T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ROTENON ILE DENEYSEL OLARAK OLUSTURULMUS
PARKINSON MODELINDE OSTROJENIN ETKISI

Ars. Gor. Mustafa MAKAV
Fizyoloji Anabilim Dal

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin Avni EROGLU

2018-KARS



T.C.
KAFKAS UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Fizyoloji Anabilim Dali Doktora Programi ¢ercevesinde Aras. Gor. Mustafa
MAKAV tarafindan hazirlanmis olan ‘‘Rotenon ile deneysel olarak olusturulmus
Parkinson modelinde 6strojenin etkisi’’ adli bu ¢alisma, yapilan tez savunmasi
sonucunda jiiri tyeleri tarafindan Lisanststi Egitim ve Ogretim Yonetmeligi

uyarinca degerlendirilerek oy b'((l{‘f) ile . ..AV.)....edilmistirA

Tez Savunma Tarihi: 29/06/2018

Adi-Soyadi

Baskan: Prof. Dr. Mustafa EDREMITLIOGLU
Uye:  Prof. Dr. Metehan UZUN

Uye:  Prof Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN
Uye:  Doc. Dr. Metin OGUN

Uye:  Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin Avni EROGLU

Bu tezin kabulii, Saglik Bilimleri Enstitasi Yonetim Kurulu’nun ... .. /... [ ... glin

V€ oottt sayilt karartyla onaylanmigtir.

Do¢. Dr. Duygu KAYA
Enstitii Miidiirii



ONSOZ

Yaslanma, dokular, organlar ve organ sistemi fonksiyonlarinin ilerleyen bir
diisiisti olarak karakterize olan ve tiim insanlarin yasadigr dogal bir siiregtir. Bu
dejenerasyon hali, sonugta 6liimle sonuglanan hastaliga karsi artan duyarliliga yol
acar. Bu tiir yasla iliskili hastaliklarin progresyonunun zaman i¢inde mitokondriyal
deoksiriboniikleik asit (DNA) mutasyonlarinin birikmesinin 6nemli bir faktor

olduguna inanilmaktadir.

Bir¢ok kisi Alzheimer hastaligi, amiyotrofik lateral skleroz ve Parkinson
hastalig1 gibi birgok yasa bagl hastalik ile iligkili norodejenerasyona, mitokondriyal
disfonksiyonun katkida bulundugunu ifade etmektedir.

Diinyada her gegen giin yash niifus orani artmaktadir. Son zamanlardaki
arastirmalar, yash bireylerde norolojik hastaliklarin prevalansin da artis oldugunu
ortaya koymustur. Bu hastaliklardan birisi ¢ogunlukla insanlarin yaslarina gore
etkilemekte olan Parkinson hastaligidir. Bu hastaligin belirtileri arasinda hareketlerin
kisitlanmaya baglamasi, giinliikk yasam aktivitelerinde sikintilarin olusmasi, yiiz
kaslarmin sertligine bagli olarak agri ve iletisim sorunlarina bunu la beraber yasam

kalitesinin azalmasina neden oldugu bildirilmektedir.

Parkinson hastaliginin gelisiminde en onemli risk faktérii olan yas oldugu
bilinmekle beraber yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar erkeklerin hastaliga yakalanma
olasiligmin iki kat daha fazla oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan bazi
caligmalarda, Parkinson hastaliginin hayvan modellerinde ndrotoksin kaynakli
dopamin azalmasma kars1 Ostrojenin koruyucu potansiyelinin var oldugunu
gostermistir.  Ayrica  Ostrojenin, hastaliklara bagli olarak azalmis kadin
poplilasyonlarinda goriilen kadin sayisinin artmasi yoniinde katkida bulunabilecegi
One slirlilmistiir. Yapilan caligmalar seks hormonlarinin Parkinson hastaliginin
olusumunda bire bir iligkisi olmadigim1 fakat hastaligin gelisiminde rol

oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Parkinson hastaliginin goriilme sikligiin giin gegtik¢e yash niifusun yani sira

gen¢ niifusta da artis gostermesi bu hastaliga yonelik aragtirmalarin 6nemini ve



yayginlagsmalarini saglamistir. Yapilan literatiir taramalarinda erkeklerin Parkinson
hastaligima daha yatkin olmalari ve kadinlarin menopozdan sonra hastaliga
yakalanmalar1 akla Gstrojen eksikligini gelmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda deneysel
olarak olusturulan Parkinson hastalifinda ostrojenin etkisinin arastirilmasi bilime

katk1 saglayacaktir.
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Rotenon ile Deneysel Olarak Olusturulmus Parkinson Modelinde Ostrojenin

Etkisi

OZET

Parkinson hastaligi, beynin substansia nigra (SN) bdlgesindeki dopaminerjik
ndronlarin kayb1 ve ilerleyici motor yetmezlik ile karakterizedir. Parkinson hastalig
kadinlarda goriilme siklig1 6zellikle menapozdan sonra fazla olmasi akla ostrojenin
etkisinin varligin1 getirmekte ve bununla ilgili yapilan ¢alismalar da bu gorisii
desteklemektedir. Bu ¢alismada Rotenon ile deneysel olarak olusturulmus parkinson
modelinde Ostrojenin etkisinin arastirilmast amaglandi. Calismada toplam 32 adet 4-6
aylik, ortalama 190-250 gr agirliginda, disi Wistar Albino sigan kullanilmis ve her bir
grupta 8 sican olacak sekilde 4 grup olusturulmustur. Gruplardaki tiim hayvanlar ad-
libitum olarak beslendi. Kontrol grubu hari¢ tiim deney gruplarina overektomi
yapilmistir. Kontrol ve overektomi grubuna hi¢bir medikal uygulama yapilmamastir.
Parkinson grubuna, 1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 18 ve 21 giinlerinde 2,5 mg/kg dozunda
subkutan olarak rotenon uygulandi, Parkinson+dstrojen grubundaki hayvanlara ise
Parkinson grubunda oldugu gibi rotenon uyguland: ve ek olarak subkutan olarak
ostrojen (0,5 mg 17 PB-estradiol iceren 21 giin etkili implant) verildi. Calisma
sonrasinda siganlara rotarod, pole ve yiizdiirme testleri uygulandi ve daha sonra
sakrifiye edilen dokulardan histopatolojik ve biyokimyasal analizler yapildi. Elde
edilen verilere gore Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda rotarod, pole ve
yiizdiirme testlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,05).
Histopatolojik bulgularda ise Parkinson ile Parkinson+dstrojen grubu arasinda TH ile
boyanan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,05).
Biyokimyasal olarak, Parkinson ve Parkinson+dstrojen grubu arasinda striatum (STR)
ve SN’de Kaspaz-3 aktivasyonunda Onemli fark tespit edildi. Fakat SN’de Bcl-2
istatistiksel fark gozlenirken STR’de gozlenmemistir(p<0,05). Sonug¢ olarak;
Ostrojenin Parkinson hastalig1 ile iligkili bozukluklar iizerinde azaltici1 etkiye sahip

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Parkinson hastaligi, Ostrojen, Kaspaz-3, Bcl-2, Rotenon
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Effect of Estrogen on Parkinson Model Experimentally Induced by Rotenone
Application

ABSTRACT

Parkinson's disease is characterized by loss of dopaminergic neurons in the
substantian nigra (SN) region of the brain and progressive motor failure. The
frequency of Parkinson's disease in women, especially after menopause, suggests the
effect of estrogen. This view has already gained support from studies conducted so far.
This study is aimed to investigate the effect of estrogen in an experimental parkinson
model induced by Rotenone. A total of 32 Wistar Albino rats of both gender, weighing
between 190 and 250 g were used in the study. Animals were equally allocated into
four groups; 8 rats each group. All animals in each group werer given food and water
ad libitum. The experimental group undergone overioctomy except for control group.
The control and ovariectomy group received no medication. The parkinson group
received rotenone subcutanously at the dose of 2.5 mg/kg bw, on the days of 1,2,3,4,
6,9, 12, 15, 18 and 21, animals in the parkinson plus estrogen group received retonon
as in the Parkinson group and was additionally subcutaneously given estrogen (implant
containing 0.5 mg 17 B-estradiol lasting for 21 days). Rats were subjected to rotarod,
pole and swimming tests at the end of experiment and then histopathological and
biochemical analyzes were then performed on the tissues that were sacrificed. The
result disclosed that there was a statistically significant difference between the
Parkinson group and the other groups (p<0,05) in terms of rotarod, pole and swimming
tests. On histopathological examination, a statistically significant difference in TH-
stained cells between the Parkinson plus estrogen group and the parkinson group
(p<0,05). The biochemical analyses of Caspas-3 activation in SN and STR was
significantly different between the Parkinson plus oestrogen group and the parkinson
group but this difference was not observed in STR (p<0,05) when evalutaing Bcl-2.
The results of this study suggest that estrogen may have reducing effect on disorders

associated with Parkinson's disease.

Key words: Parkinson's disease, Estrogen, Caspase-3, Bcl-2, Rotenone



1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Parkinson Hastahig:

Parkinson hastaligi ilk kez 1817'de bir tip doktoru olan James Parkinson
tarafindan “eylemsiz ve desteklendiginde bile daha az kas giicii ile birlikte istemsiz
titreme hareketi” olarak tanimlanmistir (Parkinson 2002). Parkinson hastaligi, yaygin
norodejeneratif hareket bozuklugu olup, yas en biiyiik risk faktorii olmakla beraber 65-
69 yas arasindaki niifusun %0,5-1'ini etkilerken 80 yasin tizerindeki niifusun %1-3"iinii
daha ¢ok etkilemektedir (De Lau ve Breteler 2006, Toulouse ve Sullivan 2008).

Parkinson hastaligi, substantia nigra pars kompakta i¢inde bulunan dopamin
tireten noronlarin progresif kaybiyla karakterize olan ve bunun sonucunda striatum
icindeki dopaminin de tikenmesiyle sekillenir. Bu durum dopamin eksikligi ile
ekstrapiramidal fonksiyonda anormallige neden olur (Loonam ve ark. 2003, Centonze
ve ark. 2004) ve kontrol edilemeyen motor davranigsal bozukluklar, postural
dengesizlik, sertlik (Lotharius ve Brundin 2002) ve bradikinezi (Recchia ve ark. 2004)

durumlar ortaya ¢ikar.

Motor fonksiyonundaki azalmaya ek olarak, hastalarda uykusuzluk, otonomik
disfonksiyon, hipozmik, depresyon ve demans bulgularinin da gorildigi
bilinmektedir (Aarsland ve ark. 2005, Petit ve ark. 2014). Bu klinik semptomlarin
baslangici, substansia nigradaki dopaminerjik néronlarin yaklasik %50'sinde ve
striatumdaki dopamin konsantrasyonunun %80'inde meydana gelen kayiplardan sonra

olusmaktadir (Toulouse ve Sullivan 2008).

Diger bir anahtar belirte¢ ise, etkilenen beyin sap1 bdlgelerinin tiimiinde ve
Ozellikle vagusun dorsal motor ¢ekirdeginde yer alan, ubikuitin veya a-siniiklein-
pozitif ndronal ndritlerin dejenerasyonunun varligidir. Bu dejenerasyonun ilerlemesi
sonucunda ise intrasitoplazmik Lewy cisimcikleri ve distrofik Lewy néritlerin ortaya
ciktigr belirtilmistir (Agid 1991, Lang ve Lozano 1998, Jellinger 2012) .

Mitokondri ve Parkinson hastaligi arasindaki baglanti ilk olarak 1979 yilinda,

bir tiniversite 6grencisi eroin analog 1-metil-4-fenil-4-propionoksipiperidini (MPPP)



sentezlemeye tesebbiis ettikten sonra kazara 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP) ile kontamine olmus ilact kendi kendine uygulamasi sonucunda Parkinsonizm
benzeri belirtiler rastlanmasiyla tespit edilmistir (Davis ve ark. 1979). Bu etki, yasadisi
uyusturucu kullanicis1 geng bir grubun, MPTP ile kontamine olan MPPP'nin
intravendz uygulanmasini takiben progresif Parkinson belirtileri gelistirdigi 1982'de

tekrar gozlemlenmistir (Dauer ve Przedborski 2003, Toulouse ve Sullivan 2008).

Arastirmalara gére MPTP'nin, 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP+) i¢ine oksidize
edildigi taktirde kan-beyin bariyerini kolayca gecebilecegi gdsterilmistir (Cohen ve
ark. 1984). Yap1 olarak dopamine benzerliginden dolayr MPP+, dopamin tasiyicisi
tarafindan alinarak elektron tasima zincirinin kompleks 1 (nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH) -ubinokuin oksirediiktaz) aktivitesinin inhibe edilmesine ve

sonug olarak hiicre 6liimiine yol agar (Bové ve Perier 2012, Valadas ve ark. 2014).

Ayrica yapilan deneysel ¢alismalarda, MPTP ve diger mitokondriyal fonksiyon
inhibitdrlerinin (pestisit, rotenon), Parkinson hastaliginda gozlenen davranissal
defisitler, nigrostriatal dejenerasyon ve protein agregasyonu dahil olmak {izere
Parkinson belirtilerinin ¢ogunu ortaya ¢ikardigi belirtilmistir (Vila ve ark. 2000, Alam
ve Schmidt 2002, Greenamyre ve ark. 2003, Sathiya ve ark. 2013).

Parkinson hastaliginin spesifik etiyolojisi halen bilinmemektedir, ancak
hastaligin gelisimiyle baglantili baz1 genetik ve gevresel faktorler vardir. Son yillarda,
parkin, alfa-siniiklein (amiloid 6nciiliiniin A4 olmayan bileseni; SNCA), PARK7 (DJ-
1), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ile indiiklenen kinaz 1 (PINK1) ve dardarin
(I6sin bakimindan zengin tekrar kinaz 2; LRRK?2) dahil olmak iizere bir¢ok nedensel
monogenetik mutasyon kesfedilmistir (Gilks ve ark. 2005, De Lau ve Breteler 2006,
Lev ve ark. 2006). Bununla birlikte, vakalarin sadece kiigiik bir yilizdesi (%5-10)
kalitimsal genetik mutasyonlarin sonucunda sekillenmistir (Dauer ve Przedborski
2003). Geri kalan %90°lik grup sporadik veya idiopatik olarak adlandirilir. Ancak
yapilan ¢aligsmalara gore siyaniir, eser metaller ve organik c¢oziicliler gibi eksojen
toksinlerin ve pestisitler ile herbisitlere maruz kalmis ¢evresel faktorlerin Parkinson
hastaliginin olusum riskini arttirdigi gosterilmistir (Drechsel ve Patel 2008, Hatcher
ve ark. 2008, Chin-Chan ve ark. 2015).



1.1.1. Hastahi@in Goriilme Sikhig1

Parkinson hastaligi, ictum (inme-beyin felci) sonra sakatlig: etkileyen ikinci en
yaygin norolojik bozukluktur (Karlsen ve ark. 2000, Macleod 2004). Hastalik,
erkeklerde kadinlara gore ¢ok daha sik goriiliir, bu da Ostrojenlerin noroprotektif
etkileri ile agiklanir (Rajput ve ark. 1984, Van Den Eeden ve ark. 2003, Shulman
2007).

Avrupa lilkelerinde Parkinson hastalig1 prevelansi yaklagik 108-257/100.000 ve
insidanst ise yilda 11-19/100.000 olarak bildirilmekle beraber iilkeden iilkeye
degisiklik gostermektedir. Asya lilkelerinde prevalansi biraz daha diisiiktiir, prevalansi
51.3-176.9 / 100.000 kisi ve insidans da yilda 6.7-8.7/100.000 kisi arasindadir
(Muangpaisan ve ark. 2009). Afrika iilkelerinde ise prevalansi 7-31.4 / 100.000 kisi ve
insidanst ise yilda 4.5/100.000 kisi oranlar1 ile (Okubadejo ve ark. 2006) prevalans: ve

insidanst en diistik seviyede olan kitadir.

Prevelans ve insidans oranlar1 sadece 60 yas tistii grubunda degerlendirildiginde
ise sonuglarin oldukg¢a yiikseldigi goriilmektedir. Avrupa'da prevelans orani 1280-
1500/100.000 kisi ve insidans orani ise 346/100.000 kisi olarak tespit edilmistir (Von
Campenhausen ve ark. 2005). Baldareschi ve ark. (2000) sadece 65-84 yaslarindaki
kisiler calisma gruplarina dahil edildiginde ortalama yillik insidans oranim

346/100.000 olarak bulmuslardir (Baldereschi ve ark. 2000).

Tiirkiye’de ise Durmus ve ark. (2015) yapmis olduklari ¢aligmada 26.991
niifuslu Bagkale il¢cesinde Parkinson hastaligi i¢in tarama yapmislar ve prevelans

oranini 202/100.000 olarak belirlediklerini bildirmislerdir (Durmus ve ark. 2015).



1.1.2. Tam Kriterleri

Parkinson hastaligi, nispeten secici nigrostriatal dopaminerjik dejenerasyonla
karakterize, yasa bagli norodejeneratif bir hastaliktir. Parkinson hastaliginin ilk
belirtileri, dopamin tiretiminin %20'sinin altina distigii durumlarda veya substantia

nigra hiicrelerinin %50'si yok oldugunda ortaya ¢ikar (Roth ve ark. 1999).

Tani kriterleri, Parkinsonlu hastalarin yasam kalitesi (QoL) {izerinde etkisi olan
fiziksel ve zihinsel belirtileri de igerir (Damiano ve ark. 1999, Macphee ve Stewart

2006).

Hastalar ~ Hoehn-Yahr  Evrelendirme Olgegi (HYE)  kullamlarak
siiflandirilmaktadir ve bu simiflandirma tablo 1’de gosterilmektedir (Hoehn ve Yahr
1967):

Tablo 1: Hoehn-Yahr evrelendirme 6l¢egi (Hoehn ve Yahr 1967).

Evreler Klinik Belirti
Evre 0 Klinik hi¢bir belirti olmamasi
Evre 1 Tek tarafli tutulma
Evre 2 Iki tarafl1 tutulma
Postiiral reflekslerin bozulmasi ya da dengesizlik, diigme
mvre s goriilmesi
Evre 4 Tamamen ilerlemis klinik tablo
Evre 5 Tekerlekli sandalye veya yataga bagimli olma

Hoehn-Yahr Evrelendirme Olgegine gore 1 ve 2. evredeki hastalar erken, 3 ve 5.

evredeki hastalar ise ileri evre olarak tanimlanmaktadir (Hoehn ve Yahr 1967).

Hastaligin tremor, rijidite, bradikinezi ve Postural dengesizlik olarak
siralandirilan dort ana klinik semptomu vardir: (Roth ve ark. 1999). Parkinson
hastaliginin en onemli fiziksel semptomlar1 arasinda bos bir bakis (“Parkinson

maskesi”) ve el becerisi ile ilgili sikintilar bulunur (Simons ve ark. 2006).



Hastaligin nonmotor semptomlar1 arasinda ise depresyon, uyku bozukluklari,

haliisinasyonlar ve deliryum (biling degisikligine dikkat, algi, diisiince, bellek, duygu-

durum ve uyku-uyaniklik dongiisii bozukluklar1) sayilabilir; bunlardan bazilari

dopaminerjik ilaglarla tedaviye bagli olabilecegi ifade edilmistir (Cole ve ark. 1996,

Papapetropoulos ve Mash 2005, Pezzoli ve Zini 2010). Tablo 2’ de motor ve non-

motor semptomlar gosterilmektedir (Dubayova 2010).

Tablo 2: Parkinson hastaliginda motor ve non-motor semptomlar (Dubayova 2010).

Motor

Non-motor semptomlar

Tremor (Titreme)

Rijidite (Katilik)

Bradikenizi (Hareket
Bozuklugu)

Postural dengesizlik (Durus

Bozuklugu)

Duygu durum bozukluklari:

Depresyon, kaygi ve ilgisizlik

Bilis:

Bradifreni, bunama

Uyku bozukluklari:

Uyku fragmantasyonu, REM uyku
bozukluklari, asir1 giindiiz uyku hali, degismis
uyku-uyaniklik dongiisii

Otonom bozukluklar:

Hipotansiyon, kabizlik, detrusor dissinerjisi,

cinsel islev bozuklugu, sebore, terleme




1.1.3. Tedavi Metotlar

Transplantasyon ile kaybedilen dopamin néronlarinin degistirilmesine dayanan
hiicre bazli tedaviler gelismesine ragmen, Parkinson hastaligi hala tedavi edilemeyen
bir hastalik olarak kabul edilmektedir (Roth ve ark. 1999, Dunnett ve ark. 2001).
Tedavinin, “bekle ve gor” politikasindan taniyr belirledikten hemen sonra ilag
tedavisine baslamaya kadar cesitli yaklasimlar1 vardir, ancak su ana kadar nérologlar
tedavi konusunda fikir birligine ulasamamislardir (Grosset ve ark. 2007). Bununla
beraber Parkinson hastaligi tedavi edilmesi heniiz miimkiin olmasa da son yillarda

semptomatik tedaviler olduk¢a geligmistir.

Parkinson hastalig1 i¢in en ¢ok kullanilan semptomatik tedavi, kirk yildan fazla
bir siire 6nce ortaya konan levodopa (dopamin 6ncii maddesi, yani kan beyin bariyerini
gecip beyinde dopamine ¢evrilir) olup, tedavinin baslangicinda ¢ogunlukla etkilidir
(Brandt-Christensen ve ark. 2007, Pezzoli ve Zini 2010). Bununla birlikte,
levodopanin uzun siire kullanilmasindan sonra levodopa kaynakli diskinezi, motor
fleksiyon veya noropsikiyatrik bozukluklar gibi yan etkiler goriilebilmektedir (Pezzoli
ve Zini 2010).

Parkinson hastaligi semptomlarinin 1970'li yillardan beri tedavisinde kullanilan
bir baska tedavi yontemi ise, diskinezilerin daha diisiik oldugu dopamin agonistleridir.
Fakat dopamin kadar yararl degildir ayn1 zamanda yan etkileri hakkinda halen endiseli
sonuclar bulundurmaktadir (Carr ve ark. 2009). Daha uzun siireli tedavi i¢in levodopa
ile birlikte katekol-O-Metil-Transferaz (COMT) inhibitorleri ve adjuvan tedavi igin
secici MAO-B inhibitorleri 2006'dan itibaren tedavide etkin olarak kullanilmaktadir.
Daha geng hastalarda tedaviye dopamin agonistleri ile baglamay1 ve daha sonra diger
antiparkinson ilaglariyla birlestirmeyi Onerir. Fakat 80’ li yaslarindaki hastalarda

levodopa ile baslanilmasi tavsiye edilmektedir (Horstink ve ark. 2006).

Motor fonksiyonlarin ikincil hasarini yavaglatmak igin ise rehabilitasyon ve
fiziksel egzersizlerden yardim alinmaktadir (Roth ve ark. 1999). Yapilan ¢aligmalarda
fizyoterapistlerin  ve egitmenlerin  ozellikle Parkinson hastaliginda motor

bozukluklarin ~ ndrofizyolojik  yonlerini (akinezi, ardistk  hareketleri



gergeklestirememeyi, ritmik  hareket bozulmalarini ve hareketlerin
ongoriilebilirliginde bozulmalar1) dikkate almalar1 gerektigi belirtilmistir (Homberg

1993).

Parkinsonlu hastalarda yasam kalitesi hakkindaki bilgi, bir nérolog i¢in oldukca
Oonemlidir ¢linkii uygun kararlar vermesine yardimci olabilir. Bu nedenle bu hasta
grubundaki ¢aligmalarin incelenmesine dikkat etmek ve yasam kalitelerindeki
degisiklikleri gosteren degiskenleri arastirmaya devam etmek onemlidir. Hastalarin
genel saglik durumunu iyilestirmek, bagimsizliklarini ve aktif yasamlarini siirdiirmek

norolojinin zorluklarindan biridir (Dubayova 2010).

1.1.4. Yasam Kalitesine Etkisi

Parkinson hastaligi kendi basina oliimciil bir hastalik degildir ancak ciddi
rahatsizliklar1 olan kisilerde genel fiziksel ve zihinsel durumlarini ve ayn1 zamanda

hastanin yagsam kalitesini azaltan sosyal islevlerini etkilemektedir (Karlsen ve ark.
2000, Mylne ve ark. 2009).

Hastaligin baslangicindan yaklagik 2-5 yil sonra, Parkinson hastalarinin
%>50'sine diizenli noroloji ve yogun rehabilitasyon takibi gerekmektedir (Winter ve
ark. 2010). Parkinson hastaliginin giin gegtikge artan prevalansi, topluma, saglik
hizmetlerine, bireysel hastalara ve ailelerine 6nemli bir ekonomik yiik getirmektedir

(Whetten-Goldstein ve ark. 1997, Winter ve ark. 2010).

1.1.4.1. Fiziksel Etkisi

Parkinson hastalarinin yasam kalitesinin diisiik olmasi, temel olarak fonksiyonel
durum ve hastalik siddeti ile iliskilidir ve bu durumlar bir¢ok calisma tarafindan
onaylanmis bir gergektir (Hobson ve ark. 1999, Gomez-Esteban ve ark. 2007,
Dubayova ve ark. 2009). 4 yil boyunca takip edilen Parkinson hastalarinda hastalik
siddeti diisiik yasam kalitesi i¢in en 6nemli faktor oldugu belirtilmistir (Karlsen ve ark.
1999). Degisen yiiriime ve postiiral dengesizlik de bu hastalarin kétiilesen yasam
kalitesini arttirdig: bildirilmistir (Behari ve ark. 2005, Gémez-Esteban ve ark. 2007).



1.1.4.2. Sosyal Yasama EtKkisi

Parkinson hastaligi, sosyal yagami etkilemektedir, bu da semptomlarin neden
oldugu utang ve iletisim ile ilgili sorunlardan kaynaklanmaktadir (Van der Bruggen ve
Widdershoven 2004). Hastalar, hastalikla iliskili biiyiik sosyal problemlerin sosyal
iliski kayb1, davranis sorunlari, ailede gerginlik ve aile i¢i iletisim sorunlar1 oldugunu

belirtmislerdir (Lee ve ark. 1994).

1.1.5. Parkinson Hastalig1 Deneysel Modelleri

Parkinson hastaligi i¢in pek c¢ok deneysel hayvan modeli gelistirildigi
bildirilmigtir. Olusturulan bu modeller; farmakolojik, toksik ve genetik modeller

olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Ozsoy 2012).

1.1.5.1. Farmakolojik Modeller

Rezerpin ve alfa-metil-para-tirozin ile olusturulan bu deneysel modelde amag
dopaminerjik noronlar1 hizli ve geri doniisiimlii bir sekilde striatal dopamin kaybi
olusturdugu belirtilmistir (Carlsson ve ark. 1957, Ozsoy 2012). Rezerpin, vezikiiler
monoamin tastyicilarini inhibe ederek monoaminlerin (dopamin, noradrenalin ve
seratonin) tasinmasin1 ve sinaptik vezikiillerde depolanmasimi engellemektedir.
Farelere 0,5 mg/kg dozda iki giin ara ile iki defa verildiginde anlamsiz bir bicimde bos
agizda ¢igneme reflekslerinin gelistigi gézlemlenmistir (Araujo ve ark. 2004, Hatip
2010).

Alfa-metil-para-tirozin ise katekolaminlerin sentez basamagindaki hiz kisitlayici
enzim olan tirozin hidroksilazi inhibe ederek beyinde dopamin kaybina neden oldugu
bilinmektedir. Her iki farmakolojik ajan da yalnizca uygulama periyodu siiresince
devam eden hizli bir dopamin ve katekolamin kaybi olusturabilmektedir. iki
farmakolojik ajan Parkinson’da goriilen ndrodejenerasyonu olusturamamakta fakat
Parkinson’un nérokimyasinin ilkel bir taklidi olan rezerpin modeli, tedaviye yonelik
caligmalarda giiniimiizde en cok kullanilan model oldugu bilinmektedir. Aym
zamanda bu metot sayesinde hastaligin tedavisinde kullanilan L-DOPA terapotik

etkinligini kamtladig1 bildirilmistir (Carlsson ve ark. 1957, Ozsoy 2012).



1.1.5.2. Toksik Modeller
1.1.5.2.1. 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) Modeli

6-Hidroksidopamin kan beyin bariyerine gecememesi nedeniyle dogrudan
olarak beyine stereotaksi cihazi (sekil 1) ile enjekte (intraventrikiiler, intrasisternal ya
da intraserebral) edilmesi ile olusturulan Parkinson modelidir (Jonsson 1983, Hatip
2010, Ozsoy 2012). Dopaminin hidroksillenmesi ile olusturulan 6-OHDA’ nin
sicanlara intaserebral yolla uygulanarak nérodejeneratif etki saglanmasiyla Parkinson
modeli olusturulmaktadir. 6-Hidroksidopamin modeli, yalnizca siganlarda degil, fare,
kedi, kopek ve maymunlarda da olusturulmaktadir (Bezard ve ark. 1998). Bu tiirler

arasinda bilimsel olarak birbirinden farkli avantaj ve dezavantajlari bulunmamaktadir.

Sekil 1: Stereotaksi cihazi (Anonim 1)

6-Hidroksidopamin modeli, ¢caligmalarda néronlart koruyucu ya da tamir edici
Ozellikleri degerlendirmek acisindan oldukc¢a elverisli bir modeldir. Cift tarafli 6-
OHDA modelinde, belirgin afaji, adipsi ve krizler nedeniyle deney hayvanlarinda
siklikla O6liim goriilmesi nedeniyle tek tarafli olarak 6-OHDA uygulamasi “altin
standart” olarak kabul edilmektedir. Boylece uygulanmayan diger hemisfer kontrol
olarak  kullanilabilmektedir. Uygulamaya baslamadan o6nce 6-OHDA’nin
Noradrenerjik ndronlar tarafindan alinmasini 6nlemek i¢in 30 dk 6nceden Desipramin
25 mg/kg dozda intraperiteonal olarak uygulanir. Daha sonra 6-OHDA %0,02-0,1
askorbik asid igeren salin i¢inde i¢inde 2 uL/icv veya 3.5 (3.9-5.4) ug/ul yogunlugunda
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striatuma mikro enjeksiyon yontemi ile yapilir (Hatip 2010, Carlsson ve ark. 2005).
Enjeksiyon sonrasinda 6-OHDA dopamin tasiyicilar ile dopaminerjik noronlar
tarafindan alinir (Sekil 2). Uygulamadan 24 saat sonra dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu baglar (Jeon ve ark. 1995). Dejenerasyon 1-3 hafta boyunca siirer ve
dejenerasyonun seviyesi, Substansia nigra pars kompakta bolgesindeki Nissl-
boyanmig hiicrelerin veya tirozin hidroksilaz pozitif noronlarin sayilarinin
belirlenmesi ile striatumda ise tirozin hidroksilaz enzim seviyesinin veya dopamin
tasiyicis1 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi sonucu tespit edilebilir (Cicchetti ve
ark. 2002). Davranigsal indeksler yani moris tanki deneyi gibi deneylerde lezyonun
biyiikliigiinii hakkinda bilgi verdigi gézlenmistir. Sonug¢ olarak 6-OHDA modeli
Parkinson ile bircok yonden benzerlik géstermektedir (Ozsoy 2012).

Laktasistin
Epoksimisin
PSI

Glia Hucresi

Dopaminerjik
Néron

Proteozom
inhibisyonu

KOMPLEKS | veya lll A
inhibisyonu

6-OHDA*
Inflamatuar

mediyatorler
maneb

rotenon Aktif mikroglia

hiicresi

parakuat A
LPS*®

Sekil 2: Deneysel Parkinson olusturucu norotoksinlerin etki mekanizmalari

(Duty ve Jenner 2011).
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1.1.5.2.2. 1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridin (MPTP) Modeli

Eroin kullanan bir grup geng, 1982 yilinda MPTP ile kontamine olmus eroini
kendilerine enjekte ettikten sonra Parkinson hastaligina benzer bir durum meydana
gelmistir. Buna bagh olarak bu bilesik hayvan tiirlerinde denenmis ve maymunlarda
Parkinson hastaligiyla neredeyse ayni klinik ve patolojik durumlarin gelismesine
sebep oldugu bildirilmistir (Chiueh ve ark. 1984), farede sadece dopaminerjik ndéron
dejenerasyonu meydana geldigi (Heikkila ve ark. 1984), sicanlarda ise bu duruma

direng gosterildigi (Chiueh ve ark. 1984) tespit edilmistir.

1-Metil-4-Fenil-1,2,3,6-Tetrahidropiridin, 6-OHDA’nin  aksine  sistemik
enjeksiyondan birkag dakika sonra hizla kan beyin bariyerini geger. Non-dopaminerjik
hiicrelerde MPTP astrositler tarafindan alinir ve Monoamin oksidaz-B (MAO-B)
aracih@iyla MPTP’nin aktif metaboliti  1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP*)’a
dontisttirilir (Sekil 2, Sekil 3). MPP™ hiicre disina salinir ve dopamin tasiyicilar
aracilig1 ile dopaminerjik néronlar tarindan alinir (Mori ve ark. 2005, Hatip 2010).
MPP+, mitokondri i¢inde konsantre edilerek elektron tagima zincirinin kompleks I
elemanina baglanarak onu inhibe eder. Bu nedenle elektron akisi bozulmasiyla diisiik
adenozin trifosfat (ATP) iretimine ve siiperoksit radikalleri gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumuna sebep oldugu bildirilmistir (Sekil 2). Diisiik ATP ve
yiiksek ROS {iretiminin bu yolaklar1 tetikledigine dair diisiinceler bulundugu
bildirilmektedir (Ozsoy 2012). Modeli olusturmak icin farelere 20 mg/kg dozda
intraperiteonal olarak giinde dort doza boliinerek iki saat ara ile uygulanir. Uygulama
intranazal (30-60 mg/kg) olarak da yapilabilir. Uygulama sonrasinda akinezi, rijidite
ve tremor gozlemlendigi bildirilmektedir. 3-7 giin sonra kuyruktan asma ile

hareketsizlik oldugu gozlenir (Mori ve ark. 2005, Hatip 2010).
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Sekil 3: Deneysel Parkinson modelinde nérotoksinlerin dopamin hiicresine

etkisi (Beal 2001).
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1.1.5.2.3. Rotenon, Parakuat, Manabe ve Metamfetamin Modelleri

Herbisit olarak bilinen rotenon 1990’11 yillarda Parkinson hastaligin1 meydana
getirdigi bulunmustur. Lipofilik olan rotenonun kan beyin bariyerini rahatlikla gegtigi
bildirilmistir. Mitokondri igerisinde biriken rotenon elektron tagsima zincirinin
kompleks-I tnitesini (Sekil 3) bloklar (Dauer ve Przedborski 2003, Blandini ve
Armentero 2012, Ozsoy 2012). Parakuat ve manabe ise yapisal olarak MPP+’ye
benzemektedir. Boylece nigrostriatal dopaminerjik noronlar1 dejenere ettigi
belirtilmistir. Davranigssal olarak hipokinezi (anormal derecede hareketlilik
disiikligii), fleksiyon, rijidite (kas sertligi) ve titremeye sebep oldugu goriilmiistiir.
Parkinson metodu uygulamasinda ise rotenon 10 ug/mL, paraquat 25, 50 ve 75 mg/mL
dozda 30 giin siire ile intranazal olarak uygulanir (Hatip 2010). Ayn1 zamanda rotenon
30 mg/kg dozda oral olarak uygulanabilmektedir (Haytural ve Tiiziin 2014).
Rotenonun subkutan dozu ise 2,5 mg/kg dozda 10 giin (1-4 ve 6,9, 12, 15, 18, 21 giin)
uygulanarak Parkinson modeli olusturulmaktadir (Samantaray ve ark. 2007).

Rotenonun (Sekil 4) intraperitoneal uygulamasi, Parkinson hastaliginin bir
modeli olarak kullanilmis, ancak yiiksek morbidite ve mortaliteyi igeren zararl etkileri
nedeniyle (Cannon ve ark. 2009, Monti ve ark. 2010), néroproteksiyonun uzun siireli
caligmalar1 i¢in uygun olmadigi ifade edilmistir. Daha once yapilan bir ¢alisma,
rotenonun akut intranigral enjeksiyonunun birkag¢ hafta boyunca ilerleyen Parkinson
semptomlar1 {rettigini gostermistir (Saravanan ve ark. 2005). Yapilan bir baska
caligmada, intrastriatal rotenon infiizyon uygulanmasinin, nigrostriatal fonksiyonun
davranigsal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal analizler sonucunda Parkinson
hastaligina ¢ok yakin Parkinson modelini olusturdugu bildirilmistir (Mulcahy ve ark.
2011).
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Sekil 4: Rotenonun Yapisi (Anonim 2)

Parkinson patolojisinde bulunan o6zelliklerin bir¢ogu, reaktif oksijen tiirii
liretimi, sistemik mitokondriyal bozulma, mikroglial aktivasyon, a-siniiklein
fosforilasyonu, agregasyon ve Lewy patolojisi, seg¢ici nigrostriatal dopaminerjik
dejenerasyon, ubikuitin-proteazomal disfonksiyon ve L-3,4-dihidroksifenilalanin
(levodopa; L-DOPA) yanit veren motor defisitleri, tirozin hidroksilaz
imiinoreaktivitesinin tilkkenmesi, oksidatif hasar gibi bir cok belirti rotenon
uygulamasindan sonra gozlemlenmektedir (Betarbet ve ark. 2006, Drechsel ve Patel
2008, Cicchetti ve ark. 2009, Norazit ve ark. 2010, Bové ve Perier 2012). Bu etkiler,
rotenonun proteazom aktivitesini ve mitokondriyal kompleks I aktivitesini inhibe etme
yeteneginin bir sonucudur (Sekil 3, Blandini ve Armentero 2012). Bu da substantia
nigra ve striatum i¢indeki dopaminerjik néronlarin dejenerasyonuna yol agmaktadir
(Alam ve Schmidt 2002, Yang ve ark. 2006). Ayrica, in vivo ¢alismalar, bu

norotoksinin Parkinson modeli olarak kullanim potansiyelini ortaya koymustur.

Bir ¢aligmada, arastirmacilar intranigral rotenon infiizyonunun, nigrostriatal
sistemde Onemli Ol¢lide bir tirozin hidroksilaz immiinoreaktivitesine yol agtigini

bulmuslardir (Norazit ve ark. 2010).
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Bagka bir caligmada ise rotenonun intraperitoneal enjeksiyonla uygulandigi
zaman Nigrostriatal dejenerasyona ek olarak, dopamin agonisti apomorfine yanit
veren davranigsal defisitlere neden oldugunu ve bu goézlenen eksikliklerin dopamin
kaybina spesifik oldugunu diisiindiirmektedir (Cannon ve ark. 2009). Ne yazik ki,
calismalarda kullanilan rotenon, agir kilo kaybi, dehidrasyon, yiiksek morbidite ve
mortalite gibi 6nemli yan etkilere sahiptir (Betarbet ve ark. 2000, Sherer ve ark. 2003,
Lin ve ark. 2012a, Tasselli ve ark. 2013). Bununla birlikte, bazi ¢alismalar rotenonun
intrakraniyal infiizyonunun bu bozucu etkilere neden olmadigini ortaya koymustur.
Ancak protein agregasyonu ve Lewy cisimcigi formasyonu gibi bazi 6zellikler hentiz
farelerde tespit edilmemistir (Sindhu ve ark. 2005, Saravanan ve ark. 2005, Mulcahy
ve ark. 2011, Carriere ve ark. 2014).

Son zamanlarda, farelerde medial 6n beyin demetinin tek tarafli olarak
infiizyonu sonucu olusan lezyonlarda, a-siniiklein ve motor disfonksiyonunun asir
ekspresyonu ile sonuglandigini bildirilmistir. Bununla birlikte arastirmacilar
nigrostriatal yol boyunca dopaminerjik dejenerasyona dair bir kanit sunmamislar ve
motor eksikliklerine yonelik herhangi bir nicel sonug belirtmemislerdir (Weetman ve

ark. 2013).

Sicanlarda rotenonun intrakranial uygulamasinin motor disfonksiyonu ile
sonuclandigi  ve  nigrostriatal yol boyunca tirozin  hidroksilaz  (TH)
immiinoreaktivitesini azalttigr gosterilmistir (Carriere ve ark. 2014). Bu motor
semptomlarin siddeti, substantia nigra (SN) 'da TH pozitif dopaminerjik néronlarin

kaybina bagli oldugunu diisiindiirmektedir (lancu ve ark. 2005).

1.1.5.2.4. Uc¢-nitrotirosin Modeli

Parkinsonlu hastalarda 3-nitrotirosinin arttig1 bildirilmistir. Buradan yola
c¢ikilarak bu model olusturulmustur. Model uygulamasinda 3-nitrotirosin intrastrial
olarak enjekte edildiginde tirozin terminal hiicreleri ve substania nigradaki
dopaminerjik noronlarin dejenere olmasi sonucu kaybolmasina sebep oldugu

bildirilmektedir (Hatip 2010).
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1.1.5.3. Genetik Modeller

Parkinson hastaligt yillardir genetik tabanli olmayan, sporadik orijinli bir
hastalik olarak bilinse de hastalarin %5-10"unda genetik mutasyonlar gézlenmedigi
bildirilmistir. Bu modellerin pek ¢ogunda inkliizyonlar goriinmiis fakat giiclii bir

norodejenerasyon gozlenememistir (Ozsoy 2012).

1.1.6. Deneysel Cahiymalarda Kullanilan Motor Aktivite Testleri

Parkinson hastaligi, Huntington hastalig1 ve travmatik beyin rahatsizligi olmak
tlizere bir cok merkezi sinir sistemi bozukluklari modellerinde motor bozukluklarin
degerlendirilmesi i¢in Tablo 3’de verilen davranig testlerinden yararlanilmaktadir
Meredith ve Kang 2006, Brooks ve Dunnett 2009). Genel olarak motor aktivite
bozukluklarinin beyincik, bazal gangliyon, beyin sapi, motor korteks, omurilik,
periferik sinir sistemi veya kas-iskelet sistemi disfonksiyonu dahil olmak iizere
periferik ve / veya merkezi kokenli olabilecegi bildirilmistir (Meredith ve Kang 2006,
Olveczky 2011, Ploughman ve Kleim 2011).
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Tablo 3: Davranis Testleri (Mann ve Chesselet 2015).

Test Motor Davranisi Hayvan Artilar Eksileri Olgiimler Referanslar
Denge Fare poonel ol « Egitim gerekli ) Se..yahat edl.len m?safe Brooks ve Dunnett (2009),
Rotarod . kullanilan * Diisme gecikmesi
Motor koordinasyon Sigan * Coklu denemeler . Borse ve ark. (2011)
* Hassas * Diisiiste hiz
Motor koordinasyon Fare * Hassas : Elizf)nkgaerglkllle * Hatalarin say1st Fleming ve ark. (2004),
Zorluigin  Denge * L-DOPA ile N ayery » Hata / adim Rockenstein ve ark. (2002),
e Sican AR degerlendirmesi .
Motor sensori diizeltilebilir * Toplam zaman traversi Heffeman ve ark. (2013)
* Coklu denemeler
* Egitim gerekli .
. Fare * Nigrostriatal * Uzuv kavramanin iglevsiz ~ « Tiim zamanlara Flemln_g ve ark. (2004),
Pole Motor koordinasyon . : . N Cummings ve ark. (2012),
Sican  disfonksiyona duyarlidir olmasi durumunda etkili * Yiikselme zamani
Rauch ve ark. (2010)
olmaz.
* Video kaydi ve * Adim mesafesi
Motor koordinasyon * Egitim gerektirmez ~ degerlendirmesi L Richfield ve ark. (2002),
Ters 1zgara - Fare . * Her adim i¢in 6n ayaklar .
Kavrama giicii * Basit * Coklu denemeler Tillerson ve ark. (2002)
- .  zamani tagimak
* Hayvan icin stresli
* Adim uzunlugu
o M'(.)t'(.)r koordinasyon Fare - Kolay * Egitim gerekli . * Taban genisligi . ‘ Lin ve ark. (2012b),
Yiirtiylis Yiiriirken Sican « Uveun malivetli * Her zaman tedaviler aras1  + Adimlar arasinda degiskenlik Hamill ve ark. (2012)
senkronizasyon ¢ e y farkli degil * On / arka pengelerin iist iiste '
binmesi
. Basit * Belirli bir mesafeyi hareket
Chimney Motor koordinasyon Fare * Kisa (1-5 dk.) ettirme yetenegl . Boissier ve ark. (1960),
Sigan o . * Ayarlanmis bir mesafeyi geriye ~ Dauge ve ark. (2001)
* Egitim gerektirmez <
dogru tagima zamani
* Hind / bas uzuv hareketi
Kuyruktan  Hareketlilik . Otomatlklestlrlleblhr * Videoya _k:ayd_e(_illeblhr ve I.(l}yrugg ulagmak i¢in egilme Stery ve ark. (1985),
. Fare * Basit derecelendirilebilir girisimleri
Asma Motor koordinasyon o . - . . - Haobam ve ark. (2005)
* Egitim gerektirmez  * Hayvan igin stresli *» Kuyruga dogru siirtinme
girisimleri
Yapistirict  Motor sensort Fare : Eﬁ;ﬁm gerektirmez * Dokunma zamant Fleming ve ark. (2004),
kaldirma Ekstremite tercihi Sican * Cikarma zamani Schaar ve ark. (2010)

« Basit
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Tablo 3 (Devam): Davranis Testleri (Mann ve Chesselet 2015).

» Siire (~15 dk / fare)
Lokomotor aktivite  Fare * Otomatik * Odaya aligkanlik .. Sedy ve ark. (2008),
Acik alan ) oo . * Yatay, spontan aktivite, timar Lam ve ark. (2011),
Kesif Sican « Egitim gerektirmez ¢ Yaglara veya modellerde -
. - Popovic ve ark. (2014)
ilerlemeye duyarli olabilir
 Egitim gerekli * Seyahat edilen mesafe .
-ll—ikilrllril(;e Lokomotor aktivite g?r:n * Otomatik * Habitue gerekli * Kosu hizi E;:g:é r\]/; 3;';&(20(222)’7)
¥ ¢ * Oldukga yalitilmis odalar * Caligmaya baslama zamani )
s . * Duvar destekli veya serbest duran
- Kendiliginden Fare « Basit Video kaydi ve arma Plowman ve ark. (2011),
Silindir aktivite oo . degerlendirmesi =
. . . . Sigan * Egitim gerektirmez * On ayak ve arka ayak adimlari Schallert ve ark. (2000)
Ekstremite asimetrisi * Odaya aligkanlik ..
* Bakim i¢in harcanan zaman
Koordineli « Egitim ve aligkanlik gerekli < Sinking, yiizme veya ylizer
Yiizme ekstremite kullantmi Fare * Basit * Oznel * Penge vuruslari Haobam ve ark. (2005),
N o Sican * Kisa (1-5 dk.) * Video kaydi ve * Yiizme hiz1 Deumens ve ark. (2002)
Yiizme yetenegi N . . S
degerlendirmesi * Platform igin siire
Iyi motor yetenekleri * Gida kisitlamasi * Gorev tamamlama zaman
: . . * gbrevi tamamlamak igin
Motor koordinasyon * Habitue gerekli 2 )
Yeme . o . girisimleri Karl ve ark. (2005),
Duyusal motor Sican * Basit « Egitim gerekli I .
ulagsma o - * Cevapsiz / digmiis tedavi Schaar ve ark. (2010)
becerileri * Video kaydi ve . .
. - N . . * Kontra- veya ipsi lateral pengenin
Ekstremite tercihi degerlendirmesi
kullanimi1
Yuva .. . * Basit . . .
yapma Iyi motor yetenekleri Fare « Egitim gerektirmez Tek konut Kullanilan pamuk yiizdesi Fleming ve ark. (2004)
Kavrama Fare * Kolay * Dopamindeki striatal « On avaklarin eiicii Lorivel ve ark. (2007),
il Kas giicii Sican * Otomatik degisiklikleri saptamayacak Arkaya aklarlrgl i Kuber ve Thaakur (2011),
gu ¢ * Egitim gerektirmez  kadar hassas degildir Y & Gupta ve ark.(2014)
On pence L Fare * Basit * Testten 6nce hayvani . .
adimt Akinezi Sican « Egitim gerektirmez  kullanma Penge ayarlamasinin sayisi Meredith ve Kang (2006)
Kataleosi Kas sertligi Fare : I};I;lzslllt : I%I:gtf:ringﬁcztl}jgl d;flﬂ * Arka ayaklar1 veya 6n ayaklar Richter ve ark. (2007),
P Akinezi Sigan v yere indirmek i¢in gecikme siiresi ~ Haobam ve ark. (2005)

* Egitim gerektirmez

kullanma
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1.1.6.1. Rotarod Testi

Rotarod testi (Sekil 5) uygulamak i¢in 6zel bir egitim gerektirmedigi igin, deney
hayvanlarinda motor koordinasyonu ve dengesini test etmek i¢in en yaygin kullanilan
araclardan biridir. Bununla birlikte, duyarlilig1 etkilenen noéronal sistemlere bagl
olarak biiyiik Olciide degisiklik gosterir. Bu test, farelerin veya siganlarin dénen bir
cubuk iizerinde dengede durmasini gerektirir ve diisme zamanlari 6l¢iilerek kaydedilir.
Sicanlar veya fareler, bir denemede farkli deneyler i¢in (genellikle dengeleyebildigi
en yiksek hiz) 5 dakikalik bir siirede 0'dan 40 rpm'ye kadar kademeli olarak
hizlandirilmig bir hizda test edilebilir (Brooks ve Dunnett 2009, Borse ve ark. 2011).
Yorgunlugun, hizlanan c¢ubuktan elde edilen sonuglar1 etkiledigi disiiniilsede,
cubugun sabit bir hizda donmesi ile diisme gecikmesinin, motor koordinasyonunu ve
dengeyi etkileyen biyolojik degisikliklere kars1 daha duyarli oldugu diisiiniilmektedir
(Monville ve ark. 2006). Ayrica, piiriizsiiz veya yivli ¢ubuklar testin duyarliligini
etkileyebilir ve bir deney tasarlarken veya farkli galismalarda sonuglar1 karsilastirarak

degerlendirilmelidir (Hickey ve Chesselet 2011).

Bolme 1c¢c
Serit h
*' r 3

gk Rod T ieni ielikiubuk

19 cm

gi‘:n Diisme
U J Mesafesi
Kayis Kalibrasyonda kulanilir 51 cm

e U e, e vy

Motor E[ : . i - -
b — - -\ 4 ’ X
Fotosel vatak

Sekil 5: Rotarod Testi Mekanizmasi (Bohlen ve ark. 2009).



20

Rotarod mekanizmasi ile tespit edilen bozukluklar, serebellar veya omurilik
fonksiyon bozuklugu olan hayvanlarda o6zellikle 6nemli oldugu bildirilmistir . Bu
durumda kullanilan en duyarli test olmasa da, bazal ganglion disfonksiyonu
modellerinde rotarod performansindaki degisiklikler tespit edilebilir (Hickey ve
Chesselet 2011). Rotarod defisitleri Parkinson hastaligi modellerinde “nondopamin
bagimli” motor davranig olarak siniflandirilir ¢ilinkii nigrostriatal dopaminerjik

kayiptan 6nce veya kayip meydana gelmeden ortaya ¢ikabilirler (Magen ve Chesselet
2010, Hickey ve Chesselet 2011).

Substantia nigra ve striatum gibi dopaminerjik bolgelerden ziyade, baskin
birikimi veya korteks ve omurilikte a-siniiklein patolojisi gosteren a-siniiklein asiri
ekspresyonu modellerinde gozlenir (Hickey ve ark. 2005). Onemli olarak, bu test,
Amiyotrofik Lateral Skleroz (ALS), serebellar ataksi, travmatik beyin hasari ve inme
de dahil olmak ftizere bircok hayvan modelinde iiretilen sensorimotor bozukluklar
dogru olarak o6lgebilir (Hamm ve ark. 1994, Fujimoto ve ark. 2004, Schaar ve ark.
2010, Adwanikar ve ark. 2011)

1.1.6.2. Pole Testi

Pole testi ile kafesine inmek i¢in farenin veya siganin bir gubukta kavrama ve
manevra kabiliyeti degerlendirir (Sekil 6). Bu test daha Once farelerde bazal
gangliyonla iligkili hareket bozukluklarini degerlendirmek i¢in kullanilmistir (Ogawa
ve ark. 1985, Ogawa ve ark. 1987, Matsuura ve ark. 1997, Sedelis ve ark. 2001,
Fernagut ve ark. 2003, Fleming ve ark. 2004). Parkinson hastaligi farelerde ve
siganlarda ¢ubukta donme ve inme hareketi daha uzun sirdiigi bildirilmektedir
(Ogawa ve ark. 1985, Ogawa ve ark. 1987, Matsuura ve ark. 1997, Mann ve Chesselet
2015).
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(A) s somcn (B)

Yiikseklik:
50cm

Taban

Sekil 6: Pole testi. (A) bir taban iizerinde stabilize 50 cm uzunlugunda ahsap
cubuk. (B) Test sirasinda farenin yukari ¢ikmasini dnlemek igin gubugun iistten

tutulmasi (Mann ve Chesselet 2015).

1.1.6.3. Yiizdiirme Testi

Bu test yaygin olarak antidepresanlarin etkinligini test etmek i¢in kullanilmasina
ragmen, hayvan modellerinde bazi ¢alismalarda motor defisitleri degerlendirmek igin
kullanilmistir (Schaar ve ark. 2010). “Davranissal umutsuzlugu” ve motor davranislari
6lemek i¢in yiizme ve kesif kullanilabilir (Brooks ve Dunnett 2009, Porsolt ve ark.
1977). MPTP ve 6-OHDA ile olusturulan Parkinson modelleri kontrollerle
kiyaslandiginda daha diizensiz olduklar1 belirtilmistir (Deumens ve ark. 2002, Haobam
ve ark. 2005).

Kiigiik, seffaf ve 60 cm yiikseklige sahip bir pleksiglas konteyner (dikddrtgen
veya dairesel), 30 cm'ye kadar 23-27°C su ile doldurulur. Gortintir bir kagis platformu
igerir (Sekil 7, Morris 1983).
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Lokomotor ol¢imiine dayanan test, ylizme sirasinda koordine bacak
kullaniminin degerlendirilmesini igerir. Bu testte, hayvan ardigik iki giin boyunca
berrak bir tank i¢inde goriiniir bir kagis platformuna yiizmek iizere egitilmistir. Test
giinlerinde, ii¢ bes ylizme denemesi, daha sonraki analizler i¢in video olarak kaydedilir
(Haobam ve ark. 2005, Kleim ve ark. 2007). Bulgular arasinda sol-sag 6n penge ve
arka pence vuruslarinin sayisi, ylizme hizi, platforma ulagsma siiresi ve test sirasinda

ortaya cikabilecek koordine olmayan davramislar kaydedilerek degerlendirilir

(Haobam ve ark. 2005, Karuppagounder ve ark. 2012).

/.

Baslama Noktas: K

Baslama noktasi

Baslama noktasi

...... .. Gorsel
[ P e N
= isaret

S

\ : 150cm

Sekil 7: Yiizdiirme Testi (Morris 1983)

1.2. Hiicre Oliimii

Cok hiicreli organizmalarda, doku biitiinliiglinlin korumasi ve organ
fonksiyonunun olusturulmasi i¢in hiicre biiyiimesi ve 6liimiiniin dinamik bir etkilesim
halinde bulunmas1 gerekmektedir. Organizmalarin i¢ ortamlarinda goreceli bir denge
durumu elde etmek i¢in sik1 kontrol edilen homeostatik siire¢ler bulunmaktadir. Bunlar
organizmanin hayati parametreleri stabilize etmesini ve temel islevleri
gerceklestirmesini saglar. Cok hiicreli organizmalarda hiicresel doniisiimiin dinamik
dengesi, bir yandan organizmaya yeni hiicreler dahil edilmesi ve/veya hiicresel

Olimler ile sonuglanan bir mekanizmayla saglandig1 bilinmektedir. Morfolojik ve
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biyokimyasal kriterlere dayanarak hiicresel 6liim: apoptotik, nekrotik ve otofajik hiicre

6liimii olmak tizere {i¢ ana baglik altinda tanimlanmaktadir (Kroemer ve ark. 2009).

1.2.1. Apoptotik, Nekrotik ve Otofajik Hiicre Oliimii

1.2.1.1. Apoptoz

Apoptoz, hem fizyolojik hem de patolojik olarak meydana gelebilen hiicrenin
programlanmig bir intihar mekanizmasidir. Organizmanin ve hiicrelerin gelisiminde
O6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Brill ve ark. 1999). Bununla birlikte bagisiklikta
(Cohen ve ark. 1992) ve cok hiicreli organizmalarda hiicresel homeostazin
korunmasinda etkin rol aldig1 bildirilmistir (Henson ve Hume 2006). Apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liimii arasindaki morfolojik fark ilk olarak Kerr ve arkadagslar1 (Kerr
ve ark. 1972) tarafindan bildirilmis olup Sekil 8'deki sematik gdsterimde demonstre
edilmektedir. Apoptoz, hiicrenin kompakt zarla kapali yapilara pargalanmasiyla
meydana gelir. Bu olay sonucunda olugan "apoptotik cisimler" komsu veya 6zellesmis
bazi hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagosite edilir ve boylece enflamatuar bir

yanita yol agmadan dokudan uzaklagtirilir.
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Nekroz Apoptoz

Sekil 8: Apoptoz ve Nekroz (Kerr ve ark. 1972)

Biyokimyasal olarak apoptoz, protein boliinmesi, mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu, DNA arizas1 ve fagositik tanima sinyalleri olmak tizere farkli ener;ji
bagimli mekanizmalar ile karakterizedir (Elmore 2007). Mitokondriyal membran
potansiyeli ve mitokondriyal biitiinliik kaybolur ve bunun sonucunda ATP (adenosin
trifosfat) iiretiminin durmasina ve dis mitokondriyal membranin kopmasina neden
olur. Bu da, mitokondriyal i¢ membran boslugundan proapoptotik faktorler salgilar.
Salgilanan faktorler bir indiikleyici ve efektor proteaz zincirini aktive eder. Kaspaz
aktive edildiginde, ¢esitli hiicresel substratlarin proteolitik boliinmesinden sorumlu

hale gelmektedir (Martin ve Green 1995).

Apoptotik hiicrelerin diger biyokimyasal 6zelligi hiicre yilizey belirteclerinin

ifadesidir. Bu baglamda en calisilan stireglerden biri  fosfatidilserin

1yl

uzaklagtirllmasidir. Boylece hiicrenin lipit tabakasinin ice bakan fosfatidilserinin
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plazma zarmin dis tabakasina aktarilir (Bratton ve ark. 1997). Fagositik yutulma igin
hiicreyi 6ne ¢ikaran diger apoptozis kaynakli yiizey molekiillerinin Annexin | (Arur
ve ark. 2003, Lim ve Pervaiz 2007) ve Kalretikiilin (Gardai ve ark. 2005) icerdigi
bilinmektedir. Apoptozisin biyokimyasal ve morfolojik oOzellikleri Tablo 4'de
gosterilmektedir (Dalter 2013).

Tablo 4: Apoptosisin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri (Dalter 2013).

Morfolojik Ozellikler Biyokimyasal Ozellikler

Hiicre biiziilmesi [Ca *?] yiikselisi

Kromatin yogunlagmasi DNA yikimi

Niikleer pargalanma Kaspaz aktivasyonu

Membran kabarciklanmasi Mitokondriyal membran potansiyeli kayb1
Hiicre ayrilmasi Fosfatidilserin uzaklastirilmasi

Apoptotik cisimlerin tiretimi

Olii hiicrelerin fagositozu

Yukarida da belirtildigi gibi, apoptoz ¢ok hiicreli organizmalarda hiicresel
homeostazin gelisimi, bagisikligi ve korunmasi i¢in olduk¢a Onemli bir siirectir.
Gelisim sirasinda, bir¢ok hiicrenin apoptoz yoluyla kontrollii olarak uzaklagtirilmasi
organogenez ve doku dilizenlenmesine katkida bulunur (Meier ve ark. 2000).
Apoptozis ayrica gereksiz noronlari uzaklagtirmasi ile merkezi ve periferik sinir

sisteminin noronal aglarmin gelistirilmesinde 6nemli rol oynar (Malik 2012).

Eriskinlerde apoptozisin temel 6nemini gosteren bir baska drnek de bagisiklik
sistemidir. iImmiin hiicreler, dzellikle lenfositlerin sayisiz yabanci antijen repertuarina
cevap vermesi ve oto-antijenleri tolere etmesi gerekir. Apoptoz, bu senaryoda, iki ana
fonksiyona hizmet eder; ilk olarak, tamamen reaktif olmayan 16kosit 6nciileri negatif
secimini saglar. Ikinci olarak ise, kendi viicudunun antijenlerine karsi reaktivite
gosteren lenfositlerin negatif secimi, yani timusta otomatik reaktivite gosteren
lenfositler oto-bagisikligi dnlemek igin apoptosise ugrarlar (Pinkoski ve ark. 2006).
Apoptozun fizyolojik seviyeleri, ayn1 zamanda, hiicre dokular1 ve diizenlenmesindeki

stabiliteyi dinamik dokularda muhafaza etmenin yani sira doku onariminda da 6énemli
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bir rol istlenmektedir. Doku iyilesmesi, yara onarimindan, yeni matrislerin
birikmesinden ve yaranin olgunlasmasindan sorumlu hiicre popiilasyonlarinda bir¢cok
degisiklikleri igerir. Bir sonraki iyilesme evresine ilerlemesi, spesifik hiicre tiplerinin
ortadan kaldirilmasina bagl oldugundan, apoptoz bu dokular1 daha fazla doku hasari
veya enflamatuar bir yanita neden olmadan ortadan kaldirir (Greenhalgh 1998). Ayrica
apoptotik hiicre Oliimii, organizmaya potansiyel bir tehdit olusturan hiicreleri de
ortadan kaldirir. Viral olarak enfekte olmus hiicreler, siiperniimeryal, yanlis
yerlestirilmis hiicreler veya hasarli hiicreler (6rnegin DNA hasar1) apoptoza
ugrayabilir. Ayrica normal hiicrelerin hayatta kalmasini ve isleyisini saglamak ic¢in

defektli hiicreler elimine edilir (Norbury ve Hickson 2001).

Yukarida verilen ornekler, canli organizma i¢in kesin olarak ayarlanmis bir
apoptoz regiilasyonunun ne kadar onemli oldugunu gostermektedir. Apoptoz
disregiilasyonunun ise genis bir hastalik dizisinin patogenezi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (Hetts 1998). Merkezi sinir sisteminden noronal alt tiplerin kademeli
kaybi, ¢esitli norodejeneratif 6zelliklerin ayirt edici 6zelligi oldugu i¢in ileri derecede
apoptozun  ndrodejenerasyonla  nedensel  olarak  baglantili  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu norodejeneratif hasarlara ornek olarak Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastaligi, spinal miiskiiler atrofi ve amiyotrofik lateral skleroz gibi
hastaliklar verilebilir (Thompson 1995). Belirli hiicre tiplerinin asir1 apoptozisi, ayni
zamanda, enfeksiydz hastaliklarin drnegin Insan Immiin Yetmezlik Viriisii (HIV) ile
enfekte CD4T hiicrelerinin kaginilmaz apoptosisi yoluyla edinilmis immiin yetmezlik
sendromunun (AIDS) ilerlemesine de yol acgabilir. Asir1 apoptosisin aksine,
apoptosisin eksik olmasi otoimmiiniteye, greft reddine veya kansere sebep olabilir.
Otoimmiinitenin, timustaki immiin hiicrelerin negatif se¢iminden, yani oto-antijenlere
kars1 reaktif olan apoptoz indiiksiyon hiicrelerinin eksikliginden kaynaklandigi

bilinmektedir (Cummins ve Badley 2010).

1.2.1.2. Nekroz

Apoptotik hiicre 6liimiiniin tersine, nekroz genellikle akut, fizyolojik olmayan
yaralanmalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan pasif bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir.

Morfolojik olarak nekroz, hiicre hacminde (onkoz) artis, organellerin sismesi, plazma
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membrani riiptiirii ve hiicre i¢i igerigin hiicre disina salinmasi ile karakterizedir. Bu,
cevredeki hiicrelerin zarar gérmesi ve ilgili dokuda giiclii bir enflamatuar yanit ile

sonuc¢lanmaktadir (Leist ve Jaattela 2001a).

Yukarida tarif edildigi gibi nekrotik hiicre 6liimii termal, toksik veya mekanik
yaralanma gibi dig faktorlerle tetiklenmektedir. Etkilenen hiicreler, enerjiden bagimsiz
ve kontrolsiiz bir 6lim seklini izleyen pasif kurbanlar olarak tanimlanabilir.
Fonksiyonel olarak nekroz genellikle patolojik ve kontrolsiiz hiicre 6liim tipi olarak
kabul edilir. Ayrica yapilan ¢alismalar nekrotik hiicre Oliimiiniin hiicresel sinyal
transdiiksiyon yollari ile diizenlenebilecegini belirtmektedirler (Festjens ve ark. 2006,
Golstein ve Kroemer 2007).

Apoptoz ve nekrozun hiicre 6liim modalitelerinin tamamen farkli gériinmesine
ragmen, bu ayrim “apoptoz-nekrozis devamlilig1” terimini kullanarak sorgulanmaya
baslanmistir (Zeiss 2003). Buna gore nekroz ve apoptoz, biyokimyasal aglarin farkl
morfolojik modaliteleridir ve apoptotik uyaranlar fizyolojik ortami degistirerek
nekrotik siireglere doniistiiriilebilir. Ornegin, kaspazlarin veya hiicre i¢ci ATP'nin
mevcudiyetinin azaltilmas1 apoptotik bir siireci nekroza doniistiirebilir (Denecker ve

ark. 2001).

1.2.1.3. Otofaji

Otofaji olarak adlandirilan {igiincli tip hiicre 6liimi, otofajomlarin igindeki
sitoplazmik materyalin tutulmasi ve ardindan lizozomlar tarafindan bozulmasi ile
karakterize edilir. Bu olaya, kendi kendini yok etme eylemi olarak tanimlanmaktadir
(Levine ve Klionsky 2004, Baehrecke 2005, Levine ve Kroemer 2008). Otofajik
vakuolizasyon, hiicre i¢i organellerin ve proteinlerin bozulmasinin amino asitlerin,
niikleotidlerin ve yag asitlerinin sagladigi aglik ve stres kosullarina yanit olarak ortaya

ciktig1 bilinmektedir (Levine ve Yuan 2005).

Tiim hiicreler, homeostatik fonksiyonlar1 ger¢ceklestirmek i¢in gerekli olan diisiik
bir bazal diizeydeki otofajiyi gostermektedir. Bununla birlikte, bu otofaji, aclik veya
trofik faktor geri ¢ekilmesi, yapisal degisiklikler (6rnegin gelisimsel siirecler) veya

hasarli sitoplazmik organellerin (6rnegin oksidatif stres veya enfeksiyonlar sirasinda)
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sonuclar1 sirasinda biiylik dlglide artis gosterdigi bildirilmistir. Nekrozun aksine ve
apoptosise ise benzer sekilde, otofajik 6liim, enflamatuar bir yanitin indiiksiyonuna
yol agmaz. Otofaji veya apoptoz geciren hiicrelerin ultrastriiktiirel 6rnekleri Sekil 9'da
tasvir edilmistir. Apoptozun aksine, DNA fragmantasyonu ve kaspaz aktivasyonu,

ancak otofajinin ¢cok gec¢ asamalarinda tespit edilir (Dalter 2013).

Sekil 9: Apoptotik (A) ve Otofajik (B) Hiicre Oliimii (Levine ve Yuan 2005).

1.2.2. Apoptotik Yollar

Apoptoz, hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorlerinin aktivasyonunu (ekstrinsik yol)
(Ashkenazi ve Dixit 1998) veya mitokondriyi (intrinsik yol) (Green ve Reed 1998)
iceren iki ana yolla indiiklenebilir. Apoptoz indiiksiyonunun bu iki ana yolu, Sekil

10'da gosterilmekte ve asagidaki boliimlerde ayr1 ayri agiklanmaktadir (Dalter 2013).

Her iki yol da bir baslatma evresi, bir entegrasyon fazi ve bir hiicre 6liimii
yiiriitme fazina boliinebilen bir sinyal dizini igerir. Bu iki yol karsilastirildiginda,
baslangi¢ asamasi ve entegrasyon fazi oldukca degisken olsa da, yiiriitme yolu ise
neredeyse aynidir. Ekstrinsik apoptotik yol, hiicrenin yiizeyi iizerindeki ayni1 kdkenli
Oliim reseptoriine baglanan bir harici ligand ve daha sonra bir hiicre i¢i sinyalleme
kompleksinin olusumu ile tetiklenir. Bir dis sinyalin tersine, bir hiicre i¢i organel
(6rnegin niikleus, endoplazmik retikulum, lizozom, golgi cihazi veya mitokondri)
hasari, mitokondriye bagimli bir sekilde aracilik edilen intrinsik apoptoz yolunu

baglatir. Entegrasyon asamasi, uyaranin islenmesini igerir ve hiicre 6limii igin geri



29

doniisii olmayan noktaya ulagilip ulasilmadigina karar vermekten sorumludur (Dalter

2013).

Nihayetinde, her iki yol da ‘kaspazlar’ ad1 verilen proteazlar1 aktive ederek 6liim
asamasindadir. Bu proteazlar, niikleer lamineler, PARP (poli-ADP-riboz-polimeraz)
ve sitoskeletal proteinler gibi DNA onarim enzimleri dahil olmak tizere ¢esitli hayati
hiicresel substratlarin proteolitik boliinmesiyle hiicre 6liimiiniin son uygulayicilaridir
(Leist ve Jaattela 2001b, Lazebnik ve ark. 1995, Lazebnik ve ark. 1994, Mashima ve
ark. 1995). Bununla birlikte, kaspazdan bagimsiz apoptoz formlarinin da mevcut

oldugu bildirilmektedir (Leist ve Jaattela 2001b).

Ekstrinsik
Yol Kemoterapi

+ Pro-apoptotik ligant Radyoterapi
: Oksidatif Stres

. Oliim Reseptoru

‘. :
DISC %
raco l

| Prokaspas 8 \\

intrinsik
23 r Yol
b . ]
Mitokondri
Kaspas 8,10
E-)
\ =
@ Kaspas
o’ 367 .-,"
kl
l Apoptojenik Faktorler
Apoptosis

Sekil 10: Apoptoziste Ekstrinsik ve Intrinsik yol (Dalter 2013)

1.2.2.1. Ekstrinsik yol

Bir pro-apoptotik ligand bir "6liim reseptoriine" baglandiginda ekstrinsik yol
aktive edilir. Oliim reseptdrleri, ligand baglanmasi iizerine apoptosisi tetikleyen TNF
(tiimor nekroz faktorii) reseptor siiperfamilyasina ait plazma membran proteinleridir.
Oliim reseptdr gen ailesi 20'den fazla proteinden olusur. Hiicre 6liimii ve hayatta

kalma, farklilasma veya bagisiklik diizenlemesi de dahil olmak iizere genis bir
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yelpazede biyolojik fonksiyonlar1 diizenler (Walczak ve Krammer 2000, Ashkenazi
2002).

En 1iy1 karakterize edilen 6liim reseptorleri arasinda Fas (Dhein ve ark. 1995),
TNF reseptorii 1 (Tartaglia ve ark. 1993), TRAMP (Kitson ve ark. 1996, Bodmer ve
ark. 1997), TRAIL reseptorii 1 ve 2 yer almaktadir (MacFarlane ve ark. 1997, Pan ve
ark. 1997). Bunlarin ortak kokenli 6liim reseptorii ligandlari, hiicre yiizeyi lizerinde
gosterilen transmembran proteinleri olarak ifade edilir. Ancak metaloproteazlar
tarafindan boliinme {izerine ¢oziinebilir sitokinler olarak islev gérmek tizere hiicre dist
cevreye salinabilir. Tlgili reseptor ile ligand (Fas, TNFa, lenfotoksin, Tweak ve Trail)
birlesimi reseptor-ligand komplekslerinin trimerizasyonunu baslatir. Hiicre igi alanin
ortaya c¢ikan konformasyonel degisikligi hiicre i¢i “Oliim alanini™ ortaya ¢ikararak,
adaptor proteinlerin (6rnegin FADD-Fas iligkili 6lim alan1) baglanmasina ve pro-
kaspaz 8'in toplanmasma izin verir. Oliim reseptorii ile uyarilan sinyallesme
kompleksi” (DISC), kaspaz 8'i otoproteolitik islemle aktive ederek apoptozisi baslatir.
Kaspaz 8 sirasiyla Kaspaz 3, 6 ve 7'yi iceren efektor kaspazlari proteolitik olarak
aktiflestirir (Smith ve ark. 1994, Boldin ve ark. 1995, Chinnaiyan ve ark. 1995,
Ashkenazi ve Dixit 1998, Thorburn 2004).

1.2.2.2. intrinsik Yol

Ekstrinsik apoptoz yolunun aksine, intrinsik apoptoz yolu dogrudan hiicre i¢inde
hareket eden, hiicre i¢i sinyalleri iireten ve reseptor olmayan aracilik uyaranlari dizisi
tarafindan baslatilir. Intrinsik yol, DNA hasari, iskemi, oksidatif stres ve artmis hiicre
ici Ca?" konsantrasyonlar1 gibi gesitli hiicresel stres sinyalleri tarafindan tetiklenir.
Biitiin bu sinyaller mitokondriyal fonksiyona ve biitiinliigiine etki eder. Hiicresel stres
tizerine, proapoptotik Bcl-2 (B-hiicresi lenfoma 2) aile iiyelerinin [Bax (Bcl-2 ile
iligkili X protein), Bad (Bcl-2 iliskili 6lim promoteri) veya Bak (Bcl-2 homolog
antagonist / katil)] ve anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyelerinin [Bcl-2 veya Bcl-xL (B-
hiicreli lenfoma-ekstra biiyiik)] fonksiyonel dengesi pro-apoptotik proteinlerin lehine
yonelik oldugu bilinmektedir. Ortaya ¢ikan mitokondri pertiirbasyon, i¢ mitokondriyal
membran gegirgenliginde ani bir degisiklik olan ‘mitokondriyal gecirgenlik gecisi

(MPT) yoluyla mitokondriyal membran permeabilizasyonunu indiikleyebilir (Kim ve



31

ark. 2003). Bununla birlikte mitokondri aracilt apoptoz yolunda “geri doniisii olmayan
nokta” olarak tanimlanan mitokondriyal dig zar permeabilizasyonunun mekanizmasi
meydana gelmektedir (Vieira ve Kroemer 1999, Green ve Kroemer 2004). MPT ve i¢
mitokondriyal membran permeabilitesindeki artig, sonugta apoptojenik faktorlerin
salinmasina neden olan dis mitokondriyal membranin kopmasiyla sonuglanir (Mayer
ve Oberbauer 2003). Bu pro-apoptotik proteinler arasinda sitokrom C (Yang ve
Cortopassi 1998), Apoptoz indiikleyici faktor (AIF) (Lorenzo ve ark. 1999, Susin ve
ark. 1999), Endonuclease G (Li ve ark. 2001), Smac / Diablo (Adrain ve ark. 2001) ve
Omi / HtrA2 (yiiksek sicaklik gereksinimi A2) (Suzuki ve ark. 2001) bulunmaktadir.
Pro-Kaspaz 9 ile birlikte sitokrom C ve Apoptoz proteaz aktive edici faktor 1
(APAF1), "apoptozom" 'u olusturur (Zou ve ark. 1999). Apoptozom, baslatici kaspaz
9'un akabinde, apoptozun uygulanmasini kolektif olarak diizenleyen asag1 akis efektor
kaspazlarinin proteolitik aktivasyonunu tetikleyen bir sonraki aktivasyon platformunu
saglar. Smac / Diablo ve Omi / HtrA2, apoptozun sitozolik inhibitorlerini (IAP ailesi,
orn., C-1AP1, c-IAP2, Survivin, X-baglantili IAP) antagonize eder ve bdylece
apoptozisi tesvik eder. AIF ve Endonuclease G niikleusa dogru yer degistirir, niikleer

yogunlagsma ve kromatin par¢calanmasini tetikler (Dalter 2013).

1.2.3. Bcl-2

Bcl-2 protein ailesi, apoptozis diizenlenmesinde o6zellikle geri doniisiimsiiz
hiicresel hasarin {ist kisminda yer alan ve esas olarak mitokondri seviyesinde hareket
eden intrinsik yolda 6nemli bir rol oynayan pro-apoptotik ve anti-apoptotik
proteinlerden olusur (Gross ve ark. 1999). BCL2 geni tarafindan kodlanan Bcl-2, 20
yildan daha uzun siiredir tanimlanmis olan bu ailenin ilk proteindir. Tiim Bcl-2
tiyelerinin yeri dis mitokondriyal membran iizerindedir. Bunlar ya bir iyon kanali
bi¢ciminde ya da gozeneklerin olusturulmasi yoluyla zar gegirgenliginde olusumlardir

(Minn ve ark. 1997).

BcL-2 aile iiyeleri 3 fonksiyonel gruba ayrilabilir: BcL-2 gibi anti-apoptotik

proteinler, pro-apoptotik efektorler ve pro-apoptotik aktivatorler (Sekil 11, Anonim 3).
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Anti-Apoptotik Proteinler

Pro-Apoptotik Proteinler

BH3-yanlizca aktivator
BID, BIM
BAD, NOXA, PUMA

Cok alanh efektorler
BAX, BAK, BOK

Sekil 11: Bcl-2 Siniflandirilmasi (Anonim 3).

Bcl-2 familyasinin anti-apoptotik ve pro-apoptotik iyelerinin dengesi
bozuldugunda, etkilenen hiicrelerde bozulmus apoptoz ile sonuglanir. Bu, bir veya
daha fazla anti-apoptotik proteinin asir1 ekspresyonuna veya daha fazla pro-apoptotik
proteinin bir ekspresyonuna ya da her ikisinin bir kombinasyonuna bagh
olabilmektedir. Ornegin, Raff (1992) Bcl-2'nin asir1 ekspresyonunun prostat kanseri
hiicrelerini apoptozdan korudugunu gosterirken, Fulda ve ark. (2000) Bcl-2 asir
ekspresyonunun; néroblastom, glioblastom ve meme kanseri hiicrelerinde TRAIL ile
indiiklenen apoptozun inhibisyonuna yol actigini bildirmislerdir. Bax (G) 8
cercevelenme mutasyonlarindan kaynaklanan bozulmus apoptozun, kolorektal kanser
hiicrelerinin antikanser tedavisi direncine katkida bulunabildigi bildirilmistir (Miquel

ve ark. 2005).

1.2.4. Kaspazlar

Bugiine kadar, fonksiyonlarina, yapisina, substrat tercihine ve sekans
homolojisine bagli olarak genis ¢apta siniflandirilabilen yaklasik 10 ana kaspaz

tanimlanmistir. Memeli sistemde, kaspazlar baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10),



33

efektor veya yiiriitiicli kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve enflamatuar kaspazlar (kaspaz 1,
4, 5) olarak gruplandirilabilir (Cohen 1997). Baslatici kaspazlarin ve efektor
kaspazlarin rolii, hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz yolu ile hiicre 6liimiiniin
gerceklesmesi i¢in  olduk¢a Onem arz etmektedir. Enflamatuar kaspazlarin,
enflamatuar sitokinlerin ilerlemesine dahil oldugu ve enflamasyon yanitin1 ortaya
cikardigi gosterilmistir. Kesfedilen diger kaspazlar: kaspaz 12, 11, 14’ diir. Kaspaz 12
nin farelerde endoplazmik retikulum stresiyle tetiklenen apoptozun diizenlenmesinde
rol oynadig1 bilinmektedir (Nakagawa ve ark. 2000). Kaspaz 11 ise septik sokta
apoptoz ve sitokin olgunlagmasinin diizenlenmesinde rol alir (Kang ve ark. 2002).
Bununla birlikte kaspaz 14, embriyonik dokuda yiiksek oranda eksprese edildigi halde

eriskin dokuda bulunmayan gelisimsel siireclerde yer alir (Hu ve ark. 1998).

Klasik apoptotik kaspazlarin, belirli kosullar altinda, 6rnegin apoptotik olmayan
rollere sahip olabilecegi de belirtilmektedir. Kaspaz 3'iin aktivasyonu, noronlarda
reseptor igsellestirmesinde yer alir ya da iskelet myoblastlarinin myotiiplere
farklilasmasi i¢in kaspaz 9 aktivitesi gereklidir. Bu olayda kaspaz aktivitesi apoptoz
indiiksiyonu ile iligkili degildir (Li ve ark. 2010, Murray ve ark. 2008).

Baslatic1 kaspazlar grubu, apoptotik bir uyarana tepki vermek ve apoptotik
cevabir tetikleyen ilk kaspazlar olan kaspaz 2, 8, 9 ve 10w igerir. Prokaspaz
molekiillerinin spesifik 6liim sinyalizasyon komplekslerine alinmasina aracilik eden
uzun pro-alanlar igerirler ve otokatalitik aktivasyonlarina yol agarlar (Sekil 12)
(Fuentes-Prior ve Salvesen 2004). Pro-alan karakteristik olarak ya N-terminalinde ikKi
“oltim efektor alan1” (DED; kaspaz 8 ve 10'da) veya bir “kaspaz ise alim bolgesi”
(CARD; kaspaz 2 ve 9'da mevcut) igerir. Bu alanlar, DED alan1 (6rn. DED alani1 kaspaz
8 ve ekstrinsik apoptoz yolunda FADD'nin DED alan1) veya CARD alani (6rn.
ekstrinsik apoptoz yolunda DED domaini kaspaz 8 ve FADD'in DED alani)
yukardaki bagdastirici molekiillerle procaspazlarin homofilik etkilesimlerine aracilik
eder (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004). Kendiliginden aktive edildikten sonra, baslatici
kaspazlari, kendilerine 6zgili substrat 6zelliklerine bagl olarak efektdr kaspazlarini

spesifik olarak ayirirlar (Thornberry ve ark. 1997).
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Kaspaz 3, 6 ve 7 de dahil olmak tizere efektor kaspazlar baslatict kaspazlariin
ileri sathasidir ve bunlarin aktivasyonu, hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesiyle sonuglanir.
Uzun pro-alandan ve kendiliginden aktive olma yeteneklerinden yoksundurlar ve bu
nedenle aktiflestirici kaspazlarla proteolitik isleme gereksinim duyarlar (Sekil 12)
(Thornberry 1999, Degterev ve ark. 2003). Kaspazlarin aktivasyonu, birinci agamada
kiictik alt iiniteyi parcalamayi, ardindan kalan pro-alani ve biiyiik alt birimini ayiran
ikinci bir proteolitik boliinmeyi gerektirir (Thornberry ve Lazebnik 1998). Hiicre
Oliimiiniin hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptoz yolagi tarafindan nihai olarak
uygulanmasi, efektor kaspazlarinin proteolitik aktivasyonuna dayanir. Bu proteolitik

aktivite, apoptosisin morfolojik 6zelliklerini olusturan proteolitik olaylarin ¢ogundan

sorumludur.
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Sekil 12: Kaspaz Cesitleri ve Etkin Alanlar1 (Fuentes-Prior and Salvesen
2004).
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1.3. Ostrojen

Epidemiyolojik ve klinik bulgular, kadin seks hormonlarinin Parkinson hastalig1
semptomlarinin baslangicini ve siddetini etkileyebilecegini gdstermektedir. Ornegin,
Parkinson hastalig1 erkeklerde kadinlardakinden yaklasik 3/2 oraninda (Mayeux ve
ark. 1992) daha fazla goriildiigii ve bu da hastaliga yatkinlikta estrojenlerin muhtemel
koruyucu etkisine isaret eder (Dluzen ve McDermott 2000). Ostrojen diizeyinden
dolayi cinsiyet farkliliklari, erkek ve kadinlarda Parkinson hastaligini tedavi etmek igin
kullanilan dopaminerjik ilaglarin gostermis oldugu tedaviye yanit, ilag klirensi ve kan
basincinda farkli sekilde etkiledigi bildirilmektedir (Wright ve ark. 1997, Kraus ve ark.
1999). Bu da substansia nigra ve striatum i¢indeki dopaminerjik fonksiyonun pre ve
postsinaptik indekslerinin 6strojenik modiilasyonunu ve Gstrojenin dopaminerjik
noronlar1 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinden (MPTP) ve diger toksinlerden
koruma becerisini desteklemektedir (Dluzen ve Ramirez 1983, Di Paolo ve ark. 1988,
Becker 1990, Morissette ve Di Paolo 1993, Disshon ve Dluzen 1997). Klinik raporlar
hem Parkinson hastaligi hem de Parkinson hastaligi ile iligkili demansin baglamasinda
ve ilerlemesinde Gstrojen ikame tedavisinin koruyucu etkisini gostermektedir (Marder

ve ark. 1998, Blanchet ve ark. 1999).
1.3.1. Ostrojen hormonunun temel etki mekanizmasi

Ostrojen, gebe olmayan kadinlarda ¢ogu ovaryumdan olmak {izere bir miktarda
adrenal bezden salgilanir. Gebe olanlarda ise plasentadan salgilanmakta, B-Ostradiol,
Ostron ve Ostriol (Sekil 13) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlarin i¢inde en
fazla salgilanan1 B-Ostradiol, en az salgilanani ise Ostron’dur. Bu Ostron periferal
dokularda adrenal androjenlerden ve graniiloza hiicrelerinde tekal androjenlerden
iiretilir ve etkisi oldukca zayiftir. Ostriol, digerlerinin oksidasyon {iriinii olarak
meydana geldigi bilinmektedir. B-Ostradial; Ostronun 12, ostrioliin ise 80 kati

Ostrojenik etki gosterebildigi bildirilmistir (Altunkaynak ve ark. 2012).
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Sekil 13: Streoid Gstrojenler ve yapist (Anonim 4)

Steroid yapida olan &strojen hormonunun biiyiik bir kismi kolesterolden olmak
tizere, asetil CoA’dan da sentezlenir. Teka hiicrelerinden sentezlenen testosteron

graniiloza hiicrelerinde 6strojene doniistiriilir (Altunkaynak ve ark. 2012).

Ostrojenler, albiimin, dzgiil 5strojen ve progesteron baglayici globiilinlere zayif
sekilde baglanarak kanda tasinirlar ve ¢ok hizli bir sekilde (30 dakika) dokulara
gecerler. Karaciger, dstrojenlerin bir kismii glukoronidler ve siilfatlara baglayarak
safraya birakir. Geri kalani ise idrarla disart atilir. Etkili dstrojenler olan dstradiol ve
ostron karaciger tarafindan etkisi daha az olan striole cevrilir. Ostrojen memelilerde
hiicrelerin biiylimesi, embriyolojik gelisim ve yasamin devamlilig1 agisindan oldukga
biiyiik 6neme sahiptir (Parborell ve ark. 2005, Kumar ve ark. 2008, Fadini ve ark.
2009, Tomikawa ve ark. 2009).

Yapilan c¢alismalarda, 0Ostrojenin hiicresel olarak fizyolojik etkileri ii¢
mekanizma ile agiklanmaktadir (Isgor ve Watson 2005, Galea ve ark. 2006, Prange-
Kiel ve Rune 2006, Galea 2008, Kelly ve Ronnekle 2009). ilki direkt olarak genomik
mekanizmalar yoluyla etki gostermesi, ikincisi indirekt olarak nongenomik etki ve
iclinciisti ise nongenomik etki olarak ifade edilmektedir (Kuiper ve ark. 1998,
Katzenellenbogen ve ark. 2000, Matthews ve Gustafsson 2003, Zhao ve ark. 2008).
Yani Ostrojen reseptorleri (ERs) araciligiyla Ostrojen molekiillerinin genomik
etkilerini gergeklestirdigi goriilmektedir (Kuiper ve ark. 1998, Katzenellenbogen ve
ark. 2000, Matthews ve Gustafsson 2003, Zhao ve ark. 2008).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda ERs’nin ERa ve Erf olmak tizere
iki alt gruba sahip oldugu bildirilmektedir (Kuiper ve ark. 1998, Katzenellenbogen ve
ark. 2000, Cheung ve ark. 2003, Lindberg ve ark. 2003, Matthews ve Gustafsson 2003,
Monreo ve ark. 2003, Chang ve ark. 2008, Zhao ve ark. 2008). Bu iki reseptor alt tipi
doku ve organlarda degisik dagilim gosterdigi bilinmektedir (Knapczyk-Stwora ve
ark. 2011, Meyer ve ark. 2009, Sica ve ark. 2009). Bulundugu dokular uterus ve meme
bezlerinde ERo yogunlugunun, merkezi sinir sistemi, immiin sistem, Kardiyovaskiiler
sistem, kemik, iirogenital yollar, akcigerler ve bobreklerde ise ERB’nin yogunlugunun

oldugu bildirilmistir (He ve ark. 2002, Vasudevan ve Ptaff 2008).

Yapilan arastirmalarda hem sitoplazmik hem de niikleer formlariin bulundugu
ERa ve ERP’nin ve bu formlarin reseptorlerin yaklasik %98’ini olusturdugu
bildirilmistir. Yani reseptorlerin yaklasik %2’sinin hiicre membraninda bulundugu
bildirilmektedir (Boulware ve Mermelstein 2009, Hirahara ve ark. 2009, Mermelstein
2009). Sonug olarak ostrojen reseptdrleri nerede bulunursa bulunsun, biiylik kismi
steroid reseptorti iist ailesinin tiyeleri olup esas olarak hormonal uyari ile kendilerine
ait olan DNA baglanma bdlgeleri boyunca, bir transkripsiyon faktorii olarak goérev

yaptiklar bilinmektedir (Favaro ve Cagnon 2008, Lizotte ve ark. 2009).

Indirekt genomik mekanizmada; 17a-Ostradiol hiicre ici ikincil yolaklar
vasitasiyla direkt genomik mekanizma yolagiyla birleserek hiicrenin transkripsiyon

etkisini ortaya ¢ikarir (Teng ve ark. 2008).

Bu yolaklar kisaca agiklanacak olursa;

- Protein kinaz C (PKC),

- CAMP,

- Protein kinaz A (PKA),

- Mitojenin aktiflestirdigi protein kinaz (MAPK) ve

- Hiicre dis1 sinyalin diizenledigi kinaz yolagi (ERK) olarak bildirilmistir (Toran-
Allerand 2004, Toran-Allerand 2005, Toran-Allerand ve ark. 2005, McMillan ve ark.
2006).
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1.3.2. Ostrojen ve Parkinson Hastahg

Parkinson hastaligindaki cinsiyet farkliliklarinda Ostrojenlerin muhtemel bir
katkida bulundugu ifade edilmektedir (Smith ve Dahodwala 2014, Gillies ve ark. 2014,
Litim ve ark. 2016). Her ne kadar ¢eliskili veriler olsa da yapilan ¢alismalar yasam
boyu daha uzun Ostrojen maruziyeti bulunan kadinlarda hem Parkinson hastali§ina
yakalanma riskinin azalmas1 hem de Parkinson hastaliginda daha hafif klinik belirtiler
gostermesi bir baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir (Benedetti ve ark. 2001, Gatto ve
ark. 2014). Cogu kadinda menopozdan sonra Parkinson hastalig1 gelisir bu yiizden
Ostrojenin  viicutta olmamasit hastalifin patogenezinde rol oynadigin1 akla
getirmektedir (Moisan ve ark. 2015, Haaxma ve ark. 2007, Cereda ve ark. 2013). Buna
gore, preklinik veriler dstrojenlerin dopaminerjik hasara karsi koruyucu olduklarin
gostermektedir. Ostrojen yoksunluguna sahip hayvan modelleri, dopaminerjik ndron
kayb1, dopaminerjik metabolizma ve transporter alimini gostermektedir, bu da eksojen
Ostrojenlerin uygulanmasi ile kismen tersine g¢evrilebilmektedir. Bir¢ok ¢alismada,
estradiyol ve ilgili bilesiklerin, néronlarin apoptozunu azaltan birka¢ hiicre igi
mekanizma yoluyla striatum ve substantia nigra'da néromodiilator ve néro-koruyucu
faaliyetler gosterdiklerini bildirmektedir. Ayrica dstrojenlerin Lewy body birikimini
de spesifik alfa-siniiklein anti-agregasyon ve fibril destabilizasyon ozellikleri ile
onleyebildigini bildirmislerdir (Smith ve Dahodwala 2014, Gillies ve ark. 2014, Litim
ve ark. 2016).

Bununla birlikte, insanlarda Parkinson hastaligi lizerinde ostrojenlerin klinik
etkileri lizerinde ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Litim ve ark. 2016). Bir ¢alismada,
Parkinson hastaligr 13 menapozlu kadinda Ostrojen replasman tedavisinin ardindan
TRODAT SPECT taramast ile 6l¢iilen putaminal dopamin aktif tasiyicisin arttirdigini
ifade etmistir (Gardiner ve ark. 2004). Diisiik doz Ostrojenlerin menopoz sonrasi
kadinlarda motor sakatlik ve motor dalgalanmalarinda hafif de olsa iyilesme gosterdigi
bilinmektedir (Blanchet ve ark. 1999, Strijks ve ark. 1999, Tsang ve ark. 2000,
Nicoletti ve ark. 2007).

Ostrojen, yasam dongiisii boyunca dogal olarak dalgalanan seviyelere sahip

endojen bir bilesiktir. Ostrojenin etkileri beynin iginde ve disinda yaygindir ve
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konvansiyonel c¢alisma tasarimlari, endojen / eksojen Ostrojen maruziyetindeki
degiskenlik ve hormonal degisiklikler ile kronik bir hastaligin baslangici / ilerleyisi
arasindaki ara yliz dahil olmak iizere karmasik degiskenleri degerlendirmede giicliik
cektigi bildirilmektedir. Boylece kronik dstrojen maruziyeti meme kanseri ve koroner
kalp hastalig1 riskinin artmasiyla iligkili oldugundan, getirmis oldugu fayda riskten

fazla olmasi olumlu yonde bakilmasini saglamaktadir (Rossouw ve ark. 2002).

Ostrojenin hem presinaptik SN néronlarinin islevlerini hem de striatumdaki
postsinaptik hedeflerini degistirdigini ve bdylece bazal gangliyon icindeki
dopaminerjik transliisyon Tlizerinde gilicli bir modilator etki gosterdigini
bildirmektedir (Shulman 2002).

Hem overektomi yapilmamis hem de overektomi yapilmis hayvanlar
kullanilarak yapilan ¢alismalarda, Ostrojenin nigral dopamin sentezini ve striatum
icindeki nigral akson terminallerinden dopaminin salinmasini  arttirdigini
gostermektedir. Intraperitoneal olarak uygulanan &strojen, overektomi yapilmis
siganlarin  striatumundaki  dopamin (DA) sentezini kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda hizla artis gosterdigi bilinmektedir. Ayrica Ostradioliin striatuma
dogrudan uygulanmasi, yeni sentezlenen DA veya dihidrofenilasetik asit (DOPAC)
salinimi artirtlmasini, 6strodiol kaynakli fosforilasyon ile onceden varolan tirozin
hidroksilaz (TH) molekiillerinin aktivasyonu desteklemektedir (Pasqualini ve ark.
1996, Pasqualini ve ark. 1993). Ostradioliin siganlarda DA igeriginin tiikenmesine yol
acmadan hizli bir sekilde arttiracagini gostermistir (Becker ve Beer 1986, Becker
1990, McDermott ve ark. 1994). Bu durumu overektomi sonrasi striatal DA
salinimindaki azalma desteklemektedir (Becker 1990, Ohtani ve ark. 2001).

Parkinson hastaliginin hayvan modelinde kullanilan nérotoksin MPTP'dir. Bu
bilesik, hayvanlarda Parkinson hastalifi semptomlar1 uyararak, nigrostriatal
dopaminerjik sistemin dejenerasyonunu iiretir. Ostradiol ile tedavi edilen grup, kontrol
fareleri ile karsilastirldiginda yiiksek konsantrasyonlarda DA ile belirlenen
dopaminerjik néronlarin kaybina kars1 korudugu goriilmiistiir (Dluzen ve ark. 1996).
Benzer sekilde siganlarda, Ostradiol MPTP'nin aktif metaboliti olan MPP+’y1

dogrudan niifus ederek toksisiteye karst noro-koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir
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(sicanlar fareler gibi MPTP'yi metabolize edemediginden, bu tiirlerde MPP+
kullanilmistir). Yapilan bir baska c¢alismada, 6-OHDA ile olusturulan model
kullanilmistir ve 6-OHDA overektomi yapilmis sigcanlarin striatumuna dogrudan
inflizyonu ile DA konsantrasyonlar1 onemli Ol¢lide azaltmistir. Bununla birlikte
Parkinson hastaligi modeli olusturulan gruba zaman salinimli bir Ostrojen peleti
implante etmislerdir. Sonu¢ olarak Gstrojen implante edilen grupta 6-OHDA'nin
enjekte edilmesinden sonra DA seviyesinde daha diisiik bir azalma tespit etmislerdir
(Dluzen 1997).

Leranth ve arkadaslar1 (2000), maymunlarda overektomiden 30 giin sonra nigral
dopaminerjik néronlarin %30'undan fazlasinin kaybedildigini, 6strojen uygulamasinin
ile bu durumun 6nlendigini bulmuslardir. Bu hayvanlara 30 giin sonra Ostrojen
verilmesinin, normal seviyelerde hiicre yogunlugunun geri gelmesi ger¢ceklesmemis
fakat overektomi sonrasi 10 giin i¢inde dstrojen uygulandiginda, nigral dopaminerjik
noronlarin kaybinin diizeldigini bildirilmistir. Bu sonuglar, Ostrojenin, nigral
dopaminerjik noronlarin korunmasi icin gerekli olabilecegini ve ndronal kaybin
Onlenmesi i¢in overektomiyi takiben Ostrojen verilmesi terapdtik etkisi olabilecegini

diisiindiirmektedir (Leranth ve ark. 2000).

Yapilan literatiir taramalarinda erkeklerin PH’sina daha yatkin olmalari ve
kadinlarin menopozdan sonra hastaliga yakalanmalar1 akla Ostrojen eksikligini
getirmektedir. Bu bilgiler 1518inda, overektomi yapilan ratlarda Rotenon ile deneysel
olarak olusturulan Parkinson modelinde Ostrojenin implant uygulamasinin tedavi

etkinligine ve apoptozis lizerine etkisinin belirlenmesi amaglandi.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Calismamiz Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanhigi’ndan onay (KAU-HADYEK 2017-029 kodlu) alindiktan sonra
baslatilmistir.

Bu c¢alismada toplam 32 adet olmak iizere 4-6 aylik, ortalama 190-250 gr
agirliginda, disi Wistar Albino Sigan kullanilmistir. Bu siganlar, resmi olarak deney
hayvanlari {iretme ve satma yetkisi bulunun Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Barindirma Unitesinden temin edildi. Calisma Kafkas Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Barindirma Unitesinde yapildi. Hayvanlar, ¢alisma
zamanina kadar yaklagik olarak 25 °C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik
dongiisii ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza edilip ad-
libitum olarak beslenerek agirliklarina gore her bir grupta 8 sigan olmak tizere toplam

4 gruba ayrilmustir.

Arastirmada kullanilan rasyon bilesimi;

ICERIK %

Kuru madde 88

Ham protein 23

Ham seliiloz 5

Ham kiil 8

HCl’de ¢oziinmiis kil 1

NaCl 1
Kalsiyum 1-1,3
Sodyum 0,5-0,6
Fosfor 0,9

Lizin 1,35
Metiyonin 0,45

Sistin 0,35
Vitamin A 15000 1U/kg
Vitamin D3 3300 1U/kg
Vitamin E 40 mg/kg
Vitamin B2 5 mg/kg
Vitamin B12 20 mcg/kg
Vitamin K3 5 mg/kg

Metabolik enerji

3100 Kcal/kg
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2.2. Metot

Calismada kullanilan hayvanlar agirliklarina gore her bir grupta 8 sican olmak

tizere toplam 4 gruba ayirilarak ve tablo 5’de sunulmustur.

Tablo 5: Deney Gruplari ve Yapilan Uygulamalar

Gruplar Yapilan uygulama

Herhangi bir uygulama yapilmadan sadece ad-
Grup 1: Kontrol Grubu o )
libitum olarak beslendi.

_ Overektomi yapildiktan herhangi bir uygulama
Grup 2: Overektomi Grubu o ]
yapilmadan sadece ad-libitum olarak beslendi

Overektomi yapildiktan sonra 2,5 mg/kg dozda
_ 10 giin (1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 18, 21 giin)

Grup 3: Parkinson Grubu
subkutan roteneon (Samantaray ve ark. 2007)

uygulanarak Parkinson modeli olusturuldu.

Overektomi yapildiktan sonra 2,5 mg/kg dozda
10 gin (1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 18, 21 giin)

: subkutan roteneon (Samantaray ve ark. 2007)
Grup 4: Parkinson + 17p- , '
) uygulanarak Parkinson modeli olusturuldu ve
estradiol
daha sonra totalde 0,5 mg 17 B-estradiol igeren 21

giin etkili implant (Gillies ve ark. 2004) subkutan
uygulanda.

2.2.1. Kullanilan Alet ve Malzemeler

Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch, Shimadzu UV-1201)
Deiyonize su cihazi (Heidolpph, type-mono, Dest-3000)
Avyarlanabilir otomatik pipetler (Axygen 5-1000 uL)

Sogutmali santrifiij (Heraeus christ)

Homojenizator (Wiggen Hauser)

Buzdolabi1 (Bosch)

Hassas terazi (Scaltec)

pH metre (inoLab)

Vorteks (Labinco)

YV V V V V V V V V
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Manyetik karistirici (Labinco-532)
Rotarod cihazi

Havuz

YV V VYV V

Pole ¢ubugu
2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Rotenon (Sigma)

Dimetil stilfoksit (DMSO) (Sigma)

Polietilen Glikol (PEG-300) (Sigma)

17 B-estradiol implant (Innovative Research of America)

YV V V VY

2.2.3. Kullanilan Kitler

» Sigan Kaspaz-3 (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)- Fine
Test)

> Sican Bcl-2 (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)- Fine Test)
TH Monoclonal Antibody, (F-11) sc-25269, Santa Cruz

> Caspase 3 Polyclonal Antibody, bs-0081R, Bioss Antibodies

2.2.4. Kullanilan Diger Malzemeler

Steril enjektor (5, 10 mL) (Hayat)

Steril insiilin enjektorii (1 mL) (Hayat)

EDTA’l1 kan tiipii (Venoject)

Eppendorf tiip (1,5, 2 mL) (Eppendorf)

» Otomatik pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 pL) (Isolab)
» Dispender uglar1 (0,1, 0,5, 1 ve 5 mL) (Eppendorf)
» 96 kuyucuklu plate (Brand)

vV V VYV V

2.2.5. Rotenon’un Hazirlanmisi

Istenilen miktar rotenon hassas terazide tartildi. Tartilan kimyasal balon jojeye
konuldu. Daha sonra {izerine 1/1 oraninda DMSO ve PEG-300 ilave edilerek
¢ozdiriildi (Samantaray ve ark. 2007).
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2.2.6. Doku Homojenizasyonu I¢in Kullanilan Tampon Cézelti

0,1 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (pH 7,4): 500 mI’lik balon jojeye, bir miktar
distile su ilave edildi. Uzerine 37,86 g NaCl + 6,150g NayHPO4.2H,0+ 4,150g
NaH>PO4.2H>0O’dan hassas terazide tartilip eklendi. Daha sonra manyetik karistiricida
karistirilarak ¢oziindiiriildi. Daha sonra {izerine distile su ilave edilerek hacmi 500

ml’ye tamamlandi ve soliisyonun pH’s1 7,4’e ayarlandi.

2.2.7. Overektomi Operasyonu

Calismadaki 3 gruba toplamda 24 hayvana overektomi operesyonu yapildi.

Yapilan operasyon basamaklari (Resim 1a, 1b) asagida verilmistir.

Ovariektomi operasyonu icin siganlara ketamin/ksilazin (35-50/5-10mg/kg)

(Ketalar-Pfizer/Alfazyne %2-Ege-Vet) kullanilarak anestezi uygulandi.

Anesteziden sonra siganlar sirt {istii yatirilarak operasyon bolgesi tiras edildi ve

asepsisi saglandi.

Operasyon median ensizyon ile yapildi. Deri, kas katmanlar1 ve periton kesilerek

karin bosluguna ulasildi.

Sag ve sol ovaryumlarin asici baglar1 ve damarlar1 3,0 vicryl iplik kullanilarak

ligatiire edildi ve ¢ikarildi.

Bu islemden sonra periton ve kaslar basit stirekli, deri ise yatay U dikisi ile
dikildi.

Post operatif komplikasyonlar1 dnlemek amaciyla 4 giin siireyle antibiyotik
(vetimisin-vetag) uygulandi. Operasyondan sonra siganlarin ensizyon bolgesi
peritonitis ve inflamasyon yoniinden giinliik olarak kontrol edildi. Operasyon sonrasi

hi¢bir sicanda herhangi bir komplikasyon sekillenmedi.
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Resim 1a: Overektomi operasyonu basamaklari
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N

Resim 1b: Overektomi operas‘yonu basamaklar1
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2.2.8. implant Uygulamasi

Overektomi sonrasinda hayvanlara 21 gilin boyunca tedavi amaci ile kontrolli
bir sekilde 17 B-estradiol uygulandi. Bu uygulama i¢in hem daha pratik olmas1 hem de
kontrollii bir sekilde viicuda salinmasi amaciyla ticari bir firmadan (Innovative
Research of America) temin edilen 0,5 mg 17 B-estradiol igeren 21 giin etkili deri alt1

implant1 kullanildi.

Implant uygulanmadan 6nce sicanlara ketamin/ksilazin (35-50/5-10mg/kg)
(Ketalar-Pfizer/Alfazyne %2-Ege-Vet) anestezisi uygulandi. Anestezi sonrasi implant
uygulanmasi i¢in iki skapula arasi bolge tiras edildi ve bolgenin asepsisi saglandi.
Ostrojen implantlar1 uygulamak icin ucunda implatin yerlesebilecegi biiyiikliikte
kaniilii olan bir aparat kullanildi. Her uygulama sonrasinda aparat ucunda bulunan
kaniil degistirildi. Aparatin kaniiliine 6strojen implantlar yerlestirildi ve deri alt1 olacak
sekilde iki skapula aras1 bolgeye birakildi. Daha sonra bolge kanama yoniinden kontrol
edildi ve antiseptik ile bolge temizlenerek herhangi bir dikis uygulamasi yapilmadi.
Bolge implant sonra 3 giin komplikasyon yoniinden kontrol edildi. Kontroller sonrasi
bolgede herhangi bir komplikasyon sekillenmedi. Yapilan uygulama Resim 2’de

gosterilmistir.
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Resim 2: 17 B-estradiol implantinin deri altina uygulanmasi
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2.2.9. Rotarod Testi Uygulanmasi

Calisma sonunda hayvanlardaki motor aktivite ve denge diizeylerini
degerlendirmek igin rotarod testi uygulandi. Deneyin yapilabilmesi i¢in Bohlen ve ark.
(2009) belirtmis olduklar1 diizenek 6rnek alinarak benzer bir diizenek olusturuldu.
Diizenegin yapiminda yiikseklik ve hayvanlarin kosacaklari cemberin ¢aplari literatiire
bagli kalinarak olusturuldu. Ayrica yapilan diizenegin doniis hizinin farkli Rpm’lere

ayarlanabilmesine dikkat edilerek ayarlama diigmesi konuldu.

Yapilan mekanizma ilk giin hayvanlar 5 Rpm’den 40 ‘Rpm’e kadar denendi ve
en yliksek kosabilme yetenekleri 30 Rpm olarak tespit edildi. Bu baglamda hayvanlara
5 giin boyunca hazirlanan rotarod diizeneginde 30 Rpm’de kogsmalari1 6gretildi. 6. giin
ise hayvanlara hi¢bir miidahale yapilmadan tek mekanizmaya koyuldu ve kosu

bandindan diisme siireleri kaydedildi. Yapilan uygulamalar fotograflanarak Resim

3’de gosterilmistir.

Resim 3: Rotarod Testi Uygulamast
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2.2.10. Pole Testi

Calisma sonunda bradikineziyi belirlemek amaciyla hayvanlara pole testi
uygulandi. Hareketlerde yavaslama anlamina gelen bradikinezi, genellikle hareketin
baslatilmasinda gecikme seklinde tanimlanmaktadir. Bu gecikme siiresinin uzamasi

bradikinezi siddetinin arttigin1 anlamina gelmektedir.

Pole testi icin Mann ve Chesselet (2015) yapmis olduklar1 ¢alisma dikkate
aliarak yaklasik olarak 0,8 cm ¢apinda ve 50 cm uzunlugunda metal ¢ubuk kullanildi.
Hayvanin ¢ubuga daha iyi tutunabilmesi ve hayvana zarar vermemesi i¢in sargi bezi

ile sarilarak uygun hale getirilmistir.

Hayvanlar test i¢in 3 giin boyunca ¢ubukta tutunmalari ve yiiriimeleri alistirildi.
4. giin ise hayvanlar kafalar1 yukar1 gelecek sekilde cubugun en yukarisina birakilarak
cubukta asag1 dogru doniis siireleri ile gubuktan inis stireleri kayit altina alindi. Yapilan
uygulamada kontrol ve Parkinson gruplarinin farkinin belli olmasi amaciyla

fotograflanarak Resim 4 ve Resim 5’de gosterilmistir.
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Resim 4: Pole Testinde Parkinson Modeli Olusturulan Grup

Resim 5: Pole testinde kotrolgrubu
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2.2.11. Yiizdiirme Testi

Bu testte, olusturulan model sonrasinda hayvanlardaki motor aktivite ile
o0grenme-bellek diizeylerinin belirlenmesi amacglandi. Bu amagla Morris’in (1983)

yapmis oldugu yiizdiirme havuzu rehber alinarak olusturuldu.

Yiizdiirme testi i¢in 150 cm ¢apinda ve 60 cm derinliginde bir havuz kullanildi.
Hayvanlarin, yon bulabilmesi ve platformun yerini 6grenebilmesi i¢in i¢ kismindan
gorebilecegi sekilde havuzun yonleri belirlenerek dogu, bati ve kuzey yoniine gelecek
sekilde liggen, kare ve carpi isaretleri yerlestirldi. Havuzun dogu tarafina ortaya yakin
olacak bir sekilde 10x20 cm genisliginde platform yerlestirldi. Havuz 30 cm
derinliginde (27°C) su ile dolduruldu. Suyun berrakligin1 gidermek ve platformun

goriinmesisi engellemek amaci ile suya bir miktar siit tozu ilave edildi.

Yiizdiirme testi i¢in platfom 5 gilin boyunca suyun 2 cm yukarisinda kalacak
sekilde ayarlandi. Hayvanlar her zaman giineyden olacak sekilde ayni noktadan
birakilarak 5 giin boyunca platfomu bulmas: 6gretildi. Ogretme asamasinda ilk 1
dakikada bulamayan siganlara yardim edilerek platformu bulmalart ve yerini
ogrenmeleri saglandi. 6. Giin ise platform suyun 1 cm altina batirilarak teste gegildi.
Yine ayni sekilde glineyden ayni noktadan birakildi ve hi¢ miidahale edilmeden
siganlarin platformu bulma zamanlar1 kaydedildi. Uygulama asamast an ve an
yukartya yerlestirilen kamera ile kayit altina alindi. Yapilan uygulamalar

fotograflanarak Resim 6 ve Resim 7°de gosterilmistir.
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Resim 6: Yiizdiirme testinin uygulanisi
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| Dosya  Dazenle  Goranom ~ Profil  Sahne Koleksiyonu  Avaglar  Yardm

Resim 7: Yiizdiirme testinin kayit altina alinmasi
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2.2.12. Orneklerin Alinmasi

Calisma sonunda hayvanlara bir gece boyunca besin verilmeyerek sonunda
ketamin/ksilazin (35-50/5-10mg/kg) ile uyutulduktan sonra hayvanin yasamina etik
kurallara uygun bir sekilde servikal omur dislokasyonu ile son verildi. Hayvanlarda

overektomi ve implant uygulanmasina yonelik herhangi bir enfeksiyon rastlanmadi.

Histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler i¢in ayrilan beyin substantia nigra
(SN) ve striatum (STR) doku izolasyonu i¢in kafatasi lizerindeki bregma (Sekil 14,
Resim 8) noktasi belirlenerek beyin dokusunda isaretleme yapildi. Daha sonra
¢ikarilan beyin dokusu isaretlenen bregma noktasindan anterior -3.95 ile -6.45 arasi
substantia nigra, anterior -3.01 ile 3.24 arasi striatum olarak belirlenerek izolasyonu
yapildi. Her bir hayvan bir lobunda ¢ikarilan SN ve STR histopatolojik olarak
kullanilmak iizere %10 formole birakildi. Diger lobundan alinan SN ve STR ise
biyokimyasal analiz i¢in fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ile 10 kat sulandirilarak buz
tizerinde, 12.000 rpm'de 2 dakika boyunca homojenizator ile homojenize edildi.
Homojenatlar, 15000 rpm'de 4°C derecede 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatant kismi biyokimyasal analiz yapilacagi giine kadar (1 hafta) -20°C’de

saklandi.



56

Interaural Line

290 g Male Wistar \

9.0mm

Sekil 14: Bregma ve lambda noktas1 (Anonim 5)

Resim 8: Bregma noktasinin isaretlenmesi
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2.2.13. Biyokimyasal Analiz

Doku

orneklerinde Bcl-2 ve Kaspaz-3 diizeyleri Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay (ELISA) ticari kitleri (Resim 9) ile ELISA okuyucu

kullanilarak asagidaki protokole gore belirlendi;

>

YV V V V V V

Onceden kaplanmis plate iizerinde kontrol, standart ve ornek
kuyucuklarmi ayarlandi ve yerleri kaydedildi. Daha sonra standart,
numune ve kontrol kuyucuklara eklenmeden once plate yikayici ile plate
2 kez yikama islemi yapildi.

Standart, Kontrol (Standart seyreltme tamponu) ve 6rnekler kuyucuklara
0,1 mL tek kullanimlik uclar ile eklendi.

Plate tizeri kapatilarak 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

Uzeri kapatilan plate agilarak plate yikayici ile 2 kez yikama islemi yapilds.
Kuyucuklara 0,1 mL Biotin tespit antikoru ¢aligsma soliisyonu eklendi.
Plate tizeri kapatilarak 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

Uzeri kapatilan plate agilarak plate yikayici ile 3 kez yikama islemi yapildi.
Her bir kuyucuga 0,1 mL SABC ¢alisma soliisyonu eklendi ve Plate iizeri
kapatilarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

Uzeri kapatilan plate agilarak plate yikayici ile 5 kez yikama islemi yapildi
ve her yikama arasinda kuyularda tampon kalmasi igin 1-2 dakika
beklendi.

Her kuyucuga 90 pL TMB substrati eklendi, Plate iizeri kapatilarak
37°C'de 15-20 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 puL Stop soliisyonu eklendi ve plate calkalayici ile iyice
karistirildi. Rengin hemen sariya doniistligli gézlendi.

Her kuyucugun absorbans degerleri 450 nm'de mikroplate okuyucuile
belirlendi.
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Rat BCL-2 ELISA Kit Rat Casp3 ELISA Kit
Full Name: B-Cell Leukemia/Lymphoma 2 Full Name: Caspase 3
Code:ER0762 Size:96T Code:ER0143 Size:96T
Batch No: R0762D022 Batch No: R0143D022
Production Date : 20180209 Production Date : 20180209
#xp. Date: 20180809 at 4°C Exp. Date: 20180809 at 4°C
FOR RESEARCH USE ONLY FOR RESEARCH USE ONLY

www, fo-test.com @ FineTest

FineTest

Resim 9: Bcl-2 ve Kaspaz-3 ELISA Kitleri
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2.2.14. immunohistokimyasal incelemeler

Deneme siiresinin sonunda hayvanlarin sistemik nekropsileri yapildi. Siganlarin
beyinlerinden alinan doku 6rnekleri %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda
tespit edildi. Rutin islemlerin ardindan hazirlanan parafin bloklardan Hematoksilen-
Eosin (HE) boyamasi i¢in 5 pm, immunohistokimyasal boyamalar1 i¢in ise poly-L-
lysin ile kaplanmig lamlara 4 um kalinliginda olmak tizere her 6rnekten 5’er adet seri

kesit alindi.

Calismada Avidin-Biotin Peroksidaz metodu immunohistokimyasal yontem
(IHC) olarak kullanildi. Immunohistokimyasal boyamalar igin alman kesitler,
rehidratasyon isleminden gegirildi. Takibinde endojen peroksidaz aktivitesini nlemek
amaciyla kesitler % 3’liik hidrojen peroksit soliisyonu ile 15 dakika muamele edildi.
Daha sonra antijenik reseptorlerin agiga cikarilmasi amaciyla kesitlere mikrodalga
yontemi uygulandi (Citrat Buffer Soliisyonu pH 6, 25 dk siireyle). Nonspesifik
boyamalar1 engellemek amaciyla kesitler 30 dakika silireyle non immun serum
(Genemed Biotechnologies, 54-0003) ile inkiibe edildi. Takibinde Fosfat Tamponlu
Tuz Cozeltisi (PBS)’nde degisik oranlarda sulandirilmis primer antikorlar ile 1 saat
siiresince oda 1s1sinda inkiibe edildi (bkz. Tablo 6). PBS soliisyonunda 5’er dakika
olmak iizere 3 kez yikanan kesitlere biyotinize sekunder antikor (Genemed
Biotechnologies, , 54-0003 ) 30 dakika siiresince oda 1sisinda uygulandi. PBS’de
yikama igleminin ardindan (5’er dakika 3 kez) tiim kesitler peroksidaz baglanmis Strep
Avidin (Genemed Biotechnologies, , 54-0003 ) ile oda 1sisinda 30 dakika siireyle
inkiibe edildi. Renk ortaya cikarict substrat olarak 3.3-diaminobenzidin tetra
hidroklorid (DAB) soliisyonu (Genemed Biotechnologies, 10-0048) kullanildi.
Boyanan kesitler immun mount ile kaplandi 151k mikroskobunda (Olympus Bx53)
incelendi. Cell *P programi Fotograflarin analizleri Image J programi (1.51j8) ile

yapildi.
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Tablo 6: Primer Antikorlar ve Diliisyon Oranlari

Spesifite Klon — Firma Diliisyon Oranlari
™ TH Monoclonal Antibody, (F-11) sc-25269, 1100
Santa Cruz
Kaspaz 3 Kaspaz 3 Polyclonal Antibody, bs-0081R, 1:200

Bioss Antibodies

Immunohistokimyasal boyama sonuglarinin analizi; Substantia nigra bolgesinde
TH- immunoreaktivitesi incelenen ve boyanma karakterini en iyi yansitan alanlardaki
pozitif hiicre sayisi, striatum bolgesinde ise immun pozitif boyanan ndronal fibriller
alanlar baz alinarak olusturulan derecelendirme sistemi ile yapildi. Dokudaki immun
boyamanin kantifikasyonu i¢in analize yiiksek yogunlukta reaksiyon alanlari baz
alinarak baslanildi. Her 6rnek i¢in toplam 100°liik biiyiitmede 10 ayr1 alan incelendi.
Substantia nigra bdlgesinden alinan kesitlerde pozitif boyanan hiicrelerin sayilari,
striatum bdlgesinden alinan kesitlerde pozitif boyanan fibriller alanlar kaydedildi ve

bu 10 sahanin ortalamas1 o hayvanin verisi olarak alindi.

2.2.15. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 18 (SPSS®, Chicago, IL,
USA) paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilastirilmasinda One Way
ANOVA ve Tukey HSD testi kullanildi ve sonuglar ¥+S« olarak verildi. Istatistiksel
degerlendirmelerde p<0,05 ve daha kii¢iik degerler 6nemli olarak kabul edildi (Tekin
2010).
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3. BULGULAR

3.1. Motor Aktivite Bulgular:

3.1.1. Rotarod Testi Bulgulari

Rotarod testi ile mekanizma tizerinde kosma ya da mekanizmadan diisme
stireleri degerlendirildi. Degerlendirilen bu verilereler gore kontrol grubunda 92,50 +
12,60? sn, overektomi grubunda 71,42 + 10,58 sn, Parkinson grubunda 32,33 + 3,98
sn, Parkinson+dstrojen grubunda ise 71,37 + 9,26 sn olarak bulunmustur. Bulunan
verilere gore Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak dnemli fark
oldugu tespit edildi (p<0,05). Elde edilen veriler ayrica tablo ve grafik olarak asagida
verilmistir (Tablo 7, Grafik 1).

Tablo 7: Calisma Gruplarinda Rotarod testi bulgulari

Gruplar Diisme ve kosma siiresi (sn)
n:8 X+Sx
Kontrol 92,50 + 12,602
Overektomi 71,42 +£10,582
Parkinson 32,33 +3,98°
Parkinson+dstrojen 71,37 £9,262
p degeri p<0,05

a,b: Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek i¢in kullanilmstir. Farkli harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).
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Rotarod Testi (sn)
120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00 .
,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 1: Calisma Gruplarinda Rotarod testi sonuglari

3.1.2. Pole Testi Bulgular:

Calisma sonunda Pole Testi ile cubuk {izerinde asagiya dogru doniis siireleri ile

asagiya inis stireleri degerlendirildi.

Degerlendirilen verilere gore gruplarin doniis siireleri kontrol grubunda 2,98 +
0,38 sn, overektomi grubunda 3,02 £+ 0,75 sn, Parkinson grubunda 5,91 + 0,33 sn,
Parkinson+ostrojen grubunda ise 3,48 + 0,42 sn olarak bulunmustur. Bu verilere gore
Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda gore istatistiksel anlamda 6nemli fark
oldugu tespit edildi (p<0,05) .

Pole testi sonuglarina gore inis siireleri verileri kontrol grubunda 5,30 + 0,59 sn,
overektomi grubunda 5,45 £ 0,73 sn, Parkinson grubunda 9,80 + 0,90 sn,
Parkinson+ostrojen grubunda ise 5,37 + 1,02 sn olarak bulunmustur. Elde edilen
verilere gore Parkinson grubunun diger gruplara gore istatistiksel anlamda énemli fark

oldugu tespit edildi (p<0,05) .

Ayrica pole testi doniis ve inig siireleri tablo 8’de verildi. Ayn1 zamanda doniis

stiresi (Grafik 2) ve inis siiresi (Grafik 3) grafiksel olarak verildi.
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Tablo 8: Calisma Gruplarinda Pole Testi Déniis ve Inis Siireleri Dagilimlari

Gruplar Dénis siiresi (sn) Inis siiresi (sn)
n:8 X+Sx X+S5x
Kontrol 2,98 + 0,382 5,30+ 0,592
Overektomi 3,02 £ 0,752 5,45+ 0,732
Parkinson 591+0,33 9,80 + 0,90
Parkinson+ostrojen 3,48 £ 0,422 5,37 £ 1,022
p degeri p<0,05 p<0,05

a,b: Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek i¢in kullanilmustir. Farklt harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).

Pole Testi Doniis Siiresi (sn)

7,00
6,00
5,00

4,00

3,00
2,00
1,00

,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+Ostrojen

Grafik 2: Calisma Gruplarinda Pole testi doniis siiresi
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Pole Testi Inis Siiresi (sn)

12,00
10,00

8,00

6,00
4,00
2,00

,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 3: Calisma Gruplarinda Pole Testi Inis Siiresi

3.1.3. Yiizdiirme Testi Bulgular:

Bu testte ylizdliirme havuzundaki platform bulma siireleri degerlendirildi.
Bulunan verilere gore platform bulma siiresi verileri kontrol grubunda 33,16 + 8,68 sn,
overektomi grubunda 47,37 + 12,19 sn, Parkinson grubunda 90,71 £+ 12,56 sn,
Parkinson+dstrojen grubunda ise 49,82 + 5,78 sn olarak tespit edildi. Elde edilen bu
verilere gore Parkinson grubunun diger gruplara gore istatistiksel anlamda 6nemli fark
oldugu tespit edildi (p<0,05). Ayrica bulunan veriler tablo ve grafik olarak asagida
verilmistir (Tablo 9, Grafik 4).
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Tablo 9: Calisma Gruplarinda Yiizdiirme testi bulgulari

Gruplar Platform Bulma Siireleri (sn)
n:8 X+Sx
Kontrol 33,16 + 8,682
Overektomi 4737+ 12,192
Parkinson 90,71 + 12,56"
Parkinson+Gstrojen 49,82 +£ 5,782
p degeri p<0,05

a,b: Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek i¢in kullanilmistir. Farkli harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).

Yiizdiirme Testi (sn)

120,00
100,00

80,00

60,00

40,00

20,00 -
,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 4: Calisma Gruplarinda Yiizdiirme testi bulgulari
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3.4. Biyokimyasal Bulgular:

3.4.1. Kaspaz-3 Analiz Bulgular:

Beyin dokusu 6rneklerinin hem substansia nigra (SN) hemde striatumda (STR)

Kaspaz-3 analizleri yapildi.

SN Kaspaz-3 verilerine gore kontrol grubunda 15,34 + 0,07 ng/ml, overektomi
grubunda 15,99 + 0,19 ng/ml, Parkinson grubunda 16,49 + 0,07 ng/ml,
Parkinson+dstrojen grubunda ise 15,68 + 0,14 ng/ml olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubu ile Parkinson ve Overektomi grubu arasinda istatistiksel olarak olduk¢a 6nemli
bir fark oldugu tespit edildi (P=0,000). Ayni sekilde Parkinson grubu ile
Parkinson+ostrojen grubu arasinda da olduk¢a onemli fark bulundu ((P=0,000).
Kontrol ile Parkinson+dstrojen grubu ve Parkinson ile overektomi gruplari arasinda

ise istatisiksel fark tespit edilmedi (p<0,05).

STR kaspaz-3 sonuglarina gore kontrol grubu 15,13 + 0,14 ng/ml, overektomi
grubu 15,26 + 0,28 ng/ml, Parkinson grubu 16,38 + 0,20 ng/ml ve Parkinson+0strojen
grubu ise 15,79 £+ 0,33 ng/ml olarak tespit edilmistir. Bu verilere gore Parkinson grubu
ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark tespit edildi (p<0,05).
Parkinson+ostrojen grubu, kontrol grubu ve overektomi gruplari arasinda ise

istatistiksel olarak fark goriilmemistir (p<0,05).

Ayrica elde edilen veriler ayrica tablo ve grafik olarak asagida verilmistir (Tablo
10, Grafik 5, Grafik 6).
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Tablo 10: Calisma Gruplarinda SN ve STR Kaspaz-3 bulgulari

Gruplar SN/Kaspaz-3 (ng/ml) STR/Kaspaz-3 (ng/ml)
n:8 X£Sx X£S5x
Kontrol 15,34 £ 0,072 15,40 £ 0,15°
Overektomi 15,99 + 0,19 15,83 + 0,26
Parkinson 16,49 + 0,07° 16,71 + 0,09°
Parkinson+ostrojen 15,68 + 0,14% 15,67 + 0,252
p degeri p=0,000 p<0,05

a,b, ¢: Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek igin kullanilmistir. Farkli harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).

STR/Kaspaz-3 (ng/ml)
17,00

16,50

16,00
15,50
15,00
14,50
14,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 5: Calisma Gruplarinda STR Kaspaz-3 bulgulari
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SN/Kaspaz-3 (ng/ml)
17,00

16,50

16,00
15,50
14,50

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 6: Calisma Gruplarinda SN Kaspaz-3 bulgular

3.4.2. Bcl-2 Analiz Bulgular

Beyin dokusu 6rneklerinin hem substansia nigra (SN) hemde striatumda (STR)

Bcl-2 analizleri yapild.

SN Bcl-2 verilerine gore kontrol grubunda 0,43 + 0,06 ng/ml, overektomi
grubunda 0,34 + 0,02 ng/ml, Parkinson grubunda 0,11 =+ 0,06 ng/ml,
Parkinson+ostrojen grubunda ise 0,30 + 0,03 ng/ml olarak tespit edilmistir. Tespit
edilen verilere gore Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli fark tespit edildi (p<0,05). Parkinson+0strojen grubu, kontrol grubu ve

overektomi gruplari arasinda ise istatistiksel olarak fark gortilmemistir (p<0,05).

STR Bcl-2 sonuglarina gore kontrol grubu 0,55 + 0,04 ng/ml, overektomi grubu
0,52 = 0,03 ng/ml, Parkinson grubu 0,40 £+ 0,02 ng/ml ve Parkinson+dstrojen grubu
ise 0,48 + 0,02 ng/ml olarak tespit edilmistir. Bu verilere gore Parkinson grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak Onemli fark tespit edildi (p<0,05).
Parkinson+6strojen grubu ve overektomi gruplart ile hi¢bir grup arasinda istatistiksel

olarak fark goriillmemistir (p<0,05).

Ayrica elde edilen veriler ayrica tablo ve grafik olarak asagida verilmistir (Tablo

11, Grafik 7, Grafik 8).
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Tablo 11: Calisma Gruplarinda SN ve STR Bcl-2 bulgulari

Gruplar SN/Bcl-2 (ng/ml) STR/Bcl-2 (ng/ml)
n:8 X£Sx X£S5x
Kontrol 0,43 + 0,06° 0,55 + 0,04°
Overektomi 0,34 + 0,022 0,52 + 0,032
Parkinson 0,11 + 0,06° 0,40 + 0,02°
Parkinson+®dstrojen 0,30 £ 0,03? 0,48 + 0,022
p degeri p<0,05 p<0,05

a,b : Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek i¢in kullanilmistir. Farkli harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).

SN/Bcl-2 (ng/ml)
0,60

0,50

0,40

0,30
0,20
0,10 i
0,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 7: Calisgma Gruplarinda SN Bcl-2 bulgulari
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STR/Bcl-2 (ng/ml)
0,70

0,60

0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 8: Calisma Gruplarinda STR Bcl-2 bulgulari

3.5. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu hayvanlarinin beyinlerinin substantia nigra bolgelerinde herhangi
bir histopatolojik bulguya rastlanmadi (Resim 10a). Overektomi grubu hayvanlarin
beyinlerinde substantia nigra bolgelerinde néron sayisinda azalma gozlendi (Resim
10b). Parkinson grubu hayvanlarda substantia nigra’da ndronal dejenerasyon, santral
kromatoliz, ndronofaji tespit edildi (Resim 10c). Parkinson + Ostojen grubunda néron
dejenerasyonu ve noronofaji goriilmekle birlikte Parikinson grubuna kiyasla dejenere
noron sayist daha diisiik olarak tespit edildi (Resim 10d). Parkinson grubunda daha
belirgin olmak iizere, kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman diger tiim gruplarda

Substantia nigra bolgesinde ndron sayisinin daha az oldugu gozlendi.
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Resim 10b: Overektomii Grubu; Beyin Dokusu Substantia Nigra Bolgesi,

Hiicresellikte Azalma, HE, Bar= 100 pm.
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Resim 10c: Parkinson Grubu; Substantia Nigra Bolgesi, Santral Kromatoliz (ok) ve

Noron Sayisinda Azalma, HE, Bar= 100 pum.

Resim 10d: Parkinson+Ostrojen Grubu; Substantia Nigra Bolgesi, Noronofaji (0k) ve

Noron Sayisinda Azalma, HE, Bar= 100 um.
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3.6. Immunohistokimyasal Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda; en yiiksek diizeyde
neuronal immunreaktivite gosteren grup kontrol grubu olarak tespit edildi. Substantia
nigra ve striatum bolgelerine ait TH-pozitif immunoreaktivite sirasiyla Resim 11a-d
ve Resim 12a-d’de gosterildi. Substantia nigra’da immunreaktivite gosteren ortalama
noron sayisi kontrol grubunda 116, Overektomi grubundan 42, parkinson grubunda 35

idi. Parkinson+0strojen grubunda ise 82 olarak belirlendi.

Striatum bolgesinde TH-immunreaktif fibrillerin ortalama alan1 kontrol
grubunda (Resim 12a) %49,74 iken, parkinson grubunda (Resim 12c) %42,41 olarak
tespit edildi. Bu oran Parkinson + &strojen grubunda (Resim 12d) %45,44, Overektomi
grubunda (Resim 12b) ise %46,44 idi. Bu baglamda Parkinson grubu ile Kontrol
grubunun hem kendi arasinda hem de diger tiim gruplar arasinda istastistiksel olarak
olduk¢a 6nemli fark oldugu tespit edildi (p<0,000). Ayrica veriler tablo ve garafik
olarak verilmistir (Tablo 12, Grafik 9).

Apoptozun gostergelerinden biri olan ve efektor kaspaz olarak gorev yapan
Kaspaz 3 aktivitesini ortaya ¢ikarmak amaciyla Caspase-3 polikonal antikoru
kullanilarak yiiriitilen immunohistokimyasal boyamalarda en yogun kaspaz 3
aktivitesine Parkinson grubunda (Resim 13c) rastlanmistir. Parkinson+Ostrojen
grubunda kaspaz-3 aktivitesinin diistigii tespit edilirken (Resim 13d), kontrol (Resim
13a) ve Overektomi grubunda (Resim 13b) herhangi bir immunoreaktiviteye

rastlanmamuistir.
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Tablo 12: Calisma Gruplarinda Striatum boya alan bdlge orani verileri

Gruplar
Striatum Boya Alan Bolge Orani (%)
n:8

Kontrol 49,74 £ 0,642
Overektomi 46,44 +0,77°
Parkinson 42,41 +0,98°
Parkinson+ostrojen 45,44 + 0,64°

p degeri p<0,000

a,b, ¢: Gruplar arasindaki istatiksel farki belirlemek igin kullanilmustir. Farkli harf alan gruplar arsinda
istatistiksel olarak fark vardir (p<0,05). Ayn1 harf atanmis gruplar arasinda istatistiksel fark yoktur
(p<0,05).

Striatum Boya Alan Bolge Oram (%)
60,00

50,00

40,00
30,00
20,00
10,00

,00

Kontrol Overektomi Parkinson Parkinson+QOstrojen

Grafik 9: Calisma Gruplarinda Striatum boya alan bolge orant
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200 pm

Resim 11a: Kontrol Grubu; Substantia Nigra Bolgesi, Immunpozitif Hiicreler, IHC,

Bar=200 pm.

Resim 11b: Ovariohisterktomi Grubu; Substantia Nigra Bolgesi, Immunpozitif Hiicre
Sayisinda Azalma, IHC, Bar=200 pm.
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T

200 pm

Resim 11c: Parkinson Grubu; Substantia Nigra Boélgesi, Immunpozitif Hiicre

Sayisinda Kontrol Grubuna Kiyasla Belirgin Azalma, IHC, Bar= 200 um.

200 pm

Resim 11d: Parkinson+Ostrojen Grubu; Substantia Nigra Bolgesi, Parkinson Grubuna
Kiyasla Daha Fazla Sayida Immunreaktif Hiicre, IHC, Bar= 200 pm.



200 pm

Resim 12a: Kontrol Grubu, Striatum Bélgesi, Noronal Fibrillerde Immunpozitif
Reaksiyon, IHC, Bar=200 um.

200 pym

Resim 12b: Overektomii Grubu, Striatum Bolgesi, Noronal Fibrillerde Immunpozitif
Reaksiyon, IHC, Bar= 200 um.



200 pm

Resim 12c: Parkinson Grubu, Striatum Bolgesi, Noronal Fibrillerde immunpozitif
Reaksiyon, IHC, Bar=200 um.

200 pm

Resim 12d: Parkinson+Ostrojen Grubu, Striatum Bolgesi, Néronal Fibrillerde

Immunoreaktivite, IHC, Bar= 200 pm.
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Gozlenmemektedir, IHC, Bar= 50 pm.

50 um

Resim 13b: Overektomii Grubu; Beyin Dokusu, Caspase 3 immun Pozitif Boyanma
Gozlenmemektedir, IHC, Bar= 50 um.
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Resim 13c: Parkinson Grubu; Beyin Dokusu, Noéron (0k), Noroglial Hiicreler (ok basi)
ve Noroglial Fibrillerde (y1ldiz) Caspase 3 Pozitif Boyanma, IHC, Bar= 50 um.

Resim 13d: Parkinson+Ostrojen Grubu; Beyin Dokusu, Néron (0k) ve Noroglial
Uzantilarda (y1ldiz) Diisiik Yogunluklu Caspase 3 Pozitif Boyanma, IHC, Bar= 50 pum.
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4. TARTISMA

Parkinson hastaligi, diinyada en sik goriilen ndrodejeneratif hastaliklardan
birisidir. Diinya niifusuna gore ortaya ¢ikma olasiligi 1/1000°dir. Avrupa’nin en
kalabalik 5 ve diinyanin en kalabalik 10 {ilkesinde 50 yas iistiindeki popiilasyonda
yapilan aragtirmalar 2005 yili itibariyle diinyada 4.1-4.6 milyon Parkinson hastasi
oldugunu, bu sayinin 2030 yilinda 8.7-9.3 milyon hastaya ulasacagini1 gdstermektedir.
Giin gectikge insidansi artan bu hastaligin Avrupa tilkelerinde prevelansi yaklasik 108-
257/100.000 (von Campenhausen ve ark. 2005) ve Tiirkiye’de ise prevelans orani
202/100.000 (Durmus ve ark. 2015) olarak bildirilmektedir. Prevelans ve insidans
oranlar1 sadece 60 yas iistii grubunda degerlendirildiginde ise sonuglarin oldukga

yiikseldigi goriilmektedir (Baldereschi ve ark. 2000).

Parkinson hastaligi, striatumda ve substansia nigrada dopaminerjik néronlarin
dejenerasyonu ve striatumda dopamin kaybi (DA) ile seyreden, ilerleyen tremor,
rijidite, bradikinezi ve postural instabiliteye yol agan yaygin bir norodejeneratif

bozukluktur (Zhang ve ark. 2017).

Hayvanlarda Parkinson hastalig1 rastlanmasa da, son 30 yilda hastaliklarin
biyolojik temelini arastirmak ve yeni tedaviler gelistirmek i¢in hayvan modelleri
kullanilmigtir. En sik kullanilan Parkinson hastaligi modelleri, hayvanlarda DA-
hiicrelerini dejenere etmek i¢in 6-OHDA, MPTP, Rotenon, Parakuat, Manabe ve
Metamfetamin gibi norotoksik ajanlar kullanilmaktadir (Lindvall ve ark. 2004,
Pignatelli ve ark. 2005, Chen ve ark. 2007).

Norotoksik ajanlardan olan Rotenonun, mitokontrial komplex-1’ i inhibe ederek,
dopaminerjik néronlarin yok edilmesi ile Parkinson hastaligina neden oldugu
bilinmektedir. Dopaminerjik ndronlarin apoptotik yolla yok edildigini bildiren
calismalar mevcuttur. Rotenonun mitokondri iginde etkin olmasi1 (Samantaray ve ark.
2007, Zhang ve ark. 2017) ve apoptozon intrinsik mekanizmasinin mitokondri yolu
(Green ve Reed 1998) olarak bilinmesinden dolay:1 rotenonun apoptozun intrinsik

mekanizmalari ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir.
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Yapilan literatiir ¢aligmalar1 sonucunda, ¢alismamizda rotenon ile olusturulmus
Parkinson hastaligi modelinde Ostrojenin etkisini arastirdik. Bu anlamda ¢alismada
apoptoz parametreleri basta olmak lizere histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
fiziksel (motor aktivite) parametreleri de degerlendirerek Ostrojenin Parkinson

hastaligina etkisi iizerine bilgiler elde edildi.

Nakaso ve ark. (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada hem erkek hem de disi
farelerde MPTP ile Parkinson hastalig1 modeli olusturarak E vitamini ailesine bagl
olan tocotrienoliin ER iizerinden etkisini arastirmislardir. Bu anlamda western blot
yontemi ile ER ve TH parametrelerini degerlendirmislerdir. Sonug olarak beyinde,
ERa ifadesi 6zellikle serebellumda gozlemlemislerdir. Serebral korteks, striatum ve
substantia nigra'daki ERa ekspresyonunu ise serebellum ampuldekinden daha diisiik
oranda tespit etmislerdir. Fakat ERB'nin ekspresyonu ise substantia nigra ve beyincik
gibi TH bakimindan zengin bolgelerde gozlemlediklerini bildirmislerdir. Ayrica erkek
ve disi fareler arasinda beyin ER'lerinin ifadesi agisindan belirgin bir fark olmadigini
tespit etmiglerdir. Verilen tocotrienoliin etkisinin ERp {izerinden meydana geldigini
bildirmislerdir. Bu amagla g¢alismada immiinohistokimyal boyamada TH pozitif
dopaminerjik ndronlar1 ve rotarod testi ile de motor aktiviteyi test etmislerdir.
Sonuglarina gore Parkinson grubuna goére tedavi grubunda TH boyanan hiicre
sayisinda belirgin artma gozlemlemisler ve 40 rpm ile yapmis olduklari rotarod
testinde tedavi grubunda dligme zamani siiresinde artma gozlemlediklerini
bildirmislerdir. Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise bahsi gegen ¢caligmayla benzer
sekilde Ostrojenle tedavi grubunun Parkinson grubundan TH boyanan hiicre sayisinin
oldukca yiiksek, rotarod diisme zamaninin ise istatistiksel anlamda yiiksek oldugu

tespit edildi.

Ozsoy ve ark. (2011) MPTP ile olusturduklar1 Parkinson hastaligi modelinde
dokosaheksaenoik asitin etkisini arastirmiglar ve Parkinson hastalig1 iizerine etkisini
onemli derecede anlamli bulduklarini bildirmislerdir. Yapmis olduklari ¢caligmada pole
testi ile bradikineziyi belirlemigler ve bu pole testinde MPTP verilen grubun kontrol
grubuna gore ¢ubukta hem doniis zamaninda hem de asagi inis zamaninda daha uzun
stirede tamamladiklarmi bildirmislerdir (p<0,05). Yapmis oldugumuz ¢aligmada ise

pole testi ile bradikinezi belirlenmis ve Ozsoy ve ark. (2011) yapmus olduklar:
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calismaya benzer sekilde doniis ve inis siirelerinde 6nemli fark tespit edilmistir. Ayrica
Parkinon grubunun diger guruplara gore siganlarin ¢ubuktan inisi gozlemlendiginde

hareketsel bozukluklar da tespit edilmistir.

Ozsoy ve ark. (2011) tirozin hidroksilaz (TH) ile pozitif dopaminerjik néronlar
belirlemisler ve MPTP grubu ile diger gruplar arasinda fark goézlemlediklerini
belirtmislerdir. Yine benzer sekilde lee ve ark. (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada da
MPTP modeli olusturarak TH immiinohistokimysal verilerine gére MPTP grubu ile
kontrol grubu arasinda 6nemli fark gordiiklerini bildirmislerdir. Bagka bir ¢calismada
ise 6-OHDA’nin sterotaksi ile SN’ ya yapmis olduklari infiizyon ile Parkinson
hastalig1 olusturmuslardir. Olusturduklari modelde asetilsalisilik asit ile meloksikamin
Parkinson hastalig1 {lizerine etkisini arastirmiglardir. Bu anlamda yapmis olduklar
immiinohistokimyal boyamada TH pozitif dopaminerjik noéronlar1 tespit etmeye
calismislar ve sonug olarak 6-OHDA grubu ile diger gruplar arasinda boyanmis hiicre
sayilarinda mikroskobik olarak fark bulmuslardir (Goren ve ark. 2009). Bizim
calismamizda da benzer sekilde TH ile pozitif dopaminerjik néronlar belirlenmis ve
Rotenon grubu ile diger gruplar arasinda fark oldugu ve bununda immiinohistokimyal
boyamada TH pozitif dopaminerjik néronlarin Parkinson hastalig1 i¢in 6énemli bir
parametre oldugu yukarida belirtilen ¢alismalar ile de desteklenmektedir. Ayrica
calismamizda TH pozitif dopaminerjik néronlarin dstrojen uygulanan grup ile rotenon
uygulanan grup arasinda fark olmasi ¢alismamiz agisindan oldukca Onemli bir

sonugctur.

Yaptigimiz ¢aligmada Kaspaz-3 aktivitesi hem immiinohistokimyasal hemde
ELISA yontemi ile doku homejenatlarinda degerlendirildi. Bu anlamda Parkinson
grubu ile Parkinson+0strojen grubu ve Kontrol grubu arasinda olduk¢a 6énemli farklar
bulundu. Samantaray ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢aligmada 2,5 mg/kg dozunda
rotenon uygulayarak Parkinson modeli olusturmuslardir. Yapmis olduklar1 ¢alismada
kalpain ve kaspaz-3 aktivitesini immiinohistokimyasal olarak degerlendirmisler ve
roteneon uygulanan gruplarda kaspaz-3 aktitesine rastlarken kontrol grubunda higbir
aktivite bulamadiklarin1 bildirmislerdir. Bu baglamda calisma bizim calismamizi

destekler niteliktedir.
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Kim ve ark. (2014) yapmis oldugu bir ¢calismada MPTP ile Parkinson hastaligi
modeli olusturarak BCL-2, immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 ve TH diizeylerini
belirlemislerdir. Bulduklar verilere bakildiginda Bcl-2’nin MPTP modelinde azaldigi,
kaspaz-3 aktivitesinin ve TH pozitif boyanan noronlarin arttigini tespit ettiklerini
bildirmiglerdir. Bizim ¢alismamiz sonunda immiinohistokimyasal olarak elde edilen
kaspaz-3 ve TH sonuglarinin bu calisma ile benzer oldugu goriilmektedir. ELISA
sonuglarimiza baktigimizda ise Parkinson grubu ile kontrol grubu degerlendirildiginde

kaspaz-3 ile Bcl-2 sonuglarimiz yukardaki ¢alismayla uyum igerisindedir.

Von Wrangel ve ark. (2015) yapmis olduklari g¢aligmada rotenon ile
olusturduklar1 Parkinson hastaligi modelinde motor aktivite testi ile aradaki farki
arastirmiglardir. Bu amagcla rotarod testinden yararlanarak testteki dakikada doniis
hizim1 15 Rpm olarak belirlemislerdir. Yapmis olduklar testte kontrol grubunun
Parkinson grubuna gore kosu carkinda daha fazla kostugunu tespit etmislerdir. Baska
bir ¢alismada ise Campos ve ark. (2013) 6-OHDA ile Parkinson hastaligi modeli
olusturduklarin1 bildirerek, calismada rotarod testi ile motor aktivite verilerini
degerlendirip sonug olarak Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda oldukca 6nemli
istatiksel fark tespit ettiklerini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz ¢alisma da ise diger
caligmalar ile benzer olarak Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Fakat yapmis oldugumuz ¢alismada

doniis hiz1 30 Rpm olarak belirlenmistir.

Rodriguaz-Perez ve ark. (2013) overektomi uygulanmis sicanlarda MPTP ile
olusturduklar1 Parkinson hastaligit modelinde 6trojenin Rho kinaz aktivitesi iizerine
etkisini arastirarak immiinohistokimyasal olarak TH pozitif dopaminerjik néronlarin
tespitini yapmislar ve Parkinson grubu ile diger gruplar arasinda 6nemli bir fark tespit
etmiglerdir. Ayrica rotarod testi uygulayarak motor aktiviteyi ortaya koymaya
calismiglardir. Bildirmis olduklar1 sonuglarda ise Parkinson grubunda diger gruplara
oranla rotarod testinde diisme zamaninin azaldigini tespit etmislerdir. Ozellikle
Ostrojen tedavi grubu ile Parkinson grubu arasinda tespit ettikleri fark onem arz
etmektedir (p<0,05). Bizim yapmis oldugumuz calismada ise overektomi yapilmis
sicanlarda rotenon ile Parkinson hastaligit modeli olusturarak Ostrojenin etkisi

arastirildi. Calisma sonuglarina bakildiginda hem TH pozitif dopaminerjik néronlar
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hem de rotarod testi yoniinden Rodriguaz-Perez ve ark. (2013)’nin yapmis oldugu
calisma ile benzer istatiksel sonuglar elde edildi. Ayni sekilde ¢alismamizdaki Gstrojen
grubunun Parkinson grubu ile fark gostermesi tedavi de Ostrojenin 6nem arz ettigini

diistindiirmektedir.

Campos ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada hem Paraquat ile hemde 6-
OHDA ile Parkinson hastaligi modeli olusturmuslar ve yiizdiirme testi uygulayarak
yilizdiirme havuzunda bulunan platformu bulma siirelerine bakarak hayvanlarin bellek
ve 6grenme becerilerini test etmislerdir. Yaptiklari calismada paraquat uygulanan grup
ile kontrol grubu arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulamamis iken 6-OHDA
uyguladiklart grup ile kontrol grubu arasinda onemli bir fark tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz calismada ise ylizdiirme testinde benzer sekilde
rotenon uyguladigimiz grubun kontrol ve diger gruplara 6zelliklede Gstrojen tedavi

grubuna gore istatistiksel fark tespit edildi.

Di ve ark. (2012) yapmis olduklar1 calismada farelere nikotin uygulamasi
yaparak fare beyinlerindeki dopamin seviyelerini immiinohistokimyasal olarak TH
seviyelerine bakarak tespit ettiklerini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada nikotin
verilen grubun TH boyanan hiicre sayisi kontrol grubuna gore arttigini tespit
etmiglerdir. Yaptigimiz calismada ise yapilan calismaya benzer sekilde Ostrojen
verdigimiz grubun Parkinson grubuna gore TH boyanan hiicre sayisinda artig

gosterdigi tespit edildi.

Nordstrom ve ark. (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada ise Parkinson modeli
olusturmak yerine TH-GFP mutant fareler yani genetik olarak Parkinson hastaligina
yatkin fareler kullanmiglardir. Boylece hastaligin olusum mekanizmasi {izerine
herhangi bir agik birakmamislardir. Oyleyken yapmus olduklar1 ¢aligmada
immiinohistokimyasal olarak TH seviyelerini arastirmis ve mutant fareler ile kontrol
fareleri arasinda dopaminerjik néronlarin  kaybolmasinda istatistiksel fark
bulmuglardir. Keza bizim ¢alismamizda da benzer sekilde TH boyanan dopaminerjik
noronlarin Parkinson modelinde olduk¢a azalma oldugu tespit edildi. Bdylece
olusturulan rotenon modelinin neredeyse mutant modeller ile benzerlik gosterdigi ve

giivenilirligi tespit edilmistir.
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Parkinson hastaliginin patogenezinde basta apoptozis olmak iizere bir¢ok hiicre
Oliimii yer almaktadir. Apoptoz mekanizmalarindan hem intrinsik hemde ekstirinsik
yolun dopaminerjik néronlarin 6liimiinde etkin oldugu bilinmektedir. Ozellikle
mitokondri komplex-1 inhibisyonu ile meydana gelen modellerde intrinsik yolun yani
mitokondriyal yolun 6neminin biiyilik oldugu bilinmekle beraber ekstrinsik yolunda bu
intrinsik yol iizerinde etkin olabilecegi bildirilmektedir (Da Costa ve Checler 2011).
Yapilan bir c¢alismada rotenon ile olusturulan Parkinson hastaligi modelinde
apoptotoik mekanizma lizerine bazi parametreler incelenmis, immiinohistokimyasal
olarak TH seviyesine bakilmis ve olusturulan modelde kontrol grubuna gore fark tespit
edilmistir. Yapmis olduklari analizler sonucunda Bcl-2’nin Parkinson grubunda
kontrol grubuna gore oldukea diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Kaspaz-3
sonuclarinda ise kontrol grubu ile rotenon verilen grup arasinda herhangi bir farklilik
bulamamislardir (Haytural ve Tiiziin 2014). Calismamizda ise apoptozis yoniinden
rotenon grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda Bel-2° nin yukaridaki ¢alismayla
uyum icerisinde oldugu, fakat Kaspaz-3 parametrelerinin benzerlik géstermedigi tespit
edildi. Fakat tedavi grubu olan dstrojen grubu ile Parkinson grubu karsilastirildiginda
ise Bcl-2’nin SN’da istatistiksel olarak Gstrojen grubunda artma gézlenmesine ragmen
STR’de istatistiksel olarak artma tespit edilmedi. Diger bir parametre olan Kaspaz-3
ise Ostrojen grubunun Parkinson grubuna gére hem STR’de hemde SN’de istatistiksel
anlamda bir azalma tespit edildi. Rotenonun etkisi ile mitokondrial kompleks-1 inhibe
edilerek spesifik dopaminerjik néronlarin kaybi diistiniilecek olursa apoptozisin
mitokondriyal yolu olan intrinsik mekanizmanin SN’daki Bcl-2 verileri néron kaybini
desteklemektedir. Dopaminlerin yapildigi son asama beyinin bir boliimii olan STR ve
apoptozisin son basamagi Kaspaz-3 oldugu bilinmektedir. STR’deki Kaspaz-3
verilerinde tespit edilen istatistiksel fark mevcut ¢alismay1 destekler niteliktedir. Ayni
zamanda ¢alismamizda immiinohistokimyasal olarak Kaspaz-3 boyanarak Parkinson
grubunda boyanan hiicreler gozlemlendi. Bu sonu¢ ayn1 zamanda Samantaray ve ark.

(2007) yapmis oldugu calisma ile benzerlik gostermektedir.

Zhang ve ark. (2017) yapmis olduklari ¢alismada subkutan uygulama ile rotenon
doz denemesi yapmislardir. Calismada kontrol grubunda bulunan siganlara herhangi
bir uygulama yapilmazken diger gruplara subkutan 1,5 mg/kg, 2 mg/kg ve 2,5 mg/kg

rotenon uygulanmistir. Caligma sonunda 2 mg/kg ve 2,5 mg/kg rotenon uygulanan
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gruplarda hem SN’deki dopaminerjik TH immiinreaktif ndronlarda hem de STR’deki
dopaminlerde azalma tespit etmislerdir. Ayrica yapilan rotarod testinde ise rotenon
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azalma gordiiklerini
bildirmislerdir. 2 mg/kg ile 2,5 mg/kg rotenon uygulanan gruplar arasinda diisme
zamaninda istatistiksel fark olusmadigini bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz
calismada rotenon dozu 2,5 mg/kg olarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar, Zhang

ve ark. (2017)’nmin yapmis olduklar1 ¢alismayla benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC

Rotenon ile Parkinson modeli olusturulan Wistar Albino cinsi disi siganlarda
uygulamis oldugumuz 6strojenin Parkinson hastaliginda oldukga sik goriilen motor

aktiviteler ve apoptozis iizerine dnemli bir etkisi oldugunu belirledik.

Ostrojen uygulanmasinin parkinson hastaliginda kaybolan substansia nigra’daki
dopaminerjik noronlar iizerinde koruyucu etkisi oldugu yapilan tirozin hidroksilaz
immiinohistokimyasal boyama ile tespit edilmistir. Bunun yani sira striatum’daki
dopaminlerin Parkinson hastalifinda azalmasinin yine aym sekilde Ostrojen
uygulamasi ile belirgin sekilde baskilandigini immiinohistokimyasal boyamayla
belirledik.

Parkinson hastalarinda meydana gelen bradiziki, pole testi ile test edilerek

Ostrojen uygulanan grupta hareket bozuklugunun gériilmedigini tespit ettik.

Ogrenme ve bellek bozuklugu iizerine yapmis oldugumuz yiizdiirme testi ile
Ostrojen uyguladigimiz Parkinson modeli siganlarda platformu bulma siirelerinde
azalma tespit ederek 6grenme ve bellek lizerine dstrojenin koruyucu etkisinin varligin

tespit ettik.

Parkinson hastaliginda ortaya ¢ikan lokomotor ve motor aktivite bozuklugunu,
yapmis oldugumuz rotarod testi ile Ostrojen uygulamasi yapilan Parkinson modeli
grubun diisme zamaninda artis tespit ederek Ostrojenin motor aktivite bozuklugu

tizerine olumlu etkisini tespit ettik.

Calismamizda, Ostrojenin Parkinson hastaliginin hiicre o6liimii tizerindeki
koruyucu etkisini saptamak icin yapmis oldugumuz kimyasal ve patolojik
degerlendirmeler ile Gstrojenin hiicre 6liimii tizerine koruyucu etkisinin varligini tespit
ettik. Ozellikle rotenonun meydana getirmis oldugu mitotondiyal kompleksl
tizerinden yola ¢ikarak apoptozun intrinsik yolagi olan mitokonriyal yolak tizerinde
durduk. Bu baglamda intrinsik yolak olan Bcl-2 ile apoptozun son basamagi olan
Kaspaz-3 parametreleri iizerine yogunlagarak dnemli sonuglar elde ettik. Béylece SN

da BCI-2 aktivesin dstrojen uygulamasi ile arttigini belirledik. Fakat STR’de Bcl-2
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aktivasyonunda istatistiksel olarak herhangi bir artma gozlemlenmedi. Bununla
beraber apoptozisin son basamagi olan Kaspaz-3 aktivitesinin dstrojen uygulamasi

hem STR’de hemde, SN’da ise istatistiksel anlamda bir azalma gozlemlendi.

Bu veriler 1s181nda 6strojenin, deneysel Parkinson modelinde, hastaliin seyri ve
semptomlar1 lizerinde oldukca 6nemli diizenleyici ve olumlu etkilere sahip oldugu
diisiincesindeyiz. Fakat bu konuda yapilan ¢caligmalarin yetersiz olmasi ve 6zellikle de
Ostrojenin Parkinson lizerine etkisinde apoptoz mekanizmalarinin tam anlamiyla
aydinlatilamamis olmasi nedeniyle, ¢alismamizin daha sonraki c¢aligmalara hem

bilimsel anlamda hem de literatiir anlaminda ciddi destek saglayacagi kanaatindeyiz.
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