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Ozet

Parkinson hastaligi, substantia nigradan striatuma gelen dopaminerjik
noron kayiplarina bagli bazal ganglionlarin hastaligidir ve halen etkin bir
tedavisi bulunmamaktadir. Tedavi amach uygulanan ydéntemler, ndéron
hasarini durdurma ve yavaslatmada kisith bir fayda saglarken, bircok yan
etkiye neden olmaktadir. Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP) cok yoénli doku
koruyucu etkisi nedenli Parkinson hastaliginin tedavisinde umut verici bir
molekiil olarak deneysel Parkinson modellerinde kullaniimistir. VIP’in
nérodejenerasyonu engellemedeki etki mekanizmasini agiga kavusturmak
icin calismalar devam etmektedir. No6ron koruyucu etkisini gosterdigi
yolaklardan birisinin de astrositler lzerinden olabilecegi disinutlmektedir.
Astrositler, néron koruyucu oOzelliklerini beyin kaynakh ndérotrofik faktdr
(BDNF), ndéron bluyiume faktori (NGF), aktiviteye bagli norotrofik protein
(ADNP), hidrojen sulfur (H,S), glutatyon (GSH), laktat ve gamma-
aminobutirik asit (GABA) gibi bazi molekulleri salivererek
gerceklestirmektedir. Bunlar arasinda astrositlerden ADNP’nin saliverilmesini
uyaran baslica molekilin de VIP oldudu bildirilmistir. VIPin, parkinson
modelinde, ndéron koruyucu etkisinde, astrositlerden saliverilen molekillerle
iliskili calismaya rastlanmamistir.

Bu tez calismasinda, sicanlarda 6-hidroksidopamin (6-OHDA) verilerek
olusturulan parkinson modelinde VIP’'in néron koruyucu etki mekanizmasina
astrosit hicrelerinin katkisi arastirilmistir.

Deneyler, her iki cinsiyet grubundan Spraque-Dawley siganlar
kullanilarak ¢ grupta gercgeklestirilmistir. 1- Taklit grubu, 2- Parkinson
modeli 3- Parkinson modeli olusturulan ve VIP verilen grup.

Sicanlara motor fonksiyon testini takiben mikrodiyaliz uygulanmistir.
Mikrodiyalizatlarda, GABA, glutamat, GSH ve laktat dizeyleri dlcllmustar.
Mikrodiyaliz isleminden sonra beyinler immunohistokimyasal olarak
incelenmigstir.

VIP tedavisi, reaktif astrogliozisi etkilemezken, motor fonksiyon
bozukluklarini dizeltmis, GSH dizeylerini kontrol dederlerine geriletmis,
GABA ve glutamat diizeylerini artirmistir. VIP, striatumda GAD(+) ve
ADNP(+) néron sayisini artirmistir.

6-OHDA ile olusturulan nérodejenerasyon sonrasinda striatal
astrositlerin dncelikle savunmaya yénelik olarak aktive olduklari, ViP'in
noronlari direkt etkileyerek korudugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Soézciikler: 6-OHDA, Mikrodiyaliz, VIP, GABA, Astrosit,
ADNP, GSH, glutamat, laktat



Summary

Parkinson’s disease, still having no effective treatment, is a disorder of
basal ganglia based on the loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra. Current available treatments frequently induce major side effects and
have limited beneficial effects in halting and slowing down the progression of
underlying neurodegenerative process. Vasoactive Intestinal Peptid (VIP) has
been found to be protective in experimental Parkinson models. VIP is able to
show its neuroprotective effect via diverse pathways. Ongoing studies
continue to clarify the mechanism of VIP against neurodegeneration. It has
been thought that one of these pathways might occur via astrocytes.
Astrocytes protect neurons by releasing certain molecules such as Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF), Nerve Growth Factor (NGF), Activity-
Dependent Neuroprotective Protein (ADNP), Hydrogen Sulphur (H.S),
Glutathion (GSH), lactate and Gamma-Aminobutyric Acid (GABA). It has
been shown that the main molecule inducing the release of ADNP from
astrocytes is VIP. As far as we know, there is no study investigating the
neuroprotective effect of VIP in corralation with the activity of astrocytes in
the experimental Parkinson models.

In this thesis study, contribution of astrocytes on the neuroprotective
effects of VIP was investigated in the 6-OHDA Parkinson model of rats.

Adult Sprague-Dawley rats (both gender) were divided into three
groups.

1- Sham opareted 2- Unilaterally 6-OHDA lesioned (Parkinson model)
and 3- Unilaterally 6-OHDA lesioned and i.p. VIP-injected (25 ng/kg).

Following the motor-function tests, brain microdialysis was applied. In
the microdialysis samples; GABA, glutamate, GSH and lactate levels were
measured by HPLC. After microdialysis, brains were examined by
immunohistochemical methods.

VIP treatment did not influence the reactive astrogliosis, yet reversed
the motor-function disorders and decreased the GSH levels to the control
values. In addition, it increased the GABA and glutamate levels as well as
the number of GAD (+) and ADNP (+) neurons in the striatum.

Our results show that in neurodegeneration induced by 6-OHDA,
striatal astrocytes has been activated for defense at the beginning, and VIP
protects neurons by directly influencing them.

Key Words: 6-OHDA, Microdialysis, VIP, GABA, Astrocyte, ADNP,
GSH, glutamate, lactate
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Tablo 1: Imminohistokimyasal olarak tekli ve ikili isaretleme yapilan

hicrelerin ortalama sayilari
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), substantia nigradan (SN) korpus striatuma
gelen dopaminerjik noron kayiplarina bagh bazal ganglion hastaligidir ve
halen etkin bir tedavisi bulunmamaktadir. Tedavi amach uygulanan
yontemler, néron hasarini durdurma ve yavaslatmada kisith bir fayda
saglarken, bircok yan etkiye neden olmaktadir. PH'ndaki néron olimunin
etiyopatolojisi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte, en énemli nedenler
olarak oksidatif stres, inflamasyon, glutamat toksisitesi, apoptozis, asiri
nitrik oksit dretimi, mikroglial hicre aktivitesi, mitokondrial fonksiyon
bozuklugu, cevresel ve genetik faktorlerin olabilecegi bildirilmektedir.

Astrositler beyinde yluksek sayida bulunan, ndronlara metabolik ve
fonksiyonel destek veren, hicre disi gevrenin dengesini koruyan hicrelerdir.
Astrositlerin hiicre iskeletini intermediet filament ailesinden bir protein olan
glial fibriler asidik protein (GFAP) olusturmaktadir. Astrositler ¢ok sayida
molekil sentezleyip salivererek néronlari destekleyici ve koruyucu etki
gosterirler. Beyin kaynakli nérotrofik faktér (BDNF), ndéron blyume faktorl
(NGF), aktiviteye bagh norotrofik protein (ADNP), hidrojen Silftr (H,S),
glutatyon (GSH), laktat ve gamma-aminobutirik asit (GABA) gibi molekdiller
astrositler tarafindan saliverilen maddelere en énemli 6rneklerdir.

Vazoaktif intestinal peptit (VIP), kan-beyin bariyerinden (KBB)
gecebilen  noérotrofik,  ndérotransmitter, ndéromodulator, antioksidan,
antienflamatuar ve antiapoptotik 6zelliklere sahip bir néropeptitdir. Yapilan
bazi calismalarda siganlarda 6-hidroksi dopamin (6-OHDA) ile olusturulan
deneysel parkinson modelinde, VIPin striatal dopamin dizeylerini
artirmadan, motor fonksiyon bozukluklari geri cevirdigi, antioksidan ve
antiapoptotik etkileri dolayisiyla Korpus Striatumdaki medium spiny
néronlarin (MSN) o&limint ve demiyelinasyonunu engelledigi, dendrit
spinlerin ve SN’daki dopaminerjik noéronlarin sayisini artirdigi, ventral
anterior talamus (VATh)’da azalmis olan GABA dlizeylerini normale getirdigi
ve beyin mast hicrelerindeki NGF ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir.
Ayrica sistemik ve lokal 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
uygulamasiyla olusturulan fare parkinson modelinde, VIP'in néron koruyucu
etkisi goOsterilmis ve bu etkisini mikroglial aktivasyonu inhibe ederek
gerceklestirdigi ileri sUrdlmistir. VIP gerek noéronlardan gerekse
astrositlerden ADNP’nin saliverilmesini uyaran baslica molekil olarak da
bildirilmistir.

Yapilan kaynak taramasinda VIP’in, parkinson modelinde néron
koruyucu etkisinde, astrositlerden saliverilen molekdllerle iliskili calismaya
ise rastlanmamistir.

Bu tez calismasinin amaci, sicanlarda 6-OHDA verilerek olusturulan
parkinson modelinde VIP'in etki mekanizmasina astrosit hicrelerinin



katkisinin arastiriimasidir. Bu amacg¢ dogrultusunda sicanlarda 6-OHDA ile
olusturulan ve ViP ile tedavi edilen deneysel Parkinson modelinde:

1. Stereotaksimetrik yontemle beyinde mikrodiyaliz islemi yapilarak
korpus striatumdan elde edilen mikrodiyalizatlarda, yuUksek basingh likit
kromatografisi (HPLC) ydntemiyle GABA, glutamat, GSH ve laktatin
Olcimleri,

2. Beyin histolojik kesitlerinde immunohistokimyasal olarak GFAP,
glutamattan GABA sentezini gerceklestiren glutamik asit dekarboksilaz
(GAD) enzimi ve ADNP isaretlenmelerinin yapilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BAZAL GANGLIONLAR (BG):

BG, lokalizasyon olarak beyin hemisferlerinin tabaninda, birbirleriyle
baglantilari olan, subkortikal bir grup nilkleustan olusmaktadirlar. Bu
nukleuslar; Kaudat nlkleus, Putamen, Globus Pallidus (GP), Subtalamik
nukleus (STN) ve SN'dir. Bunlardan SN ve STN mezensefalonda
bulunmaktadir (Yelnik J., 2002; Mora, Segovia & Del Arco, 2008; O'Connor
William, 1998). Bu niukleuslardan GP; globus pallidus eksternus (GPe) ve
globus pallidus internus (GPi), SN; SN pars kompakta (SNc) ve SN pars
retiktlaris (SNr) olmak lGzere bélimlere ayrlir. Kaudat nukleus ve Putamen
birlikte Korpus Striatum adini alirken; Putamen ve GP birlikte, lentikiler
nuikleus adini almaktadir (Leisman, Melillo & Carrick, 2013; Obeso,2008;
O'Connor, 1998; Yelnik, 2002) (Sekil 2.1).

Putamen

Kaudat Niikleus
(Govde)

Globus Pallidus ( Dis
Segment)

Globus Pallidus ( Ic
Segment)

Kaudat Niikleus
(Kuyruk)

Subtalamik Niikleus
Serebral Pedunkul

Substansiva Nigra

Kirmizi Niikleus

Sekil 2.1. Bazal Ganglionlar ve Yerlesimleri (Leisman, Melillo & Carrick, 2013'den modifiye

edilerek alinmistir).



BG'In fonksiyonlari hakkinda kesin bir bilgi olmasa da yapilan bazi
calismalardan elde edilen bilgilere gore BG’'In motor, bilissel, cagrisimsal
hareketlerle ve emosyonel durum ile ilgili fonksiyonlari oldugu, hareketlerin
kontrol, ince ayar ve modulasyonunda rol aldiklari, hareketlerin baslatilmasi
ve planlanmasi, hiz ve bilyukliginin ayarlanmasi, mesafe ayarinin
yapilabilmesi, 6grenilmis motor hareketlerin otomatik olarak yapilabilmesi,
ardisira veya simultan hareketlerin uygulanmasi, kas tonusunun ayarlanmasi
gibi fonksiyonlarda ©6nemli rol oynadiklari belirtilmistir (Ganong, 2010;
Guyton & Hall, 2006; Fahn, Jankovic & Hallet, 2011; Jankovic & Tolosa,
2007; Leisman vd., 2013; Obeso vd., 2008; Taner, 2007; Yelnik, 2002).

BG, afferentlerinin blylk c¢ogunlugunu frontal korteksten (primer
motor alan, premotor alan, suplamanter motor alan, singulat korteks, dorso-
lateral ve orbito-lateral frontal korteks) alirken; bir kismini da parietal,
temporal ve oksipital korteksten almaktadir. BG’In motor fonksiyonlarindan
sorumlu ndéronal uzantilar, orijinlerini motor korteksten (primer motor
korteks, suplamanter motor alan, premotor korteks) almakta ve putamene
ulasmakta; bilissel ya da cadgrisimsal fonksiyonlarindan sorumlu ndéronal
uzantilar ise, korteksin cagrisimsal alanlarindan (frontal, parietal, temporal
ve occipital korteks) almakta ve kaudat nikleusa ulasmaktadir (Galvan &
Wichmann, 2008; Leisman vd., 2013; Yelnik, 2002).

BG'In afferentlerinin giris yaptigi tek yer korpus striatum iken;
efferentlerinin gikis yerleri ise, GPi ve SNr'dir. BG giktilarinin gok buyuk bir
kismi talamusa, kiguk bir kismi ise beyin sapindaki Pedunkulopontin
nikleusa gitmektedir. SNc ciktilarinin ¢ok bdydk bir kismi striatuma
giderken az bir miktari da GPe, GPi ve STN’ye gitmektedir. Korteksten
striatuma uzanan néronlar glutamaterjik olup eksitatdér niteliktedirler ve
striatuma slrekli uyarici nitelikte desarjlar yaparlar (Galvan & Wichmann,
2008; Simon, Maeve, Caldwell & Barker, 2003; Yelnik, 2002) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Normal Durumlarda Bazal Ganglion Devresi.

GABA: gama-aminobutirik asit SP: Substans P, Enk: Enkefalin, SNc: Substantia Nigra Pars
Kompacta SNr: Substantia Nigra Pars Retikiilata, GPi: Globus Pallidus internus, GPe: Globus
Pallidus externus, STN: Subtalamik Nikleus, PPN: Pedunkulopontin Nikleus (Simon vd.,
2003’'den modifiye edilerek alinmistir).

BG devresinde; korteksten striatuma, STN’ den GPe ve GPi'ye,
talamustan kortekse uzanan néronlar glutamaterjik (Swanson, Kettenmann,
& Ransom, 2005; Yelnik, 2002), SNc'dan striatuma wuzanan noéronlar
dopaminerjik iken, devrenin diger bdlimlerindeki noéronlarin hepsi
GABAerjiktir (Galvan & Wichmann, 2008; Yelnik, 2002). BG devresindeki
son ciktilar talamus Uzerinde inhibitér nitelikte iken, talamus ise korteks
Uzerinde surekli uyaricl nitelikte desarjlar yapar (Galvan & Wichmann, 2008;
Yelnik, 2002; O’connor, 1998; Simon vd., 2003; Swanson vd., 2005) (Sekil
2.2).



Striatum afferentlerini serebral korteksten ve SNc'den almaktadir.
Striatumdaki ndronlarin % 96’si MSN olup, GABAerjiktirler ve kotransmitter
olarak substans P, dinorfin veya enkefalinleri bulundurabilmektedirler.
Striatumdaki diger noéronlar ise % 2'si kolinerjik, % 1'i GABAerjik olan
internéronlardir (Yelnik, 2002).

Striatumda MSN (zerinde toplanan ve integre edilen bilgilerin ciktisi,
MSN tarafindan GPi‘ye iki farkli yoldan gider. Bu vyollar direkt ve indirekt
yollar olarak tanimlanmaktadir (Galvan & Wichmann, 2008; Yelnik, 2002)

Direkt yolda, striatumdaki MSN’larin aksonlari dogrudan GPi de
sonlanmaktadir (Obeso, 2008; O’connor, 1998; Simon, 2003; Yelnik, 2002)
(Sekil 2.2).

Indirekt yolda, striatumdaki MSN’larin  aksonlari GPe de
sonlanmaktadir. GPe deki néronlar aksonlarini STN’a gdderirler. GPi ye bilgi
STN tarafindan iletiimektedir (O’connor, 1998; Simon, 2003; Yelnik, 2002)
(Sekil 2.2).

GPi deki néronlarin aksonlari, talamusun venral anterior ve lateral
nukleuslarina uzanarak (VATh /VLTh), BG’larda integre edilmis olan bilgiyi
talamusa gonderir. Boylece BG'larin bilgi ciktilari talamus aracii motor
kortekse gonderilmektedir. Diger bir deyisle, her iki yolun kesistigi yer olan
GPi‘deki net bilgi, talamus ve devaminda motor korteks Uzerinde etkisini
gostermektedir (Obeso, 2008; O’connor, 1998; Simon, 2003; Yelnik, 2002).

2.1.1. Direkt ve indirekt yol devresinin kimyasi:

Direkt Yol;

SNC ———p Dopamin — Etkiledigi reseptér D1 (Striatum)
Striatum (MSN) —» GABA, Substans P —» GPi

Striatum (MSN ) =——p GABA —» SNr

GPi  =—p GABA =——p Talamus ——p Korteks

SNr ——» GABA —» Talamus —» Korteks



Indirekt Yol;

SNC ==———p Dopamin ——= Etkiledigi reseptér D2 (Striatum)

Striatum (MSN) —» GABA, Enkefalinler ————»GPe

GABA
GPe * STN —sglutamat — GPi
glutamat
GPi ——» GABA ——»Talamus —» Korteks

Her iki yolun aktif olmasi igin 6ncelikle korteksten gelen glutamaterjik
néronlarin sirekliligi gerekmektedir. Striatumdaki dopamin terminallerinin
dagilimi oldukca heterojendir.  Striatumdaki dopaminerjik néronlardan
kotransmitter olarak substans P’yi tasiyanlar direkt yol Gzerinden GPi ve
SNr'ye giderlerken; enkefalinleri tasiyanlar ise, indirekt yol Uzerinden
GPe'ye gitmektedirler (Obeso, 2008; O’Connor, 1998; Simon, 2003;
Yelnik, 2002). SNc’dan striatuma gelen dopaminerjik néronlar
striatumdaki MSN’ler lzerindeki etkilerini D1 ve D2 reseptérlerini uyararak
gerceklestirmektedirler. GPi‘'ye bilgilerin direkt ve indirekt vyoldan
gbnderilmesinin temelinde de bu iki farklh reseptériin uyariimasi
bulunmaktadir. Dopamin tarafindan MSN dzerindeki D1 reseptorlerinin
aktive olmasi MSN'yi uyarir, MSN’In aksonu da direkt olarak GPi de
sonlanarak GABA aracili direk bir inhibisyon olusturur. Dolayisiyla MSN’In
GABAerjik etkileri, GPi‘deki tonik GABAerjik ndronlari inhibe etmektedir.
Bdylece GPi'nin talamus Gzerindeki tonik GABAerjik desarjlar inhibe
olmakta ve bunun devaminda talamusun kortekse olan uyarici etkisi daha
da artmaktadir (inhibisyonun inhibisyonu). Indirekt etki; dopaminin,
MSN’deki D2 reseptdrleriyle etkilesmesi sonucunda gergeklesmektedir. D2
reseptorlerinin uyariimasi ile striatumdan GPe’ye uzanan MSN'ler inhibe
olmaktadir. Bunu takiben GPe’den STN’a olan tonik GABAerjik desarijlar
artmaktadir. Bunun sonucunda STN’in GPi'ye olan glutamaterjik ciktilarinin
inhbisyonunda artis olmaktadir. Bu inhibisyonun artmasiyla da GPi‘den
talamusa olan tonik GABAerjik desarjlar azalmaktadir. Direkt ve indirekt
yol birbirlerinin tersine calisiyorlarmis gibi goérinseler de aslinda GPi
Uzerinde sinerjistik etki godstermektedirler. Direkt vyol ile etkilesim
sonucunda GPi‘den talamusa olan tonik GABAerjik desarjlar inhibe olur,
talamus Uzerine olmasi beklenen inhibisyon blyldk oranda kalkar, indirekt
yolda ise bu inhibisyon azalir (Galvan & Wichmann, 2008; Obeso, 2008;
O’connor, 1998; Simon, 2003; Yelnik, 2002). Sonucta, direkt yol ile
talamusun motor kortekse gonderdigi uyarici bilgiler artiriirken, indirekt
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yol ile talamusun uyaricl etkisi bir miktar azaltiimaktadir. Indirekt yolun
olusturdugu bu etki bir c¢esit negatif geri besleme seklinde
yorumlanmaktadir (Galvan & Wichmann, 2008; Obeso, 2008; O’connor,
1998). Bundan da striatumdaki dopaminin, talamus ve dolayisiyla kortekse
gonderilen bilgileri dlizenleyen bir ndrotransmitter oldugu anlasiimaktadir.
SN’daki dopaminerjik noron kayiplari, bu islevlerin dedisik agirik ve
dagilimda bozulmasina, bunun sonucunda 6zellikle hipokinetik (bradikinezi
veya akinezi) ve hiperkinetik (atetoz, kore, ballizm) motor hareket
bozukluklarinin yani sira, bir takim psikolojik (bilissel ve demans)
bozukluklarin da gorialdigid 6nemli bir nérodejeneratif hastalik olan PH'nin
ortaya cikmasina neden olmaktadir (Galvan & Wichmann, 2008; Leisman
vd., 2013; Obeso, 2008; Yelnik, 2002; Dickson, 2012; Goetz, 2011;
McKeith vd., 2004; Simon, 2003; Mora, Segovia & Del Arco, 2008). (Sekil
2.2, 2.3).



Korteks

—

Glutamat l Glutamat
Putamen
|
Indirek D$ .
Yol olpamm
SNc Direk
GPe |
GPi
e
B Glutamat
;} SIN | oy SNy
Glutamat

wdp EKksitator
———> Inhibitor
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Parkinson Hastaligi'nda Bazal Ganglion devres

Glutamat

Talamus
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Sekil 2.3. Parkinson Hastaliginda Bazal Ganglion Devresi.

Parkinson Hastalidi, Substantia Nigra’nin pars kompaktasindaki
noéronlarin kaybi ve buna badli olarak Striatumdaki dopaminin azalmasi sonucunda ortaya
¢itkan nérodejeneratif bir hastaliktir. Kisaltmalar: GABA: gamma-aminobutirik asit SP:
Substans P, Enk: Enkefalin, SNc: Substantia Nigra Pars Compacta, SNr: Substantia Nigra
Pars Retiklilata, GPi: Globus Pallidus internus, GPe: Globus Pallidus eksternus, STN:
Subtalamik Ntkleus, PPN: Pedunkulopontin Nuikleus (Simon vd., 2003’den modifiye

edilerek alinmigtir).

(SNc) dopaminerjik




2.2. PARKINSON HASTALIGI (PH) :

PH ilk olarak Ingiliz bir bilim adami olan James Parkinson tarafindan
1807 yihinda “shaking palsy (titrek felg)” adiyla tanimlanmistir. Daha
sonralari birgcok bilim adami tarafindan hastaligin farkli 6zelliklerinden de
bahsedilmis olmakla beraber Fransiz bilim adami Jean Marie Charcot, James
Parkinson’un belirttigi klinik semptomlara bir miktar eklemelerle hastaligin
orijinal tanimini yapmis ve hastaliga onu ilk tarif eden kisi olan James
Parkinson’un adini vererek “Parkinson Hastaligi”” olarak tanimlamistir (Goetz,
2011). PH, parkinsonian hastaliklarin basinda gelen, beyinde BG'dan,
SNc'daki melanin pigmenti iceren dopaminerjik néronlarin buytk oranda
(%70-80) kaybi ve buna bagl olarak striatumda dopamin azalmasi
sonucunda ortaya cikan, kronik ve progresif nitelikte nérodejeneratif bir
hastaliktir.

PH'ndaki ndéron 6lumidnun etiyopatolojisi tam olarak anlagilamamis
olmakla birlikte en ¢ok bilinen sebepler arasinda oksidatif stres, inflamasyon,
glutamat toksisitesi, apoptozis, asiri nitrik oksit Uretimi, yetersiz ndrotrofinler
ve asiri mikroglial hicre aktivitesi, yaslilik, postensefalitik enfeksiyon, MPTP
ve kronik manganez intoksikasyonu, hicre igi kalsiyum ve demir
homeostazisinin bozulmasi, cevresel ve genetik faktérler sayilmaktadir
(Casetta, Govoni & Granieri, 2005; Dickson, 2012; Dipasquale, Marini &
Youle, 1991; Lim & Jeanne, 2007; Rappold & Tieu, 2010; Rebecca vd.,
2009; Venderova & Park, 2012). PH gorilme sikligi genel populasyonda %
0.3 iken, 60-65 yaslarindan sonra ise % 1-2'dir ve erkeklerde 1,5 kat daha
fazla gortlmektedir. 40 Yasin altindaki hastalarda daha ¢ok genetik sebepler
distinilmektedir (De Lau & Breteler, 2006; Massano & Kailash, 2012). Insan
epidemiyolojik calismalari, kirsal bélgede yasamin, herbisitler, pestisitler ve
agir metallere maruz kalmanin PH olma riskini arttirdigini géstermistir (Bove,
Delphine, Perier & Przedborski, 2005; Casetta vd., 2005; Rappold & Tieu,
2010). PH'da, ndéronlarda bazen hicre ici Lewy cisimcikleri olarak bilinen
protein agregatlar goérilmektedir. Daha cok ailesel PH'nda goérilen Lewy
cisimciklerinin icerigi tam olarak bilinmese de, yogun graniler o&zellik
gosterdigi, iskeletsel olarak diiz ve yaklasik olarak 10-15 nm uzunlugunda
filamentlerden olustugu ve vyapisinda a-sintiklein, ubikltin ve ubikitin
baglayici protein p62'yi bulundurdugu bildirilmektedir (Dickson, 2012).
PH'nin genetik yénUnin arastirilmasi amaciyla yapilan calismalarda bazi
genlerde meydana gelen mutasyonlar sebebiyle bu genlerin PH'da rolleri
oldugu distndlmustir. PH ile ilgili oldugu dislnilen genler;

otozomal dominant; a-sintklein (SNCA), LRRK2, PARK 8,

otozomal resesif; PARK 2 (PARKIN), PARK6 (PINK1), PARK 7 (DJ1), PARK9
genleridir.
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Bu genlerdeki anomaliler sonucunda SN’daki dopaminerjik néronlarda
mitokondrial fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres, inflamasyon ve yetersiz
proteozomal protein degradasyonu gibi dejenerasyonla sonuclanan patojenik
durumlar ortaya ¢ikmaktadir (Massano & Kailash, 2012; Polymeropoulos vd.,
1996; Rappold & Tieu, 2010).

PH'nin ana klinik belirtileri bradikinezi, istirahat tremoru, disli cark
rijiditesi ve postural instabilite olup semptomlar codunlukla tek tarafli
baslamaktadir (Dickson, 2012; Goetz, 2011; Massano & Kailash, 2012). PH
temel olarak bir hareket bozuklugu hastaligi olmasina ragmen, hastaliga
sikhkla, kognitif bozukluklar, demans ve depresyon gibi psikolojik
bozukluklar da eslik etmektedir (Dickson, 2012; McKeith VD., 2004).
Hastaligin erken donemlerinde otonom sinir sistemindeki ganglionlarin ve
periferal sinirlerin etkilenmesi nedeniyle otonomik fonksiyon bozuklugunun,
somatik motor tutulumundan daha Once gorildigd bazi calismalarda
gbzlenmis olup, PH'nin klinik belirtilerinin bu otonomik hasarlarin
gorilmesinden 10 yil veya daha fazla zaman gectikten sonra ortaya ciktigi
ileri strtlmustar (Dickson, 2012; Lang, 2007).

2.2.1. Parkinson Hastaligindaki Norodejenerasyonun
Nedenleri:

PH'da nérodejenerasyonun nedenleri tam olarak bilinmemekle
birlikte ileri strllen en édnemli nedenler arasinda; dopaminerjik néronlarda
anormal protein birikimi, mitokondrial fonksiyon bozuklugu, oksidatif stres,
apoptozis, inflamasyon, glutamat toksisitesi, asiri nitrik oksit dretimi,
mikroglial hlcre aktivitesi, cevresel ve genetik faktérler sayilmaktadir.
(Casetta vd., 2005; Delgado & Ganea, 2003a; Dipasquale vd.,1991;
Kathleen, Timothy & Federoff, 2008; Keane, Kurzawa, Blain & Morris, 2011;
Lim & Jeanne, 2007; Martin & Teismann, 2009; Massano & Kailash, 2012;
Rappold & Tieu, 2010; Rebecca vd., 2009; Schapira, Cooper, Dexter, Jenner
& Mardsen, 1990; Schapira, 2008; Tuncgel vd., 2005).

Ubiklitin-Proteozom sistemi (UPS) ile yanlis eslesmis, oksidatif
hasara veya mutasyona udramis istenmeyen hicresel proteinlerin,
degredasyonu saglanmaktadir. Bu sistemde degradasyon islemi iki asamada
gerceklesmektedir. Once degrade edilecek hatali hedef protein, poliubikutin
zinciri tarafindan kovalent bag ile isaretlenmekte, sonra poliubikutin-substrat
kompleksi proteozomlarda degredasyona udratiimaktadir. Bu sistemdeki
herhangi bir fonksiyon bozuklugu sonucunda UPS ile hasarl protein ortadan
kaldirlamamakta ve olusan hasar hicreyi 6lime gétirmektedir. a-sinuklein
genindeki bir hasar sonucu olusan Lewy cisimcikleri, ailesel PH'nin en édnemli
patolojik goOstergesidir. PH'nda UPS’deki fonksiyon bozuklugu nedeniyle
dopaminerjik noronlarda a-sintkleinin biriktigi hasarh proteinlerin ortadan
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kaldirilamadigi ve sonrasinda ndrodejenerasyona yol actigi disintlmektedir
(Ciechanover, 1998; Lim & Jeanne, 2007; Martin & Teismann, 2009).

Mitokondri aerobik metabolizmayla, hicreye enerji sadglarken,
tiketilen oksijenin yaklasik %1 ya da %2'si sudan ziyade reaktif oksijen
tirlerine (ROS) doéntsmektedir. PH’da nigrostriatal dopaminerjik néron
kaybinin sebepleri arasinda mitokondrial fonksiyon bozuklugunun da rolinin
oldugu ileri slrilerek MPTP ve 6-OHDA ile deneysel Parkinson modelleri
olusturulmus ve yapilan calismalarla bu gdésterilmistir (Delgado & Ganea,
2003a; Delgado & Ganea, 2003b; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz, Ay,
Ulupinar & Tuncgel,2012; Tuncgel vd., 2005; Tuncgel vd., 2012). MPTP,
KBB’den hizla gecgen lipofilik bir prototoksindir. Glialarda MPTP, monoamin
oksidaz-B (MAO-B) tarafindan metabolize edilir ve son olarak 1 Metil-4
Fenilpiridiyum (MPP*) aktif toksik katyonuna doénustaralur. MPP*'nin
dopaminerjik noéron terminallerince alinmasiyla, burada biriktigi ve yine
burada hem serbest radikallerin olusumunu tetikleyerek, mitokondrial
solunumun bozulmasina sebep oldugu, hem de mitokondrial elektron
zincirindeki kompleks I enzimini inhibe ederek ndérotoksisiteye yol actig
bildirilmistir (Casetta vd., 2005; Halliwell, 2006; Rappold & Tieu, 2010;
Rebecca vd., 2009; Venderova & Park, 2012). MPP*, néronlarin oksidatif
strese karsi korunmasinda 6nemli gdrevi olan GSH’In sentez enzimlerinden
olan y Glutamil-Sistein Sentaz (y GCS) enziminin inhibisyonuna sebep
olmakta ve GSH sentezinde kullanilmak uUzere dolasimdaki sisteinin
néronlara tasinmasini saglayan uyarici aminoasit tasiyicilarinin (EAAT)
fonksiyonlarini engellemektedir (Martin & Teismann, 2009). PH patolojisinde
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda rolinin oldugu distnllen diger bir
norotoksin 6-OHDA’dir. 6-OHDA, dopaminerjik néronlara dopamin tasiyicilar
tarafindan alinir ve burada birikerek néronlarin yapisini hasara udratir.
PH'nda néronlarda 6-OHDA birikimi gordlmustir (Blum vd.,2001; Halliwell,
2006). 6-OHDA, noronlara tasindiginda dopamin gibi okside olarak serbest
radikaller ve kininleri meydana getirir. 6-OHDA de, MPTP gibi mitokondrial
kompleks I'i inhibe etmekte ve Fenton reaksiyonuyla stperoksit ve hidroksil
radikalleri Ureterek, néronu 6lime goétlirmektedir (Blum vd.,2001; Rebecca
vd.,2009). Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde,
hidrojen peroksitin (H>0,) detoksifikasyonunu saglayan Glutatyon Peroksidaz
(GPx) enziminin seviyesinde azalma gorulmustir. Bdylece ortamda metal
iyonlari varliginda H,0,, cok daha fazla zararh olan hidroksil (OH) radikaline
dénusmektedir (Martin & Teismann, 2009). Ayrica yapilan bazi calismalarda
6-OHDA ndérotoksik molekuld ile unilateral lezyon olusturulan striatumda ok
gucglt bir antienflamatuar ve antioksidan 6zellik gbsteren H,S’in dretiminin
azaldigi rapor edilmistir (Hu vd.,2010; Zhou & Tang, 2011). Pestisit
(rotenon vb.) ve herbisitlerin de (paraquat vb.), kronik maruziyete bagli
olarak, dopaminerjik néronlarda mitokondrial kompleks-I inhibisyonu ile
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o0lime neden oldugu bildirilmistir (Martin & Teismann, 2009; Rebecca
vd.,2009).

Mikroglialar, beyinde makrofaj 6zelligi gosteren bir cesit glia hicresi
olup baslica islevleri, enfeksiyonla savasmak ve enfekte bdlgedeki enfeksiyon
artiklarini ortadan kaldirmaktir. Bu nedenle santral sinir sistemindeki (SSS)
primer immun htcrelerdir. Mikroglialar SSS’ndeki bu koruyucu 6zelliklerinin
yanisira asirt aktivasyonlari sonucu IL-1B, IL-6, IL-12 gibi cesitli
proinflamatuar sitokinler, ROS ve reaktif nitrojen turleri (RNS) Ureterek, PH
gibi cesitli ndérodejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemelerinde
onemli roller oynarlar. MPTP, 6-OHDA ve rotenon gibi nérotoksinlerle
olusturulan Parkinson modellerinde SN’da, asiri mikroglial aktivite oldugu ve
bu nedenle ROS (retimine ve dopamin sentezinin azalmasina neden oldugu
bildirilmektedir (Delgado & Ganea, 2003a; Delgado & Ganea, 2003b).
PH'nin patogenezinde o6nemli olan mekanizmalardan birisi olan MPTP
maruziyeti sonucunda, mikroglialardan kaynaklanan ROS ve RNS’nin neden
oldugu GSH kaybi, dopaminerjik noronlarda kayiplara ve PH'nin ortaya
cilkmasina 6nemli katkida bulunmaktadir (Delgado & Ganea, 2003a; Delgado
& Ganea, 2003b).

Nitrik  Oksit (NO), L-arjininden nitrik oksit sentaz enzimi
katalizorliginde elde edilmektedir. NO vazodilatoér etkili bir gaz olup beyin
hasarlarindan sonra dokularin korunmasinda rol alirken asiri Gretimi PH gibi
norodejeneratif hastaliklarin ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. NO,
mitokondrial enzimleri inhibe ederek mitokondrial fonksiyon bozukluguna yol
acmakta, OH radikali ve peroksinitrit olusumu ile oksidatif strese ve demir
metabolizmasinin bozulmasina da neden olmaktadir (Halliwell, 2006; Said,
2000; Toére vd., 2002).

Beyindeki ana eksitatér noérotransmitter olan glutamatin, cesitli
patolojik durumlarda sinaptik aralikta birikerek 0&zellikle postsinaptik
noéronlardaki iyonotropik reseptdéri N-metil-D-aspartati (NMDA) strekli
olarak uyarmasi sonucunda, hiicre igi Ca™" konsantrasyonunda artisa ve
hlicreleri nekroz ve apoptozise goétlrecek bir dizi reaksiyonun baslamasina
neden olmaktadir. Bu durum daha c¢ok travmatik beyin hasari, iskemi
reperflizyonu gibi durumlar neticesinde gerceklesmektedir. PH’'nda SN'daki
dopaminerjik noéronlarda meydana gelen ndérodejenerasyonda glutamat
eksitotoksisitesinin dnemli rolinin oldugu ileri sitrilmektedir (Bélanger &
Magistretti, 2009; Chase & Oh, 2000; Giaume, Kirchhoff, Matute,
Reichenbach & Verkhratsky, 2007; Jankovic & Aguilar,2008; Verkhratsky &
Kirchhoff, 2007).

Bugln “Programlanmis hicre 6lUum0i”ntn bir tard olarak kabul edilen
apoptozisin PH’nin patolojisinde roli oldugu g6sterilmistir. MPTP ve MPP™ ile
farelerde ve 6-OHDA ile sicanlarda yapilan bircok deneysel Parkinson
modellerinde apoptoz bulgularina rastlanmistir (Korkmaz vd., 2012; Massano
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& Kailash, 2012; Tuncel vd.,2005; Tuncel vd., 2012; Venderova & Park,
2012). PH'nda oksidatif stres sonucunda nigrostriatal néronlarda apoptozis
nedeniyle kayiplarin oldugu bildirilmektedir. PH ile iliskili bazi genlerin
noronlarda meydana gelen apoptoz ile ilgili oldugu bildirilmistir. Bunlardan
patojenik mutant LRRK'nin fazlalhgi ve DJ-1 geni eksikligi, noéronlarda ve
noroblastoma hicrelerinde oksidatif stres sonucu apoptoza neden
olmaktadir. PARKIN geninin 6-OHDA uygulanan dopaminerjik ndéronlarda
apoptozise karsi koruyucu rol oynadigi, PINK1 geninin eksikliginin ya da
mutasyonunun apoptotik 6lime duyarhligi artirdigi bildirilmektedir (Massano
& Kailash, 2012; Rappold & Tieu, 2010; Venderova & Park, 2012).

2.2.2. Parkinson Hastaliginda Tedavi Yaklasimlari:

Bugln, PH’nin tedavisinde hentz etkin bir ydntem bulunamamis
olmakla birlikte, hastaligin semptomlarinin azaltilmasi amacina yonelik gesitli
tedavi yontemleri uygulanmakta, fakat uygulanan bu ydéntemler bircok yan
etkilere neden olarak néron hasarinin altinda yatan olaylari durdurma ve
yavaslatmada kisitli fayda saglamaktadir (Kathleen vd., 2008; Leung, Shek
& Lo, 2007; Luginger, Wenning & Bdsch, 2000; Massano & Kailash, 2012).
Bu nedenle PH'nin tedavisinde asil amag, hastaligin ilerlemesini yavaslatmak,
semptomatik tedavilerle hastaligin sebep oldugu ve ilerlemesiyle artacak
olan fonksiyon bozukluklarini gidermeye calismaktir. Bu nedenle nigrostriatal
dopaminerjik néron kaybina bagh olarak meydana gelen PH'nin tedavisinde
dopamin replasmani ile hastaligin semptomlarinin ortadan kaldiriimasi
hedeflenmektedir. Dopamin, KBB’nden gecemedidi icin merkezi sinir
sitemini dogrudan etkileyememekte ve tedavide dopamin prektirsori olan ve
KBB’den gecebilen Levodopa (L-DOPA) moleklld kullaniimaktadir. L-DOPA
hastalarda kaybolan bazi fonksiyonlarda gecici bir sltre dlzelme
saglamaktadir. PH'nin tedavisinde L-DOPA’nin yani sira dopamin agonistleri,
Katekol-O-metil-transferaz (COMT) inhibitérleri, MAO-B inhibitorleri ve
Antikolinerjikler de kullaniimaktadir (Hisahara & Shimohama, 2011; Jankovic
& Aguilar, 2008; Leung vd., 2007).

L-DOPA/Karbidopa: L-DOPA beyinde ve periferal dokularda
dekarboksilasyonla dopamine dénuUstirtlmektedir. Bir periferal dekarboksilaz
inhibitdéri olan karbidopanin levodopa ile kombine verilmesi ve bdylece
periferal dontsimin bloke edilmesiyle daha c¢ok ilacin beyne ulasmasi
saglanmaktadir. Bu iki ilacin kombine verilmesi ile PH'nin semptomatik
tedavisinde daha etkili sonug elde edildigi ileri sirtlmektedir. Ancak bu
tedavinin ilk baslarda cok etkili oldugu fakat zamanla yetersiz kaldigi ve bu
tedavide yan etki olarak diskinezi ortaya ciktigi bildirilmektedir (Leung vd.,
2007; Verhagen, Dotto & Le, 1999).

L-DOPA/Dopamin agonistleri: Dopamin agonistlerinin L-DOPA ile
kombine kullaniminda dopamin agonistlerinin yari émri uzamakta ve motor
komplikasyonlarin dizeltiimesinde daha fazla fayda saglanmaktadir. Ancak
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dopamin agonistlerinin kullanimi ile bir sire sonra hallisinasyon, psikoz,
periferik 6dem, kontrolstiz hareketler, uyku hali, tiksinme, bulanti ve
konfizyon gibi sistemik ve ndropsikiyatrik yan etkiler goérilmekle birlikte
hastaligin ilerleyisi de durdurulamamaktadir. Bu sebeple bu kombinasyon
gecici bir c6zim olmaktan 6teye gidememektedir (Jankovic & Aguilar, 2008;
Leung vd.,2007).

Dopamin metabolizmasi inhibitérleri: PH'nin tedavisinde L-DOPA’'nin
etkin plazma seviyesinin korunmasli amacilyla dopamin metabolizmasi
inhibitorleri kullanilmaktadir. Dopamin katabolizmasi iki énemli enzim olan
MAO ve COMT tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimlerin inhibe edilerek
dopaminin yart 6mrundn uzatilmasi amaciyla COMT ve MAO inhibitdra ilaglar
kullanilmaktadir. Bu ilaglar genellikle dopamin agonistleriyle kombine olarak
kullanilmaktadir. Ancak, bu yaklasim da nérodejenerasyonu durduramadigi
gibi, bu tedavide artmis plazma L-DOPA seviyelerine bagh olarak, diskinezi
ve noropsikiyatrik yan etkiler ortaya cikmaktadir. Ayrica, bu maddelerin
karaciger Uzerinde ciddi toksik etkileri oldugu da bildirilmistir (Jankovic &
Aguilar, 2008; Leung vd.,2007).

Antikolinerjikler: PH’nin tedavisinde 6zellikle geng hastalarda istirahat
tremorunu azaltmak amaciyla kullanihrlar. Bu ilaglar da dopamin
agonistleriyle kombine olarak kullanilmaktadir. Fakat bu ilaglarin
hallGsinasyon, konflizyon, hafiza zayifigi gibi 0Ozellikle yash hastalarda
goriulebilen bircok yan etkileri bulunmaktadir. Ayrica Ozellikle prostat
hipertrofisi ve dar acili glokomu olan hastalarda hastaligin siddetini
artirmasindan dolayr kullanilmalari  uygun goértilmemektedir (Leung
vd.,2007).

Nbéron koruyucu ajanlar: Noron koruyucu ajanlarin tedavideki etkileri
zamanla azalsa da, diger farmakolojik yaklasimlara gore daha umut verici
sonuglar vermislerdir. Bu vyaklasimlarla PH’ndaki ndérodejenerasyonu
durdurmak, yavaslatmak veya tersine dondirmek Uzerine yogunlasiimistir.
Ayrica dopamin replasmanina baslanmasini geciktirmesi agisindan da dnem
arzederler (Leung vd.,2007). Bu amac dogrultusunda, NMDA reseptor
antagonistleri, koenzim Q10, glial nérotrofik faktér (GDNF) kullanilarak
yapilmis calismalar mevcuttur (Jankovic & Aguilar, 2008; Lang, 2007; Leung
vd.,2007; Nakao, Nakai & Nakai, 1999; Verhagen vd., 1999). Koenzim Q10,
mitokondrial elektron transport sisteminde kompleks-I'in aktivitesini
arttirmakta ve noéronlarda oksidatif stresi azaltmaktadir. Parkinson
hastalarinin mitokondrilerinde koenzim Q10 seviyelerinin dislik oldugu
goridlmdastir (Leung vd.,2007). GDNF, norotrofik 6zelliginden dolay! PH igin
umut verici bir néron koruyucu molekll olarak gérilmustir. GDNF'nin in
vitro olarak mezensefalondaki dopaminerjik ndéronlarin yasamlarini
desteklerken, in vivo olarak da noérodejenerasyona karsi koruyucu oldugu
rapor edilmistir (Jankovic & Aguilar, 2008; Lang, 2007). Striatumda 6nemli
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fonksiyonu olan MSN’lerin gerek dopaminerjik gerekse glutamaterjik
sonlanmalarla etkilesimi ¢ok dnemlidir. PH'nda yetersiz dopaminerjik etki
sonucunda glutamat fazlaligi ile ortaya cikabilecek néron hasari, NMDA
reseptdér antagonistleri kullanilarak azaltilmaya calisiimistir (Jankovic &
Aguilar, 2008; Leung vd.,2007; Nakao vd.,1999; Verhagen vd.,1999). Bir
NMDA reseptdr antagonisti olan amantadinin bu baglamda néron koruyucu
etkisinden s6z edilmektedir (Jankovic & Aguilar, 2008; Leung vd.,2007,
Nakao vd.,1999; Verhagen vd.,1999). Ayrica bazi arastirmacilar tarafindan
amantadinin sadece Parkinson semptomlarini iyilestirmekle kalmayip, L-
DOPA'nin tetikledigi diskineziyi de iyilestirdigi ileri strtlmuistir (Jankovic &
Aguilar, 2008; Luginger vd., 2000; Verhagen vd.,1999). Bazl calismalarla
NMDA antagonistlerinin MPP*’ye karsi da néron koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir (Jankovic & Aguilar, 2008; Nakao vd.,1999).

Cerrahi girisim: PH’nin tedavisinde Talatotomi, Pallidotomi, Talamusa
elektrotlar yerlestirilerek derin beyin uyarimlari saglamak gibi, gesitli cerrahi
yontemler de uygulanmaktadir (Jankovic & Aguilar, 2008). Ayrica néron
implantasyonu ve gen terapileri PH'nin tedavisinde yapilmasi hedeflenen,
fakat buglin henlz fikir bazinda olan ve gelecede dair umut veren tedavi
stratejileridir (Jankovic & Aguilar, 2008; Kathleen vd.,2008).

Gorulidyor ki; PH'nin tedavisinde problemleri gidermeye ve yasam
kalitesini arttirmaya katkida bulunabilecek ilerlemeler kaydedilmesine
ragmen, norodejenerasyonu engelleyebilecek kesin bir tedavi heniz
bulunamamistir, fakat bu konudaki arastirmalar devam etmektedir (Korkmaz
vd., 2010; Korkmaz vd.,2012; Leung vd.,2007; Tuncel vd, 2005; Tuncel vd.,
2012).

PH'nin  tedavisinde néron hasarinin geri donduridlmesindeki
basarisizlikla birlikte kullanilan tedavilerin 6nemli yan etkilerinin ortaya
clkmasiyla, son vyillarda antienflamatuar, antioksidan, antiapoptotik ve
antiglutamaterjik 6zellik gésteren bir molekll veya bu etkileri tek tek iceren
maddelerin kombine kullanilmasina yoénelik tedavi yaklasimi gindeme
gelmistir. PH'nin tedavisine ydnelik arayislar da, bu yaklasim Uzerine
yodunluk gostermektedir (Antonawich & Said, 2002; Bandyopadhyay,
Dickman, Mathew & Said, 1998; Delgado & Ganea, 2003a; Delgado &
Ganea, 2003b; Gressens vd., 1997; Harmar, 2012; Korkmaz vd., 2010;
Korkmaz vd.,2012; Tuncel vd., 1996a; Tuncel, Erden, Uzuner, Altiokka &
Tuncel, 1996b; Tuncel & Tore F, 1998; Tuncel vd., 2000; Tuncgel vd., 2005;
Tuncel vd., 2012).

Endojen bir néropeptid olan VIP, antienflamatuar (Delgado & Ganea,
2003a; Delgado & Ganea, 2003b; Said, 2000), antioksidan (Offen vd., 2000;
Said, 2000, Tuncel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tuncgel vd., 2012)
antiapoptotik (Antonawich & Said, 2002; Korkmaz vd., 2012; Rangon vd.,
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2005; Said, 2000; Tuncel vd., 2012) ve antiglutamaterjik (Brenneman &
Douglas, 2007; Rangon vd., 2005; Said, Berisha, Pakbaz, 1995; Said, 2000)
ozelliklere sahip nérotrofik (Gozes vd., 2000; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz
vd.,2012; Offen vd., 2000) bir molekiildiir ve VIP ile Parkinson modellerinde
yapilan gerek in vivo gerekse in vitro calismalar son derece umut verici
sonuclar icermektedir (Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd.,2012; Tuncel vd,
2005; Tuncel vd., 2012).

2.3. VAZOAKTIF INTESTINAL PEPTIT (VIP):

VIP, 28 aminoasitten meydana gelen, vyapisal olarak glukagon,
sekretin, gastrik inhibitér peptit (GIP) ve bliylime hormonu-serbestlestiren
hormon (GHRH) gibi gastrointestinal sistem peptit hormonlar ailesinden olan
bir peptittir (Harmar, 2012; Tatemoto & Mutt, 1981). 1ilk olarak 1970’li
yillarda Said ve Mutt tarafindan domuz ince badirsagindan izole edilerek
tanimlanmistir (Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972; Tatemoto & Mutt,
1981). VIP, prepro-ViP prekiirsér molekiliinden sentezlenmektedir (Harmar,
2012). NoOrohormon, nérotransmitter ve sitokin olarak birgok 0&zellik
gbstermekte (Abad, Niewiadomski, Loh & Waschek, 2006; Dogrukol-Ak, Tore
& Tungel, 2004; Fahrenkrug, 1993; Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972;
Said vd.,1995; Said, 2000) ve KBB’den rahatlikla gecebilmektedir (Dogrukol-
Ak, Banks, Tuncel & Tuncel 2003; Dogrukol-Ak vd., 2004). VIP’in VPAC1
(VIP1), VPAC2 ( VIP2) ve PAC 1 olmak Ulzere (¢ cesit reseptdri
bulunmaktadir (Abad vd., 2006; Gomariz, Martinez, Abad, Leceta & Delgado,
2001; Harmar, 2012). ViPin affinitesi VPAC1 ve VPAC2 reseptériine
baglanma ydninde ¢ok yiksektir. VPAC1 reseptoérleri daha cok akciger, ince
badirsak, timus, kalp, aort, karaciger, pankreas, bobrekler, bdbrek Usti
bezleri, uterus ile beyinde serebral korteks, kaudat ntlkleus, putamen,
dentate girus, anteroventral talamik nlkleus ve supraoptik nukleusta
bulunurken, VPAC2 reseptorleri iskelet kasi, kalp, pankreas, plesanta ve
beyinde bulunmaktadir (Brenneman & Douglas 2007; Dogrukol-Ak vd.,
2004; Gozes, 2012; Harmar, 2012). Her g tip reseptdér de serpentin tipi
olup G proteini ile c¢alismakta, VPAC1/VPAC2 hicre icinde c-AMP
konsantrasyonunu artirirken, PAC1 fosfolipaz C lzerinden hicre icinde IP3
ve DAG vyolaklarini aktive etmektedir (Korkmaz vd., 2010; Korkmaz
vd.,2012; Tuncgel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tuncel & Tore F, 1998;
Tuncel vd., 2000; Tuncel vd., 2005; Tuncgel vd., 2012). VIP genis bir
biyolojik aktiviteye sahip olup, dolasim, solunum, gastrointestinal, endokrin
ve immun sistem gibi ¢cok genis bir yelpazede fizyolojik fonksiyonlarin
dizenlenmesine katilmaktadir (Abad vd.,2003; Abad vd., 2006; Antonawich
& Said, 2002; Brenneman, Phillips, Festoff & Gozes, 1997; Brenneman,
2007; Dogrukol-Ak vd., 2003; Dogrukol-Ak vd., 2004; Gozes & Brenneman,
1989; Harmar, 2012; Kalfin vd., 1994; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd.,
2012; Said & Mutt, 1970; Said & Mutt,1972; Said vd.,1995; Said, 2000;
Tuncel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tuncel & Tore F, 1998; Tuncel vd.,
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2000; Tuncel vd., 2005; Tuncel vd., 2012). Beyinde o6zellikle serebral
korteks, hipokampus ve hipotalamustaki ndéronlarda bulunmaktadir
(Dogrukol-Ak vd., 2004; Harmar, 2012). VIiP’in insan ve sican beyninde
ylksek affinite gosterdigi bolgeler frontal korteks, temporal korteks,
amigdala, serebellum, kaudat, SN, hipotalamus ve hipokampus olarak rapor
edilmistir (Dogrukol-Ak vd., 2004). VIP'in, nérotransmitter, néromodiilatér,
norotrofik, antienflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik 6zellikleri ile
beyindeki ana noropeptit oldugu (Delgado & Ganea, 2003a; Delgado &
Ganea, 2003b; Kalfin vd., 1994; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd.,2012;
Offen vd., 2000; Tuncel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tuncel & Tore F,
1998; Tungel vd., 2000; Tungel vd., 2005; Tuncel vd., 2012), SSS’'nde
astrosit mitozunu ve noéronal blylmeyi stimile ettigi (Antonawich & Said,
2002; Kouki vd., 2007; Tuncel vd., 2012), néronal canliigi sagladigi ve
glutamat eksitotoksisitesine karsi hiicre 6limind engelledigi bildirilmektedir
(Dogrukol-Ak vd., 2004; Gressens, 1997; Said vd., 1995; Said., 2000). VIP
doku ve hlicre koruyucu 6zellige sahip bir molekildir. Cesitli calismalarla
dokular septik sok (Revhaug, Lygren, Jenssen, Giercksky & Burhol, 1988;
Tore vd., 2002; Tuncel & Tore F, 1998; Tuncgel vd., 2000), hemorajik sok
(Tikiz, Tungel, Akin & Gurer, 1992), Chron’s hastaligi (Abad vd., 2003),
iskemi reperfuzyonu (Kalfin vd., 1994; Tuncel vd., 1996a; Tuncel vd.,
1996b) ve romatoid artritin (Juarranz, 2003; Juarranz, 2005) istenmeyen
hasarlarina karsi korudugu, néronal yasam siresini artirdigi (Tuncel vd.,
2005) goésterilmistir.

VIP ayrica immiin yanitlarda ve inflammasyonun kontroliinde de
onemli etkiye sahiptir. T hicre farklilasmasinda ve goéginde énemli rol
oynamakla birlikte, klasik gec¢ tip hicresel badisiklikta rol alan yardimci
T1(Thl) hdcrelerinin, alerji gibi asir duyarlik reaksiyonlarinda rol alan
yardimci T2(Th2) htcrelerinin ve sitokin Gretiminin modulasyonunda da etkili
oldugu bildiriimektedir (Abad vd., 2006; Gomariz vd., 2001; Harmar, 2012;
Said, 2000; Tuncel vd., 2005). VIP, inflamatuar kaskattaki bircok asamayi
inhibe ederek inflamatuar hicrelerin yaptiklari doku hasarlarini azaltmakta,
temel inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-6 ve IL-12'nin Uretimini inhibe
etmekte ve antienflamatuar bir sitokin olan IL-10'un Gretimini artirmaktadir
(Abad vd., 2006; Delgado & Ganea, 2003a; Gomariz vd., 2001; Lee, Schwab
& McGeer, 2011). VIP inflamatuar sitokinlerin olusumunu diizenleyen
nikleer transkripsiyon faktér-b’nin (NFxB) ekspresyonunu inhibe etmektedir.
Boylece, VIPin bircok alandaki aktivitesiyle inflamatuar yanitlarin farkli
asamalarinda kontrolli sagladigi ve inflamatuar reaksiyonlari gerilettigi
anlasiimaktadir (Abad vd., 2003; Abad vd., 2006; Delgado & Ganea, 2003a;
Delgado & Ganea, 2003b; Gomariz vd., 2001; Said, 2000).

VIP, genellikle kolinerjik ve GABAerjik néronlarda kotransmitter olarak
bulunmaktadir (Fahrenkrug, 1993). NO ve karbon monoksit (CO) ise VIP ile
nonadrenerjik ve nonkolinerjik sistemde kotransmitter olarak bulunmaktadir
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(Said & Rattan, 2004). Fizyolojik durumlarda VIP ve NO, bircok fonksiyonda
birbirlerini destekleyici etki gosterirken, herhangi bir doku hasari durumunda
ise zit etki olustururlar. NO'nun asirn Uretimi hlcre ve doku hasarina neden
olmakta, VIP ise hicre ve dokuyu koruyucu etki gdstermektedir (Gomariz
vd., 2001; Said, 2000).

VIP, antiapoptotik etki dzelligine sahip bir molekiildiir (Antonawich &
Said, 2002; Bandyopadhyay vd. 1998; Dickman, Mathew, Berisha, Bratut &
Said, 2000; Korkmaz vd., 2012; Tungel vd., 2012). VIP, antiapoptotik bir
molekul olan b-cell lymphoma 2’nin (bcl-2) duzeylerini artirirken, apoptotik
hicre 6luminin meydana gelmesinde ana enzim olan kaspaz 3’UG inhibe
ederek apoptozu geriletmektedir (Bandyopadhyay vd. 1998; Dickman vd.,
2000). Bir baska calismada ise, VIP'in sican hippokampal kdk hiicrelerindeki
néronal apoptozu, sitokrom-c nin mitokondriden saliverilmesini inhibe ederek
engelledigi bildiriimektedir (Antonawich & Said, 2002).

VIP, giiclii antioksidan 6zellife sahip endojen bir néropeptiddir ve bu
etkisini gerek serbest radikal olusumunu engelleme, gerekse olusan
radikalleri stipiirme ile gdstermektedir. VIP antioksidan etkisini direkt ve
indirekt olarak gerceklestirmektedir. Indirekt etkisini ksantin/ksantin oksidaz
enzimini inhibe ederek ve bdylece stuperoksit radikal olusumunu engelleyerek
gosterirken, direkt etkisini singlet oksijen ve hidroksil gibi son derece toksik
radikalleri stptlrerek gostermektedir (Misra & Misra, 1990; Said & Mutt,
1970; Said, 2000; Tuncel vd., 1996a; Tuncel vd., 1996b; Tuncel vd., 2012).

VIP’in beyinde meydana gelen travmatik durumlarda ndéronlarin
korunmasinda ve gelisiminde énemli rol oynadidi ileri slrtlmektedir (Bassan
vd., 1999; Brenneman vd., 1997; Delgado & Ganea, 2003b). Yapilan bazi
calismalarda ViP’in, neonatal farelerde eksitotoksin kaynakli beyaz madde
lezyonlarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Brenneman vd., 2007;
Gressens vd., 1997; Rangon vd., 2005). VIP astrositlerden, cok giicli bir
néron koruyucu molekll olan ADNP’nin saliverilmesinde wuyarici rol
oynamaktadir (Bassan vd., 1999; Zamostiano vd. 2001; Zusev & Gozes,
2004).

Bu bulgular neticesinde VIP antienflamatuar, antiapoptotik, nérotrofik
ve antioksidan oOzellikleri sebebiyle Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi
noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde umut verici bir molekll olarak
gortlmekte ve bu konuda yogun arastirmalar devam etmektedir (Delgado &
Ganea, 2003a; Harmar, 2012; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd. 2012; Said,
2000; Song vd., 2012; Tuncel vd., 2005; Tuncel vd., 2012).

VIP, KBB’den gecebilen ndérotrofik, nérotransmitter, ndéromodilator,
antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik 0&zelliklere sahip bir
noropeptitdir. Yapilan bazi calismalarda sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan
deneysel parkinson modelinde, VIPin striatal dopamin dizeylerini

19



artirmadan, motor fonksiyon bozukluklari geri cevirdigi, antioksidan ve
antiapoptotik etkileri dolayisiyla korpus striatumdaki MSN’lerin 6lUmuUina ve
demiyelinasyonunu engelledigi, dendrit spinlerin ve SN’daki dopaminerjik
noronlarin sayisini artirdigi, VATh’da azalmis olan GABA dizeylerini normale
getirdigi ve beyin mast hicrelerindeki NGF ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir (Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd. 2012; Tuncgel vd., 2005;
Tuncel vd., 2012). Offen ve ark. néron kdltirinde yaptiklari ¢alismada,
néronlarin 6-OHDA ve bir MPTP metaboliti olan MPP* nérotoksinlerine maruz
birakildiklarinda VIP'in 6-OHDA’ya karsi etkili bir koruma saglarken, MPP*’ ye
karsi ayni etkiyi gosteremedigini rapor etmislerdir (Offen, 2000). Sistemik ve
lokal MPTP uygulamasiyla olusturulan fare parkinson modelinde VIP'in néron
koruyucu etkisi gosterilmis ve bu etkisini mikroglial aktivasyonu inhibe
ederek gerceklestirdigi ileri strtlmustir (Delgado & Ganea, 2003a). ViP
gerek ndéronlardan gerekse astrositlerden ADNP’nin saliverilmesini uyaran
baslica molekul olarak da bildirilmistir (Bassan, 1999; Brenneman vd., 1997;
Brenneman vd., 2007; Delgado & Ganea, 2003b; Gozes vd., 2000; Gozes,
2012; Zamostiano vd., 2001; Zusev & Gozes, 2004).

Delgado ve ark. farelerde yaptiklari bir calismada cam mikropipetlerle
periventrikiiler alanda olusturduklari beyin travmasi neticesinde, VIP'in
hasarli bélgede olusan mikroglial TNF-a, IL-1B ve NO gibi proinflamatuar
mediatorlerin  Gretim ve salinimini azalttigini, mononlkleer fagositleri
arttirdigini ve boylece nérodejenerasyonu belirgin bir sekilde azalttigini ileri
surmaglerdir. Ayni calismada VIPin travmaya bagdl olarak gelisen
astrogliyozisi azalttigi ve vyine travma ile olusan ndérodejenerasyonun
azaltiimasinda, VIP tarafindan astrositlerden salinimi uyarilan ADNP gibi
noéron koruyucu faktorlerin de etkilerinin oldugu belirtiimistir (Delgado &
Ganea, 2003b).

VIP ayni zamanda mikroglialara benzer hicreler olan mast hicreleri
uzerinde de modulator etkiye sahiptir (Korkmaz vd., 2010;Tuncel vd.,
2000;Tungel vd., 2005). Korkmaz ve ark. sicanlarda yaptiklari bir calismada
ViP’in, 6-OHDA ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde azalmis olan
VATh GABA diizeylerini normale getirdigini ve beyin mast hiicrelerindeki NGF
seviyelerini artirdigini gostermislerdir (Korkmaz vd., 2010). Korkmaz ve ark.
yaptiklari bir baska calismada, 6-OHDA ile olusturduklari deneysel Parkinson
modelinde ViP’in Tirozin Hidroksilaz (TH) enzimi iceren néron sayisinda ve
MSN’lerin dendrit spinlerinde artma oldugunu gostermislerdir (Korkmaz vd.
2012).
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2.4. ASTROSITLER:

Sinir sisteminde ndron ve glia hlcreleri olmak Uzere iki tip hicre vardir.
Glia htcreleri sayilari néronlardan ¢ok fazla olan, sinir dokusuna metabolik
ve yapisal destek sadlayan hicrelerdir. Bu nedenle glia hicreleri sinir
sistemi icin Ozellesmis bag dokusu hicreleri olarak kabul edilebilir. Glia
hicreleri; mikroglia, astrositler, oligodendrositler ve epandim hcrelerinden
olusmaktadir (Taner D, 2007). Glia hicreleri, cok sayida molekul sentezleyip
salivermektedir. Bu molekdlller, mikro ¢evre yapisinin, néronun yapisinin ve
metabolizmasinin  kontroliinde 6nemli rol oynadigi kadar noronlarin
elektriksel aktivitesinin duzenlenmesine de katkida bulunmaktadir. Glia
hicrelerinin sentezleyip saliverdigi bu molekillere “gliotransmitter” adi
verilmektedir (Angulo, Le, Kozlov, Charpak & Audinat ,2008; Orellana &
Stehberg, 2014; Verkhratsky, Olabarria, Noristani, Yeh & Rodriguez, 2010).

Astrositler, uzantilan nedenli yildiz seklinde hicreler olup, SSS’nde ¢ok
muntazam bir sekilde dagilim gostererek sistemin icini adeta doserler.
Astrositlerin, protoplazmik ve fibréz astrositler olmak Uzere iki alt grubu
bulunmaktadir. Bu iki grup arasindaki temel farklihklar, yapilari ve
yerlesimlerinden kaynaklanmaktadir. Protoplazmik astrositler, gri madde
(substantia grisea) icinde yerlesmis olup, ince dallanmalar ve kiresel
dagilim gosterirlerken fibréz astrositler, beyaz madde (substantia alba)
icinde yerlesmis ve gok uzun lif seklinde morfolojik yapiya sahiptirler (Ramon
& Cajal,1909; Sofroniew & Vinters, 2010). Elektron mikroskobik calismalar,
protoplazmik astrositlerin sinapslarin etrafini tamamen sardigini fibréz
astrositlerin ise, néronlarin ranvier bogumlari ile temas halinde oldugunu ve
her iki tip astrositin de komsu astrositler ile “'gap junction” larla baglantil
oldugunu gostermistir (Peters, Palay & Webster, 1991; Sofroniew & Vinters,
2010). Noéroanatomik calismalar, her iki tip astrosit grubunun, kan
damarlariyla temas halinde olduklarini ve kendi aralarinda oldugu gibi
néronlarla da “gap junction”lar aracihdi ile baglanti halinde olduklarini
bildirmektedir. Bir baska deyisle astrositler bir taraftan kan damarlariyla
diger taraftan da noronlar ile temas halindedirler (Iadecola & Nedergaard,
2007; Peters vd., 1991; Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky vd.,2010;).
Astrositlerin sinaptik alanlarda pre ve postsinaptik néronlarla gap junctionlar
araciligi ile kurduklari baglantilara “lglt sinaps” adi verilmektedir (Araque,
Parpura, Sanzgiri & Haydon 1999; Halassa, Fellin & Haydon, 2007; Perea,
Navvarette & Araque, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky vd.,
2010). GFAP, intermediet filament ailesinden bir protein olup, astrositlerin
hlicre iskeletini olusturmaktadir. GFAP, immunohistokimyasal calismalarda
astrositlerin taninmasinda guvenilir bir belirteg olarak blyidk 6énem tasir (Li,
Liu, Xin & Chopp, 2014; Pekny & Pekna, 2004).
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2.4.1. Astrosit hiicrelerinin fonksiyonlari:

Astrosit hicrelerinin, beyin homeostazisinde 6énemli goérevleri vardir.
Hicre disi sividaki iyon konsantrasyonlarini, suyun hareketini ve bircok
transmitterin htcre disi sividan alimini kontrol ederek, hicre disi sivinin
yapisini ve hacmini duzenlerler. Astrosit hlcreleri uzantilari ile damar endotel
hiicrelerinin etrafini cevreleyerek KBB’nin yapisinin korunmasina katkida
bulunurlar (Barres, Chunn & Corey, 1989; Barres, 2008; Bélanger &
Magistretti, 2009; Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky, 2010 ).

Astrositler, beyinde noérotransmitterlerin homeostazisinde ©6nem
tasirlar. Birgok noérotransmitterin sinaptik bosluktan uzaklastirilmasi ve
metabolize edilmelerine katkida bulunurlar. Ozellikle énemli bir eksitatér
noérotransmitter olan glutamatin beyinde birikimini ve toksisitesini
engellemek agisindan blyidk 6énem arz ederler. Sinaptik tasinma esnasinda
saliverilen glutamatin % 20'si néronlara geri alinirken, kalan % 80’
perisinaptik astrositler tarafindan geri alinmaktadir (Bélanger & Magistretti,
2009; Coulter & Tore, 2012; Verkhratsky & Kirchhoff, 2007). Glutamatin
hlicre disi boélgeden kaldirilmasi, eksitotoksisiteden korunma acisindan hayati
onem tasidigi gibi, néronlarda yeniden sentez edilebilmesi igin énemli bir
déngl olan glutamat—glutamin déngusint de baslatir. Glutamat EAAT lar ile
astrosite alindiktan sonra, glutamin sentetaz tarafindan glutamine
donustlrulir.  Nontoksik glutamin daha sonra tekrar hiicre disi bosluga
tasinir ve oradan presinaptik néron tarafindan alinir.  NOronun
sitoplazmasinda glutamin tekrar glutamata donustardlir ve sinaptik
veziklllerde biriktirilir. Boylece glutamat-glutamin dénglst tamamlanmis
olur (Angulo vd., 2008; Bélanger & Magistretti, 2009; Hernandez, Bell &
Norenberg, 1977; Stobart & Anderson, 2013; Verkhratsky vd., 2010) (Sekil
2.4).
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Sekil 2.4. Glutamat-Glutamin Dongusdu.

Glu: Glutamat, GIn: Glutamin, EAAT: Eksitatér amino asit tasiyicisi, a-KG: alfa-
ketoglutarat, GDH: Glutamat Dehidrojenaz, AAT: Aspartat aminotransferaz, PAG: Fosfat-
aktiviteli glutaminaz, TCA siklusu: Trikarboksilik asit (Krebs) dénglsl, GS: Glutamin Sentaz
(Stobart & Anderson, 2013’den modifiye edilerek alinmigtir).

Astrositler noéronlarin  korunmasinda ©6nemli bir takim isleviler
gercgeklestirirler. Néronlari korumalar sirasinda, koruyucu o6zellik gdsteren
cesitli molekdlleri, hiicre disi alana saliverirler. Veya hiicre disi alanda yigilan
bircok  toksik  molekuld iclerine  alip  etkisizlestirerek, néronun
mikrogevresinden uzaklastirirlar. Astrositler bazi patolojik durumlarda TNF-q,
IL-1qa, IL-1B, IL-6 gibi proinflamatuar sitokinleri de saliverirler. Baslangicta
savunmaya yonelik olarak ortama verilen bu molekdlllerin astrositlerden
saliverilmesi kroniklestiginde nérodejenerasyona  veya var olan
noérodejenerasyonun ilerlemesine neden olabilmektedir. Astrositler bu iki
yonll etkileri nedeniyle koruyucu olduklari gibi zarar verici de olabilirler.
Astrositlerden saliverilen en énemli néron koruyucu gliotransmitterler BDNF,
NGF, ADNP, H,S, GSH, laktat ve GABA olarak bildiriimektedir (Angulo vd.,
2008; Bélanger & Magistretti, 2009; Orellana & Stehberg, 2014; Rappold &
Tieu 2010; Sofroniew & Vinters, 2010; Zhou & Tang, 2011). Ayrica
astrositler glutamat, ATP, adenozin ve GABA gibi noéronlarin elektriksel
aktivitesinde aktif rol oynayan molekdllleri salivererek, sinaptik bilgi
tasinmasinin dizenlenmesinde direkt rol oynarlar ve néronlarin uyariimasini
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modile ederler (Barres, 2008; Bélanger & Magistretti, 2009; Rappold &
Tieu, 2010).

Astrositler saliverdikleri gliotransmitterler aracih sinaptik bilgi
tasinmasi Uzerinde gucla, uzun sureli ve kalici etkiler
goOsterebilmektedirler. Bu etkiler arasinda, sinapslarin olusmasi, devamlihgi
ve sinirlandiriimasi sayilabilmektedir (Araque vd., 1999; Barres, 2008;
Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky vd., 2010). Astrositlerin sinaptik
moddilasyon Uzerindeki bu gulgll etkileri sinir sisteminin gerek fizyolojik
gerekse patolojik durumlari igin gegerlidir.

Astrositler, yuzey membranlarinda birgok nérotransmitter, sitokin,
bliyume faktord reseptorlerini ve cesitli iyon kanallarini
bulundurmaktadirlar. Ayrica, pre ve postsinaptik ndronlarla gap
junctionlarla baglanti halindedirler. Iyon kanallari ve gap junctionlar
nedenli, astrositlerin membranindaki iyon akimlari, aksiyon potansiyeline
donismeyen, yayilimcr olmayan lokal potansiyel degisikliklerine neden
olmaktadir. (Barres, 1989; Charles, Merrill, Dirksen & Sanderson, 1991;
Nedergaard, Ransom & Goldman, 2003, Sofroniew & Vinters, 2010). Bu
lokal potansiyel degisiklikleri ile astrositler néronlarin elektriksel
aktivitelerini de dizenleyebilmektedirler.

Astrositler, néronlar icin hayati 6nem arz eden ve 6nemli bir enerji
kaynagl konumunda olan laktat molekllinin néronlara temininde baslica
roli oynayan hucrelerdir. Astrositler beyinde kan damarlarini sararak
néronlara uygun metabolik destegi saglarlar (Bélanger & Magistretti, 2009,
Pellerin & Magistretti, 1994; Pellerin, Bouzier-Sore & Aubert, 2007;
Pellerin & Magistretti, 2012; Schurr, Payne, Miller, Tseng & Rigor, 2001;
Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky vd., 2010). Noronlar htcre disi
alandan glukozu dogrudan alabilmelerine ragmen, asiri néronal aktivite
esnhasinda artan enerji ihtiyacinin karsilanmasi igin astrositlerden gelen
laktata ihtiyagc duymaktadir. Noronlarin enerji gereksiniminin arttig
durumlarda astrositlerin, astrosit-néron laktat mekigi (ANLS) olarak
belirtilen mekanizma ile enerji ihtiyacinin karsilanmasinda énemli roll
bulunmaktadir (Bélanger & Magistretti, 2009; Berthet, 2009; Pellerin &
Magistretti, 1994; Pellerin vd.,, 2007; Pellerin & Magistretti, 2012).
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Sekil 2.5. Astrosit-Noron Laktat Dolasimi.

GLUT1:Glukoz tasiyicisi 1, (Glc-6-P): glukoz-6-fosfat, GliS: Glikojen Sentaz, GliP: Glikojen
Fosforilaz, MCT1: Monokarboksilat tasiyicisil, MCT2: Monokarboksilat tasiyicisi 2, Lak:
Laktat, Pir: Piruvat. (Stobart & Anderson, 2013'den modifiye edilerek alinmistir)

ANLS’nin calismaya baslamasi, beraberinde, glikoz tasiyicisi 1 (GLUT 1)
yoluyla dolasimdan glukozun ve glutamatin astrositlere hizla alimini ve
anaerobik glikolizin uyarilmasini da tetiklemektedir. Glikolizin son Grin0 olan
laktat, astrositler tarafindan hicre disi bosluga saliverilir. Astrostitlerce
saliverilen laktat, néronlarda bulunan monokarboksilat tasiyicilar (MCTs) ile
noronlara tasinir ve noéronlarda laktat dehidrojenaz (LDH) ile pirlvata
yikilarak mitokrondiyal krebs siklusuna génderilir ve enerji kaynagi olarak
kullanihr (Bélanger & Magistretti, 2009; Maus, Marin, Israel, Glowinski &
Premont, 1999; Pellerin & Magistretti, 1994; Simpson, Carruthers &
Vannucci, 2007; Stobart & Anderson, 2013) (Sekil 2.5). Astrositler ve
néronlar arasindaki laktat mekiginin varligi birgcok calisma tarafindan
desteklenmistir (Pellerin & Magistretti, 1994; Pellerin vd., 2007; Pellerin &
Magistretti, 2012; Schurr, Payne, Miller & Rigor, 1997; Schurr, Payne, Miller,
Tseng & Rigor, 2001; Simpson vd., 2007). Deneysel eksitotoksisite
modellerinde néronun korunmasinda (Berthet, 2009; Maus vd., 1999),
posthipoksik iyilesmede (Schurr vd., 1997), serebral iskemide (Berthet,
2009), ndéronal enerji kaybinda (Cater, Benham & Sundstrom, 2001),
néronlarin normal fonksiyon ve yasaminin devamliidinda astrosit kaynakh
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laktatin dnemi gosterilmistir. Yapilan bazi calismalarda glutamat toksisitesi
durumunda sican beyninde laktat seviyesinin azaldigi bildirilmistir (Berthet,
2009; Schurr vd., 1997; Schurr vd., 2001; Stobart & Anderson, 2013). Ros
ve ark.nin sicanlarda yaptiklari bir calismada intrakortikal glutamat
inflzyonu sonucunda elde ettikleri mikrodiyalizatlarda glukoz ve laktat
Olcimleri yapilmis ve 6lcim sonucunda glukoz seviyesinde azalma, laktat
seviyesinde ise artis gézlemlenmistir (Ros, Pecinska, Alessandri, Landolt &
Fillenz, 2001). Laktatin glutamat eksitotoksisitesinde meydana gelen ndéron
ici Ca*™ artisi sonucunda olusan hicre hasarini, NMDA reseptérlerini inhibe
etmek suretiyle engelledigi, boylece noéron koruyucu rol oynadigi da
bildirilmektedir. Buna ilaveten eksitotoksisite sirasinda néronlarda olusan
enerji ihtiyacinin karsilanmasinda da énemli rol oynamaktadir (Ros, 2000;
Ros vd., 2001).

Astrositlerin anahtar bir diger o0zelligi, glikozu glikojen seklinde
depolama kapasiteleridir. Aslinda SSS glikojeninin hemen hemen tamaminin,
sadece astrositlerde depo edildigi ileri strilmektedir (Bélanger & Magistretti,
2009; Pellerin & Magistretti, 2012; Sofroniew & Vinters, 2010). No&ronlarin
glikojen sentezi igin gerekli enzimlere sahip olduklari fakat bu enzim
aktivitesinin normalde siki bir sekilde baski altinda tutuldugu bildirilmektedir.
N6éronlarda bu enzimler UPS enzimleri ile yikihp parcalanmaktadir. Bu
baskilanmanin aksamasi ile artan hcre igi glikojen, néron igin toksik olup,
apoptoza neden olmaktadir (DiNuzzo, Maraviglia & Giove, 2011; Herrero-
Mendez vd., 2009). Noéronlarda enzimlerin baskilanmasi nedeniyle glukoz,
glikojen seklinde depo edilememekte ve okside edilmektedir. Glukozun
oksidasyonu, pentoz fosfat yolaginda yapilmaktadir ve bdylece ndéronlar
kendilerini oksidatif strese karsi koruyacak molekdllerin  sentezini
hizlandirmaktadir (Bélanger & Magistretti, 2009; DiNuzzo vd., 2011; Herrero-
Mendez vd., 2009). Astrositlerdeki glikojen ise, néronlarin enerji ihtiyaclarini
karsilamak icin hizli bir sekilde mobilize olmaktadir. Glikojen yikimindan
olusan laktat, néronlarin enerji ihtiyaclarini karsilamak Gzere hicre disl alana
birakilir. Enerjinin glikojen seklinde astrositlerde depolanmasi, glikozun sinirli
oldugu durumlarda néronun yasayabilmesi icin gereklidir (Bélanger &
Magistretti, 2009; Herrero-Mendez vd., 2009).

Astrositler oksidatif strese karsi néronlarin korunmasinda ¢ok dnemli
islevleri gerceklestirmektedirler (Dringen, 2000; Rappold & Tieu, 2010;
Verkhratsky vd., 2010). Oksidatif stres, ROS Uretimi ve antioksidan
savunma mekanizmalar arasindaki dengesizlikten meydana gelmektedir.
Beyin ylksek metabolik hizi nedeniyle oksidatif strese oldukca aciktir.
Nérodejeneratif hastaliklar, travmatik beyin hasarlari ve inme gibi
durumlarda oksidatif stres gozlenmektedir. Noronlarla kiyaslandiginda
astrositlerin ROS’a karsi savunmalarn ¢ok daha guclidir. Astrositlerin
oksidatif strese karsi olan gugli antioksidatif etkileri; GSH, askorbat ve
vitamin E gibi antioksidan molekduller ile, GPx ve katalaz (CAT) gibi ROS
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detoksifikasyon enzimlerinin cok fazla miktarda olmasindan
kaynaklanmaktadir (Bélanger & Magistretti, 2009; Dringen, 2000; Rappold &
Tieu, 2010).

GSH, beyinde bulunan 6nemli bir antioksidan molektldir (Bélanger &
Magistretti, 2009; Dringen, 2000; Martin & Teismann, 2009; Rappold &
Tieu, 2010; Rice & Russo-Menna, 1998). GSH glutamat, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan (L-glutamil-L-sistein-glisin) bir tripeptittir. Néronlar
ve astrositler GSH sentezleyebilmektedirler. Ancak néronlarin kendi
GSH’larini sentezleyebilmeleri icin gerekli olan sistein temininde astrositlere
bagimhdirlar (Bélanger & Magistretti, 2009; Dringen, 2000; Rappold & Tieu,
2010). GSH sentezi noronlarda ve astrositlerde iki asamada ve iki enzim
katalizérligiinde gerceklesmektedir. Once y Glutamil-Sistein-Sentetaz (y
GCS) katalizérliginde glutamat ve sisteinden y Glutamil-Sistein olusurken,
daha sonraki asamada ise Glutatyon Sentaz (GS) katalizorliginde vy
Glutamil-Sisteine, glisin eklenmesi ile GSH olusur (Dringen, 2000; Haddad,
2002) (Sekil 2.6). Astrositler, GSH'larini tasiyici bir protein olan Multidrug
Resistance Protein 1 (MRP1) ile hlcre disi alana goénderirler. Noéronlar,
mikrogliyalar ve oligodendrositler dusik MRP1 seviyeleri nedeniyle hicre disi
alana GSH salinimi yapamazlar. Bu ylzden astrositler hicre disi GSH
seviyelerine buyuk katkida bulunurlar. Astrositlerin  htcre disi alana
saliverdikleri GSH, burada bir astrositik ektoenzim olan vy Glutamil
Transpeptidaz (yGT) tarafindan katalize edilir ve ortaya c¢ikan sistein-glisin,
ya direkt olarak ya da néronal bir enzim olan Aminopeptidaz-N tarafindan
hiicre disinda glisin ve sistein seklinde ayrildiktan sonra néronlar tarafindan
alinir ve GSH sentezi yapilir (Bélanger & Magistretti, 2009; Dringen, 2000;
Orwar vd., 1994; Rappold & Tieu, 2010). Astrositlerdeki GSH
konsantrasyonunun (~3,8mmol/L) y GCS’'In yuksek aktivitesi nedeniyle
néronlardakinden (~2,5mmol/L ) daha fazla oldugu ileri strilmektedir.
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Sekil 2.6: GSH Sentezi, GSH-GSSG-GSH Redoks Déngisi

GSH: Glutatyon, GSSG: Disilfit Glutatyon, y-GCS: y-glutamil sistein sentaz, GS: Glutatyon
Sentaz. GPx: glutatyon-peroksidaz, ROS: Reaktif Oksijen Tirleri, H,O,: Hidrojen Peroksit,
GR: Glutatyon Rediktaz, NADPH/H*: Nikotinamid (Haddad, 2002'den modifiye edilerek
alinmistir).

GSH, hicreleri ROS ve RNS’e karsi korumaktadir. GSH kolaylikla
okside ve redikte olabilen bir molekildidr. Bu 06zellikleri nedeniyle birgok
farmakolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarda onemli roller
gergeklestirmektedir. GSH, noéron ve astrositlerde daha c¢ok indirgenmis
(redikte) halde bulunurken, yuUkseltgenmis (okside) sekilde de
bulunabilmektedir. GSH bazi serbest radikalleri direkt olarak kaldirabilirken,
hidroperoksitleri ortadan kaldirabilmesi icin GPx enziminin katalizoérligine
ihtiyag duymaktadir. Oksidatif stres sirasinda GSH, GPx katalizorliginde
yukseltgenerek okside GSH’a (GSSG) donusmektedir. Bu sirada iki molekdl
GSH arasinda disilfit bagr kurularak GSSG meydana gelirken; ROS, GSH
tarafindan indirgenmis olur. Normal kosullarda GSSG, GSH rediktaz (GR)
katalizorliginde GSH'ya indirgenir ve boylece bir redoks dongisii meydana
gelmis olur (Dringen, 2000; Haddad, 2002; Martin & Teismann, 2009) (Sekil
2.6).

PH da dahil olmak Uzere, bircok nérodejeneratif hastaliklarda
GSH/GSSG oraninda azalmalar goérilmis, PH'nda GSH oraninda % 40
civarinda azalma olurken, GSSG miktarinda ise artis oldugu bildirilmistir
(Dringen, 2000; Martin & Teismann, 2009; Rappold & Tieu, 2010). MPTP ile
olusturulan Parkinson modelinde, GSH/GSSG oranindaki azalmanin nedeni; y
GCS enziminin eksikligine baglanmistir. MPTP metaboliti olan MPP*, y GCS
enziminin inhibisyonuna sebep olmaktadir. MPP*, dolasimdaki sisteinin
néronlara tasinmasini saglayan EAAT larinin fonksiyonlarini da
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engellemektedir (Dringen, 2000; Martin & Teismann, 2009; Rappold & Tieu,
2010). Ayrica MPTP maruziyeti sonucunda mikroglialardan kaynaklanan ROS
ve RNS’nin neden oldugu GSH kaybi, dopaminerjik ndéronlarda kayiplara
sebep olmakta ve PH’nin ortaya cikmasina 6énemli katkida bulunmaktadir
(Delgado & Ganea, 2003a, Delgado & Ganea, 2003b). PH vakalarinda
oksidatif stres nedenli GR enzim aktivitesinin azalmasi sonucunda,
yukseltmis GSH'In indirgenmesi yeterince yapillamamaktadir (Dringen, 2000;
Martin & Teismann, 2009). Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan deneysel
PH'nda H,0,'in detoksifikasyonunu saglayan GPx enziminin seviyesinde
azalma goérulmastir (Martin & Teismann, 2009). Bdylece ortamda metal
iyonlari varliginda H,0,, cok daha fazla toksik olan OH radikaline doniismekte
ve nodrodejenerasyonun artisina neden olmaktadir (Martin & Teismann,
2009).

Astrositler tarafindan sentezlenen ve saliverilen ¢ok gugli antioksidan,
antiapoptotik, antienflamatuar ve noéromoduilatdér o6zellik gbsteren
molekulllerden birisi de Hidrojen Sdalfir (H,S)'dir. H,S, cirik yumurta
kokusu ile karakterize, zehirli bir molektldir (Zhou & Tang, 2011). Bununla
birlikte bircok c¢alisma go6stermistir ki H,S, vicudun cesitli yerlerinde
uretilmekte ve 0ozellikle sinir sistemi ve kardiyovaskuller sistemin gesitli
fizyolojik fonksiyonlarinda énemli roller oynamaktadir (Wang R., 2002). H,S,
insan vicudunda Cistation B-Senthaz (CBS), Cistation y-Lyaz (CGL) ve 3-
Merkaptopiruvat Sulfir Transferaz (3MST) tarafindan Uretilmektedir (Abe &
Kimura, 1996; Zhou & Tang, 2011). Bunlardan CBS daha cok astrositlerde
3MST ise noéronlarda bulunurken, CGL kardiyovaskiler sistemde
bulunmaktadir (Enokido vd., 2005). H,S’in néronlar oksidatif strese karsi
korudugu ilk olarak Y. Kimura ve H. Kimura tarafindan bildirilmistir. Bu
arastirmacilar calismalarinda néron kdalturlerinde, glutamat eksitotoksisitesi
sonucu olusan oksidatif strese karsi H,S’in noéronlari 6limden kurtardigini
rapor etmislerdir. Ayni calismada H,S’in bir tlr insan ndéroblastoma hiicresi
olan SH-SY5Y hdcrelerini, peroksinitrit ve hipokloréz asit tarafindan
olusturulan oksidatif strese karsi korudugu gosterilmistir (Kimura & Kimura,
2004). Lu ve ark. yaptiklarn bir calismada H,S’in astrositleri, H,O>'nin neden
oldugu noéronal hasarlara karsi korudugunu gostermislerdir (Lu, Hu, Hu &
Bian, 2008). H,S’in cok glglu bir antioksidan olan GSH seviyesini artirarak,
noronlari oksidatif strese karsi korudugu ve GSH sentezinde kullanilan
sisteinin hiicre i¢i konsantrasyonunu ve y GCS enziminin aktivitesini artirdigi
bildirilmektedir (Kimura & Kimura, 2004). H,S, ROS’un ve RNS’in
istenmeyen etkilerini ortadan kaldirarak néronlari oksidatif strese karsi
korumaktadir (Zhou & Tang, 2011). Kida ve ark., farelerde MPTP ile
olusturulan deneysel Parkinson modellerinde H,S inhalasyonunun
nigrostriatal bdlgedeki dopaminerjik ndéronlari ve glialari apoptozise karsi
korudugunu gostermislerdir (Kida vd., 2011). H>S mitokondrial fonksiyonu
koruyarak antiapoptotik etkiler gdstermektedir. H,S mitokondrial porlarin
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gecirgenligini inhibe ederek, kaspaz kaskatinin aktivasyonunu sadlayan ve
dolayisiyla apoptozise neden olan sitokrom C’'nin mitokondriden hicrenin
sitozoline gecisini engellemektedir (Hu, Lu, Wu, Wong & Bian, 2009).
H,S’in, SH-SY5Y hdicrelerini MPP*, 6-OHDA, rotenon gibi ndrotoksinlerin
apoptotik etkilerine karsi korudugu rapor edilmistir (Hu vd.,2009). Lee ve
ark. NaHS ve H,S salgilatan nonsteroidal antienflamatuarlarin (NSAID),
mikroglia ve astrositlerde NFxB yoladgiyla proinflamatuar mediatorler olan
TNF-a, IL-6 ve nitrit iyonlarinin salgilanmalari ile olusan inflamasyonu geriye
dénlstirerek  SH-SYS5Y  hicrelerini norotoksisiteden kurtardiklarini
godstermislerdir (Lee, Sparatore, Del, McGeer & McGeer, 2010). Ayrica SH-
SYS5Y hucreleri mikroglialarla birlikte kultire edildiklerinde ve mikroglialara
rotenon uygulanmasi sonucunda SH-SYS5Y hicreleri canliliklarini devam
ettiremezlerken mikroglialara NaHS uygulanmasi ile durumun tersine
dondugid gorulmistir (Hu, Wong, Moore & Bian, 2007). Bu bilgilerden
anlasildigi Gzere H,S, mikroglia aktivasyonu sirasinda mikroglialardan
proinflamatuar faktoérlerin saliveriimesini inhibe ederek, néroinflamasyonu
engellemekte ve néron koruyucu etki gostermektedir (Hu, Lu, Hon & Bian,
2011). H,S, ndéron ve glia arasindaki sinyal iletimine etki ederek sinaptik
aktivitenin reglle edilmesinde de rol almaktadir. Yapilan bir takim
calismalar, H,S'in glialarda Ca?* homeostazisinde etkili olduklarini
gostermistir. Mikroglialarda hiicre disi Ca®*’un hiicre igerisine aliminda rol
alirlarken, Nagai ve ark. H,S'in astrositlerde hiicre igi Ca** konsantrasyonunu
yukselterek, kalsiyum dalgalanmalarini arttirdiklarini géstermislerdir (Nagai,
Tsugane, Oka & Kimura, 2004). Bu bulgular H>S’in ndéron ve glialar
arasindaki iletimi kolaylastirdiginin ve néromodulator etkilerinin oldugunun
gbstergesidir (Zhou & Tang, 2011). Sicanlarda nérotoksik bir molekul olan 6-
OHDA ile olusturulan PH modelinde korpus striatumda H,S Uretiminin % 25
oraninda azaldigi rapor edilmistir (Hu vd., 2010; Zhou & Tang, 2011). H,S,
mikroglia ve astrositlerde NO ve TNF-a salinimini azaltarak antienflamatuar
etki gbstermektedir. Bu yonuyle de PH gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavilerinde rol alabilecekleri iddia edilmektedir. Yapilan literatlr
taramasinda PH modellerinde striatal H,S dizeyinin 6lglildigl cok az sayida
literatlre rastlanmistir (Hu vd., 2010).

Astrositlerden saliverilen, néron koruyucu ve noérotrofik 6zellik
gosteren diger bir molekll, ADNP’dir. ADNP, beyin gelisiminde rol oynayan
cok énemli bir peptittir ve ilk olarak, klonlanmis fare kanser hiicrelerinde VIP
ile aktif hale gelen gen olarak tanimlanmistir (Bassan vd., 1999; Montesinos
vd., 2010). ADNP, bir transkripsiyon faktéradir (Gozes vd., 2000) ve ADNP
geninin insan, sican ve fare genomlarinda bulundugdu, insan ve fare beyninde
en ¢ok serebellum, hipokampus ve serebral kortekste yer aldigi bildirilmistir
(Gozes vd., 2007; Montesinos vd., 2010). ADNP néron ve glial hlcrelerin
hem nlkleus hem de sitoplazmalarinda bulunmaktadir (Furman vd., 2004;
Mandel, Spivak-Pohis & Gozes, 2008). ADNP’nin néron koruyucu peptitlerin
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tretiminde &nemli rol oynadigi bildiriimektedir. Ozellikle ndéronlarin
farklilasma dénemlerinde strese maruz kalmalari durumunda ADNP énemli
néron koruyucu etki gdstermektedir. ADNP’nin, hlcre mikrotibdullerinin
reorganizasyonunda ve hicrelerin morfolojik dedisikliklerinde rol oynadigi ve
hicre icindeki dagiliminin hicresel hareketler acisindan o6nemli oldugu
bildirilmektedir. ADNP’nin, nikleer ve sitoplazmik ¢ift yonlli sinyallerin
alinmasi ve goénderilmesinde rolinin oldugu disltnidlmektedir (Mandel vd.,
2008; Zamostiano vd., 2001). ADNP’nin, sinir sistemi yapilarini gtclendirdigi
(Bassan vd., 1999; Mandel vd., 2008 Zamostiano vd., 2001 ), néronlarin
farklilasmasi ve aksonal gelisim icin 6nemli oldugu belirtiimektedir
(Montesinos vd., 2010; Quintana vd., 2006). NAP, ADNP’den tlireyen sekiz
amino grup asitli bir peptit olup gok glgli néron koruyucu etkiye sahiptir.
NAP ADNP’nin bir metaboliti olarak kabul edilmekte ve klinikte
noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Bassan  vd.,
1999; Gozes, 2007, Montesinos vd., 2010; Zamostiano vd., 2001). Prenatal
dénemde etanole maruz birakilan fétislerden izole edilen astrositler, kontrol
fotluslerinden izole edilen néronlarla birlikte kdiltlire edildiklerinde, néronal
biylimede, farklilasmada ve sinaptik baglantilarda kontrol astrositleri ile
birlikte klltire edilenlere kiyasla belirgin sekilde azalma gérilmus ve ortama
NAPIn ilave edilmesiyle durum tersine donerek dlizelme g6zlenmistir
(Mandel vd., 2008; Pascual & Guerri, 2007). NAP'In yeni dogmus sicanlara
ait serebral korteks ndéron kdultlrlerinde, bir nérotoksin olan tetradotoksinin
néronlarda yapmis oldugu elektriksel uyari blokajini ve apoptozisi engelledigi
ve Alzheimer hastaligi ile iliskili olan B-amiloid peptit kaynaklh noéron
olimlerini azalttigi ileri strilmektedir (Montesinos vd., 2010). NAP’In ndronal
mikrotlbdl affiniteli bir ajan molekdil oldugu bildirilmektedir (Cochav Holtser,
Divinski & Gozes, 2006; Matsuoka vd., 2007; Montesinos vd., 2010). Sican
hippokampal néron hlcre kultirlerinde Kainik Asit eksitotoksisitesine karsi
NAP’In néron koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Cosgrave, McKay, Morris,
Quinn & Thippeswamy 2010). Makrofajlarda ADNP nin VIP’e yanit veren bir
gen oldugu gosterilmistir. LPS ile aktive edilen makrofajlardan saliverilmesi
artan TNF-a, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinler kultlir ortamina
ilave edilen NAP ile azaltilmistir (Quintana vd., 2006). Mandel ve ark.
organogenez ve nodrogenezde ADNP geninin  rolinin oldugunu
bildirmektedirler (Mandel, Rechavi & Gozes, 2007). Yapilan bir calismada VIP
ve ADNP/NAP sistemlerinin fonksiyonel 6nemi g6z 6nunde tutularak, kortikal
astrositlerin  gelisiminde  VIP'in  hangi reseptorler yoluyla ADNP
ekspresyonunu artirdigi ve ADNP ekspresyonunun astroglial hicrelerin
yasiyla iliskisinin arastirlmasi amaclanmistir. VIP’in astrositlerden VPAC2
reseptori araciligi ile ADNP salinimini uyardigi, VPAC2 reseptérinin beyin
gelisimi icin gerekli sinyal iletiminde cok 6nemli oldugu, astrositlerde ADNP
ekspresyonunun yasa bagl oldugu gosterilmistir (Zusev & Gozes , 2004).
ADNP’nin noérotrofik ve néron koruyucu oOzellikleri nedeniyle &zellikle
astrositlerden VIP tarafindan saliverilmesi ile nérodejeneratif hastaliklarda
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onemli rol oynayabilecedi disinilmektedir (Bassan vd., 1999; Montesinos
vd., 2010).

Astrositlerden saliverilen bir diger molekll, beyinde ana inhibitor
norotransmitter olan GABA'dir. Yapilan calismalar GABA'nin sadece
GABAerjik ndronlardan sentezlenip saliverilmedigini, astrositlerin de
GABAerjik ve GABAseptif olduklarini géstermistir (Angulo vd., 2008; Araque
vd., 1999; Yoon, Woo & Lee, 2012). Astrositlerin GABAerjik olmalari
nedeniyle GABA bir gliotransmitter olarak da tanimlanmaktadir (Angulo vd.,
2008; Araque vd., 1999; Yoon, Woo & Lee, 2012). Astrositlerlerden
saliverilen GABA Ugli sinaps yapisina bagli olarak noéronlardaki GABA
reseptdrlerini de aktive edebilmektedir (Angulo vd., 2008; Araque vd., 1999;
Lee vd., 2011; Verkhratsky vd., 2010; Yoon vd., 2012). Astrositlerden
saliverilen GABA noéronlarda tonik inhibisyon yapmaktadir (Glykys & Mody,
2007; Héja Laszlé vd., 2012; Lee vd., 2011; Yoon vd., 2012). Astrositler
tarafindan ndronal aktivitenin tonik inhibisyon ile dizenlenmesi fizyolojik
6neme sahiptir. Néronlarin GABAerjik inhibisyonu fazik ve tonik olmak Uzere
ikiye ayrilir. Fazik ve tonik inhibisyon, sinaptik ve ekstrasinaptik alanda
bulunan disik ve vylksek affiniteli GABAax reseptorlerinin uyarilmasi ile
olmaktadir. Ektrasinaptik alanda bulunan vylksek afiniteli, yavas
duyarsizlasan reseptorler dustuk GABA konsantrasyonlarinda tonik
inhibisyondan sorumludurlar (Belelli vd., 2009; Brickley & Mody, 2012; Héja
vd.,2012; Semyanov, Walker, Kullmann & Silver, 2004). Astrositlerden
GABA saliverilmesinin ekstrasinaptik GABAa reseptdrlerinin uyarilmasi igin
onemli bir kaynak olusturdugu ileri slridlmektedir (Héja vd.,2012;
Soghomonian & Martin, 1998; Wu, Wang & Richerson, 2006). Bu nedenle
GABA tarafindan olusturulan tonik inhibisyon, PH da dahil olmak Uzere
epilepsi ve stroke gibi patofizyolojik rahatsizliklarin tedavisinde artan bir
oneme sahiptir (Coulter & Tore, 2012; Glykys & Mody, 2007; Héja
vd.,2012).

GABA beyinde iki yolla sentezlenmektedir. Bu sentez vyollarindan
birincisi glutamattan GAD enzimi araciligi ile gercgeklesirken, digeri ise
poliamin grubundan spermin ve spermidin preklrsérid olan putresinin
monoasetilasyonu ile olusmaktadir (Angulo vd., 2008). Putresinin
asetillenmesi sonucu olusan monoasetil putresinin, MAO ile degradasyonu
sonucunda GABA sentezi gerceklesmektedir. Bu tip GABA sentezi daha c¢ok
immatlr ndéron ve astrositlerde goérilmektedir (Angulo vd., 2008). Eriskin
néron ve astrositlerde GABA sentezi, klasik olarak bilinen GAD enzimi yolagi
ile gergeklesmektedir. GAD enziminin bilinen iki gesidi vardir. Bunlardan
birisi 67k-Da adirliginda olan GAD1 veya GAD 67, digeri ise 65k-Da
agirhginda olan GAD2 veya GAD 65'dir (Angulo vd., 2008; Erlander,
Tillakaratne, Feldblum, Patel & Tobin 1991; Soghomonian & Martin, 1998;
Yoon vd., 2012). Noronlarin blylk codgunlugu her iki tip enzimi de
bulundurmaktadir. GAD 67 daha c¢ok sitoplazmada GAD 65 ise akson

32


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Junsung+Woo%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22C.+Justin+Lee%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Junsung+Woo%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22C.+Justin+Lee%22

terminallerinde  bulunmaktadir (Soghomonian & Laprade, 1997;
Soghomonian & Martin, 1998). GAD 67 sinaptik bilgi tasinmasinin yanisira,
daha ¢ok sinaptogenezis icin trofik faktoér, ndéron koruyucu, enerji kaynagi ve
oksidatif stres esnasinda redoks potansiyeli duzenleyicisi gibi genel
metabolik aktivite gésteren GABA'nin sentezlenmesinde, GAD 65 ise baslica
noérotransmitter olarak davranan GABA'nin sentezinde islev gdrmektedir
(Buddhala, Hsu & Wu , 2009; Soghomonian & Martin, 1998; Yoon vd.,
2012). GABA'nin A, B ve C olmak Uzere g tip reseptértd bulunmaktadir.
GABAA ve GABAc iyonotropik, GABAg ise metabotropiktir (Ganong, 2010).
Yapilan elektrofizyolojik calismalarda astrositlerde daha c¢ok GABAa
reseptorlerinin bulundugu gosterilmistir (Fraser vd., 1995; MacVicar, Tse,
Crichton & Kettenman, 1989). Astrositlerdeki GABAa reseptorlerinin
aktivasyonu sinaptik iletimde, sinaps sekillenmesi ve stabilizasyonunda
onemli rol oynamaktadir (Matsuani & Yamamoto, 1998). Astrositler, sinaptik
araliga noéronlar tarafindan saliveriien GABA ve glutamat gibi
noérotransmitterleri, membranlarinda bulunan tasiyici molekdller aracili geri
alirlar. Bu durumda, ndrotransmitterlerin hicre disi sividaki duzeylerinin
bazal seviyede kalmalarn saglanmaktadir. Astrositlerdeki, hem glutamat hem
de GABA tastyicilarinin tasima gugleri, hicre igi ve disindaki Na iyonunun
konsantrasyon gradientine baglidir (Kanner, 2006; Wu vd., 2006).
GABA'nin GAT1, GAT2 ve GAT3 olmak Uzere (g tipi tasiyicisi bulunmaktadir,
bunlardan GAT1 ve GAT3 astrositlerde oldukca yuksek miktarda
bulunmaktadir (Héja vd.,2012; Lee vd., 2011). GABA astrositlere alindiktan
sonra hizl bir sekilde GABA-Transaminaz (GABA-T) ile suksinik asite katalize
edilerek krebs siklusuna katilmakta ve buradan tekrar glutamat
sentezlenmektedir. Astrositlerdeki bu glutamat, direkt olarak astrositlerden
saliverilebildigi gibi, GSH ve tekrar GABA sentezinde kullanilabilmektedir.
(Angulo vd., 2008; Buddhala vd.,2009; Coulter & Tore, 2012; Lee vd., 2011)

GABA, SSS’de dnemli inhibitér bir nérotransmitter olmakla birlikte,
antienflamatuar 6zellik de gdsteren bir molekuldir (Angulo vd., 2008; Lee
vd., 2011a; Lee vd., 2011b). Yapilan bir calismada GABA'nin astrositlerde ve
mikroglialarda NFxB ve P-38 MAP kinaz inflamatuar yolaklarini inhibe ederek
TNF-a, IL-6, lipopolisakkarit ve IF-y'nin saliveriimelerini engelledigi ve
bdylece antienflamatuar etki gosterdigi bildiriimektedir (Lee vd., 2011a; Lee
vd., 2011b). Beyinde PH ile iliskilendiriimis GABA seviyelerini gdsteren
cesitli calismalar bulunmaktadir (Coune vd., 2013; Hossain &, Weiner 1995;
Korkmaz vd., 2010; Lindefors, Brodin, Tossman, Segovia & Ungerstedt,
1989; Robertson ,Graham, Sambrook & Crossman, 1991; Wu vd.,2006;
Yeung vd., 2003). Bir calismada sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan PH
modelinde, VATh de GABA seviyelerinde azalma oldugu Dbildirilmistir
(Korkmaz vd., 2010). Lindefors ve ark. ise sicanlarda yaptiklar bir calismada
6-OHDA ile olusturduklar Parkinson modelinde striatumda GABA dlizeyinde
artis bildirirken, SN’da herhangi bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir
(Lindefors vd., 1989). Maymunlarda MPTP ile olusturulan Parkinson
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modelinde ise GP’da GABA seviyelerinde artis bildirilmistir (Robertson
vd.,1991).

Bu bilgiler cercevesinde GABA, PH'nin patoloji ve tedavisinde dikkate
alinmasi gereken 6nemli bir ndrotransmitter olarak goérilmektedir. Burada
astrosit kaynakli GABA'nin da, BG devresinin normal c¢alismasinda ve
PH'ndaki 6nemi ayrica dusuntlmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER:

Calismamizda her iki cinsiyet grubundan toplam 30 adet, 200-250 gr.
agirhginda, vyetiskin Spraque-Dawley tird sicanlar kullaniimistir. Calisma
oncesinde gerekli olan etik kurul onayi, Eskisehir Osmangazi Universitesi
Tibbi ve Cerrahi Deneysel Arastirma Merkezi(TICAM)'nden 17.11.2011
tarihinde 242 karar numarasi ile alinmistir.

Arastirmalarimizda stereotaksimetrik cerrahi, motor fonksiyon testi
(Rotasyonmetri), perfuzyon fiksasyonu mikrodiyaliz ve imminohistokimya
yontemleri kullaniimistir.

Galismalarimizda Rotasyonmetrik veriler, ANOVA testi ile
dederlendirildikten sonra gruplar arasindaki farkliliklar, Kruskal-Wallis testiyle
gerceklestirilmistir. GABA, glutamat, GSH ve laktat konsantrasyon sonuglari
ile immuinohistokimyasal isaretleme verileri ANOVA testi ile degerlendirilmis,
gruplar arasi farkhliklarin karsilastirilmalar ise Tukey coklu karsilastirmal
test ile gergeklestirilmistir. Istatiksel analizler Graph-Pad Software (San
Diego, CA, USA) kullanilarak yapilmistir. Veriler ortalama = standart hata
olarak sunulmustur. p<0,05, istatistiksel olarak anlamli olarak kabul
edilmistir.

Arastirmalarimiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu’na 201211028-B projemiz ile talepte bulundugumuz
malzemelerin temin edilmesini takiben 2012-2014 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir.  Calismalarimizin  stereotaksimetrik cerrahi, motor
fonksiyon testi, perflizyon fiksasyonu ve mikrodiyaliz boélimleri Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji laboratuvari’nda, HPLC islemi
Eskisehir Anadolu  Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Analitik kimya
laboratuvari’'nda ve immilnohistokimya kismi ise Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Anmatomi laboratuvari’nda gergeklestirilmigtir.

3.1. Kullanilan Materyaller:

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler:

GSH :Taufkirchen, Almanya
L-Glutamat :Taufkirchen, Almanya
o-ftalaldehit (OPA) :Taufkirchen, Almanya
B-merkaptoetanol (BME) :Taufkirchen, Almanya
Sodium tetraborat :Taufkirchen, Almanya
Potasyum fosfat :Taufkirchen, Almanya
Fosforik asit :Taufkirchen, Almanya
Borat tamponu :Taufkirchen, Almanya
Laktik asit Sigma :Taufkirchen, Almanya
Asetonitril :Merck GmbH; Darmstadt, Almanya
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Metanol

Etanol

GABA
Paraformaldehit
PBS

Ultra saf su

Uretan
Ketamin
Ksilazin
6-OHDA
Askorbik asit
Apomorfin
VIP

antiGAD
antiADNP
antiGFAP

3.1.2. Kullanilan cihazlar:

Hassas terazi

Buzdolabi

Perflizyon pompasi
Mikrodiyaliz pompasi
Mikrodiyaliz probu

Diyalizat toplayici
Stereotaksimetrik dlizenek
Vorteks

HPLC cihazi

HPLC oto 6rnekleyici

HPLC kolon firini

HPLC pompasi

HPLC dedektéru (floresans)
HPLC dedektéra (dizi diyot )
HPLC kolonu

HPLC kolonu
HPLC data programi

Isitici ped
Rotasyonmetrik sistem

Beyin Blokeri
Istatistik programi

:Merck GmbH; Darmstadt, Almanya
:MEY, Turkiye

:Acros OrganiKS; New Jersey, NY, ABD
:Merck, Almanya

:Santa Cruz, Ispanya

:Millipore Synergy Water Purification
System; Rotterdam, Hollanda

:Sigma, A. B. D.

:Bayer, Almanya

:Bayer, Almanya

:Sigma, A. B. D.

:Merck, Almanya

:Sigma, A. B. D.

:Sigma, A. B. D.

:abcam, Cambridge, Ingiltere

:abcam, Cambridge, Ingiltere
:calbiochem, Darmstadt, Almanya

:E12139, Ohaus, Isvicre

:Argelik, Tarkiye

:KD Scientific, Amerika

:CMA 102, CMA Co. , Isvec

:CMA 12(PAES Memb. ), CMA Co., Isvec
:CMA 170, CMA Co. , Isvecg

:Kopf 5600, David Kopf Ins. , A. B. D.
:NM110, Nuvemix, Turkiye

:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Agilent 1260 Waldbornn, Germany
:Zorbax, Extend-C18 Waldbornn,
Germany

:Phenomenex, Synergi Hydro-RP 80 A&
A.B.D

:ChemStation, LC3D systems, Rev. B.04.
03Waldbornn, Germany

:CMA 149, CMA Co. , isveg

:Rota Count 8(PC bazed), Col., Inst.
A.B.D.

:Kopf PA-001, David Kopf Inst. , A.B.D.
:Graph-Pad Software, A. B. D.
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3.2. YOontem:

Calismada her iki cinsiyet grubundan toplam 30 adet, 200-250 gr.
agirhginda, yetiskin, Sprague-Dawley tlrd sicanlar kullanildi. Hayvanlar 3
gruba ayrildi. Gruplar:

Grup 1 (Sham (Taklit Operasyon) grubu, n=10): Bu grup kontrol
grubu olup, hayvanin korpus striatumuna intrastriatal olarak % 0.3'lik 2 pL
askorbik asit cozeltisi ve % 0.9'luk tuz cozeltisi (serum fizyolojik (SF))
stereotaksimetrik sistem kullanilarak verilmistir. Daha sonra 14 gln
boyunca SF uygulamasi 2 glnde bir, i.p. olarak devam etmistir.

Grup 2 (6-OHDA verilen grup, n=10): Bu grup, Parkinson modeli
olusturulan grup olup, hayvanlara intrastriatal olarak 2 pL % 0.3’lUk askorbik
asit ve SF c¢ozeltisi icerisinde hazirlanmis olan 12 ug 6-OHDA (6 ug/uL),
stereotaksimetrik sistem kullanilarak verilmistir. Daha sonra bu gruba da,
14 gin boyunca SF uygulamasi 2 gunde bir, i.p. olarak devam etmistir.

Grup 3 (6-OHDA verilen ve VIP tedavisine alinmis olan grup,
n=10): Bu grup, Parkinson modeli olusturulduktan sonra VIP tedavisine
alinmis olan gruptur. Parkinson modeli olusturulduktan 1 saat sonra
baslamak (izere SF icerisinde hazirlanmis olan ViP, 25 ng/kg olacak sekilde
i.p. olarak uygulanmistir. VIP tedavisi 14 giin sireyle iki giinde bir devam
etmistir.

3.2.1. Deneysel Parkinson modeli olusturulmasi:
Kullanilacak ¢ézeltilerin hazirlanmasi:

Parkinson modeli olusturulacak sicanlarda kullaniimak Uzere (2. ve 3.
gruplar) 6-OHDA hidroklorit, % 0.9'luk NaCl ¢ozeltisi icerisinde ¢bzulmus 2
ML % 0.3'luk askorbik asit c¢ozeltisi icerisinde 12 pg/sican olacak sekilde
hazirlandi. Kontrol grubu (1.grup) icin, SF igerisinde ¢o6zllmus 2uL % 0.3tk
askorbik asit ¢ozeltisi, 3. grup icin VIP, 25 ng/kg olacak sekilde SF icerisinde
hazirlandi. Mikrodiyaliz isleminde perflizyon sivisi olarak yapay beyin-
omurilik sivisi (BOS) (Ringer) kullanildi.

Korpus Striatum’da Lezyon olusturulmasi:

Lezyon olusturma asamasindan 6nce siganlar ketamin (75 mg/kg i.m. )
+ xylazine, (38 mg/kg i.m.) kombinasyonu ile anestezi altina alindi. Yeterli
miktarda anestezi derinligine ulasildiktan sonra, sicanlarda lezyon olusturma
asamasina gecildi. Bu asamada stereotaksimetrik sistem (Kopf) yardimiyla
sican beyninde korpus striatuma girilip (Stereotaksimetrik koordinatlar
striatum icin: Anterior-Posterior (AP):1.60; Lateral (L):2.6; Vertikal (V):5.1,
Bregmaya gbre, Watson-Paxinos sican beyni atlasindan (Paxinos & Watson,
1997) faydalanilarak) Hamilton mikroenjeksiyon enjektord araciligi ile Sham
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gruplari icin 2 pyL askorbik asit c¢o6zeltisi, Parkinson modeli olusturulacak
gruplar icin 2 pL 6-OHDA c¢oézeltisi enjekte edildi. Enjektérin korpus
striatuma vyerlestiriimesi islemi, dokuya daha az zarar vermek amaciyla
yavas bir sekilde 2 dk.” lik bir strede gerceklestirildikten sonra, 6-OHDA ve
askorbik asit enjeksiyonu islemi emilimin daha iyi saglanmasi icin 3dk.’da
gerceklestirilmistir. Cozeltilerin enjeksiyonundan sonra enjektor ignesi
cikarilmadan énce korpus striatumda 3 dk. bekletildi. Enjektorin cikariimasi
islemi ise bu esnadaki vakumlama etkisinin dntine gecebilmek icin 2dk.’lik bir
surede gerceklestirilmistir. Operasyon sirasinda sicanlarin vicut isilari rektal
termometre ve isitici ped (CMA 149) aracihdi ile 37+0.5 C°’de sabit tutuldu.
In vivo islemler hayvanlardaki giin ici ritim dedisiklikleri géz 6éninde
bulundurularak her sigan icin glnun ayni saatlerine denk getirilerek
gerceklestirildi. Operasyon sonrasi kafatasi Gzerindeki kesi steril kosullarda
dikkatlice dikilerek, sicanlar 6zel kosullarda farkh kafeslerde bakima alindi.

3.2.2. Rotasyonmetrik Ol¢iim:

Sicanlara korpus striatuma 6-OHDA ve SF enjekte edilmesinden
sonraki ondérdinclt gunde, SF icerisinde ¢bdzilen 0.05 mg/kg apomorfin i.p.
olarak enjekte edildi. Apomorfin enjeksiyonundan 10 dk. sonra bilgisayar
destekli rotasyonmetri cihazina (Columbus Instruments Inc.) badlanarak
motor fonksiyonlari 90 dk. suresince kaydedildi. Rotasyonmetrik veriler;
saat yonu (CW), saat yonunun tersine (CCW), yari saat yonu (PCW) ve yari
saat yonunun tersine (PCCW) doniler seklinde kaydedildi. Hesaplamalar
saat yonunun tersine olan donulerden, saat yénine olan dénuler gikarilarak
yapildi. Negatif degerler sifir olarak degerlendirildi.

3.2.3. Mikrodiyaliz:

Rotasyonmetrik 6lcimden 1 gin sonra, siganlar Uretan anestezisi (1.5
g/kg i.p) altinda stereotaksimetri cihazina yerlestirilerek, GABA, glutamat,
GSH ve laktat 6lcimuU icin, korpus striatumdan (AP:1.60; L:2.6; V:5.1,
Bregmaya gobre) mikrodializatlar toplandi (Paxinos & Watson, 1997)
Mikrodiyaliz islemi icin CMA/12 PAES membranh (maksimum por capi 20.
000 dalton, membran uzunlugu 3 mm, membran ¢api 1mm olan) problar
kullanildi. Prob Korpus Striatuma yerlestirildikten sonra, yapay BOS cézeltisi
ile, perfizyon hizi 2 pL/dk olacak sekilde perfiizyona baslandi.  Olgiim igin
ilk seksen dk. dan sonra toplanan numuneler kullanilmistir. Olciim
numuneleri, yirmi dk ara ile 4 kez toplanmistir. Mikrodiyalizatlar, sogutuculu
oto-diyalizat (CMA 170) toplayici ile +4 °C’de kapakh polipropilen tiplere
toplanmistir ve toplanan nimuneler -70 °C ‘de muhafaza edilmistir.

38



3.2.4. Ekstraselluler GSH, Laktat, Glutamat ve GABA
duzeylerinin dlguimiui:
Kullanilan cihazlar:

GSH, glutamat ve GABA analizleri icin floresans detektdér, oto
ornekleyici, kolon firini ve ikili pompadan olusan Agilent 1260 Infinity sivi
kromatografisi (Waldbornn, Almanya) kullanilmistir. Veri degerlendirilmesi
ve piklerin integrasyonu icin ChemStation, LC 3D systems, Rev. B. 04. 03
yazihmi kullaniimistir.

Analizlerin gerceklestirildigi analitik kolon olarak Zorbax, Extend-C18
(149 x 3 mm, partikll ¢api 3.5 pym) kullaniimistir.

Laktat analizleri icin dizi diyot detektdr, oto 6rnekleyici, kolon firini ve
ikili pompadan olusan Agilent 1260 Infinity sivi kromatografisi (Waldbornn,
Germany) kullanilmis olup, veri degerlendiriimesi ve piklerin integrasyonu
igin ise; Chem Station, LC 3D systems, Rev. B. 04. 03 yazilimi kullaniimistir.

Analizlerin gergeklestirildigi analitik kolon olarak Phenomenex, Synergi
Hydro-RP 80 A (250 x 4,6 mm, partikiil capi 4 pm) kullaniimistir.

Kullanilan kimyasallar:

GSH, L-Glutamat, o-ftalaldehit (OPA), B-merkaptoetanol (BME),
sodium tetraborat, potasyum fosfat, fosforik asit ve Laktik asit Sigma
(Taufkirchen, Almanya), Asetonitril ve metanol Merck GmbH (Darmstadt,
Almanya), 4-y aminobutirik asit (GABA), Acros Organics (New Jersey, NY,
ABD) firmalarindan temin edilmigtir.

Kullanilan ultra saf su Millipore Synergy Water Purification System
(Rotterdam, Hollanda) kullanilarak Gretilmistir.

Turev islemleri:

Bilesikler OPA/BME turevleri seklinde detekte edilmislerdir (Lunn &
Hellwig, 1998). Tirev islemleri ¢in 9 uL tirev ¢dzeltisi (5 mM OPA and 2 mM
BME in 0.1 M borat tamponu; pH 9.3) 12 yL mikrodiyalizat ile karistiriimis ve
kromatografik analiz dncesi 1 dakika bekletilmistir. Tdm tdrev islemleri
otomatik olarak HPLC nin oto 6rnekleyicisinde gergeklestirilmistir. Turevler
floresans detektér ile 230 nm eksitasyon ve 450 nm eksitasyon dalga
boylarinda detekte edilmistir.
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3.2.4.1. GSH, Glutamat ve GABA' nin kromatografi analizi:

Bilesenler ikili gradient elusyon kullanilarak kromatografik olarak
ayrilmiglardir. A hareketli fazi olarak (metanol: asetonitril: 40 mM
potasyum fosfat tamponu; pH 6.7), (20:2:78); B hareketli fazi olarak
(metanol: asetonitril: 40 mM potasyum fosfat tamponu; pH 6.7), (50:10:40)
kullaniimigtir.

Uygulanan gradient program:

0-4 dak, % 0 B; 4-15 dak. dogrusal Sekilde % 0 dan % 100 B; 15-20
dak. , % 100 B sabit; 20-25 dak, dogrusal sekilde % 100 den % 0 B; 25-28
dak, kolonun bir sonraki analiz icin baslangi¢ kosullarina gelmesi icin (% 0
B) gecirilmistir.

Bilesenlerin optimal ayrimi ve simetrik pikleri 30 °C kolon sicaklifinda
0,6 mL. min™! akis hizinda gézlenmistir. Tirev sonrasi toplam karisimdan 20
ML 6rnek enjekte edilmistir (Lunn & Hellwig, 1998).

3.2.4.2. Laktik asit’in kromatografi analizi:

Bilesenler ikili gradient elusyon kullanilarak kromatografik olarak
ayrilmislardir. A hareketli fazi olarak (% 0.1 fosforik asit-Su); B hareketli
fazi olarak (% 0.1 fosforik asit-metanol) kullaniimistir.

Uygulanan gradient program:

0 - 55dak. % 0 B; 5,5 - 7,5 dak. dogrusal sekilde % 0 dan % 100
B; 7,5 - 12 dak. % 100B sabit; 12-14 dak. dogrusal sekilde % 100 den %
0 B; 14-25 dak. kolonun bir sonraki analiz icin baslangi¢ kosullarina gelmesi
icin (% 0 B) gegcirilmigstir.

Bilesenlerin optimal ayrimi ve simetrik pikleri 40 °C kolon sicakhginda 1
mL.min! akis hizinda gézlenmistir. Tirev sonrasi toplam karisimdan 20 pL
ornek enjekte edilmistir.

Detektor olarak dizi diyot detektérd kullaniimis ve sinyaller 210 nm
dalga boyunda kayit edilmistir (Hallstrém, Carlsson, Hillered & Ungerstedt,
1989).
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3.2.5. Histolojik incelemeler icin yapilan islemler:

3.2.5.1. Perfiizyon Fiksasyonu:

Mikrodiyaliz isleminin tamamlanmasindan sonra prob beyinden
cikarilarak, sican stereotaksimetrik dlzenekten alindi ve daha sonra bir
klvetin icerisine sirt Usth vyatiriip ekstremitelerinden bantla sabitlendi.
Anestezi derinligi kontrol edilerek Ksifoid kikirdaktan baslanarak gogus kafesi
aclldi. Bu islem gercgeklestirilirken gdgus kafesi icerisindeki organlara zarar
verilmemesine dikkat edildi. Kalp, etrafindaki dokular uzaklastirilarak aciga
cikarildi. Peristaltik bir pompaya bagl olan kateter kalbin sol ventrikiline
yerlestirildikten sonra kalbin sag atriumuna bir kesi atilarak, perfiizyon
sivisinin ¢gilkmasina olanak saglayacak yol acildi ve perflizyon islemine
baslandi.

Perflzyon islemi icin 37,5 C°'de fosfat tamponlu salin (PBS, pH:7,4) ve
fiksatif (%4 Paraformaldehit) ¢ozeltileri kullanildi. Tampon g¢dézelti vicuttaki
kan bosalincaya kadar (5dk., 100 mL.) verildi. Fiksatif ¢dzelti ise tim vicut
istenen sertlige ulasincaya kadar (10dk., 100 mL) uygulandi. Fiksasyon
isleminin tamamlanmasinin ardindan sicanin bas kismi vucuttan ayrildi ve
kafatasi icerisindeki beyin dokusu bir bitlin olarak gikarildi. Beyin blokerine
(Kopf PA-001) vyerlestirilen beyin dokusundan striatal bdlgeler kesilerek
fiksatif ¢cdzeltiye alindi ve fiksatif gozelti icerisinde 1 gun bekletildi.

3.2.5.2. Immiinohistokimyasal Islemler:

Fiksasyonu yapilan dokulardan donduruculu mikrotom cihazi ile 30 ym
kalinliginda seri kesitler alindi ve her alti kesitten biri pozitif sarjli lamlara
yerlestirildi.  Alinan kesitlerde farkli isaretlemeler (GFAP, GAD, ADNP,
GFAP+GAD ve GFAP+ADNP) vyapildi. GFAP isaretlemesi astrositleri,
GFAP+GAD isaretlemesi astrosit kaynakh GAD’I, GFAP+ADNP isaretlemesi
ise, astrosit kaynakli ADNP’yi belirtmektedir. Kesitlere asagidaki
immunohistokimya protokoll uygulandi.

3.2.5.2.1. Immiinohistokimyasal (IHK) Boyama:
Antijenin Acida Cikarilmasi:

Doku fiksasyonu sirasinda kullanilan paraformaldehit, antijenin
maskelenmesine neden oldugu igin, yiksek isi ve basingh ortamda Sitrat
tamponlu (0.01 M, pH:6 ) solisyonda antijenin acida cikarilmasi saglandi.
Daha sonra kesitler oda isisina gelinceye kadar sogutuldu.

Immiinohistokimyasal tekli boyama:

e Kesitlerin etrafi doku sinirlama kalemi (Pap Pen) ile cizildi. Yapilan boyama
islemleri sirasiyla séyledir:
e Tris Tamponlu Salin (TBS) ile yikama :3x10dk.
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Hidrojen peroksit (%3 Aqueouse) ile yikama :10dk. (Dokudaki
endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla)

TBS ( Triton-X, % 0.3, pH:7. 6) ile yikama :3x10dk.

Arka planin bloklanmasi (%5 normal goat serumu): Oda isisinda 30dk.
sureyle uygulandi.

Primer Antikor :antiGAD (rabbit, 1/100 dilue) + antiADNP (rabbit,

1/100dilue) + antiGFAP (mouse, 1/100 dilue) :Bir gece +4 C°'de
bekletildi.
TBS ile yikama :3x10dk.

Sekonder antikor : GAD ve ADNP igin anti-rabbit, 1/200 dilue; GFAP igin
anti-mouse, 1/100 dilue,(sekonder antikor-biotin ile konjuge edilmis): 2
saat oda isisinda bekletildi.

TBS ile yikama :3x10dk.

Streptavidin Peroksidaz uygulamasi :30dk.

TBS ile yikama :3x10dk.

Alkalen Posfataz (AP) (GFAP) Novared peroksidaz kromojen (ADNP-GAD),
(Vector, ABC Elite Kit) ile boyama :3 dk.

Boyama isleminin tamamlanmasindan sonra lama vectastain- mounting

medium 2 damla damlatilarak lamel ile kapatildi. Buraya kadar olan islemler
her 3 antikor icin ayni sekilde yapiimistir.

Immiinohistokimyasal ikili boyama:

Kesitlerin etrafl doku sinirlama kalemi (Pap Pen) ile cizildi.
TBS ile yikama :3x10dk.

GFAP-GAD:

Primer Antikor GFAP (Mouse, 1/100 dilue):+4 C°'de 1 gece bekletildi

TBS ile yikkama :3x10dk

Goat-anti mouse sekonder antikor (AP ile konjuge edilmis ):3 saat oda
Isisinda bekletildi.

TBS ile yikama :3x10dk.

Vectastain AP developer (5 ml. Buffer+2 damla A+ 2 damla B) uygulamasi
TBS ile yilkama :3x10dk.

Primer Antikor GAD (Rabbit, 1/100 dilue):+4 C°'del gece bekletildi

TBS ile yikama :3x10dk.

Goat-anti rabbit sekonder Antikor ( novared peroksidaz ile konjuge
edilmis) :3 saat oda isisinda bekletildi

TBS ile yilkama :3x10dk.

ABC Elite kit (vector) (10 ml. 3 damla ) uygulamasi:30 dk. Oda isisinda
bekletildi.
TBS ile yilkama :3x10dk.
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Boyama isleminin tamamlanmasindan sonra lama aqueous-mounting
medium 2 damla damlatilarak lamel ile kapatildi.

GFAP-ADNP:

e Primer Antikor GFAP (Mouse, 1/100 dilue):+4 C°'de 1 gece bekletildi

e TBS ile yikama :3x10 dk

e Goat-anti mouse sekonder antikor (AP ile konjuge edilmis):3 saat oda
Isisinda bekletildi.

e TBS ile yikama :3x10 dk

e Vectastain AP developer (5 ml. Buffer +2 damla A + 2 damla B)
uygulamasi.

e Primer Antikor ADNP (Rabbit, 1/100 dilue):+4 C°'de 1 gece bekletildi

e TBS ile yikama :3x10 dk.

e Goat-anti rabbit sekonder Antikor ( novared peroksidaz ile konjuge
edilmis) :3 saat oda Isisinda
bekletildi

e TBS ile yikama :3x10 dk.

e ABC Elite kit (vector) (10 ml. 3 damla ) :30 dk. Oda isisinda
bekletildi.

TBS ile yikama :3x10dk.

Boyama isleminin tamamlanmasindan sonra lama aqueous- mounting
medium 2 damla damlatilarak lamel ile kapatildi.

Isaretlemelerden sonra isik mikroskobu altinda korpus striatumdaki
GFAP (+), GAD (+), ADNP (+) hucre sayimlan, korpus striatuma ait bes
bolgeden yapildi (Sekil 3.1). Bu sayimlar; her Gg¢ grupta GFAP igin iki ylz
yetmis, GAD igin yluz seksen ve ADNP icin doksan kesitte yapilmistir.
Hucreler, tekli (GFAP (+), GAD (+), ADNP (+)) ve ikili (GFAP (+)/GAD (+),
GFAP (+)/ADNP (+)) isaretlemelere gore sayilmistir (Sekil 3.2 ve 3.3).
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Sekil 3.1. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde Korpus striatumda GFAP(+), ADNP(+) ve GAD(+) hlicre sayimlarinin yapildigi
bolgeler. Skala= 400um.

L

Sekil 3.2. Siganlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde Korpus striatumda Imminohistokimyasal olarak ikili isaretlenmis hicreler.
>— : GFAP (+)/GAD(+), >: GAD (+), —: GFAP (+). Skala= 20um.
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Sekil 3.3. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde Korpus striatumda immiunohistokimyasal olarak ikili isaretlenmis hcreler.
>—>» : GFAP (+)/ADNP (+), >: ADNP (+) —»: GFAP (+). Skala= 20um.

3.2.6. Istatistiksel degerlendirme:

Tim sonuglar ortalama dederler + standart hata olarak sunulmustur.
Istatiksel analizler Graph-Pad Software (San Diego, CA, USA) kullanilarak
yapilmistir. Rotasyonmetrik veriler, ANOVA testi ile dederlendirildikten sonra
gruplar arasindaki farkliliklar, Kruskal-Wallis testiyle gergeklestirilmistir.
GABA, glutamat, GSH ve laktat konsantrasyon sonuglari ile
immunohistokimyasal isaretleme verileri ANOVA testi ile dederlendirilmis,
gruplar arasi farklihklarin karsilastiriimalari ise Tukey coklu karsilastirmali
test ile gergeklestirilmistir. p<0,05, istatistiksel olarak anlamh kabul
edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Rotasyonmetrik veriler:

Sekil 4.1, ondérdinct ginde yapilan apomorfin enjeksiyonunu takiben
kaydedilen motor fonksiyon test verilerini géstermektedir. 6-OHDA ile
olusturulan ndérodejenerasyon sonucunda sicanlarda motor fonksiyon
bozuklugu meydana gelmistir. VIP ile tedavi, olusan motor fonksiyon
bozuklugunu, kontrol dederleri diizeyine geri dondirmustir.

=) 30~
:g *
>~ m— s
et
P
Vv g 204
.L g
@
T
i |
E :g 10-
:g ©
et l
© ,—_.L|
m
.._U_), 0 \l T T
[P
+ ® pq\ov'

Sekil 4.1. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde Rotasyonmetrik verilerin bar grafik gortntist. 6-OHDA grubundaki toplam dénd
farki, kontrol ve 6-OHDA+VIP grubuna gbére anlamli derecede yuksek bulunmustur (n=10,
b3

p<0,05).

4.2. Mikrodiyaliz érneklerinden HPLC yontemi ile yapilan élgiimler:

Sekil 4.2 ve 4.3; GSH, glutamat ve GABA'nin standart ve mikrodiyaliz
cOzeltilerinden elde edilen birer kromatogram 6rnegini gostermektedir.

46



T — 77— T[T 7T T T T T T
0 5 0 5 p.d) 5 D

Sekil 4.2. GSH, glutamat, GABA standart numunelerinin HPLC yéntemiyle &lcllen analitik
kromatogram sonuclari a: GSH, b: glutamat, c: GABA

[] FD1A Ex=230, EmF450 (C\CHEM32 \1\DATAGABAGLT010513\Pv2.D)
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Sekil 4.3. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda GSH, glutamat, GABA 6rnek mikrodiyaliz numunelerinin HPLC
yontemiyle 6lgilen analitik kromatogram sonuglari. a: GSH, b: glutamat, c: GABA

6-OHDA ile  olusturulan Parkinson modelinde  striatumdaki
ekstraselliler GABA ve glutamat dizeyleri anlamli derecede degismemekle
birlikte, GSH dlizeylerinde anlamli derecede artis goézlenmistir (Sekil 4.4,
4.5, 4.6). VIP ile tedavi sonucunda GABA ve glutamat dizeyleri anlamli
derecede artis gdsterirken, GSH dulizeyleri kontrol grubu dlizeylerine inmistir.
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Sekil 4.4. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda dlgilen GABA sonuglari. 6-OHDA+VIP grubunda striatal GABA
dizeyi, kontrol ve 6-OHDA grubuna kiyasla anlaml derecede yliksek bulunmustur (n=10, *

p<0,05).
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Sekil 4.5. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson

modelinde korpus striatumda 0lgllen glutamat sonuglari.
6-OHDA+VIP grubunda striatal glutamat dlzeyi, kontrol ve 6-OHDA grubuna kiyasla anlamli

derecede yuksek bulunmustur (n=10, * p<0,05).
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Sekil 4.6. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda 6lgllen GSH sonuglari. 6-OHDA grubunda striatal GSH duzeyi,
kontrol ve 6-OHDA+VIP grubuna kiyasla anlamh derecede ylUksek bulunmustur (n=10, *

p<0,05).

Sekil 4.7A ve B; ekstrasellller laktat élcimleri ile ilgili olarak standart
ve mikrodiyaliz numune &lcimlerinden elde edilen birer kromatogram

ornegini gostermektedir.
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Sekil 4.7A. HPLC vyoéntemiyle olgllen Laktik asit standart numunelerinin  analitik
kromatogram sonuclari. a: Laktik asit

Norm.

sekil 4.

144

[] DADLA Sig=210,4 Ref=360,50 (LAKTAT_MD\LAKTAT_MD 2013-08-23 16-35-28\014-1201.0)

7B. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson

modelinde korpus striatuma ait mikrodiyaliz numunelerinde HPLC ydntemiyle 6élgilen Laktik

asit anal

itik kromatogram sonuglari. a: Laktik asit
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6-OHDA ile olusturulan Parkinson modelinde striatumdaki laktat dizeyi,
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede bir degisiklik gostermemistir (Sekil
4.8). VIP ile tedavi sonucunda korpus striatumdaki laktat diizeyinde bir
miktar azalma gdézlense de, bu azalma istatistiki olarak anlaml seviyede

bulunmamistir.
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Sekil 4.8. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda 0&lgilen laktat sonucglar. Gruplar arasinda anlamh bir farklilhk
bulunmamistir (n= 10).
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4.3. Histolojik veriler:

Immiinohistokimyasal veriler:

KS'dan alinan kesitlerde yapilan tekli ve ikili immunohistokimyasal
isaretlemelere bagli olarak, birim alanda (um?) elde etti§imiz hicre
sayllarinin ortalama dederleri Tablo 1’de gdsterilmektedir.

Tablo 1. Immiinohistokimyasal olarak tekli ve ikili isaretleme yapilan hiicrelerin ortalama
sayilari

GFAP(+)+ GFAP(+)+
GAD(+) | GFAP(+) GAD(+) ADNP(+) ADNP(+)
hiicre hiicre .. hiicre ..
GRUP hiicre hiicre
sayisi/ sayisi/ sayisi/
m?2 pm? Saylszl/ pm?2 SaY'S;/
H um Hm
KONTROL
(n=10 ) 211,44 43,21 22,47 149,24 19,62
6-OHDA
(n=10 ) 244,16 81,01 46,09 248,37 45,85
6-OHDA+VIP
(n=10 ) 289,93 66,51 35,3 304,02 57,4

Tablo 1'de (gosterilen verilere bagli olarak vyapilan istatistiki
degerlendirme sonucunda striatumda GFAP(+) hiicre sayisi, hem 6-OHDA ile
olusturulan parkinson modeli hem de VIP ile tedavi edilen gruptaki
siganlarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiksek bulunmustur. 6-
OHDA striatumda astrosit sayisini ve yogunlugunu artirmistir(reaktif

astrogliozis) (Sekil 4.9). VIP ile tedavi, astrogliozisi bir miktar azaltsa da
kontrol dlzeylerine indirememistir.
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Sekil 4.9. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda birim alandaki (um?) GFAP(+) hiicre sayilari. 6-OHDA ve 6-
OHDA+VIP grubu, kontrol grubundan anlaml derecede yliksek bulunmustur (n=10,
b 3

p<0,05).

GFAP (+) astrosit hucrelerin fotomikrograflari da, sekil 4.10 (A,B,C)
da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumdaki GFAP(+) hilicre goérintileri (beyaz oklar). A. Kontrol, B. 6-
OHDA, C. 6-OHDA+VIP grubu. 6-OHDA ve 6-OHDA+VIP gruplarinda GFAP (+) astrosit
hicrelerinin hacim ve sayica artislari dikkat gekmektedir. Skala=20pm.

GAD (+) hicre sayisi ise 6-OHDA ile olusturulan parkinson
modelinde kontrol grubuna kiyasla anlamh bir farklihk géstermemektedir
(sekil 4.11). VIP ile tedavi, GAD (+) hiicre sayisini gerek kontrol gerekse
parkinson modeli grubuna kiyasla anlamli derecede artirmistir. Bu artista
GAD (+) astrosit hicrelerinin payi ise, sekil 4.12’den anlasiimaktadir.
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Sekil 4.11. Siganlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda birim alandaki (um?) GAD(+) hiicre sayilari. 6-OHDA+VIP
grubu, kontrol ve 6-OHDA grubundan anlamli derecede ylksek bulunmustur (n=10, *
p<0,05).

_|

GFAP(+)/GAD(+)
hiicre sayisi (um?)
3

Sekil 4.12. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda birim alandaki (um?) GFAP(+)/GAD(+) hiicre sayilari. 6-OHDA
grubundaki ikili boyanan hiicre sayisi, kontrol ve 6-OHDA+ViP grubundan anlamh derecede
ylksek bulunmustur (n=10, *p<0,05).
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Sekil 4.12, GFAP(+)/GAD(+) ikili isaretli hiicre sayilariyla ilgili istatistik
verileri gbstermektedir. Burada ikili olarak isaretli htcreler GAD
ekspresyonu yapan astrosit hlcre sayisini bildirmektedir. Parkinsonlu
modelde GAD ekspresyonu yapan astrosit hiicre sayisi, kontrol ve VIP ile
tedavi edilen gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. VIP,
GAD isaretli hicre sayisini artirmakla birlikte striatumdaki GAD ekspresyonu
yapan astrosit hicre sayisini azaltmaktadir (Sekil 4.11, 4.12). Bu durum
VIP'in olasilikla GAD ekspresyonunu astrositler yerine néronlarda artirdigini
distundirmektedir.

Her G¢ grup icin GAD(+) ve GFAP(+)/GAD(+) astrosit hicre
fotomikrograflari Sekil 4.13 (A,B,C)’de gb6sterilmektedir.
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Sekil 4.13. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumdaki GFAP(+)/GAD(+) ikili isaretli hiicre gérintileri (beyaz oklar).
A.Kontrol, B. 6-OHDA, C. 6-OHDA+VIP grubu, skala= 20um.

Sekil 4.14, ADNP (+) hucre sayillan ile ilgili istatistik verileri
gbstermektedir.  Striatumda ADNP (+) hicre sayisi Parkinson modeli
olusturulan grupta kontrol grubuna gbére anlamli derecede ylksek
bulunmustur. VIP ile tedavi edilen grupta ise bu artis devam etmis ve ADNP
(+) hicre sayisi hem kontrol hem de parkinson modeli grubuna kiyasla
anlamli derecede yuksek bulunmustur. Bu artista astrositlerin payi ise, Sekil
4.15’den anlasiimaktadir.
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Sekil 4.14. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda birim alandaki (um?) ADNP(+) hiicre sayilari.

6-O0HDA+VIP grubu, kontrol ve 6-OHDA grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(n=10, ** p<0,05).

6-0HDA grubu, kontrol grubundan anlaml derecede yliksek bulunmustur (n=10, *p<0,05).

GFAP(H)ADNP(+)
hiicre sayisi (um?)
3
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Sekil 4.15. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumda birim alandaki (um?) GFAP(+)/ADNP(+) hiicre sayilari.
6-0HDA ve 6-OHDA+VIP grubunda ikili boyanan hiicre sayisi, kontrol grubundan anlamli
derecede yuksek bulunmustur (n=10, *p<0,05).
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Sekil 4.15, hem GFAP hem de ADNP ekspresyonu yapan hlicre sayilari
ile ilgili istatistik verileri gostermektedir. Parkinson modeli olusturulan grupta
ADNP ekspresyonu yapan astrosit hlicre sayisi kontrol grubuna gdre anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. VIP ile tedavi, Parkinson modelindeki ADNP
ekspresyonu artisini devam ettirmistir. Ancak bu artis Parkinson modeline
kiyasla anlamli bulunmamistir. Bu durum VIP’in ADNP ekspresyonu artisini
astrositlerden ziyade blylk olasilikla noéronlarda gerceklestirdigini
distndirmektedir.

Her Uc¢ grup icin ADNP (+) ve GFAP (+) / ADNP (+) astrosit hicre
fotomikrograflarn Sekil 4.16 (A,B,C)’de gdsterilmektedir.

59



Sekil 4.16. Sicanlarda 6-OHDA ile olusturulan ve VIP ile tedavi edilen deneysel Parkinson
modelinde korpus striatumdaki GFAP(+)/ADNP(+) ikili isaretli hlcre gorlntuleri (beyaz
oklar). A. Kontrol, B. 6-OHDA, C. 6-OHDA+VIP grubu. Skala= 20um.
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5- TARTISMA

Bu tez calismasinda 6-OHDA ile olusturulan nérodejenerasyonun korpus
striatumda astrogliozise neden oldugu, astrosit sayisi ve yogunlugundaki bu
artisa paralel olarak gucli bir antioksidan olan GSH’Iin hicreleri korumaya
yonelik ylUkseldigi gozlenmistir. 6-OHDA’ya maruziyet GSH diizeyinde artisa
neden olurken GABA, glutamat ve laktat diizeylerinde bir degisiklige neden
olamamistir. Bu molekillerin dlzeylerinin kontrol degerlerine yakin
tutulmalar da astrosit aktivitesindeki artis ile iliskilendirebilir. VIP ile tedavi
sonucunda ise reaktif astrogliosis devam ederken GSH dizeyleri kontrol
dederlerine déndirilmistir. Bu durum, VIP'in gicli antioksidan etkisinin
devreye girmesi nedenli astrosit kaynakli GSH’a gereksinim kalmadigi
izlenimini olusturmaktadir. VIP astrositler yerine, néron kaynakli GABA ve
ADNP'yi artirmistir. VIP’in neden oldudu hiicre disi GABA artisina glutamat
eslik etmistir. Bu baglamda VIP'in astrositleri devreye sokarak glutamin-
glutamat-GABA  ddngusunu hizlandirdigi disdnulmektedir. Korpus
striatumdaki laktat dizeyleri, ne nérodejenerasyon sirasinda ne de VIP ile
tedavi sonrasinda degismemistir. Laktat dlizeylerindeki dedismezlik 6-OHDA
ile olusturulan nérodejenerasyon sirasinda astrosit aktivitesindeki artisa, VIP
ile tedavide ise glutamin-glutamat-GABA ddngusundn hizlandiriimasina
baglanabilir.

6-OHDA, dopamin ndérotransmitterinin dogal halinin hidroksillenmis bir
analogu olup norotoksiktir (Blum vd., 2001). Dopaminerjik ndéronlara
alindiginda burada birikerek noronlarin yapisini hasara udratmaktadir. 6-
OHDA, néronlarda mitokondrial kompleks I'i inhibe etmekte sUperoksit ve
OH radikalleri Ureterek, néronu o6lime gdéturmektedir (Blum vd., 2001;
Rappold & Tieu, 2010; Rebecca vd., 2009; Schober, 2004). 6-OHDA ile
olusturulan PH modelinde motor komplikasyonlar meydana gelmektedir. 6-
OHDA nérotoksini ile Parkinson modeli olusturulan sicanlarda gesitli dopamin
agonistlerinin (apomorfin gibi) uygulanmasiyla kontralateral rotasyon
hareketleri, yani motor hareket bozukluklari gdézlenmektedir. Unilateral
olusturulan lezyon sonrasinda gdézlenen bu davranis bicimi, motor fonksiyon
bozukluklarinin tesbitinde dnemli bir kriterdir. Rotasyonel motor anomaliler,
6-OHDA ve MPTP gibi cesitli nérotoksinlerin Korpus Stiatumdaki dopamin
dizeylerini azaltmalari sonucunda gelismektedir (Blum vd., 2001; Delgado &
Ganea, 2003a; Korkmaz vd., 2010; Korkmaz vd., 2012; Robinson & Becker,
1983; Tuncel vd., 2005). Tuncgel ve ark. yaptiklari galismada sicanlarda 6-
OHDA ile olusturulan deneysel Parkinson modelinde VIP’in, néron 8limini
azalttigi ve korpus striatumda azalan dopamin dlzeylerini artirmadan motor
bozukluklari dramatik sekilde normale cevirdigi, myelin kaybini engelledigi
g6zlenmistir (Tuncgel vd., 2005). Bunu takiben Korkmaz ve ark. 6-OHDA ile
olusturduklari deneysel Parkinson modellerinde bir dopamin metaboliti olan
3,4-dihidroksifenil-asetikasit (DOPAC)'In  striatumdaki  dlzeyleri ve
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dopamin/DOPAC oranini dlgmisler ve VIP'in motor fonksiyonlari geri
getirirken dopamin/DOPAC oraninda bir degisiklik yapmadigini, striatal
dopamin metabolizmasini artirici bir etki géstermedigini, korpus striatumdaki
mast hdlcrelerinden NGF saliverilmesini uyararak néron koruyucu etkisine
beyin mast hicrelerinin aracihk ettigini ileri sirmuslerdir (Korkmaz vd.,
2010). Bu tez calismasindaki rotasyonmetrik sonuglar da VIP'in motor
anomalileri glcli bir sekilde geriye dondirdagini bir kez daha ortaya
koymaktadir.

6-OHDA ve MPTP ile olusturulan Parkinson modellerinde, striatumdaki
hicre disi GABA ve glutamat dizeylerinin kontrole kiyasla degismedidi,
NMDA reseptor ekpresyonunda artis oldugunu bildiren cesitli calismalar
bulunmaktadir (Abarca & Bustos, 1999; Dervan vd., 2004; Gan , Qi , Mao &
Liu, 2014). Mir Ahamed Hossain ve ark. 6-OHDA ile siganlarda yaptiklarn
Parkinson modeli calismasinda korpus striatumda ve Substantia Nigra’'da
GABA sentezinin degismedigini gozlemislerdir (Hossain & Weiner, 1995).
Coune ve arkadaslar ise sicanlarda iki farkh sekilde Parkinson modeli
olusturmuglar ve 6-OHDA ile olusturduklari modelde ipsilateral striatumda
kontralaterale kiyasla GABA dizeylerinde artma, glutamatta ise azalma
gbzlemisglerdir. SN icine alfa-sindklein AAV verilmesiyle olusturduklar
modelde ise striatumda belirgin bir GABA artisi gdézlediklerini rapor
etmiglerdir (Coune vd.,2013). GABA ve glutamat BG’a giris ve cikis
sinyallerini dizenleyen iki énemli ndrotransmitterdir. Glutamat korpus
striatuma korteksten yaygin bir gsekilde ulasan afferent sinyallerin
noérotransmitteridir ve glutamaterjik sinyaller, BG'In en dnemli bilgi c¢iktisini
olusturan GABAerjik MSN’'lar (zerinde toplanarak dederlendirilmektedir.
Dogru ve dengeli bilgi integrasyonunu ise SN’dan gelen dopaminerjik
sinyaller saglamaktadir (Galvan & Wichmann, 2008; Obeso vd., 2008;
Yelnik, 2002). Bu nedenle, gerek bizim calismamizdan gerekse diger
calismalardan, Parkinson modellerinde, nérotoksisite sirasinda, striatumdaki
GABA ve glutamat dengesinin korunmaya c¢alisildidi izlenimi elde
edilmektedir. Bu dengenin korunmasina da olasilikla, ndérodejenerasyon
sirasinda aktive olan astrositler katilmaktadir.

Astrositler sayilari néronlardan c¢ok fazla olan, néronlara metabolik ve
yapisal destek saglayan hiicrelerdir (Bélanger & Magistretti, 2009; Rappold &
Tieu, 2010; Sofroniew & Vinters, 2010; Taner, 2007; Verkhratsky vd.,
2010). Astrositler ve ndéronlar ayni néral kék hicreden olusmaktadir. Bu kdk
hicrelerinden néron mu yoksa astrosit mi olusacadi, basta JAK/STAT sinyal
yolagi olmak U(zere farkli sinyal vyolaklarindan alinan uyarilara gore
gerceklesmektedir (Kanski vd., 2014). Astrosit hlcreleri, hlicre disi sividaki
iyon konsantrasyonunun dengelenmesinde, suyun hicre ici ve disina
hareketinin saglanmasinda, sinaptik fonksiyonun formasyonunda, c¢esitli
toksik molekillerin hiicre disi ortamdan uzaklasmasinda diger bir deyisle
beyin homeostazisinin saglanmasinda onemli rol oynamaktadirlar (Bélanger
& Magistretti., 2009; Rappold & Tieu, 2010; Sofroniew & Vinters, 2010;
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Verkhratsky vd., 2010). Astrosit hicreleri cok sayida molekll sentezleyip
saliverirler. Noéronlarda bulunan bircok ndrotransmitter molekilleri basta
GABA olmak Uzere astrositlerden de saliverilmektedir. Astrositlerde bulunan
bu molekdlllere gliotrasmitter adi verilmektedir. Astrositler ndronlar
koruyucu etkilerini iki sekilde gdsterirler (Rappold & Tieu, 2010). Etkilerinden
birini, koruyucu ¢dzlUnebilir molekulleri salivererek yaparlar. Bu molekiller,
basta GSH olmak iizere H,S, ADNP ve GDNF gibi trofik molekillerdir. Ikinci
etkileri ise toksik molekdlleri iclerine alarak ortamdan stplrme-uzaklastirma
seklindedir. Bizim c¢alismamizda da, 6-OHDA toksisitesini takiben
astrogliozise paralel olarak GSH artisi goérilmesi, ADNP(+) ve GAD(+)
toplam hicre sayisinda artis gbézlenmesi, glutamat ve laktat duzeylerinde
azalma gozlenmemesi astrosit hlcrelerinin en basta ndronlari korumaya
yonelik micadeleyi baslattiginin bir gdstergesi olabilir. ADNP nérotrofik bir
molekuldidr (Mandel vd., 2008). GSH gugli bir antioksidandir ve astrositler
hicre disi GSH dilizeyine katkida bulunan birincil hicrelerdir (Bélanger &
Magistretti, 2009; Dringen, 2000; Rappold & Tieu, 2010;) GABA
noérotransmitter olmanin  yaninda antienflamatuar ve noérotrofik bir
molekllddr. Glutamat, astrositlerden hem GSH sentezi igin hem de GABA
serbestlesmesi icin gerekli, dnemli bir moleklldir (Dringen, 2000; Lee vd.,
2011b) Noronlarin birincil enerji saglayict molekilid olan laktat ise
astrositlerde, glutamatla birlikte glukozdan sentezlenmektedir. Tium bunlar
ele alindidinda, sonuglarimizdan, astrositlerin GSH seviyesini ylkselterek,
GABA, glutamat ve laktat dlzeylerini ise kontrol dizeylerinde tutarak, 6-
OHDA toksisitesine karsl néronlari korumaya calistigi izlenimi olusmaktadir.
Astrogliosis, Parkinson, Alzheimer, Amyotrofik Lateral Skleroz, Multiple
Skleroz gibi gesitli nérodejeneratif hastaliklarda gorilmektedir (Bélanger &
Magistretti, 2009; Johansson, Engler & Blomquist, 2007; 2007; Rappold &
Tieu, 2010; Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky vd., 2010). Temporal
lop epilepsilerinde astrogliosis ise siklikla gérilen ve bilinen bir olgudur. Bu
gbzlenen astrogliosisin hicre disi glutamat/GABA homeostazisi igin gok 6nem
arzettigi bildirilmektedir (Coulter & Tore, 2012). Alzhemier Hastaliji'nda
histopatolojik olarak distrofik noérit ve intraselller karmasik ndérofibriller
iceren amiloid-B (AB) plaklarinin reaktif astrositler tarafindan ortamdan
iclerine alinarak parcalandigi belirtilmistir (Bélanger & Magistretti, 2009;
Frautschy, 1992, Nagele, D'Andrea, Lee, Venkataraman & Wang, 2003;).
Benzer sekilde, astrositler, Parkinsonlu beyinlerde biriken a-sintklein
molekllint de ortamdan uzaklastirmaktadir (Rappold & Tieu, 2010). Reaktif
astrogliyozis, ayni zamanda astrositlerin icerdikleri néron koruyucu
molekdlllerle savunmaya aktif olarak katildiklarini géstermektedir (Colangelo,
Alberghinaa, Papab, 2014; Verkhratsky vd., 2010; Waschek, 2013). Jill R.
Faulkner ve ark. transgenik farelerde deneysel olarak yaptiklari spinal kord
yaralanmalarinin, reaktif astrogliyozis engellenmesi sonucunda daha da
siddetlendigini ve reaktif astrogliyozisin yara iyilesmesinde, motor
fonksiyonlarin dizelmesinde olumlu etkilerinin oldugunu gostermislerdir.
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Ayni calismada astrositlerin oligodendrositleri korudugu da gosterilmistir
(Faulkner, 2004). Okada ve ark. transgenik farelerde benzer bir calisma
sonucunda astrogliyozise midahale edilmesinin SSS hasarlarinin gidisatini
daha da koétlye gotirebilecedini gostermislerdir (Okada vd., 2006). Bu
calismalarin hepsi nérodejeneratif hastaliklarda, reaktif astrogliyozis
meydana geldigini gostermektedir. Bizim calismamizda da Parkinson grubu
sicanlarda belirgin bir sekilde reaktif astrogliyozis gézlemis olmak, néronlarin
korunmasina yonelik bir ilk adimin astrositler tarafindan atildiginin gostergesi
olarak yorumlanmistir.

Parkinson modeli sicanlari VIP ile tedavi ettiimizde astrosit sayi ve
yodgunlugu bir miktar azalmasina ragmen, tamamiyle kontrol grubu
seviyelerine inmemistir. VIP'in néron koruyucu etkisi tanimlanirken astrosit
mitozunu artirdigi ve ADNP gibi astrosit kaynakl noérotrofik molekdillerin
saliverilmesini uyardigi bildirilmektedir (Brenneman vd.,1997; Brenneman
vd., 2007; Gozes, 2007; Gozes, 2012; Kouki, 2007; Said, 2000). Zupan ve
ark. farelerde VIP antagonistleri vererek yaptiklari in vivo bir galismada,
neokortekste dramatik bir sekilde astrosit kaybi oldugunu, VIP uygulamasi
ile neokortikal astrogenezis meydana gelerek bu kaybin geri dondagund
gostermiglerdir (Zupan, 1998). Delgado ve ark. ise farelerde yaptiklari bir
calismada VIP’in travmaya bagl olarak gelisen astrogliyozisi azalttigini
gbstermislerdir (Delgado & Ganea, 2003b). VIP gliclii modiilatér etkiye sahip
bir molekilldir, bizim calismamizda da astrogliosisi biraz asagilara ¢ekmis
ancak kontrol dizeylerine getirmemistir. VIP'in astositler {zerindeki
modulator etkisinin en iyi gostergesi GSH dlizeylerine yapmis oldugu etkidir.
VIP ile tedavi GSH dizeylerini kontrol diizeylerine getirmistir. Astrogliosisi
cok azaltmadan, GSH saliverilmesini azaltmasi kendi gugli antioksidan
etkisiyle birlikte glutamat diizeylerini de artirmasina baglanabilir.

VIP, ksantin/ksantin oksidazi inhibe ederek siiperoksid anyon
olusumunu engeller. Ayrica OH radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen
tlrlerini siplrerek ortamdan uzaklastirmaktadir (Said, 2000). Tuncel ve ark.
yaptiklari bir calismada VIP’in antioksidan etkisini 6-OHDA ile olusturulmus
Parkinson modelinde gdstermislerdir. 6-OHDA ndérotoksini uygulanmasi ile
sican striatumunda olusan lipid peroksidasyon ve DNA fragmantasyonu ViP
tedavisi ile azaltilmistir (Tungel, 2012).

VIP ile tedavi, hiicre disi GSH diizeylerinde normal diizeylere dogru
azalma yaratirken, glutamat ve GABA dlzeylerinde artisa neden olmustur.
Laktat diizeylerine ise VIP'in belirgin bir etkisi gdzlenmemistir. VIP olasilikla
glutamin-glutamat-GABA doénglsunt hizlandirmis ve striatumdaki MSN'larda
ADNP ekspresyonunu artirarak bu ndéronlari korumus ve GABAerjik olan bu
noéronlardan GABA saliverilmesini artirmis olabilir. Daha 6énce yapilan bir
calismada VIP’in 6-OHDA ile olusturulan Parkinson modelinde dopaminerjik
néronlari korurken MSN’da dendritik spinleri artirdigi belirtilmistir (Korkmaz
vd., 2012). ViP'in GAD ve ADNP ekspresyonunu da artirmis olmasi artan
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GABA diizeyleri ile paraleldir. VIPin bu etkisini astrositlerden daha cok
noronlarda gostermesi de koruyucu etkisini buyuk oranda noéronlara direkt
etki ile olusturdugunun gostergesi olarak yorumlanmistir.

Wang ve ark. VIP'in sican hipokampal néron kiltiirinde GABAerijik
sinaptik transmisyonu ve GABA salinimini artirdigini goéstermislerdir (Wang
vd., 1997). VIP'in sicanlarda 6-OHDA ile olusturduklari deneysel Parkinson
modelinde azalmis olan VATh GABA diizeylerini normale getirdigi bildirilmistir
(Korkmaz vd., 2010). Bu tez calismasinda da VIPin gerek astrositlerde
gerekse noéronlarda GABA sentez ve salinimini artirdigi sonucu elde
edilmigstir.

GABA, inhibitér bir nérotransmitter olarak gérev yapmasinin yani sira
sinaptogenez igin trofik faktér, néronal yaralanma sonrasi koruma, enerji
kaynagi, oksidatif stres sonrasi redoks potansiyeli regilatéri gibi cesitli
amaclara yonelik olarak da kullanilmaktadir (Buddhala vd., 2009; Coulter &
Tore, 2012; Héja vd., 2012; Soghomonian & Martin, 1998). Yapilan bir
takim calismalarda GABA'nin antienflamatuar 6zellik gosterdigi bildirilmistir
(Angulo vd., 2008; Héja vd., 2012; Lee vd., 2011a). Lee ve ark. bir
calismalarinda astrosit ve mikroglialarin GABAseptif hicreler oldugunu ve
GABA'nin astrositlerde ve mikroglialarda NF¢B ve P-38 MAP Kkinaz
inflamatuar yolaklarini inhibe etmek suretiyle TNF-a, IL-6, Lipopolisakkarit
(LPS) ve IF-y'nin saliverilmelerini engelleyerek antienflamatuar etki
goOsterdigini ve ayrica astrositlerin GABAerjik olmalari nedeniyle mikrogliyal
fonksiyonlari module ettiklerini bildirmiglerdir (Lee vd., 2011a). Ayni
calismada astrosit kulltirinde hicre ici GABA seviyelerinin siUrekli olarak
ylksek oldugunu ve GABA'nin hiicre disi alana saliverildigini géstermislerdir.
Yapilan bir calismada, astrosit kultirinde GABA tasiyict inhibitdrlerinin
GABA'nin hiicre disi alana tasinmasini belirgin bir sekilde azalttigi, GABA-T
inhibitoérlerinin ise hicre ici GABA seviyesini artirdigi bildirilmektedir (Héja
vd., 2012).

ADNP noéroprotektif ve ndrotrofik 6zellik gdsteren bir molekll olup,
beyin gelisiminde 6nemli rol oynayan bir peptittir (Bassan vd., 1999;
Brenneman vd., 1997; Montesinos vd., 2010). Bassan ve ark. embriyonik
fare kanser hiicrelerinde (P19) yaptiklari bir calismada ADNP geninin VIP ile
aktif hale geldigini ilk olarak goéstermislerdir. Bu calismada fare serebral
kortikal néron ve astrosit kiltiriinde VIP uygulamasi ile astrositlerden ADNP
saliverildigini gostermislerdir (Bassan vd., 1999). Bassan ve ark.nin
yaptiklari calismaya benzer bir calismayl Zamostiano ve ark. fétal insan
beyninde yapmislar ve VIP'in astrositlerden ADNP saliverilmesini sagladigini
gbstermislerdir (Zamostiano vd., 2001). Fare embriyo glial hcrelerinde
yapilan bir galismada ADNP’nin VIP duyarli protein ve bir transkripsiyon
faktort oldugu belirtilmistir (Pinhasov vd.,2003). ADNP’nin néron ve glial
hicrelerin hem nlkleus hem de stoplazmalarinda bulundugu ve o0zellikle
noéronlarin farklilasma ddnemlerinde strese maruz kalmalari durumunda
onemli noroprotektif etkiler gosterdigi bildirilmistir (Mandel vd., 2008). Offen
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ve ark. yaptiklari in vitro bir calismada ADNP’nin metaboliti olan NAP’In
belirgin bir sekilde apoptozisi engelledigini ve oksidatif strese karsi koruyucu
rol oynadigini géstermislerdir. Ayni calismada bir GSH sentez inhibitori olan
buthionine sulfoximine (BSO)'nun ndéroblastoma kdiltir ortamina eklenmesi
ile artan dopamin ve azalan GSH dlizeylerine bagh olusan toksisite, NAP
eklenmesi sonucunda GSH seviyesinin artmasi ile ortadan kalkmis ve
ndéroprotektif etki gdrdlmuistir. Ayrica bu calismada VIPin PH’da meydana
gelen nigral dejenerasyonu yavaslattigi gosterilmistir (Offen vd., 2000).
Alzheimer hastaligi modeli olusturulan fare hipokampal néron kdltirine
onceden ADNF-9 eklenmesi, glutamat toksisitesi ile olusabilecek oksijen
radikallerinin dretimini engellenmistir (Offen vd., 2000). Ayrica, hicre
icerisine asiri miktarda Ca*? girisi engellenerek néronlar apoptozise karsi da
korunmustur (Offen vd., 2000). Quintana ve ark. yaptiklar bir calismada,
aktive olmus fare makrofajlarinda TNF-a, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuar
sitokinlerin arttiyi ve NAPIn azaldi§ini, VIP tarafindan ADNP (retiminin
uyarildigini  rapor etmislerdir (Quintana vd., 2006). Sican serebral
korteksinde vyapilan bir calismada, astrositlerdeki VPAC2 reseptorlerinin
beyin gelisiminde &nemli olduklar belirtilmistir (Ashur-Fabian, Giladi,
Brenneman & Gozes, 1997). Sicanlarda yapilan diger bir galismada VIP'in
astrositlerde VPAC2 reseptorleri araciligi ile ADNP ekspresyonunu artirdigi
gbsterilmistir (Zusev & Gozes, 2004). Bu calismada, sican serebral kortikal
astrosit kiltirinde VIP'in  dért gunlik astrosit kiltirlerinde  ADNP
ekspresyonunu artirirken, sekiz gunlik astrosit kiltirinde azalttigini
gozlemlenmistir (Zusev & Gozes, 2004). ADNP metaboliti olan NAPiIn NMDA
toksisitesine karsi da noéron koruyucu oldugu gosterilmistir (Lipton vd.,
1991). Yapilan kaynak taramasinda birgok calismada VIP’in astrosit kaynakli
ADNP'’yi uyararak noronlari korududu ileri strilmektedir. Bizim calismamiz
ise VIP'in ayni zamanda hem astrositlerde hem de néronlardaki ADNP
ekspresyonuna etkisini godstermektedir. Bu bagdlamda sonuclarimiz VIP'in
noéron koruyucu etkisini, astrositlerden ziyade ndéronlardaki ADNP
ekspresyonunu artirmayi tercih ederek gercgeklestirdigini géstermektedir.
Noéron ve astrositler karsilikli ¢ok karmasik bir iliski ile beyin
fonksiyonlarini etkin bir sekilde desteklerler. Néronlarla astrositler arasinda
kurulan UGgli sinaptik baglantilar, néronlarin sinaptik aktivitelerini modile
etmektedir. Ayrica astrositler néronlarin enerji metabolizmalar icin hayati
oneme sahiptir. Bu baglamda ANLS cok 6nemlidir. Astrositler glutamat
varliginda glukoz tiketimini artirirlar. Bu baglamda astrositlerde glikoliz ile
laktat saliverilmesi artar. Laktat ndronlar tarafindan alinir ve enerji eldesi
icin kullanihr. Bu gunki bilgiler cercevesinde beyindeki laktatin hcresel
kaynadi olarak sadece astrositlerden s6z edilmektedir. Laktat sentezi
glutamata baghdir. Bizim calismamizda, Parkisonlu sicanlarda astrogliosis
laktat ve glutamat dizeylerini kontrol dederlerinde tutmus olabilir. Benzer
bir sonu¢ P.G.Coune ve ark. tarafindan da bildirilmistir (Coune vd., 2013). 6-
OHDA ve a-sinuklein AAV ile olusturulan Parkinson modellerinde striatumun

66



laktat degerleri kontrole gore bir degisim gostermemistir (Coune vd., 2013).
VIP, glutamat diizeylerinde artisa neden olurken laktat diizeylerinde énemli
bir degisiklik yaratmamistir. Bu bize VIP'in ANLS'’yi hizlandirici bir etkisinin
olabilecegini duslindirmektedir. Magistretti ve ark. farelerde yaptiklari bir
calismada VIP'in serebral kortekste glikojenolizi tetikledigini bildirilmislerdir
(Magistretti, 1990) Diger bir deyisle, VIP glukoz olusmasini
hizlandirmaktadir. Hlcre disi glutamat artisinin glukozdan laktat olusumunu
hizlandirdi§i  dikkate alinacak olursa, ViP'in glutamati artirarak laktat
olusmasini ve laktatin noéronlarca kullaniimasini hizlandirmis olabilecedi
distnudlmektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; calismamizda sicanlarda 6-OHDA ile olusturdugumuz
nérodejenerasyon sonrasinda striatal astrositlerin dncelikle savunmaya
yonelik olarak aktive olduklarini, VIP ile tedavi sonrasinda ise VIP'in
noronlara daha cok direkt etki gostererek koruyucu etki gosterdigi izlenimi
elde edilmistir. Ayrica, VIP'in antioksidan 6zelligine ilaveten néronlarda GABA
ve ADNP saliverilmesini artirarak noérotrofik ve antienflamatuar etki
gosterdigini, glutamin-glutamat-GABA donglsinid hizlandirarak  korpus
striatumun kimyasinin dizenlenmesine, olasi ANLS hizlandirici etkisi ile
néronlarin enerji gereksinmelerinin karsilanmasina katkida bulunabilecegi
disunilmektedir. Calismamiz ayrica, VIP'in sican Parkinson modelinde
striatumun GABA, glutamat, GSH ve laktat dizeylerine etkisini ve ndéron
koruyuculugunda astrositlerle badglantiyi arastirmasi yoéninden bir ilki
olusturmaktadir.

Bu calismanin ve daha 6nce yapilmis calismalarin sonuglari neticesinde
noronlarin hayatta kalmasinda son derece Onemli olan astrositlerin
néronlarin korunmasina yoénelik olarak arastirmalarin artirilmasi gerektigi
dusiincesindeyiz. Burada ViP'in c¢ok iyi bilinen gigli néron koruyucu
etkisinde astrositleri de aktive ettigi gérilmis olmakla birlikte ViP-astrosit
iliskili calismalarin da artinlarak, bu mekanizmanin bilinmeyen ydnlerinin
ortaya cikarilmasinin bilime 6nemli katki saglayacagini umuyoruz.

Bu badglamda gelecekte vyapilacak calismalar ile; ViP‘in hicredisi
glutamatin astrositlere alimini saglayan EAAT’ler, astrosit kaynakli laktatin
hicre disina tasinmasini saglayan MCT1 ve presinaptik néronlara alimini
saglayan MCT2'lerin galismalarina olasi katkilarinin arastirilmasi ve bdylece
ViP-astrosit iliskisinin daha iyi anlagilmasi saglanacaktir.
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