme siklig1 6zellikle yas ile artan, ilerleyici bir hastaliktir.

Cinsiyet: Calismalarin ¢ogunda, PH’nin prevalans1 erkek ve kadinlar arasinda
onemli bir farklilik gostermemektedir. Ancak ayni yas grubundaki kadin ve erkekler
karsilastirlldiginda, erkeklerde hastaliga yakalanma riskinin 1,5 kat daha fazla
oldugunu tespit edilmistir (41,42).



Cevresel Risk Faktorleri: 1982 yilinda Kaliforniya’da gen¢ narkotik
bagimlilarinda, MPTP iceren sentetik eroinin intravendz enjeksiyonu ile ortaya ¢ikan
toksik parkinsonizm olgulari, bazi durumlarda ekzojen ajanlara maruz kalmanin,
PH’ya yol acgabilecegini diislindiirmiistiir. Cesitli kimyasal maddelerin parkinsonizm
yaptig1 bilinmektedir fakat MPTP’ye bagl parkinsonizmin c¢arpici 6zelligi, daha
yaygin santral sinir sistemi harabiyeti yapmasi beklenirken, tamamen PH’nin
anotomik ve klinik 6zelliklerini gostermesidir (43). Diger ekzojen norotoksinler, eser
elementler, siyanid, vernik incelticileri, organik solventler, karbonmonoksid,
karbondisiilfid, hidrojen siilfid ve nitrik oksit (NO)’tir (41).

Travma: Epidemiyolojik calismalar kafa travmasi ile PH gelisimi arasinda pozitif
bir iligki oldugunu gostermistir ancak bu konuda yapilan ¢alismalar halen celiskilidir
(44,45).

Genetik Faktorler: PH durumlarindan ortalama %95’inde acik bir genetik baglanti
yoktur, fakat kalan durumlarda hastalik kaliimsaldir (4). Yapilan genetik
calismalarda mutasyonu halinde hastaliga neden olan ondan fazla genetik lokus
saptanmistir. Bunlar 4. kromozom {izerindeki alfa-siniiklein (otozomal dominant) ve
UCH-L1 (Ubiquitin C-terminal hidrolaz) (otozomal dominant) genleri, 6. kromozom
izerindeki parkin geni (otozomal resesif), 1. kromozom iizerindeki DJ-1 geni
(otozomal resesif) ve 1, 2, 4, 12. kromozomlar iizerinde yeri saptanan ancak
fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilmayan gen lokuslaridir (46). Ancak mutasyonlar
ile PH patogenezi arasindaki iliski heniiz acik degildir.

2.1.2.3. Parkinson Hastahginin Klinik Ozellikleri

Tremor: ‘Istirahat tremoru’ (titreme), PH’nin en iyi tanimlanan spesifik bulgusudur.
Dinlenim durumunda meydana gelmekte, istemli hareketlerde azalmakta, dolayisiyla
giinlik yasam aktivitelerini bozmamaktadir (4). Olgularin %50-75’inde ilk motor
semptom olarak tremor ortaya ¢ikar (47). PH’da klasik istirahat tremor hizi 4-6
Hz’dir. Tremor en sik ellerde, bazen de ayaklar, dil, cene ya da dudakta olabilir.

Rijidite: Rijidite (kas katilig1), agonist ve antagonist kaslarda es zamanh olarak
tonusun artmasidir (48). Proksimal (boyun, omuz, kalca) ve distal (el ve ayak
bilekleri) yerlesimli olabilir. Rijidite genellikle tremor gibi tek tarafli baslar ve daha
sonra karsi tarafa yayilabilir (49). Tremora gore daha az degisken bir bulgu olan
rijidite, hastanin fonksiyonel yetersizligini daha iyi yansitir.

Bradikinezi: Bradikinezi (istemli hareketlerde yavaglama), PH’da bazal gangliyon
fonksiyon yetersizliginin en karakteristik semptomudur (50). Bradikinezi siklikla
hareketin baglatilmasinda gecikme, hareketin amplitiidiiniin kiiciilmesi, bir hareketten
digerine gecememe, ayni anda iki hareketi yapamama, hareket fakirligi (hipokinezi)
ve hareket edememe (akinezi) anlaminda da kullanilir (50). Bradikinezinin kendine
Ozgli belirtileri arasinda yiiziin ifadesiz goriiniim almasi (bradimimi), monoton
konusma (hipokinetik dizartri), ses volumiinde azalma (hipofoni), yutma islevinin



azalmasina bagli agizda salya birikimi ve akmasi (siyalore), yiirlime sirasinda
otomatik kol hareketlerinin azalmasi veya kaybolmasi ve adim boyunda azalma
sayilabilir. Giyinmek ve yemek yemek gibi giinliik isleri yapmak daha uzun zaman
alacagindan bradikinezi yasam kalitesini anlamli derecede bozabilir (4).

Postural Bozukluk: Kambur bir postur, diisme ile sonug¢lanabilen normal postural
refleks ve denge kayb1 ve tekerlekli sandalyeye hapsolma s6z konusu olabilir (4).

Demans (bunama) ve Emosyonel Degisiklikler: PH’da kavrama siirecleri yavaslar,
ozellikle yash hastalarda demans oldukga sik goriiliir (4). Ayrica Parkinsonlu
hastalarda depresyon yaygindir (4).

2.1.2.4. Parkinson Hastalgmmn Norokimyasal ve Noropatolojik Ozellikleri:
PH’nin patolojik belirteglerinin ilki nigrostriatal dopaminerjik noronlarin %50-70
oraninda kaybidir. Nigrostriatal néronlarin hiicre govdeleri SNpc’de olup putamene
uzanir. Bu noronlar noromelanin (NM) igerir (51). Semptomlarin baslangicinda
SNpc dopaminerjik noronlarin %601 kaybedilirken putamende bu oranin %80’e
vardigr goriilmektedir (4). Bunun sonucunda SNpc’de oldugu kadar srtiatumda da
DA (%80) ve onun metabolitleri olan HVA ile DOPAC’1n, DA’nin biyosentetik
enzimi TH’nin ve DA tasiyicisi (DAT) nin azaldigi tespit edilmistir (52,53).

PH ile iliskili dopaminerjik noéron kaybinin, normal yaslanmada goriilen
modelden farkli olarak karakteristik bir topolojisi vardir. PH’da normal yaslanmaya
gore noron kaybinin hizi ve yogunlugu daha fazladir. Normal yaslanma sirasinda
SNpc’nin dorsomedial yam etkilenirken PH’da hiicre kaybi1 SNpc’nin ventrolateral
ve kaudal bolgelerinde yogunlagmistir (54).

PH’nin ikinci patolojik belirteci olan LB’lerin varligi ilk kez 1912 yilinda F.H.
Lewy tarafindan Parkinson hastalarinin beyin sapinda, SN’nin NM igeren
noronlarinin stoplazmasinda tanimlanmistir (55). LB’lerin yapisinda o-siniiklein,
parkin, ubiquitin gibi ¢esitli proteinler ve norofilamentler bulunmaktadir (4). LB’ler
15pum’den daha biiyiik ¢apa, yogun hyalin ¢ekirdege ve bunun etrafinda net bir 151k
halkasina sahiptir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. SNpc dopaminerjik noronlar igerisinde LB’ler (4)



PH’nin patolojisi yaygin olarak yalmzca dopaminerjik noéron kaybi olarak
diisiiniilse de norodejenerasyon dopaminerjik ndéron smnirlarinin disina ¢ikar (56).
Norodejenerasyon ve LB olusumu, serebral korteks, olfaktér bulb ve otonom sinir
sisteminde oldugu kadar noradrenerjik (LC: lokus korelus), serotonerjik (rafe) ve
kolinerjik (Meynert’in bazal ¢ekirdegi, vagusun dorsal motor ¢ekirdegi) sistemlerde
de tespit edilmistir (4). Bu nigral olmayan lezyonlar, tim PH durumlarinin asagi
yukart %30’unda meydana geldigi bilinen demans gibi kognitif ve psikolojik
bozukluklara sebep olmaktadir (57). Ozellikle yasl Parkinson hastalarinda goriilen
demansin nedeni hipokampusun dejenerasyonu ve kolinerjik sistemin etkilenmesidir.
Ancak serotonerjik ve noradrenerjik yolaklardaki lezyonlar dopaminerjik
noronlardaki lezyonlar kadar kesin karakterize edilmemistir. Bu sistemlerin
katillminin  hastaligin  daha siddetli veya daha ge¢ evrelerinde oldugu
diisiiniilmektedir.

PH’y1 karakterize eden patolojik degisiklikler belirlense de dopaminerjik
noronlarin  Oliimiinden sorumlu mekanizma ya da mekanizmalar heniiz
aydmlatilmamistir. Bu nedenle PH i¢in uygulanan tedavilerin cogu koruyucu
olmaktan ¢ok semptomatiktir.

2.1.2.5. Parkinson Hastalig1 Etiyolojisi

Sporadik PH’nin sebebi bilinmemektedir. Hastalifin olusumu {izerine cevresel
toksinler veya genetik faktorlerin rolii heniiz kanitlanmamustir. Ozellikle MPTP’nin
olusturdugu Parkinsonizmin kesfinden dolay1 cevresel toksin hipotezi 20.yy’de daha
baskin olurken PH genlerinin kesfi kalitsal hassasiyet faktorlerine ilgiyi yinelemistir.
Dolayisiyla su an hakim olan goriis her iki faktoriin de rol oynadig1 yoniindedir. Bu
goriise goOre hastalik, genetik yatkinlik tasiyan insanlarda heniiz ¢ok 1iyi
anlasilamayan degisik ¢evre faktorlerinin etkisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Cevresel hipotez, PH’ya bagh nérodejenerasyonun bir dopaminerjik nérotoksine
maruziyet sonucu olustugunu one siirer. insan epidomiyolojik calismalar1 kirsal
cevrede yasamanin ve buna bagh olarak herbisitlere ve pestisitlere maruz kalmanin
PH’ya yakalanma riskiyle iliskili oldugunu gostermistir (58). Ancak herhangi bir
spesifik toksinin sporadik PH nin sebebi ile iliskili oldugunu gosteren inandirici bir
veri heniiz yoktur. Sigara ve kahve kullaniminin ise PH gelisim riskiyle ters iligkili
olmas1 bazi1 c¢evresel faktorlerin PH hassasiyetini degistirdigi diisiincesini
giiclendirmektedir.

Cevresel ve  genetik  kategoriye  uymayan  diger olasihk PH
norodejenerasyonundan endojen bir toksinin sorumlu oldugudur. Cevresel maruziyet
veya metabolik yolaklardaki kalitimsal farkliliklar sebebiyle normal metabolizmanin
bozulmas1 toksik maddeleri olusturabilir. Ornegin, ROS’u olusturan DA’ nin normal
metabolizmasi endojen toksinin bir kaynagi olabilir (59).

2.1.2.6. Parkinson Hastahg Patogenezi
PH’nin patogeneziyle ilgili olarak iki ana hipotez onerilmektedir. Hipotezlerden
birinde SNpc dopaminerjik ndron Oliimiine proteinlerin hatali katlanmasi ve
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agregasyonunun neden oldugu ileri siiriilirken digerinde ise mitokondri fonksiyon
bozuklugunun yan sira DA’nin oksitlenmesini kapsayan OS’nin sorumlu olduguna
isaret edilmektedir (4). Ayrica eksitotoksisite, noroinflamasyon ve apoptoz gibi
zararlh faktorler kaskadinin birbirleriyle etkileserek patolojide yer aldigi
diistiniilmektedir (31).

Giincel PH calismalarinin hedefi SNpc dopaminerjik noronlarin 6liimiinde
anahtar olan bu yolaklarin aydinlatilmasidir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Norodejenerasyonun mekanizmasi (4)

Proteinlerin Hatali Katlanmasi ve Agregasyonu: Beyin dokularinda proteinlerin
anormal dagilimi PH’y1 da kapsayan pek cok yasa bagimli norodejeneratif hastaligin
ozelligidir. Protein agregatlariin kompozisyonu ve yerlesimi farkli hastaliklarda
farklilik gosterse de bu degisimin noronlar i¢in toksik oldugu bilinmektedir.

Agregatlar veya c¢oziinebilir hatali katlanmis proteinler ¢esitli mekanizmalar
yoluyla norotoksik olabilir. Protein agregatlar hiicrenin yapisin1 bozarak ya da
noronlarda iletisimi engelleyerek direkt hasara neden olabilir. Protein inkliizyonlar
ayrica hiicre canliligr i¢in 6nemli olan proteinleri islevsiz duruma getirebilir. Bu
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nedenle inkliizyon olusumu ve nérodejenerasyon arasinda bir korelasyon olabilir.
Ancak bunun aksini gosteren ¢alismalar (60,61) da mevcuttur.

Sporadik PH’da proteinlerin fonksiyon eksikligini tetikleyen faktorlerin bir
kismi aydinlatilmistir. PH patogenezinde anahtar rol oynadigi uzun zamandir
diisiiniilen oksidatif hasar bu mekanizmalardan biridir (62). Oksitlenmis proteinlerin
doku icerikleri yasla birlikte artmaktadir (63) Noronlar postmitotik olduklari i¢in bu
artisa kars1 Ozellikle hassas olabilirler. Yapilan in vitro ¢aligmalarinda LB’lerin
normal a-siniikleinlere oranla oksidatif olmaya meyilli a-siniikleinleri icerdikleri
gosterilmistir (64). a-siniikleinin hatali katlanmas1 ve toplanmasimi herbisit ve
pestisitler indiiklemektedir (65,66). Proteozomal fonksiyon eksikligi ve bunun
sonucunda hatali katlanmig proteinlerin yigilmasi tehlikeli bir dongiiye sebep
olmaktadir.

Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugu ve Oksidatif Stres: Parkinsonlu hastalarin
dokularinda mitokondriyal fonksiyon eksikligini ve oksidatif hasar1 gosteren
caligmalar mevcuttur.  Apoptozun  baslangicina  mitokondriyal  fonksiyon
bozuklugunun katilmasi norodejenerasyonda oksidatif hasarin kritik roliini
gostermektedir (67).

PH’da, mitokondriyal elektron tasima sistemi (ETS) multienzimi NADH:
ubiquinon oksidorediiktaz (kompleks I)’1n aktivitesinde anomaliler tespit edilmistir
(68). In-vitro calismalar bu kompleks I bozuklugunun hiicreleri oksidatif hasara ve
enerji eksikligine maruz birakabilecegine isaret etmektedir (68).

Molekiiler oksijen (O2)’in neredeyse %100’t mitokondriyal solunum ile
tiikketilirken, hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit (O,") radikallerini kapsayan
serbest radikaller {iriin seklinde iiretilir. Kompleks I’in inhibisyonu toksik hidroksil
radikal (OH)’ini iiretebilen veya peroksinitrit (ONOQO?)’i olusturmak iizere NO ile
tepkimeye girebilen O, ’nin iiretimini arttirir. Bu molekiiller niikleik asit, protein ve
lipitlerle tepkimeye girerek hiicresel hasara neden olabilir. ETS, bu reaktif tiirlerin
hedefi olabilir ve bu da mitokondriyal hasar ve daha fazla ROS {iretimi ile sonug¢lanir
(69).

ROS olugumu icin dopaminerjik noronlar 6zellikle verimli bir ¢evre olabilir.
C)megin DA’nin MAO enzimi araciligiyla katabolizmasi sonucunda H,O, ve O;”
meydana gelir (70). PH nin erken safhalarinda azalmig nigrostriatal inputu kompanse
etmek icin artmig DA doniisiimii, fazla H,O, olusumuna ve sonrasinda Fe aracili
Fenton reaksiyonu ile 'OH ya doniisiimiine neden olabilir (30,71); bu da
dopaminerjik hiicreyi oliime gotiiriir (72). MAO aktivitesi yasla artar ve bu durumda
hiicreleri OS aracili hasara karst korumasiz birakir (73). Mitokondri ile iligkili enerji
yetersizligi DA’nin vezikiiler olarak depolanmasini bozabilir; bu da serbest sitozolik
DA konsantrasyonunun yiikselmesine sebep olur. DA’nin oto oksidasyonu ise sistein
artiklariyla tepkimeye girerek proteinleri hasarlayan bir molekiil olan DA-quinonu
olusturur (70).
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Sonu¢ olarak DA, =zararli reaksiyonlarin hiicresel makro molekiilleri
hasarlamasinda rol aldig1 icin SNpc dopaminerjik noronlarin oksidatif hasara karsi
hassas olmasina neden olmaktadir. Ancak oksidatif fosforilasyon anomalisi veya
ROS olusumu ile PH’y1 iliskilendiren veri sayisi olduk¢a azdir.

Parkinson Hastahg Patogenezinde Oksidatif Stresin Yeri ile Ilgili Kamtlar:
Riederer ve Youdim’in grubu, Parkinsonda SN’de Fe iceriginin (74) arttigini
gosterirken farkli bir ¢alismada da SNpc’de ferritin diizeyinin diistiigiinii tespit
edilmistir (75). Ayrica SN’de LP gostergelerinden TBARS (76) ve lipid
hidroperoksit diizeylerinin (77) ve bir LP {iriinii olan 4-hidroksinonenal (4-HNE)
miktarinin  (78) arttigi saptanmistir. Diger taraftan PH’da protein oksidasyon
gostergesi protein karbonil iceriginin (76,77,78) ve ROS aracili DNA hasar
gostergesi  8-hidroksi-2’deoksiguanozin  (8-OHDA) (79) seviyesinin arttigi
gosterilmistir.

OS’nin neden oldugu hasara antioksidan savunma mekanizmalarindaki
degisiklikler eslik etmektedir. PH’da E ve C vitamin diizeylerinin degismeden
kaldigr gosterilmistir (80). Parkinsonlu hastalarinin  SN’lerinde CAT ve GPx
seviyeleri degismemekte veya ¢ok az diismektedir (81,82). SN ve serebrospinal sivi
(CSF)y’da CuZn bagimli SOD (Cu/Zn-SOD) enzim aktivite diizeyinin degismedigi
ancak Mn bagimli SOD (Mn-SOD) enzim aktivite diizeyinin arttigi (83,84)
kanitlanmistir. Bu bulgulara ilaveten, Parkinsonlu hastalarin SN’lerinde rediikte
glutatyon (GSH) miktarinda biiyiik bir azalma tespit edilmistir (85,86,87).

OS’nin PH i¢in bir patogenetik faktor oldugu hipotezine iliskin daha fazla kanit
MPTP gibi se¢ici bir dopaminerjik toksinin kesfiyle ortaya cikmistir (88,89). MPTP
caligsmalar1 ile OS’nin nigral hiicre 6liimiiyle iliskisi oldugu gosterilmistir (90,91).

2.1.2.7. Parkinson Hastaligi Hayvan Modelleri
PH patogenezi iizerine olan ¢aligmalar hayvan modelleri gelisimine baglh olarak
hizla ilerlemistir.

Toksin Tabanli Modeller: Dopaminerjik norodejenerasyonu indiiklemek igin
kullanilan norotoksinler, 6-hidroksidopamin (6-OHDA), MPTP ve son zamanlarda
dikkati ¢eken paraquat, rotenon ve manebdir. Tahminen bu toksinlerin hepsi ROS
olusumuna neden olmaktadir. Rotenon ve MPTP kompleks I'i giiclii bir sekilde
inhibe etme yetenekleri agisindan benzerdir. Ancak sadece MPTP kesin olarak bir
insan parkinsonizm formuna baglanmistir ve bu nedenle en yaygin kullanilan
modeldir.

MPTP (1-metil-4-fenil 1,2,3,6 tetrahidropiridin) Modeli: Narkotik meperidin
(Demerol) analogu MPTP, sentetik eroin 1-metil-4-fenil-4-propiyonoksipiperidin
(MPPP)’in bir laboratuvarda yasa dis1 sentezi sirasinda yanliglikla iiretilen norotoksik
kontaminasyondan sorumlu bir maddedir (89). Insan ve maymunlarda MPTP, PH’nin
tremor, rijidite, bradikinezi, postural bozukluk ve donup kalma gibi ozellikleri ile
karakterize, geri doniisiimsiiz ve siddetli Parkinson sendromunu olusturmaktadir (4).
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Maymunlarda ve farelerde MPTP uygulamasini takiben SNpc’de dopaminerjik hiicre
govdelerinin sayilarinin, striatal DA igerik ve metabolitlerinin belirgin derecede
azaldig tespit edilmistir (92). Ayrica maymunlarda MPTP, LB’lere benzeyen néron
ici eozinofilik inkliizyonlarin olusumunu indiiklemektedir (93). MPTP’ye maruz
kalan insan ve insan dis1 primatlarda bir DA prekiirsorii olan levadopa (L-3,4-
dihidroksi fenil alanin)’ya karsi cevap Parkinson hastalarinda gozlenenler ile
neredeyse aynidir (4). Ayrica hem maymunlarda hem de farelerde MPTP’ye karsi
hassasiyet PH ile benzer bir sekilde yas ile birlikte artmaktadir (94,95).

PH ile MPTP’nin olusturdugu noropatolojinin karsilastirilmasi ile ilgili veriler
daha ¢cok maymunlardaki MPTP c¢alismalarindan kaynaklanmaktadir (93), ciinkii
yalnizca dort insan MPTP vakasi otopsiye alinmistir (96,97). Bu ¢alismalarda diisiik
doz MPTP uygulanan maymunlarin dopaminerjik sinir terminallerinin PH’da oldugu
gibi ayricalikli dejenerasyon sergiledigi gosterilmistir (98). MPTP’nin SNpc’nin
ventral ve lateral segmentlerinde ayricalikli bir ndron kaybini1 kapsayan dopaminerjik
yolak hasar1 PH’da gozlenen noron kaybina benzerdir (99,100); bu bolgesel hasar
MPTP uygulanmis farelerde de kanitlanmistir (101,102). Ayrica PH’ya benzer olarak
(103), MPTP’nin olusturdugu dejenerasyona NM igeren dopaminerjik néronlar daha
hassastir (104). NM, pestisitler, MPTP ve MPP" gibi bir¢ok organik molekiil ile
etkilestiginden, bu toksik bilesikler icin depo gibi hareket ederek pigmentlenmis
noronlarin  toksisitesine katilabilir. NM’nin PH’da ve MPTP uygulanmis
maymunlarda, Fe ile tepkime yoluyla secici olarak pigmentlenmis néronlarda ROS
olusumunu katalize ettigi gosterilmistir (105).

MPTP (1-metil-4-fenil 1,2.3.6 tetrahidropiridin) Metabolizmasi:
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Sekil 2.6. MPTP metabolizmasinin sematik gosterimi (106)
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MPTP’nin  olusturdugu Parkinsonizmin molekiiler yolagi Sekil 2.6’da
gosterilmistir. Bu bulgu aragtirmacilara PH genlerinin fonksiyonlarimi agiklamak ve
dopaminerjik noronlarin dejenerasyonunda meydana gelen molekiiler olaylarin
ayrimin1 yapmak amaciyla MPTP’yi biyolojik bir ara¢ olarak kullanma olanagi
saglamistir.

Oldukga lipofilik olan MPTP, sistemik uygulanisindan sonra dakikalar icerisinde
kan beyin bariyeri (BBB) ni geger (107). Ik olarak beyinde 6n toksin MPTP, MAO-
B araciligiyla bu enzimin bulundugu yegane hiicreler olan glia ve seratonerjik
noronlarda 1-metil-4-fenil-2,3-dihidroksipiridinyum (MPDP*)’a doniisiir (4). Daha
sonra spontan oksidasyon ile aktif toksik molekiil olan MPP"’ye okside olur ve
heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile ektraselliiler bosluga salinir (4). MPP" polar bir
molekiil oldugundan hiicrelere girmek i¢in plazma membran tasiyicilarina baglanir
(4). MPP", DAT igin norepinefrin ve seratonin gibi yiiksek afiniteli bir substrattir
(108,109). DAT’m genetik kayb1 veya farmokolojik olarak inhibisyonu MPTP’nin
olusturdugu dopaminerjik hasar1 6nlemektedir (108,110). Bu da MPTP toksisitesinde
bu basamagin baglayici roliinii gostermektedir. Ancak DAT araciligiyla MPP™ nin
hiicre i¢ine alimimi MPTP’nin sebep oldugu nigrostriatal dopaminerjik lezyonun
seciciligini tiimiiyle agiklamamaktadir. MPP* tiim monoaminerjik ndronlarda
konsantre olup biyokimyasal degisiklikler olustururken (111) dejenerasyon en ¢ok
dopaminerjik néronlarda meydana gelmektedir.

MPP" néronlar i¢inde ii¢ yol izleyebilir;

1) Sinaptik vezikiillere tasinmak {izere vezikiller monoamin tasiyici-2
(VMAT?2)’ye baglanabilir (112).

2) Mitokondriyal transmembran potansiyeline bagli bir mekanizma ile
mitokondri i¢inde yogunlasabilir (113).

3) Ozellikle negatif yiik tasiyan sitozolik enzimlerle etkilesmek iizere sitozol
icinde kalabilir (114).

MPP"’nin vezikiil i¢ine alinmasi mitokondriye girisini engelleyerek hiicreleri
norodejenerasyona karsi koruyor gibi goriinmektedir (4). VMAT2’den yoksun
farelerin MPTP’nin neden oldugu norodejenerasyona karsi daha fazla duyarlilik
sergiledigi kanitlanmustir (115). Bu da MPP*’nin vezikiil i¢ine alinmasinin énemini
gostermektedir.

Nigrostriatal Norodejenerasyonun Mekanizmasi: Mitokonri igine alinan MPP®,
mitokondriyal ETS multienzimi kompleks I’i inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu

bozar (116). Yapilan son c¢alismalarda, MPP* nin direkt olarak kompleks III
(ubiquinol: ferrositokrom c oksidorediiktaz) ve IV’ii (ferrositokrom c: oksijen
oksidorediiktaz veya sitokrom c¢ oksidaz) de inhibe ettigi saptanmistir (117).
Kompleks I blokajit MPTP’ye en duyarli beyin bolgelerinden 6zellikle striatum ve
ventral tegmental alan (VTA)’da (118,119) hizla doku ATP iceriginin diigmesine
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neden olur. ATP aciginin MPTP uygulamasindan ¢ok kisa bir siire sonra gelistigi, bir
kag saat icinde ise sonlandigi gosterilmistir (120). Hiicresel ATP azaliginin sonucu
olarak, hiicre ici depolardan hiicreler aras1 bosluga anormal miktarda DA salinir.

DA’nin enzimatik oksidasyonu sonucunda ‘OH olusur (121). Ayrica MPP*
kompleks I inhibisyonu araciligiyla elektron (e°) akisina engel olarak, 6zellikle O,~
olmak iizere ROS iiretimini uyarabilir (122,123). Dolayisiyla MPP"”ye bagh
kompleks I inhibisyonunun etkisi OS’nin artmasidir (4). Prezedborski ve
meslektaslar1 (124) CuZn-SOD’u yiiksek oranda eksprese eden transgenik farelerin
MPTP’nin neden oldugu norotoksisiteye karst yabanil farelerden daha direcli
oldugunu gostermistir. Bu in-vivo deneyler O, ’nin MPTP nérotoksisitesiyle iliskisi
oldugunu gosterse de O,” kendi icinde fazla toksik olmayan zayif bir radikaldir. O,~
‘nin olusumunu takiben goézlenen toksisitenin ¢ogunlugunun O, ’nin NO gibi diger
serbest radikallerle reaksiyonuna bagli olduguna inanilmaktadir (125). O, nin NO
ile reaksiyonu bir¢ok norotoksik ve norolojik hastalik modeliyle iliskisi olan gii¢lii
oksidan ONOO™yu olusturur (126). MPTP patogenezinde noronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) kokenli NO’nun roliine ek olarak yapilan son ¢alismalar indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) kokenli NO’nun da rol oynayabilecegini Onermektedir
(127,128).

MPP" ayrica, sinaptik vezikiillerden sitozole DA sizintisini tetikleyerek dolayli
yoldan ROS iiretimini stimiile edebilir (129). Sitozoldeki fazla DA kolaylikla
otooksidasyona ugrayabilir boylece nigral ndronlar1 OS’ye maruz birakan ¢ok biiyiik
bir ROS patlamas1 gerceklesir (130). Ayrica sitozolik DA artisi, nigral néronlarin
norodejenerasyona karsit hassasiyetlerinin artisina katilan NM (103) olusumunu
stimiile edebilir (131).

Enerji metabolizmasi degisiklikleri ve ROS olusumu, MPTP uygulamasini
takiben birkac¢ saat icerisinde yani noronal 6liim meydana gelmeden giinler nce pik
yapar (132,133).

Farelere diisiikk miktarda uzun siireli MPTP uygulamasi SNpc néronlarinda
morfolojik olarak tanimlanan apoptoz ile sonuglanmistir (134).

MPTP uygulamast SNpc dopaminerjik noronlarin sitozoliinde o-siniiklein
birikimi ve nitrasyonuna neden olmaktadir (135,136). Mutant farelerde a-siniiklein
yoksunlugunun MPTP’nin olusturdugu norodejenerasyonu engelledigi (137), hiicre
kiiltiirii caligmalarinda ise mutant a-siniikleinin ekspresyonunun apoptozu arttirdigi
(138)  gosterilmistir.  a-siniikleinin ~ programlanmis  hiicre  6limii  (PCD)
diizenlenmesinde direkt rol alip almadigi kesin olarak bilinmese de yapilan
calismalar PCD’nin  aktivasyonunun MPTP toksisitesine arac1 oldugunu
kanitlamaktadir. Dolaysiyla spesifik PCD molekiillerinin hedeflenmesi PH tedavisi
icin degerli bir noroprotektif strateji olabilir.
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2.1.2.8. Parkinson Hastahg ile ilgili Sonuclar ve Gelecekteki Yonlenmeler

Son 20 yilda PH patogenezinin aydmlatilmasinda, MPTP’nin olusturdugu PH
modelinin kesfi onemli yer tutmaktadir. Bu bulus sonrasinda mitokondriyal
fonksiyon, oksidatif hasar ve nérodejenerasyon ile iliski kurulan nérodejenerasyonun
molekiiler tabanini inceleyen arastirmalar yapilmistir.

Tiim gereksinimleri karsilayan yeni bir hayvan modelinin kesfi arastirmacilara
PH’da dopaminerjik noronlar1 norodejenerasyona karsi ayricalikli olarak hassas
yapan essiz Ozelliklerini arastirma ve yeni tedavileri test etme imkan saglayabilir.

Hayvan modellerinden yola ¢ikilarak gelecekte uygulanacak olan tedavilerden
biri; PH’nin patogenezinde yer aldigi diisiiniilen serbest radikal olusumunun
engellenmesi olabilir.

2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmanin varli@inin ve biitlinliigliniin korunmasi, saglikli bir homeostatik
diizenlenmeye baghdir. Hiicresel homeostazis de bunun bir parcasidir. Aerobik
organizmalarda ROS O6nemli bir tehdit unsurudur. Normal oksijen metabolizmasi
sirasinda olusan bu {iiriinler, vital hiicresel yapilar ve fonksiyonlar tizerinde 6nemli
hasarlar meydana getirebilir. Fakat aerobik organizmalar bu zararhi etkilerden
kendilerini koruyacak savunma mekanizmalart gelistirmislerdir. Bu koruyucu
mekanizmalara ‘antioksidan savunma sistemi’ denir (139).

2.2.1. Serbest Radikal Kavram ve Oksijen Radikalleri

2.2.1.1. Serbest Radikal Kavram

Atom, bir ¢ekirdek ve onun cevresinde bulunan degisik sayida e lardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen e lar, orbital adi
verilen yoriingelerde hareket etmektedir. Her bir orbitalde iki € bulunur ve e lar aym
orbitalde kendi eksenleri etrafinda, daima birbirlerine zit yonde doner. Bu e ¢iftleri
kararlilig1 saglamaktadir.

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda eslesmemis tek e igeren
kimyasal tiirlerdir. Her tiirden kimyasal veya biyokimyasal tepkime daima atomlarin
dig orbitallerindeki e lar seviyesinde gerceklesir. Bu nedenle radikaller yiiksek
reaktif ozellige (e” alma, e verme = rediiksiyon, oksidasyon) sahiptir (140). Bir
serbest radikalin reaktivitesi yar1 6mril ile ters orantilidir.

Serbest Radikal Olusumu: Icinde bulundugumuz cevrede devamli bir radikal
yapimi soz konusudur. Serbest radikallerin biyolojik materyallerdeki varligi ise
yaklasik 50 yil kadar once kesfedilmistir (141). Hiicresel kosullarda geceklesen
serbest radikal tiretimi ciddi bir miktar ve cesitliliktedir. Bu iiretim rastlantisal bir
sekilde metabolizmanin yan {iriinii olarak (142) veya belli bir amaca yonelik (6rnegin
fagositoz) olabilmektedir. Radikaller, kovalent baglarin homolitik kirilmasi, normal
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bir molekiiliin e” kaybetmesi ve normal bir molekiile e transferi olmak iizere baslica
tic temel mekanizma ile olusur (143).

Bir radikal, radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse baska bir serbest
radikal olusur. Bu 0Ozellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara
girebilmelerine olanak saglar (144).

2.2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidan Ajanlar

Anaerobik mikroorganizmalar hari¢ tiim canlilar ATP yapimi dolayisiyla yasam
icin oksijene ihtiyag¢ duyar. Fakat paradoksik olarak oksijenin metabolizmasi
sirasinda az miktarda da olsa zararli yan {iriinler (reaktif oksijen tiirleri-serbest
oksijen radikalleri) meydana gelir (Sekil 2.7). ROS terimi radikal zincir
reaksiyonlarinin baslamasi ve/veya uzamasinda gorev alan radikal olan ve olmayan
tim reaktif oksijen tiirlerini kapsayan kolektif bir terimdir. Biyolojik etkileri en
onemli olan serbest radikaller oksijenden olusan serbest radikallerdir. Bu nedenle
biyolojik sistemlerde radikal kavramindan bahsedildiginde daima oksijen merkezli
radikaller akla gelir.

Oksijenin aerobik hiicrelerde metabolizmasi sirasinda olusan en 6nemli reaktif
oksijen tiirleri; siiperoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit molekiilii (H,O,), hidroksil
radikali (OH), hidroperoksit (HO;') ve tekil (singlet) oksijen (102)’dir.

Atmosferik bir bilesik olan ozon (O3), nitrik oksit radikali (NO') ve hipoklorik
asit (HOCI') gibi cesitli molekiiller ise giiclii oksidan etkiye sahip molekiillerdir
(139,145).

OHOD"

Mitrik oksit
sentaz
arjinin ———— | NO  |———

O, | — 0,7 | o [H202) ———|H0

Slperoksit Watalaz
dizmutaz ] Glutatyon
Peroksidaz
Fo2 [
“OH |«

Sekil 2.7. ROS (146)
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Siiperoksit Anyon Radikali (O,"): Aerobik hiicrelerde O;’nin bir e alarak
indirgenmesiyle olusan O,°, oksijen metabolizmasi sirasinda meydana gelen ilk
radikaldir (147).

O, + e —» 0Oy
0,7, e fazlasim bir bagka elektron alicisina vererek tekrar O,’ye oksitlenebilir.

O, nin, ferréz demir (Fe*?) ve Cu* gibi gecis metallerinin otooksidasyonu ile de
olusabilecegi gosterilmistir (145). Bu reaksiyonlar geri doniistimliidiir. O,”, gecis
metal iyonlarini indirgeyerek bagh olduklarn proteinlerden salinimlarina neden olur
ve metal iyonlarinin katildigi ‘OH yapim tepkimelerini hizlandirir (147).

Fe+2 + 02 > FC+3 + 02'-
Cu"+0, < Cu™+0,

Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler ve ferrodoksinler gibi
indirgeyici Ozellikteki biyomolekiiller oksijene tek e verip kendileri oksitlenirken
O, olusur.

Pek ¢ok enzimin katalitik etkisi sirasinda O, " bir {iriin olarak da olusabilir.

Aktive edilen fagositik 16kositler antibakteriyel etki icin NADPH (B-Nikotin
Amid Diniikleotid Hidrojen Fosfat) oksidaz enzimi aracilifiyla bol miktarda O;"
tireterek fagozom icine ve bulunduklari ortama verirler (148,149).

NADPH + 20, — NADP' + H' + 20,”

O, hiicre membranlarindan kolayca gecemedigi icin zararh etkisi oldukca diisiik
bir radikaldir.

O, bir proton (H") alarak HO,"yi olusturur. Oldukga reaktif olan bu radikal
hiicre zarlarinda LP’yi baglatabilir ve zarsal antioksidanlari oksitleyebilir.

O, nin fizyolojik bir serbest radikal olan NO' ile birlesmesi sonucu bir reaktif
oksijen tiirevi olan ONOO' olusur.

0" + NO — ONOO

O, bir e” daha alarak peroksil anyonu (0%)’nu olusturabilir, bu da ortamdan iki
H* alarak H,O, olusumuna neden olur (150).
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0"+ e — 022: +2H" — H>,0O,

O," hafif asidik kosullarda, ‘spontan dismutasyon’ denilen enzimatik olmayan
bir reaksiyon ile ortamdan temizlenebilecegi gibi,

O, "+ O + 2H" — H,O, + O,

SOD enzimi ile enzimatik olarak da dismutasyona ugratilir.

SOD
Ozr + 02'_ + 2H" — H202 + 02

O, nun enzimatik olarak temizlenmesi, spontan olarak temizlenmesinden yaklasik
10* kez daha hizlidir (151).

0O, ile H,O,, ‘Haber-Weiss reaksiyonu’ ile daha potent bir radikal olan "OH’yi
olusturur.

02'- + H202 — OH + OH + 02

Hidrojen Peroksit (H,0;): Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki e
veya O, nin bir € almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii de iki H" ile
birleserek H,O,’yi meydana getirir.

02 + 2e + 2H+ e H202
02'- + e + 2H+ - H202

Ancak biyolojik sistemlerde H>O, nin asil tiretimi daha 6nce bahsedildigi gibi O,”
nin spontan veya enzimatik dismutasyonu ile olmaktadir (151).

H,0,, serbest radikal olmadigi halde ROS icine girer. Genellikle tek basina
organik molekiilleri okside etmek icin yeteri kadar reaktif olmasa da biyolojik olarak
onemli bir oksidandir. H,O, O," ye nazaran diisiik elektriksel yiikii ve non iyonize
ozelliklerinden dolay1 biyolojik membranlardan daha kolay gecebilir ve daha uzun
Omiirliidiir.

H,0,, direkt kendisinin toksisitesinden ziyade gecis grubu metal iyonlar
varliginda ‘OH gibi daha reaktif radikallerin iiretimine katkida bulunur.

Istenmeyen H,0, nin uzaklastirilmas1 CAT ve selenyum bagimli GSH-Px’in
aktiviteleri ile saglanir.
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Hidroksil Radikali (OH): ik olarak 1934 yilinda Haber ve Weiss adli
aragtirmacilarin gosterdikleri, kendi adlari ile anilan reaksiyon ile ortaya konmustur.
Bilindigi gibi en kisa yar1 6mre (1 x 10 sn) sahip olan ‘OH biyolojik sistemlerde
rastlanilan en etkili oksijen radikalidir ve makromolekiiller ile kolaylikla reaksiyona
girer (139).

‘OH nin, hiicrede yaygin olarak iki dnemli biyolojik kaynagi vardir; (152)

1. H,O, + O;" — 'OH + OH + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2. Fe” + 0,7 — Fe™ + 0O,
Fe*? + H,0, — Fe™ + ‘OH + OH  (Fenton Reaksiyonu)

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat gecis
metalleri, metal selatorler veya hemaproteinlerin katalizledigi Fenton reaksiyonu
olduk¢a hizhdir. Bu reaksiyonda ferrik demir (Fe™), O, tarafindan Fe** ye
indirgenirken H,O,, OH’ya doniisiir (153,154).

‘OH, tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak yeni
radikallerin olusumuna neden olmaktadir.

R-SH + OH — RS + H;0
-CHz— + OH — -CH- + HzO

Singlet Oksijen ('0y): Disaridan enerji alinimi sonucu, O, nin paylasilmamig dis e
lerinin birinin kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer
degistirmesi ile '0, olusur (147,155). Bu durumda dis e ler ayn1 veya ayrn yoriingeyi
isgal edebilir (156). Yapisinda eslesmemis e icermediginden serbest radikal degildir.
Ancak oksijenin oldukga reaktif bir formudur. Spin kisitlamas1 (paralel spinlerde iki
eslesmemis e bulunmasi) ortadan kalktig: icin okside edici yetenegi fazladir. '0, nin
olusumu fotokimyasal reaksiyonlarda 6nemlidir.

'0,. O, nun dismutasyonu ve hidroperoksitlerin metaller varhgindaki tepkimeleri
ile olusabilir.

'0,, serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da neden olmaktadir (147,155).

'0,, ¢oklu PUFA ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikali (ROO") ni
olusturur ve ‘'OH kadar etkin bir sekilde LP’yi baglatabilir.
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Ozon (0O3): Ozon giines 1sinlarina karst 6nemli bir stratosferik koruyucu kalkan
olmasina ragmen yeryliiziinde toksik ve okside edici bir ajandir. Kirli sehir havasinda
bulunan O3, DNA, lipid ve proteinleri kolaylikla okside etmektedir (157).

Hipoklorik Asit (HOCI): Aktif notrofillerce viicutta iiretilen giiclii bir oksidandir.
Fagosit stoplazmasindaki hem igeren myeloperoksidaz enzimi tarafindan H,O, ve Cl
iyonlarindan sentezlenir (155).

myeloperoksidaz
H,O, + CI' + H+ ——» HOCI + H,O

HOCI, basta amino gruplart olmak iizere cesitli biyomolekiillere karsi
oldukga giiclii bir oksidandir. Ayrica asit pH’da kolaylikla dekompoze olarak klorin
(Cl,) gazinin salinmasina neden olur (158,159)

HOCI + H" + CI' — H,0 + Cl,

Nitrojen Oksitleri: Nitrik oksit (NO’) ve nitrit (NO",), tek sayida e igerdikleri igin
serbest radikal tamimina uymaktadir. Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen
tiirevlerinin en onemlisi oksidasyon degerligi +2 olan NO dur. NO' giiclii bir okside
edici ajandir. Kontrolsiiz iiretimi sonucu proteinlerin nitrolizasyonu, DNA kirilmalar
ve diger molekiiler etkilesimler ile beyin dokusunu hasarlayabilir (160) In vivo
ortamda salinan NO’, NO, veya nitrat (NO3')’a otookside olabilir. NO, zayif bir
rediikte edicidir. Fizyolojik pH’da NO;, bir reaktif ara iiriin olan ONOO”yu
olusturmak iizere O, ile reaksiyona girebilir. Radikal olmayan ONOO’, giiclii bir
oksidandir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direk sitotoksik etki gosteren
ONOQO/, cesitli nitrojen oksit radikallerini ve ‘OH olusturarak dekompoze olabilir
(161). Radikalik tepkimeleri baslatmaya ek olarak ONOO', biyomolekiillerin
nitrasyonuna neden olur.

NO + O, — ONOO
ONOO + H* — ONOOH
ONOOH — OH + NO,

NO’yu ortamdan temizleyen herhangi bir enzim yoktur. NO derisiminin artmasi
ile oksidasyonu da hizlanir ve cesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif
tiirler NO’nun dolayli etkilerinden sorumludur.

NO’nun oksidan etkilerinin disinda son zamanlarda O,”, ‘OH ve peroksil lipid
radikali (LOO") gibi daha reaktif ve tehlikeli radikalleri siipiirme yetenegine bagh
olarak antioksidan ve noroprotektif etki gosterdigi de rapor edilmistir (162).

2.2.1.3. Serbest Radikallerin Hiicrelere Etkisi

1956’da  Denham Harman, oksijen radikallerinin in vivo enzimatik
reaksiyonlarin {riinii olabilecegi hipotezini ortaya atmis ve serbest radikalleri
Pandora’nin felaketler kutusuna benzeterek bunlarin biiyiikk capli hiicresel hasar,
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mutagenez, kanser ve biyolojik yaslanmanin dejeneratif siirecinden sorumlu
olabilecegini ileri siirmiistiir (163). Bu hipotezden yola ¢ikilarak yapilan arastirmalar
ile serbest radikallerin organizmadaki 6nemi anlagilmustir.

Serbest radikaller toksik etkilidir ve yaslanma veya cesitli patolojik durumlarda
tiretimleri antioksidan savunma sisteminin kapasitesini astigi zaman hiicresel
makromolekiillerden lipitler basta olmak iizere DNA, protein ve karbonhidratlar ile
reaksiyona girer. Sonugta hiicrenin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii bozulur ve geri
dontigiimlii veya doniistimsiiz hasarlar meydana gelir. Oksijen radikallerinin fazla
yapiminin neden oldugu etkilerin toplami “oksidan stres” olarak adlandirilir
(164,165). Kontrolsiiz ROS artisinin etkileri sonucu hiicre apoptoz ya da nekroz ile
Olume gider (166).

Serbest Radikallerin Lipitlere Etkisi: Lipitler serbest radikal etkisine en hassas
makromolekiillerdir. Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri,
endoplazmik retikulum, vs.) membran fosfolipidlerindeki PUFA’nmin varlig
nedeniyle oksidatif hasara duyarlidir. Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
iirtinlerini olusturmaktadir.

LP, PUFA’nin zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve dort asamada meydana gelir
(157);

1) Baslangic Basamagi: LP’yi herhangi bir serbest radikal (OH, RO (alkoksil)
ROO;, vb.) baslatabilir. Yag asiti (LH) ile birlesen serbest radikal, LH nin metilen
grubu (-CHp)’'ndan bir H" koparir. Bu atak sonucu karbon atomu iizerinde
eslesmemis bir e olustugundan karbon merkezli ‘lipid radikali (L)’ olusur.
Dayaniksiz olan bu radikal molekiiler diizenlenme ile konjuge dien sekline
doniistiiriiliir. Bu molekiil daha sonra O, ile reaksiyona girerek LOO" yu olusturur
167).

2) flerleme Basamagi: Olusan LOO" diger bir LOO' ile birlesebilir veya membran
proteinleri ile etkilesebilir. Fakat en onemlisi LOO" nun, membrandaki komsu yan
zincirlerden H" leri koparip peroksidatif zincir reaksiyonlarim baslatmasidir. Béylece
her defasinda lipit hidroperoksitleri (LOOH) ve yeni LOO' lar olusmaktadir.
Peroksidasyon bir kere basladiktan sonra otokatalitik olarak yayilabilmekte ve
yiizlerce LH zinciri LOOH’ya cevrilebilmektedir. Bu nedenle LP kendi kendini
tetikleyen zincirleme bir reaksiyondur (155).

Peroksidasyonun ilk iiriinlerinden konjuge dien ve LOOH ol¢imi OS
degerlendirme indekslerindendir.

3) Yikim Basamagi: LOOH’lar yikilarak LO", LOO" gibi radikaller, hidrokarbonlar,
alkoller ve eterin yaninda Malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE)
gibi sitotoksik molekiillerin (167) olugsmasina neden olur. Bunlar peroksidasyonun
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ikincil riinleridir. 4-HNE, 4-HNE-protein konjugatlarim1 olusturmak iizere sistein,
lizin ve histidin rezidiileri ile etkilesir ve sonugta protein fonksiyonlarim inhibe eder.
MDA ise, membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve capraz baglanmalarina
neden olmakta, membranin bazi 6zelliklerini degistirmektedir. Dolayisiyla MDA
hiicre ve dokulardaki oksidatif hasarin bir gostergesidir. MDA’ nin tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyonu sonucunda TBARS meydana gelmektedir. Bu test ile MDA
Olcimii PUFA’min peroksidasyonunun tespit edilmesinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (168,169,170).

4) Sonlanma Basamagi: LP zincir reaksiyonlari, radikallerin birbirleriyle veya
antioksidanlarla etkilesmesi sonucu radikal olmayan iiriinlerin ya da reaktif olmayan
radikallerin olusmasiyla sonlanmaktadir.

Biyolojik membranlarda LP, akigkanlik kaybi, membran potansiyellerinde diisiis,
H" ve diger iyonlarin permeabilitesinde artisa ve sonugta hiicre mebraninin
parcalanarak organellerin disar1 sizmasina neden olur (30). Bu membran hasart geri
doniisiimsiizdiir ve nihayet hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya cikar.
Dolayisiyla peroksidasyon hiicre hasarina eslik eder ve bunun antioksidanlarca
onlenmesi hiicre hasarmi engelleyebilir. Bu durumda LP’nin Olciilmesi doku
hasarinin iyi bir belirleyicisi olabilir.

Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi: Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda
bir¢cok kovalent degisikliklere ugrar. Bu degisikliklerden bazilar serbest radikallerin
proteinler iizerine direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan
tiriinlerinin proteinlere kovalent baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal
aracili hasari; e- kayb1 ve metal-iyon katalizli reaksiyonlar ile baslatilabilmektedir
(171). Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri aminoasit
kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren molekiillerin serbest
radikal reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallere karsi daha
duyarlidir. Aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerde fragmentasyon, agregasyon ve
proteolitik yikima duyarlilik gibi fiziksel degisikliklere neden olmaktadir (172,173).

Proteinlerin oksidasyonu ile ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olusmaktadir. Sonug¢ olarak immiinglobulin ve albiimin gibi fazla
sayida disiilfit bagr bulunduran proteinlerin yapilar1 bozulmakta ve bu proteinler
fonksiyonlarim yerine getirememektedir.

Protein oksidasyonu sonucu membran enzimlerinin aktivitesi azalmakta, hiicreye
Ca™ girisi artmaktadir. Hiicre igi serbest Ca™ artisina bagh olarak zararlh etkilere
sahip pek cok enzimin aktivitesi artmakta, bu da hiicreyi hasara gotiirmektedir.

Protein karbonil icerigi ve enzimlerin oksidatif inaktivasyonu proteinler i¢in OS
indeksleridir.
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Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi: Serbest radikallerin etkisiyle, o-
hidroksialdehit yapiya sahip karbonhidratlar, metal iyonlar1 varliginda hizli bir
sekilde otooksidasyona ugrar ve bunun sonucunda dikarbonil bilesikleri ve H,O,
olusur (139,174,175).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkisi: OS’den hem niikleer
DNA hem de mitokondriyal DNA hasar géormektedir. Serbest radikaller 6zellikle baz
hasar1 ve zincir kirilmalart yoluyla hiicrede gen mutasyonlari, anormal protein
sentezi, gen ekspresyon degisiklikleri ve apoptoza neden olur, bu da hiicreyi 6liime
gotiiriir (176,177,178). lyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller ile hiicre
ici ve disindan kaynaklanan H,O, nin, DNA iizerine etkileri bildirilmistir (179,180).

‘OH ile hasara ugrayan ve DNA’dan endoniikleaz tamir enzimiyle kesilen guanin
niikleotidi 8-OHdG, oksidatif DNA hasar calismalari i¢in en sik kullanilan belirtegtir
(181).

2.2.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Normal fizyolojik kosullarda hiicrelerde oksidatif hasar1 onleyen, yok eden veya
kismen azaltan bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Direkt etki ile oksidanlari inaktif
hale getiren maddelere ‘antioksidan’ ad1 verilmektedir. Viicutta oksidanlar ¢ok cesitli
oldugu icin bunlara karst koruyucu olan antioksidanlar da oldukca cesitlidir (182).
Bu nedenle ‘Antioksidan Savunma Sistemi’ terimi kullanilmaktadir. Bu sisteme ait
ogeler gerek hiicre icinde gerekse hiicre disinda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
ortaklasa etkinlik gosterirler (155).

Antioksidan savunma sistemi, yontemlerine (serbest radikal olusumunu 6nleyici,
serbest radikalleri etkisizlestirici), bulunduklar1 yere (hiicre ici, hiicre digi, hiicre
membrani) ve etki sekillerine (enzimatik, enzimatik olmayan) gore siniflandirilabilir
(183).

Smiflandirmadaki bu cesitlilige ragmen en c¢ok kullanilan yonteme dayanarak
antioksidan savunma sistemi iki ana gruba ayrilir (139);

1. Primer Antioksidan Savunma Sistemi:
- Antioksidan enzimler
- Antioksidan bilesikler ve metaller

2. Sekonder Antioksidan Savunma Sistemi:
- Lipolitik enzimler
- Proteolitik enzimler
- DNA tamir enzimleri
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2.2.2.1. Primer Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidan Enzimler: Oksijenin hiicre i¢inde metabolize edildigi sirada olusan
oksijen ara iiriinleri ile antioksidanlar enzimatik olarak hizli ve spesifik bir sekilde
etkilesir (157).

Siiperoksit Dismutaz (SOD): ilk kez 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan
tanimlanan SOD, O,  nin dismutasyonunu saglayarak H,O, ve O, olusum
reaksiyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (145).

SOD
20,7 + 2H" — H,O, + O,

Bu reaksiyon ‘oksidatif strese karsi ilk savunma’ olarak da adlandirilir. Ciinkii
aerobik kosullarda yasayan tiim canlilarda kacinilmaz bir sekilde meydana gelen O,”
zincirleme radikal reaksiyonlarimin giiclii bir baslaticisidir. Katalitik aktivitesi
olduk¢a yiiksek olan SOD enzimi sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O,~
diizeyleri kontrol altinda tutulur. SOD oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde
bulunur, ancak yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda aktivitesi fazladir
(147,155,184).

Okaryotik hiicrelerde aktif bolgelerindeki metal tiirii ve hiicredeki yerleri
acisindan dort farklt SOD enzimi tespit edilmistir. Kofaktorleri bakir ve ¢inko olan
Cu/Zn-SOD intraseliiler olarak sitoplazma, niikleus ve lizozomlarda, ektraseliiler
olarak ise plazma membraninda ve hiicre dis1 sivilarda tespit edilmistir. Bu enzimin
aktivitesinden Cu, stabilitesinden Zn sorumludur. Kofaktorii mangan olan Mn-SOD
ise intraseliiler olarak mitokondriyal matrikste, ektraseliiler olarak ise plazma
membraninda bulunmustur. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer CuZn-
SOD’dur. Bu SOD izomerlerinin katalizledigi reaksiyonlar aynidir. Bunlarin diginda
baz1 bakterilerde kofaktorii demir olan Fe-SOD saptanmustir (140).

Katalaz (CAT): Peroksidazlarin bir iiyesi olan CAT, yapisinda dort ‘hem’ grubu
bulunduran 220.000 Da molekiiler agirlikli bir hemoproteindir.

SOD araciligiyla olusmus olan H,O,’nin bilinen potansiyel oksitleyici 6zelligi
nedeniyle derhal ortamdan uzaklastirilmast gerekir. CAT, H,O,’nin H,O ve O,’ye
doniisiim reaksiyonunu katalizleyerek bu fonksiyonu yerine getirir (147).

CAT
2H,O0, — 2H,0 + O,

H,0, seviyesinin diisiik oldugu durumlarda organik peroksitler tercihen
peroksidazlar tarafindan, yliksek oldugu durumlarda ise CAT tarafindan metabolize
edilirler (139,185).
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CAT’m indirgeyici aktivitesi H,O, nin yani1 sira metil-, etil-hidroperoksitler gibi
kii¢iik molekiillii hidroperoksitleri de i¢ine alir.

CAT, esas olarak peroksizomlarda lokalizedir ancak sitoplazmada da
saptanmistir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. Ayrica
enzimler arasinda CAT 1n en yiiksek katalitik doniisiim hizina sahip enzim oldugu
bildirilmistir.

Glutatyon peroksidaz (GPx): GPx, ilk kez 1957 yilinda tanimlanmistir. Tetramerik
yapida olan enzim, H;O, ve biiyiikk molekiilli hiroperoksitlerin indirgenme
reaksiyonlarim katalizler (139, 186).

GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2 H,0O
GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

GPx’in 85.000 Da molekiiler agirlikli sitozolik formuna ilaveten bobreklerde
sentezlenen ve salinan 90.000 Da molekiiler agirlikli bir plazma formunun varligi da
gosterilmistir (187,188). Selenyum bagimli ve bagimsiz olmak {iizere iki tipi
mevcuttur. Selenyuma bagimli formu katalitik aktivitesi i¢in selenyuma ihtiya¢ duyar
(139,182). GPx, karacigerde en yiiksek, kalp, akciger ve beyinde orta, kasta ise
diisiik aktivitede bulunur.

GPx’in katalizledigi reaksiyon sirasinda meydana gelen okside glutatyonun
(GSSG)’un ileride kullanilmak iizere tekrar GSH’ya doniistiiriilmesi gereklidir.
Ciinkii organizmanin GSH deposu smirlidir. Bu fonksiyonu Glutatyon rediiktaz
(Gred) enzimi yerine getirir. Bir flovoprotein olan Gred enzimi, NADPH varliginda
GSSG’yi tekrar GSH’ya cevirir. Yaklagsik olarak 104.000 Da molekiiler agirlikli
Gred enzimi 2 alt {initeden olusan dimerik yapil1 bir enzimdir (189).

Gred
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Glutatyon-S-Transferaz (GST): GST, ilk kez 1961 yilinda tanimlanmistir. Dort farkl
alt birimden olusan 101.000 Da molekiiler agirlikli bir enzim ailesidir (190,191).
Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Basta arasidonik asit (AA) ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere
lipit hiroperoksitler (ROOH)’e kars1 Se-bagimsiz GPx aktivitesi gosterir.

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H;O

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimi solunum
zincirinin son komponentidir. Enzim, e lerini O,  ye vererek O,  nin
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detoksifikasyonunu saglar. Normal kosullarda siirekli meydana gelen bu reaksiyon
sayesinde yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanarak bol miktarda enerji liretimi
saglanir. O,” iretiminin bu enzimin kapasitesini astigi kosullarda ise diger
antioksidan enzimler devreye girerek O, in zararl etkilerine engel olur (147).

Antioksidan Bilesikler ve Metaller: Bu gruba ait molekiiller ve iyonlar ekzojen ve
endojen kaynakli olarak organizmada bulunur ve oksidanlara karsi enzimatik
olmayan bir savunma sergiler. GSH, cesitli vitaminler, melatonin, niasin, triptofan,
riboflavin, a-lipoik asit, biyoflavonoidler, koenzim Q, {iirik asit, seruloplazmin,
ferritin, bilirubin, transferrin ve laktoferrin, haptoglobulin, hemopeksin, albumin,
sistein, sitokin, L-Arginin gibi biyomolekiiller ve Se, Cu, Zn, Mn gibi iyonlar bu
grup igerisinde sayilabilir.

Glutatyon (GSH): GSH, tiim hiicrelerde bulunan diisiik molekiiler agirlikli bir
tiyoldiir. Baglica intraseliiler antioksidan GSH, ektraseliiller mesafede cok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden
meydana gelen GSH’ya antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir.

GSH, OH, 0,7, ve H,0O, gibi bilesiklerle etkileserek indirgeyici etki gosterir,
boylece hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Peroksitlerin GPx ile rediiksiyonu
sirasinda e dondril olarak gorev alir. Bunun disinda proteinlerdeki —SH gruplarini
rediikte halde tutar ve bu gruplan oksidasyona kars1t muhafaza eder. GSH, demirin
Fe*? halde tutulmasini saglayarak protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.
Ayrica A vitamini gibi antioksidanlarin yiikseltgenmis formdan indirgenmis forma
gecmesini saglayarak antioksidan etki gosterir.

C Vitamini (Askorbik Asit): Suda eriyen vitaminlerden olan C vitamini ¢ok giiclii bir
indirgeyici ajandir. ROO", O,", ‘OH, '0, ve ONOO'" ile kolayca reaksiyona girerek
ortamdan temizler. Ayrica C vitamini tokoferoksil radikalinin tokoferole
rediiklenmesini saglayarak yiikseltgenmis E vitamininin antioksidan ozelliklerini
yeniler (192).

Vit E-O° + Askorbat — Vit E-OH + Dehidroaskorbat

C vitamininin antioksidan etkisinin yaninda oksidan etkisi de s6z konusudur.
y
tinkii C vitamini Fe* u, Fe™ ye indirgeyen O, disindaki tek hiicresel ajandir.
y gey i)

Askorbat + Fe"™-Protein — Dehidroaskorbat + Fe™> + Protein

Bu yolla C Vitamini proteine bagh Fe™ ii uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda H,O; ile etkilesmeye uygun olan Fe* ye doniistiiriir. Sonug
olarak O,  iiretimine katkida bulunur.
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C vitamininin Fe* ile dogrudan reaksiyonuyla cok reaktif olmayan C vitamini
radikali (Vit C') de olusur.

Fe” + VitC — Fe™ + VitC + 2H"
C vitamini oksidasyonundan H,O, de meydana gelebilir.

Askorbat + O, — Dehidroaskorbat + H,O,

E Vitamini (Tokoferol): Yagda eriyen vitaminlerden olan E vitamini, tokoferol
yapisinda olup a, BB, y ve 6 olmak tizere 4 tipin karisimidir. a-tokoferol dogal dagilimi
ve antioksidan etkisi en fazla olamdir. Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grublu
aromatik halka E vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve giiclii
antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir. E vitamini hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan PUFA’y1 serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma
hattim1 olusturmaktadir (193). Bir molekiil E vitamini 100 molekiil yag asidinin
peroksidasyonunu onleyebilir. E vitamini, O,", ‘OH, 1Oz, LOO' ve diger radikalleri
indirger. LOO" lan yikarak LP zincir reaksiyonlarint sonlandirdigi icin ‘zincir kirict
antioksidan’ olarak da tanimlanir.

LOO + o-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O (tokoferoksil radikali)

Olusan a-tokoferol-O stabildir ve LP’yi baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir. E
vitamini bir kez oksitlenince radikal formunu alir, ancak C vitamini sayesinde tekrar
fonksiyonel rediikte formuna cgevrilir (194).

A Vitamini (B-Karoten): Yagda eriyen vitaminlerden ilk bulunanidir. A vitamininin
on maddesi olan B-karoten son derece giiglii '0, temizleyicisidir. Bu ozellik
goriilebilir 1s131n, oksijenin ve cesitli fotosensitizorlerin etkilesimini takiben 'O, nin
olustugu retina i¢in onemlidir (195). Bunun disinda A vitamini, ‘'OH, ROO" ve RO’
ile dogrudan reaksiyon verip LP zincir reaksiyonunu onleyebilir (139).

2.2.2.2. Sekonder Antioksidan Savunma Sistemi

Sekonder savunmanin temel islevi OS’nin yarattigi hasarli yapilan ortadan
kaldirmak ve hiicrelerde birikmesini onlemektir. Pek ¢ok lipolitik (fosfolipazlar),
proteolitik (proteazlar, peptidazlar) ve DNA tamir enzimleri (endoniikleazlar,
ekzoniikleazlar, ligazlar) bu savunmada rol almaktadir (139,196).

2.2.3. Oksidatif Stres ve Norodejenerasyon iliskisi

Cesitli norodejeneratif bozukluklara sahip hastalarin post-mortem c¢aligmalarinda
OS belirtegleri tespit edilmistir (197). En yaygin norodejeneratif hastaliklardan biri
olan PH’y1 da OS ile iligskilendiren pek ¢ok yayin bulunmaktadir. PH, beynin yani
sira gorsel sistemi de etkilemektedir.
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2.3. Gorsel Sistem ve Gorsel Uyarilma Potansiyelleri

2.3.1. Gorme Sistemi

Gorsel sistem duyu sistemleri igerisinde en karmasik yapiya sahip olan
sistemdir. GOrme orgam1 olan goz, 15181 odaklayan mercek sistemine, bu 15181
algilayan reseptor tabakasina ve uyarilari reseptorlerden beyine ileten bir sinir
sistemine sahiptir (198). G6z distan ice dogru sklera, koroid ve retina olmak iizere ii¢
tabakadan olusmaktadir (Sekil 2.8).

iris

Kornea Fovea

Pupil

Lens

Sklera

Retina Koroid

Pigment
epitelyum

Sekil 2.8. Goziin yapist (199)

Sklera goziin On tarafinda korneayr olusturur. Kornea ve lens goze gelen 15181
kirarak, retina iizerine diisiiriir. Lensin 15181 retinanin {izerine diisiirmek icin seklini
degistirmesine ‘akomodasyon’ denir. Lensin sekli lense zonuler liflerle bagli olan
silyer kaslar ile kontrol edilmektedir. Silyer kaslar, beyin sapindaki ii¢iincii kafa
ciftinin ¢ekirdeginden (edinger westpal) goze iletilen parasempatik sinir sinyalleri ile
denetlenmektedir. Silyer kaslar kasildiginda lensin kiireselligi artar ve yakindaki
nesnelerin goriilmesi saglanir; gevsediginde ise lensin kiireselligi azalir ve uzaktaki
cisimler goriiniir kilinir (200).

Goze gelen 1s1k miktart pigmentli bir kas olan iris tarafindan kontrol
edilmektedir. Irisin ortasinda pupil (goz bebegi) olarak adlandirilan 151310 goze
girdigi bolge bulunmaktadir. Pupil, goze fazla 151k geldiginde daralarak, az 151k
geldiginde ise genisleyerek giren 151k miktarini ayarlar (198).

Isik goziin mercek sistemini ve vitrdz ortamu gectikten sonra goziin en ig
tabakasi olan retinaya girer. Oncelikle ganglion hiicrelerinden, pleksiform ve niikleer
tabakalardan gecen 1s1k, koni ve basil tabakasina ulagsmadan ©nce sinirlayict
zarlardan gecer (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Retinal noronlarin organizasyonu ve 1§181n retinada izledigi yol (199)

Retina gelen 15181 algilayan reseptorlere ve uyarilari beyne ileten sinirlere
sahiptir. Bu reseptorler koni ve basil (rod) olmak iizere iki tiptir (Sekil 2.10).
Karanlikta (siyah-beyaz) gormeden sorumlu olan basiller 1s18a olduk¢a duyarlidir ve
cok diisiik 151k siddetinde bile uyarilmaktadir. Renkli gormeyi saglayan koniler ise
1518a daha az duyarlidir ve ancak ¢ok parlak 1sikta uyarilmaktadir. Basil ve koniler
uyarildiklarinda sinyaller retinadaki ardisik noronlara, sonra optik sinir liflerine, en
son olarak da beyin korteksine iletilmektedir (198). Basil ve koniler dig segment, i¢
segment ve sinaptik terminal olmak iizere 3 bolimden olusmaktadir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Koni ve basillerin boliimleri (201)
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D1s segmentte, retinaya paralel olan disk denilen zarlarda 1s13a hassas
fotokimyasal maddeler (fotopigment) bulunmaktadir. Basillerde 15181 absorbe eden
fotopigment rodopsindir. Rodopsinin protein kismi opsin, 1518a duyarli kismi ise
retinaldir. Konilerde de rodopsine ¢ok benzeyen, protein kismu opsin ancak 1s1ga
duyarh kismi 11-cis retinal olan bir fotopigment bulunmaktadir. Basillerde tek tip,
konilerde ise 3 tip opsin vardir. Bu nedenle kirmizi 1s18a (L tipi), yesil 15182 (M tipi)
ve mavi 1518a duyarh (S tipi) olmak iizere 3 tip koni s6z konusudur (199). Opsin
kromofor molekiiliinii saran integral bir proteindir. Kromofor ise fotopigmentin 1518a
duyarl esas kismi olup A vitamini tiirevi olan retinali icermektedir. Retinale gelen
15181 opsin filtre eder (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Retinal ve opsin (199)

Basil ve konilerin i¢ segmenti, stoplazmay1 ve stoplazmik organelleri igerir. Bu
segmentteki mitokondriler fotoreseptdr islevi i¢in enerji saglamada ©nemli rol
oynamaktadir. Retinada fotoreseptorlerin disinda bipolar, horizontal, amakrin ve
ganglion hiicreler olmak iizere 4 farkli néron daha bulunmaktadir. Basil ve konilerin
sinaptik govdeleri horizontal ve bipolar hiicreler ile baglantiyr saglar ve gdrme
zincirinin bir sonraki agamasini temsil eder (200). Fotoreseptorlerin her ikisi de 1518a
maruz kaldiklarinda pargalanan kimyasal maddeler icerir ve sonugta gézden cikan
sinir liflerini uyarir. Isik enerjisi rodopsin tarafin soguruldugunda saniyenin trilyonda
biri kadar bir siire icerisinde parcalanmaya baslar. Bunun nedeni rodopsinin retinal
boliimiindeki elektronlarin 1sikla aktive olmalaridir. Bu durum retinalin sis seklinin
hep-trans sekline degisimine yol acar. Hep-trans retinal diiz bir molekiil oldugu i¢in
opsinle yapilart uyusmadigindan opsinden uzaga cekilmeye baslar. Cesitli
parcalanma reaksiyonlar1 sonucunda aktive olmus rodosin (metarodopsin II) olusur.

Aktif rodopsin, transdusin (G proteini)’i aktiflestirerek fosfodiesteraz enziminin
aktive olmasmi saglamaktadir. Bu enzim, c¢GMP’yi hidrolize ederek
konsantrasyonunu diigiiriir. ¢cGMP bagimli kanallar (Na ve Ca) kapanir ve
fotoreseptor hiperpolarize olur. Hiperpolarizasyon fotoreseptoriin ucuna pasif olarak
iletilir ve hiicreden norotransmiter salinimi azalir.
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Ca kanallarinin kapanmasi nedeniyle sitozolik Ca konsantrasyonundaki diisiis,
Ca’ya duyarh proteini aktiflestirerek, guanilat siklaz (GC)’a baglanmasina ve daha
fazla cGMP iiretilmesine neden olur. Bu da Na ve Ca kanallarinin tekrar a¢ilmasini
saglar. Boylece hiicreler tekrar dinlenim durumuna donerler (198). Bu sekilde olugan
sinyaller gangliyon hiicrelerine ulagmaktadir.

2.3.1.1. Gorme Sisteminin Noral Yolag:

Noral yolak basiller ve konilerle baglar. Bu fotoreseptorler sinyalleri dig
pleksiform tabakaya iletirken hem birbirleriyle hem de bipolar ve horizontal hiicreler
ile sinaps yapar (Sekil 2.12). Horizontal hiicreler sinyalleri dis pleksiform tabakada,
basil ve koniler araciligiyla bipolar hiicre dendritlerine yatay olarak iletir. Bipolar
hiicreler gelen sinyalleri, gangliyon ve amakrin hiicreler ile sinaps yaptiklar i¢
pleksiform tabakaya iletir. Amakrin hiicreler, sinyalleri 2 dogrultuda ileten bipolar
hiicrelerden dogrudan gangliyon hiicrelerine ya da i¢ pleksiform tabaka igindeki
bipolar hiicre aksonlari, gangliyon hiicrelerin dendritleri ve/veya diger amakrin
hiicreler arasinda iletmektedir. Gangliyon hiicreleri ise ¢ikis sinyallerini retinadan
optik sinir araciligiyla beyne iletir (200).

e

Sekil 2.12. Retinanin noral organizasyonu (200)

Retinal gangliyon hiicreleri, biiyiik gangliyon hiicreleri (Magno = M) ve kii¢iik
gangliyon hiicreleri (Parvo = P) olmak iizere 2 tip hiicreden olusmaktadir. P hiicreleri
cismin merkezindeki kii¢iilk ve hareketsiz uyarilar1 alarak renk, yapi ve ince
detaylarla ilgili bilgiyi iletmektedir. M hiicreleri ise, cismin kenarindaki hareketli ve
biiylik uyarilar1 alarak uyaranin genel Ozelliklerini ve hareketini tanimlamaktadir.
Dolayisiyla M hiicreleri 3 boyutlu gorme ile iliskilidir.

Gangliyon hiicrelerinin aksonlari, beyne giden optik siniri olusturmaktadir. iki
optik sinirin kesistigi noktaya optik kiazma denir. Optik kiazmada retinanin nazal
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yarisindan gelen lifler caprazlasarak dorsal genikulat ¢ekirdege (dLGN) gecerken;
retinanin temporal yarisindan gelen lifler ¢aprazlasma yapmadan dLGN’ye girerek
sinaps yapmaktadir.

Alt1 niikleer tabakaya sahip olan dLGN’nin iki temel islevi vardir:

1. Optik traktusun gorsel bilgisini, optik radyasyon (genikiilokalkarin traktus)
yolu iizerinden primer gérme korteksi (V-1)’ne iletmek

2. Gorsel bilgi sinyallerinin ne kadarinin kortekse gececegini kontrol etmek

Primer gorme korteksini ¢cepecevre saran alana sekonder gérme alanm (V-2) denir.
Gorsel asosiasyon alani olarak da bilinen bu bolge primer gérme korteksinden gelen
uyarilarin analizinin yapildig1 yerdir.

2.3.2. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (VEP)

VEP, gorsel bir uyarana yanmit olarak optik yolak ve korteksin oksipital
bolgesinde olusan elektriksel potansiyeller olarak tanimlanmaktadir (202). VEP i¢in
gorsel uyarilmis yanit, gorsel uyarilmis kortikal potansiyel veya kortikal potansiyel
gibi farkli adlandirmalar da kullanilmaktadir.

VEP, ilk kez 1934 yilinda Adrian ve Matthews tarafindan ortaya konmustur
(203). Gelisen bilgisayar teknolojilerine paralel olarak VEP, gorsel sistem
fizyolojisinin  anlasilmas1 igin siklikla kullamilmaya baslanmigtir. VEP’in
avantajlarindan biri gorme ile ilgili farkli yonlerin tek bir hayvanda ardisik olarak
test edilebilmesidir. Ozellikle post-retinal fonksiyon, VEP ile objektif olarak
degerlendirilebilmektedir ve santral gorsel yolak fonksiyonunu degistiren herhangi
bir gorsel yolak hastaligt VEP cevaplarim etkileyebilmektedir. Ornek olarak VEP,
teknik goérme keskinliginin belirlenmesinde, makuler dejenerasyon, renk korliigii ve
retrobulber norit gibi oftalmolojik hastaliklarin yaninda optik norit, iskemik optik
noropati gibi hastaliklarin arastirilmasinda da kullanilmaktadir (204).

2.3.2.1. Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydi
Normal bir VEP elde etmek icin retinadan primer gorsel kortekse uzanan gorsel
yolagin hasar gormemis olmas1 gerekmektedir.

VEP kaydi alabilmek i¢in;

a) Kontrollii, genellikle kisa bir duysal uyaran kullanmak

b) Sinir sisteminin uygun bolgesinden elektriksel sinyalleri kaydetmek

c) Kiiciik (1-20 pV) ve gozden kacabilme egilimindeki uyarilmig potansiyelleri,
bunlarla etkilesen elektriksel sinyallerden elemine etmek gereklidir.

VEP kaydinda, uygun sekilde yerlestirilmis elektrotlar, bir diferansiyel
amplifikator, bir analog/dijital doniistiiriicli, sinyalleri goriintiilemek ve kaydetmek
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icin bir bilgisayar ve sinyallerin ortalamasinmi almak i¢in bir sumasyon cihazi
gereklidir.

VEP kaydinda aktif ve referans elektrotlar arasindaki potansiyelin cebirsel farki
tayin edilmektedir. Aktif elektrot, noral ve diger sinyalleri iceren potansiyelleri (kas,
artefakt, interferans) toplarken, inaktif elektrot noral sinyaller disindaki tiim
potansiyelleri almaktadir. Bunun sonucunda yalnizca oksipital korteksin noral
aktivitesi yansitilmaktadir. VEP kayitlarinda kullanilan iki tip elektrot diizenegi
vardir. Bunlara referansin konumuna bagli olarak monopolar veya bipolar kayit
denir. Monopolar kayitta, elektrotlardan biri kortikal bolgeye, referans ise kulak veya
mastoid gibi kortikal olmayan bir bolgeye yerlestirilirken, bipolarda elektrotlarin
ikisi de kortikal bolgeye yerlestirilmektedir.

VEP’lerde ortaya cikan dalga formlarinin degerlendirilmesi icin kullanilan en
onemli parametreler tepeden tepeye genlik degerleri (a) ve latens (t) degerleridir.
Latens, bir uyar1 verildikten sonra olusan dalga formunun, maksimum genlige
ulastig siiredir.

Dalga formlari, polarite ve ortaya ¢ikis zamanlarina gore adlandirilmaktadir.
Dalgalar, polaritelerine gore negatif (N) ve pozitif (P) olarak degerlendirilirken,
ortaya ¢ikis zamanlarina gore li¢ gruba ayrilmistir (205). Gorsel uyarimi takiben ilk
10 ms’lik zaman diliminde ortaya ¢ikan dalgalar kisa latensli (erken), uyarandan 10-
50 ms sonra olusanlar orta latensli ve 50-300 ms’lik siire i¢inde olusanlar ise uzun
latensli dalgalar olarak isimlendirilmektedir (205). VEP kayitlarinda ilk goriilen
dalganin pozitif olmasi nedeniyle bu ilk bilesen P; olarak, diger bilesenler ise
polariteleri ve ortaya cikis siirelerine gore N;, P,, N,, P3;, N3 seklinde
isimlendirilmektedir.

Uyaran Modaliteleri: Uyaran modalitelerine gore 3 tip uyarilmis yanit vardir(206):

A) Flas Uyarilma Potansiyelleri (Flash Evoked Potentaials: FEPs): Flas
1s1gmin kisa araliklarla yinelenmesi ile elde edilmektedir. Isiga fiksasyon ve
gorme keskinligi kritik faktorler olmadigindan hayvan modelleri i¢in uygun
bir yontemdir.

B) Patern Degismeli Uyarilmus Potansiyeller (Pattern-Reversal Evoked
Potentials: PREPs): Bir TV ekraninda olusturulmus ve doniisiimlii olarak
birbirini izleyen sekilli uyaran (dama tahtasi) ile elde edilmektedir. Isiga
adaptasyon diizeyi ve uyarana odaklanmanin énemli oldugu bu yontem insan
ve hayvanlarda kullanilmaktadir.

C) Siniizoidal Dalga Izgaralar1 Uyarilmus Potansiyelleri (Sine Wave
Gratings Evoked Potentials: SWEPs): Bir TV ekraninda kayan 1zgaralar
kullanilarak elde edilmektedir. Sekil ve harekete yonelik spesifik
fonksiyonlarin belirlendigi yontem insan ve hayvanlarda kullanilmaktadir.
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Klinik testlerde daha ¢ok sekil degismeli uyaranlar kullanilmaktadir. Ciinkii bu
potansiyeller gorsel yol lezyonlarim1 gostermede daha duyarl olup, denekler arasinda
cok fazla degiskenlik gostermemektedir. Sekilsiz flag 15181 uyaram ise genellikle
hayvan deneylerinde tercih edilen bir yontemdir.

2.3.2.2. Gorsel Uyarilma Potansiyellerini Etkileyen Faktorler

VEP degerlendirmeleri acisindan bireyler arasinda bir takim farkliliklar ortaya
cikmaktadir. Bu farkliliklar denegin dikkati, adaptasyonu, elektrot yerlesimleri ve
kas artefaktina bagli olabilir. Mutlak VEP genliklerini klinik normlarda
degerlendirmek zordur. Dolayisiyla genlikten daha az degisken olan latenslerin
degerlendirilmesi bu problemin ¢6ziimii olabilir. Uyaran modalitelerine ek olarak
VEP’leri etkileyen diger faktorler Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. VEP’leri etkileyen faktorler

Uyar tiirii Flas uyarilarla kaydedilen VEP’lerde latensler daha kisa, genlikler
daha fazladir (202).
Parlaklik Flas 1s18mnin parlakligr artarsa, VEP dalgalarinin genlikleri artar,

latensleri azalir (202).

Uyarinin verilis | Frekans artarsa dalga formlarmin kompleksligi azalarak daha

sikligi sintizoidal dalga formlar1 olugmaktadir. Diisikk frekanslarda ise
polifazik dalga formlar1 olusmaktadir (202).
Dalga boyu Parlaklik fotopik seviyede (i1s18a adaptasyon) tutuldugu zaman

uyarinin dalga boyu degistirilirse, VEP spektral hassaslik 570 nm’de
ortaya ¢ikarak pik olusmaktadir. Fotopik spektral hassaslik
retinadaki  konilerin aktivasyonunu gostermektedir. Parlaklik
skotopik seviyede (konilerin esik degerinin altinda) tutulursa
maksimum VEP hassasligi 500 nm’de olur. Bu durum, konilerin
spektral duyarliligi ile uyum icindedir. Farkli dalga boylarinda
fotopik parlaklikta konilerin mavi, kirmiz1 ve yesil 1518a verdigi
yanitlar farklidir (202).

Optik kalite Optik kalite azaldigl, yani uyaran bulaniklastigi zaman, VEP
bilesenlerinin genlikleri azalmaktadir. Bu faktor, kirilma hatalarim
belirlemede 6nemlidir (202).

Karelerin Dama tahtasindaki karelerin alani biiyiidiik¢ce ve kiiciilditkkce, VEP
biiytikliigi dalgalarinin genlikleri azalmaktadir (202) .

Retinal lokasyon | Uyaranin alanindaki azalmalar genlikte bir degisiklige neden olmaz,
ve alanin ancak uyaranin retinanin merkezinin disina konulmasi durumunda
biiytikligii genlik diismektedir (202).

Cinsiyet Erkek deneklerden alinan VEP kayitlarinda, latensin daha uzun,

genligin ise daha kiiciik oldugu gozlenmistir (207).

Viicut sicakligt | Azalan viicut sicakligi ile bilesenlerin latenslerinin arttigi,
genliklerinde ise belirgin farkliliklar olmadig1 goriilmiistiir (207).
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2.3.2.3. Gorsel Uyarilma Potansiyellerinin Onemi ve Kullanim Alanlar:

VEP kaydi, gorsel sistemin elektriksel aktivitesini calismak icin objektif ve non-
invaziv bir yontemdir. Ampliopi, PREP ile erken yaslarda saptanabilmekte, alan
defektleri FEP ve PREP ile gosterilebilmekte ayrica yeni dogan calismalarinda insan
gorme keskinliginin gelisimi izlenebilmektedir. Diger taraftan FEP kaydi hayvan
modelleri i¢cin olduk¢a kullamslhidir. Fare ve insan gozii, hiicre tipleri, yapisal
ozellikleri ve retinadan kortekse uzanan gorsel yolaklar1 acisindan olduk¢a benzerdir.
Bu benzerliklerden faydalanilarak insan gorsel yolak patofizyolojisinin
degerlendirilmesi yapilabilmektedir.

2.3.2.4. Parkinson Hastalig1 ve Gorsel Sistem

Striatal DA eksikliginden kaynaklanan PH, baslica motor sistem bozuklugu ile
karakterize edilse de bunun yaninda duysal yetersizlikleri de beraberinde
getirmektedir. Ilk kez 1975 yilinda Amsari ve Johnson tarafindan Parkinsonlu
hastalarin olfaktori duyarliliklarinin  azaldigr tespit edilmistir (208). Retinada
dopaminerjik noronlarin kesfinden sonra ise Bodis-Wolner ve Yahr Parkinsonlu
hastalarin VEP latenslerinin uzadigim tespit etmis; bdylece bu hastalarin gorsel
yetersizlikleri VEP kayitlart araciligiyla dogrulanmistir (6).

Insan retinas1 interpleksiform tabakadan amakrin hiicre grubuna kadar
dopaminerjik noron igermektedir; bu noéronlarin gérme modiilasyonuna katildig
diisiiniilmiistiir (209). DA, retinanin ¢evresindeki cogu yapiy1 etkilemektedir. Ayrica
omurgalilarin retinasinda esas norotransmiter veya noromodiilatdor olarak islev
gordiigii belirtilmistir (210). DA yolaklar, gorsel yolaktaki ilk sinaptik seviyede
merkez-¢evre organizasyonunun baglamasinda 6nemli rol oynamaktadir. Horizontal
ve amakrin hiicreler arasindaki ‘gap-junction’lardaki iletimi degistirmekte; horizontal
hiicreye glutamaterjik fotoreseptdr girislerini  giiclendirerek hiicre zarinin
uyarilmasini saglamakta ve bu sekilde 1s18a karst cevaplarin biiyiikliigiinii
azaltmaktadir. DA ayrica, bipolar hiicrelerdeki iyonotropik glutamat reseptorlerinin
cevaplarimi giiclendirmektedir (210,211). Koni kasilmalari, pigment epitelinde
melanin hareketi, Na*-K'-ATPaz aktivitesi, rodopsin gen iiretimi gibi islevleri s6z
konusudur (210,211,212). DA’nin retina hiicrelerinin yasaminin devamliliginin,
goziin gelisiminin ve sirkadien ritmin saglanmasinda énemli gorevlere sahip oldugu
da bildirilmistir (213). Retinadaki dopaminerjik hiicreler aym1 zamanda GABA
icermektedir, yani retinada GABA ve DA birlikte bulunmaktadir (210).

SNpc’deki dopaminerjik noéronlarin kaybina ek olarak PH’da retina DA
seviyesinde azalma meydana gelmektedir (214).

Gorsel sistemdeki DA seviyesine etki eden faktorlerden biri de w-3 PUFA’lardir.
®-3 PUFA’larin DA metabolizmasina etki ederek DA seviyesini ve reseptor
aktivitelerini arttirdigr bulunmustur. Bunun disinda ®-3 PUFA, DA tasiyicilarinin
aktivitelerini arttirirken MAO-B aktivitesini azaltmaktadir. Dolayisiyla bir ®-3 yag
asidi olan DHA, gorsel sistemi pozitif yonde etkileyen faktorlerin basinda gelir.

37



2.4. Coklu Doymamis Yag Asitleri ve Dokosaheksaenoik Asit

2.4.1. Coklu Doymams Yag Asitleri

Insanlarm saghkli bir sekilde yasamlarim siirdiirebilmesi icin hem hayvansal
hem de bitkisel gidalan tiiketmeleri gerekmektedir. Artan 6liimler neticesinde son
yiizyilin yarisindan itibaren ¢ok farkli diyet programlarn ortaya atilmistir. Yaglar
insanlarin beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Viicutta enerji kaynagi olarak
kullanilmalarinin yam sira yaglar, hiicre membranlarinin yapisinda yer alir ve yagda
eriyen vitaminlerin emilmesinde fonksiyon gosterir (215).

Yaglar, yag asitleri ve gliserolden ibaret olup, yag asitlerinin yapisindaki karbon
sayist ve doymusluk derecesi yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini
belirlemektedir. Yag asitleri baslica dogal kati ve siv1 yaglarda esterleri halinde,
plazmada ise bir transport sekli olan serbest yag asidi olarak esterlesmemis formda
bulunur. Dogal yaglarda bulunan yag asitleri genelde diiz zincir tiirevleri olup 2
karbonlu birimlerden sentezlendikleri i¢in c¢ift sayida karbon atomu tagimaktadir. Bu
zincir, doymus yag asitleri (SFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA) ve PUFA
olmak iizere 3 ana gruba ayrnlir. SFA ve MUFA insan viicudunda
sentezlenebilmektedir. PUFA ise hiicresel veya diyetsel kaynakli olabilir (Sekil
2.13). PUFA biyosentezinde baslica hiicre hepatositlerdir. Ancak bu enzimatik yol
viicut PUFA ihtiyacinm karsilayamaz. Ayrica bazit PUFA’lar insan viicudunda enzim
(A-15 ve A-12 denaturaz) eksikligi nedeniyle sentezlenemez. Bunun yaninda
bitkilerle karsilastirildiginda insan dokular yag asitlerini doymamis hale getirmede
kisith yetenege sahiptir. Bu durum bitki kaynagindan elde edilen belirli PUFA’larin
almimin1 zorunlu kilmaktadir. Diyetsel alinimina bagh olarak doku PUFA igerigi
degisebilmektedir.

n-6 n-3
Linoleik Alfa-Linolenik
(18:2n-6) (18:3n-3)
! !
Gamma-linoleik Stearidonik
(18:3n-6) (18:4n-3)
} !
Dihomo-Gamma Eikosatetraenoikasit
linolenik (20:3n-6) (20:4n-3)
! !
Arasidonik Eikosapentaenoik
(20:4n-6) (20:5n-3)
! !
Dokosatetraenoik Dokosapentaenoik
(22:4n-6) (22:5n-3)
! !
Dokosapentaenoik Dokosaheksaenoik
(22:5n-6) (22:6n-3)

Sekil 2.13. PUFA Sentezi (9)
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Belirli yag asitlerinin viicut i¢in esansiyel oldugu ilk kez Evans ve Burr
tarafindan 1929 yilinda ortaya atilmigtir. EFA’lar viicut tarafindan iiretilemezler ve
disaridan besin ile alinmalar1 gerekmektedir. Bu yag asitleri icin kullanilan n-6
(omega-6, ®-6) ve n-3 (omega-3, ®-3) kisaltmalari, yag asidi zincirinin distal
ucundaki metil karbon atomundan itibaren ilk ¢ift bagin pozisyonunu gostermektedir.

®-3 EFA, o-linolenik asit (hep-sis-9,12,15-Oktadesatreroik Asit), timnodonik
asit (hep-sis-5,8,11,14,17-Ekosapentaenoik Asit / C20:5n-3) ve servonik asit (hep-
sis-4,7,10,13,16,19-Dokosaheksaenoik Asit / C22:6n-3)’i kapsamaktadir (216). Uzun
zicirli -3 EFA’larn diyetle alinmasi esansiyeldir, ¢iinkii cift bagi A-9 pozisyonunu
gecen yag asitleri memeliler tarafindan sentezlenemez. ®-3 EFA’lar soya
fasiilyesinin ve keten tohumunun yag: gibi bitkisel kaynaklarda bulunmaktadir. Balik
yagi ise oldukga zengin bir DHA ve EPA kaynagidir (217).

EFA’lar diyetle saglandiktan sonra hepatik ve retinal endoplazmik
retikulumlarda cift baglarin eklenmesi ile desature edilir ve 2-karbon iinitelerinin
eklenmesi ile PUFA’ya doniistiiriiliir.

Insanlik tarihinin baglangicindan bu yana -6 ve w-3 diyetlerin bir parcasi olmus
ve insanlar tarafindan esit miktarlarda tiiketilmistir. Ancak son 150 yildir bu denge
-3 lehine bozulmustur (218).

-3 ve -6 yag asitleri metabolik ve fonksiyonel olarak birbirlerinden farklilik
gostermektedir ve viicutta birbirlerine doniistiiriilemezler.

Yagsiz diyetle beslenen fareler {iizerinde yapilan arasgtirmada biiyiimenin
gecikmesi, bobrek fonksiyon bozukluklar, cilt sorunlann ve iireme fonksiyon
bozukluklar1 gibi rahatsizliklarin ortaya c¢iktigir goriilmiis, ancak bu problemlerin
yetersiz yag tiilketiminden degil, -6 eksikliginden kaynaklandigi belirtilmistir.
Arastirmalar devam ettikce ®-3’tin de viicut i¢in esansiyel oldugu saptanmistir.
Bugiine kadar yapilan bir¢ok arastirma, -6 ve ®-3 almimi arasindaki dengenin
normal biiyiime ve gelisme ile kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaltilmasi ve kronik
hastaliklarin iyilestirilmesi i¢in gerekli oldugu goriisiindedir (219).

Biyolojik hiicre membranlarinin asil yapisal bilesenlerinden olan EFA
membranlarin yapisal biitiinliigii ve akiskanligi, lipid-protein etkilesimi ve enzim
aktivitesi lizerine etkilidir. Ayrica bu yag asitleri eikosonoid (C20) yag asitlerinin
olusumunu baslatir ve eikosonoidler olarak bilinen prostaglandinler linoleattan,
tromboksanlar arasidonattan ve loKotrienler ise a-linolenattan sentezlenirler (215).
Hem ®-6 hem de -3 yag asitleri PUFA’larin sentezi icin gereklidir (Sekil 2.13).
Dolayisiyla hiicre fonksiyonlari i¢cin her iki yag asidinin dengeli bir sekilde
titketilmesi gerekmektedir.
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Literatirde ®-3 EFA uygulamasinin beyindeki mekanizmasi ile ilgili birkac
deneysel calisma bulunmaktadir (220,221). Bu ¢alismalarda EPA’nin noroprotektif
etkisi kanitlanmistir.

ROS’un merkezi sinir sisteminde membran patolojisine katildigi bilinmektedir.
(30). ®-3 EFA’min norodejeneratif hastaliklara etkisi yaygmn bir sekilde
aragtiritlmistir. Balikta bulunan ®-3 EFA’nin beynin korpus striatum (CS) bolgesini
OS’ye karst korudugu gosterilmistir (222). Cesitli  hipotezler fosfolipid
metabolizmasinin, membrana EFA katilimindaki eksiklik ve EFA yikimindaki artigla
iligkili olabilecegini Onermektedir. Bu goriis trombosit, eritrosit ve plazma gibi
biyolojik materyaller yaninda post mortem doku oOrnekleri ile de kamitlanmigtir
(223,224).

-6 yag asitleri, kanamalar1 azaltici ve damar daraltict 6zellige sahiptir. ®-3 yag
asitleri ise yangi giderici, antitrombotik, antiritmik, hipolipemik ve damar genisletici
ozellige sahiptir. Bu 6zellikleriyle omega yag asitleri, kalp hastaliklar, 2. tip seker
hastalifi, cesitli kanser (prostat, meme) vakalar, obezite ve iltihapli eklem
romatizmasi gibi hastaliklarin 6nlenmesinde etkilidir.

2.4.2. Dokosaheksaenoik Asit
®-3 yag asitleri siifinin biiyiik bir boliimiini ifade eden DHA, biyolojik
sistemlerde ortak olarak bulunan en uzun zincirli doymamais yag asididir (225).

22 20 19 7 16 14 13 11 10

21 13 15 12 9 B 3

Dokosaheksaenoik Asit (C22H3202, 22:6n-3, MA:328.448)

Sekil 2.14. DHA (A4,7,10,13,16,19-dokosahekzaenoik asit)’nin kimyasal yapis1 (226)

Cesitli enzimatik zincir reaksiyonlar1 ile LNA’dan Oncelikle EPA ve son olarak
da DHA iiretilir (Sekil 2.13). Fakat LNA’nin yalnizca %5’1 s6z konusu metabolik
yolaga katilir. Ayrica diyetsel LNA alinimi doku EPA diizeyini arttirirken DHA
diizeyini etkilemez (227). EPA kan komponentlerinde bulunur, ancak DHA ve
eikozonoidlerin yapimi i¢in hemen kullanildigindan dokularda birikmemektedir
(228). Memeli tiirlerinde DHA yalnizca sinaptozomlar (229), sperm (230) ve retinal
fotoreseptorlerin  dis segmenti (231) gibi baz1 secilmis dokularda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Yiiksek DHA seviyelerinin simirli doku dagilimi
DHA’nin bu dokularda heniiz belirlenmemis 6zel bir gorevi oldugu anlamina
gelmektedir. -3 yag asitlerinden zengin (baslica soguk su baliklarinin yaglar1) besin
diyeti uygulamasi yoluyla diisitk DHA diizeyine sahip dokularin DHA igerigi 2-10
kat arttirilabilmistir (225). Son zamanlarda yapilan caligmalarda -3 yag asitlerinin
bahsedilen etkilerine ek olarak noral ve retinal dokularda da biiyiik 6nem tasidigi
saptanmustir.
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2.4.2.1. Dokosaheksaenoik Asit ve Sinir Sistemi

Beyindeki fosfolipid fraksiyonlarinda genel kompozisyon ¢ok az -6 igerir. AA
onemli bir bilesen olmakla birlikte temel PUFA genellikle DHA’dir. DHA, serebral
korteksin gri cevheri ve retina fotoreseptor hiicre fosfolipidlerinin % 30-40’1n1
olusturmaktadir (232,233). Ayrica DHA, eriskin si¢anlarin total beyin yag asitlerinin
%17 sini, total retina yag asitlerinin ise %33’linii teskil etmektedir (234). Beyin
dokularinin hiicre altt boliimlerinin ig¢inde ise en yiiksek DHA seviyeleri
sinaptozomal membranlar, sinaptik vezikiiller, mitokondri ve mikrozomlarda tespit
edilmistir (9,11).

Noronlarda de novo DHA sentezi i¢in gerekli olan enzimler olmadigindan bu yag
asitleri ya direkt olarak diyetten alinir ya da karacigerde diyetsel o-3’den sentezlenir
ve beyine taginir. DHA’nin tasinmasina dair mekanizmalar heniiz acik degilse de,
serbestce plazmadan beyine gecebildigi goriisii vardir (235). Ayrica astrositlerin, 18-,
20-, 22-, ve 24-karbonlu n-3 prekiirsorlerden az miktarda DHA sentezleme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (236). DHA kapiller endotelyum veya glial
hiicrelerden salindiktan sonra noronlar tarafindan ektraseliiler ortamdan alinir (236).

DHA miktarinin dogumdan &nce ve beynin biiylimesi esnasinda arttigi tespit
edilmistir. Bu donemde beyin hizla artan noral hiicre plazma membranlarinin
biyosentezi icin biiyiik miktarlarda DHA kullanmaktadir. Ozellikle nérogenez ve
sinaptogenezden hemen once beyinde yiliksek miktarda DHA birikimi olmaktadir.
DHA diizeyindeki artisin beyin boyutundaki artis ile oransal DHA birikimine bagl
oldugu gosterilmistir (233).

DHA’nin baslica plazma membran1 (237) ve mitokondri (238) fosfolipidleri
olmak {iizere cesitli hiicre elemanlarina hizla katilabildigi gosterilmistir. DHA,
fosfolipid siniflar1 arasinda esit bir sekilde dagilmamaktadir. Noral membranlarda
DHA, amino fosfolipid, fosfatidilethanolamin (PtdEtn), plazmenilethanolamin
(PIsEtn) ve fosfatidilserin (PtdSer)’in sn-2 pozisyonunda c¢ok miktarda,
fosfatidilkolin (PtdCho)’in sn-2 pozisyonunda ise az miktarda bulunmaktadir.

2.4.2.2. Noral Membranlara Dokosaheksaenoik Asit’in Etkisi

Ogrenme ve hafiza +— ‘ —  Norotransmisyon

Inflamasyon ve immiiniite
Y Enzimatik aktivite, iyon kanallari

ve reseptorler

Gen ekspresyonu

Sekil 2.15. Beyinde DHA’nin norokimyasal olaylar iizerine etkisi (239)
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Hiicre membranlarinin fosfolipid kompozisyonunun nérotransmiter reseptorleri,
ikincil haberciler ve tasiyict proteinler ile iligkili pek ¢cok membran fonksiyonunu
degistirdigi  bilinmektedir. Noral membran kompozisyonundaki diyet aracili
degisiklikler ‘kondiiksiyon ve transmisyon’ araciliftyla noronal fonksiyonu
etkileyebilir. Kondiiksiyon, sinir impulslarinin hiicre gdvdesinden sinir terminaline
akson boyunca iletimi; transmisyon ise elektriksel impulsun sinaps boyunca bir
norondan digerine iletimidir (240). Ayrica ndronal membranlarin akiskanlhigr da
noronlarin sinyal iletim ozelliklerini etkileyebilmektedir. ®-3 ve ®-6 PUFA’nin
membranlara katilim oraninin degismesi membran akigkanligini degistirebilir. Bunun
diginda diyetsel PUFA, fazla bulundugu zaman membran rijiditesine sebep olabilen
membrana bagh kolesterolii diisiiriilebilmektedir (241). DHA uygulamasi noral
olmayan hiicrelerde membran akiskanligini ve yag asidi unsaturasyon egrisini
desteklemektedir (242). Ancak antioksidan olmaksizin yiiksek dozlarda uygulanan
DHA, noral olmayan hiicrelerde LP’nin artmasina neden olabilir. Ciinkii bu yag
asitleri 6 ¢ift bag anlamina gelen yiiksek derecede unsaturasyona sahiptirler. Bu
nedenle lipit peroksit ve aldehit iiriinleriyle birlikte prooksidan 6zelliklerin ortaya
cikmasina neden olabilir (243). Bu durum TBARS ve konjuge dien iiretimindeki artis
ile kanmtlanmistir. Diyete E vitamininin eklenmesi ile bu problemin iistesinden
gelinebilir.

a. -3 PUFA ile Norotransmisyonun Modiilasyonu: ®-3 PUFA, si¢anlarin
niikleus akkumbens ve frontal korteksinde dopaminerjik transmisyonu etkilemektedir
(244,245). Kronik ®-3 PUFA eksikligi hem DA metabolizmasint hem de niikleus
akkumbens’de reseptdor ve tasiyicilarn etkilemektedir. Bu durumda niikleus
akkumbens’de DA’nmin bazal diizeyi yiikselictken DOPAC ve HVA gibi DA
metabolitleri azalmaktadir. Ayrica ®-3 PUFA eksikligi mezolimbik ve
mezokortikolimbik sistemlerde de dopaminerjik transmisyonu degistirmektedir
(246,247). Diyetsel DHA uygulamas: frontal kortekste hem endojen DA miktarim
hem de DA’nin D2 reseptorlerine baglanmasini arttirir (21). Bu durum kortikal
MAO-B aktivitesinin baskilanmasi ile iliskili olabilir.

DHA’nin sinapsta kolinerjik sinyal iletiminde yer aldigi bildirilmistir (248).
Diyetle alman DHA membran fosfolipidlerine tutunur ve kolinerjik noronal
aktivasyon ile salinir. Serbestlenen DHA, yashlik ile “down-regiile” edilmis
kolinerjik sistemin sinyal iletiminde sinerjistik kolaylastirma meydana getirir. Bu
sekilde, vaskiiler-tip ve Alzheimer-tip bunamada noronal sistemin iyilestirilmesinde
onemli rol oynar (248). Ayrica, DHA’nin NMDA-kaynakli norotoksisiteye karsi, 6n
beyindeki kolinerjik noronlarin direncini arttirdigi bilinmektedir.

b. -3 PUFA ile Enzimatik Aktivite, Reseptorler ve iyon Kanallarmm
Modiilasyonu: Fonksiyonel noral membranlar yapilarini, akiskanlik 6zelliklerini ve
fonksiyonlarini siirdiirebilmek i¢in optimal diizeyde PUFA’ya ihtiya¢ duyarlar.
Dolayisiyla beyin dokusunda ®-3 yag asitlerinin eksikligi membrana bagl
enzimlerin, iyon kanallarinin ve reseptorlerin aktivitelerini belirgin derecede
etkileyebilir (241). Bu enzimlerden biri Na'-K* ATPaz’dir. Protein kinaz C,
fosfolipaz A, (PLA;), fosfolipaz C (PLC) gibi sinyal transdiiksiyonu ile ilgili
enzimler diisik Ca® iyonu konsantrasyonunda sitoplazmadan noral membranlara
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transloke olurlar ve hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi gibi olaylar kaskadini
baslatirlar. Ancak noral membranlarin yag asit kompozisyonunda ve sonug olarak da
membran akiskanlifinda meydana gelen degisiklikler, enzimlerin ndéral membranlara
baglanmasin1 ve dolayisiyla aktivitelerini etkileyebilir (249,241).

-3 PUFA eksikligi sirasinda noral membranlarin yag asit kompozisyonundaki
degisiklikler, noral reseptorlerin agonistlerine, sitokinlere, NT’lere, hormonlara ve
biiylime faktorlerine olan afinitelerinde degisiklige sebep olabilir. Ancak heniiz bu
degisikliklerle ilgili cok az bilgi edinilmistir (241).

DHA, iyon kanallarimi ve norotransmiter reseptorlerini modiile etmektedir. DHA,
NMDA cevaplarim kolaylastirarak (251) ve K kanallarin1 bloke ederek (251)
noronlarin uyarilabilirligini arttirabilir. Diger taraftan DHA, voltaj bagimli Ca"
akimim ve Na" kanallarim baskilayarak ndronal membranlari stabilize edebilir (252).
Ancak bu etkiler karmagiktir ve molekiiler mekanizmanin anlasilmasi i¢cin daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

c. ®-3 PUFA ile Gen Ekspresyonunun Modiilasyonu: Gen ekspresyonunun genel
olarak PUFA ile ya da ozellikle DHA ile modiilasyonu transkripsiyon seviyesinde
meydana gelir ve buna pek cok transkripsiyon faktorii aracilik eder. DHA ve AA bu
transkripsiyon faktorlerini aktive eder. DHA gen ekspresyonunu etkiler ve pek cok
lipojenik enzimin mRINA stabilitesini degistirir. DHA nin etkisi diyette bulundugu
siirece devam eder (239).

d. ®-3 PUFA ile inflamasyon ve immiinitenin Modiilasyonu: Immiin hiicrelerin
membran fosfolipidleri yiiksek miktarda PUFA igerigine sahiptir. Sitokinler, bilyiime
faktorleri, endotoksinler veya ROS’dan gelen uyarilara cevaben PLA; nin etkisiyle
immiin hiicrelerin gliserofosfolipidlerinden AA salinir. AA, prostoglandinleri,
Iokotrienleri ve tromboksanlar1 kapsayan eikosonoidlere metabolize olur (253).
Eikosonoidler immiin cevaplarin yogunlugunu ve siiresini diizenler. Prostoglandin E,
(PGE,), ates, vaskiiler permeabilitenin ve vazodilatasyonun artmasi gibi pek ¢ok
proinflamatuar cevabi olusturur. Ayrica PGE,, histamin gibi diger ajanlarin neden
oldugu agr1 ve 6demi arttirir. Bu etkilerinin disinda PGE,, lenfosit cogalmasimi ve
dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin aktivitelerini baskilar ve tiimor nekrozis faktor
(TNF-a), interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-2 ve interferon (IFN)’larin iiretimini inhibe
eder. Bu acidan PGE, immiin baskilayici ve anti-inflamatuar 6zelliktedir. Diger bir
AA metaboliti olan 16kotrien B4 (LTB,) ise, damarlarin gegirgenligini, kan akimini,
ROS olusumunu, lizozomal enzimlerin salintmim1 ve TNF-a, IL-1, IL-6, IL-2, IFN-a
tiretimini arttirirken, lenfosit ¢cogalmasinmi inhibe eder ve NK aktivitesini destekler.
Bu AA’nin zit etkilere sahip mediyatorlerin kaynagi oldugunu gostermektedir. Bu
metabolitlerin fizyolojik etkileri, mediyatorlerin konsantrasyonlarina ek olarak
iretim zamanlarina ve hedef hiicrelerin duyarliliklarina baghdir (254).

Diyetle alinan ®-3 PUFA hem hiicre membranlarinin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini etkiler hem de eikozonoid ve sitokinlerin iiretimini diizenler. EPA ve
DHA, AA’nin oksijenizasyonunu siklooksijenaz enzimi araciligiyla inhibe etmek
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icin yarigir. Bu proinflamatuar eikozonoid ve sitokinlerin iiretimini baskilayan bir
reaksiyondur. Siklooksijenazlarin eikosapentaenoik asitlerle reaksiyonu seri-3
prostaglandinlerin, tromboksanlarin ve seri-5 lokotrienlerin olusumuna neden
olmaktadir. Bu metabolitler AA metabolizmasi ile iiretilen uygun analoglar arasinda
daha az aktif olma gibi farkli biyolojik 6zelliklere sahiptir (254,255,256).

DHA, sitokinler ve eikozonoidler arasindaki etkilesim oldukca komplekstir.
Ancak elde edilen bilgilere gore DHA, lenfosit cogalmasini, proinflamatuar
sitokinlerin olusumunu ve NK hiicrelerin aktivitesini azaltarak immiin cevabi
etkilemektedir.

e. ®-3 PUFA ile Ogrenme ve Hafizanin Modiilasyonu: Sinaptik plastisitenin iki
formu olan uzun donem potentiasyon (LTP) ve uzun donem depresyon (LTD),
o0grenme ve hafiza siirecleriyle iligkili olan ana hiicresel mekanizmalardir (257). Bu
mekanizmalar post-sinaptik membranlarin depolarizasyonunu, NMDA reseptorleri
aracili Ca" girisini ve PLA; nin stimiilasyonunu kapsamaktadir. PLA, inhibitorleri
hipokampiisiin CA1 bolgesinde LTP ekspresyonunu baskilamaktadir.

Diyetsel DHA hem yasa bagimli AA kompoziisyonundaki azalist geri
dondiirmekte hem de norotransmiter salimimini1 ve LTP ekspresyonundaki bozuklugu
restore etmektedir (258). LTP’nin indiiksiyonu icin DHA gereklidir ve tetanik
stimiilasyon sirasinda endojen olarak salinan DHA, LTP’nin tetiklenmesi i¢in yeterli
olmaktadir (259). Az miktarda ®-3 PUFA iceren diyetin sicanlarda &grenme
yetenegini etkiledigi pek ¢ok calisma ile gosterilmistir (260). Bu DHA’nin 6grenme
ve hafiza i¢in Onerilen rolii ile uyum ig¢indedir.

2.4.2.3. Norolojik Hastaliklarda Dokosaheksaenoik Asit Seviyesi

Yaslanma siireci boyunca noral membranlarda serbest radikal olusumuna bagh
olarak DHA seviyelerinde ciddi bir azalma meydana gelmektedir (261,233). Diyetsel
DHA yash beyinlerde hem normal membran akiskanliginin siirdiiriilmesine yardim
etmekte hem de normal beyin fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde 6nemli olan
belirli genleri indiiklemektedir (262).

DHA eksikligi ile karakterize pek cok norolojik hastalik bulunmaktadir. Bu
hastaliklar arasinda AH (263), peroksizomal hastaliklar (264), depresyon (265),
hiperaktivite (266), multiple skleroz (MS) (267) ve sizofreni (268) sayilabilmektedir.

Norolojik Hastaliklarda DHA’nin Terapotik Onemi: DHA’nin siganlarda beyni
iskemik ve eksitotoksik hasara karsi korudugu bilinmektedir (269,270). Ayrica
DHA’nin beyin dokusunda antioksidan olarak etki edebilecegi Onerilmistir
(271,272). DHA’nin beyni, ROS kaynakli LP’ye kars1 koruma roliinii agiklamak icin
yaslt ve hiperkolesterolemik sicanlarin beyinlerinin GSH seviyeleri, GPx ve CAT
aktiviteleri belirlenmistir. Sonu¢ olarak DHA’nin GSH seviyesini ve GPx ile CAT
enzimlerinin serebral aktivitesini arttirarak antioksidan savunma mekanizmasini
indiikledigi gosterilmistir (273).
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Yiiksek oranda balik tiiketimi AH’de meydana gelen kavrama azalis riskini
diisiirmektedir (274). Diyetsel DHA, hipokampiiste NT reseptorlerinin yogunlugunu
arttirmaktadir. DHA miktarimin diistiigli MS hastalarinda ise balik yagi ve vitamin
uygulamasmin klinik sonuc¢ verdigi gosterilmistir (267). DHA uygulamasinin
ogrencilerde strese baglh agresifligi azaltmasi1 psikotrofik etkisinin olabilecegine
isaret etmektedir (275). Tim bu hastaliklarda DHA uygulamasi beyin dokusunu,
noral membranlarin devamliligimi saglayarak ve anormal sinyal iletim siireclerini
diizelterek koruyor olabilir. Ancak tedavide DHA’dan zengin diyetin etkisinin ortaya
cikarilmasi i¢in daha ayrintili calismalar yapilmalidir. Zellweger sendromlu hastalara
saf DHA diyeti uygulandiginda gorsel fonksiyonlarinda gelisme g6zlenmistir (276).

2.4.2.3. Dokosaheksaenoik Asit ve Gorsel Sistem

DHA, retinal fotoreseptorlerin dis segment disk membranlarinin baglica yapisal
komponentlerinden biridir (277). DHA’nin biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri
fotoreseptér membranlarin gecirgenligini, akigkanligini, kalmhigm ve lipid faz
ozelliklerini degistirerek fonksiyonlan iizerine etki edebilir (278). DHA’dan zengin
membranlar hiicre i¢i ve hiicreler arasi iletisim dinamigini etkileyen dis segment
ozelliklerini saglamaktadir (279). Ayrica, retinal hiicrelerin gen ekspresyonlarini,
farklilagmalarin1 ve devamliligini etkilemektedir. Retinanin mebran fosfolipid DHA
iceriginde hafif bir diisme fotoreseptdr plaklarin yenilenmesinde kritik bir etki
olusturmaktadir (280). Doku DHA diizeyi fototransdiiksiyonun da i¢inde bulundugu
retinal hiicre sinyal mekanizmalarini etkilemektedir. DHA, membrana bagh retinal
proteinlerin aktivasyonunu arttirmak i¢in sinyal yolaklarimi yonlendirebilir, ayrica
rhodopsin rejenerasyonuna katilabilir. DHA nin stereokimyasal yapisi rhodopsinin
151k emilimine cevaben yeterli miktarda konformasyonel degisiklige ugramasina izin
vermektedir. Doku DHA eksikligi gorsel sistemin yapisal ve fonksiyonel anomalileri
ile iliskilidir (281,282). Briit bir DHA eksikligi olusturmak i¢in si¢anlari, gelisimleri
sirasinda ve yasamlart boyunca -3 yag asitlerinden mahrum birakmak
gerekmektedir. Baz1i  gorsel sistem bozukluklar DHA  uygulamasi ile
diizeltilebilmistir. Yapilan bir calismada sicanlara ©-3 yag asidinden zengin bir diyet
uygulandiginda retinal ve oksipital korteks DHA igeriklerinin normale dondiigii
tespit edilmistir. Bu degisiklikler insan ve insan dis1 primatlarda yapilan
elektroretinogram ve gorsel duyarlilik testleri ile gosterilmistir (283).

2.5. Hipotez:

PH’da VEP latenslerinin uzadigi, membran PUFA iceriginin azaldigi, TBARS
diizeyinin ise yiikseldigi tespit edilmistir.

DHA’nin antioksidan enzimler iizerine arttiric1 etkisi dikkate alindiginda,
optimal bir diyetle membran PUFA iceriginin belirli bir diizeyde tutulmasi, PH’da
antioksidan enzim aktivitelerinin artmasima ve dolayisiyla LP’nin azalmasina neden
olacaktir. Parkinson hastaliginda VEP latenslerinin uzamasinin mekanizmasi tam
olarak bilinmediginden aydinlatmak {izere planlanan bu ¢alismamizda hipotezimiz;
PH’da bozulan VEP latensleri iizerine DHA alintminin diizeltici etkisi vardir ve bu
etki LP ve antioksidan enzim aktiviteleri ile iligkilidir.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji, Biyofizik Anabilim Dali
laboratuarlari, Merkez Laboratuar1 ve Deney Hayvanlari Unitesi’nde gergeklestirilen
bu calismada Marmara Arastirma Merkezi (M.A.M)’nden temin edilen ortalama 25-
30g agirliginda, 10 aylik, erkek C57BL/6 fareler kullanildi.

3.1. Gruplandirma
Deney Hayvanlar Unitesi’nden birer hafta ara ile rasgele alinan toplam 40 adet
fare her grupta 10 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi;

1) Kontrol Grubu (K)

2) DHA diyeti uygulanan grup (D)

3) Deneysel PH olusturulan grup (P)

4) DHA diyeti uygulanan + Deneysel PH olusturulan grup (PD)

3.2. Deney Protokolii

Deney siiresi boyunca hayvanlar ortam 1s1s1 23 + 2°C olan ve 12 saat aydinlik /
karanlik dongii otomasyonuna sahip Deney Hayvanlari Unitesi Laboratuari’nda
barindirildi. Tiim gruplardaki hayvanlar normal ticari kemirgen yemi ve musluk suyu
ile beslendi.

3.2.1. DHA Uygulamasi

DHA (Docosaheksaenoic Acid, Sigma-D 2534) D ve PD gruplarina, misir
yaginda coziilerek, 36mg/kg/giin dozda, 30 giin boyunca, 22 numarali beslenme
sondasinin kullanildig1 gavaj yoluyla uygulandi (284,285). DHA uygulanmayan K ve
P gruplarina ise misir yaginin olasi etkilerini elimine etmek amaciyla ayn1 miktarda
misir yagi aym sartlarda gastrik gavaj yoluyla verildi.

3.2.2. Parkinson Hastaligimin Olusturulmasi

Gavaj uygulamasiin 23. giininde MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine hydrochloride, Sigma-M 0896) toksini, P ve PD gruplarina, serum
fizyolojik (SF)’te coziilerek (3mg/ml), 4x20mg/kg dozda, 12 saat araliklarla,
intraperitonel yolla uygulandi (286,287).

3.3. Parametreler

3.3.1. Agirhk Takibi
Deney siiresi boyunca haftada 1 giin hayvanlarin agirlik degisimleri takip edildi.
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3.3.2. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (VEP)’nin Kaydedilmesi

Hayvanlar gavaj uygulamasinin 29. giiniinde VEP kaydina alindi. VEP kaydi
icin karanlik bir ortam olusturulduktan sonra hayvanlara, intraperitonel yolla
80mg/kg dozda ketamin (%10’luk Alfamine, Alfasan International B.V) ve 16mg/kg
dozda ksilazin (%2’lik Alfazyne, Alfasan International B.V) karisimi verilerek
anestezi uygulandi (288). Bu anestezi uygulamasi yaklasik 30-40 dakika kayit siiresi
saglamaktadir. Ek anestezi gerektigi zamanlarda ilk dozun %?20’si kullanildi. Normal
viicut sicakligi (37,5-38°C)’nin korunabilmesi i¢in anestezi altindaki hayvanlar VEP
diizenegi icerisinde bir 1sitic1 battaniye iizerine yerlestirildi ve bir dijital termometre
ile viicut sicakliklar1 devamli suretle ol¢iildii (289). Kayit icin 7mm uzunlugunda
platin metal alagimli (NE-223S, Nihon Kohden) igne elektrotlar1 kullanmildi. Aktif
elektrot olarak adlandirilan pozitif elektrot, hayvanin ense tepesine, orta hatta;
referans elektrot olarak adlandirilan negatif elektrot ise interorbital ¢izginin hemen
yaninda, orta hatta deri altina yerlestirildi (289). Toprak elektrodu ise hayvanin
kuyruk kokiine pasta yardimi ile yapistirildi. Flas uyarisi, Nova strobe AB stroskobu
ile farelerin pupillalarin tiimii aydinlatilacak sekilde 10cm mesafeden uygulandi.
Flas uyaris1 saniyede bir kere ve en diisiik siddette (0.1 J) olacak sekilde ayarlandi.
Kayitlar Biopac MP100 Data Acqusition cihazinda alindi.

Flasla olusturulan goérsel uyarilma potansiyelleri sag ve sol géz olmak iizere
monookiiler uyarilarak kaydedildi. Deney siiresince flag verilmeyen diger goz karbon
kagidma sarilmis pamuk yardimiyla kapatildi. Calismalarda kullanilan cihazin
amplifikatoriintin frekans limitleri 1-100Hz, kazanci 50.000, analiz zamani1 300ms
olarak ayarlandi. FVEP’ ler 200 kez ortalama alinarak kayitlandi. FVEP’lerin
tekrarlanabilirligini saglamak amaci ile her kayit en az iki defa yapildi. Izoelektrik
cizginin iizerindeki potansiyel tepeleri (pikleri) negatif (N), altindakiler ise pozitif (P)
kabul edildi. Tepe latensleri stimulus artefaktindan itibaren milisaniye (ms)
birimiyle, birbirini izleyen ters polaritedeki dalgalarin genlikleri ise tepeden-tepeye
mikrovolt (uV) birimiyle hesaplandi.

3.3.3. Motor Aktivite Tayini

Parkinson modeli olusturulduktan 7 giin sonra, motor aktiviteyi belirlemek i¢in
PH’nin spesifik semptomlarindan bradikinezi degerlendirildi. Bradikinezinin
derecesini Olgmek icin kiiciik modifikasyonlara ugratilmis (290) olan Ogawa ve
arkadaslarinin (291) ‘Pole Test = Cubuk Testi” metodu kullanildi.

Kelime anlami istemli hareketlerde yavaslama olan bradikinezi, genellikle
hareketin baglatilmasinda gecikme seklinde tanimlanmaktadir. Bu gecikme siiresinin
uzamasi bradikinezi siddetinin arttigini gosterir.

Test icin yaklasik olarak 0,8 cm capinda ve 50 cm uzunlugunda metal ¢ubuk,
sargi bezi ile sarillarak hayvanin daha iyi tutunabilmesi i¢in uygun hale getirildi. Fare
cubugun en iist noktasina bas1 yukariya bakacak sekilde birakildi ve bu konumda
iken tamamen geriye doniip zemine dogru hareket etme anina kadar gecen siire
kaydedildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Motor aktivite tayin yontemi

3.3.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Cikarilmasi
Deney siiresinin 30. giinii, motor aktivite tayinini takiben asagida belirtilen
islemler uygulandi;

Hayvanlar 80mg/kg dozda ketamin ve 16mg/kg dozda ksilazin karisiminin
intraperitonel uygulanmasi ile anesteziye alindiktan sonra orta hat kesisi yapilarak
abdomeni ve gogiis kafesi acildi. Aortanin iliak bolgesine yerlestirilen bir kateter (24
numarali)’den heparinli SF verildi ve boylece dokularin perfiizyonu saglandi. Bu
esnada sag atrium kesilerek heparinli SF’in bosalmasi saglandi. TBARS ve
antioksidan enzim aktivite tayini i¢in beyin ve goz dokulari hasarsiz ve hizli bir
sekilde c¢ikarilarak deneye son verildi. Histolojik analizler icin ayrilan beyinlerden
doku izolasyonu hemen gergeklestirilirken diger dokular biyokimyasal olgiimler
yapilana dek -80 °C’de saklandu.

3.3.5. Histolojik Analizler

Immiinohistokimya icin ayrilan beyinlerden buz iizerinde izole edilen fare SN
dokular1 derhal % 10’luk formaline (Formalin, ADR-Advaced Diagnostic Research-
12010742500) alind1 ve formalin icinde bir gece fikse edildi. Daha sonra akan suda 3
saat boyunca yikandi ve %70, %80, %90 ve %100’liikk artan alkol serilerinden
gecirerek dehidratasyon saglandi. Ksilol (Xylol, Merck-K33776585 441) ile
seffaflagtirma islemi uygulandiktan sonra dokular parafine gomiildii. Parafin
bloklardan kesit aleti (Leica RM2125RT) ile alinan 5 mikron kalinliginda kesitler
Poly-L-Lizin kapli lamlara (Polysine; Menzel GmbH&Co KG, Brounschweig,
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Germany) alindiktan sonra, hematoksilen-eozin ve immiinohistokimyasal boyama
teknikleri uygulandi.

3.3.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-eozin boyama icin ayrilan kesitler dncelikle 60°C’lik etiivde 20
dakika bekletildi. Daha sonra kesitler sirasiyla onar dakika ksilollerde, beser dakika
azalan alkol serilerinde, son olarak da iki dakika c¢esme suyunda bekletildi. Bu
yikama islemini takiben kesitler dnce hematoksilene (Hematoxylin, Bio Optica-
06002L), sonra ¢esme suyundan gecirilerek eozine daldirildi. Eozinden c¢ikarilan
kesitler hizlica artan alkol serilerinden gegirildi, 15’er dakika ksilollerde bekletildi.
Son olarak kesitlerin iizeri kapama soliisyonu (Kauser’s Glyseringelatine, Merck-
KGaA) ile kapatildi.

3.3.5.2. Immiinohistokimyasal Protokol

Poly-L-Lizin kaph lamlara alinan immiinohistokimyasal protokol icin ayrilmig
parafin kesitler bir gece 56°C’lik etiivde bekletildi. Kesitler, deparafinizasyon i¢in iki
kere onar dakika ksilollerde bekletildi ve her birinde beser dakika olmak kaydiyla
azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Daha sonra, distile suda
calkalanan kesitler fosfat tuzu tamponunda (PBS, pH: 7.2 -7.4) ii¢ kere beser dakika
yikandi. Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi i¢cin 200ml sitrat tamponuna ((1M,
pH: 6.0) (Sitric Acid, Merck-K91217044 122)) konularak mikrodalga firinda iki kere
beser dakika muamele edildi ve firin disinda yirmi dakika sogumaya birakild.
Kesitler PBS’te yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitenin giderilmesi i¢in %
3’likk H,O, (%35’lik Hydrogene Peroxide, Merck-K33052400 421) ile yarim saat
oda 1s1s1nda inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikama yapildiktan sonra kesitlerin ¢evresi
hidrofobik kalemle (Pap Pen-Beckman Coulter, Immunoteck-IM3580) ¢izildi. Bu
islemi takiben lamlar oda sicakliginda ve nemli ortamda o©zgiil olmayan
immiinoglobulin baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu (TP-060-HL,
NeoMarker, Fremont, CA, USA) ile yedi dakika muamele edildi, sonrasinda
serumun fazlasi alinarak kesitler, fare monoklonal anti-Tirozin Hidroksilaz
(#657010; 1/500; Calbiochem, Merck KGaA., Darmstadt, Germany) antikoruyla iki
saat siireyle oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. Negatif kontrol kesitlerine
primer antikor yerine normal fare immiinoglobulinleri uygulandi. Lamlar inkiibasyon
sonunda PBS ile yikandi. Bundan sonra sirasi ile yirmi dakikalik biyotinli sekonder
antikor (K0675; LSAB2 System-HRP; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) ve
streptavidin—peroksidaz kompleksi (K0675; LSAB2 System-HRP; DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA) ile inkiibasyon ve her iki inkiibasyon arasinda ve son
inkiibasyonu takiben, tekrar PBS ile yikama uygulandi. Ardindan sinyali gelistirmek
icin dokular 3’ Diamino benzidin (DAB) kromojeni (K3466, Dako, Glostrup,
Denmark) ile muamele edildi ve musluk suyunda yikandi. Hematoksilende onbes
saniye zit boyama yapildiktan sonra kesitler tekrar artan alkol serilerinde dehidrate
edilip ksilole alind1 ve ardindan entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Biitiin gruplar aymi giin aym1 muamelelerden geg¢irilerek boyandi ve bdylece
teknik nedenlerden dogabilecek etkiler ortadan kaldirildi. Boyanmis kesitler 151k
mikroskobunda degerlendirildi ve sonrasinda fotograflandirildi.
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3.3.5.3. Genel Goriiniim ve iImmiinoreaktivitenin Degerlendirilmesi
Tiim gruplarda SN dokusunun genel goriiniimlerinin degerlendirilmesinde
Hematoksilen-Eozin boyanan kesitler kullanildi.

Anti-Tirozin Hidroksilaz ile immiinohistokimyasal boyama yapilan parafin
kesitlerde iki arastirmaci tarafindan farkli zamanlarda Tirozin Hidroksilaz-
immiinreaktif dopaminerjik noronlar sayildi. Ayrica, immiinoreaktivite siddeti (-):
Reaksiyon Yok, (+): Zayif, (++): Orta Siddetli, (+++): Kuvvetli boyanma seklinde
yine iki arastirmaci tarafindan degerlendirildi.

3.3.6. Biyokimyasal Parametreler

3.3.6.1. Dokularin Homojenizasyonu

Hayvanlardan alinan her iki goziin lensleri buz iizerinde uzaklastirildiktan sonra
bir bistiiri yardimiyla retinalar1 kazinarak cikarildi. Elde edilen retinalar ve herhangi
bir isleme tabi tutulmayan beyinler 0,5 mM EDTA (Ethylenediamine teraacetic acid,
Sigma-ED2P) iceren SOmM’lik K,HPO, (di-Potassium hydrogen phosphate, Merck-
226) fosfat tamponunda (pH: 7.2) sonikasyon isleminden gecirildi. Bu islemde
retinalar i¢in 0,5 ml, beyinler i¢in ise 1,5 ml fosfat tamponu kullanildi. Sonikasyon
sirasinda dokularin 1sinmamast i¢in kar igine yerlestirilmis homojenizasyon tiipii
kullanmldi. 1§Iem, Bronson Sonifier-250 marka sonikatérde, beyinler icin 30sn,
retinalar icin 15sn siiresince uygulandi.

Elde edilen homojenat 3 ayr ependorf tiipiine alinarak 3 ayr santrifiij (Beckman
Optima TL100) islemine tabi tutuldu. TBARS 06l¢iimii yapilacak olan tiip +4°C’de
15.000 g’de 10 dakika, CAT ve GPx enzim aktivite Slciimii yapilacak olan tiip
+4°C’de 10.000 g’de 15 dakika ve SOD enzim aktivite 6l¢iimii yapilacak olan tiip ise
+4°C’de 1.500 g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Hem beyin hem de retina
dokusundan elde edilen siipernatantlar TBARS ve her bir antioksidan enzim i¢in ayr1
ependorflara alindiktan sonra biyokimyasal parametreler calisilincaya kadar -
80°C’de sakland.

3.3.6.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Tayini
Beyin ve retina dokularinda SOD enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Superoxide
Dismutase Enzyme Assay Kit, Cayman-706002) ile yapildi (292).

Prensip: Tayin kompetatif inhibisyon yontemine dayanmaktadir. Bu yontemde
reaksiyon ortaminda siirekli olarak O, olusturan ksantin oksidaz-hipoksantin sistemi
mevcuttur. Bu sistemin agiga cikardigt O, reaksiyon ortamina ilave edilen
kromojeni indirger ve 450nm’de Olciilebilen renk olusumuna neden olur. Dokularda
ne kadar SOD enzimi varsa, renk olusumu o kadar az olacaktir (Sekil 3.2).
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Ksantin Kromojen —» 450 nm renk

olusumu
+ —> Ozﬂ —
Ksantin ~ SOD —> H,0,
Oksidaz

Sekil 3.2. SOD enzim aktivite tayin yontemi

Reaktifler:

1. 10X Ol¢iim Tampon
2. 10X Ornek Tamponu
3. Radikal Dedektor

4. SOD Standard1

5. Ksantin Oksidaz

Islemler: 3 ml 6lciim tamponu 27 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6l¢iim tamponu,
2 ml ornek tamponu ise 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlandi. Folyo kagidi ile kaplanmig bir tiip icerisinde 50ul radikal detektor, 19,95
ml diliie 6l¢iim tamponu ile sulandirildi. SOD stok soliisyonu hazirlamak igin 1,98
ml 6rnek tamponuna 20 pl SOD standardi eklendi. Hazirlanan SOD stok
soliisyonundan ornek tamponu ile degisen konsantrasyonlarda 1’den 7’ye SOD
standartlar1 hazirlandi. 50 pl ksantin oksidaz soliisyonu, 1,95 ml diliie 6rnek tamponu
ile sulandirildi. Her standart ve her numune cift calisildi. 96 kuyucuklu plate
kuyucuklarina oncelikle 200 pl diliie radikal detektoér sonra standart i¢in 10’ar pl
SOD standartlarindan, ornekler icin ise 10’ar pl siipernatantlardan ilave edildi.
Hazirlanmis olan diliie ksantin oksidaz soliisyonundan her bir kuyucuga 20’ser ul
eklenerek reaksiyon baglatildi. Plate birka¢ saniye yavasga sallandiktan sonra kapagi
kapatilarak bir karistirici iizerinde oda 1si1sinda 20 dakikalik inkiibasyona birakildi.
Absorbanslar 450 nm’de bir plate okuyucu ile okundu.

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi: Dokulardaki SOD enzim aktivitesi
olusturulan SOD standart egrisiyle hesaplandi. Bir iinite SOD aktivitesi, maksimum
renk olusumunu %50 inhibe eden SOD miktar1 olarak kabul edildi.

3.3.6.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Tayini
Beyin ve retina dokularinda CAT enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Catalase
Enzyme Assay Kit, Cayman-707002)ile yapildi (293).

Prensip: CAT enziminin hem katalitik hem de peroksidatif aktivitesi mevcuttur.
Katalitik aktivite H,O,’yi molekiiler oksijene ve suya cevirir. Peroksidatif aktivite ise
diisiik molekiiler agirlikli alkolleri okside ederek suyu olusturur (Sekil 3.3).

CAT
2H,0, — 0, + 2H,O (Katalitik Aktivite)

CAT
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H,O, + AH, — 3 A + 2H,O (Peroksidatif Aktivite)

Sekil 3.3. CAT enziminin enzimatik aktivitesi

H,0,’yi parcalayan enzim yalmizca CAT degildir, ancak alifatik alkolleri substrat
olarak kullanan tek enzim CAT tir. Bu sebeple CAT enzim aktivite diizeyleri tayin
edilirken enzimin peroksidatif aktivitesine bakildi. Ortama alkol olarak metanol
konuldu ve olusan formaldehit Purpald denilen bir kromojen ile reksiyona sokularak
renk olusumu tayin edildi (Sekil 3.4).

CAT
H,O, + Metanol —» Formaldehit —» Renk Olusumu
(540 nm)
Kromojen

Sekil 3.4. CAT enzim aktivite tayin yontemi

Reaktifler:

. 10X Olgiim Tampon

. 10X Ornek Tamponu
. Formaldehit Standardi
. Kontrol Katalaz

. KOH

. Metanol

. H,0O,

. Purpald (kromojen)

. Potasyum Periyodat

ORI AU A WN -

Islemler: 2 ml 6l¢iim tamponu 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X &l¢iim tamponu,
5 ml 6rnek tamponu ise 45 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlandi. Liyofilize kontrol CAT, 2 ml 6rnek tamponunda ¢oziildii ve vortekslendi.
Bu stok enzim soliisyonudan 100 pl alindi ve 1,9 ml diliie 6rnek tamponu ile
sulandirildi. KOH icerisine 4 ml soguk distile su eklendi ve vortekslendi. 40 pl H,O,,
9.96 ml distile su ile sulandirildi. Formaldehit standartlarin1 hazirlamak i¢in 10 pl
formaldeht standart soliisyonu 9,99 ml 6rnek tamponu ile sulandirildi. Hazirlanan
CAT stok soliisyonundan ornek tamponu ile degisen konsantrasyonlarda 1’den 7’ye
CAT standartlan1 hazirlandi. Her standart ve her numune ¢ift ¢alisildi. 96 kuyucuklu
plate kuyucuklarina 6ncelikle 100 pl diliie 6l¢giim tamponu ve 30 ul metanol koyuldu.
Daha sonra standart kuyucuklarima 20’ser ul hazirlanan standartlardan, pozitif
kontrol kuyucuklaria 20’ser ul diliie kontrol katalazdan ve numune kuyucuklarina
da 20’ser ul siipernatantlardan eklendi. Tiim kuyucuklara 20 ul dilie H,O, eklendi
ve boylece reaksiyon baglatildi. Plate birkac saniye yavasca sallandiktan sonra kapagi
kapatilarak bir karistirici iizerinde, oda 1sisinda, 20 dakikalik inkiibasyona birakildi.
Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 30 ul KOH eklendi. Sonra her
kuyucuga 30 ul purpald eklendi ve plate kapagi kapatilarak oda 1sisinda, 10 dakikalik
inkiibasyona birakildi. Her kuyucuga 10 pl potasyum periyodat eklendikten sonra
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plate kapagi kapatilarak oda 1sisinda, 5 dakikalik inkiibasyona birakildi.
Absorbanslar 540 nm’de bir plate okuyucu ile okundu.

CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Dokulardaki CAT enzim aktivitesi
olusturulan standart egri ile hesaplandi. Bir {inite CAT aktivitesi, 1 dakikada olusan
pumol formaldehit olarak kabul edildi.

3.3.6.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Tayini
Beyin ve retina dokularinda GPx enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Glutathione
Peroxidase Cellular Activity Assay Kit, Sigma CGP-1) ile yapild1 (294).

Prensip: GPx enzimi, H,O, dahil tiim hidroperoksitlerin rediiksiyonunu saglar. Bu
islev sirasinda da GSH’y1 kullanir. Olusan GSSG, GR ile tekrar indirgenir. Bu
indirgenme sirasinda NADPH kullanilir ve NADP" olusur. NADPH’nin reaksiyon
ortamindan kaybi 340 nm’de absorbans azalmasina neden olur. Bu azalmadan GPx
enzim aktivitesi tayin edilmektedir (Sekil 3.5).

GPx
R-OOH + 2GSH — R-OH + GSSG + H,

GR
GSSG + H* — 2GSH
a >
NADPH NADP* Abzorbans | (340 nm)

Sekil 3.5. GPx enzim aktivite tayin yontemi

Reaktifler:

1. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iim Tamponu

2. NADPH Ol¢iim Tamponu

3. Tert-biitil hidroperoksit

4. Glutatyon Peoksidaz standardi (Oxis, 27617)

Islemler: GPx 6l¢iim tamponu oda 1sisina alindi. 1 sise NADPH olciim reaktifi 1,25
ml distile su ile ¢ozildii. 21,5 pl tert-biitil hidroperoksit 4,795 ml distile su ile
sulandirilarak 30mM’lik tert-biitil hidroperoksit soliisyonu hazirlandi. Glutatyon
Peoksidaz standardi Iml GPx 6l¢iim tamponunda sulandirildi. 1 ml’lik kuartz kiivet
icerisine sirasiyla 900 ul GPx ol¢iim tamponu, 50 ul NADPH reaktifi, 40 ul GPx
standart soliisyonu ve son olarak da 10 pl tert-biitil hidroperoksit koyuldu ve
sicakligi 25 °C’ye ayarlanmis olan spektrofotometrede, 340 nm’de abzorbans azalisi
okundu. Numune oOl¢iimii i¢in ise GPx standart soliisyonu yerine ayni miktarda
siipernanatlar koyuldu.
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GPx Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Dokulardaki GPx enzim aktivitesi,
NADPH’nin 340 nm’deki extinction cofficient (0,00622 pM’l) degerinden
hesaplandi. Bir iinite GPx aktivitesi, 1 dakikada kullanilan pmol NADPH olarak
kabul edildi. Deneyin standardizasyonu ic¢in bir GPx standardi (Glutathione
Peroxidase Standard, Oxis-27617) kullanild.

3.3.6.5. Doku Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS)’nin Tayini
Beyin ve retina dokularinda TBARS tayini, Wasowicz ve arkadaslarinin
yontemine gore yapildi (295).

Prensip: Bir LP iiriinii olan MDA’ ’nin 1 moliiniin 2 mol 2-tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile reaksiyona girmesi sonucu olusan bilesigin, asidik ortamda n-butanol fazina
ekstrakte edilerek, 525nm eksitasyon ve 547nm emisyon dalga boylarinda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir.

Reaktifler:

1. 29 mmol/L Tiyobarbitiirik asit (TBA, Sigma-T 5500): 0.418g TBA, 50 ml distile
su ve 50 ml glasiyel asetik asit (Acetic acid glasial extra pure, Merck-56) icinde
coziildii.

2. 5 mol/LL HCI1 (Hydrochloric acid, Merck-314)

3. n-butanol (n-Butanol, Merck-329)

4. Standart Soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetracthoksipropane, Sigma-
T9889) stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlandi.

Islemler: Bir ml distile su iceren tiipe S0ul doku siipernatant: konulduktan sonra 1
ml tiyobarbitiiriik asit (TBA, 29 mmol/L) eklendi. Tiip iyice karistirildiktan sonra, 1
saat siireyle 95-100°C arasinda kaynatildi. Numuneler sogutulduktan sonra, 25 pl
HCI (5mol/L) ve 2 ml n-butanol eklenerek vortekslendi. Bu islemden sonra 3000
g’de 10 dakika santrifiij edildi ve butanol fazi ayrildi. Butanol ekstraktinin floresans,
525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boylarinda spektroflorometre (Perkin
Elmer Luminescence spectrometer, LS50B)’de okundu.

TBARS Miktarimin Hesaplanmasi: 1,1,3,3-tetraetoksipropan standardi aynen
numune gibi caligilarak standart grafigi olusturuldu. Dokularin TBARS miktar1 bu
grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak ifade edildi.

3.3.6.6. Protein Tayini
Beyin ve retina dokularinda protein tayini modifiye Bredford yontemine dayanan
bir kit ile yapildi (296).

Reaktifler:

1. Standart soliisyon: 2ug/ul bovin serum albiimin (Albumin Bovine, Sigma, A-
8022)

2. CPPA Reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210)
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Islemler: 1ul doku siipernatant1 999ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklendi ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik olarak
okundu. Standart calismasi ise numune yerine artan konsantrasyolarda 1:1000
sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapildi.

Protein Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktarlar standart grafigi
kullanilarak hesaplandi.

3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi (versiyon 13) kullanilarak
yapildi. Sonuclar ortalama + standart hata olarak gosterildi, anlamlilik diizeyi a =
0.05 olarak belirlendi. Her degisken i¢in normallik testi uygulandi, normal dagilima
uyan veriler i¢in parametrik olan ‘Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)’ ve takiben
‘Tukey Post Hoc Testi’, uymayanlar icin ise nonparametrik olan ‘Kruskal Wallis
Varyans Analiz’ ve takiben ‘Mann-Whitney U Testi’ kullanildi.
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BULGULAR

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

4.2. Agirhik Degisimi

Deney gruplarinin haftalara gore agirhik degisimi Cizelge 4.1°de verilmistir.
Deney siiresi boyunca tiim deney gruplarindaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklar
takip edilmis, grup icinde ve gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
saptanmamistir. Uygulanan DHA diyeti ya da olusturulan Parkinson modeli hayvan
agirliklan iizerine etkili olmamistir.

Cizelge 4.1. Haftalara gore agirlik degisimi

GRUPLAR I. Hafta I1. Hafta II1. Hafta IV. Hafta

() () () (2)
Kontrol (K) 26,1+1,6 26,7+1,09 | 26,741,02 | 26,5+0,92
DHA (D) 28,60+0,41 | 28,46+0,46 | 28,18+0,62 | 27,82+0,76
Parkinson (P) 27,4440,8 | 27,33+0,8 | 27,11+0,72 | 27,56+0,85

Parkinson+DHA (PD) | 29,71£1,44 | 28,57£1,57 | 29,14%1,44 | 29,43+1,49

4.3. Motor Aktivite Tayini

Motor aktivite tayini i¢in cubuk testi ile degerlendirilen harekete geg¢me
zamaninin (bradikinezi siddeti) P grubunda, K ve D gruplarina gore istatistiksel
olarak onemli derecede uzadig1 tespit edilmistir. PD grubu ile P grubu arasinda ise
bir fark gozlememistir (Sekil 4.1). Sonug¢ olarak Parkinson hastaliginin motor
aktiviteyi bozdugu, DHA nin ise hastalik durumunda motor aktiviteyi diizeltici etkisi
olmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Cubuk testi ile bradikinezi siddetinin degerlendirilmesi. *: p<0,05 diizeyinde K ve
D gruplarindan fark

4.4. immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

4.4.1. Genel Goriiniim

Tiim gruplarda SN genel goriiniimleri Hematoksilen-Eozin ile boyanan
kesitlerde degerlendirilmistir. Dopaminerjik noronlar ve glia hiicrelerinde normal ve
diizgiin sinirlar izlenmistir. N6ronlar arasinda yer alan uzantilarin organizasyonu ele
alindiginda P grubunda uzanti organizasyonunun K, D ve PD gruplarina gore daha
dagmik ve gevsek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Hematoksilen-Eozin boyama
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4.4.2. Tirozin Hidroksilaz Ekspresyonu
TH’nin tiim gruplarda dopaminerjik ndronlarin gdvdelerinde ve uzantilarinda
immiinpozitif oldugu gbézlenmistir.

Glia hiicrelerinde TH i¢in herhangi bir immiinoreaksiyon goriilmemistir.
Tiim gruplarda TH immiinopozitif hiicreler sayilmistir (Cizelge 4.2);

Bu sayimlara gore P grubunda hem K hem de D grubuna gore SN dopaminerjik
noron sayisinin onemli diizeyde azaldigi tespit edilmistir. PD grubuna ait hayvanlarin
dopaminerjik noron sayilarindaki azalisin P grubuna gore Onemli derecede
hafifledigi, buna ragmen K grubundaki dopaminerjik néron sayisindan farkli oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte PD grubundaki hayvanlarin dopaminerjik noron
sayilarinin D grubuna yakin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

TH immiinoreaksiyon siddetleri degerlendirildiginde, P ve PD gruplarinda K ve
D gruplarina gore daha az oldugu izlenmis ancak bu boyanma siddetindeki diisiisiin
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigi gozlenmistir.

Cizelge 4.2. TH-pozitif dopaminerjik noron sayis1 ve boyanma siddeti. Aksiyel kesitlerde
SN’deki TH-pozitif néronlar 151k mikroskobunda x200 biiyiitmede sayilmistir.

(-): Reaksiyon Yok,

(+): Zayif boyanma siddeti,

(++): Orta siddette boyanma,

(+++): Kuvvetli boyanma siddeti

* 1 p<0.05 diizeyinde K grubundan fark
# : p<0,05 diizeyinde P grubundan fark

Kontrol DHA Parkinson | Parkinson+DHA
(K) (D) (P) (PD)
TH
Immiinoreaksiyon
Boyanma +++ +++ ++ ++
Yogunlugu
_ TH
Immiinopozitif 440+ 5 2108 * 154+ 10 * 244+ 2 #

Hiicre Sayisi/alan
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TH ile boyanmis kesitler dopaminerjik ndron uzantilarinin organizasyonu
acisindan degerlendirildiginde, P grubunda diger tiim gruplara gore belirgin bicimde
uzanti oryantasyonunun bozuldugu ve uzanti sayilarinin azalarak daha seyrek ve
gevsek seyrettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3). D ve PD gruplarinda uzanti morfolojisi
ve sayisinin K grubuna kiyasla daha diizensiz ve az olmasina ragmen, P grubuna
gore daha diizenli ve normal sayida oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Deney gruplarinda TH i¢in gozlenen immiinreaktivite. Aksiyel kesitlerde SN’ deki
TH-pozitif noéronlar 151tk mikroskobunda x200 biiyiitmede 2 arastirmaci tarafindan
sayllmistir.

4.6. Biyokimyasal Parametreler

Kontrol deney gruplarina ait hayvanlarin beyin ve retina dokularinda SOD, CAT
ve Gpx antioksidan enzim aktivite degisiklikleri ve TBARS diizeylerine iligkin
grafikler sirasiyla asagida verilmistir.
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4.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Sonuclar:

4.6.1.1. Beyin Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Sonuclar:

Beyin SOD enzim aktivite degerleri Sekil 4.4’te gosterilmistir. P ve PD
gruplarinda beyin SOD enzim aktivite diizeylerinin K grubuna gore 6nemli diizeyde
azaldig tespit edilmistir. PD ile P grubu arasinda bir fark gézlenmemistir. Deneysel
Parkinsonun azalttign beyin SOD enzim aktivitelerine DHA’nmin diizeltici etkisi
olmamistir ve hastalik durumu disinda beyin SOD enzim aktivitesi iizerine etki

gostermemistir.

0,6
: 0 5 N
s
° 0,4
o
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Sekil 4.4. Beyin SOD aktivite degerleri *: p<0,05 diizeyinde K grubundan fark

4.6.2.2. Retina Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivite Sonuclari

Retina SOD enzim aktivite degerleri Sekil 4.5’de gosterilmistir. P ve PD
gruplarinda beyin SOD enzim aktivite degerlerinin K grubuna goére azalma
egiliminde oldugu, ancak bu azalisin istatistiksel olarak onemli diizeyde olmadigi
tespit edilmistir. Retina SOD enzim aktivite diizeyi deneysel Parkinson ve DHA

diyetinden etkilenmemistir.
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Sekil 4.5. Retina SOD aktivite degerleri
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4.6.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Sonuclar:

4.6.3.1. Beyin Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Sonuclari
Beyin CAT enzim aktivite degerleri Sekil 4.6’da gosterilmistir. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamistir. Beyin CAT enzim aktivite diizeyi

deneysel Parkinson ve DHA diyetinden etkilenmemistir.
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Sekil 4.6. Beyin CAT aktivite degerleri

4.6.3.2. Retina Katalaz (CAT) Enzim Aktivite Sonuclari

Retina CAT enzim aktivite degerleri Sekil 4.7°de gosterilmistir. D, P ve PD
gruplarinda retina CAT enzim aktivite diizeylerinin K grubuna gore istatistiksel
olarak onemli derecede azaldig1 tespit edilmistir. Ancak PD ve P gruplar arasinda bir
fark gozlenmemistir. Deneysel Parkinsonun diistirdiigii retina CAT enzim

aktivitelerine DHA nin diizeltici etkisi olmamustir.
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Sekil 4.7. Retina CAT aktivite degerleri *: p<0,05 diizeyinde K grubundan fark

61



4.6.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Sonuclari

4.6.4.1. Beyin Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Sonuclari

Beyin GPx enzim aktivite degerleri Sekil 4.8’de gosterilmistir. Gruplar arasinda
GPx enzim aktiviteleri agisindan istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit
edilmemistir. Beyin GPx enzim aktivite diizeyi Parkinson ve DHA diyetinden

etkilenmemistir.
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Sekil 4.8. Beyin GPx aktivite degerleri

4.6.4.2. Retina Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivite Sonuclari

Retina GPx enzim aktivite degerleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. Gruplar arasinda
GPx enzim aktiviteleri agisindan istatistiksel olarak herhangi bir fark tespit
edilmemistir. Retina GPx enzim aktivite diizeyi Parkinson ve DHA diyetinden

etkilenmemistir.
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Sekil 4.9. Retina GPx aktivite degerleri
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4.6.1. Doku Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclari

4.6.1.1. Beyin Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclar

Beyin TBARS diizeyleri Sekil 4.10’da gosterilmistir. K grubu ile
karsilastirildiginda beyin TBARS degerlerinin D ve P gruplarinda istatistiksel olarak
onemli derecede arttigni saptanmistir. PD ile P grubu arasinda ise fark
gozlenmemistir. Deneysel Parkinsonun yiikselttigi beyin TBARS diizeyine DHA’ nin
diizeltici etkisi olmamustir.
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Sekil 4.10. Beyin TBARS degerleri *: p<0,05 diizeyinde K grubundan fark

4.6.1.2. Retina Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuglar

Retina TBARS diizeyleri Sekil 4.11°de gosterilmistir. P ve PD gruplarinda
TBARS degerlerinin K grubuna gore arttig1 gdzlenmistir, ancak bu artis istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde degildir.
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Sekil 4.11. Retina TBARS degerleri
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4.6.5. Gorsel Uyarilma Potansiyelleri (VEP) Sonuclari

VEP’ler flas uyaran ile sag ve sol gozler ayr1 ayr1 uyarilarak (monookiiler)
kaydedilmistir. VEP’lerin latens ve genlikleri karsilastirildiginda ayni grup icin sag
ve sol goz VEP’leri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gozlenmemistir.
Dolayisiyla daha sonraki istatistiksel analizler sag ve sol gozden kaydedilen VEP
parametrelerinin ortalamasi alinarak yapilmis ve degerlendirilmistir.

VEP’lerin latens ortalama degerleri ve standart sapmalan Cizelge 4.3’de
verilmistir. K grubu ile karsilastirildiginda D grubunun N2, P3 ve N3 bilesenlerinin
latenslerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde uzadigi tespit edilmistir. Hastalik
durumu disinda DHA uygulamasi bu VEP bilegenlerinde bozulmaya neden olmustur.
Ayni sekilde P grubunun N2, P3 ve N3 latenslerinde kontrole gore dnemli diizeyde
uzama tespit edilmistir. P grubunda uzayan bu bilesen latenslerinin PD grubunda
DHA uygulamasi ile kontrol degerlerine c¢ekildigi gozlenmistir. P grubunda
etkilenmeyen P1, N1 ve P2 bilesen latenslerinin ise PD grubunda kisalarak kontrol
diizeyine geldigi tespit edilmistir.

VEP’lerin genlik ortalama degerleri ve standart sapmalart Cizelge 4.4’de
verilmistir. Tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde D, P ve PD gruplarinin
tim bilesen genliklerinin K grubu bilesen genliklerinden onemli diizeyde diisiik
oldugu gozlenmistir. Diger taraftan PD grubunun tiim bilesen genliklerinin P
grubuna gore istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla P grubunda azalan tiim bilesen genliklerinin PD grubunda DHA
verilmesiyle artarak kontrol degerlerine yaklastig1 gdzlenmistir.
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1SY

Cizelge 4.3. VEP’lerde gozlenen piklerin latens (ms) degerleri *: p<0,05 diizeyinde K grubundan fark, #: p<0,05 diizeyinde P grubundan fark

GRUPLAR

Kontrol (K)

DHA (D)

Parkinson (P)

Parkinson+DHA (PD)

P1 (ms)

24,03 £ 0,34

23,60 + 0,35

23,45 +0,61

21,95 +0,34

4

N1 (ms)

30,08 £0,5

30,65+0,5

31,4+ 1,28

26,85 0,34

*H#

P2 (ms)

34,73 £ 0,64

35,50 £ 0,68

37,05 £1,32

31,75 £ 0,37

*H#

N2 (ms)

39,28 £ 0,82

42 £0,67

43,8 + 1,17
*
37,75 +£0,51

#

P3 (ms)

44,26 + 0,81

47,75 + 0,65

*

52,08 = 1,05
*
43,95 + 0,64

#

N3 (ms)

50,18 £ 1,05

54,10 £ 0,62

*

58,3+£0,84
*
50,4 £0,73

#
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Cizelge 4.4. VEP’lerde gozlenen tepeden tepeye amplitiid (uV) degerleri *: p<0,05 diizeyinde K grubundan fark #: p<0,05 diizeyinde P grubundan fark

GRUPLAR

Kontrol (K)

DHA (D)

Parkinson (P)

Parkinson + DHA (PD)

PIN1 (uV)

3,30 £ 0,37

0,96 £0,13

*

1,13 +0,17
*
2,07 £0,26

4

N1P2 (nV)

4,03 £0,59

1,56 £0,2

*

0,92 +£0,12
*
1,83 +0,18

*H#

P2N2 (uV)

4,34 +£0,73

1,74 +£0,24

*

1,03 +£0,17
*
2,28 £0,25

4

N2P3 (uV)

3,63 +0,53

1,27 £0,21

*

1,01 +£0,18
%
2,20+ 0,34

*H#

P3N3 (uV)

3,40 £0,35

1,41 +£0,28

*

1,04 +£0,18
*
1,89 £ 0,26

*H#



TARTISMA

PH’da VEP bilesen latenslerinde meydana gelen uzamanin mekanizmasi tam
olarak bilinmediginden aydnlatmak {izere planlanan bu calismamizda; deneysel fare
Parkinson modelinde VEP latenslerinin énemli dl¢iide uzadigi, DHA uygulamasinin
bu uzamay: hafiflettigi ancak bu etkinin antioksidan enzim aktiviteleri ve LP ile
iliskili olmadigini, dolayisiyla meydana gelen s6z konusu diizelmede baska
mekanizmalarin rolii olabilecegini gostermistir.

Diinya iizerinde merkezi sinir sistemi (MSS) bozukluklarina sahip insan
sayisinin 368 milyon oldugu tahmin edilmektedir. Norodejeneratif hastaliklar
arasinda en yaygin olanlar1t AD, PH ve Amilotrofik Lateral Skleroz (ALS)’dur. Yash
populasyon artttkca bu yasa bagmli hastaliklarin prevalansi artmaktadir.
Norodejeneratif hastaliklarin ortak patolojik Ozellikleri belirli noron gruplarinin
kaybidir. Bu hastaliklarin sebebi bilinmemekle birlikte, ilerlemelerini Snemli
derecede engelleyen tedavi sekilleri heniiz kesfedilmemistir.

Insanlarda Parkinson modeli olusturmak ve Parkinson hastalarinda baz1 klinik
calismalar1 yapmak etik olarak miimkiin olmamaktadir. Bu durumda, deney
hayvanlarinda Parkinson modelleri olugturarak PH nin patogenezinin aydinlatiimasi
ve hastalik lizerine kimyasal madde etkilerinin bu modeller ile test edilebilmesi 6nem
kazanmaktadir (297). Bu amagla 6-OHDA ve MPTP gibi katekolaminerjik sistemi
secici olarak bozan ve yikan norotoksinler ve son yillarda dikkati ceken paraquat,
rotenon ve maneb gibi tarim kimyasallar1 kullanilmaktadir (36). Tiim ndrotoksin
indiiklii modellerin ortak 6zelligi mitokondriyal kompleks I ya da III’ii inhibe ederek
mitokondriyi etkilemeleridir. Dogal NT DA’nin hidroksillenmis analogu olan 6-
OHDA (298), katekolaminerjik sinir uclarinda harabiyete neden olarak DA sentez ve
salinmasinmi azaltan ve buna bagl olarak santral dopaminerjik aktiviteyi bozan bir
norotoksindir. 6-OHDA, sistemik olarak uygulandiginda kan beyin bariyerini
gecemez. Sicanlarin striatum veya SN’lerine stereotaksik olarak enjekte edildiginde
oldukga yiiksek diizeyde dopaminerjik néronu hasara ugratan 6-OHDA, ol¢iilebilir
motor bozukluklar (donme hareketi)’1 da indiikler. S6zii gecen tarim kimyasallar ise
sistemik olarak uygulandiginda PH nin spesifik 6zelliklerini yansitan toksinlerdir.
Ancak sadece MPTP modeli kesin olarak bir insan parkinsonizm formuna
baglanmistir ve bu nedenle en yaygin kullanilan modeldir (36,299).

MPTP, PH’nin kronik norodejeneratif siirecinden farkli olarak akut bir
intoksikasyon olusturmasina ragmen, PH ¢alismalar icin ‘altin standart’ olarak kabul
edilmektedir (92). MPTP ile olusturulan nigrostriatal yolak lezyonu daha cok
primatlarda uygulanmakta ve PH nin tremor, rijidite, bradikinezi, postural bozukluk
ve donup kalma gibi Ozellikleri ile karakterize, geri doniisiimsiiz ve siddetli
Parkinson sendromunu olusturmaktadir (4). Maymunlarda ve farelerde MPTP
uygulamasini takiben SNpc’de dopaminerjik hiicre gdvdelerinin sayilarinin, striatal
DA icerik ve metabolitlerinin belirgin derecede azaldigi tespit edilmistir (92).
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Zamanla teknik ve ekonomik sebeplerden dolay1 arastirmacilar MPTP uygulama
calismalar icin kemirgenlere yonelmistir. Primatlara zit olarak, kemirgenler MPTP
toksisitesine daha az duyarhidir (300). Farelerde dopaminerjik néronlarin 6nemli
derecede kaybi icin daha yiiksek dozlara ihtiya¢ duyulmustur. Bununla birlikte,
C57BL/6 fare irkimin, sistemik MPTP enjeksiyonuna diger fare irklarina oranla daha
duyarli oldugu ve bu modelde MPTP’nin mezensefalik dopaminerjik noronlar
etkilemede oldukga secici oldugu bildirilmistir (36). Dolayisiyla MPTP fare modeli,
noropatolojik ve norokimyasal degisiklikleri ¢alismak icin PH’nin en kullanish
hayvan modelidir (300). Ancak MPTP uygulanmis fareler maymunlarin tersine
devamli ve ilerleyici motor semptomlar gelistiremez (301) ve monitorize edilen
davramigsal farkliliklar neredeyse tamamen geri dénme egilimindedir. Dolayisiyla
davranigsal testler icin MPTP maymun modeli daha uygun goriilmektedir. Ayrica
MPTP uygulanmis kemirgenlerde hicbir zaman LB’lerin tanimlanmamis olmasi
idiyopatik PH ile MPTP-indiiklii deneysel Parkinson arasindaki temel farkliliga isaret
etmektedir.

MPTP, deney hayvanlarina gavaj veya stereotaksik enjeksiyon gibi farkli
yontemlerle uygulanabilir ancak en yaygin formu sistemik (subkutan, intravenoz,
intraperitonel veya intramuskiiler) uygulamasidir (301). Dopaminerjik hasarin
seviyesi, MPTP uygulama programina ve dozuna baglidir. Schmidt ve Ferger (300)’e
gore farelerde farkli MPTP uygulama programu ile nigrostriatal hasarin zamanlamasi
ayarlanabilir, ayrica nekrotik veya apoptotik noron Oliimleri indiiklenerek
presemptomatik, hizli baslangi¢, subkronik ve ilerleyici kronik gibi insan PH’sinin
farkli asamalar taklit edilebilir. Mevcut calismamizda baskin olarak nekrotik hiicre
Olimii ile hizli bir dopaminerjik dejenerasyonu indiikleyen orta dozda (4x20mg/kg)
MPTP intraperitonel yolla C57BL/6 farelere uygulanmis ve boylece deneysel olarak
hizli PH olusturulmustur (300,286). Hayvanlarin ileri yasta olmalarindan dolay1
MPTP uygulama programi sirasinda o6liim riskini azaltmak amaciyla enjeksiyon 12
saat araliklarla 2 ardigik giinde tamamlanmistir (302). Calismamizda bu uygulama
programimi se¢memizin nedeni bu programin MPTP indiiklii hiicre oOliimlerine
OS’nin katilimim arastirmak ve davranigsal testleri ¢calismak i¢in elverisli olmasidir.
Bu uygulama modeli baglica OS’nin katildigi, apoptototik olmayan hiicre 6lim
morfolojisi gosteren bir mekanizma ile SNpc dopaminerjik noéronlarinin %70-80’inin
kaybina neden olmaktadir. Sicanlarda sistemik MPTP uygulamasi cok yaygin
kullanilmamakla birlikte ¢alismalardan elde edilen veriler de celiskilidir. Farelerde
kullanilan dozlar sicanlara sistemik uygulandiginda onemli bir dopaminerjik
dejenerasyon gozlenmemis, yalmizca ¢ok sik ve yiiksek dozlar uygulandiginda
dejenerasyon tespit edilmistir. Ancak bu durumda deneklerin yiiksek 6liim oranini
azaltmak icin 6n uygulama olarak farkli kimyasallar kullanilmistir (303). Sicanlarin
sistemik MPTP toksisitesine farelerden daha az hassas olmasi nedeniyle
calismamizda kendi tiirii igerisinde s6z konusu toksisiteye en duyarli olan C57BL/6
fareler kullanilmistir. Ayrica, calismamiz PH’da gorsel sistemde meydana gelen
degisiklikler iizerine kuruldugundan, farede sistemik uygulandiginda kolaylikla kan
beyin bariyerini ge¢ip sistemik Parkinsonizm olusturan MPTP intoksikasyonu tercih
edilmistir.
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Gorsel yolak boyunca dopaminerjik ndronlarin bulunmasi Parkinsonlu hastalarda
gorsel sistemin etkilenip etkilenmedigi sorusunu akla getirmistir. VEP, gorsel
sistemin fonksiyonel degerlendirilmesinde kullanilan duyarli ve giivenilir bir yontem
oldugu (8) icin VEP’lerin degismesi gorsel sistemin Onemli Ol¢iide degistiginin
gostergesidir. 1978’de Bodis Wollner ve Yahr’in Parkinsonlu hastalarda anormal
VEP’leri tespit etmelerinden sonra (6) konu ile ilgili pek ¢ok arastirma yapilmistir.
Parkinsonlu hastalarda gorsel duyarlilik ve gorsel alan testleri normaldir ancak VEP
gibi elektrofizyolojik c¢aligmalar bir spatio-temporal bozuklugun oldugunu
gostermektedir (6,7). Ayrica, PH’da, gorsel sistemin énemli bir norotransmiteri olan
DA’nin seviyesinin retinada diistiigii bildirilmistir (5).

Gorsel sistemi etkileyebilecek diger bir faktor de hiicre membranlarinda bulunan
EFA’lardir (10,11,20). Beyin fosfolipid fraksiyonundaki genel kompozisyonuna
bakildiginda, temel PUFA’nin DHA oldugu tespit edilmistir (9,16). Diyetle farkli
yaglarin alimimi sonucunda, beyin membranlarindaki yag asidi kompozisyonunun
degistirilebildigi farkli arastirmalar sonucunda ortaya konmustur (9,17,18,19).
Yiiksek diizeyde C20 ve C22 yag asidi iceren balik yaglar, 6zellikle DHA olmak
tizere beyin PUFA konsantrasyonlarina en fazla etki eden yag grubudur (9,20).
Calismalardan elde edilen sonuglara gore, hiicre membranlarinda DHA’nin
bulunmas1 beyin fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde ©nemli rol oynadigi
(9,21,22,23,24) gibi gorsel sistemi de etkilemektedir. DHA’dan zengin diyetle
beslenen gebe bayanlarin ¢ocuklarinda retinal fonksiyonlarin ve gorsel yolagin
gelisiminin hizlandigi, VEP latenslerinin kisaldigi Malcolm ve arkadaslarinin (25)
yaptiklar ¢alisma ile gosterilmistir.

PH’da serbest radikallerin artisiyla birlikte hiicre membranindaki PUFA
konsantrasyonunda kayda deger bir azalmanin meydana geldigi tespit edilmistir (9).
Hiicre membranindaki PUFA’lar, sinyal molekiilleri, ikincil haberciler, enzimler ve
tasiyicilar iizerinde diizenleyici rol oynadiklari icin PUFA’larin  membrandaki
eksiklikleri patolojik siire¢leri hizlandirabilir. Calismamizda PH’da meydana gelen
membran PUFA icerigini belirli bir diizeyde tutmak iizere deney hayvanlaria 1 ay
siireyle DHA uygulanmstir.

Literatiirde sunulan sonuglardan, ®-3 yag asitleri ile LP olusumu arasindaki
iliskinin karmasik ve celiskili oldugu dikkati ¢cekmistir. Nenseter ve Drevon’a (304)
gore -3 yag asitlerinin alimi, biyolojik membranlardaki doymamiglik indeksini
artirdigi icin, LP de artmaktadir. Bu hipotezi destekleyen bagka bulgular da
mevcuttur (305,306). Diger taraftan, bagka ¢calismalarda DHA nin diyetle aliniminin
TBARS iiretimini 6nemli derecede inhibe ettigi saptanmistir (307,308). Sonuglar
arasindaki tutarsizligin calisilan populasyonun farkliligindan, kullanilan ®-3 PUFA
dozundan, deneysel protokoliin siiresinden veya diyetin antioksidanlar ile desteklenip
desteklenmediginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Karaciger ve beyin fosfolipidlerindeki DHA igeriinin normal diizeylerde
siirdiiriilmesi icin giinliik alinmas1 gereken DHA dozunun geng bireylerde 11 mg/kg,
yash bireylerde ise 6 mg/kg oldugu onerilmistir (285). Kremer ve arkadaslarinin
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(309) romatoid artritli hastalarda gerceklestirdigi ¢calismada, DHA nin iki farkli dozu
(diisiik-18 mg/kg, yiiksek-36 mg/kg) kullanilmustir. Bu sonuclara gore, ®-3 yag
asitlerinin yararh klinik etkilerinin gbzlenebilmesi icin yiiksek dozun tercih edilmesi
gerektigi bildirilmistir (309). Dolayisiyla, calismamizda kullanilan DHA’nin dozu
maddenin yararliligim ortaya koyacak sekilde literatiirdeki bulgular (285,309)
degerlendirilerek 36 mg/kg/giin olarak tespit edilmistir.

Deney hayvanlarinda ozellikle dopaminerjik ve katekolaminerjik —sinir
yolaklarinda gelisen noron harabiyeti ve kullanilan maddelerin hiicre hasarina etkisi,
motor aktivite testleri ile incelenmektedir. Calismamizda Parkinson modeli
olusturulduktan 7 giin sonra, motor aktiviteyi belirlemek icin PH’nin spesifik
semptomlarindan bradikinezi siddeti degerlendirilmistir. Kelime anlami istemli
hareketlerde yavaslama olan bradikinezi, genellikle hareketin baslatilmasinda
gecikme seklinde tanimlanmaktadir. Bu gecikme siiresinin uzamasi bradikinezi
siddetinin arttigim1 gosterir. Calismamizda, bradikinezi siddeti (harekete geg¢me
zamani)'nin tespiti i¢in ¢ubuk testi kullanilmis, dopaminerjik harabiyetin sonucu
olarak P grubundaki hayvanlarin bradikinezi siddetinin K grubuna goére 6nemli
diizeyde uzadigi gozlenmistir. PH nin motor aktiviteyi bozdugu dikkate alindiginda
elde ettigimiz bu sonu¢ uyguladigimiz deneysel Parkinson modelinin basarili
oldugunu gostermektedir. PD grubu ile P grubu arasinda ise bradikinezi siddeti
acisindan fark saptanmamis, dolayisiyla diyetsel DHA uygulamasinin farelerde PH
durumunda motor aktiviteyi diizeltici yonde etkisinin olmadigi belirlenmistir. Ayrica,
uygulanan Parkinson modelinin basarisim1  histopatolojik olarak desteklemek
amactyla TH immiinreaktif hiicrelerin sayisim1 gosteren immiinohistokimyasal
calisma yapilmistir.

Calismamizda TH ile boyanmis kesitler degerlendirildiginde, P grubunda diger
tim gruplara gore sinir liflerinin uzantt organizasyonunun belirgin bicimde
bozuldugu ve wuzanti sayilarimin azalarak daha seyrek ve gevsek seyrettigi,
immiinpozitif hiicre sayisimin azaldigi gézlemlenmistir. Bu sonu¢c motor aktivite
testinden elde ettigimiz verileri destekler niteliktedir. Bunun disinda, DHA’nin
hastalik durumu disinda uygulanmasi da néronal organizasyon ve immiinpozitif
hiicre sayis1 agisindan benzer etkiler yaratmis ancak etki P grubundaki kadar siddetli
olmamistir. PH durumunda DHA uygulamasinin ise bu parametre agisindan diizeltici
etki olusturdugu ancak K grubu seviyesine kadar diizeltmedigi goriilmiistiir. Bu
sonu¢ ise motor aktivite testi verileri ile uyum gostermemektedir. Sonu¢ olarak
calismamizda DHA’nin noronal organizasyon ve immiinpozitif hiicre sayisi iizerine
diizeltici etkisinin PH’da motor aktiviteyi iyilestirici diizeyde olmadig1 saptanmistir.

PH’da, gorsel bozukluklar ile hastalifin siddeti arasinda pozitif korelasyon
oldugu (310), latenslerin uzadig: (6,7,310) pek cok VEP caligsmasi ile kanitlanmistir.
Parkinsonlu hastalarda kayit edilen VEP’lerde 6zellikle P100 latenslerinin uzadigi
(310), bu uzamanin DA eksikligi ile iligkili oldugu (311) ve hareket yetersizliginin
siddetiyle pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir (310). insan VEP kayitlarinda
P100 bileseni kemirgenlerde P3 bilesenine karsilik gelmektedir. Calismamizda kayit
edilen VEP latens degerlerine gore literatiirle uyumlu olarak P grubunun P3
bileseninde, ayrica N2 ve N3 bilesenlerinde 6nemli diizeyde uzama tespit edilmistir.
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Bu bulgu elde ettgimiz bradikinezi siddeti verileriyle de uyum gostermektedir.
Bunun yaninda PD grubunda, P grubunda uzayan N2, P3 ve N3 bilesen latenslerinin
kisalarak kontrol degerlerine dondiigii gdzlenmistir. Ayrica PD grubunda P1, N1 ve
P2 gibi erken bilesenlerin latenslerinin kontrol degerlerinin altina indigi tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak calismamizda PH’da VEP’in ge¢ bilesenlerinin uzayan
latensleri iizerine DHA diyetinin diizeltici etkisi oldugu kamitlanmistir. Ek olarak
hastalik durumu disinda DHA diyet uygulamasinin VEP’in ge¢ bilesenlerinin
latenslerini 6nemli diizeyde uzattigr da saptanmistir. Bu sonu¢ normal kosullarda
DHA diyetinin, gorsel sistem {izerine bozucu etki gosterebilecegini kanitlamaktadir.
Kullandigimiz dozda DHA diyet uygulamasinin, kontrol si¢anlarinin VEP bilesen
latenslerini uzattigin1 gosteren calisma (312) elde ettigimiz bu bulguyu destekler
niteliktedir.

PH’da gorsel bozukluklar ile ilgili olarak latens uzamalarinin yaninda genliklerin
azaldig bildirilmistir (313). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda P grubunun tiim
VEP bilesenlerinin genliklerinde énemli diizeyde azalma gozlenmistir. PD grubunda
ise P grubunda azalan tiim genliklerin kontrol degerlerine yaklasma egiliminde
oldugu tespit edilmistir, ancak bu diizelme istatistiksel olarak Onemli diizeyde
degildir. Sonug olarak calismamizda DHA diyet uygulamasinin PH’da azalan genlik
degerleri iizerine diizeltici etki gostermedigi saptanmistir. Ayrica hastalik durumu
disinda DHA, tiim VEP bilesen genliklerinde P grubundaki kadar siddetli olmayan
ancak istatistiksel olarak ©nemli diizeyde azaltma etkisi gostermistir. Ancak
genliklerle kiyaslandiginda VEP latensleri, gorsel sistem degisikliklerini ortaya
koyan daha duyarli ve 6nemli bir parametre oldugu i¢in karsilastirmalarda genellikle
VEP bilesenlerinin latens degisiklikleri degerlendirilmektedir.

PH’nin VEP’ler iizerine etki mekanizmasinin aydinlatilmasi icin PH patogenezi
ile ilgili hipotezler oldukca onemlidir. Bu hipotezlerden biri de dopaminerjik ndron
kaybinda, serbest radikallerin fazla iiretiminin ve diisiik antioksidan sistem
kapasitesinin neden oldugu OS’nin rol aldigidir. Beyin fazla oksijen tiiketimi, yiiksek
PUFA icerigi ve noronlarin kendini yenileyemeyen dogalarindan dolayr OS’ye kars1
hassastir (314). OS’nin temel sonucu hiicresel makromolekiillerin hasara
ugramasidir. SOD, CAT ve GPx enzimleri, serbest radikal hasaria kars1 enzimatik
koruma saglayan antioksidan enzimlerdir. Bu enzimlerin 6l¢ciimii PH’da antioksidan
yetersizligin olup olmadig1 ve buna bagh olarak PH patofizyolojisi ile ilgili ipuglar
vermektedir. Ancak PH’da bu enzimlerin defekti ile ilgili genellesmis bir belirti
yoktur.

Antioksidan enzim aktiviteleri Parkinsonlu hastalarin ve Parkinson modeli
olusturulmus deney hayvanlarimin cesitli beyin bolgelerinde, kanlarinda,
serumlarinda ve serebrospinal sivilarinda belirlenmistir. Parkinsonlu hastalarin
eritrosit ¢alismalarinda antioksidan enzim aktiviteleri degerlendirildiginde farkliliklar
saptanmamis dolayisiyla SN’de meydana gelen degisikliklerin altinda genetik
anomalilerin yatmadig1 kanisina varilmistir (315). Mevcut ¢calismamizda antioksidan
enzim aktiviteleri tiim beyin dokusunda ve retinada degerlendirilmistir. SOD
enziminin normal antioksidan savunma mekanizmasinda kritik bir rolii oldugu
bilinmektedir ancak MPTP uygulamasi sonrasinda endojen SOD aktivitesinde
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meydana gelen degisiklikler heniiz tam olarak agik degildir. Calismalarda SOD
enzim aktivitesi genellikle Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve total SOD olarak ayr ayr tayin
edilmistir. Mevcut ¢aligmamizda ise beyin ve retina dokularinda total SOD enzim
aktivite diizeyi tayin edilmis; beyinde SOD enzim aktivitesinin K grubuna gore P
grubunda onemli diizeyde azaldigi, retinada ise degismedigi saptanmstir. Literatiirde
farkli beyin bolgelerinde SOD aktivitesi agisindan elde ettigimiz veriler ile uyumlu
sonuclar (316, 317) oldugu gibi arttigim1 (318) veya degismedigini (83) gosteren
bulgular da mevcuttur. Ornegin, Hodgson ve Fridovich’in (316) yaptig1 calismada
Parkinsonlu sican beyinlerinin striatum bélgesinde SOD enzim aktivitesinin azaldigi
gosterilmistir. Thara ve arkadaslarn PH’da, ‘'OH ve Cu/Zn-SOD enzim aktivitesi
arasinda bir korelasyon oldugunu gostermis (317), yiikksek "OH seviyesi ve diisiik
Cu/Zn-SOD aktivitesinin PH’nin ilerleme ataginda rol alabilecegi yorumu
yapilmistir. Bunlarin disinda, SOD enzim aktivitesi ile PH siddeti arasinda negatif bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir (319).

Post-mortem uygulanan bir calismada (320) SN, serebral korteks, kaudat
niikleus, putamen ve globus pallidus gibi farkli beyin bolgelerinde GPx aktivitesi
acisindan Parkinsonlu hastalar ile kontroller arasinda fark gozlenmemistir. Bu
calismada ayrica SN°’de GSH seviyesinde azalma oldugu, GSSG diizeyinin ise
degismedigi gosterilmistir (320). Post-mortem beyin dokularinda yapilan baska bir
caligmada (321) ise SN’de, OS’ye karst koruyucu mekanizmalarin ¢ok fazla
etkilenmedigi belirtilmistir. Bu calismaya gore Parkinsonlu hastalarin SN’lerinde
GPx ve CAT enzim aktiviteleri degismemistir. Diger taraftan literatiirde fakli beyin
bolgelerinde CAT ve GPx enzim aktivitelerinin azaldig1 (81) ya da arttig1 (322)
bildirilmistir. Mevcut calismamizda beyin ve retinada GPx enzim aktivitesi agisindan
P ve K grubu arasinda fark saptanmamaistir. Bunun yaninda CAT enzim aktivitesinin
beyinde degismedigi retinada ise K grubuna gore P grubunda azaldigi tespit
edilmistir. Beyinde GPx ve CAT enzim aktiviteleri ile ilgili elde ettigimiz veriler bu
enzimlerin aktivitelerinin beyinde degismedigini tespit eden literatiir calismalar ile
uyum gostermektedir. Diger taraftan CAT enzim varliginin peroksizomlar ile
sinirlandinldigi (323) goz Oniine alindiginda bu enzimin beyin i¢in 6nemi bugiin i¢in
aciklanamamaktadir. Ancak bulgularimizla uyumlu olarak beyinde SOD enziminin
onemli antioksidan enzim oldugu, retinada ise antioksidan sistem devamliliginin
saglanmasinda CAT enzim aktivitesinin 6nemli roli oldugu bildirilmistir (324).

Calismamizda P grubunda gerek beyinde gerekse retinada s6z konusu
antioksidan enzim aktivitelerinin cesitli farkliliklar sergiledigi gosterilmistir. Ancak
bu parametreler acisindan PD grubu ile P grubu arasinda fark saptanmamistir.
Dolayisiyla elde ettigimiz verilere baglh olarak PH’da antioksidan enzim aktivite
degisikliklerine DHA’nin etki etmedigini soyleyebiliriz.

»-3’ten zengin diyetin, karaciger, kalp, adipoz doku ve beyinde ®-3 PUFA
diizeyini arttirdigt gesitli calismalarla gosterilmistir (325). Ancak PUFA, LP’ye kars1
hassastir ve artis1 hiicre hasarina sebebiyet veren zararli etkiler yaratabilir (326).
Choi, DHA’nin hastalik durumu disinda LP’yi arttirdigini tespit etmistir (327).
Lipidlerdeki bu degisiklik antioksidan savunma sistemine katilan enzimlerin
aktivitelerini etkileyebilir. Ornegin, diyetsel -3 PUFA’nin, peroksizomal B-
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oksidasyonu arttirdig1 bilinmektedir (328). 3-oksidasyonun esas enzimi yag-acil CoA
oksidaz, OS’ye sebebiyet veren H,O,’yi iiretir (329). Muhtemelen bu iiretime bagl
olarak CAT enzim aktivitesinin artig gosterdigi bildirilmistir (330). Bununla birlikte,
®-3 PUFA’nin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkisi ile ilgili sonuglar
celigkilidir. Baz1 calismalar ®-3 PUFA’dan zengin diyetle beslenen hayvanlarin
antioksidan enzim aktivitelerinin arttigim (331,332,333) gosterirken, baz1 ¢aligmalar
azaldigim (334,335) gostermistir. Calismamizda DHA diyeti sonrasinda beyinde
LP’nin arttifi ancak antioksidan enzim aktivitelerinin degismedigi tespit edilmistir.
Retinada ise DHA wuygulamasimi takiben LP’nin degismedigi, CAT enzim
aktivitesinin ise azaldigr saptanmistir. Bu sonuglar calisilan dokulardan kaynakl
olabilir. Ciinkii yapilan calismalarda DHA diyeti sonrasinda antioksidan enzim
aktiviteleri acisindan beynin belirli bolgelerinde (327), karacigerde (330) ve
fibroblastlarda (336) belirli farkliliklar saptanmistir. Dolayisiyla hastalik durumu
disinda caligmamizda antioksidan enzim aktivitelerinde cok fazla degisiklik
gozlenmemesini bu sekilde aciklamak miimkiindiir. Elde etigimiz sonug, beyin LP
diizeyinde meydana gelen artisin NO ya da PG yolu iizerinden veya hiicre ici bagka
mekanizmalarla olabilecegine isaret etmektedir. Sonu¢ olarak hastalik durumu
disinda zararh etkiler meydana getirdigi gosterilen DHA diyeti, normal beslenme ile
yeterli diizeyde EFA’nin alinmadigr durumlarda uygulanmalidir. Ayrica DHA’ nin
sitotoksik etkisinin Vit E gibi antioksidanlarca engellendigi kanitlanmistir (337).
Dolayisiyla normal kosullarda vitamin eklemeli bir DHA diyeti 6nerilebilir.

PH’da, H,O;’nin ve oksijen kaynakl serbest radikallerin neden oldugu OS, hiicre
membranlarinda LP zincir reaksiyonu araciliglyla ve membran akiskanligini
degistirerek hiicre hasaria sebep olabilir (30). Ciinkii SN, fazla miktarda DA igerir
ve DA’nin enzimatik ve enzimatik olmayan otooksidasyonu sonucunda O," ve H,O,
olusur (70). Ortamdaki fazla H,O,, Fe'? varliginda ‘OH’ya doniisiir (71,30) ve bu
radikal de hiicrelerde LP olusturarak hiicre oliimlerine neden olabilir. Diger taraftan
norotoksin MPTP’nin mekanizmasinin da OS iizerinden oldugu goriilmektedir.
MPTP metaboliti MPP" nin, mitokondri solunum zincirinin ilk enzimi kompleks I’i
inhibe ettigi ve dolayisiyla O, iiretimini arttirdigi (69) bilinmektedir. Parkinsonda
SN’de LP metaboliti olan MDA’ ’nin arttig1 tespit edilmistir (76). Ayrica bir fare
Parkinson modelinde nigrostriatal yolag icine alan beyin kokiinde MDA seviyesinin
artigl  saptanmistir (338). LP’de meydana gelen bu artislarin, azalmis olan
antioksidan enzim aktiviteleri sonucu olabilecegi bildirilmistir (339). Calismamizin
doku TBARS bulgular1 bu bilgileri destekler niteliktedir. Ozellikle beyinde K grubu
ile karsilastirildiginda P grubunda TBARS diizeyinin arttig1 saptanmistir. PH’da bir
LP gostergesi olan TBARS 1n artig1 ile VEP’in N2, P3 ve N3 bilesen latenslerindeki
uzamanin iligkili olabilir. Ciinkii caligmamizda, P grubunda hem antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma hem de LP’de artis saptanmistir. Bu bulgular PH’da serbest
radikal artisin1 ve hiicre zarlarinda LP’yi gosterir ki VEP latensleri bu faktorlere
duyarlidir. Ancak elde ettigimiz verilere gére PD grubu ile P grubu arasinda doku
TBARS diizeyi acgisindan fark saptanmamistir. Dolayisiyla PH’da TBARS diizeyinde
meydana gelen artis iizerine DHA’nin diizeltici etki gostermedigini soyleyebiliriz.
PD gruplarinda meydana gelen gerek TH immiinpozitif hiicre sayisindaki gerekse
VEP latenslerindeki diizelmeyi LP’ye baglamak miimkiin goriinmemektedir. Bu
durum PH’da DHA’nin latensler iizerine diizeltici etkisinde baska mekanizmalarin
rolii oldugunu gostermektedir. DHA, fotoreseptorlerde rodopsin, cGMP ve enzimlere
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etki ederek bu fonksiyon goOsteriyor olabilir. Ciinkii fotoreseptor hiicre
membranlarinda PUFA eksik oluturulmus olabilir bu da sinyal mekanizmalarini, G
proteinini ve cGMP’yi etkileyecektir. DHA nin MAO enzim aktivitesini inhibe ettigi
bilinmektedir. Dolayisiyla ortamda bulunan DA’nin par¢alanmamasi da etki eden
nedenlerden biri olabilir. Diger taraftan NO, gorsel sistemde Onemli bir
norotransmiterdir ve  DHA’nmin NO’yu arttirdigr bilinmektedir. Daha onceki
calismalarda L-NAME verilen hayvan gruplarinda VEP latenslerinin uzadigi tespit
edilmistir (340). Dolayisiyla DHA’nin etkisi bu yol ile olabilir. Ancak DHA’nin
PH’da VEP latensleri iizerine gosterdigi bu faydali etkinin aydinlatilmasi i¢in ileri
calismalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglar soyle ozetlenebilir;

1. Deneysel PH’da VEP latenslerinin 6nemli dl¢iide uzadig: tespit edildi. Bu
bulgu daha 6nceki ¢aligmalar destekler niteliktedir.

2. Deneysel PH’da beyinde LP’nin arttig1 belirlendi.

3. Deneysel PH’da beyin SOD enzim aktivitesinin azaldigi saptandi. Bu
azalmanin, PH’da meydana gelen LP artisinda rolii olabilir.

4. DHA uygulamasimin deneysel PH’da VEP latenslerini diizelttigi, TH
immiinpozitif hiicre sayisindaki azalis1 hafiflettigi goriildii.

S. DHA’nin deneysel PH’da antioksidan enzimler ve LP {iizerine etkisinin
olmadig: dikkati ¢cekmistir.

6. Deneysel PH’da DHA uygulamasin1 takiben VEP latenslerinde meydana
gelen diizelmede baska mekanizmalarin rolii olduguna isaret etmistir.
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