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OZET

DENEYSEL PARKINSON OLUSTURULMUS RATLARDA
SACCHAROMYCES BOULARDII VE BAKTERIYEL KOKENLI
PROBIYOTIKLERIN ETKISININ ARASTIRILMASI

Ipek ED. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Anatomi (Tip)
Program, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Parkinson hastaligi motor hareketlerdeki bozukluklar ile tan1 koyulan, ancak motor belirtiler
goriilene dek birgok sistemi etkileyen uzun bir preklinik doneme sahip multisistem progresif
bir hastaliktir. Giiniimiizde hastaligin klinik doneminde uygulanan tedaviler yalnizca motor
semptomlarin hafiflemesine saglamakta ve uzun déonemde ilag tedavisinin yan etkisi diskinezi
kacinilmaz olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle erken teshis ve risk grubunda olanlar
belirleyebilecek yeni diagnostik metodlarin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Bu metodlarin
gelistirilmesinde hastaligin  patogenezinin aydinlatilmasi, motor olmayan belirtilerin
mekanizmasinin anlagilmasi 6nem kazanmaktadir. Bu amagla son yillarda yapilan ¢alismalar
Parkinson hastaliginin bagirsakta baglayarak, beyin-bagirsak aksisi ile merkezi sinir sistemini
etkiledigi hipotezini One siirmiis, intestinal mikrobiyomun bu konudaki onemine dikkat
cekmistir. Calismamizda 48 adet Wistar cinsi erkek rat 6 gruba ayrildi ve (n=8) gruplarin
4’iine 60 giin stiresince 2,5 mg/kg dozda intraperitoneal Rotenone® enjeksiyonu uygulanarak
deneysel Parkinson hastaligi olusturuldu. Bu doért gruptan maya kokenli Saccharomyces
boulardii (Reflor®) probiyotik PM grubuna, bakteri kokenli probiyotik; Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve ve Lactobacillus reuteri (Newita®) PB
grubuna, hem maya hem de bakteri kdkenli probiyotikler PBM grubuna oral gavaj yolu ile
verilirken, hasta kontrol grubuna (P) yalnizca rotenon uygulamasi yapildi. Diger iki gruptan
biri ¢alisma siiresince higbir islem yapilmayan kontrol grubunu (K) digeri ise rotenone
¢oziiciisii olarak kullanilan maddenin intraperitoneal uygulandig1 ve gavaj yolu ile igme suyu
verilen ¢oziicii kontrol grubunu (CK) olusturdu. Probiyotik etkenlerin hastaligin seyrine olan

etkisi deney asamasinda yapilan motor testler, corpus striatum’da dopamin miktar1 6l¢iimii,
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tirozin hidroksilaz enzim immunohistokimyasi, cerebellum ve hippocampus’da stereolojik
ndron sayimi, histopatolojik degisiklikler, intestinal CD163 makrofajlarinin flow sitometrik
analizi ile incelendi. Calismamizda probiyotik uygulamasi yapilan gruplarda motor
performansin CK ve K grubuna kiyasla diisiik, P grubuna kiyasla ise yiiksek oldugunu tespit
ettik. Bunun yaninda santral sinir siteminde norodejeneratif bulgularin P grubunda PM, PB,
PBM, CK ve K gruplarina kiyasla olduke¢a siddetli oldugu bulundu. Benzer sekilde proksimal
kolon 6rneklerinin akim sitometri analizinde CD163 ekspresyonu gosteren makrofajlar P, PM,
PB ve PBM gruplarinda CK ve K gruplarina kiyasla oldukc¢a artis gosterdigi, yalnizca PM
grubunun P grubundan anlamli olarak diisiik CD163 ekspresyonu gosterdigi bulundu.
Aragtirmamizin  sonuglart  Parkinson hastaliinin  indiiklendigi ratlarda probiyotik
uygulamasinin ndroprotektif etkiler gosterdigini ve CD163 ekspresyonunu etkiledigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, intestinal makrofaj, probiyotik, S. boulardii,

rotenon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SACCHAROMYCES
BOULARDII AND BACTERIAL ORIGIN PROBIOTICS ON
EXPERIMENTAL PARKINSON INDUCED RATS

ipek ED. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Science Anatomy
(Medicine) Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2020.

Parkinson's disease is a multisystem progressive disease with a prolonged preclinic phase that
affects many systems until motor symptoms are diagnosed. Currently, the treatments applied
during the clinical period of the disease only cause motor symptoms to be alleviated and the
side effect of long-term drug treatment dyskinesia is inevitable. Therefore, there is a need to
develop new diagnostic methods that can identify early diagnosis and risk groups.
Understanding of the pathogenesis of the disease and the mechanism of the non-motor
symptoms become important in the development of these methods. To this end, recent studies
emphasized the importance of intestinal microbiome and suggested that Parkinson's disease
starting in the intestine and affects central nervous system via brain-gut axis. In our study, 48
Wistar male rats were divided into 6 groups (n = 8) and 4 of the groups were administered
intraperitoneal Rotenone® injection at a dose of 2.5 mg / kg for 60 days, to induce
experimental Parkinson's disease. From these four groups, yeast-derived Saccharomyces
boulardii (Reflor®) probiotic was given to PM group, bacterial probiotic; Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, and Lactobacillus reuteri (Newita®) was
given to the PB group, both yeast and bacterial origin probiotics were given to the PBM group
and only rotenone was applied to the P group. One of the other two groups consisted of the
control group (K), where no treatment was performed during the study, and the other, the
solvent control group (CK), where the substance used as rotenone solvent was administered
intraperitoneally and given drinking water via gavage. The effects of probiotic agents on the
course of the disease were investigated by motor tests, measurement of dopamine in corpus

striatum, stereological neuron count in cerebellum and hippocampus, tyrosine hydroxylase
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enzyme imunohystochemistry, histopathological changes and flow cytometric analysis of
intestinal CD163 macrophages. In our study, we found that motor performance was low
compared to CK and K groups and high compared to P groups in probiotic-treated groups. In
addition, neurodegenerative findings in the central nervous system were found to be quite
severe compared to PM, PB, PBM, CK and K groups in the P group. Similarly, in the flow
cytometry analysis of proximal colon samples, macrophages showing CD163 expression were
significantly increased in the P, PM, PB and PBM groups compared to CK and K groups,
only PM group showed significantly lower CD163 expression than the P group. According to
results of our study, probiotic administration shows neuroprotective effects and affects CD163

expression in experimental Parkinson's disease induced rats.

Keywords: Parkinson’s disease, intestinal makrophage, probiotic, S. boulardii, rotenone.
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1. GIRIS

Parkinson hastalig1 substantia nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik néronlarin
dejenerasyonu ve dopaminerjik yolaklarin denervasyonu nedeniyle gelisen, klinik olarak
premotor ve motor semptomlarla karakterize, santral sinir sisteminde etkilenen noronlarda
intrastoplazmik inkluzyonlarin gorildiigii multisistem progresif bir hastaliktir (Palma ve
Kaufmann, 2018; Prashanth ve Roy, 2018; Yang et al, 2019). Hastaligin teshisi genellikle
motor semptomlarin goriilmesi ile koyulmaktadir, premotor semptomlarla karakterize uzun
bir dénem ‘preklinik dénem’ olarak adlandirilmaktadir (Berg ve ark, 2015; Getz ve Levin,
2017). Hastalik teshis edildiginde diger bir deyisle klinik olarak motor semptomlar
gozlendiginde, substantia nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik néronlarin %50-70’1
dejenerasyona ugramis, norodejenerasyonu yavaslatarak veya durdurarak etki gosterebilecek
noroprotektif uygulamalar i¢in ge¢ kalinmis olmaktadir (Akbayir ve ark, 2018; Giguere ve
ark, 2018; Sung ve ark, 2018; Takahashi ve ark, 2018; Rynman ve Poston, 2019). Dopamin
deplesyonunun giderilmesi iizerine kurulu, dopamin Oncii molekiillerinin ve dopamin
agonistlerinin kullamildig1 semptomatik tedavi protokolleri de yalnizca hipokinetik motor
semptomlarin hafiflemesini saglamakta, 5 yil ve daha uzun siiren farmakolojik tedavilerin yan
etkisi sonucunda kagiilmaz olarak diskinezi adi verilen hiperkinetik hareket bozukluklar
gortilmektedir (Xu ve Pu, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018; Nair ve ark,
2018). Farmakolojik tedavinin yetersiz kaldigi durumlarda, motor islevlerde rol alan
subkortikal ¢ekirdeklerin cerrahi yollarla elektriksel stimiilasyonu gergeklestirilir ancak bu
uygulama semptomlarin iyilesmesine en ¢ok on yil siire ile katki saglayabilir (Rizek ve ark,
2016). Terapotik protokollerin hi¢ biri norodejenerasyonu yavaglatmaya ya da durdurmaya
yonelik degildir. Ayn1 zamanda dopamin ve dopamin agonistlerinin kullanildigi tedavi
yontemleri dopaminerjik sistemle yakindan iligskili pek ¢ok norotransmitter sistemi ve
fonksiyonel etki alanlar1 goz ard1 etmektedir. Terapotik protokollerdeki bu agmaz nedeniyle
son yillarda yapilan c¢aligmalar Parkinson hastaliginin patogenezinin aydinlatilmasina,
norodejeneresyonu durdurmaya veya yavaslatmaya yonelik uygulamalarin gelistirilmesine
odaklanmistir (Rodriguez-Violante ve ark, 2017; Wang ve ark, 2018; Murueta-Goyena ve ark,
2019; Jones veark, 2020).



Parkinson hastaliginin  spesifik bulgularindan olan intrastoplazmik noronal
inkluzyonlarin santral sinir sisteminden Once gastrointestinal sistemde bulunan enterik
ndronlarda ve olfaktorik mukoza bipolar noronlarinda gozlenmesi, Parkinson hastaliginin
patogenezine yonelik, inkluzyonlar1 prion benzeri yayilim gosteren ve bu inkluzyonlarin
olusumunda oral yolla veya solunum havasi ile alinan tetikleyicilerin etken oldugu savim
iceren ‘cift vurus hipotezi’’nin ortaya atilmasina neden olmustur (Braak ve ark, 2003;
Sveinbjornsdottir, 2016; Subramaniam ve Federoff, 2017; Nair ve ark, 2018; Mihaila ve ark,
2019). ilk kez Scheperjans ve ark (2015) tarafindan Parkinson hastalarinda saglikli kontrollere
gore intestinal mikrobiyom bilesiminin degistigi ve bu degisimin motor fenotip ile korelasyon
gosterdigi bildirilmistir. Intestinal mikrobiyom degisimi, ¢ift vurus hipotezi ve hipotezi
destekleyen bulgular birlikte diistiniildiigiinde, Parkinson hastaliinin patogenezinin
aydinlatilmasinda olas1 intestinal baglangici 6nem kazanmis, mikrobiyal degisimin santral
sinir sistemi lizerinde olan etkilerinin ve intrastoplazmik ndronal agregatlarin olusumundaki
roliiniin aydinlatilmasi popiiler arastirma konular1 haline gelmistir (Fitzgerald ve ark, 2019;

Gorecki ve ark, 2019).

Calismamizda uzun siireli rotenon uygulamasi ile deneysel Parkinson hastaligini
indiikledigimiz ratlarda, intestinal mikrobiyal homeostazisinin diizenlenmesinde, lokal ve
sistemik immun yanitlarin modiilasyonu ve intestinal bariyer fonksiyonunun
stabilizasyonunda faydali etkileri bulunan probiyotik etkenlerin oral yolla kullaniminin
noroprotektif etkilerini, santral sinir sistemi ve intestinal sistem arasinda ‘beyin-bagirsak
aksisi’ olarak alandirilan ¢ift yonlii iletisimde 6nemli rolii oldugunu diisiindiigiimiiz intestinal

makrofajlarin CD163 ekspresyonuna olan etkilerini arastirmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Parkinsonizm ve Parkinson Hastahgi

Parkinsonizm; tremor, rijidite, bradikinezi, akinezi ve postiirel instabilitenin degisik
kombinasyonlarda bulundugu progresif supraniiklear palsi, Wilson hastaligi, multipl sistem
atrofisi, Creutzfeldt—Jakob hastaligi, Huntington hastaligi, huzursuz bacak sendromu,
kortikobazal ganglionik dejenerasyon, noroakantozis, Gilles de la Tourette sendromu,
esansiyel tremor, distoni, noroakantozis, Lewy cisimcikli demans, serebellar hastaliklar ve
beyin dopamin seviyesini etkileyen bir takim ilaglarin kullanimi ile gelisen Parkinson
hastaligina benzer semptomlar gosteren olgular, orta beyni etkileyen vaskiiler hastaliklar gibi
klinik olarak motor semptomlarla seyreden sendromlar1 tanimlamak i¢in kullanilan genel bir
terimdir (DeMaagd ve Philip, 2015; Akbayir ve ark, 2018; Haey, 2019; Tibar ve ark, 2018;
Ryman ve Poston, 2020). Parkinson hastaligi (PH) ise parkinsonizm sendromunun en sik
goriilen (%80) varyanti, Alzheimer hastaligindan sonra en sik goriilen ikinci nérodejeneratif
hastaliktir (Saunders-Pullman, 2003; Dickson, 2012; Xia ve Mao, 2012; Teive ve Munhoz;
2014; DeMaagd ve Philip, 2015; Oung ve ark, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu, 2016;
Gokeal ve ark, 2017; Ozmiis ve ark, 2017; Akbayir ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018; Tibar
ve ark, 2018; Grochowska ve ark, 2019; Ryman ve Poston, 2020). Diagnostik kriterler
parkinsonizm olgulariin birbirlerinden kesin olarak ayirt edilmesinde yetersiz kaldiklarindan,
klinik olarak motor semptomlarla seyreden pek c¢ok hastalik Parkinson hastalig1 ile
karistirilabilir. Bu hastaliklar Parkinson plus sendromlar ya da atipik parkinsoniyen olgular

olarak adlandirilirlar (Dickson, 2012; Ryman ve Poston, 2020).

2.1.1. Parkinson Hastali@inin Klinik Prezantasyonu

Parkinson hastalig1 substantia nigra pars compacta’da (SNpc) bulunan dopaminerjik
(DAerjik) noronlarin c¢esitli etkenler sebebiyle dejenerasyonu ve corpus striatum’a projekte
olan dopamin seviyesinin azalmasina bagli motor semptomlarla seyreden (Weiser ve ark,
2013; Zapiec ve ark, 2017; Palma ve Kaufmann, 2018; Prashanth ve Roy, 2018; Yang et al,
2019), SNpc ve etkilenen diger beyin bdlgerinde bulunan néronlarda Lewy cisimcikleri olarak

adlandirilan intrastoplazmik alfa siniiklein (a-siniiklein) agregatlarinin ve noronal fibrillerde
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Lewy noritlerinin varlidi ile karakterize progresif bir hastaliktir (Weiser ve ark, 2013; Darvas
ve ark, 2014; Tanik ve ark, 2016; Xu ve Pu, 2016; Fabbri ve ark, 2017; Huang ve ark, 2017;
Zapiec ve ark, 2017; Palma ve Kaufmann, 2018; Cerri ve ark, 2019; Rynman ve Poston, 2019;
Yang et al, 2019). Hastaligin sebebi SNpc’da bulunan dopaminerjik ndronlarin kaybi
oldugundan PH onceleri norodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanirken, santral sinir sistemi
bulgularindan 6nce farkli organ ve sistemlerde goriilen disfonksiyonlar, dopaminin merkezi
yolaklarinin ¢esitliligi ve farklt norotransmitter sistemlerle olan iliskisi, reseptorlerinin
fonksiyonel farkliliklari, metabolik ve endokrin fonksiyonlarla olan iliskisi dolayisiyla klinik
semptomlarmin ¢esitliligi PH nin glinlimiizde multisistem progresif bir hastalik olarak kabul
gormesini saglamistir (Goldman ve Postuma, 2014; Todorova ve ark, 2014; Lee ve Koh,
2015; Sveinbjornsdottir, 2016; Qamar ve ark, 2017; Cosgrove ve Alty, 2018; Tibar ve ark,
2018; Cerri ve ark, 2019; Murueta-Goyena ve ark, 2019). Jellinger (2012) PH nin motor
semptomlarla karakterize karmasik bir ekstrapiramidal sistem hastalig1 olarak degil, ilerleyici,
coklu bir sistem hastalifi veya daha dogru bir tanimla ¢esitli norolojik motor ve motor
olmayan semptomlara sahip bir multiorgan hastaligi olarak kabul edilebilecegini

belirtmektedir.

Parkinson hastaliginin  kardinal motor semptomlar1 istirahat tremoru, rijidite,
bradikinezi ve postiirel instabilite olarak belirtilmektedir (Adler, 2011; Xia ve Mao, 2012;
Poirier ve ark, 2016; Ruffmann ve Parkkinen, 2016; Gokgal ve ark, 2017; Tysnes ve Storstein,
2017; Akbayir ve ark, 2018; Rynman ve Poston, 2019; Sui ve ark, 2019). Substantia nigra
pars compacta’da DAerjik noronlarin dejenerasyonu %50-70 seviyelerine ulastifinda veya
corpus striatum’a projekte olan dopamin seviyesi %70-80 azaldiginda motor semptomlar
goriilmektedir (Adler, 2011; Hobson, 2012; Poirier ve ark, 2016; Fabbri ve ark, 2017,
Rodriguez-Violante ve ark, 2017; Akbayir ve ark, 2018; Giguere ve ark, 2018; Sung ve ark,
2018; Takahashi ve ark, 2018; Rynman ve Poston, 2019). Klinik olarak motor semptomlarin
gozlenmesinden Once premotor semptomlarla karakterize uzun bir preklinik donem
bulunmaktadir (Jones ve ark, 2020). Uluslararasi Parkinson Hastalig1 ve Hareket Bozukluklari
Dernegi PH siirecini klinikopatolojik 6zelliklerine dayanarak preklinik, prodromal ve klinik
donem olmak {iizere lic boliime ayirmistir. Preklinik donem premotor semptomlarla
karakterize iken prodromal donem motor semptomlarin heniliz hepsinin goriilmedigi,
baslangiglarini iceren erken donem olarak tanimlanmaktadir. Klinik donem ise siklikla ve net
olarak hastaligin klasik triadi bradikinezi, rijidite ve tremorun goriildiigli donem olarak

tanimlanmaktadir (Berg ve ark, 2015; Getz ve Levin, 2017).



2.1.1.1. Parkinson hastaliginin premotor semptomlar1 hakkinda genel bilgiler

Parkinson hastaligimin baslangici sinsidir, norodejeneresyan oldukg¢a yavas ilerler
(Akbayir ve ark, 2018; Palma ve Kaufmann, 2018; Prashanth ve Roy, 2018), klinik olarak
motor semptomlarin gozlenmesinden 6nce 5 yildan 20 yila kadar uzayabilen, premotor
semptomlarla karakterize preklinik donem gorilmektedir (DeMaagd ve Philip, 2015;
Sveinbjornsdottir, 2016; Arrigo ve ark, 2017; Getz ve Levin, 2017; Fitzgerald ve ark, 2019;
Jones ve ark, 2020). Bu donemde goriilen premotor semptomlarin arasinda; koku duyusunun
azalmasi, renklerin diskriminasyonunu yapamama, bulanik gorme, diplopi gibi duyusal
bozukluklar, hipersalivasyon, sik idrara ¢ikma, noktiiri, asir1 terleme, cinsel islev bozuklugu,
gastroparezis, bagirsak inkontinansi, konstipasyon, ortostatik hipotansiyon, supin
hipertansiyon ve kalp atim hizinin artmasit gibi kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve
genitoiiriner otonomik disfonksiyonlar, ¢oklu gorev yeteneginde azalma, Ogrenme
kabiliyetinin azalmas1 ve demansla sonuc¢lanabilen progresif hafiza problemleri gibi kognitif
disfonksiyonlar, depresyon, anksiyete gibi noropsikiyatrik disfonksiyonlar ve uyku
bozukluklar1 yer almaktadir (Xia ve Mao, 2012; Todorova ve ark, 2014; Poirier ve ark, 2016;
Teive ve ark, 2016; Gokeal ve ark, 2017; Rodriguez-Violante ve ark, 2017; Mishra ve ark,
2018; Cerri ve ark, 2019; Sui ve ark, 2019; Jones ve ark, 2020).

Motor semptomlar PH vakalarinin ¢ogunda hastalik tanisint miimkiin kilmaktadir ve
temel olarak hastaligin tanis1 motor semptomlara dayanmaktadir (Takahashi ve ark, 2018,
Murueta-Goyena ve ark, 2019). Ancak progresif patolojik degisiklikler motor semptomlarin
goriilmesinden yillar once baglamakta ve PH tanist koyuldugunda faydali olabilecek
noroprotektif uygulamalar i¢in ge¢ kalinmis olunmaktadir (Adler, 2011; DeMaagd ve Philip,
2015; Ruffmann ve Parkkinen, 2016; Tanik ve ark, 2016; Rodriguez-Violante ve ark, 2017;
Murueta-Goyena ve ark, 2019; Jones ve ark, 2020). Postuma ve Berg (2016) olfaktor
disfonksiyonlar ve konstipasyonun Parkinson hastaliginda erken taniyr saglayabilecek en
onemli premotor semptomlar oldugunu belirtmektedirler. Hastalar arasinda ¢esidi ve ortaya
cikis paterni dopaminerjik sistemin yaninda serotonerjik, noradrenerjik ve asetilkolinerjik
olmak iizere farkli norotransmitter sistemlerle olan etkilesime bagli, oldukca heterojen olan
(Poirier ve ark, 2016; Gokgal ve ark, 2017; Qamar ve ark, 2017; Cosgrove ve Alty, 2018;
Tibar ve ark, 2018; Jones ve ark, 2020) premotor semptomlarmn, hastalifin motor
semptomlarmin siddetini etkiledigi hatta mortalite oranini arttirdig1 bildirilmektedir (Ryman
ve Poston, 2020). Parkinson hastalig1 tanis1 almig 1072 hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada,

hastalarin %98.6’sinda premotor semptomlar saptanmistir (Barone ve ark, 2009). Wu ve
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arkadaglar1 (2016) Parkinson hastaligi tanis1 almig 1213 kisi {izerinde yaptiklar
arastirmalarinda yiiksek yas ve cinsiyet gibi predispozisyon faktorlerinden bagimsiz olarak
uyku bozukluklari, konstipasyon ve depresyon bulunan hastalarin mortalite oraninin oldukga
yikksek oldugunu belirtmislerdir. Langston (2006) Parkinson hastaliginin premotor
semptomlarini buzdaginin gériinmeyen yiizii olarak tanimlamaktadir. Premotor semptomlar
hastaligin progresyonunu etkileyen kritik dnemlerine ragmen hastaligin teshisi esnasinda
genellikle tanimlanmazlar ve terapdtik stratejiler planlanirken géz oniinde bulundurulmazlar
(Todorova ve ark, 2014; Gokcal ve ark, 2017). Premotor semptomlarin altinda yatan
norobiyolojik siireglerin aydinlatilmasinin, diagnostik ve terapotik protokolleri sinirli olan
PH’nin patogenezinin anlagilmasinda, ndroprotektif uygulamalarin gelistirilerek hastaligin
motor doneminin ertelenmesinde hatta 6nlenmesinde, PH nin erken teshisinde oldukga fayda
saglayacagi belirtilmektedir (Dauer ve Przedborski, 2003; Kawase ve ark, 2010; Goldman ve
Postuma, 2014; Regensburger ve ark, 2014; Gokeal ve ark, 2017; Nair ve ark, 2018; Sui ve
ark, 2019). Giliniimiizde klinik olarak premotor semptomlar kapsamli ve profesyonel olarak
tanimlanmis kardiyovaskiiler, biligsel, gastrointestinal, genitotiriner, olfaktor, noropsikiyatrik
ve uyku bozuklularinin bulundugu 30 farkli premotor semptomun degerlendirilmesini igceren
Premotor Semptom Degerlendirme Skalas1 (Non-Motor Symptoms Scale; NMS) ile
degerlendirilmektedirler (Qamar ve ark, 2017; Tibar ve ark, 2018; Murueta-Goyena ve ark,
2019; Sui ve ark, 2019; Jones ve ark, 2020).

2.1.1.1.1. Duyusal bozukluklar; olfaktor ve viziiel disfonksiyonlar

Koku alma duyusu ile ilgili bozukluklar prodromal déonem Parkinson hastalarinda %70-
90 oraninda ve en erken goriilen premotor semptomlardandir (Haehner ve ark, 2009; Kawase
ve ark, 2010; Rolheiser ve ark, 2011; Chahine ve ark, 2014; Tanik ve ark, 2016; Murueta-
Goyena ve ark, 2019). Hipozmi Parkinson hastalar1 arasinda olduk¢a yayginken, anozmi daha
nadir goriilmektedir (Rey ve ark, 2018). Yapilan arastirmalarda Parkinson hastalarinda koku
duyusu bozukluklarinin yas, cinsiyet, hastaligin siddeti, motor ve kognitif belirtilerle iligkisi
kesin olarak ortaya koyulamamistir ancak yas ilerledik¢e siddetinin arttig1 (Lafreniere ve
Mann, 2009), motor semptomlarin goriilmesinden en az 4 sene dnce basladig: bildirilmektedir
(Malek ve ark, 2015; Rey ve ark, 2018). Ross ve arkadaglar1 (2008) koku tanimlama testi ile
koku duyusu degerlendirilen ve 5 yil siire ile takip edilen 2.267 erkek icerisinde, en diisiik
skoru alanlar arasinda PH gelisim oranin1 koku tanimlama testi skoru yiiksek olanlardan 5.2

kat fazla olarak bulmustur. Manyetik rezonans goriintiileme (MRG) c¢alismalar1 (Tanik ve ark,



2016) ve post mortem caligmalarda (Zapiec ve ark, 2017) Parkinson hastalarinda bulbus
olfactorius hacminin kontrollerden diisiik oldugu saptanmistir. Tanik ve arkadaslar1 (2016) bu
degisimlerin putamen ve hippocampus voliimii ile korelasyon gdsterdigini bildirmektedir.
Bulbus olfactorius, nucleus olfactorius anterior ve olfaktor yolaklarla iliskili corpus
amygdaloideum’da Lewy cisimcikleri saptanmistir (Tanik ve ark, 2016; Zapiec ve ark, 2017)
ve olfaktor dejenerasyon siddeti hastaligin progresyon hizi ile dogru orantilidir (Kawase ve

ark, 2010).

Koku duyusu ile iligkili area piriformis, limbik ve paralimbik bolgelerdeki kortikal
atrofi, olfaktor disfonksiyonlarin beyinde olusan degisimleri tetikledigini desteklemektedir.
Pozitron emisyon tomografi (PET) goriintiilemede putamen’de bulunan dopamin miktarinin
hipozmili Parkinson hastalarinda koku alma ve ayirt edebilme skoru ile korelasyon gosterdigi
bildirilmektedir (Scherfler ve arkadaslari, 2013). Bu bulgularla birlikte bulbus olfactorius,
nucleus olfactorius anterior’da Lewy cisimcikleri varliginin SNpc, nuclei basales gibi PH’nda
etkilenen diger beyin bolgerinden Once ortaya cikmasi olfaktor vektor hipotezinin (Doty,
2008; Hobson, 2012; Rey ve ark, 2018) ortaya atilmasina neden olmustur. Hipoteze gore;
olfaktor mukoza dogrudan dis hava ile temas halinde olmasi neticesinde viriisler, metaller ve
herbisitler gibi ksenobiyotiklere maruz kalmaktadir. Bu etkenler altinda Lewy cisimcikleri ilk
olarak regio olfactoria’da bulunan bipolar néronlarda ortaya ¢iktiktan sonra koku yolaklar
boyunca diger beyin bolgelerine prion benzeri yayilim gostererek Parkinson hastaligina neden
olmaktadir (Doty, 2008; Hobson, 2012; Schrempf ve ark, 2014; Rey ve ark, 2018). Hastaligin
oldukca erken donemlerinde Lewy cisimcikleri intestinal sistemde, plexus myentericus’da
bulunan enterik ndronlarda da goriilmektedir. Olfaktor vektor hipotezi intestinal yayilimi da
iceren ¢ift vurus hipotezinin bir parcasin1 olusturmaktadir (Pan-Montojo ve ark, 2010;

Hobson, 2012; Sveinbjornsdottir, 2016; Subramaniam ve Federoff, 2017).

Olfaktor disfonksiyondan sorumlu mekanizmalar tam olarak aydinlatilabilmis degildir
(Zapiec ve ark, 2017). Hipozmi PH’nda oldukc¢a hassas bir bulgudur ancak spesifik degildir,
Alzheimer hastaligi, multiple sistem atrofisi, otonom yetmezlik durumlarinda da koku
duyusunda bozulmalar goriilebilir (Chahine ve ark, 2014). Bunun yaninda hipozmi veya
anozmi prodromal dénemde PH’n1 progresif supraniiklear palsi veya vaskiiler parkinsonizm
gibi olgulardan ayirt etmede kullanilabilir, PH ile siklikla karigtirilan esansiyel tremor

hastalarinda da koku duyusu normaldir (Adler, 2011).



Viziiel disfonksiyonlar Parkinson hastaliginin erken doneminde, yaygin goriilen
premotor semptomlarindandir (Ahn ve ark, 2018). Renk diskriminasyonu yapilamamasi ve
kontrast duyarliligin azalmasi, renk algisinin degismesi, gorsel-mekansal gorevleri yerine
getirmede ve gorsel becerilerde bozulma Parkinson hastalarinda goriilen viziiel
disfonksiyonlardandir (Adler, 2011; Arrigo ve ark, 2017; Ahn ve ark, 2018; Murueta-Goyena
ve ark, 2019). Price ve ark (1992) renk diskriminasyonu yapabilmenin 6l¢iildiigii Farnsworth-
Munsell testinde Parkinson hastalarinin kontrollerden anlamli derecede fazla hata yaptiklarini,
kontrast duyarlili§i azalmasinin hastaligin siddetine pararel oldugunu bildirmislerdir. Viziiel
disfonksiyonlarin gelisiminde Parkinson hastalarinda retinal amakrin hiicrelerden sentezlenen
dopaminin azalmasinin yaninda (Ahn ve ark, 2018) oksipital korteksin hipoperfiizyonu,
kortikal kalinligin fokal olarak azalmasininin da etkili oldugu bildirilmektedir (Pereira ve ark,
2011; Arrigo ve ark, 2017). Yeni tant koyulmus Parkinson hastalarinda optik koherens
tomografi ile retinanin temporal ve nazal boéliimlerinde incelme goriildiigii ve degisikliklerin
daha ¢ok macula lutea’da meydana gelme egimlinde oldugu (Ahn ve ark, 2018), voksel bazl
morfometrik MRG incelemelerinde primer viziiel korteks kalinliginin azaldig: belirtilmistir

(Arrigo ve ark, 2017).

2.1.1.1.2. Otonomik disfonksiyonlar

Disotonomi; otonom sinir sisteminin fonksiyon bozukluguna bagli PH nin yaygin fakat
az taninan Ozelliklerindendir. Parkinson hastalarinda disotonomik bulgular degiskendir ve
kardiyovaskiiler, genitoiiriner, gastrointestinal, pupillomotor, respiratuar, termoregiilator ve
sudomotor bozukluklar1 igerir (Micieli ve ark, 2003; Chen ve ark, 2020). Parkinson
hastalarinin ~ %20-60’inda  genitotiriner, %10-15’inde termoregiilator, %19-50’sinde
gastrointestinal, %10-20’sinde pupillomotor, %20-40’1inda ortostatik hipotansiyon ve supin
hipertansiyon olmak iizere kardiyovaskiiler disfonksiyonlarin goriildiigii bildirilmektedir
(Merola ve ark, 2017). Dopaminin beyin sapinda bulunan otonomik merkezlerin
regiilasyonunda 6nemli rol oynadigi diisliniilmektedir. Nucleus dorsalis nervi vagi, median
retikiiler formasyon raphe nucleus’lari, nucleus spinalis nervi trigemini’de dopamin
immunoreaktivitesi, otonom sisteme ait ve otonom fonksiyonlarin regiilasyonunda gorevli
columna intermediolateralis, hypothalamus, truncus sympathicus gangliyonlari, nucleus
dorsalis nervi vagi ve nuclei sacrales parasympathici’de, kalp, bagirsaklar ve pelviste bulunan
iirogenital organlarin innervasyonunu saglayan noral pleksuslarda Lewy cisimciklerinin

varlig1 gosterilmistir (Micieli ve ark, 2003). Parkinson hastaliginda her ne kadar alfa siniiklein



patolojisi ve otonom sinirlerin denervasyonu yaygin olarak gozlenmis olsa da, disotonomik

semptomlarin spesifik mekanizmasi heniiz tanimlanmamaistir (Chen ve ark, 2020).

Kardiyovaskiiler otonomik disfonksiyonlar temel olarak sempatik denervasyon,
noradrenerjik yolaklarda yetersiz aktivasyon ve barorefleks bozukluklar ile ortaya
cikmaktadir. Hastalar arasinda Ozelikle sirt distii yatarken supin hipertansiyon, ayaga
kalktiklar1 anda ise bas donmesi, g6z kararmasi olarak ifade ettikleri ortostatik hipotansiyon
stk gorlilmektedir (Qamar ve ark, 2017; Palma ve Kaufmann, 2018). Ortostatik hipotansiyon
sirt Ustii pozisyonda iken ayaga kalkildiginda sistolik kan basincinda en az 20 mmHg, 3
dakika sonrasinda diastolik kan basincinda en az 10 mmHg diisiis goriilmesidir (Isaacson ve
Skettini, 2014; Sveinbjornsdottir, 2016; Chen ve ark, 2020). Multiple sistem atrofisinin ayirt
edici Ozelligi olsa da Parkinson hastalarinda %14-30 arasinda degisen bir insidansla
goriildigl bildirilmektedir (Adler, 2011; Chahine ve ark, 2014; Isaacson ve Skettini, 2014;
Chen ve ark, 2020). Ortostatik hipotansiyonlu Parkinson hastalarinda motor semptomlarin ¢ok
daha siddetli seyrettigi belirtilmektedir. Supin hipertansiyon fel¢, demans, miyokardiyal
infarktlis gelisimi acisindan da risk olusturmaktadir (Chen ve ark, 2020). Norojenik supin
hipertansiyon ve ortostatik hipotansiyonun, Parkinson hastalarinda postiirel degisikliklere
karsi, yetersiz salinan noradrenalin sebebiyle otonom sinir sisteminin kan basincini
diizenleyememesinden ileri geldigi belirtilmektedir (Isaacson ve Skettini, 2014; Palma ve

Kaufmann, 2018).

Gastrointestinal rahatsizliklar Parkinson hastaliginin otonom belirtileri spektrumunda
siklikla yer almaktadir, insidans1 %60-80 olarak belirtilmektedir (Sung ve ark, 2014; Poirier
ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016; Chen ve ark, 2020). Siyalore, disfaji, mide bulantisi,
gastroparezis, ince bagirsak disfonksiyonu, konstipasyon ve defekasyon Parkinson
hastalarinda  siklikla goriillen  gastrointestinal ~ disfonksiyonlardir. Intestinal ~ sistem
disfonksiyonlar1 enterik sinir sisteminin o-siniiklein aracili néropatisine ve nervus vagus’un
enterik dallarinin norodejenerasyonuna baglanmaktadir (Murueta-Goyena ve ark, 2019).
Gastrointestinal disfonksiyonlar ile motor semptomlar arasinda pozitif yonlii korelasyon
bulunmaktadir (Sung ve ark, 2014). Parkinson hastalarinda konstipasyon ilk motor belirtinin
goriilmesinden 20 yil Oncesinde ortaya cikabilir (Getz ve Levin, 2017). Yu ve arkadaslar
(2018) yalnizca 46’s1 prodromal donemde konstipasyon yasamis, 188 konstipasyon belirtisi
olan toplam 306 Parkinson hastasinda dopaminerjik tedavinin etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda, konstipasyon bulunan Parkinson hastalarinin dopamin prekiirsorii

Levodopa’ya (L-DOPA) digerlerinden daha yiiksek dozda gereksinim duyduklarini
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saptamislardir. Otonom semptomlar dopaminerjik tedavi ile yakindan iliskilidir ve acil
miidahale gerektirebilecek pulmoner aspirasyon, megakolon, bagirsak obstriikksiyonu hatta
perforasyonu gibi siddetli komplikasyonlara neden olabilirler (Poirier ve ark, 2016). Olfaktor
vektor hipotezine benzer sekilde nervus vagus’un parasempatik innervasyon sagladig
bolgelerde, 6zellikle kolonlarda plexus myentericus ganglionik néronlarinda, hastaligin erken
doneminde saglikli kontrollere kiyasla olduk¢a yogun olarak Lewy cismcikleri saptanmasi
dikkat ¢ekicidir. Bu bulgular prion benzeri yayilma hipotezini desteklemektedir. Bu durumda
Parkinson hastalarinda Lewy cisimciklerinin nervus vagus ve dallar1 araciligiyla retrograd
aksonal transport ile dncelikle medulla oblongata ve pons’ta bulunan g¢ekirdeklere yayilarak
premotor semptomlara neden oldugu, daha sonra SNpc dopaminerjik noronlarina ve kortikal
merkezlere yayilarak motor semptomlara yol actig1 diistiniilmektedir (Holmgqvist ve ark, 2014;
Nair ve ark, 2018; Yan et al, 2018). Gastrointestinal biyopsilerde Lewy cisimciklerinin
immunohistokimyasal yollarla gosterilmesinin Parkinson hastaliginin erken teshisi i¢in fayda

saglayabilecegi bildirilmektedir (Cersosimo, 2015; Yan et al, 2018).

Konstipasyon Parkinson hastalarinda %50-80 insidansa sahip, en sik goriilen
gastrointestinal semptomlardan biridir (Yu ve ark, 2018; Chen ve ark, 2020). Abbott ve
arkadaslar1 (2001), 51-75 yas araliginda bulunan 6790 erkek katilimcidan 3 yil siiresince
bagirsak hareketlerinin sikligi hakkinda bilgi toplamislar, takip eden 24 yil boyunca
katilimcilar arasinda PH gelisimini izlemislerdir. Bulgular1 giinde bir kez digkilama yapmayan
insanlarda PH riskinin giinde bir kez digkilayan insanlara gore 2.7 kat, 2 ve daha fazla sayida
diskilayan insanlara gére 4.5 kat artmis oldugunu gdstermektedir. Immunohistokimyasal alfa
siniiklein belirleme ¢alismalar1 ile gastrointestinal kanalda o6zellikle kolon enterik
ndronlarinda dejenerasyon ve Parkinson hastalifinin santral bulgularindan olan Lewy
cisimcikleri saptanmistir (Poirier ve ark, 2016). Ayrica bolgenin pregangliyonik parasempatik
innervasyonundan sorumlu nervus vagus’un parasempatik ¢ekirdegi nucleus dorsalis nervi
vagi santral sinir sisteminde (SSS) Lewy cisimciklerinin ilk goriildiigii bolgelerden biridir
(Adler, 2011, Chahine ve ark, 2014; Yu ve ark, 2018). Defekasyon disfonksiyonlar1 ise
kolonik diiz kaslarin yavas calismast ile birlikte {irogenital diyafram kaslarinin

koordinasyonsuz ¢alismasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sung ve ark, 2014).

Siyalore ozellikle ge¢ donemde Parkinson hastalarin %70-80’inde goriilmektedir,
asfeksi ve aspirasyon pndmonisi agisindan ciddi risk olusturmaktadir (Poirier ve ark, 2016;
Teive ve ark, 2016; Chen ve ark, 2020). Siyalore tiikiiriik bezlerinin parasempatik kolinerjik

innervasyonu ile asir1 tiikiirik tretimi, tiikiiriik klirensinin bozulmasi ve/veya agizda
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tilkiiriigiin tutulamamasi gibi sebeplerden kaynaklanabilir. Siyalore nadiren asir1 tiikiiriik
iiretiminden kaynaklanmaktadir, bradikinezinin bir tezahiirii olan disfaji, siyalore tablosunda
oldukca etkendir (Nobrega ve ark, 2008; Poirier ve ark, 2016). Disfaji, bradikinezinin bir
tezahiirii olsa da, yutmanin istemsiz asamasinda etken otonomik 6zofageal pleksusta da Lewy
cisimciklerinin varlig1 disfaji gelisiminde dolayisiyla siyalore tablosunda otonomik noronal
dejenerasyonun da payinin oldugunu gdstermektedir (Adler, 2011; Sung ve ark, 2014; Poirier
ve ark, 2016). Ayrica Tredici ve arkadaslar1 (2010) glandula submandibularis’te Lewy
cisimciklerinin varhigim1 gostermislerdir. Disfaji, Parkinson hastalarinda 6liim sebeplerinin
basinda gelen aspirasyon pnOmonisi, yetersiz beslenmeye bagli ciddi kilo kaybi ve
dehidratasyona neden olarak mortalite oranini arttirmaktadir (Poirier ve ark, 2016; Mihaila ve
ark, 2019). Bulant1 ve kusma ise ¢ogunlukla antiparkinsoniyen ilag tedavileri sirasinda ortaya
cikmaktadir, bazi hastalarda gastroparezisin bir komplikasyonu olarak da bulanti
goriilmektedir. Bagirsak transitini de etkileyen gastroparezis erken doyma, dolgunluk hissi,
kilo kaybi, karin agris1 ve siskinlik ile karakterizedir. Gastroparezisli Parkinson hastalarinda
oral L-DOPA sagaltiminin etkinliginin azaldig: bildirilmektedir (Sung ve ark, 2014; Poirier ve
ark, 2016).

Hiperseksiialite, erektil disfonksiyon ve ejakulasyon anormalligi, istemsiz idrar
kagirma, noktiiri Parkinson hastalarinda siklikla goriilen genitotiiriner disfonksiyonlardandir
(Sveinbjornsdottir, 2016; Chen ve ark, 2020). Pollakiiri ve noktiiri en sik goriilen genitoliriner
disfonksiyonlardandir (Irene, 2019) ve siklikla musculus detrusor vesicae’nin artmis aktivitesi
ile iligkilidir. Parasempatik innervasyonu kolinerjik liflerle muskarinik reseptorler tizerinden,
sempatik innervasyonu noradrenerjik lifler ve reseptorlerle saglanan mesanede idrarin
depolanmasi sakral otonomik refleksle saglanir ve hypothalamus, cerebellum, nuclei basales
ve frontal korteks depolama siirecinde aktiftir. Parkinson hastalarinda nuclei parasympathici
sacrales tutulumu musculus detrusor vesicae iizerindeki inhibisyonu azaltarak gdrece olarak
artmig aktivitesine ve mesane tam dolu olmasa dahi idrar yapma istegine neden olmaktadir
(Mcdonald ve ark, 2017; Irene, 2019). Alt idrar yollar;; mesane ve urethra otonom
fonksiyonuna iligkin bozukluklar Parkinson hastalarinda %27-85 oraninda goriilmektedir ve
irritatif, obstriiktif ve miks tip olmak iizere lice ayrilmaktadir (McDonald ve ark, 2017; Irene,
2019). Ozellikle prostat hiperplazisi olan yasli erkeklerde de sik goriildiigiinden Parkinson
hastaliginin alt idrar yollar ile ilgili disfonksiyonlara etkisini belirlemek zordur. Idrar kagirma
siklikla digki kagirma ile birlikte goriliirken, iiriner semptomlarla seksiiel fonksiyonlar

arasinda iligki saptanmamustir (Sakakibara ve ark, 2010).

11



2.1.1.1.3. Kognitif disfonksiyonlar

Parkinson hastaliginda frontal loba iliskin kognitif bozukluklarin, frontostriatal
projeksiyonlarda dopamin ve asetilkolin ndrotransmitterlerinin diizensizligine bagli oldugu
diisiiniilmektedir (Getz ve Levin, 2017; Cosgrove ve Alty, 2018; Murueta-Goyena ve ark,
2019). Hastalarin yaklasik %30-50’sinde klinik PH tanis1 sirasinda hafif ve orta dereceli sozel
bellekte zayiflamaya bagli yavas konusma, yavas karar verme, dikkat daginiklig1 gibi bilissel
bozukluklar bulunmaktadir (Glizer ve Macdonald, 2016; Ozmiis ve ark, 2017; Roheger ve
ark, 2018; Murueta-Goyena ve ark, 2019). Bu olgularda hastaligin progresif seyri siiresince
kortikal merkezlerde Lewy cisimciklerinin birikimi ile dogru orantili olmak {izere ortalama
10-12 yil igerisinde, %60-80 oraninda PH’na bagli demans gelismektedir (Glizer ve
Macdonald, 2016; Cosgrove ve Alty, 2018; Roheger ve ark, 2018). Parkinson hastalarinda
demans gelisme riskinin aynmi yaslardaki saglikli kontrollere goére 3-6 kat fazla oldugu
(Murueta-Goyena ve ark, 2019) ve %30-35 insidansla goriildiigii bildirilmektedir. Demans
gelisen hastalarda mortalite 6nemli 6l¢lide artmaktadir. Alzheimer hastaligindan farkli olarak
kognitif disfonksiyonlar 6ncelikle bellekte degil, gorsel-uzamsal becerilerde ve konsantrasyon
yeteneginde ortaya ¢ikmaktadir (Ozmiis ve ark, 2017). Kognitif disfonksiyonlarin profili
heterojendir ancak tipik olarak hafiza ve dikkat problemleri agirliklidir (Roheger ve ark,
2018). Tremor dominant PH olgularina gore postiirel instabilitenin baskin oldugu olgularda

bilissel bozukluklarin ¢ok daha hizli gelistigi bildirilmektedir (Cosgrove ve Alty, 2018).

2.1.1.1.4. Noropsikiyatrik disfonksiyonlar

Parkinson hastaliginda goriilen depresyon, anksiyete ve psikoz gibi noropsikiyatrik
bulgularin temelinde, bir biitiin halinde kisinin duygudurumu iizerine etkili monoaminerjik
serotonin, noradrenalin ve dopamin ndrotransmitterlerini iceren sistemlerin disfonksiyonu
yatmaktadir (Marsh, 2013; Taddei ve ark, 2017; Qamar ve ark, 2017). Antidepresan
kullanmayan Parkinson hastalarinda radyoligantlar kullanilarak yapilmis PET caligmasinda
depresyon siddeti ile serotonerjik sistem disfonksiyonu arasinda giiclii korelasyon
bulunmustur (Qamar ve ark, 2017). Depresif Parkinson hastalarinda frontal lob kan akimi,
dopamin tasiyict molekiiliin aktivitesi ve nucleus caudatus aktivitesinde azalma tespit
edilmistir (Marsh, 2013). Parkinson hastaligr tanis1 almig 105.416 hasta ile yapilmis
epidemiyolojik bir calismada saglikli deneklerde depresyon orant %?2.4 iken Parkinson

hastalarinda 9%9.2 olarak bildirilmistir (Adler, 2011). Leentjens ve arkadaslar1 (2003) ilk
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depresif atagin PH tanisindan ortalama 10 yi1l 6énce Marsh (2013) ise ortalama 4-6 yil 6nce
goriildiiglinii bildirmektedir. Depresyon ilerleyen asamalarda siddetlenerek hastaligin diger
klinik yonlerini etkilemektedir (Marsh, 2013). Parkinson hastalarinda anksiyete siklikla
depresyon ile birlikte %40 oraninda goriiliir (Getz ve Levin, 2017). Genis 6rneklem ve uzun
stireli takip caligmalarinda anksiyete skoru yliksek insanlarda PH gelisim riskinin arttigi
bildirilmistir (Chahine ve ark, 2014; Qamar ve ark, 2017). Depresyon gelisimi SNpc, raphe
nucleus’lari, locus caeruleus disfonksiyonu ve bu bolgelerden salinan dopamin, serotonin ve
noradrenalin seviyeleri ile iligkilidir (Getz ve Levin, 2017). Erro ve arkadaslar1 (2012)
anksiydoz Parkinson hastalarinda corpus striatum’a projekte olan dopamin miktarinin
azaldigini, Moriyama ve arkadaslar1 (2011) ise sosyal anksiyete bozuklugu olan hastalarda,
anksiyete skorunun corpus striatum’a projekte olan dopamin miktari ile iliskili olmadigini
ancak burada bulunan dopamin tasiyict molekiill yogunlugunun azalmis oldugunu
bildirmislerdir. Bu bulgular anksiyete patolojisinin dopaminerjik sistemi de iceren heterojen

bir yapida oldugunu gostermektedir.

Psikoz, Parkinson hastalarinda %25 oranla goriilen, hastaligin ge¢ doneminde insidansi
%40’a yiikselen (Sveinbjornsdottir, 2016), ¢ogunlukla gorsel nadiren isitsel haliisinasyonlarla
goriilen bir sendromdur. Dopaminerjik ilag tedavisi, viziiel disfonksiyonlar, depresyon ve
demans varlig1 psikoz olgularinin gelisiminde risk olusturmaktadir (Taddei ve ark, 2017;
Qamar ve ark, 2017). Parkinson hastaliginda corpus amygdaloideum ve hippocampus’ta
olusan noropatolojik degisimlerin psikoz gibi ndropsikiyatrik bulgularin etiyolojisinden

sorumlu esas faktorler olduklari belirtilmektedir (Sveinbjornsdottir, 2016).

2.1.1.1.5. Uyku bozukluklari

Uyku bozukluklar1 Parkinson hastalarinda en yaygin goriilen premotor semptomlar
arasindadir, insidansi %66-98 olarak bildirilmektedir (Schrempf ve ark, 2014; Qamar ve ark,
2017; Murueta-Goyena ve ark, 2019). Uyku ile ilgili anormallikler arasinda insomnia, uyku
boliinmesi, glindiiz asir1 uyku hali, uykuda hizli g6z kapag: hareketleri, uykunun REM fazina
iliskin sayica fazla riiya gorlilmesi ile uykuda riiyayr canlandirma hareketleri ve uyku
sirasinda periyodik bacak hareketlerinin yapilmast ve huzursuz bacak sendromu
bulunmaktadir (Sveinbjornsdottir, 2016; Qamar ve ark, 2017; Melka ve ark, 2019). Diger
premotor semptomlardan depresyon, demans, haliisinasyonlar ve psikoz da uyku kalitesini

negatif yonde etkileyen etmenlerdendir. Uyku-uyaniklik diizenlenmesinde rol oynayan
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monoaminerjik (serotonin, noradrenalin) ve kolinerjik sistemlerin biyokimyasal degisiklikleri;
nuclei raphe’de bulunan serotonerjik, locus coeruleus'ta bulunan noradrenerjik ndronlarin yani
sira REM uykusunun diizenlemesinde rol oynayan nucleus interpeduncularis’in, D1 dopamin
reseptorleri lizerinden etki gostererek uyku-uyaniklik durumunun diizenlenmesine katki
saglayan area tegmentalis ventralis’te bulunan dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu
Parkinson hastalarinda uyku bozukluklarinin nedenleri arasinda yer almaktadir (Schrempf ve

ark, 2014; Tibar ve ark, 2018).

Giindiiz asir1 uyku hali Parkinson hastalarinin %50’sinde goriilen kismen dopaminerjik
tedavinin bir sonucu olan, PH’nin erken donemlerinde ortaya c¢ikan bir semptomdur
(Sveinbjornsdottir, 2016). Abbott ve arkadaslari (2005) uyku bozuklugu ac¢isindan
degerlendirdikleri ve 7 yil siiresince takip ettikleri 71-93 yas araliginda 3078 erkek hastada,
giindiiz agir1 uyku hali olan erkeklerde PH gelisim riskinin kontrollere kiyasla 3.3 kat arttigini
bildirmislerdir. Ayrica uyku bozuklugu olan hastalarda kardiyak otonomik disfonksiyonlarin
daha siddetli oldugu, diger premotor bulgulara da daha sik rastlanildigi belirtilmektedir
(Adler, 2011; Melka ve ark, 2019). Uyku bozukluklar1 genellikle PH’nin motor semptomlarin
goriilmesinden sonra, ge¢ donemde fark edilirler ve bu donemde ilag tedavisi de uyku
bozukluklarina olumlu ya da olumsuz etki edebilir. Diisiik dozlarda L-DOPA veya dopamin
agonistleri hipokinezi, diskinezi veya titreme gibi motor semptomlar1 azaltarak gece uykusu
kalitesini kismen arttirabilir. Bununla birlikte 6zellikle yiiksek doz L-DOPA veya dopamin
agonistlerinin kullaniminda yan etki olarak uykusuzluk veya ani baslayan uyku ataklar ile
asirt giindiiz uykulan goriilebilir. Doza bagl bu etkilerin bir nedeni, kullanilan farmakolojik
ajanin baglandigr dopamin reseptdr tipinin ¢esididir. Dopamin D3 reseptorleri ile etki
gosteren agonist etken maddelerin giindiiz asir1 uyku haline sebep oldugu, D1 reseptorleri ile
etki goOsteren agonistlerin ise uyarilmalar1 arttirarak uyku etkinligini azalttiklari

bildirilmektedir (Schrempf ve ark, 2014).

Premotor semptomlar hastalarin yasam kalitesini onemli Ol¢lide diistirmekte, motor
semptomlarla olan iliskileri neticesinde erken hospitalizasyona neden olmakta ve saglik
ekonomisi kapsaminda da 6nemli bir gider payr olusturmaktadir (Sakakibara ve ark, 2010;
Glizer ve Macdonald, 2016; Gokgal ve ark, 2017; McDonald ve ark, 2017; Tibar ve ark, 2018;
Park ve ark, 2019). Yapilan arastirmalarda, hasta yakinlari motor semptomlardan ziyade
premotor semptomlar sebebi ile hasta bakim zorluklarmin arttigini ifade etmektedirler.
Ozellikle néropsikiyatrik bozuklugu bulunan Parkinson hastalarmin bakimi oldukca giictiir.

Hastaligin her fazinda goriilen premotor semptomlarin, hastalarin yasam kalitesine olan
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etkisinin motor semptomlardan daha belirleyici oldugu bildirilmektedir (Todorova ve ark,
2014; Glizer ve Macdonald, 2016; Gokgal ve ark, 2017). Bu nedenle fiziki muayene sirasinda
g0z ardi1 edilebilecek premotor semptomlar, Parkinson hastalarinda yasam kalitesini miimkiin
oldugunca biiyiik 6l¢iide artirmak i¢in sorgulanmali ve uygun sekilde tedavi edilmelidirler

(Tibar ve ark, 2018; Melka ve ark, 2019; Murueta-Goyena ve ark, 2019; Jones ve ark, 2020).

2.1.1.2. Parkinson hastaliginin motor semptomlari hakkinda genel bilgiler

Parkinson hastaliginin klasik motor triadi tremor, rijidite ve bradikinezi olarak
belirtilmektedir (Xia ve Mao, 2012; Caligiore ve ark, 2016; Huang ve ark, 2017; Perlbarg ve
ark, 2018; Tibar ve ark, 2018). Postiirel instabilite PH nin kardinal motor semptomlarindandir
ancak diger motor semptomlardan daha ge¢ ortaya ¢ikma egilimindedir. Tani sirasinda
genellikle bulunmaz veya ¢ok hafif olarak goézlenebilir, bu nedenle PH’nin klasik triadi
icerisinde yer almaz (Kim ve ark, 2013; Goldman ve Postuma, 2014). Primer sebebi SNpc’da
bulunan dopaminerjik néronlarin dejenerasyonu olan motor semptomlar ortak bir patolojiye
dayaniyor olsalar da, ilerleme hizlar1 ve tipi hastalar arasinda, hatta ayni hastada PH seyri
boyunca heterojendir (Murueta-Goyena ve ark, 2019; Jones ve ark, 2020). Semptomlar
Parkinson hastaliginin erken evresinde olan hastalarda, hastalik siiresi daha uzun olanlara goére
daha hizli ilerlemektedir. Klasik ii¢clii motor semptomlarin tezahiiriine bagli goriilen bu
heterojenite hastalarin akinetik/bradikinetik-rijit tip ve tremor dominant tip olmak tizere iki
kategoriye ayrilmasina neden olmaktadir (Xia ve Mao, 2012; Moustafa ve ark, 2016; Teive ve
ark, 2016). Her iki semptomatik profilin de goriildiigii miks fenotipik 6zellik gosteren olgular
da bulunmaktadir. Parkinson hastalifinda kardinal motor semptomlarin yani sira sekonder
motor semptomlar olarak da adlandirilan, postiirel instabilitenin katkisinin yadsinamaz oldugu
yiiriiylis bozuklugu, el yazisinin kiigiilmesi, normalden kiigiik harflerle yazma; mikrografi, el
ile hassas kavrama yapilamamasi dolayisiyla objeleri tutmada zorluk, maske yiiz olarak
tanimlanan emosyonel ifadelerin yiiz mimiklerine yansimamasi; hipomimi, hipofonik bir
tonla ¢ok hizli veya yavas konugma, distoni gibi motor bozukluklar da goriiliir (Moustafa ve
ark, 2016; Rizek ve ark, 2016; Getz ve Levin, 2017; Zito ve ark, 2018). Distoni ¢ogunlukla
diger motor semptomlardan Once goriiliir, istemsiz kasilmalar ve uzuvlarm bikiilmesi
nedeniyle hastalarda anormal hareket ve duruslarin olustugu bir motor semptomdur. Tipik
prediagnostik distoniler arasinda tek tarafli ekinovarus ayak pozisyonu, kol, dnkol veya el
bileginin biikiilmesi, kaslarda siklikla kramp goriilmesi, tortikollis veya bu semptomlarin

farkl1 kombinasyonlar1 bulunur. Geng baslangicl ailesel PH'nda distoni tipik olarak kramp
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benzeri rahatsizlik veya etkilenen ayagin ters ¢evrilmesi ile kendini gostermektedir (Lee ve
Koh, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016). Parkinson hastaliginin ilerleyen evrelerinde motor
semptomlarin siddeti ve goriilme siklig1 artar, hastalar giin icerisinde giyinme, yemek yeme
gibi motor beceri gerektiren rutin islevlerde dahi zorluk g¢ekmeye baslarlar ve zaman
icerisinde bakima muhtag hale gelirler (Moustafa ve ark, 2016), tedavi edilmedikleri takdirde

immobilite ve diisme sonucu ciddi sakatlanmalar goriilebilir (Prashanth ve Roy, 2018).

Motor semptomlar Birlesik Parkinson Hastaligi Degerlendirme Olgegi'ne (Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale, UPDRS) gore degerlendirilirler (Xia ve Mao, 2012;
Moustafa ve ark, 2016; Bank ve ark 2017; Getz ve Levin, 2017; Zito ve ark, 2018). Motor
becerilere yonelik hastalara yoneltilen, Hareket Bozukluklar1 Dernegi tarafindan hazirlanmis
anket sorulari, semptomun durumuna gore skorlanarak 0 ve 4 puan arasinda bir deger verilir,
verilen degerler toplanarak UPDRS skoru elde edilir. Hastalarin klinik durumuna gore
hesaplanan UPDRS skoru hastaligin siddetine parareldir. Louis ve arkadaslar1 (1999) UPDRS
skorlarini uzun donem takip ettikleri 237 Parkinson hastasinda bradikinezi, rijidite ve yliriiyiis
bozukluguna ait UPDRS skorlarinin takip siirecinde, 6zellikle 6len hastalarda daha yiiksek
olmak Ttzere, %2-3.1 oraninda artarken, tremor skorunun sabit kaldigini bildirmislerdir.
Tremor dominant tip Parkinson hastalarinda SNpc noron dejenerasyonunun daha yavas
ilerledigi bildirilmektedir (Xia ve Mao, 2012; Moustafa ve ark, 2016). Premotor semptomlarin
da motor semptomlarin siddeti ile yakin iligkili olduklari, UPDRS skoru yiiksek Parkinson
hastalarinin ¢ok ¢esitli ve fazla sayida premotor semptoma sahip olduklar1 bildirilmektedir
(Lee ve Koh, 2015). Bunun yaninda motor semptomlarin siddetinin degerlendirilmesinde
halen siklikla  kullanilan, UPDRS’nden  farkli  olarak  hastalarin  semptomatik
kategorizasyonunu saglayan, ilk olarak 1967 yilinda Hoehn ve Yahr tarafindan tanimlanmus,
arastirmacilarin isimleri ile anilan Hoehn ve Yahr skalasi da bulunmaktadir. Hoehn ve Yahr
skalasinda Parkinson hastalarinin, hastaligin siddetine gore ayrildigi evreler Tablo 1°de

goriilmektedir.

Tablo 1: Hoehn ve Yahr skalasina gore Parkinson hastalarinin kategorizasyonu

EVRE Semptomlar

Evre 0 Hastalik belirtisi yok.

Evre 1 Motor semptomlar hafiftir, tek tarafli olarak daha ¢ok uzuvlarda goriiliir.

Evre 1.5 Motor semptomlar hafiftir ve unilateraldir, aksiyel tutulum vardir; omurga da
etkilenmistir.
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Tablo 1 (devam): Hoehn ve Yahr skalasina gére Parkinson hastalarinin kategorizasyonu

Evre 2 Motor semptomlar hafiftir ve bilateraldir ancak heniiz denge problemi gozlenmez.

Evre 2.5 Bilateral motor semptomlara hastalar omuzlarindan hafifce geriye ¢ekildiginde
diizelme gosteren hafif postiirel dengesizlik eklenmistir.

Evre 3 Postiirel instabiliteye bagl denge bozukluklar1 goriiliir, bilateral motor semptomlarin
siddeti orta derecelidir.

Evre 4 Siddetli postiirel instabilite ve motor semptomlar goriiliir ancak hasta halen
yiiriiyebilir ve yardim edilmeden ayakta durabilir.

Evre 5 Hasta yardim edilmeden ayakta duramaz, tekerlekli sandalye veya yataga bagldir.

Parkinson hastaliginin evresi ve siddetini dogru olarak belirlemek etkili tedavi
protokolleri olusturmak icin son derece onemlidir. Bu nedenle UPDRS skorunun yami sira
Hoehn ve Yahr skalasi da klinik pratikte halen kullanilmaktadir. Ornegin; erken dénem
Parkinson hastalarinda, yan etkileri kaginilmaz olan L-DOPA tedavisine baslamak yerine,
ropinirol gibi dopamin agonistleri kullanimi olduk¢a basarili sonuglar gostermekte ve L-
DOPA ile tedaviye baslamay1 geciktirmektedir. Bu durum evreleme sisteminin terapdtik

protokollere olan olumlu katkisini gostermektedir (Prashanth ve Roy, 2018).

2.1.1.2.1. Rijidite

Agonist ve antagonist kas gruplarinin ikisinde de kas tonusunun arttig1, kas sertligi
olarak da ifade edilen rijidite PH’nin kardinal motor semptomlarindan biridir. Parkinson
hastalarinda 6zellikle ekstremitelerin pasif mobilizasyonu sirasinda hareketin yonii ve
hizindan bagimsiz olarak artan direng goriliir (Shapiro ve ark, 2007; Baradan ve ark, 2013;
Xia ve ark, 2017; Zito ve ark, 2018). Rijit bir ekstremitede herhangi bir eklem yavas veya
hizli, pasif olarak hareket ettirilmeye calisilirsa ciddi bir direngle karsilagilir. Bu durum
kursun boru rijditesi olarak adlandirilmaktadir. Hareket esnasinda goriilen rijiditedeki
dalgalanmalar, pasif mobilizasyon uygulamasi sirasinda rijiditenin siddetinin azalarak
harekete olanak saglamasi, ardindan tekrar artarak hareketi engellemesi ise disli ¢ark rijiditesi
olarak adlandirilmaktadir. Ust motor ndron hasari nedeni ile hiza bagimli artmis kas
tonusunun goriildiigii spastisite olgular ile rijidite siklikla karistirilmaktadir. Spastisitede
agonist veya antagonist kas gruplarin birinde tonus artmistir ve soguk uygulamalar1 kas
igciklerinin gerilme duyarliligmmi ve sinir iletim hizin1 diisiirerek klinik olarak fayda
saglamaktadir. Parkinson hastalarinda ise rijiditenin kriyoterapiye daha az cevap verdigi
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bildirilmektedir (Xia ve ark, 2017). Rijidite bazal gangliyonlarla iliskili herhangi bir
patolojinin tezahiirii olabileceginden PH’nin patognomik motor semptomu olarak kabul
edilmez ancak diger kardinal motor semptomlardan daha hizli ilerler (Xia ve ark, 2017).
Klinisyenler bir kasin pasif gerilmeye kars1i direncini inceleyerek rijidite siddetini
degerlendirebilir. Rijidite Parkinson hastalarinda nucleus subthalamicus (STN), cerebellum,
nucleus caudatus, thalamus, primer motor, temporal ve oksipital korteks arasinda olan
fonksiyonel baglantilarin disfonksiyonu ile iliskilendirilmektedir (Moustafa ve ark, 2016).
Rijidite gelisiminde Parkinson hastalarinda nucleus subthalamicus ve globus pallidus
medialis’te (GPm) artan noronal aktivite ile talamokortikal projeksiyonlarin inhibisyonunun
gerceklesmesi dolayisiyla kas aktivasyonunun ve pasif germeye karsi yanitin azaldigi tahmin
edilmektedir. Parkinson hastalarinda klinik rijidite skoru ile ipsilateral putamen ve
suplementer motor alan aktivitesi arasinda negatif korelasyon bulundugu bildirilmektedir

(Baradaran ve ark, 2013).

2.1.1.2.2. Tremor

Kaslarin istemsiz ve ritmik kasilmasi olarak tanimlanan tremor; istirahat tremoru,
istemli hareketler sirasinda gozlenen kinetik tremor ve yer c¢ekimine karsi kararli durusun
saglanamamasi olarak tanimlanan postiirel veya statik tremor olmak iizere {i¢ alt gruba
ayrilmaktadir (Moustafa ve ark, 2016; Gironell ve ark, 2018). Parkinson hastalarinda %75-80
siklikla istirahat tremoru goriilmektedir, hastaligin ilerlemesi ile istirahat tremoru ile aym
veya degisen frekanslarda kinetik tremor da Parkinson olgularina eslik edebilir
(Sveinbjornsdottir, 2016; Ginorell ve ark, 2018; Heusinkveld ve ark, 2018; Tarakad ve
Jankovic, 2018). Premotor semptomlardan hipozmi oraninin tremor varligina karsilik geldigi
bildirilmektedir (Kawase ve ark, 2010). Parkinson hastalar1 bir giin igerisinde ortalama 5.5
saat, hastalik ilerledikge 8 saate varan bir silire zarfinda tremorla miicadele etmektedirler
(Heusinkveld ve ark, 2018). Tremor, 265 Parkinson hastasinin katilimi ile gerceklestirilmis
bir anket caligmasinda %42 oranla en rahatsiz edici motor semptom olarak bulunmustur. Bu
sonucun ortaya ¢itkmasinda tremorun yemek yeme, giyinme, bilgisayar vb alet kullanimi1 gibi
giinliik yasam aktivitelerine olan olumsuz etkisi biiyiiktiir. Bunun yaninda psikolojik olarak
hastalar tremorun benlik imajini, giivenlik duygusunu ve refahini olumsuz etkileyen 6nemli
bir sosyal kaygi ve utan¢ kaynagi oldugunu belirtmislerdir (Heusinkveld ve ark, 2018;
Tarakad ve Jankovic, 2018). Diisiik ve yliksek frekansli olabilen tremor ataklar1 Parkinson

hastalarinda siklikla eller ve ayaklarda daha nadir olarak da diger viicut boliimlerinde
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goriilebilir. En yaygin olarak ellerde baslayan tremor, basparmak ve isaret parmagi arasinda
bir nesnenin yuvarlanisina benzemektedir. Istirahat tremoru genellikle viicudun bir yariminda
baslamakta ve hastaligin ilerlemesi ile bilateral hale gelmektedir (Moustafa ve ark, 2016;
Gironel ve ark, 2018; Jones ve ark, 2020). Dudak, ¢ene ve dil titremesi de ilk semptomlar
olarak goriilebilir (Rizek ve ark, 2016). Klinik olarak norodejenerasyonun daha yavas
ilerledigi tremor dominant Parkinson hastalarinin zaman igerisinde %15-38 oraninda miks tip
%46-50 oraninda ise akinezi/bradikinezi-rijit tipe donistiigii bildirilmektedir (Moustafa ve
ark, 2016). Toplamda 315 Parkinson hastas1 (166 erkek, 149 kadin) ile gergeklestirilmis bir
caligmada hastalarin %51 inin miks tip tremora sahip oldugu bildirilmistir. Hastalarda tremor
siddeti ile tremor tipi, yas, cinsiyet, Hoehn ve Yahr derecesi, hastalik siiresi, motor
fluktuasyonlar, bradikinezi ve rijidite UPDRS skoru arasinda iligki saptanmamuistir (Gironel
ve ark, 2018). Premotor kognitif disfonksiyonlarin varligi ise tremor yogunlugunu
arttirmaktadir (Heusinkveld ve ark, 2018). Tremorun patogenezi aydinlatilabilmis degildir
ancak tremor dominant Parkinson hastalarinda nuclei basales ile cerebellum, thalamus ve
motor korteks arasinda olan fonksiyonel baglantilarin aktivitesinin daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (Caligiore ve ark, 2016). Post mortem yapilan ¢alismalarda tremor dominant
Parkinson hastalarinda retrorubral alanda DAerjik dejenerasyonun daha siddetli oldugu
bildirilmistir (Hirsch ve ark, 1992). Benzer sekilde 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridin
(MPTP) ile deneysel Parkinson hastaliginin indiiklendigi ¢aligmalarda SNpc hasarinin daha
siddetli oldugu resus maymunlarinda nadiren, kisa siireli ve yiiksek frekansli tremor ataklari,
retrorubral alanda norodejenerasyonun daha siddetli oldugu vervet maymunlarinda ise
siklikla, uzun siireli ve diisiik frekansli tremor ataklar gelistigi gézlenmistir (Helmich ve ark,

2012).

2.1.1.2.3. Bradikinezi

Akinezi, hipokinezi ve bradikinezi sirasit ile hareketlerin olmamasi, hareketlerin
amplitiidiinde azalma ve hareketlerin oldukca yavas yapilmasini ifade etmektedir (Bank ve
ark, 2017; Bologna ve ark, 2018). Akinezi ve hipokinezi hastalik seyrince Parkinson
hastaliginin kardinal motor semptomlarindan olan bradikineziye eslik etmektedirler (Bank ve
ark, 2017). Bradikineziye sebep olan etmenler hala tartisma konusu olmakla birlikte,
hastalarin yapilan hareketin amaca uygun olmasi, hareketin dogrulugunu saglayabilmeyi telafi
amacl yavas hareket etmesine ve kas giicliniin azalmasina bagli olabilecegi goriisleri

bulunmaktadir. Ancak hareketle ilgili mekansal sinirlamalar kaldirildiginda da devam etmesi
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ve Parkinson hastalarinin nérofizyolojik olarak yeterli kas kasilmasini saglayabiliyor olmalari
bu goriisleri desteklememektedir (Shiner ve ark, 2012). Bradikinezi hastalarda tekrarlanarak
yapilmasi istenen hareketlerde yavaslama ve tekrar sayisi arttikga hareketlerin yapilamamast
olarak goriiliir. Klinik pratikte bagparmagi ve isaret parmagini birbirine vurma, el hareketleri,
pronasyon ve supinasyon hareketleri, ayagini yere vurma gibi gesitli standart hareketlerin
incelenmesi ile degerlendirilmektedir (Bank ve ark, 2017; Gao ve ark, 2018). Bradikinezi
Parkinson hastalarinda hipomimi ve mikrografiye neden olmaktadir (Sveinbjornsdottir, 2016).
Bradikinezi siddetinin premotor korteksin eksitabilite ve plastisite anomalileri ile iliskili
oldugu diisiiniilmektedir (Bologna ve ark, 2018), bununla birlikte bradikinezi siddetinin
degiskenligi carpici klinik 6zelliklerinden biridir, ayn1 hasta farkli zamanlarda ¢ok farkl
hareket hizlarina erisebilir, bu degiskenlik ‘hareket paradoksu’ (kinesia paradoxica) olarak
adlandirilmaktadir. Shiner ve arkadaslar1 (2012) Parkinson hastalarina 6diil vadedildiginde
daha hizli hareket ettiklerini saptamislar, bradikinezi siddetinin tehlike durumunda ka¢ma,
fiziksel ve duygusal sok karsisinda ani hareketlerde bulunma durumunda oldugu gibi,
emosyonel faktorlerin motor hareketlere etkisine, kisaca sartlara bagl olarak degisebilecegini

gostermislerdir.

2.1.1.2.4. Postiirel instabilite

Postiirel instabilite PH’nda c¢evresel uyaranlara uyum saglayarak, viicudun
pozisyonunun ayarlanmasini saglayan duyusal; viziiel, vestibuler ve somatosensorik girdilerin
entegrasyonunun saglanamamasi sonucu postiirel reflekslerin bozulmasi veya kaybi ile
goriilen bir motor semptomdur (Kimve ark, 2013; Goldman ve Postuma, 2014; Moustafa ve
ark, 2016; Erdeniz ve ark, 2018). Postiirel instabilite Parkinson hastaliginin klasik triadi olan
tremor, rijidite ve bradikineziye kiyasla hastaligin orta ve ge¢ doneminde goriilmektedir,
rijidite ve distoni, postiirel instabilite gelisimine katkida bulunmaktadir (Santamato ve ark,
2015). Kognitif disfonksiyonlarin hem duyusal bilgilerin entegrasyonunu hem de dengeyi
saglamak i¢in gerekli motor planlamay1 etkiledigi bildirilmektedir (Kim ve ark, 2013;
Barbosa ve ark, 2016; Erdeniz ve ark, 2018). Kognitif disfonksiyonlarin postiirel instabilite
gelisimine etkisi lizerine yapilan arastirmalar, hayvanlarda corpus striatum ile kolinerjik
sistem arasindaki disfonksiyonun 6n beyinde dikkat ve motor islevleri etkiledigini ve degisen
cevre kosullarina karst postiirel reflekslerin zayifladigi bildirilmektedir (Moreau ve ark,
2016). Parkinson hastalarinda ise thalamus’a kolinerjik girdilerin cogunu saglayan,

cerebellum, substantia nigra, STN, GPm ile baglantisi olan nucleus tegmentalis
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pedinculopontinus ve nucleus basalis telencephali (Meynert cekirdegi) dejenerasyona
ugramaktadir. Hayvan deneylerinde bilateral globus pallidus hasarinin akinezi ve siddetli
postiirel instabiliteye neden oldugu (Yanagisawa ve ark, 2018), ayrica postiirel instabilitenin
siddetli oldugu Parkinson hastalarinda kortikal atrofi tespit edilmis, korteks ve subkortikal
cekirdekler arasindaki baglantinin azaldigi bildirilmistir (Erdeniz ve ark, 2018).

Postiirel instabilite PH’nin erken donemlerinde diisiip sakatlanma ve yaralanmalar
acisindan risk faktorii olarak goriilmez ancak hastanin yasi ve hastaligin siddeti arttikca
diisme ile birlikte sonrasinda goriilebilecek ciddi komplikasyonlar agisindan biiyiik risk
olusturmaktadir (Santamato ve ark, 2015). Parkinson hastalarinda postiirel instabiliteye bagh
diisme vakalar1 %62-68 olarak belirtilmektedir (Barbosa ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir,
2016). Ozellikle Hoehn ve Yahr siniflandirmasia gére 3. evrede bulunan hastalarda diisme
riski yliksektir, hastalik ilerledik¢e hastalar olduk¢a hareketsiz hale geleceklerinden diigsme
riski azalir (Kim ve ark, 2013; Erdeniz ve ark, 2018). Postiirel instabilite genellikle torakal ve
lumbal bolgede omurganin fleksiyonu, bas ve boynun fleksiyonu; antecollis, baz1 durumlarda
omurganin skolyozu nedeni ile gelisir. Postiirel refleksin saglanmasinda duyusal girdilerin
entegrasyonu santral sinir sisteminde pek ¢ok yapinin kombine ¢alismasina bagl oldugundan
porstiirel instabilite Parkinson hastalarinda L-DOPA tedavisine daha az yanit vermektedir

(Kim ve ark, 2013; Santamato ve ark, 2015; Erdeniz ve ark, 2018).

2.1.2. Parkinson Hastahigimin Tarih¢ce ve Epidemiyolojisi, Dopamin ve Etki

Mekanizmasi, Dopaminerjik Yolaklar

Eski tibbi metin ve kitaplarda paralitik kondisyon ve tremor ile ilgili Parkinson
hastaligin1 isaret eden kanitlar olsa da, PH bilimsel literatiirde ilk olarak 1817 yilinda James
Parkinson tarafindan yayimlanan ‘Titremeli Felg Uzerine Bir Deneme’ (An Assay on the
Shaking Palsy) isimli kitap¢ikta yer bulmustur (Goetz, 2011; Lewis, 2012; Poirier ve ark,
2016; Fahn, 2018; Giguere ve ark, 2018). Ingiliz hekim Parkinson alti hastas1 {izerinde yaptig
gozlemler neticesinde hastaligi; ‘istirahat halinde istemsiz titremelerin ve bazi durumlarda
yiiziistii diismelere sebebiyet verebilecek kadar siddetli olabilen govde fleksiyon postiiriiniin
oldugu, vyiritken adimlarin siklasarak kosma durumuna ge¢me olarak tanimlanan
festinasyonun bulundugu, kas giiciinlin azaldigi, duyusal ve zekasal belirtinin olmadigi bir
sendrom’ olarak tanimlamistir (Goedert ve ark, 2017; Obeso ve ark, 2017; Jones ve ark,

2020). Norolog Jean Martin Charcot 1872 yilinda bradikineziyi hastaligin belirgin bir kardinal
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semptomu olarak tanimlamis ve ilk kez James Parkinson’un soy ismi ile isimlendirmistir
(Goetz, 2011; Goedert ve ark, 2017). James Parkinson motor semptomlarin yaninda
konstipasyon, disfaji, siyalore ve uyku bozuklugu olmak {izere PH’nin premotor
semptomlarma da deginmistir (Todorova ve ark, 2014; Poirier ve ark, 2016). Blocq ve
Marinesco tarafindan 1893 yilinda, orta beyinde yer alan bir tiiberkiilomun Parkinson benzeri
tremora yol actigt belirtilmis, Parkinson hastaliginin patogenezi ilk kez orta beyin ile
iligkilendirilmistir. Bunun tizerine Tretiakoff (1919), Parkinson hastaligi semptomlari
gosteren dokuz hastanin postmortem beyin dokusunda histopatolojik olarak substantia nigra
bolgesini degerlendirmis, bolgede ndron kaybi ve buna bagli néromelanin pigmentinde
azalma dolayisiyla makroskobik olarak goriilebilen renk agikligi ve gliozisi tanimlamistir.
Buna ragmen SNpc Onemini goz ardi ederek, PH patolojisinin globus pallidus kaynakli
oldugunu belirtmistir. Hassler (1938) Parkinson hastalarinda SNpc ndron kaybinin
ventrolateral bolgede, dorsomedial bolgeye gore ¢ok daha siddetli oldugunu belirtmistir
(Goedert ve ark, 2017). 1953 yilina kadar PH patolojisinin kaynaginin substantia nigra veya
globus pallidus kaynakli oldugu tartisilagelmistir. Greenfield ve Bosanquet 1953 yilinda
yaptiklar1 calismada ana lezyonun substantia nigra’da oldugunu belirtmislerdir. Tretiakoff
calismasinda PH’nin karakteristik Ozelliklerinden olan, ndron stoplazmasinda goriilen
intrastoplazmik inkluzyonlar ilk kez tanimlamis olan arastirmacidir (Goedert ve ark, 2017,
Fahn, 2018). Friedrich Lewy 1913 yilinda, ‘Lewy cisimcikleri’ olarak adlandirilan bu
inkluzyonlarin Parkinson hastalarinda nucleus dorsalis nervi vagi, nuclei basales ve bazi
talamik ¢ekirdeklerde varligini gostermistir (Poirier ve ark, 2016; Huang ve ark, 2017).
Altmigh yillarda elektron mikroskobinin kullanilmaya baslamasi ile intrastoplazmik Lewy
cisimciklerinin noronal uzantilarda da goriildigi bildirilmis ve Lewy noritleri olarak
adlandirilmistir (Goedert ve ark, 2017). Dahlstroem ve Fuxe (1964) SNpc’da bulunan DAerjik
noron terminallerinin corpus striatum’da sonlandiklarini, Poirier ve Sourkes (1965)
maymunlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada SNpc noéron kaybinin corpus striatum’da

dopamin deplesyonuna yol actigini bildirmislerdir (Goedert ve ark, 2017).

Parkinson hastalig1 60-65 yas araliginda bulunan popiilasyonun % 2-3’linde goriilen,
insidans1 Ozellikle 50 yasindan sonra artis gosteren (Saiki ve ark, 2011; Bollinger ve ark,
2012; Weiser ve ark, 2013; Oung ve ark, 2015; Ozmiis ve ark, 2017; Cerri ve ark, 2019), 70
ve lizeri yas populasyonunda insidanst %3’e, 80-85 ve lizeri yas populasyonunda insidansi
%4’e yiikselen (Saiki ve ark, 2011; DeMaagd ve Philip, 2015; Ylikotila ve ark, 2015),
yaslanma ve buna bagh faktorlerle yakindan iliskili bir hastaliktir (Sveinbjornsdottir, 2016;
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Getz ve Levin, 2017; Poewe ve ark, 2017; Tysnes ve Storstein, 2017; Mishra ve ark, 2018;
Nair ve ark, 2018; Rajsombath ve ark, 2019). Diinya genelinde yaklasik 10 milyon Parkinson
hastasinin bulundugu bildirilmektedir (Nair ve ark, 2018; Perlbarg ve ark, 2018; Sui ve ark,
2019). Cesitli tilkelerde yapilan pek cok kohort calismasinda, hastaligin insidanst ve
prevalanst metodolojik farkliliklara bagli olarak degiskenlik gosterse de, erkeklerde
kadinlardan 1.5-2 kat daha fazla goriildigli saptanmistir (Wirdefeldt ve ark, 2011; Bollinger
ve ark, 2012; Amel ve Heba, 2013; Cerri ve ark, 2019; Lee ve ark, 2019; Park ve ark, 2019).
Bolgesel olarak bakildiginda Asya kitasinda insidansi Kuzey Amerika ve Avrupa iilkelerine
kiyasla diistiktiir (Oung ve ark, 2015; Getz ve Levin, 2017), ancak Asya iilkelerinde PH
insidansint ortaya koyan epidemiyolojik arastirmalarin da diger bolgelere oranla daha az
sayida oldugu da bildirilmektedir (Park ve ark, 2019). Hindistan’da yapilan bir ¢aligmada
insidansi diger bolgelere kiyasla %4 e yakin bir degerle yiiksek bulunmustur (Mishra ve ark,
2018), Giliney Kore’de hastaligin insidansiin gittikge arttigi, 2010-2015 yillar1 arasinda
16.152 yeni vaka bulundugu rapor edilmistir (Park ve ark, 2019). Populasyon, cinsiyet ve yasa
bagli goriilen bu farkliliklarin yaninda global olarak PH prevalansinin 1990 ve 2015 yillar
arasinda iki katina ¢ikmis oldugu bildirilmekte (Ryman ve Poston, 2020), 2040 yilinda 14.2
milyon Parkinson hastasinin olacagi tahmin edilmektedir (Sui ve ark, 2019; Fitzgerald ve ark,

2019; Grochowska ve ark, 2019).

Parkinson hastaliginin patogenezinin ve klinik semptomlarinin anlagilmasinda motor
yolaklarda 6nemli rol oynayan bir norotransmitter olan dopaminin yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerinin, santral sinir sisteminde projekte oldugu alanlarin, merkezi yolaklarinin

bilinmesi 6nem arz etmektedir.

2.1.2.1. Dopamin

Dopamin beyinde baslica substantia nigra, area tegmentalis ventralis,
hypothalamus’tan, periferde bir miktarda adrenal bezde sentezlenen monoamin yapisinda
(Daubner ve ark, 2011), norepinefrin ve epinefrinin prekiirsorii katekolaminerjik, organik bir
kimyasaldir (Tank ve Wong, 2015; Ayano, 2016). Bir dopamin molekiilii, bir etil zincir
araciligiyla bir amin grubu bagl bir katekol yapisindan (iki hidroksil yan gruba sahip bir
benzen halkasi) olusur. Bu amin bagina sahip bir benzen halkasinin varligi, onu ¢ok sayida
psikoaktif ilag igeren bir aile olan fenetilamin grubuna dahil eder (Vendelboe ve ark, 2016).

Dopaminin kimyasal formiilii CsH;;NO,, Uluslararasi Uygulamali Kimya Birligi ismi 4-(2-
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aminoethyl) benzene-1,2-diol’diir (WEB_1). Dopamin SSS’de ndrotransmitter olarak gdrev
yapar. Hypothalamus’tan sentezlenen dopamin, bir ndrohormon olarak adenohipofizden
prolaktin sentezini baskilar, prolaktin inhibe edici faktoér olarak da bilinmektedir. Bunun
yaninda diger katekolaminler epinefrin ve norepinefrin ile benzer sekilde bazal metabolizmay1
hizlandirarak oksijen tiiketimini ve kalp atim sayisimi arttirir, karaciger ve kas dokuda

glikojenolizi, yag dokuda lipolizi uyarir (Tank ve Wong, 2015; Vendelboe ve ark, 2016).

Karacigerde fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi tarafindan L-tirozine
dontisttrilir (Ayano, 2016). Aktif transportla kan beyin bariyerini gecerek ndron
stoplazmasma alinan L-tirozin, tirozin hidroksilaz (Thir) enziminin aktivitesiyle fenol
halkasinin hidroksilasyonu sonucu L-3.4-dihidroksifenilalanin’e (L-DOPA, Levodopa)
dontistiirtiliir. Tirozin hidroksilaz enzim aktivitesinin bulundugu bu agsama dopamin sentezinin
hiz smirlayict basamagidir (Daubner ve ark, 2011; Mishra ve ark, 2018). Aminoasit
dekarboksilaz enzimi L-DOPA’y1 sitozolik dopamine doniistiiriir (Best ve ark, 2009; Meiser
ve ark, 2013). Sitozolik dopamin vezikiiler monoamin tastyicis1 (VMAT) tarafindan ndron
terminallerinde bulunan vezikiillere taginir ve ekstraselliiler araliga salinarak sinir iletiminde
gorev almak tizere depolanir. Levodopa sentez basamaklarinda kofaktér ve koenzim olarak
demir, magnezyum, ¢inko mineralleri ve B3, B6, C ve D vitaminleri rol almaktadir (Best ve
ark, 2009; Daubner ve ark, 2011; Ugrymov, 2018). Levodopa’nin optik izomeri (enantiyomer)
olan D-3,4-dihidroksifenilalanin (D-DOPA, dekstrodopa) biyolojik olarak inaktif bir
bilesiktir, enzimatik olarak dopamine doniistiiriilemez (Goedert ve ark, 2017). Levo ve
dekstrorotasyon bir molekiiliin polarize 151k diizlemlerini dondiirme yeteneginin yoniinii ifade
etmektedir (Hornykiewicz, 2010). Dopamin santral sinir sisteminde interselliiler aralikta,
periferal organlarda karaciger, bobrek ve eritrositlerde monoamin oksidaz (MAO), katekol-O-
metil transferaz (KOMT) enzimlerinin aktivitesi sonucu yikimlanir. Nihai iirlin idrar ile
disartya atilan homovanillik asittir. Norolojik bilimlerde yapilan pek ¢ok calismada, dopamin
kan beyin bariyerini gecemediginden, santral dopamin miktarini tayin etmede homovanillik
asit kullanilmistir (Baraibar ve ark, 2016). Sekil 1’de dopaminin sentez ve yikimlanma

basamaklar1 goriilmektedir.
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DOPAMINE BIOSYNTHESIS

L-Phenylalanine
Phenylalanine l

Hydroxylase
PH
L-Tyrosine
Tyrosinase DOPAMINE DEGRADATION
oM MAO
Tyrosine 3-Methoxytyramine ————> 3-Methoxy-4-hydroxyacetaldehyde
Hydroxylase l
TH ALDH
L-Dihydroxyphenylalanine v
L-DOPA COMT Homovanillic Acid
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DOPA
decarboxylase COMT T
ALDH

Dopamine M—AO> 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyde —> 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid

DOPAL \ DOPAC
ADH 3.4-Dihydroxyphenylethanol

DOPET

Sekil 1: L-fenialalanin’den dopamin sentezi ve yikimlanmasi.

Levodopa ilk olarak Latince ‘Vicia faba’ olarak adlandirilan bakla bitkisinden 1910-11
yillarinda Torquato Torquati tarafindan izole edilmis, kimyasal 6zellikleri 1913 yilinda
Markus Guggenheim tarafindan tanimlanmistir (Hornykiewicz, 2010). Ik kesfedildigi
yillarda L-DOPA’nin yalnizca epinefrin ve norepinefrinin sentezinde gerekli bir prekiirsor
oldugu diisliniilmiistiir (Hornykiewicz, 2002; Bjorklund ve Dunnet, 2007; Hornykiewicz,
2010). Peter Holtz tarafindan 1938 yilinda bobrek homojenatlarinda L-DOPA’y1 dopamine
doniistiiren aromatik aminoasit dekarboksilaz enziminin kesfi, katekolaminerjik molekiillerin
arastirmalarinda bir donlim noktasi olarak kabul gormiistiir. Kathleen Montagu 1957 yilinda
aralarinda insan beyninin de bulundugu cesitli hayvan beyinlerinde kromatografik
yontemlerle dopamin varligin1 gostermis ilk arastirmacidir (Goedert ve ark, 2017). Carlsson
ve arkadaslar1 1957°de etkisini VMAT n1 bloke ederek gdsteren, adrenerjik blokor rezerpin
uygulayarak gerceklestirdikleri deneyde, deney hayvanlarinda gozlenen semptomlarin
Parkinson benzeri oldugunu ve L-DOPA uygulamasinin semptomlart iyilestirdigini
gozlemlemiglerdir. Ayrica L-DOPA uygulamas: ile beyinde noradrenalinin degil dopamin
miktarinin artti§ini, beyindeki dopamin miktarmin norepinefrin prekiirsorii olarak gerekenin
cok tizerinde bulundugunu, dopaminin bagimsiz bir nérotransmitter oldugunu kesfetmislerdir
(Bjorklund ve Dunnet, 2007; Yeragani ve ark, 2010; Lees ve ark, 2014). Ayrica santral
dopamin miktarim1 tayin etmede oldukca hassas spektroflorometrik bir yOntem
gelistirmislerdir. Bunun tlizerine Hornykiewicz post mortem postensefalitik parkinsonizm ve
Parkinson hastalarinin beyin dokularinda yaptig1 arastirmalarda hastalifin siddetinin striatal
dopamin kaybina pararel oldugunu, dopamin seviyesinin 6zellikle nucleus caudatus ve

putamen’de diistiigiinii gdstermistir (Bjorklund ve Dunnet, 2007; Lees ve ark, 2014). Carlsson
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ve arkadaslar1 dopamin iizerinde yaptiklar1 arastirmalarla 2000 yilinda Fizyoloji alaninda
Nobel Tip Odiiliinii kazanmislardir (Yeragani ve ark, 2010). Carlsson ve Hornykiewicz,
Parkinson hastaliginda dopaminin 6nemini gosteren en belirleyici bilimsel temelleri saglamis
olan arastirmacilar olarak kabul edilmektedirler (Lees ve ark, 2014; Goedert ve ark, 2017;

Mishra ve ark, 2018).

Dopamin bir ndrotransmitter olarak beyinde bilissel islevlerde, emosyonel duyumlarin
olugmasinda, koku alma, goérme, uyku diizenlenmesi, motor aktivite, gida alim1 ve endokrin
regiilasyonda 6nemli rol oynamaktadir (Ayano, 2016; Mishra ve ark, 2018; Cerri ve ark,
2019; Jones ve ark, 2020). Dopamin etkisini hiicre yilizeyinde yer alan G protein bagl
reseptorleri vasitasi ile gosterir. Tanimlanmis bes farklt dopamin reseptdrii bulunmaktadir. Bu
reseptorler D1, D2, D3, D4 ve D5 olarak adlandirilirlar, farmakolojik ve fonksiyonel
ozelliklerine gore D1 benzeri (D1 ve D5) ve D2 benzeri (D2, D3 ve D4) olmak {izere iki alt
gruba ayrilirlar (Beaulieu ve Gainetdinov, 2011; Buchta ve Riegel, 2015; Ayano, 2016;
Mishra ve ark, 2018). Santral sinir sisteminde D1 benzeri reseptorler hiicre i¢i ikincil
habercinin yapisina da bagli olmak iizere, eksitasyon ve postsinaptik inhibisyonda rol
oynarken, D2 benzeri aktivite goOsteren reseptorler genellikle presinaptik ve postsinaptik
inhibisyondan sorumludur. D1 benzeri reseptorler ikincil haberci olarak hiicre ici siklik
adenozin monofosfat olusumunu uyarirken, D2 reseptorler tersi etki gosterirler (Gerfen, 2000;
Filippo ve ark, 2008; Beaulieu ve Gainetdinov, 2011; Ayano, 2016). Santral sinir sisteminde
en ¢ok bulunan (%78) D1 reseptorii baslica hippocampus, nucleus caudatus, putamen, nucleus
accumbens, hypothalamus, thalamus, substantia nigra pars reticulata (SNpr), tuberculum
olfactorium, cerebellum, temporal ve frontal kortekste yer almaktadir (Beaulieu ve
Gainetdinov, 2011; Mishra ve ark, 2018) ve D1 grubu reseptorlerin yalnizca %30’u dopamine
kars1 yiiksek affinite gostermektedir (Buchta ve Riegel, 2015). Ogrenme, hafizanmn
diizenlenmesi ve motor aktivitede D1 reseptorleri 6nemli rol oynarlar (Mishra ve ark, 2018).
Corpus striatum, area tegmentalis ventralis, globus pallidus lateralis (GPI), glandula
hypophysialis, corpus amygdaloideum, hippocampus, serebral korteks ve nucleus
accumbens’te %80°1 dopamine kars1 yiiksek aktivite gosteren D2 reseptor tipi bulunmaktadir.
Ayn1 zamanda otoreseptor olan D2 grubu reseptorleri somatodendritik sinapslar araciligi ile
dopamin sentezini, depolanmasini ve salinimini azaltmaktadirlar (Buchta ve Riegel, 2015;
Mishra ve ark, 2018). Insan ve ratlarda D3 ve D4 reseptorleri SSS’de agirlikli olarak limbik
sistemi olusturan yapilarda bulunurlar (Ayano, 2016). Nucleus accumbens’in ventromedial

boéliimiinde ve tuberculum olfactorium’da D3 reseptorlerinin varligi gosterilmistir (Mishra ve
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ark, 2018). Prefrontal, premotor, singulat ve entorinal korteks piramidal néronlarinda, gyrus
dentatus’ta, substantia nigra, hypothalamus ve hippocampus gibi cesitli beyin bolgelerinde
diisiik yogunlukta D5 reseptdrleri bulunmaktadir. Dopamin reseptorlerinin tiim tipleri SSS
disinda bobrek, adrenal bezler, gastrointestinal kanal, kalp, kan damarlar1 ve sempatik

gangliyonlarda da bulunmaktadir (Beaulieu ve Gainetdinov, 2011).

Dahlstroem ve Fuxe 1960’I1 yillarin basinda gelistirilen, dopaminerjik ndronlarin
karakterizasyonunu ve fenotipini inceleyebilmeye olanak saglayan Falck-Hillarp
histofloresans teknigini kullanarak SSS’de bulunan dopaminerjik ndron kiimelerinin haritasini
cikaran ilk arastirmacilardir (Goedert ve ark, 2017). Sekil 2’de goriildiigli gibi 1965 yilinda
yayimladiklar1 calismalarinda artan numaralarla medulla oblongata’dan baglayarak {ist
merkezlere dogru yerlesmis on iki dopaminerjik hiicre grubunu Al, A2, A3, ..., Al2
diencephalon, bulbus olfactorius ve retina’da bulunan 5 dopaminerjik hiicre grubunu A13,...,
A17 olarak isimlendirmislerdir (Bjorklund ve Dunnet, 2007; Piccione ve DeFelipe, 2007).
Ilerleyen yillarda immunohistokimyasal ve immunositokimyasal metodlarin gelismesi ile
yapilan incelemeler de bu bulgular1 dogrulayarak daha ileri analizlerin yapilmasina olanak
saglamiglardir  (Bjorklund ve Dunnet, 2007; Ugryumov, 2018). Memelilerde
mesencephalon’da dopaminerjik ndronlarin yer aldigi li¢ ana bdlge bulunmaktadir; retrorubral
alan (A8), SNpc (A9), area tegmentalis ventralis (A10) (Alcaro ve ark, 2007; Luo ve Huang,
2016). Bununla birlikte daha az yogunlukta DAerjik ndronlarin hypothalamus’ta
supramamiller bolgede, nuclei raphe ve substantia grisea centralis’te bulundugu

bildirilmektedir (Alcaro ve ark, 2007).
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Sekil 2: Dahlstroem ve Fuxe nomenklatiiriine gore gelismekte olan (a) ve yetiskin (b) rat
beyninde dopaminerjik ndron guplarinin dagilimi. dopaminerjik ndronlarin baslica
projeksiyon alanlar1 oklarla gdsterilmistir, Ige ve mge; lateral ve medial ganglionik kabarinti,

pl, p2, p3; prosomerler(Piccione ve DeFelipe, 2007).
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Dopaminerjik noronlar Resim 1’de goriildiigii gibi aksonlarinin bir primer dendritik
uzanti veya somatik bir uzantidan kaynaklanmasi, dikensi c¢ikintilar bulunan dendritik
uzantilarinin ¢atallanarak piiskiil goriinimiinde sonlanmasi gibi spesifik morfolojik 6zelliklere

sahiptirler ve genellikle dendritik dallanmalar1 seyrektir (Piccione ve DeFelipe, 2007).

Resim 1: A; Beyaz ok somatik uzantidan kaynaklanan aksonu gostermektedir, B; Beyaz oklar
dendritik uzantilarda dikensi ¢ikintilari, kirmizi ok piiskiil benzeri sonlanmay1 gostermektedir

(Piccione ve DeFelipe, 2007).

Substantia nigra pars compacta’da dendritik uzantilar1 mediolateral ve ventral olarak
SNpr’ya uzanan multipolar DAerjik noéronlar, SNpc’nin dorsal kisminda ise dendritik
uzantilart mediolateral uzanan ve SNpc disina ¢ikmayan fusiform DAerjik néronlar bulunur

(Grace ve Onn, 1989; Gerfen, 2000; Piccione ve DeFelipe, 2007).

2.1.2.2. Dopaminerjik sistem anatomisi

Makroanatomik olarak bir biitiinlikten s6z etmek mimkiin olmasa da, SSS’de
dopaminin Tretildigi ve projekte oldugu alanlar dopaminerjik yolaklar olarak
tanimlanmaktadirlar. Santral sinir sisteminde dopaminin sentezlendigi ve projekte oldugu
yapilar major ve mindr dopaminerjik yolaklar olarak simiflandirilirlar. Beyinde nigrostriatal,
mezokortikal, mezolimbik ve tuberoinfundibuler dopaminerjik yolak olmak iizere dort major

yolak bulunmaktadir.

Mezolimbik yolak area tegmentalis ventralis’te (A10) bulunan DAerjik noronlarin
nucleus accumbens ve tuberculum olfactorium’a, mezokortikal yolak ise prefrontal kortekse
projeksiyonunu igerir. Ayni bolgeden baslayan bu iki dopaminerjik yolak, fonksiyonel olarak
da birbirleri ile baglantili oldugundan, mezokortikolimbik yolak ismi ile tek bir yolak olarak
da adlandirilirlar (Yamaguchi ve ark, 2011). Prefrontal korteks kognitif islevlerde, hafiza,
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O0grenme ve karar verme mekanizmasinda onemli rol oynamaktadir (Luo ve Huang, 2016).
Mezokortikal yolagin disfonksiyonu konsantrasyon problemi, karar verme yetisinde
zayiflama, sizofreni, psikoz gibi noropsikyatrik bulgularin goriilmesine neden olur.
Mezolimbik yolak 6diil motivasyonu, belirli uyaranlara karsi olusturulan zevk, begenme,
memnuniyet duygusu ve bagimmlilik olusumunda Onemli rol oynamaktadir. Diger
ekstrapiramidal sistem yolaklari ile birlikte baslica motor hareketlerin degerlendirilmesinde ve
diizenlenmesinde rol oynayan nigrostriatal DAerjik yolagin da kognitif fonksiyonlara etkisi
bulunmaktadir. Dorsal striatum alisilagelmis davraniglarin sekillenmesinde rol oynarken,
mezolimbik yolak emosyonel davraniglarin sekillenmesinde rol oynar (Luo ve Huang, 2016;
Caminiti ve ark, 2017). Nigrostriatal yolak néron terminalleri yasamin erken evrelerinde
olgunlasirken, mezokortikolimbik terminaller yavas olgunlasir ve genglik donemine dek tam
olarak gelismez (Buchta ve Riegel, 2015; Walker ve ark, 2017). Gonadal hormon
degisimlerinden bagimsiz olarak prefrontal korteksteki dopaminerjik liflerin sayisi, nucleus
accumbens ve dorsal striatum’da D1 ve D2 reseptorlerinin ekspresyonu ergenlik donemi
boyunca artmakta, yetiskin donemde tekrar azalmaktadir. Bu durum ergenlik doneminde
ortaya c¢ikan cesitli psikiyatrik ve davranmigsal bozukluklarin, ila¢ ve madde kullanimina
yonelimin ve bagimhilik gelisiminin siklikla bu donemde goriilmesinin ndrobiyolojik
mekanizmasini agiklamaya yardimer olmaktadir (Walker ve ark, 2017). Nucleus accumbens
ayn1 zamanda gida alimiin hedonik ve motivasyonel yonlerinde de rol almaktadir. Gida alim1
biligsel, emosyonel ve enerji homeostazisini saglayan kompleks mekanizmalarca yonetilir ve
dopaminerjik sistem bu islevin ‘isteme’, Odiile karsi motivasyonel davraniglarin
sergilenmesinde rol oynamaktadir (Frank, 2014). Yeme bozukluklar1 olarak adlandirilan
anorexia nervosa ve bulimia nervosa da siklikla ergenlik déneminde ortaya cikmaktadir.
Anoreksiya hastalarinda serebrospinal sivida homovanillik asit oraninin saglikli kontrollere
gore %30 oraninda azaldigi, PET goriintiilemede corpus striatum anteroventral boliimiinde D2
ve D3 reseptorlerinin, muhtemelen negatif geri bildirim nedeniyle, artis gosterdigi
bildirilmistir (Frank, 2014). Bulimia nervosa ise madde bagimliligina benzemektedir, asir
gida alimi ile nucleus accumbens’e dopamin salinimi ve D1 reseptorlerine baglanma artar,
dorsal striatum’da ise D2 reseptdrlerine baglanma azalir (Avena ve Bocarsly, 2012).
Tuberoinfundibuler DAerjik yolak ile hypothalamus nucleus arcuatus’ta (Al12) ve
nuclei paraventriculares’te (A14) sentezlenen dopamin infundibuler bolgeye ve eminentia
medialis’e projekte olur. Portal dolasima salinan dopamin, hipofiz bezinden prolaktin

salinimini inhibe ederek etkisini gosterir. Antipsikotik ilaglar gibi D2 reseptor blokajina neden
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olan etken maddeler dopaminin inhibisyon etkisini dnleyerek prolaktin artisina neden olurlar

(Lyons ve ark, 2012).

Mindr dopaminerjik yolaklar SSS’de bulunan dopaminerjik hiicre gruplarinin projekte
oldugu alanlar igerir. Area tegmentalis ventralis’de yer alan néronlarin aksonlar1 ¢gogunlukla
major dopaminerjik yolaklara katilmanin yaninda gyrus cinguli, area piriformis, bulbus
olfactorius, hippocampus, corpus amygdaloideum ve bulbus olfactorius’a, zona incerta’ da
bulunan dopaminerjik néron grubu (A13) hypothalamus’a, nucleus hypothalamicus posterior
(A11) DAerjik ndronlar1 ise medulla spinalis’e projekte olurlar. Retinada bulunan
dopaminerjik amakrin hiicrelerden 151k maruziyeti sonucu sentezlenen dopamin ise SSS
disinda kalan tek mindr dopaminerjik yolaktir (Piccione ve DeFelipe, 2007; Jackson ve ark,

2012).

2.1.2.2.1. Nigrostriatal dopaminerjik yolak

Parkinson hastalifinin patofizyolojisinde, klinik semptomlarinin ortaya cikisinda en
onemli rolii oynayan nigrostriatal yolak ¢ogunlukla SNpc’da (A9) bulunan dopaminerjik
noronlarin fasciculus medialis telencephali araciligiyla putamen ve nucleus caudatus’a
projeksiyonunu igerir. Substantia nigra retrorubral alanda (A8) ve area ventralis tegmantalis’te
(A10) bulunan dopaminerjik ndronlarin bir kismimin da nigrostriatal dopaminerjik yolaga
katildig1 bildirilmektedir (Luo ve Huang, 2016; Caminiti ve ark, 2017; Mishra ve ark, 2018).
Area ventralis tegmentalis‘te bulunan dopaminerjik néronlar daha ¢ok mezolimbik
dopaminerjik yolaga katilarak corpus amygdaloideum, tuberculum olfactorium, prefrontal
korteks ve anterior singulat korteks innervasyonunu sagladigi bildirilmektedir (Prensa ve
Parent, 2001; Lanciego ve ark, 2012; Goedert ve ark, 2017). Birbirleri ile baglantili
subkortikal bazal c¢ekirdekler serebral korteks, beyin sap1 ve thalamus’tan 6nemli girdiler
alarak cerebellum’la birlikte motor hareketlerin degerlendirilmesinde ve diizenlenmesinde,
motor hareketler disinda mental ve emosyonel fonksiyonlarda énemli rol oynarlar. Nuclei
basalaes baslica putamen, nucleus caudatus ve globus pallidus’un olusturdugu corpus
striatum, substantia nigra ve nucleus subthalamicus’tan olusmaktadir (Delong ve Wichmann,

2010).

Beyindeki dopamin miktarinin %80’ini nigrostriatal yolak projeksiyon alani corpus
striatum i¢ermektedir. Corpus striatum striozom ve matriks olarak adlandirilan nérokimyasal

olarak farkli iki kompartimandan olugmaktadir (Lanciego ve ark, 2012; Brimblecombe ve
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Cragg, 2017). Zay1f asetilkolinesteraz immunoreaktivitesi gosteren boliim corpus striatum’un
projeksiyon ndronlarinin bulundugu striozomlari, giiglii asetilkolinesteraz immunoreaktivitesi
gosteren bolim ise corpus striatum’un kolinerjik internéronlarinin bulundugu matriksi
olusturur. Striozomlarda enkefalin, substans P, GABA ve norotensin yogun olarak
bulunurken, matriks kompartimani kalsiyum baglayic1 protein parvalbuminden zengindir
(Lanciego ve ark, 2012). Substantia nigra pars compacta’nin dorsal boliimiinde bulunan
noronlar matrikse, ventral boliimiinde bulunanlar ise striozomlara projekte olurlar (Prensa ve

Parent, 2001; Brimblecombe ve Cragg, 2017).

Nigrostriatal dopaminerjik yolak, aktiviteleri biiyiik ol¢lide serebral korteks girdilerine
bagl olan, istemli hareketlerin planlanmasinda direkt, istemsiz hareketlerin planlanmasinda
indirekt yolaklarin rol oynadigi iki alt bolimden olusmaktadir (Gerfen, 2000; Delong ve
Wichmann, 2010; Tsui ve Isacson, 2011; Milardi ve ark, 2019). Korteksten gelen piramidal
noronlarin aksonlar1 corpus striatum’da bulunan ndronlarin %90’1n1 olusturan, dendritik
uzantilarinda sinaptik yiizey alanini arttiran spina adi verilen dikensi ¢ikintilarin bulundugu,
orta biiyiiklilkte GABAerjik projeksiyon noronlari ile (medium spiny neurons; MSNs) sinaps
yaparlar (Gerfen, 2000; Curtis ve ark, 2012; Luo ve Huang, 2016). Direkt yolakta korteksten
gelen uyar1 dorsal striatum’un D1 reseptorii tasiyan GABAerjik ndronlari ile sinaps yaptiktan
sonra, diger bazal g¢ekirdeklerle sinaps yapmaksizin kortikal ¢ikis kapist GPm ve SNpr’ya
projekte olur. Buradan ¢ikan lifler thalamus’un ventral anterior ve lateral c¢ekirdeklerinde
noron degistirdikten sonra serebral korteksin eksitasyonunu saglarlar (Delong ve Wichmann,
2010; Lanciego ve ark, 2012; Yamada ve ark, 2016; Milardi ve ark, 2019). Sekil 3’de
goriildiigii gibi indirekt yolak aktivitesinde korteksten gelen uyari corpus striatum’da bulunan
ndronlarin %10’unu olusturan, D2 reseptorii tasiyan kolinerjik ara ndronlarla sinap yapar ve
bu noronlarin aksonlar1t GPI’e projekte olur. Globus pallidus lateralis’ten ¢ikan lifler STN’a,
STN’tan ¢ikan lifler GPm ve SNpr’ye, GPm ve SNpr’dan ¢ikan lifler thalamus’un ventral
anterior ve lateral ¢ekirdeklerinde noron degistirdikten sonra serebral korteksin inhibisyonunu
saglarlar. Substantia nigra pars compacta’dan dorsal striatum’a gelen dopamin GPm’e
projekte olan, GABAerjik inhibitor noronlart D1 reseptorleri iizerinden uyarirken, GPl’e
projekte olan kolinerjik eksitatér noronlar1 D2 reseptorleri iizerinden inhibe etmektedir
(Filippo ve ark, 2008; Delong ve Wichmann, 2010; Lanciego ve ark, 2012; Yamada ve ark,
2016; Milardi ve ark, 2019).
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SEREBRAL KORTEKS <€

SNpc Glutamaterjik (+)
DAerjik l
STRIATUM

GABAerjik D1 reseptori tasiyan hiicreler (-)
Kolinerjik D2 reseptori tasiyan interndronlar (+)

GPm
GPI > SNpr
GABA (-) GABA (-)
STN
Glutamaterjik (+)
THALAMUS

Glutamaterjik (+)

Sekil 3: Nigrostriatal direkt (yesil) ve indirekt (kirmiz1) yolaklarin islevi, GPI; globus pallidus
lateralis, STN; nucleus subthalamicus, SNpc; substantia nigra pars compacta, GPm; globus

pallidus medialis, SNpr; substantia nigra pars reticulata.

Nigrostriatal yolak aktivitesi ¢esitli GABAerjik afferentlerle diizenlenmektedir. Corpus
striatum’dan gelen geri bildirim, globus pallidus lateralis ve substantia nigra pars reticulata bu
GABAerjik kontrole 6nemli katkida bulunmaktadir. Rostromedial tegmental ¢ekirdek olarak
da adlandirilan area tegmentalis ventralis’de bulunan ndronlarin yogun olarak SNpc’ya
projekte olmalar1 ve yapilan deneysel ¢alismalarda elde edilen histolojik ve elektrofizyolojik
veriler dopamin regiilasyonunda ana inhibitér kaynaklardan biri oldugunu gostermektedir

(Bourdy ve ark, 2014).

Bazal ¢ekirdeklerden beyin sapinda bulunan ¢ekirdeklere 6zellikle nucleus tegmentalis
pedunculopontinus’a projekte olan inen lifler de bulunmaktadir. Globus pallidus medialis’den
nucleus habenula’ya muhtemelen 6diil motivasyonu ve limbik mekanizmalarda rol oynayan,
SNpr’dan gérme refleks merkezi colliculus superior’a inen lifler bulunmaktadir (Delong ve

Wichmann, 2010; Yamada ve ark, 2016).
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Dopaminerjik noronlarin progresif ve dejeneratif degisikliklerine bagli direkt ve
indirekt yolak aktivitesindeki dengesizlikler PH’nin motor semptomlarinin agiga ¢ikmasina
neden olmaktadir (Gerfen, 2000; Delong ve Wichmann, 2010; Poirier ve ark, 2016; Tanik ve
ark, 2016; Caminiti ve ark, 2017). Norodejenerasyon oOncelikle corpus striatum’a projekte
olan aksonal uzantilarda ortaya ¢ikmakta daha sonra hiicre gévdesine yayillmaktadir. Aym
zamanda aksonal uzantilarda Lewy noritleri baskin olarak bulunmaktadir (Caminiti ve ark,
2017). Parkinson hastaliginda direkt nigrostriatal yolakta SNpc’dan dorsal striatum’a iletilen
dopaminin azalmasi sonucu; D1 reseptorleri tagiyan inhibitér noronlarin GPm {izerindeki
inhibisyon etkisi azalir, bu durum pallidotalamik projeksiyonlardaki inhibitor aktivitenin
artistna neden olur. Thalamus c¢ekirdeklerinde GABAerjik GPm aksonlarinin olusturdugu
inhibisyon motor kortekse giden uyaranlarin azalmasini saglar. Indirekt nigrostriatal yolakta
ise D2 reseptorleri tasiyan kolinerjik ndronlarin disinhibisyonu nedeni ile STN {izerindeki
inhibisyon etkisi kalkar. Bu durum GPl’de bulunan ndronlarin eksitasyonunu saglamakta,
thalamus’a projekte olan noronlar iizerindeki tonik aktivitenin artisina neden olmaktadir
(Filippo ve ark, 2008; Lanciego ve ark, 2012; Delong ve Wichmann, 2010; Yamada ve ark,
2016). Dopaminerjik denervasyon, striatal noronlardaki noropeptid seviyelerinin de ters
yonde degismesine; direkt yolakta dopaminerjik innervasyon yoklugunda substans P ve
dinorfin seviyelerinin azalmasina, indirekt yolakta dopaminerjik inhibisyonun ortadan
kalkmas1 enkefalin miktarinin artmasina neden olur (Gerfen, 2000). Sonug olarak Parkinson
hastaliginda dopamin salgisinin azalmasi pallidotalamik projeksiyonlardaki GABAerjik
inhibitdr aktivitenin artigina, motor kortekse giden uyaranlarin azalmasi dolayisiyla

hipokinetik motor disfonksiyonlara neden olmaktadir (Gerfen, 2000; Yamada ve ark, 2016).

Nigrostriatal dopaminerjik yolak motor fonksiyonlarin planlanmasi, yiiriitilmesi ve
otomatizasyonu yaninda bir 6diil karsisinda gosterilen davranislarin motivasyonel yoniinii de
etkilemektedir (Prensa ve Parent, 2001; Alcaro ve ark, 2007; Kroemer ve ark, 2014; Luo ve
Huang, 2016; Brimblecombe ve Cragg, 2017). Bagirsaklardan gelen sensorik girdiler,
dolasimdaki leptin, grelin ve insiilin hormon diizeylerinde goriilen degisiklikler, hiicre igi
metabolitler gibi etmenler aclik veya tokluk sinyali olusturarak gida alimi motivasyonunu
olustururlar. Genetik olarak Thir defekti bulunan farelerde, gida hedonikleri ve gida
odiillerinin uzaysal 6grenimi islevsel olmasina ragmen L-DOPA tedavisi uygulanana dek
istahsizlik, agliga bagl ciddi kilo kaybr goriildiigi bildirilmistir (Palmiter, 2008). Bu durum
dorsal striatum’a projekte olan dopaminin motivasyonel davranislar iizerine olan etkisini de

gostermektedir. Nigrostriatal yolak dopamin dongiisii motor hareketlerdeki dneminin yaninda
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0diil ve ¢aba arasindaki dengenin kurularak verilen cevabin kuvvetini belirlemektedir

(Kroemer ve ark, 2014).

2.1.3. Parkinson Hastahginin Etiyopatogenezi, Diagnostik Kriterler ve Tedavi

Yontemleri

Giliniimlize degin yapilmis olan pek c¢ok arastirma PH’nin klinik ve patolojik
ozelliklerinin iyi tanimlanmasina olanak saglamis olsa da, hastalifin etiyopatogenezi tam
olarak aydinlatilamamistir (Huang ve ark, 2017; Giguere ve ark, 2018; Park ve ark, 2019).
Parkinson hastalig1 farkli tiplerde pek ¢ok etmenin heterojenitesi ile ortaya ¢iktigindan, ¢esitli
patofizyolojik belirtecler ve bunlarin hastaligin progresyonu ile olan baglantilar1 iizerinden
acik bir vizyona ulagsmaya ¢aligsmak olduk¢a zordur (Giguere ve ark, 2018; Park ve ark, 2019)
ve halen hastaligin patofizyolojisinin netlestirilmesinde bir takim bosluklar mevcuttur
(Ludtmann ve Abramov, 2018; Karakatsani ve ark, 2019; Park ve ark, 2019). Amerika
Birlesik Devletleri Ulusal Parkinson Vakfi Tibbi Direktorii Michael Okun, PH'n1 “klinik
tiptaki en karmasik hastalik” olarak tanimlamaktadir (Fitzgerald ve ark, 2019). Parkinson
hastaliginin patofizyolojisinde spesifik bir etmenden ziyade yaslanma, genetik ve ¢evresel
faktorlerin rol oynadig1 heterojen bir siirecin etkili oldugu belirtilmektedir (Saiki ve ark, 2011;
Hobson, 2012; Getz ve Levin, 2017; Giguere ve ark, 2018; Kim ve ark, 2019). Postmortem
beyin arastirmalari, genetik ¢alismalar ve spesifik norotoksin uygulamalar1 ile olusturulan
deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan arastirmalar ndérodejenerasyonun sebeplerini
mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, noéroinflamasyon ve yetersiz protein
degredasyonu ile iligkilendirmektedir (Pan-Montojo ve ark, 2010; Huang ve ark, 2017;
Giguere ve ark, 2018).

Parkinson hastaliginin birincil ndropatolojik kriteri SNpc dopaminerjik ndronlarinin
dejenerasyonu ile birlikte noronlarda Lewy cisimciklerinin varligidir (Lanciego ve ark, 2012;
Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu, 2016; Perez-Pardo ve ark, 2017; Giguere ve ark, 2018;
Ludtmann ve Abramov, 2018; Fitzgerald ve ark, 2019; Gorecki ve ark, 2019; Griinewald ve
ark, 2019; Karakatsani ve ark, 2019; Wang ve ark, 2019). Lewy cisimcikleri ve Lewy noritleri
agirhikli  olarak alfa siniikleinden olusan, fakat ayn1 zamanda ubikitin, tubulin,
norofilamentler, lipitler ve mitokondri gibi ¢ok sayida farkli molekiil, protein ve organel
iceren intrastoplazmik eozinofilik yapilardir (Giguere ve ark, 2018; Wang ve ark, 2019).

Genetik olarak alfa siniiklein sentezinden sorumlu SNCA olarak adlandirilan genlerde goriilen
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nokta mutasyonu, duplikasyon veya triplikasyon nedeniyle proteinin siklikla hatali katlanmas1
sonucu olusurlar (Hu ve Wang, 2016; Fitzgerald ve ark, 2019). Alfa siniiklein fizyolojik
kosullarda presinaptik terminallerde bulunan, ¢6ziilebilir monomer yapisinda, vezikiil flizyon
kompleksleri ile etkilesime girerek norotransmitter salinimi, depolanmasi ve yikimlanmasinda
gorev alan, 140 aminoasitten olusan bir proteindir (Reeve ve ark, 2014; Xu ve Pu, 2016;
Fitzgerald ve ark, 2019) ve kalsiyum homeostazisinden, kompleks I aktivitesine kadar
mitokondriyal dinamiklerde de rol oynamaktadir. Ubikitin proteozomal sistemi hiicre igi
protein agregatlarinin degradasyonunu saglayan, her asamada yliksek enerji gerektiren bir
sistemdir. Mitokondriyal disfonksiyon sonucu enerji tedarikinin azalmast Lewy
cisimciklerinin yikimlanamamasi ile sonuglanir (Reeve ve ark, 2014; Wang ve ark, 2019).
Lewy cisimcikleri Parkinson hastaliginin yaninda Lewy cisimcikli demans ve multipl sistem

atrofsinin de néropatolojik kriterleri arasindadir (Wang ve ark, 2019).

Mitokondriyal disfonksiyon PH’nin patogenezinde oldukc¢a 6nemli rol oynamaktadir.
Parkinson hastaligi ile iligkili cogu genetik faktoriin ekspresyonu mitokondriyal fonksiyonlar
ile iligkili proteinlerdir (Marella ve ark, 2009; Hu ve Wang, 2016; Griinewald ve ark, 2019).
Mitokondriyal disfonksiyonlar ile PH patogenezi arasindaki baglanti 1980’lerin ortalarinda
Parkinson hastaligina benzer semptomlar gosteren ve L-DOPA tedavisine cevap veren
uyusturucu bagimlilarinin kullandigi bir nérotoksin olan MPTP kesfi ile anlasilmistir (Hu ve
Wang, 2016; Griinewald ve ark, 2019). Astrositlerde monoamin oksidaz ile aktif metaboliti 1-
metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinyum’a (MPP) doniisen MPTP dopamin tasiyicisi ile
dopaminerjik noronlara taginir. Dopaminerjik noronlarda mitokondriyal solunum zincirinde
proton pompast olarak gdrev yapan kompleks I inhibisyonuna yol acarak, elektron tasima
zincirinin disfonksiyonuna dolayisiyla hiicre i¢i enerji iiretilememesine ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ortaya ¢ikmasina neden olur (Reeve ve ark, 2014; Hu ve Wang, 2016;
Griinewald ve ark, 2019). Giinlimiizde deneysel Parkinson hastaligi olusturmak amaci ile
kullanilan rotenon, parakuat gibi benzer ndrotoksinlerin ¢ogu da segici olarak mitokondriyal
kompleks I inhibisyonunu saglayarak etkisini gostermektedir (Hu ve Wang, 2016).
Mitokondriyal kompleks 1 inhibisyonu ve ROS f{iretimi dopaminerjik ndronlarin
dejenerasyonu i¢in anahtar mekanizmadir. Hiicre i¢i oksidatif stresin artmasi, hatali katlanmis
protein agregatlarimin  degradasyonunu saglayan ubikitin proteozomal siteminin de
disfonksiyonuna neden olmaktadir (Reeve ve ark, 2014). Sonu¢ olarak mitokondriyal
membran potansiyeli azalir, hiicre i¢i kalsiyum homeostazisi bozulur ve mitokondriler

yikimlanir (mitofaji), nérodejenerasyon goriiliir (Hu ve Wang, 2016).

35



Gliyal hiicre populasyonunda yer alan astrositler ve mikrogliya hiicreleri ektodermden
gelisirler, ndronlardan farkli olarak hematopoietik kokenlidirler ve substantia nigra, nuclei
basales’de yogun olarak bulunurlar. Mikrogliyalar SSS’nin yerlesik makrofajlaridirlar, kan-
beyin bariyeri formasyonu ve iyon dengesinden sorumlu astrositlerle birlikte SSS’nin dogal
bagisiklik sistemini olustururlar (Huang ve ark, 2017; Subramaniam ve Federoff, 2017).
Cesitli etkenler tarafindan aktive edildiklerinde pro-inflamatuar sitokinler, kemokinler, ROS
sentezlerler ve PH’ nda noroinflamatuar siireglerde rol oynarlar (Desai ve ark, 2007; Pisanu ve
ark, 2014; Rodriguez ve ark, 2015; Huang ve ark, 2017; Subramaniam ve Federoff, 2017).
McGeer ve ark (1988) tarafindan, Parkinson hastalarina ait postmortem beyin incelemelerinde
substantia nigra ve corpus striatum’da reaktif mikrogliyalarin tespiti, PH patogenezinde
noroinflamasyonun ve inflamatuar siireclerde mikrogliyalarin fonksiyonel Onemini
gostermistir (Desai ve ark, 2007; Wang ve ark, 2015; Subramaniam ve Federoff, 2017).
Parkinson hastalarinda interlokin 1B (IL-1pB), interlokin 6 (IL-6) interferon gama (IFN-y),
timor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi mikrogliya hiicreleri tarafindan sentezlenen pro-
inflamatuar mediyatorler (Wang ve ark, 2015; Huang ve ark, 2017) ve PET goriintiilemede
cesitli beyin bolgelerinde mikrogliyalarin aktivasyonu tespit edilmistir (Gray ve Woulfe,
2015). Dejenere dopaminerjik noéronlardan salinan alfa siniiklein agregatlar1 ve bazi
molekiillerin mikrogliya aktivasyonunu siddetlendirerek norodejenerasyonu hizlandirdigi,
reaktif mikrogliyalarin alfa siniiklein agregatlarmin ¢evresinde toplandigi bilinmektedir
(Wang ve ark, 2015). Mikrogliya hiicreleri farkli karakterdeki gen ekspresyonlarina bagl
olmak iizere pro-inflamatuar M1 ve anti-inflamatuar M2 olmak {izere iki farkli aktivasyon
fenotipi gosterirler. Pro-inflamatuar M1 aktivasyonu IL-1B, IFN-y, TNF-0, IL-6 gibi yangi
mediyatdrleri ve nitrit oksit, siliperoksit gibi sitotoksik ROS salinimina neden olur. Anti-
inflamatuar M2 aktivasyonu ise interlokin-4 (IL-4), interlokin-10 (IL-10), interlokin-13 (IL-
13), doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF-B) salinimi ile immunsupresyonu saglamaktadir.
Deneysel Parkinson hastaligi calismalarinda Lewy cisimcikleri ve cevresel toksinlerin M1
mikrogliyal aktivasyona neden oldugu (Wang ve ark, 2015; Subramaniam ve Federoff, 2017),
SSS’de bulunan M2 mikrogliyalarin fenotipik belirteclerinden CD206 ekspresyonunun
oldukca azaldig1 saptanmistir (Pisanu ve ark, 2014). Mikrogliyalar gibi astrositlerde gesitli
pro-inflamatuar sitokinler sentezleyerek noroinflamatuar siireglerde onemli rol oynarlar.
Reaktif astrosit belirteci gliyal fibriller asidik protein (GFAP) varligi Parkinson hastalarinin
post mortem beyin dokusunda ve deneysel Parkinson hastaligi caligmalarinda gosterilmistir.
Astrositlerin aktivasyonu mikrogliyalardan salinan pro-inflamatuar sitokinler vasitasi ile

gerceklesmektedir (Rodriguez ve ark, 2015; Wang ve ark, 2015).
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Parkinson hastaliginda ndéroinflamatuar siireglerin gelisiminde kan beyin bariyeri
(KBB) tastyict sisteminde ve permeabilitesinde goriilen degisiklikler de 6nem arz etmektedir
(Gray ve Woulfe, 2015; Karakatsani ve ark, 2019). Santral sinir sistemi segici gecirgen
ozellikteki KBB’nin varlig1 sayesinde immunolojik olarak imtiyazlidir (Wang ve ark, 2015).
Fizyolojik kosullarda periferal immun hiicreler; T ve B lenfositler, SSS’de bulunmazlar.
Parkinson hastalarinda KBB kapiller damarlarinda bulunan endotel tabakasindaki hiicrelerin
sik1 baglantilarin1 saglayan okludin, kloudin ve adhezyon proteinlerinin azalmasina bagl
goriilen KBB’nde permeabilite artisi periferal immun hiicrelerin, pro-inflamatuar yangi
mediyatorlerinin SSS’ne gecisine olanak saglar ve ndrodejenerasyon olduk¢a siddetlenir
(Desai ve ark, 2007; Gray ve Woulfe, 2015; Wang ve ark, 2015). T hiicre aracili
norodejenerasyonda CD4 ve CD8 ekspresyonu gosteren T hiicrelerinin rol oynadigi
gosterilmistir (Wang ve ark 2015; Subramaniam ve Federoff, 2017). Ayrica Parkinson
hastalarinda, etiyolojisi kesin olarak bilinmese de, KBB tasiyict sistemindeki degisimlere
bagli oldugu diisiiniilen, 6zellikle SNpc ndronlarinda ve nucleus ruber’de demir birikimi
goriilmektedir. Yogun demir birikiminin oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyona neden
oldugu, parkin ve SNCA genlerini tetikledigi bildirilmektedir (Girotra ve ark, 2017). Kan
beyin bariyerinde hasar olusumunu indiikleyen vaskiiler endoteliyal biiyiime faktoriiniin
(VEGF) stereotaksik yontemle, intranigral olarak verildigi farelerde SNpc dopaminerjik
noronlarinda dejenerasyon goriilmiistiir (Yasuda ve ark, 2007). Parkinson hastalarinda ve
deneysel Parkinson hastaligi modellerinde de VEGF nin 6nemli 6l¢iide arttigi bildirilmektedir
(Wang ve ark, 2015). Noroinflamatuar siirecleri modiile ederek, anti-inflamatuar etkilere
sahip etken maddelerin PH patogenezinde olumlu sonuglar dogurabilecegi diisiiniilmiis,
nitekim non-steroid anti-inflamatuar ilaglarin kullaniominin %15 oraninda PH’nin gelisim
riskini azalttig1, diizenli ve uzun siireli kullanimda bu oranin %21-29’a ¢iktig1 bildirilmistir
(Gagne ve Power, 2010; Wang ve ark, 2015). Anti-inflamatuar ve ndroprotektif etkilere sahip
ikinci jenerasyon tetrasiklin analoglarindan olan minosiklin ve bir glukokortikoid bilesigi olan
deksametazon uygulamasimin da dopaminerjik noronlar1 dejenerasyondan korudugu, gliyal

hiicre aktivasyonunu 6nledigi gosterilmistir (Wang ve ark, 2015).

Bazal ¢ekirdeklerin bir bileseni olan, mesencephalon’da yer alan substantia nigra beyin
kesitlerinde biitiin bir bant olarak goriilse de histolojik ve fonksiyonel yonden inferoposterior
olarak bulunan pars compacta ve superoanterior olarak bulunan pars reticulata ve pars
reticulata’nin arka ucunda yer alan pars lateralis olmak {izere {i¢ ayr1 boliimden olusmaktadir

(Amel ve Heba, 2013; Massey ve ark, 2017; Sung ve ark, 2018). Corpus striatum’a projekte
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olan dopamini iireten DAerjik néronlarin bulundugu ana bdlge pars compacta’dir (Massey ve
ark, 2017). Pars reticulata, globus pallidus’un i¢ kismina yapisal ve fonksiyonel olarak giiclii
bir benzerlik gosterir burada bulunan néronlarin cogu GABAerjiktir ve globus pallidus ile
birlikte bazal ¢ekirdeklerden thalamus’a projekte olurlar (Massey ve ark, 2017; Sung ve ark,
2018). Orta beyinde bulunan katekolaminerjik noronlarin bol miktarda ihtiva ettigi
ndromelanin pigmenti substantia nigra ve locus coeruleus’a diger beyin bolgelerinden farkls,
karakteristik koyu rengini veren pigmenttir (Zecca ve ark, 2001; Lanciego ve ark, 2012).
Ozellikle yasamin ilk 2-3 yilindan sonra bu bolgelerde néromelanin pigmenti ilerleyen yasla
birlikte birikim gosterir (Zecca ve ark, 2001; Reeve ve ark, 2014; Rodriguez ve ark, 2015).
Parkinson hastalarinda SNpc’da oldugu gibi locus coeruleus’ta da néron kaybi goriiliir, bunun
yaninda SNpc’nin ventrolateral boliimiinde néron kaybi daha fazladir, dorsomedial boliimde
bulunan néronlar dejenerasyona daha dayaniklidir ve kismen yikimlanirlar (Damier ve ark,
1999; Dopeso-Reyes ve ark, 2014; Fabbri ve ark, 2017; Karakatsani ve ark, 2019). Bu segici
norodejenerasyonun nedeni halen tartisma konusu olmakla birlikte, SNpc’da bulunan
dopaminerjik ndronlarin dejeneratif etkenlere heterojenite gosterdigi aciktir. Dopaminerjik
noronlar1 belirlemeye yo6nelik tirozin hidroksilaz ve kalbindin immunohistokimyasinin
kombine uygulandigi calismalarda SNpc ventral boliimiinde kalbindin bulunmazken, area
tegmentalis ventralis ve SNpc dorsal boliimiinde bulunan dopaminerjik noronlarda kalbindin
varlig1 gosterilmistir (Damier ve ark, 1999; Xu ve Pu, 2016; Dopeso-Reyes ve ark, 2014).
Sinaptik iletim ve depolarizasyon agamasinda ekstraselliiler araliktan hiicre i¢ine kalsiyum
akis1 gerceklesmektedir. Hiicre icine olan kalsiyum akisi kalbindin, kalmodulin ve kalsiyum
tamponlama proteinleri tarafindan siki sekilde kontrol edilmektedir (Dopeso-Reyes ve ark,
2014; Ludtmann ve Abramov, 2018). Lewy cisimciklerinin plazma membraninda gozenekler
olusturarak ekstraselliiler araliktan sitozole kalsiyum geg¢isini arttirdiklar1 bildirilmistir, artan
hiicre i¢i kalsiyum mitokondri ve endoplazmik retikulum tarafindan diizenlenmeye c¢alisilir ve
oksidatif stres gelisimine katkida bulunur (Ludtmann ve Abramov, 2018). Damier ve
arkadaglar1 (1999) Sekil 4’de goriildiigi gibi SNpc’da bulunan, kalbindin negatif hiicre
kiimelerinin ‘nigrozom’ olarak adlandirildigi 5 alt gruba ayirmislardir. En genis ‘N1’ olarak
adlandirilan nigrozom 1 PH’nda ilk dejenere olan bdliimdiir, hastaligin siddeti arttikca
sirastyla N2, N4, N3 ve N5 bolgelerinde bulunan noéronlarda dejenerasyona ugrarlar (Damier
ve ark, 1999; Saeed ve ark, 2017; Sung ve ark, 2018; Schwarz ve ark, 2018; Cheng ve ark,
2019).
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Sekil 4: Mesencephalon transvers kesitlerinde farkli nigrozom bdolgelerinin gosterimi. CGS;
substantia grisea centralis, M; medial grup, Mv; Medioventral grup, RN; nucleus ruber, AS8;
retrorubral dopaminerjik noron grubu, SNpd, SNpl; substantia nigra’nin dorsal ve lateral
boliimleri, N; nigrozom, DBC; pedunculus cerebellaris superior caprazi (brachium
conjunctivum), CP; serebellar pedinkiil, III; nervus oculomotorius ¢ikis noktasi (Damier ve

ark 1999).

Parkinson hastaliginin gelisiminde nérotropik bir patojenin viicuda nazal ve/veya
gastrik yol ile alindiktan sonra, aksonal transportla merkezi sinir sistemine tasindig: fikri de
bilimsel olarak olduk¢a fazla kanita sahip, giincel olarak ¢alisilan, hastaligin
etiyopatogenezine farkli bir bakis agis1 getirmis olan bir hipotezdir. Ilk olarak Braak ve
arkadagslar1 (2003) tarafindan ortaya atilmistir ve ‘¢ift vurus hipotezi’ olarak bilinmektedir
(Pan-Montojo ve ark, 2010; Hobson, 2012; Gray ve Woulfe, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016;
Subramaniam ve Federoff, 2017). Cift vurus hipotezine gore Parkinson hastaliginin birincil
noropatolojik bulgularindan biri SNpc noronlarinin dejenerasyonu degildir. Cesitli etmenler
sebebi ile motor semptomlarin ortaya ¢ikmasindan ¢ok 6nce baslayan, premotor semptomlarin
ortaya ¢ikisinda anahtar rol oynayan ve dopaminerjik ndronlara spesifik olmayan bir siirecin
sonunda PH gelismektedir ve dopaminerjik norodejenerasyon da bu siirecin ilerleyen
asamalarinda goriilen bir bulgudur (Braak ve ark, 2003; Todorova ve ark, 2014). Braak ve
arkadaslarina (2003) gore Lewy cisimcikleri ilk olarak nucleus dorsalis nervi vagi ve nervus
glossopharyngeus innervasyonunu saglayan nucleus solitarius’ta ve bulbus olfactoris’ta ortaya
cikmakta caudo-rostral olarak aksonal transportla hiicreden hiicreye gecerek SSS’ne
yayillmakta, norodejeneratif ve inflamatuar mekanizmalar1 tetiklemektedir. Cift vurus

hipotezinde PH’nin gelisimi klinik semptomlarla iliskilendirilerek alti asamada
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aciklanmaktadir. Birinci ve ikinci asama klinik olarak hastaligin preklinik donemidir, Lewy
cisimcikleri yalniz SSS’de medulla oblongata, tegmentum pontis, bulbus olfactorius ve
nucleus olfactorius anterior, nucleus dorsalis nervi vagi, nucleus solitarius’ta, periferde
intestinal dokuda, olfakor mukozada ve glandula submandibularis’te bulunur. Uciincii ve
dordiincli asamada substantia nigra ve diger mezensefalik ¢ekirdeklerin tutulumu gergeklesir,
klinik olarak motor semptomlar goriiliir. Besinci ve altinci agamada ise Lewy cisimcikleri
beyin korteksine yayilmislardir, ¢ok ¢esitli klinik semptomlar goriiliir (Braak ve ark, 2003;
Sampson ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016; Giguere ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018;
Mihaila ve ark, 2019). Bu yayilmaci patoloji PH nin prion hastaliklarina benzer bir patolojiye
sahip oldugu diisiincesini dogurmustur, nitekim alfa siniiklein fibrillerinin enjekte edildigi
farelerde takip eden siiregte alfa siniiklein agregasyonlart ve SNpc noron dejenerasyonunun
gelistigi saptanmistir (Wang ve ark, 2019). llging olarak Creultzfeldt-Jakob gibi prion
hastaliklarinda da olfaktor yolaklarin tutulumunun gergeklestigi bilinmektedir (Hobson,
2012). Ayrica primer noronal hiicre kiiltiirlerinde alfa-siniiklein oligomerlerinin noéronlar
tarafindan endositozla alinarak alfa-siniiklein agregatlarma indiiklendigi bildirilmistir
(Desplats ve ark, 2009). Deneysel Parkinson hastaligi olusturmak amaciyla, ¢esitli yollarla
uygulanan pestisitlerden biri olan rotenonun oral yolla uygulandig farelerde enterik ve santral
sinir sisteminde alfa-siniiklein agregatlarin varlig§i ve SNpc’da ndron dejenerasyonu
gosterilmistir (Pan-Montojo ve ark, 2010). Ratlarda intranazal manganez ve MPTP
uygulamasinin ii¢ hafta sonrasinda, mesencephalon ve medulla oblongata’da Lewy

cisimciklerinin varlig1 gosterilmistir (Hobson, 2012).

Parkinson hastaliginin etiyopatogenezinde rol oynayan genetik nedenler daha ¢ok 20
yas altinda goriilen primer juvenil parkinsonizm ve 20-40 yaslar1 arasinda motor
semptomlarin goriildiigii gen¢ baslangicli parkinsonizm olgular ile iliskilendirilmektedir
(Ylikotila ve ark, 2015; Neimann ve Jankovic, 2019). Geng baslangichi olgularda cinsiyetin de
etkili oldugu, erkeklerde daha sik goriildiigli bilinmektedir (Rajsombath ve ark, 2019). Aile
oykiistinde PH bulunan bireylerin genel populasyondan 3-4 kat daha fazla risk altinda oldugu
bildirilmektedir (Ylikotila ve ark, 2015). Amerika Birlesik Devletleri’'nde 40 yas alt1
populasyonda goriilen parkinsonizm olgularinin insidansi  %?3-5 olarak belirtilirken
Japonya’da bu oran %10 olarak bildirilmistir (Schrag ve Scott, 2006). Genetik nedenler
arasinda alfa siniiklein ve parkin genleri olarak adlandirilan ¢esitli kromozom lokuslarinda
bulunan otozomal dominant; PARK1/4 (SNCA), PARK3, PARKS, PARK11, PARKI13 ve
otozomal resesif; PARK2, PARK6, PARK7, PARKY9, PARK14, PARK15, LRRK2, DJ-1,
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PIN1 genlerinde olusan mutasyonlar bulunmaktadir (Lotharius ve Brundin, 2002; Saiki ve
ark, 2011; Subramaniam ve Federoff, 2017; Akbayir ve ark, 2018; Giguere ve ark, 2018;
Neimann ve Jankovic, 2019). Geng¢ baslangicli parkinsonizm olgularinda parkin
mutasyonlarinin prevalansi etnik kdkene ve lilkeye gore %2.9-11.1 arasinda degismektedir
(Malek ve ark, 2015). Parkinson hastaligi ile iliskili genetik mutasyonlarin yaslanma ve
cevresel faktorlere bagl olarak da ortaya cikabilecegi bildirilmektedir (Akbayir ve ark, 2018).
Genetik kodlarin fonksiyonuna iliskin erken yaslarda baslayan PH olgularinda hastalar
arasinda hastaligin baslangic yasi, ilerleme hizi ve semptomlarin kesin profili farklilik
gostermektedir. Ornegin PARK7 mutasyonu ile goriilen geng baslangigh PH olgularinda
psikiyatrik semptomlar yaygindir, blefarospazm ve skolyoz eslik edebilir, PARKI14
mutasyonunda ise cerebrum ve cerebellum atrofisi goriiliir (Saiki ve ark, 2011). Ayrica
genetik kokenli primer juvenil parkinsonizm ve gen¢ baslangi¢h parkinsonizm olgularinin
biiylik cogunlugunda Lewy cisimcikleri goriilmez (Hirsch ve ark, 2012; Malek ve ark, 2015;
Neimann ve Jankovic, 2019). Bazi ¢aligmalarda otozomal resesif genlerde olusan mutasyonlar
nedeni ile goriilen PH olgularinda oldukga sik rastlanan bir premotor semptom olan olfaktor
disfonksiyonlarin bulunmadigi da belirtilmektedir (Malek ve ark, 2015). Dopamin
reseptorlerini bloke eden haloperidol, olanzapin gibi ilaglarin kullanimi, kafa travmasi,
ensefalite neden olan otoimmun hastaliklar, dang hummasi, mycoplasma pneumoniae,
Epstein-Barr virus, varicella Zoster virus ve coxsackie virus enfeksiyonlari, mezensefalik
timorler, obstruktif hidrosefalus, kraniyal radyoterapi ge¢misi ve iskemiye sebep olan
dolasim bozukluklar1 da pediatrik parkinsonizm olgularina neden olmaktadir (Neimann ve
Jankovic, 2019). Pek c¢ok genetik mutasyonun ve patolojinin benzer motor semptomlarla
seyretmesi nedeniyle Parkinson hastaliginin birden fazla olasi etiyolojisi olan bir sendrom

oldugu agiktir (Adler, 2011).

Parkinson hastalarinin %90’1inda hastalik belirlenebilir bir genetik faktorle iliskili
bulunmamakta, ¢evresel faktorlerin hastalik patogenezinde 6nemli yer tuttugu belirtilmektedir
(Hirsch ve ark, 2012; Ylikotila ve ark, 2015; Ascherio ve Schwarzschild, 2016; Tysnes ve
Storstein, 2017; Akbayir ve ark, 2018; Kim ve ark, 2019). Ozellikle pestisitlere, demir, kursun
ve manganez gibi agir metallere maruziyet, travmatik beyin hasari, siit ve siit iirlinleri
tiiketimi, antidepresan ilaglar ve amfetamin gibi uyarict maddelerin kullaniminin Parkinson
hastalig: riskini arttirdig1 bildirilirken, sigara ve alkol kullanimi, diizenli kahve ve siyah cay
tilketiminin hastalik riskini azalttig1 bildirilmektedir (Pan-Montojo ve ark, 2010; Bollinger ve

ark, 2012; Ascherio ve Schwarzschild, 2016; Getz ve Levin, 2017; (Parashar ve Udayabanu,
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2017; Kim ve ark, 2019). Kirsal kesimde tarim ile ugrasan ve siklikla, deneysel Parkinson
hastaligi olusturmak icin de kullanilan, rotenon, parakuat, maneb ve benzeri pestisitleri
kullanan ¢iftcilerde PH gelisim orani anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Akbayir ve ark,
2018). Giiney Kore’de yapilmis bir arastirma sigara kullaniminin erkeklerde %50 kadinlarda
%23, alkol tiikketiminin ise erkeklerde %23 kadinlarda %41 oraninda PH riskini azalttigini
belirtmektedir (Kim ve ark, 2019). Cinsiyete bagli goriilen bu farkliliklarin baslica kadin ve
erkek beyninin farkli olmasindan ileri geliyor olabilecegi belirtilmektedir. Sigaranin ana
bileseni olan nikotin a6P2 ve a6p4 nikotinik asetilkolin reseptorleri iizerinden corpus
striatum’a dopamin salinimini uyarmaktadir (Getz ve Levin, 2017). Kadinlar arasinda fark
bulunmaz iken sigara kullanan erkeklerde kullanmayan erkeklere gore B2 reseptorlerinin alt
iinitelerinin daha fazla oldugu saptanmistir (Cosgrove ve ark, 2012). Alkol tiiketiminin ise
kadinlarda daha etkili olmasi1 gastrik alkol dehidrojenaz aktivitesinin kadinlarda erkeklere
kiyasla daha diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Kim ve ark, 2019). Esit
miktar alkol tiiketiminden sonra kadinlarda serum firat diizeyi daha yiiksek bulunmustur
(Gaffo ve ark, 2010). Ayrica disi esey hormonu 6strojenin dopaminerjik néronlart yikimdan
korudugu (Cerri ve ark, 2019), Parkinson hastalig1 semptomlarinin siddetini azalttig1, cerrahi
veya dogal menapoz sonrasi kadinlarda da riskin arttig1 belirtilmektedir (Marras ve Saunders-
Pullman, 2014; Lee ve ark, 2019; Park ve ark, 2019). Ovariektomize ratlarla yapilmis bir
deneysel caligmada 30 giinliik Ostrojen yoklugunun SNpc dopaminerjik ndronlarinin
%30’undan fazlasiin kaybina neden oldugu bildirilmistir (Leranth ve ark, 2000). Substantia
nigra ve area tegmentalis ventralis’de dstrojen reseptorlerinin varligi gosterilmistir. Ostrojen
presinaptik olarak tirozin hidroksilaz aktivitesini arttirarak dopamin sentezini arttirmakta,
postsinaptik olarak dopamini yikimlayan katekol-O-metil transferaz enziminin mRNA
ekspresyonunu azaltmaktadir (Saunders-Pullman, 2003). Cinsiyete bagli bu farkliliklarin
yaninda kronik stres maruziyeti en 6nemli ¢evresel risk faktorlerindendir. Pestisitler, kimyasal
coziiciiler ve metal maruziyeti yasayan meslek gruplari; ciftciler, agac¢ is¢ileri, ressamlar ve
saglik calisanlar1 arasinda PH insidans1 yiiksektir (Cerri ve ark. 2019). Fransa’da sanayi
sektorlerinin kapsamli bir analizine dayanarak yapilmis olan bir ¢alismada PH insidansi ile
tarim, metalurji ve tekstil sektorleri arasinda pozitif yonli giiclii bir iliski saptanmistir (Vlaar
ve ark, 2018). Fiziksel aktivite PH baslangicini, siddetini ve ilerlemesini etkileyen diger bir
onemli yasam tarzi faktoridir (Cerri ve ark, 2019). Orta yas doneminde yapilan yogun
egzersiz PH riskinin azalmasinda, hastaligin prognozunun daha iyi seyretmesinde ve diisiik

oranda komplikasyon goriilmesinde etkilidir (Rafferty ve ark, 2017).
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Yaglanma yalnizca Parkinson hastaligi ile degil, tiim noérodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilen ancak patofizyolojsi tam olarak ac¢iklanamayan bir faktordiir (Reeve ve ark,
2014, Rodriguez ve ark, 2015). Yaslanma, yipranma ve asinma nedeni ile goriilen bir sonug
degil, oksidatif stres ve enerji metabolizmasinin degisimlerini igeren bir siirectir. Orta yas
sonrasi her on yilda bir substantia nigra pars compacta’da bulunan dopaminerjik néronlarin,
cevresel faktorlere de bagli olmak iizere %4.7-9.8 oraninda azaldig1 bildirilmektedir (Akbayir
ve ark, 2018). Yaslanma ile birlikte hippocampus, putamen, hypothalamus ve nucleus basalis
telencephali’de noron sayilarinin nispeten ayni kaldigi ancak kortikal néronlarda ortalama
%10, substantia nigra haricinde dopaminerjik néronlarin bulundugu ventral tegmental ve
retrorubral alan noronlarinda %50’ye yakin kayip goriildiigii bildirilmektedir. Bu durum
dopaminerjik ndronlarin yaslanma ile ilgili degisikliklere daha duyarlt olduklarini
gostermektedir (Reeve ve ark, 2014). Dopaminerjik néronlarin nérodejeneratif sitireclere daha
duyarli olmalar1 dopamin metabolizmasinin monoamin oksidaz basamaginda ag¢iga c¢ikan
hidrojen peroksit gibi serbest radikallere, substantia nigra’da bulunan dopaminerjik néronlarin
icerdigi ndromelanin pigmentinin serbest radikaller, demir elementi ve hiicresel katyonlarla
reaksiyona girmesine, yaslanma ile birlikte ubikitin proteozomal sisteminin niteliginin
azalmasina baglanmaktadir ki Lewy cisimcikleri PH’nda oldugu kadar yogun olarak
bulunmasa da, saglikli yash insanlarda da saptanmaktadir (Zeca ve ark, 2001; Reeve ve ark,

2014; Rodriguez ve ark, 2015; Giguere ve ark, 2018).

2.1.3.1. Parkinson hastaliginda tani ve tedavi yontemleri hakkinda genel bilgiler

Parkinson hastalig1 multifaktoriyel etiyolojiye sahip, klinik olarak premotor ve motor
semptomlarin ortaya ¢ikis paterni ve progresyonunda hastalar arasindaki profili oldukca
heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle klinik olarak PH tanis1 pek ¢ok premotor semptomun
varligina ragmen c¢ogunlukla motor donemde, motor semptomlarin varligina ve
karakterizasyonuna gore tan1 koyulmaktadir (Regensburger ve ark, 2014; Rizek ve ark, 2016;
Ruffmann ve Parkkinen, 2016; Gao ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018; Fitzgerald ve ark, 2019;
Grochowska ve ark, 2019; Sui ve ark, 2019). Ingiltere Parkinson Hastalign Dernegi Beyin
Bankas1 klinik diagnoz kriterlerinde bradikinezi temel alinir, bradikineziye asimetrik
baslangigli 4-6 hertz siddetinde tremor, viziiel, vestibuler, serebellar ve proprioseptif
disfonksiyonlarla alakali olmayan postiirel instabilite veya rijidite semptomlarindan herhangi
birinin eslik ediyor olmasi, Levodopa sagaltimimndan olumlu cevap alinmasi klinik PH tanisi

icin yeterlidir (Rizek ve ark, 2016; Tarakad ve Jankovic, 2018).
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Cogu olguda (%70) motor semptomlar viicudun bir yariminda ve %41 oranla viicudun
sag yariminda ortaya cikar, birka¢ yil igerisinde de kontralateral tarafta goriiliir. Viicut
fleksiyon postiirii, yiirliylis bozukluklari, ytiriirken kol saliniminin olmamasi, istirahat halinde
genellikle el veya ayak gibi uzuvlarda, %70 siklikla {ist ekstremitede baslayan tek tarath
tremor ilk motor bulgulardandir (Hobson, 2012; Rizek ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016).
Parkinson hastaligimnin ilk tanimlanmasindan bu yana ge¢mis olan 200 yildan fazla siire
icerisinde, klinikopatolojik korelasyon ile birlikte semptomlarin kapsamli  klinik
karakterizasyonu tami ig¢in giiglii klinik kriterlerin, UPDRS ve NMS gibi degerlendirme
skalalarmin olusturulmasini saglamistir (Huang ve ark, 2017; Tibar ve ark, 2018). Bununla
birlikte motor tezahiirler olmadan PH’n1 erken tespit etmek de son derece 6nemlidir (Chahine
ve ark, 2014; Nair ve ark, 2018). Parkinson hastaliginda dogru tan1 sadece tedavi ve prognoz
icin degil, ayn1 zamanda klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar icin de 6nem arz etmektedir.
Ancak multifaktoriyel etiyolojisi ve hastalar arasindaki farkli klinik profili nedeniyle PH'nin
klinik pratikte yanlis teshisi oldukca yaygindir. Yakin tarihli bir derleme Parkinson hastasi
olarak bildirilen olgularda dogru tan1 oraninin yalnizca %80.6 oldugunu bildirmektedir (Rizzo
ve ark, 2016). Esansiyel tremor klinik olarak PH ile en kolay karistirilan sendromlardan
biridir (Gao ve ark, 2018). Kesin tan1 Parkinson hastaliginin spesifik bulgular1 olan SNpc
norodejenerasyonu ile birlikte Lewy cisimciklerinin varliginin gosterilmesiyle ancak post
mortem incelemelerde koyulabilmektedir (Marsh, 2013; Poirier ve ark, 2016; Ruffmann ve
Parkkinen, 2016; Gao ve ark, 2018; Tarakad ve Jankovic, 2018). Bu nedenle, klinik pratikte
yalnizca semptomlarin tezahiiriine dayanan UPDRS ve NMS skalalarina gore PH teshisine ek
olarak L-DOPA uygulamasina alinan olumlu yanit da taniyr dogrulayan en énemli etmendir

(Xia ve Mao, 2012; Poirier ve ark, 2016; Rizek ve ark, 2016).

Radyolojik goriintiileme tekniklerindeki gelismeler, PH’ nda beyinde goriilen dejeneratif
stirecleri arastirmak, erken tan1 koymay1 saglayabilecek kriterlerin gelistirilmesini saglamak
ve olasi diger patolojilerin tanimlanarak saf dis1 birakilmasi amaciyla glinlimiizde 6nem
kazanmistir (Rizek ve ark, 2016; Nair ve ark, 2018; Perlbarg ve ark, 2018). Nigrostriatal
dopaminerjik yolak PET ve tek foton emisyon tomografisinde (SPECT) dopamin tasiyici igin
radyoligantlar kullanilarak in vivo olarak goriintiilenebilmektedir. Fonsiyonel MRI, perfiizyon
MRI, difiizor tensor gorilintiileme ve transkraniyal ultrasonografi goriintiileme yontemleri
diger parkinsoniyen olgularin ayriminda olduk¢a fayda saglamaktadir (Pagano ve ark, 2016;
Rizek ve ark, 2016). Yapisal MRI goriintiilemeleri vaskiiler veya neoplastik patolojisi olan

parkinsonizm olgularinin PH’ndan ayriminda olduk¢a fayda saglamaktadir (Pagano ve ark,

44



2016). Bu goriintiiler {izerinde yapilan voksel bazli morfometrik 6l¢iimlerde Parkinson
hastalarinda nucleus caudatus ve putamen hacminin, hippocampus, frontal lob, gyrus cinguli
ve gyrus temporalis superior’da gri cevherin azaldig1 bildirilmistir (Saeed ve ark, 2017). Daha
fazla manyetik alan {reterek daha kaliteli goriintiller saglayan 3 ve 7 Tesla MRI
goriintiilemelerde, hastaliin erken donemlerinde dahi Parkinson hastalar1 saglikli
kontrollerden ve atipik parkinsoniyen olgulardan yiikksek dogruluk payr ile ayirt
edilebilmektedir (Fabbri ve ark, 2017; Sung ve ark, 2018; Takahashi ve ark, 2018; Cheng ve
ark, 2019). Substantia nigra T1 agirlikli (T1’W1) MRI gériintiilerinde hiperintens bir bant
olarak goriilmektedir (Takahashi ve ark, 2018). Lokal demir birikimi manyetik alanin
homojenitesini bozar, T2 agirlikli (T2°W1) MRI goriintiilerinde, transvers relaksasyon siiresi
kisaldigi i¢in hipointens olarak goriiniir (Takahashi ve ark, 2018). Resim 2’de goriildiigli gibi
NI1’de bulunan ndronlarin dejenerasyonu ve artmis demir konsantrasyonuna bagli T2
yogunluklu, demir duyarli MRI goriintilemede N1 bolgesinde sinyal azalimi ve olusan
‘kirlangic kuyrugu’ goriintiisii PH icin spesifiktir (Saeed ve ark, 2017; Sung ve ark, 2018;
Schwarz ve ark, 2018; Cheng ve ark, 2019).

Resim 2: 1A; Parkinson hastasi bireyde dejenere olmus N1 bolgesi ve kirlangig kuyrugu
goriiniimii, 1B; saglikli birey, Mesencephalon, Demir duyarli T2 yogunluklu MRI
goriintiileme (Saeed ve ark, 2017).

Ayrica T2’W1 MRI goriintiilemede putamen’de hipointens sinyal yogunlugu PH’nin
multipl sistem atrofisinden %89, progresif supraniiklear palsiden %95 dogrulukla ayrimini
saglamaktadir (Pagano ve ark, 2016). Transkraniyal ultrasonografide substantia nigra’da
hiperekojenite artisi PH ile iliskilidir (Chahine ve ark, 2014). Difiizér tensér ve MRI

gorilintiileme yontemi ile Parkinson hastalarinda nigrostriatal yolak liflerindeki dejenerasyon
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ve SNpc’da azalmig fraksiyonel anizotropi belirlenebilmektedir (Rolheiser ve ark, 2011;
Perlbarg ve ark, 2018). Pozitron emisyon tomografisi ve SPECT goriintiileme in vivo olarak
PH’nda beyindeki degisimleri tespit etmek i¢in olduk¢a etkin yontemlerdir, bu yontemlerle
VMAT, dopamin tasiyict ve L-aromatik amino asit dekarboksilaz enzimlerinde belirgin
distigler gosterilmistir. 18F-fludeoksiglukoz kullanilarak yapilmis PET taramalarinda
Parkinson hastalarinda nuclei basales, pons ve cerebellum’da glikoz metabolizmasi artarken
posterior parietal korteks, primer ve suplementer motor kortekste azaldigi tespit edilmistir
(Pagano ve ark, 2016). Parkinson hastalarinda oldukc¢a yaygin ve ilk goriilen premotor
semptomlardan olan olfaktor disfonksiyonlarin hastaligin motor déneminden en az 4-6 yil
once gozlendigi disiiniiliirse, gelisen goriintiileme yontemlerinin PH nin erken teshisi i¢in
premotor semptomlart degerlendirmeye yonelik kullanimi oldukga faydali olabilir (Rolheiser
ve ark, 2011; Rizek ve ark, 2016). Ayni zamanda invaziv olmayan goriintiileme
biyobelirtegleri ilag etkisinin erken teshisi ve izlenmesi, dolayisiyla hastaliga karsi daha etkili
tedavilerin gelistirilmesi i¢in de kullanilabilir (Rolheiser ve ark, 2011; Baradan ve ark, 2013;

Perlbarg ve ark, 2018).

Parkinson hastaliginda terapotik protokoller yalnizca semptomlarin iyilesmesini
saglamakta, hastalifin ilerlemesini ya da durdurulmasmi saglayan bir tedavi segenegi
bulunmamaktadir (Dauer ve Przedborski, 2003; Shapiro ve ark, 2007; Oung ve ark, 2015;
Sveinbjornsdottir, 2016; Rizek ve ark, 2016; Gao ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018;
Karakatsani ve ark, 2019). Bu durum Parkinson hastaliginin klinik olarak nérodejenerasyonun
onarilamaz asamada oldugu motor donemde teshisi ile de yakindan iligkilidir (Rolheiser ve
ark, 2011; Caminiti ve ark, 2017). Bu nedenle gilinlimiizde PH'nin tedavisine yonelik yapilan
pek ¢ok arastirma ndrodejenerasyonu yavaslatmayi ve/veya durdurmayi saglayarak hastaligin
modifiye edilmesini amag¢lamaktadir. Ancak heniiz hi¢bir tedavinin kesin olarak néroprotektif
etkisi oldugu kanitlanmamistir (Rizel ve ark, 2016; Karakatsani ve ark, 2019). Parkinson
hastaliginin tedavisinde oral L-DOPA uygulamasi, kesfedildigi giinden bu yana altin
standarttir. Dopamin agonistlerinin ndropsikiyatrik yan etkileri géz oniine alindiginda ¢ogu
hasta i¢in de en yaygin baslangi¢ tedavisini olusturmaktadir (Xia ve Mao, 2012; Oung ve ark,
2015; Sveinbjornsdottir, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018; Yu ve ark,
2018). Parkinson hastaliginda motor semptomlarin erken doneminde, ortalama 5 yil siiresince
farmakolojik tedaviye miikemmel cevap almir ve bu donem ‘balayr donemi’ olarak
adlandirilir (Saunders-Pullman, 2003; Oung ve ark, 2015; Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu,

2016). Ancak L-DOPA’nin ndrodejeneratif mekanizmalara ve siirece etkisi yoktur. Hastalik
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ilerledikce L-DOPA daha az siire ile etki eder, tedavi i¢in gereken doz miktar artar, ilag
uygulamasindan 6nce motor semptomlar tekrar ortaya ¢ikar, 5-10 yil veya daha fazla siiren
tedavi sonrasinda hastalarin ¢ogunda ‘yipranma reaksiyonlar1’ olarak adlandirilan, ilaca iyi
veya kotli yanit veren fazlar ve kacinilmaz olarak diskinezi olarak adlandirilan hiperkinetik
motor bozukluklar goriiliir (Dauer ve Przedborski, 2003; Regensburger ve ark, 2014; Oung ve
ark, 2015; Rizek ve ark, 2016; Sampson ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu,
2016; Heusinkveld ve ark, 2018; Mishra ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018). Bu nedenle L-
DOPA tedavisine baslamay1 geciktiren pramipeksol, ropinirol, rotigotin ve bromokriptin gibi
dopamin reseptdr agonistlerinin rasagilin, selegilin gibi MAO inhibitorleri ve entakapon gibi
KOMT inhibitorleri ile kombine kullanimi ¢ogunlukla tedavide ilk se¢enegi olusturmaktadir.
Hastaligin ilerleyen asamalarinda L-DOPA ile kombine edilerek de kullanilmaktadirlar (Rizek
ve ark, 2016; Mishra ve ark, 2018; Prashanth ve Roy, 2018). Dopamin agonistlerinin
yarllanma Omrii L-DOPA’dan daha uzundur bu nedenle daha uzun siireli reseptor
stimiilasyonu saglarlar (Mishra ve ark, 2018). Dopamin agonistlerinin kullanimi1 semptomatik
olarak olduke¢a faydalidir ancak genetik ¢aligmalar dopamin deplesyonunun, motor aktivitede
direkt yolakta rol alan dopaminerjik noronlarda D1 reseptdr agonistlerine kars1 asir1 duyarlilik
olusturdugunu gostermektedir. Bu asir1 duyarlilik uzun stireli dopamin agonistleri ile tedavi
sonrasi diskinetik motor bozukluklarin goriilmesinde etkendir (Gerfen, 2000). Bunun yaninda
serotonerjik, noradrenerjik noronlarda ekzojen L-DOPA’nin dekarboksilasyonunu saglayarak
dopamine donilismesini saglar. Kadinlarda L-DOPA tedavisine bagli diskinetik bozukluklar
daha sik ve siddetli goriiliirken tedavi sirasinda daha az L-DOPA’ya gereksinim duyduklari
bildirilmektedir (Sanders-Pullman, 2003; Marras ve Saunders-Pullman, 2014). Geng
baslangiglh Parkinson hastalig1 olgularinda L-DOPA’ya daha iyi cevap alinir ancak diskinezi
gelisim riski daha fazladir (Getz ve Levin, 2017).

Motor semptomlar arasinda bradikinezi ve rijidite, farmakolojik ve cerrahi tedaviye
tremordan Once cevap veren, en duyarli semptomlardir. Dopaminerjik tedavinin bradikinetik-
rijit tip Parkinson hastalarinda primer motor korteksin uyarilabilirligini normalize ederek,
azalan hareket amplitiidiinii ve hizim1 arttirdigi bildirilmektedir (Bologna ve ark, 2018;
Cosgrove ve Alty, 2018). Tremorun L-DOPA sagaltimina yamiti hastalik boyunca
degiskendir, baslangicta olumlu sonuclar goriilse de hastaligin ilerlemesi ile direncli hale
gelebilir. Tedavi tremor amplitiidiinde azalma saglamakta ancak sikligin1 degistirmemektedir
(Helmich ve ark, 2012; Lee ve Koh, 2015; Rizek ve ark, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018).

Dopaminerjik tedavilerin tremor ¢esitleri {izerine farkli etkileri de g6z Oniinde
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bulunduruldugunda bazi ¢alismalar kinetik ve postiirel tremorun dopamin bagimli oldugunu,
istirahat tremorunun ise olmadigini belirtmektedir (Santamato ve ark, 2015; Moustafa ve ark,
2016), corpus striatum’daki dopamin deplesyonunun tremorla iligkisi kesin olarak
gosterilememistir (Cosgrove ve Alty, 2018). Benzer sekilde premotor semptomlarin da
dopaminerjik tedaviye yanit1 degiskenlik gostermektedir. Ornegin néropsikiyatrik
semptomlardan depresyon dopaminerjik tedaviye cevap verirken, kognitif bozukluklar ve
demans vermez. Bunun yaninda ortostatik hipotansiyon ve haliisinasyonlar gibi bazi premotor
semptomlar dopaminerjik tedavi tarafindan da indiiklenmektedir (Xia ve Mao, 2012; Lee ve
Koh, 2015; Poirier ve ark, 2016; Sveinbjornsdottir, 2016). Dopaminerjik tedavi mezolimbik
yolag1 etkileyerek kumar ve alis veris bagimliligina, asir1 cinsel istek gibi diirtii kontrol
bozukluklarina da neden olmaktadir (Goldman ve Postuma, 2014; Caligiore ve ark, 2016;

Poirier ve ark, 2016).

Parkinson hastaliginin ilerleyen asamalarinda, farmakolojik tedavi motor semptomlari
kontrol etmede yetersiz kaldiginda, cerrahi olarak derin beyin elektriksel stimiilasyonu (DBS)
gerceklestirilmektedir (Sveinbjornsdottir, 2016; Xu ve Pu, 2016; Heusinkveld ve ark, 2018).
Bu asamada GPm’i hedefleyen pallidotomi, STN’u hedefleyen subtalamotomi gibi yiliksek
frekansli derin beyin stimiilasyonunu igeren cerrahi tedaviler devreye girer. Subtalamik
tremorun sagaltiminda daha etkili oldugu bildirilmektedir (Shapiro ve ark, 2007; Moustafa ve
ark, 2016). Subtalamik cekirdegin stimiilasyonunun motor semptomlar: iyilestirdigi, sag
premotor alanda ve serebellumda glikoz metabolizmasini arttirdigr bildirilmektedir ve DBS
icin siklikla tercih edilir (Lanciego ve ark, 2012; Moustafa ve ark, 2016). Tremor kontrolii
DBS ile miikemmel sekilde saglanmaktadir (Heusinkveld ve ark, 2018). Derin beyin
stimiilasyonu uygulamalar1 diskinezi gelisme riski olmadan motor semptomlarin sagaltimini
saglar ancak yalnizca on yil boyunca faydasi bulunabilir (Rizek ve ark, 2016). Son yillarda
yetmis yasindan biiyiik olan veya bir takim diger sebepler nedeni ile DBS uygulanmayan
hastalarda levodopa-karbidopa (duodopa) intestinal jel uygulamasi gelistirilmistir. Bu
uygulama yalnizca jejunal tiipii tutamayabilecek ciddi demansi olan hastalarda
uygulanmamaktadir. Bagirsak jeli perkutan tiip yerlestirme yoluyla jejunum igine pompalanir,
daha uzun siireli dopaminerjik stimiilasyon saglamada ve daha sabit plazma Levodopa
seviyelerinin olusmasinda oral L-DOPA sagaltimindan etkilidir (Rizek ve ark, 2016; Wang ve
ark, 2018).
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Parkinson hastalar1 arasinda mortalite oran1 saglikli bireylerden ii¢ kat daha fazladir.
Hastalarin yaklasik yarist hastalikla iliskili nedenlerden hayatlarini kaybetmektedirler. Otopsi
sonuclarina gére bronkopndmoni (%50) en sik rastlanan 6liim nedenidir (Wang ve ark, 2015;
Ruffmann ve Parkkinen, 2016). Yiiksek yas, erkek cinsiyet, siddetli motor semptomlar ve
yiiriiyiis bozukluklar1 mortalite oranini arttirmaktadir (Dauer ve Przedborski, 2003; Ruffmann
ve Parkkinen, 2016). Parkinson hastalarinin tani koyulmasindan 10-20 yil sonra %40-75’1
oliirken, %50’ye yakini ise bakima muhtag hale gelmektedir (Xia ve Mao, 2012).

Gorildiigii tizere PH tedavisi i¢in yalnizca bazal ¢ekirdeklerin fonksiyonel
degisimlerine odaklanarak, dopamin replasmani saglama iizerine kurulu tedaviler uzun
donemde hastalar i¢in faydadan ¢ok zarar saglamakta, serebral korteks ile bazal ¢ekirdekler ve
serebellum arasindaki anatomik ve fonksiyonel etkilesimleri géz ardi ettigi icin PH’nin
patogenezinin anlasilmasini, dolayistyla farkli tedavi seceneklerinin  gelistirilmesini
sinirlandirmaktadir (Xia ve Mao, 2012; Caligiore ve ark, 2016; Wang ve ark, 2018). Motor
semptomlar1 tedavi etmeye yonelik uygulamalardan ziyade, ndrodejenerasyonu yavaglatmaya
veya Onlemeye yonelik noroprotektif uygulamalarin gelistirilebilmesi ancak PH’nin
patogenezinin aydinlatilmasi ve erken teshis kriterlerinin gelistirilmesi ile miimkiin
goriinmektedir (Adler, 2011; Ruffmann ve Parkkinen, 2016; Tanik ve ark, 2016; Rodriguez-
Violante ve ark, 2017; Murueta-Goyena ve ark, 2019; Jones veark, 2020). Son yillarda
hastaligin patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan caligmalar, Parkinson hastalarinda
goriilen intestinal mikrobiyom degisiminin, patolojik alfa siniiklein agregatlarinin
olusumundaki roliinii, intestinal sistem kaynakli humoral ve hiicresel degisikliklerin SSS’nde
PH patogenezi iizerine olas1 etkilerini arastirmaya odaklanmistir (Fitzgerald ve ark, 2019;
Gorecki ve ark, 2019). Bu amaglarla siklikla kullanilan deneysel hayvan modellerinde, daha
cok alternatif terapotik protokollerin arastirilmasina uygun, yalnizca corpus striatum’da
dopamin deplesyonunu saglayan MPTP gibi ajanlarin stereotaksik uygulamasi ile olusturulan
kisa stireli PH modelleri yerine, Lewy cisimcikleri, SNpc dejenerasyonu gibi hastaligin tiim
patogenetik  Ozelliklerini olusturan, bunun yaninda hastalifin patogenezine uygun
noropsikiyatrik ve davranigsal problemler ve gastrointestinal disfonksiyonlarin da goriildiigii,
noroprotektif ajanlarin etkisinin arastirilabilecegi ve hastaligin progresyonunun izlenebilecegi
uzun siireli rotenon uygulamalar tercih edilmektedir (Samantaray ve ark, 2007; Cannon ve

ark, 2009; Johnson ve Bobrovskaya, 2015; Griinewald ve ark, 2019).

Calismamizda probiyotik etkenlerin hastalifin progresyonuna olan etkilerini arastirmak

amaci ile, belirtilen sebeplerle uzun siireli, diisiik dozda rotenon uygulamasi ile olusturulan
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deneysel Parkinson hastaligi modelini tercih ettik. Uzun siireli rotenon uygulamasi ile
olusturulan deneysel Parkinson hastaligt modeli ratlarda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir, rotenon farelere ratlardan daha az toksik oldugundan, farelerde SNpc
dejenerasyonunu olusturmada yetersiz oldugu bildirilmektedir (Thiffault ve ark, 2000; Blesa
ve ark, 2012). Rotenon, Pachyrhizus erosus olarak adlandirilan Meksika turbunun ve
Fabaceae ailesinde bulunan bir kag¢ bitkinin kok harici kisimlarinda dogal olarak bulunan
insektisit, akarisit ve pisisit olarak kullanilan kokusuz, renksiz, toz halinde organik bir
norotoksindir (Lee ve ark, 2018). Rotenon mitokondriyal kompleks I’deki elektron
transportunu engelleyerek etkisini gostermektedir. Bdylece mitokondriyal matrikste
yedeklenen oksijen, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ve buna bagli hiicre DNA’s1 ve
mitokondriyal bilesenlerin hasar gormesine ve sonug¢ olarak ndrodejenerasyona neden

olmaktadir (Samantaray ve ark, 2007).

2.1.3.2. Parkinson hastali@inin etiyopatogenezinde intestinal mikrobiyomun rolii

Parkinson hastalarinda intestinal mikrobiyomun saglikli insanlardan farkli oldugu ilk
kez Filip Scheperjans ve arkadaslar tarafindan 2015 yilinda tespit edilmis, oldukca yeni bir
gelismedir. Scheperjans ve arkadaglar1 (2015) 72 Parkinson hastasi ve 72 saglikli bireyin fekal
mikrobiyom analizinde; Parkinson hastalarinin digkisinda klinik konstipasyon skoru ile
korelasyon gosteren Prevotellaceae ailesine ait bakterilerin %77,6 oraninda azaldigini,
goreceli olarak sayisi fazla bulunan Enterobacteriaceae cinsi bakterilerin klinik postiirel
instabilite ve ylirliylis bozuklugu skoru ile pozitif korelasyon gosterdigini saptamislardir. Bu
bulgular Parkinson hastalarinda intestinal mikrobiyomun degistigini ve bu degisimin motor
fenotip ile iligkili oldugunu gosteren ilk kanitlardir. Sonrasinda, Parkinson hastalariin
diskisinda Blautia, Coprococcus, Faecalibacterium ve Roseburia cinsine ait bakterilerin de
Onemli Olciide azaldigi, Ralstonia, Lactobacillaceae, Verrucomicrobiaceae,
Ruminococcaceae, Bacteroidetes, Proteobacteria, Clostridiaceae ve Akkermansia cinsi
bakterilerin ise artis gosterdigi (Hasegawa ve ark, 2015; Keshavarzian ve ark, 2015), toplam
mikroorganizma sayisinda asir1 artis saptansa da, hastalifin ge¢ doneminde intestinal
mikrobiyom c¢esitliliginin azaldigi bildirilmistir (Aho ve ark, 2019; Gorecki ve ark, 2019;
Mihaila ve ark, 2019). Intestinal mikrobiyom gesitliliginin azalmasi inflamatuar bagirsak
hastaliklarinda oldugu gibi inflamasyona ve immun sistem aktivasyonuna neden olmaktadir

(Perez-Pardo ve ark, 2019). Parkinson hastalarinda saptanan intestinal mikrobiyom
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degisimlerinin tekrarlayan analizlerde de uzun yillar boyunca sabit kaldig1 bildirilmistir (Aho

ve ark, 2019).

Lewy cisimciklerinin SSS’nden once intestinal enterik noronlarda ortaya ¢ikist ve -
siniiklein agregatlarimin varligr ile artan intestinal permeabilite (Forsyth ve ark, 2011),
Parkinson hastalarinda konstipasyon, gastroparezis gibi premotor gastrointestinal
semptomlarin ve diisiik dereceli kolonik inflamasyonun varligir (Devos ve ark, 2013; Nair ve
ark, 2018; Gorecki ve ark, 2019), vagatomi uygulanmis bireylerde PH gelisim insidansinin
azalmasi (Svensson ve ark, 2015; Liu ve ark, 2017) gibi bulgular ilk olarak Braak ve
arkadaslarinin (2003) ortaya attigi Parkinson hastaliginin bagirsakta baslayarak, beyin-
bagirsak aksisi ile merkezi sinir sistemini etkiledigi hipotezinin 6nemini arttirmis, Scheperans
ve arkadaglarinin bulgular1 (2015) Parkinson hastalarinda goriilen intestinal mikrobiyom
degisiminin etiyopatogenetik faktorlerdeki roliinii sorgulatmistir (Parashar ve Udayabanu,
2017; Lionnet ve ark, 2018; Nair ve ark, 2018; Haikal ve ark, 2019; Mihaila ve ark, 2019).
Braak ve arkadaslarina ait ¢ift vurus hipotezi Lewy cisimciklerinin nazal yayilimini da
icermektedir ancak Parkinson hastalarinda nazal mikrobiyomda saglikli insanlardan farkli
olarak dikkate deger bir degisiklik saptanmamistir (Aho ve ark, 2019). Bu hipotezin
gastrointestinal sistem ayaginda, epitel tabakasinin bilinmeyen bir nérotropik patojenin
gecisine izin verdigi ve bu patojen etkenin nervus vagus’un dallar1 aracilii ile de sinaptik
yayiliminin gergeklestigi yer almaktadir. Braak ve arkadaglarinin (2003) hipotezinin en temel
eksiklerinden biri post mortem doku incelemelerine dayanarak dinamik bir siirecin tarif
edilmesidir (Lionnet ve ark, 2018). Takip eden yillarda bu hipotez in vivo ve in vitro pek ¢ok
aragtirmanin konusu olmustur. Noronal hiicre kiiltiirlerinde Lewy cisimciklerinin ana bileseni
olan alfa-siniikleinin, bir sinir hiicresinden digerine yayilma potansiyeline sahip oldugu
gosterilmis ve bdylece agregatlarin bir beyin bdolgesinden digerine yayiliminin olasi
olabilecegi ifade edilmistir (Lionnet ve ark, 2018; Wang ve ark, 2019). Holmqvist ve
arkadaglar1 (2014) bagirsak lumenine verdikleri a-siniiklein agregatlarinin vagal sinirde ve
beyin sapinda varligini gostermislerdir. Parkinson hastalarinda gastrik, duodenal ve kolon
orneklerinde motor semptomlarin baslamasindan ortalama 7-8 yil Oncesinde a-siniiklein
agregatlarinin varligi gosterilmistir (Hilton ve ark, 2013; Stokholm ve ark, 2016). Ancak
Philips ve arkadaslar1 (2008) nucleus dorsalis nervi vagi’den kaynaklanan, enterik sinir
sisteminin otonomik innervasyonunu saglayan, nervus vagus’un efferent liflerin de o-
sinliklein ekspresyonu bulunurken, nucleus solitarius’ta sonlanan afferent vagal liflerin a-

sinliklein eksprese etmedigini, bu nedenle PH patolojsinin yayilmasinda yer almasiin olasi
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olmayacagini bildirmislerdir. Post mortem doku incelemelerinde Parkinson hastalarinin
%47’sinde a-siniiklein agregatlarinin kaudorostral yayillma paternine uymadigi, %31’inde
SNpc’da siddetli dejenerasyon bulunmasina ragmen nucleus dorsalis nervi vagi’de patolojik
degisimin saptanmadig1 da bildirilmistir (Kalaitzakis ve ark, 2008). Hipotezin bir diger zayif
yonii de bilinmeyen bir patojenin gastrointestinal epiteli gecerek, néronal pleksuslara ulastig
iddiasidir. Bu durum ancak intestinal mikrobiyom bilesimindeki degisimlerin tetikledigi
bilinen, intestinal epitel gecirgenlifinde artis nedeni ile miimkiin olabilir. Parkinson
hastalarinda intestinal mikrobiyom degisimlerinin intestinal gegirgenligi ve inflamasyonu
tetikleyici Ozellikte olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Lionnet ve ark, 2018). Genetik
yatkinligr bulunan farelerde intestinal enfeksiyonlarin Parkinson benzeri semptomlari
indiikledigi bildirilmistir (Haikal ve ark, 2019). Parkinson hastalarinda yapilan seker emilim
testleri sonucu intestinal permeabilitenin 6nemli OSl¢iide arttigi (Forsyth ve ark, 2011),
intestinal bariyer gecirgenliginde 6nemli rol oynayan, epitel hiicrelerinin siki baglantilarim
olusturan okludin proteininin ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (Clairembault ve ark,
2015; Nair ve ark, 2018). Parkinson hastalarindan alinan kolon biyopsi 6rneklerinde pro-
inflamatur mediyatorlerin mRNA’sinda artis tespit edilmis, hastalarda KBB gecirgenliginin
artmast nedeni ile noroinflamasyonu ve ndrodejenerasyonu tetikleyici olabilecegi
bildirilmistir (Nair ve ark, 2018). Intestinal inflamasyona bagli gastrointestinal disfonksiyon
aracili, olast PH patogenezini temsil eden basamaklar Sekil 5’de verilmistir. Braak ve
arkadaslarinin  (2003) ¢ift vurus hipotezinden bagimsiz olarak, intestinal mikrobiyom
degisiminin norodejeneratif hastaliklar {izerine olan etkisi yadsinamaz. Parkinson hastalig1
patogenezinin aydinlatilmasinda intestinal sistem ve mikrobiyata iizerine daha fazla arastirma
yapilmasi, noroprotektif uygulamalarin gelistirilmesinde ve ¢ift vurus hipotezine karsit

bulgularin, hipotezin eksik noktalarinin agiklanmasinda 6nemli faydalar saglayabilir.

Pestisitler vb tetikleyiciler intestinal inflamasyonu tetiklerler, artan bagisiklik
tepkisi a-siniiklein agregatlarinin elusumuna ve bagirsak gegirgenliginin artisina
neden olan intestinal mikrobiyom bilegimini etkiler

Kronik intestinal inflamasyon KBB Intestinal sistemde bulunan
gegirgenliginin artmasina neden olan a-siniiklein agregatlari vagal
sistemik inflamasyonu tetikler sinir dallari aracihgi ile yayihr

Intestinal ve sistemik inflamasyon , a-
siniiklein yayilimi; néroinflamasyon ve
nérodejenerasyon

Sekil 5: Intestinal baslangicli PH patogenezi.
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Insanlarda bagirsak mikrobiyotas:1 (BM) aralarinda bazi mantar, protozoa ve arkea
tirleri ve viruslarinda bulundugu binden fazla tiir ¢esidi olan, 6zellikle kolonlarda yiiksek
yogunlukta bulunan, genetik ve cevresel faktorlere bagli bilesimi degiskenlik gosteren,
ortalama 100 trilyon mikroorganizmadan olusmaktadir. insanlarda BM’nda en fazla (%70-75)
Firmicutes ve Bacteroidetes filumlarina ait tiirler, daha az olarak da Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteria ve Verrucomicrobia filumlarma ait tirler bulunmaktadir
(Giorgetti ve ark, 2015; Grochowska ve ark, 2019; Miraglia ve Colla, 2019; Zhang ve ark,
2019). Bagirsak mikrobiyotasini olusturan mikroorganizmalarin genomu insan genomundan
150 kat fazladir. Arastirmacilar bu kadar biiylik bir genom varliginin, bagirsak-beyin aksisi
vasitas1 ile bireylerin davranislarini ve fizyolojisini Onemli dlglide etkileyebilecegini
bildirmektedirler (Carding ve ark, 2015; Parashar ve Udayabanu, 2017; Nair ve ark, 2018;
Grochowska ve ark, 2019; Haikal ve ark, 2019; Miraglia ve Colla, 2019). Bagirsak
mikrobiyotasinda bulunan Bacillus filumuna ait tiirler viicutta bulunan dopamin miktarinin
nerede ise yarisini sentezlemektedir. Ayrica SSS’de dopamin sentezinde rol alan enzimlerin
sentezi ve inhibisyonunun BM’nda bulunan mikroorganizmalar araciligiyla kontrol edildigi
bildirilmektedir (Nair ve ark, 2018; Mihaila ve ark, 2019). Ilgin¢ olarak BM’nin iicte birinde
bulunan mikroorganizmalar tiim insanlar arasinda ortak iken, tigte ikisi kimlik kart1 gibi
bireye 0zgii cesitlilik ve bilesim gostermektedir (Parashar ve Udayabanu, 2017; Grochowska
ve ark, 2019; Vitetta ve ark, 2019). Daha da ilgin¢g olan1 BM’n1 olusturan mikroorganizma
populasyonunun %350-60°1, muhtemelen konakg: ile olan etkilesimlerine bagli, identifikasyon
amaci ile dis ortamda kiiltiire edilememektedirler (Parashar ve Udayabanu, 2017). Bagirsak ve
beyin arasinda SSS, otonom ve enterik sinir sistemi, endokrin ve immun sistemleri igeren ¢ift
yonli bir iletisimin oldugu ve bu iletisimde BM’nin anahtar rol oynadigina dair gittikce artan
bilimsel kanitlar, giiniimiizde BM’nin insan biyolojisinin 6énemli bir modiilatorii olarak kabul
edilmesini saglamistir (Giorgetti ve ark, 2015; Sampson ve ark, 2016; Nair ve ark, 2018; Aho
ve ark, 2019; Grochowska ve ark, 2019; Mihaila ve ark, 2019).

Fizyolojik sartlarda konakgi1 ile BM arasinda bulunan denge antibiyotik kullanimi, diyet
degisiklikleri, stres faktorleri, endiistriyel olarak islenmis et, siit ve bugday diriinlerinin
tilketimi, patojen etkenler, toksin ve pestisitlere maruziyet gibi cesitli ¢evresel etmenler
sonucu degiserek, faydali mikroorganizmalarin kayb1 ve/veya zararli mikroorganizmalarin
kazanim1 olarak tanimlanan mikrobiyal disbiyozis gelisimine neden olur (Nair ve ark, 2018;
Aho ve ark, 2019; Mihaila ve ark, 2019; Zhang ve ark, 2019). Intestinal mikrobiyom patojen

mikroorganizma kolonizasyonuna karst konak immun sistemi ile denge iginde calisir ve
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konak i¢in esansiyel bir dizi aminoasit, vitamin ve kisa zincirli yag asitlerinin (KYA)
sentezini gerceklestirir (Giorgetti ve ark, 2015; Haikal ve ark, 2019). Lactobacillus reuteri
B12 vitamini sentezlerken, Bacillus subtilis ve Escherischia coli B2 vitamini sentezler, yag ve
safra asitlerinin metabolizmasini diizenler (Miraglia ve Colla, 2019). Prevotellaceae cinsine
ait bakteriler kompleks karbonhidratlarin parcalanmasina yardimci olarak intestinal
mikrobiyomun homeostazisi i¢in gerekli tiamin, folat ve KYA’ni olustururlar (Nair ve ark,
2018), Streptococcus thermophilus’un intestinal toksinleri azalttig1 bildirilmektedir (Vitetta ve
ark, 2019). Bagirsak mikrobiyotasi intestinal epitelin biiylimesi ve farklilasmasini saglar,
enterik sinir sisteminin normal gelisimini destekler, gastrointestinal motiliteyi diizenler
(Giorgetti ve ark, 2015; Miraglia ve Colla, 2019; Vitetta ve ark, 2019). Mikrobiyal disbiyozis
irritabl bagirsak sendromu, ¢6lyak hastaligi, alerji, astim, metabolik sendrom, kardiyovaskiiler
hastalik ve obezite gibi pek ¢ok intestinal ve ekstraintestinal kronik sendromlarla, depresyon,
anksiyete, Alzheimer ve Parkinson hastalig1 gibi ndrolojik hastaliklarla ve bir dizi onkolojik
rahatsizlikla iliskili bulunmustur (Carding ve ark, 2015; Westfall ve ark, 2017; Grochowska
ve ark, 2019; Mihaila ve ark, 2019). Bu kosullarin ¢ogunda hastalik gelisimine yol agan
mekanizmalar temel olarak kolon mikrobiyotast ve metabolit {riinlerinin degisimi ve
intestinal mukoza gecirgenliginin artig1 sonucu bu etmenlerin konak¢1 immun sistemi ile olan
etkilesimine baglanmaktadir (Carding ve ark, 2015; Grochowska ve ark, 2019; Haikal ve ark,
2019).

Parkinson hastaliginda intestinal mikrobiyom disbiyozisini tetikleyen ¢evresel etmenler,
BM’nin normal fonksiyonunun olusumuna 6nemli 6l¢iide katki sagladigi bagirsak bariyerinin
gecirgenliginin artisina ve immun sistem aktivasyonuna neden olmaktadirlar (Grochowska ve
ark, 2019). Parkinson hastalarinin kolon mukozasinda CD3 T lenfositlerinin (Perez-Pardo ve
ark, 2019), serum Orneklerinde kortizol, TNF-a, IL-6, ve B lenfositleri aktive eden
mononiiklear hiicrelerin tirettigi niiklear faktor kappa B (NfKB) artis1 bildirilmistir (Mihaila
ve ark, 2019; Perez-Pardo ve ark, 2019). Benzer sekilde gram negatif bakterilerden salinan
lipopolisakkarit (LPS) de, intestinal permeabilitenin artis1 ile sistemik dolasima gegerek,
Parkinson hastalarinda yiiksek diizeyde eksprese edilen serum akut faz proteinlerine baglanir,
SSS’de bulunan mikrogliyalarin aktivasyonunu saglar ve PH patogenezine katkida bulunur
(Parashar ve Udayabanu, 2017; Grochowska ve ark, 2019; Perez-Pardo ve ark, 2019).
Bagirsak mikrobiyotasinda bulunan, Parkinson hastalarinda énemli dlgiide azaldig: belirtilen
Prevotellaceae cinsine ait bakterilerin irettikleri KYA intestinal bariyerin biitlinliglini

saglayan en 6nemli etmen olan mukus salgisinin iiretimini desteklemektedir (Giorgette ve ark,
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2015). Parkinson hastalarindan alman fekal mikrobiyomun oral yolla verildigi farelerde
KYA’nin azaldigi, mikrobiyomun PH’na benzer degistigi ve motor semptomlari tetikledigi

goriilmistiir (Sampson ve ark, 2016).

2.1.3.2.1. Probiyotik mikroorganizmalar, lokal ve sistemik etkileri

Probiyotikler yeterli miktarda uygulandiklarinda, bagirsaklarin normal flora
kolonizasyonunu olumlu yonde degistirerek, konakgiya faydali etkiler saglayan canli,
cogunlukla bakteri ve mayalardan olusan mikroorganizmalardir (Giorgette ve ark, 2015;
Parashar ve Udayabanu, 2017; De Marco ve ark, 2018; Galdeano ve ark, 2019). Rus biyolog
Elia Metchnikoff’un 1907 yilinda fermente gida tiiketiminin insan dmriinii uzattigina dair ileri
stirdigli hipotezi probiyotikleri ilgi odag: haline getirmistir (Kelesidis ve Pothoulakis, 2012;
Galdeano ve ark, 2019). Probiyotik olarak en yaygin kullanilan mikroorganizmalar
Lactobacilli, Streptococci, Pediococcus, Enterococcus, Bifidobacteria cinslerine ait bakteriler
ve Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae gibi baz1 mayalardir (Galdeano ve
ark, 2019). Lactobacillus acidophilus ve rhamnosus bilimsel literatiirde en uzun tarihe sahip
bakteriyel probiyotiklerdir. Calismamizda kullandigimiz Saccharomyces boulardii ise Fransiz
mikrobiyolog Henry Boulard tarafindan 1923 yilinda, kdkeni Cin olan lycee meyvesinin
kabuklarindan izole edilmis bir mayadir (Westfall ve ark, 2017).

Probiyotik etkenler, bagirsak mikrobiyal homeostazisinin diizenlenmesi, patojen
etkenlerin mukozay1 kolonize ve enfekte etme yeteneginin engellenmesi, lokal ve sistemik
immun yanitlarin modiilasyonu, gastrointestinal bariyer fonksiyonunun stabilizasyonu, emilim
ve beslenmeyi destekleyen enzimatik aktivitenin indiiksiyonunu saglayarak konakg¢iya fayda
saglarlar (Kelesidis ve Pothoulakis, 2012; Westfall ve ark, 2017; Galdeano ve ark, 2019).
Yapilan arastirmalar metabolik sendrom, diyabet, obezite, alerji, kanser, inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklarda canli bakteri hiicre biyoterapilerinin oldukca
fayda sagladigim1 gostermektedir (Westfall ve ark, 2017; Galdeano ve ark, 2019; Zhang ve
ark, 2019). Bagirsak mikrobiyotast ve probiyotik etkenlerin norodejeneratif hastaliklar {izerine
olan etkisi SSS ile intestinal sistem arasinda bagirsak-beyin aksisi olarak bilinen bilateral
iletisim sayesinde gerceklesmektedir (Westfall ve ark, 2017). Mikroptan ari hayvanlarda
yapilan deneysel ¢alismalarda bagirsaklarda mikrobiyal kolonizasyon yoklugunun enterik ve
merkezi sinir sisteminde norotransmitterlerin ekspresyonuna, bagirsaklarin duysal ve motor

fonksiyonlariin degisimine, gastrik bosalma ve intestinal transitin gecikmesine yol agtigini,
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mikrobiyal kolonizasyondan sonra bu anormalliklerin mikroorganizma tiiriine 6zgii sekilde
restore edildigini bildirmektedir (Carabotti ve ark, 2015; Giorgette ve ark, 2015). Glinlimiizde
ayrintili olarak tanimlanamamis olsa da beyin-bagirsak aksisini olusturan etmenlerin intestinal
mikrobiyom, enterik sinir sistemi, parasempatik ve sempatik sinir sistemi, merkezi sinir
sistemi, noroendokrin baglantilar, humoral yolaklar, sitokinler, noropeptidler ve sinyal
molekiilleri biitiinlinden olustugu ve bu baglantilarin Parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif
hastaliklarin gelisiminde rolii oldugu bildirilmektedir (Ochoa-Reparaz ve Kasner, 2016;
Westfall ve ark, 2017).

Mikrobiyal disbiyozisin oral probiyotiklerle sagaltimi olduk¢a etkili sonuglar
dogurmaktadir ve probiyotikler klinik pratikte terapdtik amacli kullanilmaktadirlar (Isidro ve
ark, 2017; De Marco ve ark, 2018). Fizyolojik kosullarda intestinal villuslarin {izerini
kaplayan mukus tabakasi limende bulunan bakterilerle bagirsak duvarini ayirir ancak
probiyotik etkenlerin intestinal epitele yapisabilme kapasitesi vardir. Patojen etkenlere karsi
inflamatuar siiregleri aktive eden bu etkilesimde, ilging olarak probiyotik etkenlere kars1 yangi
mediyatorlerinin salinimi ve takiben gerceklesen mononiiklear hiicre infiltrasyonu sirasinda
intestinal bariyer zarar géormez (Galdeano ve ark, 2019). Ayrica BM ve probiyotik etkenler
tarafindan sentezlenen c¢esitli metabolitler mukus tabakasin1 gecerek immun hiicrelerin
aktivasyonunu saglayabilirler. Bacillus fragilis ve Bifidobacterium breve ve Clostridium
tiirlerinin kolonik makrofajlardan IL-10 sekresyonunu arttirarak inflamasyonu azalttig1 (Isidro
ve ark, 2017; Haikal ve ark, 2019; Miraglia ve Colla, 2019), Lactobaciluus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus reuteri’nin proinflamatuar stokinlerin liretimini
azalttig1, Saccharomyces boulardii’nin bagirsak epitel hiicrelerinde ve monositlerinde diisiik
molekiil agirlikli ¢oziiniir bir faktor iireterek anti-inflamatuar etki gosterdigi bildirilmektedir
(De Marco ve ark, 2018). Makrofajlar kolonlarda en ¢ok bulunan hiicrelerdir ayn1 zamanda
kolonlar makrofajlardan en zengin olan organlardir (Isidro ve Appleyard, 2016). intestinal
makrofajlar BM ve probiyotik etkenlere inflamatuar yanit gostermezler, bu etkenler anti-
inflamatuar M2 fenotipinde makrofajlarin polarizasyonunu arttirirken, inflamatuar M1 fenotip
makrofajlarin  polarizasyonunu diisiiriirler (Isidro ve ark, 2017). Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsine ait probiyotik bakterilerin dopaminerjik néronlar1 yikimdan korudugu
gosterilmistir, bu bakterilerin biyotin, kobalamin, folatlar, pantotenik asit, nikotinik asit,
piridoksin, riboflavin ve tiamin, vitamin B6, E, D gibi faktorleri sentezledigi bildirilmektedir.
Probiyotik etkenler BM’nda bulunan mikroorganizmalardan antioksidan bilesikler ve L-

DOPA sentezini arttirmaktadirlar (Parashar ve Udayabanu, 2017; Haikal ve ark, 2019).
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Mitokondriyal kompleks I’in fonksiyonunu {istlenerek, hiicre i¢i solunum zincirinde proton
pompast gorevini siirdiiren, Saccharomyces cerevisiae adli mayadan eksprese edilen Ndil
proteininin PH tedavisinde faydali olacag: diigiiniilmektedir. Viral vektdr ile Ndil kodlayan
genin, mitokondriyal kompleks I’'1 hedef alarak etkisini gosteren MPTP ve rotenon ile
deneysel Parkinson hastaligt olusturulmus farelerde SNpc bdlgesine verilmesiyle
dopaminerjik noronlarin dejenerasyondan korundugu bildirilmistir (Marella ve ark, 2008;
Marella ve ark, 2009). Actinomycetes tiirii bakteriler tarafindan iiretilen, dogal bir proteazom
inhibitérii olan epoksomisinin ise sicanlarda SNpc'da ndrodejenerasyona yol agarak PH

gelisimine neden oldugu bildirilmistir (Haikal ve ark, 2019).

2.1.3.2.2. lintestinal homeostazisin saglanmasinda anahtar hiicreler; muskiiler

makrofajlar

Bagirsak duvari boyunca yerlesmis lic pleksustan; plexus submucosus (Meissner
pleksusu), plexus myentericus (Auerbach pleksusu) ve plexus subserosus’dan olusan enterik
sinir sistemi, otonom sinir sisteminin en biiyiikk bilesenidir ve benzersiz sekilde SSS’den
bagimsiz olarak gastrointestinal sistem motilitesinin dilizenlenmesini saglayan intrinsik
devrelere sahiptir (Matheis ve ark, 2020). igerdigi ortalama yiiz milyon noron says1 itibari ile
‘ikinci beyin’ olarak da adlandirilir (Muller ve ark, 2014; Avetisyan ve ark, 2018; Schepper
ve ark, 2018). Makrofajlar ise ana kaynagi kemik iligi olan monositlerin dolasima gecerek
perifer organlarda farklilasmasiyla olusturduklari, oldukca heterojen immun hiicrelerdir.
Ciinkii bulunduklari organa gore farkli morfolojik 6zellikler, enzimatik aktivasyon dolayisiyla
farkl1 hiicre fenotipi ve fonksiyonel Ozellikler gosterirler ve makrofajlarin fenotipik
polarizasyonu cevresel kosullara gore degisim gosterebilir (Dijkstra ve ark, 1985; Isidro ve
Appleyard, 2016). Dokularda yerlesik olarak bulunan makrofajlar, intestinal duvarda plexus
myentericus’un da bulundugu, tunica muscularis’in sirkiiler ve longitudinal kas tabakalari
arasinda yer alirlar, bu nedenle muskiiler makrofajlar (Mme) olarak da isimlendirilirler
(Muller ve ark, 2014; Avetisyan ve ark, 2018; Schepper ve ark, 2018). Doku makrofajlar
bulunduklar1 organa gore farkli fonksiyonlar, farkli hiicre dinamikleri ve farkli morfolojik
ozellikler gosterirler. Diger bir deyisle farkli gen ekspresyonlarina, dolayisiyla farkli hiicre
yiizey ekspresyonlarina sahiptirler (Gabanyi ve ark, 2016; Wehner ve Engel, 2017; Schepper
ve ark, 2018; Meroni ve ark, 2018). Intestinal duvarda plexus submucosus’un da bulundugu
submukozada yer alan makrofajlar (lamina propria makrofajlari, LpMe) patojen

mikroorganizmalar1 fagosite ederken, kommensal mikrobiyom bilesenlerine, probiyotik
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bakterilere ve diyet ile alinan zararsiz antijenlere tolerans gosteren (tolerejenik, M2 fenotip)
anti-inflamatuar ylizey reseptorlerine sahiptirler (Gabanyi ve ark, 2016; Wehner ve Engel,
2017; Schepper ve ark, 2018; Matheis ve ark, 2020). Sekil 6’da goriildiigii gibi Mme’larin
sirkiiler ve longitudinal kas tabakasi arasinda yer alanlar1 kisa dendritik uzantili, yildiz
seklinde ve pleksus boyunca esit araliklarla dagilmis, multipolar morfoloji gosteren
hiicrelerdir. Sirkiiler ve longitudinal kas tabakalarinin igerisinde, bir miktarda plexus
subserosus’ta yer alanlar1 ise bipolar morfoloji gosterirler (Isidro ve ark, 2017; Wehner ve
Engel, 2017; Schepper ve ark, 2018). Farelerde lamina propria’da yer alan LpM¢@’nin yiizey
ekpresyonlari MHCIICX3CR1"CD11c" iken Mmg’lar diisiik olarak CD11c¢ eksprese ederler
ve MHCII"CX3CRI1"CD11c" olarak ifade edilirler (Muller ve ark, 2014; Cipriani ve ark,
2016; Schepper ve ark, 2018). Kisa Omirlii, sirkiilasyondaki monosit infiltrasyonu ve
olgunlagmas: ile siirekli yenilenen LpMe@’nin aksine, Mme’lar uzun Omiirlii hiicrelerdir ve
Argl, Chi313 ve CDI163 gibi doku koruyucu, anti-inflamatuar fenotip sergiledikleri
bildirilmektedir (Roszer, 2015; Gabanyi ve ark, 2016; Schepper ve ark, 2018; Meroni ve ark,
2018).

Enterik sinir sistemi patojenlere ve inflamatuar uyaranlara uygun doku koruyucu
reaksiyonlarin saglanmasi ve peristaltik aktivitenin diizenlenmesi i¢in Mme’lar ile intrinsik
(enterik noronlarin dendritik uzantilar) ve ekstrinsik (sempatik adrenerjik lifler, nervus
vagus’un kolinerjik parasempatik lifleri) noronal baglantilar vasitasiyla yakin iletisim
kurmaktadir (Wehner ve Engel, 2017; Avetisyan ve ark, 2018; Schepper ve ark, 2018).
Muskuler makrofajlarin hiicresel c¢ikintilar1 ile enterik néronlarin dendritik uzantilarinin
birbirlerine kenetlenerek sinaptik iletisim sagladiklar bildirilmistir (Philips ve Powley, 2012;
Gabanyi ve ark, 2016). Bagirsak duvarinda Mme’lar ve enterik ndronlar arasinda
norotransmitterlerin, sitokinlerin ve doku kaynakli endokrin sinyallerin aracilik ettigi yogun
bir karsiliklr iletisim bulunmaktadir (Meroni ve ark, 2018). Otonom sinir sistemi ve immun
hiicreler arasindaki iletisim ilk olarak Tracey (2002) tarafindan tanimlanmistir. Tracey
ratlarda intravendz endoktoksin uygulamasini takiben, nervus vagus’un elektriksel
stimiilasyonunun saglanmasinin, dalakta pro-inflamatuar sitokin sentezini baskiladigini,
sistemik sok gelisimini 6nledigini tespit etmistir. Giinlimiizde vago-vagal refleks ya da vagal
anti-inflamatuar yolak olarak adlandirilan bu etki, 6zellikle makrofajlarda bulunan a7
nikonitik reseptorlerin asetilkoline cevabi sonucu anti-inflamatuar M2 polarizasyonu
gostermeleri ile olugsmaktadir. Katekolaminler, asetilkolin, glukokortikoidler, adiponektin ve

leptin makrofajlarda anti-inflamatuar M2 polarizasyonunu arttirmaktadir (Roszer, 2015).
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Bununla birlikte intestinal muskuler makrofajlar noradrenalin ve enterik noéronlar tarafindan
iiretilen makrofaj koloni stimiilan faktére (M-CSF) B2 adrenerjik reseptorleri vasitasi ile
cevap verirler. Vagal sinir araciligl ile parasempatik uyarimin inflamasyonu azalttigi,
ganglion mesentericum superius ve ganglion coeliacum’dan koken alan lifler aracilig1 ile

sempatik uyarimin inflamatuar siirecleri tetikledigi bildirilmektedir (Wehner ve Engel, 2017).
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muscularis, 3; Tunica serosa, Mme signature: Mme hiicre fenotipi (Schepper ve ark, 2018).

Gastrointestinal sistem motilitesi baslica BM, enterik ndronlar ve Mmg’lar arasinda
bulunan etkilesime bagl ayarlanmaktadir (Muller ve ark, 2014; Robinette ve Colonna, 2014;
Cipriani ve ark, 2016; Isidro ve ark, 2017; Avetisyan ve ark, 2018). Enterik ndronlarin
gelisimi Mme¢’lardan mikrobiyota bagimli sentezlenen kemik morfogenetik protein faktoriine
(BMP2), Mmg’larin sag kalimi da ana kaynagi enterik noronlar olan koloni stimiile edici
faktore (M-CSF) baghdir (Muller ve ark, 2014; Gabyani ve ark, 2016; Wehner ve Engel,
2017; Avetisyan ve ark, 2018; Matheis ve ark, 2020). Muller ve arkadaslar1 (2014) antibiyotik
tedavisi uyguladiklar farelerde BMP2, M-CSF faktorlerinin, Mme’in ve gastrointestinal
motilitenin azaldigmi bildirmiglerdir. In vitro olarak enterik néronlarin gram negatif
bakterilerin hiicre duvari bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ile kiiltiire edilmesi M-CSF
iiretimlerinin artmasina neden olmaktadir (Robinette ve Colonna, 2014). Bu sonuglar enterik
ndronlar ve Mme arasindaki iletisimin gastrointestinal motiliteyi kontrol etmede oldukca

onemli oldugunu, BM’nin da bu iletisimi etkiledigini gostermektedir. Bu baglam da
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Parkinson hastaliginda tanimlanmis mikrobiyal disbiyozis, intestinal inflamasyon ve sistemik
inflamasyonu tetikleyen intestinal permeabilitenin artiginda Mme’larin 6nemli islevsel rolleri
olabilir. Ayrica makrofajlarin aktivasyonu ile degisen fenotipleri ve salgiladiklar1 inflamatuar,
ve anti-inflamatuar faktorler ¢ogunlukla insanlarda ve farelerde tanimlanmistir (Muller ve ark,
2014; Cipriani ve ark, 2016). Bu nedenle ratlarda intestinal Mmq’1n spesifik 6zellikleri, ¢esitli
patolojilerdeki fonksiyonel rolleri ve dnemlerine yonelik literatiir bilgileri oldukg¢a sinirh
olmakla birlikte, intestinal makrofajlarin fenotipik karakterizasyonunun yapilabilmesine
yonelik, spesifik antikorlar da oldukg¢a azdir (Polfliet ve ark, 2006; Etzerodt ve Moestrup,
2013; Wehner ve Engel, 2017). Ratlarda immunohistokimyasal olarak intestinal dokuda
makrofaj oncii hiicreleri monositlerin ve pan makrofajlarin CD68, Mm¢’in CD163, agirlikli
olarak lenfoid organlarda bulunan makrofajlarin CD169 tasidiklart gosterilmistir (Dijkstra ve

ark, 1985; Polfliet ve ark, 2006).

Calismamizda ratlarda kolondan aliman Orneklerde akim sitometri ile analizini
gerceklestirmeyi planladigimiz makrofaj hiicre yiizey antijeni CD163 ilk olarak 130 kDa
agirhiginda, kirmiz1 kan hiicrelerinin lizisinden sonra olusan toksik haptoglobulin-hemoglobin
(hp-hb) kompleksinin dokularda ve sirkiilasyonda temizleyicisi olarak islev géren, makrofaj
spesifik bir hiicre ylizey proteini olarak tanimlanmistir (Franze ve ark, 2013; Graversen ve
Moestrup, 2015; Zhi ve ark, 2017). Insanlarda ve benzer olarak ratlarda CD163 eksprese eden
monosit kokenli yerlesik doku makrofajlar1 karaciger Kupffer hiicrelerinde, dalakta, akciger
ve kemik iliginde bol miktarda bulunmaktadir, monositlerden kdken alan dendritik hiicrelerde
ise CD163 yiizey antijeni bulunmamaktadir. Bunun yaninda Polfliet ve ark (2006) ratlarda
alveolar makrofajlarda ve monositlerde de CD163 ekspresyonu bulunmadigini bildirmislerdir.
Hiicre yiizeyinden ADAM17 enzimi vasitasi ile ayrilarak ¢oziinebilir formda (soluble CD163;
sCD163) plazmada hp-hb kompleksinin temizleyicisi olarak gorev yapar, fizyolojik
kosullarda giinliik eritrosit yikimiyla agiga ¢ikan kompleksin %10°u sCD163 tarafindan
yikimlanmaktadir (Roszer, 2015; Nissen ve ark, 2020). in vitro olarak makrofajlardaki CD163
ekspresyonunun artisi baglica IL-4 olmak iizere glukokortikoidler, M-CSF ve IL-10 gibi anti-
inflamatuar etkenler, immun kompleksler, apoptotik hiicreler tarafindan uyarilabilirken LPS,
TNF-a, TGF-B, IFN-y gibi inflamatuar etkenler ekspresyonunu azaltmaktadir (Graversen ve
Moestrup, 2015; Roszer, 2015). Patojenlere kars1 ilk savunma hattin1 olusturan klasik olarak
M1 polarizasyonu, inflamatuar etki gosteren makrofajlardan farkli olarak, yiliksek fagositik
kapasiteye sahip CD163 eksprese eden makrofajlar insanlarda doku onarimi ve yara

iyilesmesinde rol alan M2 polarizasyonu, anti-inflamatuar etki gdésteren makrofajlar olarak
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siiflandirilmiglardir (Etzerodt ve Moestrup, 2013; Zhi ve ark, 2017). Pek ¢ok hastalikta, post
operatif ~ silireclerde doku iyilesmesinde, inflamasyonun rezolusyonunda CD163
makrofajlarinin rol aldi1 gosterilmistir. inflamasyonun rezolusyon asamasinda CD163
eksprese eden makrofajlarin salgiladiklar1 profibrotik CC kemokin ligand1 18’in (CCL18)
fibroblast hiicreleri uyardigi, doku veya organda fibrozis gelisimini destekleyerek fonksiyonel
yetersizlie neden oldugu bildirilmektedir (Bellon ve ark, 2011; Roszer, 2015). Ancak
CD163’in gram negatif ve pozitif patojenik bakterileri, TNF-a benzeri zayif apoptozis
indiikleyicisini ve domuzlarda bazi virus suslarini1 baglayarak, pro-inflamatuar mediyatorlerin
sentezini uyardig1 da bildirilmektedir (Fabriek ve ark, 2008; Etzerodt ve Moestrup, 2013;
Franze ve ark, 2013; Graversen ve Moestrup, 2015). In vivo arastirmalarda makrofajlarin
polarizasyonunu degerlendirmeye yonelik bir takim genel belirtegler kullaniliyor olsa dahi,
M2 polarizasyonu gosteren makrofajlar1 kesin olarak tanimlamak olduk¢a zordur (Inoue ve
ark, 2019). Bu nedenle CD163 eksprese eden makrofajlarin, muhtemelen bulunduklar1 mikro
ortama bagli, immunolojik cevaplarin olusturulmasinda ikili etkiye sahip olduklari
belirtilmistir (Polfliet ve ark, 2006; Franze ve ark, 2013; Roszer, 2015). insanlarda M2
polarizasyonuna sahip doku makrofajlarmin klasik belirteci olarak goriilen CD163’iin, pek
cok kronik inflamasyonda da dokulardaki varligi gosterilmis, inflamasyon gelisimindeki
potansiyel rolii ve immunomodiilator fonksiyonlar1 iizerine arastirmalar yapilmistir.
Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda kolonda genel bir makrofaj populasyonu artisindan
ziyade, CD163 eksprese eden makrofajlarin aktif inflamasyon gosteren bolgelerde
yogunlastig1 ve ilging olarak uygulanan tedaviden etkilenmedigi bildirilmistir (Franze ve ark,
2013). Wakusawa ve arkadaslar1 (2013) insanlarda tip 1 diyabete bagli gelisen necrobiozis
lipoidica’da goériilen graniilomlarda CD163 makrofajlarinin olduk¢a yogun bulundugunu
bildirmiglerdir. Benzer sekilde peritonit hastalarinda peritoneal makrofajlarin CD163
ekspresyonunda artis bildirilmistir (Bellon ve ark, 2011). Parkinson hastalarinda frontal ve
oksipital kortekste, beyin sapinda, SSS’nde bulunan yerlesik mikrogliya hiicreleri ya da
KBB’nde goriilen artisa bagli SSS’ne gegen sistemik makrofajlardan kaynakli olabilecek
artmig CD163 ekspresyonu bildirilmistir (Graversen ve Moestrup, 2015). Coziinebilir formda
plazmada bulunan sCD163 diyabet, obezite, karaciger hastaliklar1 ve ateroskleroz gibi
hastaliklarda gortilen diisiik dereceli inflamasyon durumu ile iligkili yeni bir belirtectir (Zhi ve

ark, 2017).

2.2. Stereolojik Noron Sayimi Yapilan Hippocampus ve Cerebellum’un Makroskopik ve
Fonksiyonel Anatomisi, Histolojik Yapis1 Hakkinda Genel Bilgiler
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2.2.1. Formatio Hippocampalis ve Hippocampus

Formatio hippocampalis; subikiiler kompleks (prosubiculum, subiculum, presubiculum,
postsubiculum, parasubiculum), hippocampus (cornu Ammonis), gyrus dentatus ve bunlara ait
beyaz cevherler olan alveus ve fimbria hippocampi’den olusur (O’Mara, 2005). Entorinal
korteks de bazi kaynaklarda hippokampal formasyona dahil edilmektedir (O’Mara ve ark,
2009). Hippokampal formasyon bellek, 6grenme, konumlama, duygulanim ve yon bulma
islevlerinde 6nemli rol oynamasi nedeniyle beynin en ¢ok arastirilan yapilarindandir (Curtis

ve ark, 2012).

Hippocampus temporal lobun medial yiizeyinin i¢ine dogru kivrilmis, koronal kesiti ‘C’
harfine benzeyen, ependim hiicreleri ile kapli konveks yiizii ventriculus lateralis’in cornu
temporale’sinin tabanina ¢ikint1 yapmis bir archicortex yapisidir. Denizatina benzedigi i¢in
hippocampus adi verilmistir (Curtis ve ark, 2012). Kog¢ boynuzuna da benzetildigi i¢in, kog
basli Misir tanrist Ammon’dan esinlenilerek cornu Ammonis’de denilmektedir (Izci ve Erbas,
2015). Hippocampus’un daha kalin ve ortalama 2-3 olukla ayrilarak disli bir gériiniime sahip,
pengeye benzetilen 6n ucu pes hippocampi adini alir. Pes hippocampi’de, yiizeyel oluklarla
birbirinden ayrilmis parmak benzeri ¢ikintilara digitationes hippocampi adi verilir.
Hippocampus ve subiculum’da bulunan sinir hiicrelerinin aksonlari hippocampus’un lateral
ventrikiil tabanina komsu, konveks yiizii iizerinde alveus ad1 verilen beyaz bir cevher tabakasi
olusturur. Bu tabaka medial tarafta gyrus dentatus’a uzanarak fimbria hippocampi adini alan
kenar seklinde bir cikinttyr meydana getirir. Fimbria hippocampi adini alan lifler

hippocampus’un arka ucundan itibaren crus fornicis olarak uzanirlar.

Hippocampus cornu Ammonis’in bas harflerini temsilen CAl, CA2, CA3 ve CA4
boliimlerine ayrilir. Subiculum’a komsu kistm CAl, gyrus dentatus’un hilus’u i¢inde bulunan
alan CA4, iki boliim arasinda da CA2 ve CA3 boliimleri bulunur. Gyrus dentatus’un at nali
seklinde uzanan graniiler hiicre tabakasinin kollar1 arasinda kalan alan hilus’unu olusturur.
Subiculum ise area entorhinalis ile hippocampus CA1 bdliimii arasindaki gecis bolgesidir
(Ding, 2013). Hippocampus ile subiculum ayrimi piramidal néronlarin dagilimi gozetilerek
yapilir. Resim 6’da goriilecegi lizere piramidal noronlar subiculum’da hippocampus’dan daha
dagiik olarak bulunurlar. Dolayisiyla subiculum’da piramidal néron tabakasi daha kalindir
(O’Mara, 2005). Subiculum; prosubiculum, subiculum, presubiculum, postsubiculum ve
parasubiculum olmak {izere bes alt boliime ayrilir. Prosubiculum ve subiculum hippokampal

formasyonun ana ¢ikt1 yapilaridir, uzun siireli bellegin alinmasinda ve kodlanmasinda énemli
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rol oynarlar. Presubiculum ve postsubiculum anterior talamik g¢ekirdekler, lateral mamillar
niikleus, retrosplenial korteks (Brodmann 29 ve 30 alanlar1) ve entorinal korteksi de iceren
basin uzaysal yonlendirilmesinde kritik rol oynar. Parasubikulum fonksiyonu hakkindaki
bilgiler olduk¢a simirhidir, bolgedeki lokal elektroensefalogram aktivitesi medial temporal
bellek aktivitesinde onemli rolii oldugunu gostermektedir. Subikuler komponentlerin her
birinin spesifik fonksiyonlarinin anlasilmasinin iligkili norodejeneratif hastaliklarin
mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nem arz ettigi bildirilmektedir. Ornek olarak Alzheimer
hastalarinda, uzun siireli bellek olusumunda fonksiyonel ©nemi olan prosubikulum ve
subikulum bdlgelerinde anormal protein fosforilasyonu gosterilmistir (Ding, 2013), ayrica
presubikulum bolgesinde bulunan yanlis katlanmis protein agregatlarinin diger bolgelerden
farkl1 patolojik ozellikler gosterdigi bildirilmistir (Murray ve ark, 2018). Alzheimer ve
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda hippocampus atrofisi 6nemli bir
bulgudur. Hippokampal CA1l, CA3 boliimleri ve subikulum Parkinson hastaliginda
ndrodejenerasyona en dayaniksiz olan bdlgelerdir. Hippokampal atrofi Parkinson hastaliginin
ilerleyen donemlerinde siklikla goriilen demansla iliskilendirilmektedir (Tanner ve ark, 2017;
Uribe ve ark, 2018). Parkinson hastalarinda prefrontal korteks atrofisi ile iliskilendirilen
bilissel disfonksiyonlarin altinda, sosyal davraniglarin iligkisel bellek temsillerini olusturan
hippocampus kritik bir rol oynamaktadir. Hippocampus atrofisi bellek, navigasyon, kesif,
hayal giicii, yaraticilik, karar verme, karakter yargilari, empati, sosyal baglarin kurulmasi ve
stirdiiriilmesi  gibi ¢esitli yeteneklerde uyumsuz davranislarin ortaya cikmasina neden
olmaktadir. Biligsel bozukluklar gdsteren Parkinson hastalarinin MRI goriintiilemelerinde
hippokampal voliimiin azaldig: bildirilmistir (Rubin ve ark, 2014; Yildiz ve ark, 2015; Tanner
ve ark, 2017).

Ventriculus lateralis’in cornu temporale’sinin tabani boyunca uzanan hippocampus’un
histolojik yapis1t Resim 3’de goriildiigii gibi ventriculus lateralis’e bakan konveks yiiziinden

baslayarak 7 tabakadan olugsmaktadir;

- Alveus: Hippocampus ve subiculum’dan gelen aksonlarin olusturdugu beyaz cevher
tabakasidir (Izci ve Erbas, 2015).

- Stratum oriens: Stratum pyramidale tabakasinda bulunan noronlarin dendritlerinin ve
ara noronlarin bulundugu tabakadir (Izci ve Erbas, 2015). Cogunlugunu stratum
radiatum’un icerdigi Schaffer kollateral liflerinin bir kismi1 burada bulunur (Tzakis ve

Holahan, 2019).
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Stratum pyramidalis: Bu tabakada karakteristik olarak tabanlar1 ventriculus lateralis’e
doniik, dizilimleri ile hippocampus’a esas seklini veren, eksitatdr biiyiilk piramidal
noronlar ve Golgi tip II hiicreleri bulunur. Piramidal néronlarin bazal ve apikal
dentritleri komsu tabakalara kadar uzanir, aksonlar1 ise alveus’a katilir. CAl
bolgesinde bulunan piramidal ndronlar hippocampus’un diger bdlgelerinden daha sik
bulunurlar (Tzakis ve Holahan, 2019).

Stratum lucidum: CA1l, CA2 alaninda bulunmayip CA3 bdlgesinde bulunan, gyrus
dentatus’la CA3 stratum pyramidale tabakasindaki piramidal noronlar arasinda fascia
dentata’nin hilusu {iizerinden baglanti saglayan, gyrus dentatus’un graniiler
hiicrelerinin aksonlarinin olusturdugu Mossy lifleri olarak adlandirilan yosunsu liflerin
bulundugu tabakadir. Mossy liflerinin beyindeki en yaygin ve gelismis ag oldugu
bildirilmektedir (Izci ve Erbas, 2015).

Resim 3: Hippocampus ve gyrus dentatus histolojik tabakalari, Luxol Fast & Krezil viyole

boyama, Sagittal kesit, Magnifikasyon; X4.

Stratum radiatum: Az sayida ndoron ve ince sinir lifleri bulunan tabakadir.
Hippocampus’un CA3 bolgesindeki ndronlarin kendi aralarinda ve CA2 ile CAl
bdlgesinde bulunan piramidal ndronlarin baglantisini saglayan Schaffer kollateralleri

olarak adlandirilan liflerin bulundugu tabakadir.
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- Stratum lacunosum: Az sayida noron ve ince sinir lifleri bulunan tabakadir.
- Stratum moleculare: Piramidal hiicrelerin apikal dendritleri ve az sayida néron igeren

en yiizeyel tabakadir (Izci ve Erbas, 2015).

Bazi kaynaklarda stratum lacunosum ve stratum molculare ortak yapilar icerdiklerinden

tek tabaka olarak da kabul edilmektedirler (Songur ve ark, 2001; Izci ve Erbas, 2015).

Entorinal korteks ve hippocampus formasyonunun distalinde uzanan subiculum’a
komsu alan CAIl, gyrus dentatus’a komsu hilus olarak da adlandirilan ve gyrus dentatus ile
arasindaki Mossy liflerini iceren bolge CA4, iki bolge arasinda CA2 ve CA3a, CA3b ve CA3c
olarak ti¢ alt boliime ayrilan CA3 bolgeleri yer alir. CA3a, CA2’ye en yakin hiicre bandi,
CA3D fornix’e en yakin hiicre bandi, CA3c ise gyrus dentatus’un proksimalinde hilus’a girinti
yapmis hiicre bandidir. CA3 hipocampus’un kontrol noktasi olarak kabul edilir, hafiza ve
ogrenme siireglerinde rolii oldugu bildirilmistir. CA2 bdlgesinin stratum pyramidale
tabakasinda bulunan piramidal néronlar hippocampus’un diger bolgelerine oranla oldukga
kiigtiktiirler. CA2 hippocampus’un dejeneratif etkenlere en direngli bolgesidir (Dudek ve ark,
2016). CA2 ve CA3 bolgelerinde stratum lacunosum ve moleculare entorinal korteksin II. ve
VI. tabakalarindan girdi alirken CA1 bdlgesinde stratum lacunosum ve moleculare entorinal
korteksin III. ve V. tabakalarindan girdi alir. Subiculum aracilig ile CA1 bélgesinin ¢iktilar
corpus mamillare, thalamus ve nucleus accumbens gibi diger beyin bolgelerine yansitilir
(Tzakis ve Holahan, 2019). CA1 bolgesi ise subiculum araciligiyla 6nemli ¢iktilarin yer aldigi

bolgedir, gyrus dentatus’tan sulcus hippocampalis ile ayrilir.

2.2.2. Gyrus Dentatus

Gyrus dentatus, hippocampus’un medialinde, gyrus parahippocampalis’in iist yiiziinde,
gyrus parahippocampalis ile fimbria hippocampi arasinda bulunan disli bir gri cevher

yapisidir (Curtis ve ark, 2012). Gyrus dentatus histolojik olarak {i¢ tabakadan olusur;

- Stratum moleculare: Sulcus hippocampalis’e komsu tabakadir. Resim 6’da suscus
hippocampalis ve gyrus dentatus’un simrlart goriilmektedir. Graniiler tabakada
bulunan hiicrelerin proksimal dendritlerini igerir.

- Stratum granulosum: Gyrus dentatus’un esas hiicre tipi graniiler hiicreleri iceren
tabakadir. Bu hiicrelerin aksonlar1 Mossy liflerini olusturur.

- Stratum polymorphicum: Ara ndronlarin bulundugu en ylizeysel tabakadir.
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Onceki yillarda néron hiicrelerinin tiimiiniin dogumdan 6nce gelistigini, sinir dokuda
yeni hiicre olusumunun yasam boyunca gerceklesmedigini savunan dogmalarin aksine,
memelilerin beyninde nérogenezis olarak adlandirilan, tiim yasam boyunca ndron hiicrelerinin
formasyonunun gergeklestigi bolgeler subventrikiiler bolge ve gyrus dentatus’ta bulunan
subgraniiler bolgedir. Area tegmentalis ventralis ve SNpc’da bulunan dopaminerjik noronlar
D2 reseptorleri iizerinden direkt olarak hippocampus ve subventrikiiler bolgeyi innerve
ederler, dolayisiyla dopamin noérogenezis ve beyin plastisitesinde 6nemli rol oynamaktadir
(Curtis ve ark, 2012; Mishra ve ark, 2018). Rotenon gibi norotoksik etken maddeler
kullanilarak SNpc dejenerasyonu gerceklestirilen rodentlerde noronal kok hiicrelerin

proliferasyonunun azaldig bildirilmistir (Suzuki ve ark, 2010).

2.2.3. Cerebellum

Fossa cranii posterior’da bulbus ve pons’un arka-iist smirinda bulunan,
rhombencephalon’un en biiyiik parcasi olan cerebellum yukaridan asagi basik, ovalimsi bir
yapidadir. Cerebrum’un onda biri kadar agirliga sahip olsa da yariklarla genisletilmis sinaptik
ylizey alan1 beste biri kadardir ve beynin %80’1 kadar néron igerir, motor hareketlerin
baglamasin1 saglayamaz ancak motor kontrol ve motor &grenme siireglerindeki islevi
onemlidir (Roostaei ve ark, 2014). Cerebellum, sag ve sol hemispherium cerebelli’yi ortada
birbirine baglayan vermis cerebelli’den olusur ve beyne benzer dista cortex cerebelli adini
alan substantia grisea’nin igte corpus medullare adin1 alan substantia alba’nin organize oldugu
bir yap1 gosterir. Resim 4’de goriildiigli gibi cortex cerebelli, fissurae cerebelli adi verilen
yariklarla birbirlerinden ayrilmis folia cerebelli denilen yaprak¢iklardan olugmaktadir.
Cerebellum’da corpus medullare igerisine gomiilii nuclei cerebelli adini alan dort ¢ift ¢cekirdek
bulunmaktadir. Bu c¢ekirdekler distan i¢ce nucleus dentatus, nucleus emboliformis, nucleus

globosus ve nucleus fastigii adini alirlar (Unverdi ve Alsayouri, 2019).

Cerebellum dis yiiziindeki oluklarla temel olarak lobus cerebelli anterior, lobus
cerebelli posterior ve lobus flocculonodularis olarak ii¢ loba ayrilmaktadir. Cerebellum’un dis
yiiziindeki folia cerebelli’ler, ortadaki vermal zon da dahil olmak iizere transvers planda sag
ve sol hemispherium cerebelli’ler iizerinde devamlilik gosterirler. Lobus cerebelli anterior ve
posterior oluklarla daha kii¢iik lobulus’lara ayrilir, her bir lobulus’a karsilik gelen bir vermis
bolimii bulunur (Klein ve ark, 2013; Unverdi ve Alsayouri, 2019). Ornek olarak lobus

flocculonodularis’in vermal boliimii nodulus’tur ve flocculus olarak devam eder. Cerebellum
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filogenetik olarak lobus flocculonodularis’in olusturdugu archicerebellum, lobus cerebelli
anterior ve vermis cerebelli’nin uvula ve pyramis boliimiiniin olusturdugu paleocerebellum ve
lobus cerebelli posterior’un olusturdugu neocerebellum olmak iizere ii¢ boliime ayrilmaktadir.
Filogenetik ayrim, her lobun vermal boliimii ve bununla devamlilik gosteren hemisfer bolimii
ayni zamanda fonksiyonel bir ayrim da saglamaktadir ve her boliimiin girdi ve ¢iktilarinin
kaynag1 dolayisi ile bu boliimlerin afferent ve efferent yolaklar1 farklilik gostermektedir. Bu
fonksiyonel {tniteler Sekil 7’de goriildiigii gibi cerebellum’un tliimiiniin koronal planda
sematize edilmesi ile gosterilmektedir. Cerebellum’un afferent ve efferent lifleri,
cerebellum’u truncus cerebri’ye baglayan pedunculus cerebellaris superior, medius ve
inferior’u olustururlar. Cerebellum’u pons’a baglayan pedunculus cerebellaris medius afferent
liflerden olusurken, bulbus’a baglayan pedunculus cerebellaris inferior’un ¢ogunlugu afferent
liflerden, mesencephalon’a baglayan pedunculus cerebellaris superior’un ise c¢ogunlugu

efferent liflerden olusmaktadir (Roostaei ve ark, 2014; Unverdi ve Alsayouri, 2019).

. -“\/. /
Central *
\ ) 1 /

Culmen
Mesencephalon —— ulmes

7 Lobus cerebelli
posterior

M}' Lobus flocculonodularis

Nedulus

Sekil 7: A; Truncus cerebri arkasimna yerlesmis cerebellum, B; Koronal planda sematize

edilmis cerebellum.

Archicerebellum filogenetik olarak cerebellum’un en eski boliimiidiir. Afferentlerini
nervus vestibularis ile i¢ kulakta yer alan vestibuler sistemden direkt olarak ya da ipsilateral
vestibuler ¢ekirdekler araciligi ile alir. Bu nedenle vestibulocerebellum adi da verilmektedir.
Area pretectalis ve viziiel korteksten de girdiler alir. Denge, uzaya oryantasyonun saglanmast
ve g6z hareketlerinden sorumludur (Klein ve ark, 2013; Roostaei ve ark, 2014). Lobus
flocculonodularis’in medial boliimii nodulus dengenin korunmasini saglarken, flocculus
vestibulo-okiiler adaptasyona aracilik eder (Manto ve ark, 2012; Unverdi ve Alsayouri, 2019).

Medulla spinalis’te bulunan somatomotor noéronlar ile fasciculus longitudinalis medialis ve
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ekstrapiramidal sistem yolaklarindan tractus rubrospinalis, tractus vestibulospinalis ve tractus

reticulospinalis araciligi ile baglant1 kurar.

Paleocerebellum medulla spinalis’in afferent yolaklar1 tractus spinocerebellaris anterior,
tractus spinocerebellaris posterior, tractus cuneocerebellaris, tractus spinoreticularis ve
devami tractus reticulocerebellaris araciligr ile kas, kiris ve eklemlerden proprioseptif
duyunun yaninda bir miktar basing ve temas duyusu da alir. Paleocerebellum’a afferentleri
medulla spinalis’ten geldigi i¢in spinocerebellum da denilmektedir (Unverdi ve Alsayouri,
2019). Cerebellum aldig1 bu impulslar1 degerlendirir, ekstrapiramidal sistem yolaklar1 tractus
rubrospinalis, tractus vestibulospinalis ve tractus reticulospinalis aracilig ile medulla spinalis
on boynuz motor noronlari ile baglant1 kurarak kas tonusunun siirdiiriilmesini, kas gruplari
arasinda koordinasyonun saglanarak, hareketlerin amaca uygun akici ve diizenli yapilmasinda
sensorimotor senkronizasyonu saglar (Manto ve ark 2012). Tractus rubrospinalis araciligi ile
fleksor kaslarin tonusunun ayarlanmasini saglayan efferent lifler cerebellum’u terk etmeden
once nucleus globosus ve nucleus emboliformis’te, tractus vestibulospinalis araciligi ile
ekstensor iskelet kaslarina kolaylastirict etki saglayan efferent lifler ile tractus reticulospinalis
araciligl ile motor aktivitenin kontroliinli saglayan lifler nucleus fastigii’de sinaps yaparlar.
Purkinje hiicrelerinden ¢ikan bir kisim liflerin ise dogrudan dogruya nucleus vestibularis

lateralis’de sonlandig1 bilinmektedir (Roostaei ve ark, 2014).

Neocerebellum beyin korteksinden afferent lifler alan cerebrocerebellum adi da verilen
cerebellum’un filogenetik olarak en gelismis ve en biiyiik boliimiidiir. Istemli ve ince motor
hareketlerin koordinasyonu, motor hareketlerin planlanmasindan sorumludur. Beyin korteksi
tractus corticopontocerebellaris ile nuclei pontis araciligiyla, tractus cortico-olivocerebellaris
ile nucleus olivaris inferior araciligr ile, tractus corticoreticulocerebellaris ile bulbus ve
pons’ta yer alan formatio reticularis araciligi ile cerebellum’a baglanir. Bunun yaninda tractus
corticospinalis’in kollateral dallarin1 alan nuc arcuatus’lar fibrae arcuatae externae anteriores
ve posteriores (stria medullaris ventriculi quarti) araciligi ile pedunculus cerebellaris inferior
tizerinden cerebellum’a projekte olurlar. Cerebellum’dan ¢ikan efferent lifler tractus
cerebellothalamicus araciligi ile thalamus’un nucleus ventralis intermedius isimli
cekirdeginde ve tractus cerebellorubralis ile nucleus ruber’de sinaps yaparlar. Thalamus’tan
baslayan tractus thalamocorticalis primer motor saha ve gyrus precentralis’de sonlanir,
nucleus ruber’den ¢ikan lifler ise nucleus olivaris inferior’da sonlanir (Roostaei ve ark, 2014;

Unverdi ve Alsayouri, 2019).
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Cortex cerebelli Resim 4’de goriildiigii gibi dista stratum moleculare igte stratum
granulosum adi verilen iki tabaka ve bu iki tabaka arasinda biiylik golgi tip 1 noronlar olan
Purkinje hiicrelerinin tek sira seklinde dizildigi, Bergmann glia hiicrelerinin de bulundugu
stratum gangliosum’dan olusur. Stratum moleculare’de Purkinje hiicrelerinin dendritik
uzantilart yer alir. Stratum granulosum biiylik ve kiigiik graniiler hiicrelerden olusur.
Dendritleri ayn1 tabakada sonlanan bu graniiler hiicrelerin aksonlar1 folia cerebelli’nin uzun
eksenine dik olarak stratum moleculare’ye uzanirlar ve burada birbirine pararel olarak ikiye
ayrilirlar. Cerebellum’a nucleus olivaris inferior disindaki kaynaklardan gelen girdiler (Mossy
lifleri) graniiler hiicrelerin dendritik uzantilar1 ile cerebellar glomerulus adi verilen sinaptik
baglantilar1 yaparlar. Nucleus olivaris inferior’dan gelen lifler (tirmanici lifler) ise Purkinje

hiicrelerinin dendritik uzantilari ile sinaps yaparlar (Roostaei ve ark, 2014).

Resim 4: Cerebellum’un histolojik tabakalari, Krezil viyole asetat boyama, Magnifikasyon; A

X4, B X10, C X20, D X40.

Stratum granulosum altinda ise Purkinje hiicrelerinin myelinli aksonlarinin olusturdugu,
cerebellum’un beyaz cevheri corpus medullare bulunur. Purkinje hiicrelerinin aksonlarinin
kollateral dallar1 stratum granulosum’da bulunan stellat hiicreler ile sinaps yaparlar.
Yiizeyelde bulunan stellat hiicreler yildiz hiicreleri, derinde bulunanlar ise sepet hiicreleri

adin1 alan inhibitor interndronlardir (Jimsheleishvili ve Dididze, 2019).
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Klasik olarak nuclei basales ve cerebellum istemli hareketleri kontrol eden, serebral
korteks araciligr ile iletisim kuran iki biliylik motor merkezdir (Yanagisawa ve ark 2018;
Milardi ve ark, 2019). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar cerebellum ve bazal ¢ekirdekler
arasinda direkt baglantilarin bulundugunu bildirmistir. Bu durum cerebellum’un motor ve
motor olmayan fonksiyonlarda bilinenden ¢ok daha fazla rol oynadigimi gostermektedir.
Yapilan ¢alismalarda cerebellum’un thalamus yolu ile corpus striatum’a gii¢lii bir disinaptik
projeksiyona sahip oldugu (Mirdamadi, 2016; Milardi ve ark, 2019), insanlarda nucleus
dentatus ile Gpm ve SNpr arasinda direkt baglantilarin oldugu (Mirdamadi, 2016) ve STN’un
nuclei pontis aracilig ile serebellar kortekse disinaptik bir baglantisi oldugu gosterilmistir
(Milardi ve ark, 2019). Parkinson hastaliginin motor belirtilerinin ortaya ¢ikisinda 6zellikle
STN ve cerebellum arasindaki baglantinin islev bozukluklari 6nem arz etmektedir (Caligiore
ve ark, 2016; Milardi ve ark, 2019). Istirahat tremorunun baslangici bazal ¢ekirdeklerin
anormal aktivitesi ile, tremor amplitiidii ise serebello-talamo-kortikal projeksiyonlarin islev
bozuklugu ile iligkilendirilmektedir (Helmich ve ark, 2012). Parkinson hastalarinin
fonksiyonel MRI goriintiilemelerinde kortiko-striatal aktivitede azalmanin yaninda nucleus
dentatus ve cerebellum aktivitesinde artis saptanmistir. Degisen serebellar aktivasyonun bazal
cekirdeklerin anormal aktivitesi ile ilgili patofizyolojik bir bulgu oldugu ve striato-talamo-
kortikal devrede islev bozuklugunun iistesinden gelmek icin telafi edici bir mekanizmay1

yansitiyor olabilecegi bildirilmektedir (Mirdamadi, 2016; Milardi ve ark, 2019).

2.3. Stereolojik Yontemler Hakkinda Genel Bilgiler

Stereoloji, Yunanca ii¢ boyutlu cisim anlamina gelen ‘stereos’ kelimesinden tliremis, ¢
boyutlu yapilara ait iki boyutlu kesitler iizerinde, belirli kurallar biitiinii ¢cercevesinde yapilan
cikarimlarin, yapilarin ti¢ boyutlu 6zellikleri ile ilgili yorum yapilabilmesini saglayan bilim
dalidir (Gundersen ve ark, 1988; Akalan ve Demirkiran, 2013). Stereolojik yOntemler
kullanilarak kesit goriintiiler lizerinde {i¢ boyutlu yapilarin hacmi, tanecik sayist ve yogunlugu
hesaplanabilir. Stereolojik calismalarda kullanilan yontemlerin daha kisa zamanda daha az
hata ile calismay1 saglayarak son derece etkin ve gercek degerlerden sistematik bir sapma
gostermeyen son derece tarafsiz sonuclar elde edilmesi beklenir. Bu yontemlerin temelini
sistematik rastgele drnekleme (SRO) olusturmaktadir. Sistematik rastgele drnekleme prensibi,
incelenen yapinin her alaninda esit 6rnekleme yapilmamasi gibi 6rnekleme tarafliliklarinin ve
kesit almman cihazin yapisindaki hatalar, mikroskobun optik sistemindeki hatalar, 6lgiim

aletlerinin kalibrasyonunda olusabilecek hatalar gibi sistematik tarafliliklarin ortadan
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kaldirilmasmi saglamaktadir (West, 1993). Rastgele bir baslangictan sonra, belirlenen
araliklarla sistematik olarak orneklenen ii¢ boyutlu bir yapinin her pargasi esit 6rneklenme
sansina sahip olmaktadir (Gundersen ve Jensen, 1987). Sozgelimi doku kesitlerinden ilk on
tanesinin igerisinden altinc1 kesit rastgele secilir. Orneklenecek diger kesitlerin siras1 16, 26,
36, 46... olarak sistematik sekilde devam eder. Boylece ilgilenilen yapinin her pargasi
onceden belirlenmis bir aralikla rastgele ve sistematik olarak, kesit 6rnekleme oran1 (KeOO)
1/10 olan kesitler ile drneklenmis olur. Istatistiki anlamda da SRO, rastgele drneklemeye
kiyasla ger¢ege daha yakin sonuglar saglamaktadir (West, 1993; Cruz-Orive, 2017).
Stereolojik olarak tanecik sayiminda bir diger dnemli husus da taneciklerin kesit
tizerindeki izdiistimlerinin belirli bir alanda sinirlandirilarak sayilmasi gerekliligidir. Bu
amacla sayim cerceveleri kullanilmaktadir. Onceden belirlenmis bir alanin sayim gergevesi
icerisinde kalan boliimiinde tanecik saymmu yapilir. Ilk stereolojik calismalarda kare veya
dikdortgen seklinde sayim cergeveleri kullanilmis, bu cergevelerin icerisinde kalan ve
cergevelerin kenarlart ile kesisen tanecikler sayilmis ancak bu gercevelerin toplam tanecik
sayisindan uzak degerler elde etmeye sebep oldugu anlagilmistir. 1970’li yillarda Gundersen
tarafindan gelistirilmis olan tarafsiz sayim g¢ercevesi bu soruna ¢éziim getirmistir (Gundersen
1977). Tarafsiz sayim ¢ercevesi Sekil 8’de goriildiigi gibi siklikla kullanilan sekliyle iki
kenar1 diiz, iki kenar1 da kesikli ¢izgilerden olusan dikdortgen veya kare seklinde basit bir
cercevedir. Tarafsiz sayim cercevesinin kenarlarindan kesikli ¢izgi seklinde olanlar serbest
kenarlar1, diiz ¢izgi seklinde olanlar yasak kenarlar1 temsil etmektedir. Cergeve icerisinde
kalan alanda bulunan ve serbest kenarlar ile temas eden tanecikler sayilirken, yasak kenarlar
ve bunlarin uzantilar ile temas eden tanecikler sayilmaz (Gundersen 1977; Mandarim-De-

Lacerda, 2003; Cruz-Orive, 2017).
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Sekil 8: Tarafsiz sayim c¢ergevesi, kesikli ¢izilmis olan kenarlar serbest kenarlari, diiz ¢izili
kenarlar yasak kenarlar1 ve uzantilarim1 gostermektedir. Alani tarali partikiiller sayima dahil

edilirken, alan1 beyaz olan partikiiller sayima dahil edilmeyen partikiilleri gostermektedir.

Sistematik rastgele 6rneklenmis kesitlerde, tanecik izdiistimlerinin dogrudan sayimiyla
toplam tanecik sayisina ulasma fikri stereolojik olarak ilk denenen yontemlerden biridir.
Ancak taneciklerin sekli, biiylikliigli, yonelimi, kesit alma yonii gibi pek ¢ok parametrenin
ilgilenilen yapida bulunan taneciklerin kesitler iizerindeki izdligiimiinii etkiledigi goriilmiistiir.
Ayni zamanda kesitler iki boyutlu diizlemler olarak kabul edilseler de belirli bir kalinliga
sahiptirler. Kesit kalinliginin izdiisiim {izerine olan etkisi de géz ardi edilmemelidir. Kesit
kalinlig1 arttik¢a, optik olarak seffaf kesitler igerisinde yer alan tanecik sayisi dolayisiyla
tanecik izdlisiimii artar, bu duruma fazla gériinme etkisi (Holmes etkisi) ad1 verilir. Sekil 9 ve
10°da taneciklerin sekil, biiyiikliik, yonelimi, kesit alma yonii ve kesit kalinliginin tanecik

izdiisiimiine etkisi gosterilmistir (Mandarim-De-Lacerda, 2003).

Sekil 9: A, B; kesit alma yoniiniin partikiil izdiisiimiine etkisi, C, D; taneciklerin sekil,

biiytikliik ve yonelimlerinin izdlistimlerine etkisi.
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Sekil 10: Kesit kalinlig1 (t) arttik¢a tanecik izdiisiimii de artmaktadir.

Abercrombie 1946 yilinda tanecik izdiisiimlerinin dogrudan sayimi ile elde edilen

toplam tanecik sayisinin kesit kalinligi / (kesit kalinlig1 x tanecik yiiksekligi)’ne boliinmesi ile
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kesit kalinligmin da hesap edildigi bir diizeltme faktorii ileri stirmiistiir. Ancak
Abercrombie’nin ileri siirdiigli diizeltme formiiliinde yer alan tanecik yiiksekliginin Sl¢iimii
pratik olarak miimkiin olmamaktadir. Ayn1 zamanda formiiliin, tanecik sayisini gergek
degerinden daha fazla hesapladigi ortaya koyulmustur. 1984 yilinda Sterio tarafindan ortaya
koyulan disektér yontemi kesit kalinlig1 icerisinde ilerleyen bir sonda gibi diisiiniilebilir. Bu
yontemde taneciklerin sekil, biiyiiklik ve yoneliminden bagimsiz olarak kesitin iist ve alt
yiizlerinde yer alan uglarini bulmak 6nemlidir. Disektor tanecigi, disektor yontemi ile sayilan
yapilara verilen isimdir. Disektor yontemi fiziksel ve optik disektor olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Fiziksel disektor, disektor yonteminin ilk uygulanan seklidir. Bu yontemde
ardisik veya aralarindaki uzaklik asgari tanecik biiyiikliigiinden daha az olan iki kesit alinir.
Iki kesitten biri rnek digeri ise gdzlem kesiti olarak kullanilir. Es zamanli incelenen iki
kesitte ornek kesitinde bulunup gbézlem kesitinde bulunmayan tanecikler sayima dahil edilir.
Iki kesit arasindaki mesafe optik disektdr yiiksekligi olarak alinir. Bu yontemde yiiksekligi
kesit dogrultusunda olan, 6rnek kesiti tizerinde izdiistimii goriilen biiyiik kiiclik tiim tanecikler
icin 6rneklenme sans1 esittir. Bu yontemle sayilan partikiil sayisi, ilgilenilen yapinin hacminin
de yer aldig1 bir hesaplamaya tabi tutularak toplam partikiil sayis1 belirlenebilir. Fiziksel
disektor yonteminde iki ayr1 kesit iizerinde es zamanli olarak ¢alisma, her iki kesitte de sayim
yapilan aym alanlar1 bulabilme, her iki kesitin de iki farkli mikroskopta goriintiillenmesi,
kullanilan mikroskoplarin birbirinin ayni olmast ve ilgilenilen yapinin toplam hacminin de
bilinmesi gerekliligi ¢alisma zorlugu olusturmaktadir (Mandarim-De-Lacerda, 2003).
Gundersen ve arkadaglar tarafindan gelistirilen optik disektor yontemi, fiziksel disektor
yontemine gore daha pratik ve etkin bir sayim yapmay1 saglamaktadir. Bu yontemin esasi
kalin kesitler igerisinde z ekseninde optik diizlemler boyunca ilerlerken tarafsiz sayim
cergevesi igerisinde goriintiiye giren taneciklerin saymmini yapmaktir. Onceden belirlenen
araliklar boyunca kesit {lizerinde ilgilenilen yap1 x ve y eksenlerinde adimlanir ve tarafsiz
sayim cercevesi igerisinde kalan veya cercevenin serbest kenarlariyla temas halinde olan
disektdr partikiilleri z ekseninde ilerlenerek sayilir. Kesit lizerinde x ve y eksenlerinin taradigi
alanin tarafsiz sayim cercevesi alania béliinmesi ile alan 6rnekleme oran1 (AOO) elde edilir

(Gundersen ve ark, 1988).

2.3.1. Optik Disektor ve Parcalama (Fractionator) Metodlarinin Kombinasyonu; Optik

Parcalama Yontemi
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Optik disektor yontemi tarafsiz ve etkin olarak partikiil sayimin1 saglasa da dokularin
histolojik takibi, kesit alma, boyama gibi islemler sirasinda 6zellikle kesit kalinligini etkileyen
faktorlerin etkilerini saf dis1 birakmamaktadir. Doku 6rneklerinin histolojik takibi sirasinda
kullanilan kimyasallara 6rneklerin optimal diizeyde maruz kalmamasi hiicrelerin biiziismesine
ya da sismesine neden olabilir. Ayn1 zamanda doku bloklarindan kesitler alinirken bigagin
dokunun tiim yiizeyini ve doku icerisinde yer alan tanecikleri piiriizsiiz bir diizlem olarak
kestigi varsayimi gercekle ortlismemektedir. Doku blogunu kesen bigak, yolu iizerinde yer
alan tanecikleri bazen keser, cogunlukla da yerlerinden ¢ikararak diismelerine sebep olur.
Dolayisiyla doku kesitlerinin {ist ve alt yiizlerinde Sekil 11°de goriildiigii gibi piiriizsiiz

olmayan bir tabaka olusur (Mandarim-De-Lacerda, 2003; Cruz-Orive, 2017).

Optik disektor yliksekligi

Sekil 11: Ust ve alt giivenlik kusaklarmin birakilmasi, kirmiz1 ve yesil ¢izgilerle cizili kiip
optik disektor yiiksekligi boyunca taranan derinlikte tarafsiz sayim cercevesinin kapsadigi
hacmi gostermektedir. Yesil renkli kenarlar serbest kenarlari, kirmizi renkli kenarlar yasak

kenarlar1 temsil etmektedir.

West ve arkadaglar tarafindan 1991 yilinda gelistirilen optik parcalama (Fractionator)
yonteminde doku kesitinin {ist ve alt yiizlerinde belirli bir mesafe birakilarak tanecik sayimi
yapilmaz. Birakilan bu mesafeler iist ve alt giivenlik kusag1 olarak adlandirilirlar. Ust ve alt
giivenlik kusaklar1 arasinda kalan disektdr partikiillerinin sayiminin yapildig: yiikseklige optik
disektor yiiksekligi (h) adi verilir. Alan 6rneklemesinin yapildigi optik disektdr prensibine ek
olarak kesitler kalinliklar1 icerisinde de drneklenmis olur. Optik parcalama yontemi olarak
adlandirilan bu yontemde elde edilen toplam partikiil sayis1 ‘parcalama’ prensibine bagh

olarak doku takibi ve kesit alma islemlerinin herhangi bir basamaginda olusabilecek
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olumsuzluklardan, ‘optik disektdr’ prensibine bagli olarak da doku igerisindeki taneciklerin
biiyiikligii, sekli ve yoneliminden etkilenmez. Optik par¢alama yontemi ile tanecik sayimi
norolojik bilimlerde altin standart olarak kabul goérmiis, olduk¢a etkin ve tarafsiz bir

uygulamadir.

Doku kesitinin {ist ve alt ylizlerinde olan deformasyon nedeni ile sayim yapilan her
alanda kesit kalinlig1 olctliir. Bir kesit i¢in Olgiilen kesit kalinligi degerlerinin ortalamasi
alinarak o kesite ait kalinlik ortalama degeri elde edilir. Bir doku 6rnegine ait tiim kesitlerin
kalinlik ortalama degerlerinin ortalamasi ise her bir doku 6rnegine ait ortalama kesit kalinligi
degerini verir. Optik disektor yiiksekliginin her bir doku 6rnegine ait ortalama kesit kalinligi
degerine boliinmesi ile kalinlik 6rnekleme orami (KaOO) elde edilir. Sistematik rastgele
orneklemede kullanilan KeOO, AOO, KaOO, her bir kesitte sayilan partikiil sayilarinin (Qi")
toplam1 (£Q7), N= (ZQ) x (1/Ke00) x (1/A00) x (1/KaOO) formiiliinde yerine koyularak
islem yapildiginda ilgilenilen yapinin tiimiinde bulunan partikiil sayis1 (N) hesaplanmaktadir

(Cruz-Orive, 2017).

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakimi, Cahsma Plam1 ve Haftahk Rutin
Uygulamalar

Calismamizda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilen 10 aylik, 400-450 gram agirliginda
toplam 48 adet yetiskin Wistar Albino tiirii erkek sican kullanildi. Hayvanlar normal bakim
ve besleme kosullarinda, her kafeste dorder adet olmak iizere polikarbon kafeslerde, otomatik
olarak %45-60 nem oranina ve 22+1 °C ortam sicakligina ayarlanmis ve giinliik 12 saat

aydinlik 12 saat karanlik 1siklandirmasi yapilan laboratuvarda, yem ve su kisitlamasi
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yapilmadan bakildilar. Haftada iki kere tiim kafeslerin temizligi yapildi. Deney hayvanlariin
ortama ve arastirmacilara adaptasyonu igin gecen bir hafta sonrasinda deney gruplari
olusturularak calismanin uygulama asamasina gecildi. Deneysel Parkinson hastaligini
indiiklemek amact ile 60 giin siiresince diisiik dozda Rotenone® uygulanan deney
hayvanlarindan probiyotik grubunda bulunanlara ek olarak gavaj yolu ile probiyotik verildi ve
on bes giinliikk bekleme siiresinin sonunda (75. giin) deney hayvanlar1 anestezi altinda
sakrifiye edilerek calisma sonlandirildi. Deneysel prosediiriin devam ettigi siire boyunca her
hafta aym1 giin, enjeksiyon ve gavaj uygulamasmin sonlandirildigi 60. giin ve deneyin
sonlandirildig1 75. giin hayvanlar tartilarak canli agirliklar1 kaydedildi.

Deney siiresince hayvanlarin agirlik degisimlerinin degerlendirilmesi amaci ile (son
agirlik-ilk agirlik)/son agirlik X 100 formiili ile viicut agirhig ylizde degisimleri (VAYD)
hesaplandi. Deney hayvanlarinin, enjeksiyon ve gavaj uygulamasinin sonlandirildigr 60.
giinde kaydedilen agirliklar1 ve deney baslangicinda kaydedilen agirliklart kullanilarak
uygulama siiresince saptanan viicut agirligi ylizde degisimi (VAYDu), 60. giinde kaydedilen
agirliklar ile on bes giinlik bekleme siirecinin bitiminde kaydedilen 75. giin agirliklart
kullanilarak bekleme siiresinde saptanan viicut agirligi ylizde degisimi (VAYDb) ve 75. giin
agirliklan ile ¢aligmanin baglangicinda kaydedilen agirliklart kullanilarak deney siiresince

saptanan viicut agirhigi yiizde degisimi (VAYDd) hesaplandi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar her grupta sekizer adet olmak {izere rastgele segilerek alti gruba; kontrol grubu
(K), ¢oziicti kontrol grubu (CK), Parkinson hastas1 grubu (P), bakteriyel probiyotik uygulanan
Parkinson hastas1 grubu (PB), maya probiyotik uygulanan Parkinson hastasi grubu (PM),
bakteriyel ve maya probiyotik uygulanan Parkinson hastasi grubu (PBM), ayrildi.

3.3. Motor Testler

Deney hayvanlarinin motor hareketlerinin analizi ve kognitif fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi amaci ile yapilan agik alan, silindir ve aski teli testleri deneysel Parkinson
hastaliginin olusturulmasi amaci ile enjeksiyona baslamadan 6nce (0. giin), son enjeksiyon
giinii (60. giin) ve son enjeksiyon uygulamasindan on bes giin sonra (75. glin) toplamda 3 defa

gerceklestirildi.

76



3.3.1. Goriintii Tabanh Hareket Analizi; Acik Alan Testi

Agik alan testi Resim 5’de goriildiigii gibi galvanize sacdan yapilmis, kenar uzunlugu
100 cm, yiiksekligi 30 cm olan ve taban alan1t 25 cm kenar uzunlugunda kiigiik karelere
ayrilmis ve bu karelerden ayr1 olarak her kenardan 37,5 cm uzaklikta merkeze kirmizi renkte
cizilmis, 25 cm kenar uzunlugu olan bir karenin bulundugu kutu kullanilarak gergeklestirildi.
Her deney hayvani kutu igerisine koyulduktan sonra on dakika videoya kaydedildi. Video
¢cekimi yapan kamera (LG G4, 16 MP, /1.8 lens) 156 cm uzunlugunda olan bir tripoda
(Deyatech, model C3550) monte edilmis ve belli bir yiikseklikte kutuya paralel olarak
yerlestirilmis ve kutunun tiim alanini gorecek sekilde ayarlanmistir. Kayit sirasinda hayvanlar
uygulama odasinda yalniz birakildilar. Her yeni kayittan dnce, bir 6nceki deney hayvaninin
kutuda biraktigt digki ve idrar atiklari yeni kayda alinacak hayvanin davraniglarinin
etkilenmemesi amaci ile %10’luk etil alkol kullanilarak temizlendi. Temizlik isleminin daha
kolay yapilabilmesi, {rinasyon ¢izgilerinin kaydedilen videolar iizerinde net sekilde
goriilebilmesi ve deney hayvaninin hareketlerini kutu tabani ile olan kontrast farkini gézeterek
takip eden video takip programinin daha etkili sekilde kullanimini saglamak amaci ile kutu
tabanina her hayvan i¢in opak, siyah renkli karton serildi. Cizgi ge¢isi, merkez kareye girme
sikligr gibi kutu tabaninda yer alan ¢izgiler yardimi ile saptanan veriler i¢in, kaydedilen
videolar degerlendirilirken kutu tabaninin ekran goriintiisii bir cetvel yardimi ile 6l¢iildii. Kutu
tabaninda yer alan ¢izgi diizeni asetat kagidina cizildi. Asetat kagidi monitor iizerine

yapistirildi ve video siiresince degerlendirmeler gerceklestirildi.
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Resim 5: Ac¢ik alan testinin gergeklestirildigi, tabani ¢izgilerle karelere ayrilmis galvanize sac
kutu.

Acik alan testi deney hayvanlarinda lokomotor aktivitenin ve anksiyete iligkili
davranislarin degerlendirilmesi amaci ile uygulanan, bu amagla degisen kenar uzunluguna
sahip (38-100 cm araliginda) kutu benzeri araglarin kullanildig1 bir testtir. Calismamizda acik
alan testinde kaydedilen videolar lizerinde Tablo 2’de verilen analizler gerceklestirildi. Deney
hayvanmin kayit siiresince gectigi ¢izgi sayist (ambulasyon, CG) ve buna bagl yiirlinen
toplam yol (TY), sahlanma hareketi (§) lokomotor aktivitenin temel belirte¢lerindendir ve
deneysel Parkinson hastaligi modellerinde sikilikla incelenirler (Su ve ark, 2018). Deney
hayvaninin merkez kareye girme sikligt (MKG) ve merkez kare igerisinde gegirdigi siire
(MKK) kesifsel davraniglarin yiiksek, anksiyete skorunun diisiik oldugunu gostermektedir.
Germe hareketi (GH) ise hayvanin mevcut konumundan yeni bir konuma gegmekte tereddiit
ettigini gosteren bir risk degerlendirme davranisi olarak degerlendirilir. Timar (T) davranisi
cogunlukla bulundugu yerden farkli bir yere gecen deney hayvaninda gozlenen bir yer
degistirme davranmisidir ve lokomotor aktivite hakkinda fikir verir. Urinasyon (U) ve
defekasyon (D) parametreleri ise otonomik fonksiyonlarin degerlendirilmesinden ziyade
kaygi degerlendirilmesine yonelik incelenmektedir. Bu parametrelerin kontrol grubu ile
benzerlik gostermesi deney grubunun anksiyete skorunun diisiik oldugunu gosterir (Griebel ve

Blanchard, 2001).

Tablo 2: Acik alan testi video kayitlarinda degerlendirilen parametreler.

Video kaydinda degerlendirilen Aciklama

Parametreler

Cizgi gecisi (CG) Hayvanin dort ayag: ile birlikte gectigi kutu
tabanindaki ¢izgi sayisi

Merkez kareye giris (MKG) Hayvanin merkez kareye girme siklig1

Merkez karede kalma siiresi (MKK) Saniye cinsinden hayvanin merkez karede
gecirdigi zaman

Sahlanma () Hayvanin arka ayaklar1 {izerine kalkma
sikl1g1

Germe hareketi (GH) Hayvanin bas ve omuzlarini yukari ve ileriye
uzatma ve tekrar orijinal pozisyonuna donme
siklig1

Timar (T) Saniye cinsinden video siiresince hayvanin
kendini yalamak, tirmalamak i¢in gecirdigi
zaman

Hareketsiz kalma (HK) Saniye  cinsinden hayvanin  tamamen

hareketsiz gegirdigi siire
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Urinasyon (U) Hayvanin kutu Tgerisinde biraktig1r idrar
¢izgisi sayisi

Defekasyon (D) Hayvanin kutu icerisinde biraktig1 tane
seklinde digki sayisi
Yiiriinen toplam yol (TY) Santimetre cinsinden 10 dakika siire boyunca

deney hayvanmin kutu igerisinde yiiridigi
toplam mesafe

Kayda alian video siiresince deney hayvaninin yiiridiigii toplam yol (TY) Resim 6’da
gosterildigi gibi Kinovea-0.8.15 video takip programi kullanilarak hesaplandi. Video

oynatilmaya baslamadan 6nce, takip noktasi olarak deney hayvaninin sirt boliimii igaretlendi.

OO 9w @wHP B

Resim 6: Kinovea programi kullanilarak yiiriinen toplam yolun (TY) hesaplanmasi.

Bilinen bir uzunluk olan acik alan testi kutusunun kenar uzunlugunun o6l¢iimii
vasitasiyla video takip programinin kalibrasyonu saglandi ve on dakikalik video siiresince

deney hayvaninin yiiriidiigii TY santimetre cinsinden kaydedildi.

3.3.2. Silindir Testi

Tek tarafli motor asimetriyi degerlendirmek i¢in her deney hayvani Resim 7°de goriilen
20 cm ¢apinda ve 30 cm yiiksekliginde pleksiglas bir silindirin igine koyuldu. Silindirin disina
cikmak, icerisine koyuldugu nesneyi anlamak ve benzeri amaclarla sahlanma hareketi yaparak
on ekstremitelerini silindir duvarina dayayan deney hayvaninin toplam bes dakika icerisinde
sag ve sol On ekstremitelerini ka¢ defa silindir duvarma dayadigi sayildi. Bu test on bes

dakika ara ile 3 defa tekrarlandi ve her rat i¢in elde edilen degerlerin ortalamasi alind.
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Resim 7: Deney hayvaninin sag ve sol 6n ekstremitelerinin silindir duvari ile temasi.

3.3.3. Aska Teli Testi

Kalem kalinliginda, dayanikli ve yeterli uzunlukta olan tahta bir ¢ubuk her iki ucu
ayaklarla desteklenerek, yerden 60 cm yukariya ve yere pararel olarak yerlestirildi. Genel kas
kuvvetini 6lgmek amact ile cubuk iizerine getirilerek, On ekstremiteleri ile g¢ubugu
kavramalar1 saglanan ratlar serbest birakildi. Resim 8’de goriildiigii izere cubuk tizerinde asili
kalan ratlarin ¢gubugu tutmay1 birakip yere diisene kadar gegirdikleri, bagka bir deyisle gubugu
tuttuklar siire kaydedildi. Bu uygulama on bes dakika ara ile 3 defa tekrar edildi, her rat i¢in

elde edilen degerlerin ortalamasi alindu.

Resim 8: Aski teli testi uygulamasi.

3.4. Deneysel Parkinson Hastaliginin Olusturulmasi ve Probiyotik Uygulamasi
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Deneysel Parkinson hastaliginin olusturulmasi amaciyla P, PB, PM ve PBM grubu
deney hayvanlarina giinlik 2.5 mg/kg dozda, ¢oziicii solusyonu igerisinde ¢ozdiiriilen
Rotenone® (Uriin kodu: CAS83-79-4, Santa Cruz Biotechnology, Texas, ABD) 60 giin
stiresince intraperitoneal olarak uygulandi. Bu siire icerisinde PM grubu hayvanlara rotenon
enjeksiyonuna ek olarak giinliik 25mg/kg dozda liyofilize Saccharomyces boulardii, PB grubu
hayvanlara 10° koloni olusum birimi (kob) Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve ve Streptococcus thermophilus igeren bakteriyel probiyotik, PBM
grubu hayvanlara ise 25 mg/kg/gin dozda Saccharomyces boulardii ile 10° kob/giin
bakteriyel kokenli probiyotik kombine sekilde distile su ile sulandirilarak, gavaj yoluyla
verildi. Coziicii kontrol grubu (CK) hayvanlara ayni miktar distile su gavaj yolu ile ve ayni
miktar rotenon ¢6ziicii sollisyonu intraperitoneal olarak verilirken K grubu hayvanlara ¢aligma
stiresince herhangi bir uygulama yapilmadi.

Calismamizda kullandigimiz S. boulardii ticari preparati Reflor® (Biocodex Ilag,
Istanbul, Tiirkiye) bir sasede 250 mg mayaya esdeger liyofilize sus icermektedir, her deney
hayvaninin agirhigmma gore 25mg/kg/glin dozda hesaplanarak uygulanmistir. Newita®
(PharmaPLANT, istanbul, Tiirkiye) bakteriyel kokenli probiyotik ise her kapsiilde 5X10° kob
mikroorganizma icermektedir, bir kapsiil igerigi 5 hayvan icin 10° kob/gin dozda
kullanilmigtir. Rodentler i¢in giinliik 10° — 10 kob/glin (koloni olusum birimi/gilin) oral
bakteriyel probiyotik aliminin, ratlar i¢in ise gilinliik 25 mg/kg dozda Saccharomyces
boulardii’nin intestinal mukozanin etkili sekilde kolonizasyonu i¢in yeterli oldugu

belirtilmektedir (Bassaganya-Riera ve ark, 2012, Karen ve ark, 2010).

3.5. Deneyin Sonlandirilmasi, Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Islenmesi

Altmis gilinliik enjeksiyon ve gavaj uygulamasini takiben olusturulan patolojinin
stabilizasyonunun saglanmas1 amaciyla on bes giin siire ile hayvanlara herhangi bir uygulama
yapilmadi. Enjeksiyon ve gavaj uygulamasini takiben ve iki hafta sonrasinda gerceklestirilen
motor testler tamamlandiktan sonra deney hayvanlar1 5 mg/kg ksilazin (Alfazyne®, Ege-Vet,
Izmir, Tiirkiye) ve 100 mg/kg ketamin (Ketalar®, Parke-Davis, istanbul, Tiirkiye) anestezisi
altinda sakrifiye edildiler.

Sakrifiye edilen ratlarin kraniyumu hizlica agilarak beyin ve beyincik Resim 9°da
goriildiigii gibi biitlin halde ¢ikarildi. Keskin bir bistiiri ucu kullanilarak koronal planda beyin

ve beyincik birbirinden ayrildi. Fissura longitudinalis cerebri’den sag ve sol iki hemisfere
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ayrilan beynin sag hemisferi ve beyincik % 10’luk formaldehit soliisyonuna alindi. Sol beyin
hemisferinden enzim bagli immunosorbent deney yontemi (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay; ELISA) ile dopamin tayini i¢in corpus striatum izole edildi (Heffner ve ark, 1980;
Spijker, 2011). Eppendorf tiiplere alinan corpus striatum ornekleri ELISA yontemi ile

dopamin analizi gerceklestirilene kadar -22°C’de saklandi.

Resim 9: A, B; Kraniyumdan tiim halde beyin ve beyincigin ¢ikarilmasi, C; beyin ve
beyincigin ayrilmasi, D; fissura longitudinalis cerebri’den beynin iki hemisfere ayrilmasi, E;
1,5 mm kalinliginda sol hemisferden alinan 2. ve 3. kesitlerde corpus striatum.

Resim 10’da goriildiigii gibi caecum’un 1 cm distalinden, hemen hemen 0,5 cm
uzunlukta proksimal kolon 6rnekleri alindi. Alinan 6rneklerde yer alan mesenterium’a ait yag
ve bag dokusu temizlendi. Ornekler longitudinal olarak agilip, intestinal igerik bolca soguk
serum fizyolojik kullanilarak yikandiktan sonra, 6zellikle hematopoietik hiicreler i¢in uygun
bir besiyeri olan %2’lik fotal sigir serumu (FBS, ThermoFischer Scientific, Katalog no:
A3840001) ve dengeli tuz solusyonu (HBSS, ScienCell, Katalog no: 0313) iceren buz
soguklugundaki RPMI 1640 (ScienCell, Katalog no: 09521) hiicre kiiltiiri medyumuna

alindilar ve kesim iglemi bitene dek buz dolu kutu igerisinde tutuldular.
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Resim 10: A, B; proksimal kolonun drneklenmesi, C; longitudinal olarak agilan proksimal
kolon 6rneklerinin buz soguklugunda serum fizyolojik ile igeriginin temizlenmesi, D; kiint
bistiiri ile mukozal tabakanin siyrilmasi.

Inorganik tuzlar ve glikozdan olusan, fizyolojik bir pH ve ozmotik basing saglayan
HBSS ile FBS, hiicreleri yasayabilir durumda tutmak amaci ile RPMI 1640 medyumuna
eklenmistir. Alinan intestinal ornekler, soguk zincir bozulmadan, ayni giin igerisinde akim

sitometride CD163 ekspresyonu gosteren makrofajlar1 degerlendirmek i¢in okutuldular.

3.5.1. Histolojik Doku Takibi, Kesit Alma ve Kesitlerin Orneklenmesi

Sag beyin hemisferleri dort hafta, beyincikler on giin tespit olmalar1 igin %10’luk
formaldehit soliisyonunda bekletildi. Siirecin sonunda bir gece akarsu altinda bekletilerek
formaldehitten arindirilan dokular Tablo 3’de verilen prosediire gore artan alkol (Teksoll,
Tekkim, Bursa, Tiirkiye) serilerinde dehidre edilerek, ksilende (Uriin kodu: 1330-20-7, VWR
Chemicals, Pensilvanya, ABD) seffaflastirildi, 60°C etlivde parafin emdirildikten sonra
parafin bloklara gomiilen dokular rotary mikrotom (ThermoFischer Scientific, HM 325) ile
kesilerek stereolojik optik parcalama yontemi ile ndéron sayimi, histokimyasal ve
immunohistokimyasal degerlendirmeler i¢in 6rneklendiler. Parafin doku bloklar1 kesilmeden
once, boyama islemleri sirasinda kalin kesitlerin lamdan diismelerinin 6nlenmesi amaci ile
pozitif sarjli lam (Uriin kodu: 24216-20, Polysciences Inc., Pensilvanya, ABD) kullanildi ve
kesitlerin ag¢ilmasinin saglandigi 40°C sicakligindaki benmari suyuna 90-95 °C sicakligindaki
suda iyice karistirilarak ¢ozdiiriilmiis toz jelatin (Tekkim, Bursa, Tiirkiye) %5 oraninda

eklendi.
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Tablo 3: Beyin ve beyincik dokularinin histolojik takip prosediirii.

Kimyasallar Sag beyin hemisferi doku Serebellum doku takip
takip prosediirii prosediirii
%5011k alkol - 1 saat
%70’lik alkol 1 gece 1 saat
%380’1ik alkol 1 saat 1 saat
%96’1ik alkol 1 saat 1 saat
%100’1ik alkol X 3 1 saat X 3 (3 saat) 1 saat (3 saat)
%50’lik ksilen ve absoliit 20 dakika 10 dakika
alkol karisimi
Ksilen X 2 30 dakika (1 saat) 30 dakika (1 saat)
Eriyik parafin 60°C etiivde X 1 saat (3 saat) 1 saat (3 saat)
3

Parafine gdmme (Bloklama)

Sag beyin hemisferinden sagittal planda 20 um kalinliginda kesitler alindi. Trimleme;
doku etrafindaki parafinin kesilerek uzaklastirilmasi, yapilip doku mikrotom ile kesilmeye
baslandiktan sonra alinan alt1 kesitten biri rastgele secildi. Secilen kesitten sonraki her altinci
kesit, doku tiimii ile kesilene kadar hippocampus néron sayimi i¢in drneklendi. Sagittal planda
20 pm kalinlhiginda kesilen her bir sag beyin hemisferinden 350-390 arasinda degisen
sayilarda kesit elde edildi. Sistematik rastgele 1/6 oraninda 6rneklenen kesitlerden rat beyin
atlasindan yararlanilarak hippocampus’u igeren kesitler ayrildi ve bu kesitler iizerinde
hippocampus’un stratum pyramidale tabakasinda bulunan piramidal néronlarin sayimi yapildu.
Benzer sekilde serebellum 6rneklerinden de doku mikrotom ile kesilmeye baslandiktan sonra,
transvers planda 30 pm kalinliginda on kesit alind1. Alinan on kesitten biri rastgele secilerek,
secilen kesitten sonraki her onuncu kesit serebellar Purkinje hiicrelerinin sayimi igin
orneklendi. Transvers planda 30 pm kalinliginda kesilen her bir serebellum 6rneginden 180-
230 arasinda degisen sayilarda kesit elde edildi, 1/10 oraninda sistematik rastgele 6rneklenen
18-23 kesit lizerinde Purkinje hiicre sayimi yapildi. Stereolojik Orneklemenin yapilmadigi
kesit araliklarinda, stereolojik Ornekleme prosediiriiniin ornekleme araligini etkilemeden,
histokimyasal ve immunohistokimyasal degerlendirmeler i¢in beyin dokularindan 7 pm
kalinliginda ince kesitler alindi.

Sag beyin hemisferinden alinan 20 pm ve beyincikten alinan 30 pm kalinhigindaki
kesitler Tablo 4’de verilen prosediire gore Krezil viyole asetat (Uriin kodu: 105235, Merck
Millipore, Massachusetts, ABD) ile boyandi. Boyama isleminden 6nce, toz halde olan Krezil
viyole asetat 100 ml distile suda 100 mg ¢ozdiiriilerek hazirland1 ve 55 "C’e ayarlanmis

etlivde tutuldu. Krezil viyole asetat ayristiricisi ise %96’lik etil alkol igerisine her 100 ml’lik
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hacim i¢in 2 damla glasiyal asetik asit (Uriin kodu: 1005706, Merck Millipore, Massachusetts,
ABD) eklenerek hazirlandi.

Tablo 4: Beyin ve beyincik dokularinin Krezil viyole asetet boyama prosediirti.

Kimyasallar Sag beyin hemisferi Cerebellum icin
icin bekletme siiresi bekletme siiresi

Ksilen X 4 30 dakika (2 saat) 45 dakika (3 saat)
%100’lik alkol X 2 10 dakika (20 dakika) 15 dakika (30 dakika)
%96’11k alkol 10 dakika 15 dakika
%380’lik alkol 10 dakika 15 dakika
%70’lik alkol 10 dakika 15 dakika
Distile su 10 dakika 15 dakika
55 °C’de Krezil viyole asetat 3 dakika 5 dakika
¢Ozeltisi
Distile su 2 dakika 3 dakika
%70’lik alkol 5 dakika 8 dakika
%380’lik alkol 5 dakika 8 dakika
%96’1ik alkol 5 dakika 8 dakika
Krezil viyole asetat 7 dakika 10 dakika
ayristiricisi
%96’1ik alkol 10 dakika 15 dakika
%100’liik alkol 10 dakika 15 dakika
Ksilen X 2 30 dakika (1 saat) 45 dakika (90 dakika)

Entellan ile kapatma

3.6. Stereolojik Optik Parcalama Yontemi ile Hippokampal Piramidal Noéronlarin ve

Serebellar Purkinje Hiicrelerinin Sayim

Sag beyin hemisferinden sagittal planda 20 um, serebellumdan transvers planda 30 pm
kalinhiginda alinmis olan kesitlerde optik parcalama yontemi ile hippocampus stratum
pyramidale tabakasinda bulunan piramidal ndronlarin ve serebellar Purkinje hiicrelerinin
sayimt yapildi. Stereolojik ndéron sayimi i¢in mikroskop (Eclipse E100, Nikon, Tokyo,
Japonya) ile mikroskop tizerine monte edilmis bir video kamera (Model no: XCAM1080PHA,
Toupcam, Zhejiang, Cin) ve mikroskop goriintiisliniin yansitildig1 bir bilgisayar (Model no:
AS57, Fujitsu, Tokyo, Japonya) kullanildi.

llgilenilen yapilarda néron saymmi yapilirken x ve y eksenlerinde dncesinde belirlenmis
mesafeler boyunca adimlama yapilabilmesi i¢in Adigiizel ve arkadaslarinin (2003) gelistirdigi
thoma lami kalibrasyon yontemi ile kenar uzunlugu 50 um olan bir kare asetat kagid1 {izerine
cizildi. Mikroskop goriintiisiiniin yansitildig1 monitdr iizerine yapistirilan asetat kagidi tizerine

¢izilmis kenar uzunlugu 50 pm olan adimlama karesi vasitasiyla néron sayimi yapilan X100
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biliyiitmede ilgilenilen yapilar belirtilen degerlerde x ve y eksenleri boyunca tarandi.
Adimlama karesinin ortasina ¢izilen, kenar uzunlugu bilinen tarafsiz sayim gergevesi alaninda
kalan hiicrelerin sayimi1 yapildi. Kesit igerisinde z ekseni boyunca ilerlemeyi saglayan
mikroskop mikrovidas1 kalinlig1r bilinen bir lamel ile kalibre edilerek, optik diizlemler
boyunca kesit igerisinde ilerlenen mesafenin kontrolii ve sayim yapilan her alanda kesit
kalinliginin 6l¢timii saglandi. Lamel kalinliginin 6l¢iimii amaciyla yumusak bir parafine dik
olarak gomiilen lamel kalinlig1 X10 biiyiitmede monitdre yansitildi, 6ncesinde kalibrasyonu
yapilmis olan monitoriin lizerindeki lamel kalinlig1 santimetre cinsinden olgiilerek mikron
cinsinden degeri hesaplandi. Lamelin {ist ve alt ylizlerine asetat kalemi ile birbirinden farkl
sekiller ¢izilerek mikroskop tablasina yerlestirildi. Mikroskop mikrovidasi oynatilarak lamelin
iist ylziindeki seklin netlestigi anda mikrovidanin birimi kaydedildi. Mikrovida ile z
ekseninde lamelin alt yliziine dogru ilerlendi, lamelin alt yiiziine ¢izilen seklin goriintiisii
netlestigi anda mikrovida birimi tekrar kaydedildi. Mikron cinsinden degeri hesaplanmis olan
lamel kalinlig1 boyunca, mikrovidanin kag birim hareket ettigi hesaplanarak, mikrovidanin bir
birimlik hareketinin ka¢ mikron derinlige denk geldigi bulundu.

Tablo 5’de verilen, referans ¢alismalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda (Kivrak ve
ark, 2017) hippocampus stratum pyramidale tabakasinda bulunan ndronlarin sayiminda st
giivenlik kusagi 2 um olarak birakilirken, optik disektor yiiksekligi 7um olarak alindi. Sayima
hippocampus CAl alaninin subiculum’a komsu ucunda, x, y adimlama alan1 igerisinde bir
alanin tarafsiz sayim gergevesi icerisine alinarak X100 biiylitmede néron sayimi yapilmasiyla
baglandi. Resim 11°de goriildiigii gibi 40 pm kenar uzunluguna sahip, 1600 um?* alan1 olan
tarafsiz sayim cergevesinin ortalandigi, 50 pum kenar uzunluguna sahip adimlama karesi
yardimi ile hippocampus alan1 boyunca x ekseninde 450 um, y ekseninde 50 pm adimlanarak
taranan her 22.500 pm?’lik (450 pm X 50 pm) alani tarafsiz sayim ¢ercevesi igerisinde kalan
1600 pum”sinde piramidal néronlarin saymmi yapildi. Dolaysiyla stratum pyramidale
tabakasinda bulunan néronlarm saymminda alan 6rnekleme oran1 1600 pm?*/22.500 pm? olarak
hesaplandi. Sayim yapilan her alanda oOlgiilen kesit kalinlig1 degerlerinin ortalamasi alinarak
her bir kesit i¢in kesit kalinlig1 ortalama degeri, bu ortalama degerlerin toplaminin sayim
yapilan kesit sayisina boliinmesi ile de her bir hippocampus Ornegi i¢in ortalama kesit
kalinlig1 elde edildi. Optik disektor yiiksekliginin ortalama kesit kalinligina boliinmesi ile her
bir hippocampus 6rnegi icin kalinlik 6rnekleme orami (7 pm/ortalama kesit kalinligl) elde
edildi. Her bir deney hayvaninin 1/6 oraninda 6rneklenen hippocampus kesitlerinde belirtilen
kurallar cergevesinde sayilan toplam disektdr partikiil sayist (£Q"), kesit 6rnekleme orani

(1/6), alan oOrnekleme orami (1600 um2/22.500 umz) ve kalinlik oOrnekleme orani
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(7um/ortalama kesit kalinligl) asagida verilen formiilde yerine koyularak, her deney
hayvaninin hippocampus stratum pyramidale tabakasinda bulunan toplam piramidal néron

sayist (Nhippocampus) hesaplandi.

Nhippocampus = (2Q) x (1/KeO0) x (1/A00) x (1/KaO0)

Tablo 5: Referans calismalardan; Sonmez ve ark, 2010, Kivrak ve ark, 2017, alinan
stereolojik analizde kullanilan degerler.

Hippocampus Cerebellum

Ornekleme yonii Sagittal plan Horizontal plan
Kesit kalinligi 20 30
Kesit 6rnekleme orant 1/6 1710
x-y adimlama alani 450 pm X 50 pm (22.500 300 pum X 300 pm (90.000

pm’) pm’)
Tarafsiz sayim cergevesi 1600 um?* 625 pm*
alani
Optik disektor yiksekligi 7 pm 10 um
Ust giivenlik kusag 2 pm 4 um
Sayim  yapilan  objektif X100 X100
biiytikligii

Resim 11: A; Noron sayim diizenegi, B; Hippocampus piramidal néronlarinin sayimi amaci
ile hazirlanmig 40 pum kenar uzunluguna sahip tarafsiz sayim cercevesi. Sag ve iist kenari
olusturan kesikli ¢izgiler serbest kenarlari, sol ve alt kenar1 olusturan devaml cizgiler ve
uzantilar1 yasak kenarlar1 temsil etmektedir, Krezil viyole asetat boyama, Magnifikasyon

X100.
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Kesit ornekleme orani 1/10 olan 30 um kalinhigindaki serebellum kesitlerinde iist
giivenlik kusagi 5 pm olarak birakildi, optik disektor yiiksekligi (10 um) boyunca, x
ckseninde 300 pum y ekseninde 300 pm adimlanarak taranan 90.000 pm*lik her alanin
tarafsiz sayim cercevesi icerisinde kalan 625 um?’lik béliimiinde Purkinje hiicrelerinin sayimi
yapild. Cerebellum kesitlerinin alan érnekleme oran1 625 pm?*/90.000 um? olarak hesaplandi
(Sonmez ve ark, 2010). Optik disektor yiliksekliginin, sirasiyla her kesit ve sonrasinda her
cerebellum Ornegi igin hesaplanan ortalama kesit kalinligina orani ile kalinlik 6rnekleme orani
elde edildi. Her bir deney hayvanina ait kesitlerde sayilan toplam noron sayisi (XQ") ve diger
parametreler formiilde yerine koyularak, her deney hayvaninin cerebellum’unda bulunan

toplam noron sayisi (Ncerebellum) hesaplandi.

3.6.1. Hata Katsayisinin Hesaplanmasi

Stereolojik c¢aligmalarda kesitler iizerinde belirli kurallar ¢ercevesinde yapilan {ic
boyutlu yapilara ait ¢ikarimlarin giivenilirligi her 6rnek i¢in hesaplanan hata katsayisi ile
kontrol edilir. Her bir 6rnek i¢in hata katsayisinin %10 altinda bulunmasi, c¢aligmanin
orneklem planinin yeterli ve elde edilen sonuclarin giivenilir oldugunu gostermektedir (West
ve ark, 1991). Hata katsayis1 her bir 6rnegin kesitlerinde sayilan néron sayilar1 kullanilarak
hesaplanan degerlerin, hata katsayisinin hesaplandigi formiilde yerine koyulmasi ile

bulunmaktadir.

Tablo 6: P grubuna ait bir siganda hata katsayisinin hesaplanmasi i¢in gerekli A, B ve C
degerlerinin hesaplanmasi, Qi: Her bir kesitin disektor partikiil sayisi, Qi X Qi x sayili
kesitin disektor partikiil sayisinin karesi, Qi” X (Qi+1): x sayili kesit ile ondan bir sonra gelen
kesitin disektor partikiil sayilarmin ¢arpimi, Qi” x (Qi+2): x sayili kesit ile ondan sonra gelen
ikinci kesitin disektdr partikiil sayilarmin garpimi, £Q’: Orneklenen kesitlerde sayilan toplam
disektor partikiil sayist.

Kesit sayisi Qi Qi X Qi Qi X (Qi+1) Qi x (Qi+2)
1 49 2401 2695 2303
2 55 3025 2585 2970
3 47 2209 2538 2068
4 54 2916 2376 2592
5 44 1936 2112 2596
6 48 2304 2832 3072
7 59 3481 3776 4071
8 64 4096 4416 3904
9 69 4761 4209 4002
10 61 3721 3538 4148
11 58 3364 3944 4292
12 68 4624 5032 4760
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13 74 5476 5180 5846

14 70 4900 5530 5250
15 79 6241 5925 5846
16 75 5625 5550 5175
17 74 5476 5106 5624
18 69 4761 5244 4416
19 76 5776 4864 5548
20 64 4096 4672 4224
21 73 5329 4818 4307
22 66 4356 3894 4422
23 59 3481 3953 4307
24 67 4489 4891 3886
25 73 5329 4234 4964
26 58 3364 3944 3480
27 68 4624 4080 4692
28 60 3600 4140 3360
29 69 4761 3864 3588
30 56 3136 2912 2352
31 52 2704 2184 2600
32 42 1764 2100 1554
33 50 2500 1850 2150
34 37 1369 1591 -
35 43 1849 - -
Toplam XQ=2130 A= 133844 B= 130579 C= 128369

Ornek olarak Tablo 6’da gosterilen hesaplamalar ile elde edilen A, B ve C degerleri HK
= [\/ (3A+C-4B) ]/ 12 X > Q formiiliinde yerine koyularak her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hata
katsayis1 hesaplanmistir. Verilen 6rnekte P grubuna ait deney hayvaninda, sag hippocampus
piramidal néron sayiminda hata katsayisi 0,0034 olarak hesaplanmistir. Kesitlerin tiimiinde
sayilan £Q’, hippocampus i¢in kesit 6rnekleme (1/6) ve alan 6rnekleme (1600/22500) orani,
optik disektor yiiksekliginin (7um) sayim yapilan kesitlerin kalinlik ortalamasina boliimii ile
elde edilen kalinlik 6rnekleme orani (tort= 10,55 pm) Nhippocampus formiiliinde yerine
koyuldugunda, P grubundaki deney hayvanmin sag hippocampus toplam piramidal ndron

say1s1 270.861 olarak hesaplanmaktadir.

Nhippocampus= 2532 X 1/ (1/6) X 1/ (1600/22500) X 1/ (7/13,55) = 413.541

3.7. Luksol Fast & Krezil Viyole ve Bielschowsky Boyama Yontemleri

Stereolojik drneklemenin yapilmadig: kesit araliklarinda 7 pm kalinliginda alinan beyin

kesitleri Luksol fast & Krezil viyole (Uriin kodu: 04-200812, Bio Optica, Milano, Italya) ve
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Bielschowsky (Uriin kodu: 04-040801, Bio Optica, Milano, italya) kitleri kullanilarak, Tablo

7’de da verilen, kit icerisinde belirtilen prosediire uygun olarak boyandi.

Tablo 7: Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsky boyama prosediirleri.

Luksol Fast & Krezil Viyole Boyama
Prosediirii

Bielschowsky Boyama Prosediirii

1-60°C etiivde 1 saat ve ksilende 10 dakika
deparafinizasyon islemi
2-%95’lik alkolde 5 dakika

3-Distile su emdirilmis bir filtre kagidi petri
kutusu tabanina yayilir, iizerine kesit
yerlestirilir, kesit tizerine Luxol fast blue
solusyonu damlatilarak petri kutusunun
kapagi kapatilir ve bir gece 56°C etiivde
bekletilir
4-Etiivden alinan kesit %95’lik alkolde 2
dakika yikanir
5-Kesit distile su ile yikanir
6-Kesit tizerine lityum karbonat solusyonu
eklenerek 30 dakika beklenir

1-Kesit distile su ile yikanir

2-Kesit iizerine esit hacimde potasyum
permanganat ve asit aktivasyon buffer
damlatilarak 5 dakika beklenir
Kesit distile su ile yikanir

3-Kesit tizerine oksalik asit eklenerek 3
dakika beklenir
4-Kesit distile suda iki kez yikanir
5-Kesit lizerine ferik amonyum siilfat
eklenerek 3 dakika beklenir

Tablo 7 (devam): Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsky boyama prosediirleri.

7-Kesit %70’lik alkolde mavi renk goriilene
dek yikanir
8-Petri kutusuna tekrar koyulan kesit iizerine
krezil viyole solusyonu damlatilir, 56°C
etlivde 20 dakika bekletilir
9-Inkubasyondan sonra kesit %95°lik alkolde
soluk pembe renk alana dek bekletilir
10-Kesit absoliit alkolde dehidre edilerek,
ksilende seffaflastirildiktan sonra entellan ile
kapatilir

6-Kesit distile suda iki kez yikanir

7-Kesit iizerine giimiis nitrat solusyonu
eklenerek 3 dakika beklenir

8-Kesit distile suda yikanir

9-Kesit iizerine ndtral formalin solusyonu
damlatilarak 5 dakika beklenir

10-Kesit distile suda iki kez yikanir
11-Kesit lizerine sodyum hiposiilfit
damlatilarak 5 dakika beklenir
12-Kesit akarsu altinda 5 dakika yikanir
13-Kesit artan alkol serilerinden gegirilerek
dehidre edilir, ksilende seffaflastirilir ve
entellan ile kapatilir
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Stereolojik orneklemeler esnasinda sag beyin hemisferinden alinmis, her hayvan i¢in
rastgele secilen 3 kesitte, bir grup i¢in toplam 24 kesitte Luksol fast & Krezil viyole
boyamada corpus striatum’da gliozis (CSg) ve kistik bosluklar (CSb), mesencephalon’da
perindronal vakuolizasyon (Mv) ve ndronal dejenerasyon siddeti (Mnd), hippocampus CA1
(CAlnd), CA2-3 (CA2-3nd), CA4 (CA4nd) boliimlerinde gozlenen dejenerasyon siddeti her
kesitte histoskorlanarak degerlendirildi. Hiicre morfolojisinin degerlendirilmesinden ziyade
noronal fibrillerin incelenmesine olanak saglayan her hayvan icin rastgele secilen 3, bir grupta
toplam 24 adet Bielschowsky boyanmis kesitlerde corpus striatum’da (CSf) ve Mossy
liflerinin bulundugu bolgede norofibriller yogunluk (MOy) histoskorlanarak degerlendirildi.
Sifirdan dorde kadar verilen histoskor degerleri 0; yok, 1; olduk¢a az, 2; orta derecede, 3;
oldukca fazla, 4; cok fazla anlamlarina gelmektedir. Her hayvan ic¢in verilen histoskor
degerlerinin ortalamasi alinarak istatiksel olarak analiz edildi. Kesitlerin mikroskop
goriintiileri Olympus BX53 (Tokyo, Japonya) 151k mikroskobunda, Olympus DP72 objektif
kullanilarak goriintiilendi, LabSciences (Nevada, ABD) programi ile fotograflandi.

3.8. Corpus Striatum’dan ELISA Yoéntemi ile Dopamin Tayini

Deneyin sonlandirilmasi asamasinda eppendorf tiiplere alinmis olan corpus striatum
orneklerinin agirliklar1 hassas terazide tartilarak kaydedildi. Her bir tiipe corpus striatum
agirhigina oranla 1/10 oraninda olacak sekilde 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, ImM EDTA,
%0,1 GDS ve %1 Triton-X igceren doku tamponu eklendi. Homojenizasyonun etkili sekilde
saglanmas1 amaci ile her bir tiipe 3-5 adet metal bilye eklendi ve 6rnekler 3 dakika siiresince
Bullet Blender Homogenizer (Next Advance, New York, ABD) cihazinda homojenize
edildiler. Homojenatlar 1400 g’de santrifiije edilerek alinan supernatantlar ELISA analizi i¢in
kullanildi.

ELISA ile dopamin tayininde kullanmilan kit (Rat Dopamine ELISA kit, Katalog
no:E0219Ra, Bioassay Technology Labaratory, Birmingham, Ingiltere) icerisinde yer alan 8
ng/ml derisimindeki standart soliisyonu ve standart soliisyon sulandiricisi 120’ser pl oraninda
karistirilarak 4 ng/ml derisiminde stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyonundan alinan 120 pl
ornek tekrar 120 pl standart solusyon sulandiricist ile sulandirilarak 2 ng/ml derigiminde, 2
ng/ml’lik soliisyondan alinan 120 pl tekrar 120 pl standart soliisyon sulandiricist ile
sulandirilarak 1 ng/ml derisiminde standart soliisyon elde edildi. Sekil 12°de goriildiigii gibi

bu isleme 0,125 ng/ml derisiminde standart soliisyon elde edilene dek devam edildi.
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20 ul 120pul 120pl  120p1 120 ul

Stok standart solusyon 1 Standart 2 Standart 3 Standart 4 Standart 5 Standart 6
4 ng/ml 2 ng/ml 1 ng/ml 0.5ng/ml 0.25ng/ml 0,125ng/ml
240l

Sekil 12: ELISA analizinde standart soliisyonlarin diliisyonu.

ELISA tabletinde A satirinda bulunan 12 adet kuyucuga diisilk derisimden yiiksek
derisime dogru iki sira halinde 50 pl standart soliisyonlar1 eklendi. Ornek kuyucuklarina her
bir denegin corpus striatum Orneklerinin homojenizasyonu ve santrifiijii ile elde edilen 40 pl
supernatant ve ardindan 10 pl dopamin antikoru eklendi. Ardindan standart ve Ornek
kuyucuklarmin tiimiine 50 pl streptavidin-HRP soliisyonu eklenen ELISA tableti iisti
kapatilarak Microtec Shaker Plate (Infors HT, Isvicre) cihazinda 37°C’de 60 dakika inkube
edildi. Inkubasyon sonunda kuyucuklarda yer alan igerik dokiilerek 5 kez ELISA yikama
tamponu (ThermoFischer Scientific, Katalog no: N503) ile yikandi. Her kuyucuga kit
icerisinde yer alan substrat A ve substrat B 50’ser ul eklendikten sonra tablet karanlik
ortamda, iistii kapali halde, 37°C’de 10 dakika inkube edildi. Inkubasyon sonunda her
kuyucuga kit igerisinde yer alan stop soliisyonu 50 pl hacimde eklendi ve tablet ELISA
Reader (Diagnostic Automation Inc., Model: DARSO00, Kaliforniya, ABD) cihazinda 450

nanometre dalga boyunda okutuldu.

3.9. Tirozin Hidroksilaz Enzim Immunohistokimyasi

Tirozin hidroksilaz immunoreaktif ndronlarin belirlenebilmesi amaciyla, rat beyin
atlasindan (Paxinos ve Watson, 2007) yararlanilarak sagittal beyin kesitlerinde SNpc’nin en
iyi gozlendigi kesitler secildi. Median hat 0 noktas1 olarak kabul edildi, laterale dogru 2,5-
2,62 mm araliginda, hippocampus piramidal ndron sayimi i¢in alinan 21. sayili kesit (median
hattan laterale 2500 um) ile 22. sayili kesit (median hattan laterale 2620pum) araliginda
bulunan kesitlerden 7 um kalinliginda alinan 17 kesitten rastgele secilen 5 kesit kullanildi.
Substantia nigra pars compacta’nin sagittal kesitlerdeki koordinatlart Sekil 13’de, cevre
yapilarin daha rahat ayirt edildigi Luksol fast & Krezil viyole boyanmis ve THir

immunohistokimyasi uygulanmis kesitlerde Resim 12°de gosterilmistir.
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Sekil 13: Median hattan laterale 2,62 mm’de alinan kesitte SNpc ve SNpr koordinatlarini

goriilmektedir (Paxinos ve Watson, 2007), SNCD; Substantia nigra pars compacta.

Resim 12: Ust satir Luksol fast & Krezil viyole boyama, alt satir THir immunohistokimyast,
cp

cp; serebral pedinkiil, mRt; mezensefalik retikiiler formasyon, SNpr; substantia nigra pars

reticulata, SNpc; substantia nigra pars compacta. Fotograflanmis kesitlerde soldan saga sirasi

ile biiyiitme orani; X4, X10, X20.

Alnan kesitler 5 dakika ksilolde bekletildikten sonra sirastyla 10’ar dakika azalan alkol
serilerinden gecirildi (%100, %95, %80, %70). Azalan alkol serilerinden sonra distile suda 5
dakika bekletilerek rehidrasyonu saglanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi amactyla metanol ile diliie edilmis %3’liik hidrojen peroksit igerisinde (Katalog

no: AR1108, Boster, Kaliforniya, ABD) 10 dakika bekletildi ve takiben 3 dakika distile su ile
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yikandi. Antijenik yapilarin aciga ¢ikarilmasi i¢in pH’s1 6 olan, 10mM sodyum sitrat tamponu
icerisinde 90°C, 800 W ayarlanmis mikrodalgada 10 dakika bekletildi. Mikrodalgadan alinan
kesitler tezgah lizerinde yaklasik 30 dakika sogumaya birakildi ve takiben 3 dakika boyunca
distile suda yikandi. Primer antikor inkubasyonundan dnce spesifik olmayan baglanmalarin
Oonlenmesi amaciyla %5’lik keci serumu iceren fosfat tamponunda 30 dakika bekletildi. Siire
sonunda kesitler iizerine 1:100 oraninda diliie edilmis primer tirozin hidroksilaz enzim
antikoru (Uriin kodu: NBP2-42211, Novus Biologicals, Colorado, ABD) damlatilarak 4°C’de
18 saat boyunca inkube edildi. Inkubasyon sonunda fosfat tamponu ile yikanan kesitler oda
sicakliginda 1 saat sekonder antikor (Uriin kodu: NB7535, Novus Biologicals, Colorado,
ABD) ile inkube edildi. inkubasyon sonunda fosfat tamponu ile yikanan kesitler peroksidaz
ile kaplanarak 20 dakika bekletildi. Tekrar fosfat tamponu ile yikanan kesitler 3,3-diamino
benzidin igeren kromojen substratinda (Katalog no: CAS95-91-2, Santa Cruz Biotechnology,
Texas, ABD) 30 saniye bekletildi. Daha sonra distile su ile yikanan kesitler Mayer’s
hematoksilen (Katalog no: 05M06002, Bio Optica, Milano, italya) ile 30 saniye boyandiktan
sonra tekrar distile su ile yikandi. Sirasi ile birer dakika artan alkol serilerinde (%95, %100)
dehidre edilerek, bes dakika ksilolde seffaflastirilan kesitler entellan ile kapatilarak 1s1k
mikroskobunda incelemeye hazir hale getirildi.

Boyanan kesitlerde SNpc’da bulunan immunoreaktif hiicreler yogunluklarina gore:
hiicre yok; 0, oldukca az yogunlukta hiicre varligi; 1, az yogunlukta hiicre varligi; 2, orta
yogunlukta hiicre varligi; 3, bol hiicre varligi; 4, oldukca bol hiicre varligi; 5 olarak
histoskorlandi. Her kesit i¢in verilen histoskor degerleri toplanarak ortalamasi alindi. Her
hayvan i¢in elde edilen ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirilen her 5
kesitte corpus striatum’un sinirlar ¢izilerek Imagej programi (Siiriim tarthi: 2014, ABD) ile
bdlgenin optik dansitesi olgiildii. Corpus striatum optik dansite degeri (ODcs) Ol¢ililmeden
once Resim 13’de goriilen, Imagej programinin resmi internet sayfasinda verilen gri skalanin
(SteptTablet) her basamagi icin toplamda 25 optik dansite degeri Ol¢tildii ve Imagej programi
kalibre edildi. Bir deney hayvani i¢in her bir kesitte Olcililen corpus striatum optik dansite

degerlerinin ortalamasi alinarak istatiksel olarak degerlendirildi.
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Resim 13: A; Imagej programinin gri skala ile kalibrasyonu, B; Corpus striatum’un optik

dansite 6l¢timii.

Corpus striatum’un optik dansite dl¢limii SNpc’dan corpus striatum’a projekte olan
THir pozitif dopaminerjik liflerin yogunlugunu degerlendirmek i¢in giivenilir bir yontem

olarak kabul edilmektedir (Zhang ve ark, 2012; Normando ve ark, 2016).

3.10. Akim Sitometri ile CD163 Makrofajlarinin Analizi

Alman proksimal kolon 6rnekleri mukus tabakasinin tam olarak temizlenmesi i¢in, 50
ml HBBS igerisine 100 ul 0.5 M ditiyotretol eklenerek hazirlanan ¢ozletinin 20 ml’si
icerisinde 200 rpm’de 20 dakika calkalandilar. Daha sonra mukoza tabakasi1 mekanik olarak
styrildi ve doku Ornekleri 35pm ¢apinda, tek kullanimlik, steril Medicon (BD Biosciences,
Uriin kodu: 340589) igerisine 1 ml steril IsoFlow Sheat (Beckman Coulter, Uriin kodu:
8547008) eklenerek yerlestirildi. Resim 14’de goriildiigii gibi Medicon’lar yaklagik 100 adet
hekzagonal sekilli delik bulunan, paslanmaz ¢elikten bir levha igerir. Her deligin ¢evresinde
sert ve yumusak dokularin verimli sekilde ayristirilmasi i¢in tasarlanmis alt1 adet mikro bigak
bulunur. Doku o6rneklerinin koyuldugu Medicon’lar 80 rpm sabit hizda calisan BD
Medimachine (BD Biosciences, Uriin kodu: 340588) cihazina yerlestirildi. Cihaz ¢alistirilarak
ornekler, kolon dokusu i¢in onerilen 20 dakikalik siire boyunca ayristirildilar. Her iki deney
hayvanina ait proksimal kolon 6rnegi bir kerede ayristirildi. Bir deney grubu icin dort adet
akim sitometri raporu alindi. Dokunun ayristirilmasinda Medicon igerisinde bulunan mikro
bicaklarin mekanik etkisinin yaninda IsoFlow Sheat iceriginde yer alan bilesiklerin kimyasal
etkisi de bulunmaktadir. islem tamamlandiktan sonra ayristirilan doku siispansiyonu Medicon
iizerinde yer alan enjektdr portu vasitasi ile enjektore c¢ekildi. Siispansiyon 50 pm por

genisligine sahip Filcon (Syntec, Uriin kodu: 05047S/1) filtre kullanilarak siiziildii.
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Resim 14: A; Medicon ve igerisindeki metal levhada yer alan hekzagonal, mikro bicakll
delikler, EP: enjektor portu, B; BD Medimachine cihazinda doku ayristirilmasi, C; Doku
siispansiyonu, D; Akim sitometri cihazina 6rneklerin yiiklenmesi.

Siiziilen siispansiyon igerisinden 1000 ul alinarak 0.5 ml monoklonal CD163 antikoru
(Mouse Anti-Rat CD163 Clone ED2, Bio-Rad, Uriin kodu: MCA342R) eklendi. On bes
dakikalik karanlik ortam inkubasyonundan sonra eritrositleri par¢alama amaciyla 250 pl lizis
buffer; OptiLyse C (Beckman Coulter, Uriin kodu: A11895) eklenereck on dakika daha
karanlik ortamda inkubasyona devam edildi. inkubasyon sonunda 6rnekler 300 g, 1100 rpm
hizda santrifiije edildiler. Santrifiij islemi sonrasinda supernatant atildi, pellete 500 pl Isoflow
Sheat eklenerek yeniden silispanse edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu Aydin Adnan
Menderes Universitesi Hematoloji Laboratuvari’nda bulunan akim sitometri cihazinda
(Beckman Coulter, Model: Navious 3L10C, Kaliforniya, ABD) okutuldu ve Kaluza

(Beckman Coulter, Kaliforniya, ABD) akim sitometri yazilimu ile analiz edildi.

3.11. Verilerin istatiksel Analizinde Kullanilan Yontemler

Istatiksel olarak verilerin dagilim paterni Kolmogorov Smirnov normalite testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklar IBM SPSS Statistics Version 22 (Siiriim tarihi:
2014, Chicago, ABD) programi kullanilarak, normal dagilim gosteren parametrik
degiskenlerde One Way ANOVA testi ile normal dagilim gostermeyen non-parametrik
degiskenlerde; 60. giin silindir testi sol ekstremite, 60. ve 75. giin aski teli testi, 0. giin MKG,

96



MKK, U, D, 60. giin MKG, MKK, HK, U, D, 75. giin MKG, MKK, T, HK, U, D, CD163,
Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi, Bonferroni diizeltmesi uygulandiktan sonra elde edilen
p degeri dikkate alindi. Gruplar arasi karsilastirmalarda p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.
One Way ANOVA ile analiz edilen parametrik verilerin varyanslarinin homojenitesi Levene
testi ile degerlendirildi, gruplar arasindaki farklilik varyanslari homojen olan parametrik
verilerde (p>0,05) Tukey, varyanslart homojen olmayan parametrik verilerde (p<0,05); 0. giin
CG ve T, 60. giin S ve T ile Nhippocampus Tamhane testi ile degerlendirildi. Farkli
zamanlarda tekrarlayan 6l¢limlerden olusan motor testlerin verilerinin ayni grup igerisindeki
degisimi SigmaSTAT 4.0 (Stirtim tarihi: 2016, Kaliforniya, ABD) programi kullanilarak,
Tekrarlayan Olgiimlerde ANOVA testi ile analiz edildi. Farkli 8l¢iim zamanlarinda ayn1 grup
icerisindeki farklar degerlendirildi, p<0,05 anlaml1 olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Gruplar Arasinda Haftalk Viicut Agirhg Ortalamalar1 ve Viicut Agirh@ Yiizde

Degisimleri, Deney siiresince Ratlarda Gozlenen Bulgular

Bir deney grubu igerisinde bulunan deney hayvanlarimin agirliklarinin toplanarak
ortalamasinin alinmasi ile elde edilen gruplar arasindaki haftalik viicut agirlig1 ortalamalarinin

deney siiresince degisimi Sekil 14’de verilmistir.
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Gruplar arasinda haftalik viicut agirhigi ortalamalari

600
500
400 mp
= PM
300
= PB
200 = PBM
100 m CK
=K

Sekil 14: 75 giinlikk deney siiresince, deney gruplarinda her hafta basi ve 75. giinde
kaydedilen agirlik ortalamalari.

Deney siiresince rotenon alan tiim gruplarda CK ve K grubuna gore anlamli canl
agirlik kaybi tespit edildi. Probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplarinda canli agirlik
kaybmin P grubu canli agirlik kayb1 ile farklilik gostermedigi bulundu. Rotenon enjeksiyonu
uygulanmis olan tiim gruplarin canli agirlik degisimi CK ve K gruplarindan anlamli olarak
diistik bulundu. Canli agirlik kazanimi gosteren CK ve K gruplarinin viicut agirhigr yiizde
degisimleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Tablo 8’de deney siiresince gozlenen viicut
agirlig1 yiizde degisimleri minimum ve maksimum degerleri ile ortalama ve standart sapma

degerleri verilmistir.

Tablo 8: Viicut agirhig1 yiizde degisimi degerleri. Ort; ortalama, ss; standart sapma, Min; grup
icerisindeki en kiigciik deger, Max; grup igerisindeki en biiyiikk deger. a; P grubu ile
karsilagtirildiginda, b; PM grubu ile karsilastirildiginda, c¢: PB grubu ile karsilastirildiginda, d;
PBM grubu ile karsilastirildiginda, e; CK grubu ile karsilastirildiginda, f; K grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05.

Grup VAYDu VAYDb VAYDd
Orttss (Min, Max) Orttss (Min, Max) Orttss (Min, Max)
P 27,3+3,02 -1,97+1,12 29,8243,72
(-32,4, -23,71)%F (-3,6, -0,53) " (-35,7,24,9)¢f
PM -26,76+2,77 2,35+1,6 29,77+4,24
(-32,34, -23,86)°" (-4,95, -0,29) " (-38,8, -25,4) "
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PB -28,52+2,1 -2,72+1,45 -30,55+3,49

(-31,54, -24,44)%" (-4,91, -0,74) " (-35,9, 26,55)°"
PBM -30,55+3,49 -2,94+1,49 -34,1+4,55

(-35,91, -26,5)°" (-5,25,-1,32)f (-43,1, -30,13) "
CK 16,27+1,82 5,35+0,97 20,74+2,31

(13,93, 19,04)*><4 (3,77, 6,37) P4 (17,63, 24,53) *><d
K 16,69+1,38 6,45+1,34 22,06+2,09

(15,05, 19,19)*><4 (4,64, 8,67)“><¢ (18,99, 24,52) ~><¢

Enjeksiyon ve gavaj uygulamasinin {giincli haftasinda ikisi PM, biri PB grubunda
bulunan ii¢ deney hayvaninda, takip eden iki hafta igerisinde tamamen iyilesen hematiiri
gozlendi. Ik motor belirti tremor olarak 24. giinde P grubunda yer alan bir hayvanda
gozlendi. Deney siiresince hayvanlarin ¢ogunlukla hareketsiz kalmayr tercih ettikleri
gozlemlendi. Hareket etmeye zorlandiklarinda ozellikle arka bacaklarini etkin hareket
ettirmede zorlandiklari, paralizi andiran bulgular gosterdikleri gozlendi. Ratlar 6zellikle deney
periyodunun son yariminda uygulama sirasinda oldukg¢a agresif davraniglar sergilediler.
Uygulamanin son donemlerinde oOzellikle akinezi ve bradikinezinin P grubunda bulunan
hayvanlarda oldukga belirgin oldugu, probiyotik takviyesi alan gruplarda motor semptomlarin

daha hafif seyrettigi gozlendi.

4.2. Motor Testlerin Bulgular:

4.2.1. Acik Alan Testi Bulgular

Acik alan testinde 0. giinde 6l¢iilen CG, MKG, MKK, S, GH, T, HK, U, D ve TY
parametreleri arasinda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamaistir. Merkez kareye giris
sikligi, MKK, U ve D sayilar1 farkli élgiim zamanlarinda ayni grup igerisinde degisim
gosterirken, gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamustir. Gruplar arasinda 0., 60. ve 75.
giinde degerlendirilen parametrelerde goriilen anlamli farkliliklar, normal dagilan parametrik
grup degiskenlerinin ortalamatstandart sapma olarak, normal dagilmayan, parametrik
olmayan grup degiskenlerinin median degeri (25.persantil degeri-75.persantil degeri) olarak

ifade edildigi Tablo 9, 10, 11, 12, 13 ve 14’de verilmistir.

Tablo 9’dan goriilecegi lizere Parkinson hasta grubunda 60. giinde kaydedilen CG, GH,
ve TY degerleri probiyotik takviyesi alan tiim gruplardan ve kontrol gruplarindan anlaml
olarak diisiik bulunmustur, HK ise benzer sekilde PM, PB, PBM ve CK, K gruplarindan
anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Sahlanma hareketinin 60. giin degeri ise PM, PB ve PBM

99



gruplar1 ile anlamli farklilik gostermezken, 75. giin degeri diger tim gruplardan anlamli

olarak diisiik bulunmustur.

Tablo 9: P grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB grubu, d; PBM
grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri ile, **; 60. giin

degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

P grubu 0. glin 60. giin 75. giin
CG 112+12,11 (88- 43.87+11,9 (24- 34,75+9,06 (20-41)
131 )%k okok 58)b,c,d,e,ﬁ* b.c.d.e,f,
MKG 2,5 (2-4,75)%* i 0,5 (0-1,75)* 0,87 (0-1,75)*
MKK/saniye 9 (6,25-14,75)%* *#% 15 (0-8,5)* 2 (0-9,25)*
S 34+3,38 (27-38)%* #¥%  20+4,83 (14-26)"* 15+4.,4 (10-19)>cdebsx
GH 18,37+4,24 (14-26)**  10,25+3,65 (4- 7,7543,88 (5-13) edef
16)b,c,e,f,*
T/saniye 49,37+23,61 (25-72)**  30,5+18,43 (21-38) 25,2 (18-31,7) bedet
b.c.d.e.f,y
HK/saniye 18,5 (15-23)%* 109 (88,25-157,75) 157 (105,5-194) Pedet
b,c,d,e,f,* sksk
U 2 (1-2,75)%%* 1 (0-1,75) 0,5 (0-1,75)*
D 1,5 (1-2)%sk sk 0 (0-0)* 0 (0-1)*
TY/santimetre 4318+62,17 (4051- 1678+52,02(1417- 1329+58,75(1176-
4456 i 1851) et 1445) bodet

Tekrarlayan 6l¢iimlerde ANOVA test sonuglarina gore; P grubunda 60. giin CG, MKG,
MKK, S, GH, T, D ve TY degerleri 0. giin degerlerine gore anlamli 6l¢iide azaldigi, MKG,
MKK, GH, U, D ve T 60. giin degerleri ile 75. giin degerleri arasinda anlamli farklilik
bulunmadigi, ancak 75. giin CG, S ve TY degerlerinin ise 60. giin degerine gore anlamli
ol¢iide azaldig tespit edilmistir. Urinasyon ¢izgi sayisi ise (U) 75. giinde 0. giin degerine gore
anlamli olarak azalmistir. Deney hayvaninin video kaydi siiresince hareketsiz kaldig: siire
(HK) ise 60. giinde 0. gline kiyasla, 75. giinde 60. giine kiyasla anlamli Ol¢iide artis

gostermistir.

Intraperitoneal rotenon enjeksiyonuna ek olarak, giinliik 25 mg/kg dozda oral
Saccharomyces boulardii takviyesi alan PM grubunda 60. giin CG, T ve TY parametreleri P

grubundan anlamli olarak yiiksek bulunurken, CK ve K grubundan anlamli olarak diisiik
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bulunmustur. Deney grubunda hareketsiz kalian siire (HK) ise 60. giinde CK ve K grubuna
gore anlamli olarak artarken, P grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Merkez kareye giris,
MKK, S, GH 60. giin degerleri yalnizca CK ve K grubundan anlamli olarak farklilik
gosterirken, 75. giin § ve GH degerlerinin P grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 10: PM grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c¢; PB grubu, d;
PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri ile, **;
60. giin degeri ile, ***; 75. gilin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

PM grubu 0. giin 60. giin 75.giin
CG 98,12+15,41 (63- 52,87+21,66 (48- 49,5+19,73 (41-62)*°"
118)%* T4yt
MKG 2,5 (2-3)%k ok 0 (0-0)*"* 0 (0-0)*
MKK/saniye 9,5 (7,25-10)% #%% 0 (0-0)*"* 0 (0-0)>"*
S 27,8749,86 (17-48)**  21,75+6,13 (18-34)*"*  19,62+6,32 (17-22)*"
GH 26+8,34 (17-42)%* 14+6,89 (8-23)"" 12,37+4,47 (9-20) **
T/saniye 51,62+15,08 (45-63)**  39,87+13,3 (31-45) 36 (28,5-43) ¢
aefy
HK/saniye 11 (6,5-42)%k ok 77 (46-115,75) *<F+ 82,5 (48-119,5) *e+
U 1(1-1,75) 1(0,25-1) 1(0,25-2)
D 2,5 (1,25-3) 1,7 (0,5-2,5) 1,5 (0,5-2,2)
TY/santimetre 3.756+52,04 (3681- 2.014+48,71 (1682- 1.958+55,06 (1630-
4064)** 2340) ot 2158)

Tekrarlayan dl¢climlerde ANOVA test sonucglarina gére PM grubundan CG, S, GH, T,
TY degerleri 60. giin dlgiimleri 0. giin dl¢limlerine goére anlamli dlgiide azaldigi, belirtilen
parametrelerin 60. ve 75. giin degerleri ile arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edilmistir.
Deney hayvaninin hareketsiz gegirdigi siire (HK) 60. ve 75. giin degerleri arasinda anlaml
farklilik bulunmazken, her iki deger de 0. giin HK degeri ile kiyaslandiklarinda anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Merkez kareye giris ve MKK 60. ve 75. giinde baslangi¢ degerinden
diisiik bulunmustur. Urinasyon ve D degerlerinde, grup igerisinde her ii¢ l¢iim arasinda da

anlamli farklilik saptanmamastir.

Intraperitoneal rotenon enjeksiyonunun yaninda giinlik 10° kob/giin dozunda

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium
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bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve ve Streptococcus thermophilus 'dan
olusan bakteriyel probiyotik takviyesi alan PB grubunda 60. gin CG, GH, T ve TY
parametreleri P grubundan anlamli olarak yiiksek CK ve K gruplarindan ise anlamli olarak
diisiik bulunmustur. Kontrol gruplarindan anlamli olarak yiiksek bulunan 60. giin HK degeri
ise P grubunun 60. giin HK degerinden anlamli olarak diisiik bulunmustur. Belirtilen
paramatrelerin 75. glin degerleri de benzer farklilik géstermektedir. Bunun yaninda 60. ve 75.
giin MKK siiresi CK ve K gruplarindan anlamli olarak diisiik bulunurken, 75. giin MKG

degerinin yanlizca K grubundan anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Tablo 11: PB grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB grubu, d;
PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri ile, **;
60. giin degeri ile, ***; 75. gilin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

PB grubu 0. glin 60. giin 75.glin
CcG 109,25£18,79 (55-112) 59,5+20,02 (13-64) 62,5+£16,78 (14-60)
>l<>l<,>l<>k>l< ae,f,y ae.fy
MKG 2,5 (1,25-3) ** #k* 0,5 (0-1) * 0,5 (O—I)f’*
MKK/saniye 8 (5,5-16) ** #** 1 (0—3,75)@’f”’< 0 (O—3,8)e’f‘*
S 23,5+3,77 (18-30) 19,78+4,74 (18-26) X 17,37+4,43 (15-22)
a.e,f
GH 26,25+7,02 (15- 18,5+4,4 (13—24)a’e’f’* 18,37+4,2 (12-24)
36)k ek ae.f
T/saniye 48,5+14,85 (38-56) 34,25+14,62  (26-47) 35 (29,75-43,25) 8.6t
ae,f
HK/saniye 16 (7,25-42,75)%* *** 105 (77,25-136,5) acfux 103,5  (79,5-134)
ae.f,y
U 1(1-1,75) 1(0,25-1) 0 (0-1,75)

Tablo 11 (devam): PB grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB
grubu, d; PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri
ile, **; 60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

D 2 (1,25-2) 1.5 (0,25-2) 1,5 (0,25-2,75)
TY/santimetre 4207462,11  (3807- 2.207+52,4 (1874 2.218+38,6 (2091-
AT13)* ok 2541) 45 2314) "%
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Tekrarlayan dlgiimlerde ANOVA test sonuglarina gore PB grubunun 60. ve 75. giin
MKG, MKK, CG, GH ve TY degerleri 0. giin degerlerinden anlamli olarak diisiik bulunurken,
60. ve 75. giin degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmamustir. Hareketsiz kalinan siire
(HK) 60. ve 75. giin degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmazken, her iki deger de 0. giine
kiyasla énemli 6l¢iide artis gdstermistir. Urinasyon ve defekasyon parametreleri PB grubunda

her li¢ 6l¢iim zamaninda da anlamli farklilik géstermemistir.

Intraperitoneal Rotenone® enjeksiyonuna ek olarak, giinlik 25 mg/kg dozda
Saccharomyces boulardii ve 10° kob/giin Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium breve ve Streptococcus thermophilus’dan olusan bakteriyel probiyotik
takviyesi alan PBM grubunda 60. ve 75. giin CC, GH, T ve TY degerleri P grubundan anlaml
olarak yiiksek CK ve K grubundan ise anlamli olarak diisitk bulunmustur. Sahlanma (S) sayis1
60. giin degeri ise yalmizca CK ve K gruplarindan anlamli olarak diisiik iken, 75. giin degeri P

grubundan da anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

Tablo 12: PBM grubunda agik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, ¢; PB grubu, d;
PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri ile, **;
60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

PBM grubu 0. glin 60. giin 75.glin

CG 118,37+£34,58 (72- 56,75€27,01  (12-91) 61,62+20,68 (46-89)
169 %k aefx ae.f,y

MKG 2,5 (2-3) o ok 0,5 (0-1,75) * 0,5 (0-1,75) *

MKK/saniye 14,5 (9,75-17,5) 1,5(0-6,25)* 1,5 (0-5,5)*

sksk skeskok
b

Tablo 12 (devam): PBM grubunda agik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB
grubu, d; PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri
ile, **; 60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

S 30,25+10,29 (16- 24,2+10,63 (18-37)%"*  21,62+8,89  (13-32)
4Q)3k otk ae.fiy

GH 25,75+5,7 (16- 16,37+£5,99 (7-22)***  15,6245,8 (7-24) *"*
35)**’***

T/saniye 54,12+11,19 (46-  38,5+9,14 (28-42)“*"* 36 (27,5-41,25) %"
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63)**’***

HK/saniye 11,5 (10-17,75)%* %% 78 (61,75-188) **Fx 75,5 (63,5-169) **x

U 1(1-1) 1 (0-1) 0 (0-1)

D 0,92 (1-2) 1,5 (0-2,75) 1(1-2)

TY/santimetre 429245745  (3901- 2.122+46,4 (2014- 2.028+43,85  (1965-
4522) 2351)*f 2301) >

Tekrarlayan dl¢giimlerde ANOVA test sonuglarina gore PBM grubunda 0. giin CG, S,
GH, T, ve HK degerleri 60. ve 75. giin degerleri ile anlamh farklilik gosterirken, belirtilen
parametrelerin 60. ve 75. giin degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Benzer sekilde
MKG ve MKK 0. giin degerleri 60. ve 75. giin degerlerinden anlaml1 olarak yiiksek iken 60.
ve 75. giin degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Tekrarlayan dl¢iimlerde D ve U

degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Glinliik olarak, intraperitoneal 1:300 oraninda diliie edilmis etil alkol ve serum
fizyolojik uygulanan, gavaj yolu ile distile su verilen CK grubunda 60. ve 75. giin CG, S, GH,
T, TY degerleri P, PM, PB ve PBM grubundan anlamli olarak yiiksek iken, 60. ve 75. giin HK
degeri anlamli olarak diisiik bulundu. Bunun yaninda 60. giin MKG degeri PM grubundan, 60.
ve 75. glin MKK degeri PM ve PB grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu.

Tablo 13: CK grubunda agik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, ¢; PB grubu, d;
PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. glin degeri ile, **;
60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

CK grubu 0. glin 60. giin 75.gilin

CG 103,75£25,01 (77-129)  97+24,89 (68-134) T 9825:21,19 (74-128)

ab,c,d

Tablo 13 (devam): CK grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB
grubu, d; PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri
ile, **; 60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

MKG 2,5 (1,25-3) 2(1,25-2,75)"° 2(2-2)

MKK/saniye 11 (6,5-15.5) 10 (6,75-13,25)" 9,5 (6,75-11,75)

S 30,37+3,99 (25-36) 31,62+7,06 (23-45)*>1 32,37+7,61  (24-48)
ab,c,d
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GH 26,37+5,92 (16-34) 28+6,32 (17-36)*™¢  28,12+6,15  (19-37)

a,b,c,d

T/saniye 49,2+9,26 (38-61) 53,87+12,18  (45-61) 48 (42,25-53) >4
a,b,c,d
HK/saniye 13 (9-15,5) 12 (10-17,25) >4 13 (10,5-15,75) ¢
U 1(0,25-1,75) 1(1-1) 1(0,25-1,75)
D 2 (0,25-3) 2 (0,25-2) 2 (1-2,75)
TY/santimetre 4118+42,19  (4021- 384444772  (3627- 421244463  (3834-
4364) 4254)+bed 4381)*<d

Deney siiresince hi¢bir uygulama yapilamayan K grubunun diger gruplarla arasinda

saptanan farklar Tablo 14’ten de goriilebilecegi tizere CK grubu ile olduk¢a yakindir.

Tablo 14: K grubunda agik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, ¢; PB grubu, d; PBM
grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri ile, **; 60. giin
degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

K grubu 0. glin 60. giin 75.giin

CG 101,5+13,84 (83-123)  108,5+13,8  (83-128) 102,37+15,99 (82-130)
ab,c,d ab,c,d

MKG 2 (1,25-3,75) 2(1,25-2)° 2 (2-3)°

MKK/saniye 9,5 (4,75-15,75) 8,5 (6,5-14,75)>¢ 9 (8-14,25)"°

S 32,5+4,37 (23-35) 30,8+2,2 (28-33)*>4 31124535  (26-41)

ab,c,d

GH 27,12+4.76 (21-35) 29+3,7 (25-36) “*<¢ 29,5+4,03 (24-35) >4

T/saniye 51,37+12,36 (43-67) 54,62£10,94  (49-74) 50,5 (39,25-65,5) *><¢
ab,c,d

HK/saniye 13,5 (9,5-17,5) 14 (12,5-17,75) >4 15,5 (11,25-16) *><¢

Tablo 14 (devam): K grubunda acik alan testi bulgulari. a; P grubu, b; PM grubu, c; PB
grubu, d; PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05. *; 0. giin degeri
ile, **; 60. giin degeri ile, ***; 75. giin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05.

U 1(1-1) 1(1-1) 1(0,25-1,75)
D 1 (0,25-1) 1,5 (0,25-2,75) 2 (0,25-2)
TY/santimetre 3.916+51,2 (3697- 4.295+43,01  (4012- 4.020+48,34  (3897-
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4238) 4458) ab.c.d 4367) ab,cd

Agik alan testinde degerlendirilen parametrelerin hi¢ birinde CK ve K gruplar1 arasinda
anlamli farklilik saptanmadi. Benzer sekilde her iki grup i¢in degerlendirilen parametrelerin
hig birinin, tekrarlayan 6l¢iimlerde ANOVA test sonuglarina gore 0., 60. ve 75. giin degerleri

arasinda anlamli farklilik saptanmamaistir.

4.2.2. Silindir Testi Bulgular

Deney siirecinin baglamasindan 6nce 0Olgiilen, deney hayvanlarmin (0. giin) sag (SilOa)
ve sol (Sil0s) 6n ekstremitelerinin silindir duvarina temas sayilarinda gruplar arasinda anlamli
farklilik bulunmamistir (p>0,05). Deney gruplarinda 0. glinde sag ve sol 6n ekstremitelerin

silindir duvarina temas sayilar1 Tablo 15’de verilmistir.

Tablo 15: Deney hayvanlarinin 0. giinde sag ve sol 6n ekstremitelerinin silindir duvarina
temas sayilari, Ort; ortalama, ss; standart sapma, Min; grup icerisindeki en kiiglik deger, Max;
grup icerisindeki en biiyiik deger.

Grup

Sil0a
Orttss (Min-Max)

Sil0s
Orttss (Min-Max)

P 14,87+3,64 (7-19) 14,37+3,58 (9-20)
PM 11,62+4,17 (7-20) 124,53 (7-21)
PB 12,62+4,56 (7-20) 13,6245,65 (8-25)

PBM 1043,5 (5-15) 10,5+3,38 (6-15)
CK 14,1245,66 (7-24) 12,8743,56 (8-18)

K 10,1242,1 (7-14) 8,754+3,24 (4-15)

Enjeksiyon ve gavaj uygulamasinin bitiminde (60. giin) yapilan silindir testinde CK ve
K grubu arasinda anlamli farklilik bulunmaz iken bu iki grupla diger tiim gruplar arasinda
anlamh farklilik tespit edildi. Tablo 16’da gosterildigi iizere probiyotik uygulanan PM, PB ve
PBM gruplarinda temas sayilar1 daha yiiksek olmasina ragmen P grubu ile aralarinda anlaml

farklilik saptanmadi.

Tablo 16: Deney hayvanlarinin 60. giinde sag ve sol on ekstremitelerinin silindir duvarina
temas sayilari. Ort; ortalama, ss; standart sapma, Min; grup igerisindeki en kiigiik deger, Max;
grup igerisindeki en biiyilk deger. a; P grubu ile karsilagtirildiginda, b; PM grubu ile
karsilastirildiginda, c: PB grubu ile karsilastirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda,
e; CK grubu ile karsilagtirildiginda, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Grup Sil60a Sil60s

Orttss (Min-Max) Ort+tss (Min-Max)

P 5,7542,25 (2-9) 4,87+1,24 (3-7)°"

PM 5,87+2,7 (3-10) ' 6,21+1,56 (4-13) "

PB 6,75+3,45 (3-14)F 6,1442,13 (4-12)°f

PBM 6,25+2,54 (3-10) 6,28+2,34 (3-12) °F
CK 11,5+3,54 (7-18) “>¢ 11,45+2,9 (8-18)*"<¢
K 10,3742,06 (8-14) >4 10,2+3,01 (7-15) ¢

Tablo 17°de goriilecegi lizere on bes giinliik bekleme siiresinin ardindan tekrarlanan
silindir testinde CK ve K gruplarma goére P, PM, PB ve PBM gruplarinda bulunan deney
hayvanlarinin 6n ekstremitelerini silindir duvarina temas sayilariin anlaml 6l¢iide azaldigs,
bu azalimin P grubunda PM, PB ve PBM grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu
tespit edildi.

Tablo 17: Deney hayvanlarinin 75. giinde sag ve sol 6n ekstremitelerinin silindir duvarina
temas sayilari. Ort; ortalama, ss; standart sapma, Min; grup icerisindeki en kii¢iik deger, Max;
grup icerisindeki en biiyiik deger. a; P grubu ile karsilastirldiginda, b; PM grubu ile
karsilastirildiginda, c: PB grubu ile karsilastirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda,
e; CK grubu ile karsilastirildiginda, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

Grup Sil75a Sil75s
Ortss (Min-Max) Ortzss (Min-Max)
P 4,75£2,43 (2-8) 4! 4125118 (3-6) "o
PM 62 (3-10) " 5,8741,64 (4-10) '
PB 6,12£2,53 (3-11) ' 6.1242.79 (3-11) '
PBM 6,62+2,55 (3-11) " 6,1242,79 (3-11) <
CK 12,25+4,5 (8-21)*¢ 11,37+2,82 (7-16) *><d
K 102,44 (8-15)“*¢ 0.8743 48 (5-16) “><4

Tekrarlayan Olglimlerde ANOVA analiz sonuglarina gore P, PM, PB ve PBM
gruplarinin her birinin 0. giin degerlerine goére 60. ginde kaydedilen sag ve sol 6n
ekstremitelerini silindir duvarina temas sayilarinin anlamli 6l¢iide azaldigi1 CK ve K grubunda
ise 0., 60., 75. giin dl¢limleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Parkinson hasta grubunun
75. giinde kaydedilen Sil75a ve Sil75s degerleri de SilOa, SilOs, Sil60a, Sil60s degerlerine
gore anlaml 6lgiide diisiik bulunurken, probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplarinda

60. giin degerleri ile 75. giin degerleri arasinda fark bulunmada.
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4.2.3. Aski Teli Testi Bulgular:

Tablo 18’de saniye cinsinden ortalama degerleri verilmis olan 0. giin aski teli testi
sonuglarinda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadi. Normal dagilim gostermeyen,
Tablo 18’de median ve 25.-75. persantil degerleri verilmis olan 60. ve 75. giinde tekrarlanan
aski teli testlerinde probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplar1 ile CK ve K gruplari
arasinda anlamli farklilik bulunmaz iken P grubu ile aralarinda anlamli farklilik saptanmigtir

(p<0,05).

Tablo 18: 0., 60. ve 75. giinde saniye cinsinden kaydedilen deney hayvanlarinin aski telini
tutma stireleri. Ort; ortalama, ss; standart sapma, Min; grup icerisndeki en kiiciik deger, Max;
grup icerisindeki en biiylik deger. a; P grubu ile karsilastirildiginda, b; PM grubu ile
karsilastirildiginda, c: PB grubu ile karsilastirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda,
e; CK grubu ile karsilastirildiginda, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

0. glin 60. giin 75. giin
Orttss (Min-Max) Median(25.-75.persantil) ~ Median(25.-75.persantil)

P 12,5+3,4 (7-18) 6,5 (5,5-8) et 5,5 (4,25-7,25)><%!
PM 10,25+4,26 (6-18) 8,5 (7-10)° 8,5 (6,5-9,75)"

PB 11,124+2,94 (8-16) 9 (8-10)* 9,5(8,25-11)°
PBM 11,124+2,69 (7-16) 9(7,25-9)° 8,5 (8-9,75)"

CK 10,37+1,84 (8-13) 10 (9-12,5)° 10,5 (9,25-12,75)*
K 10,37+£3,62 (7-18) 10,5 (9-11)* 10 (9-12)*

Tekrarlayan Ol¢iimlerde ANOVA test sonuglarina gore gruplar igerisinde yalnizca P
grubunun 0. giin aski teli testi degerlerinin 60. ve 75. giin degerlerine gore anlamli olarak
azaldigi, 60. ve 75. giin degerleri arasinda ise anlamli farklilik bulunmadig saptandi. Diger
gruplarin; PM, PB, PBM, CK ve K, ¢alismanin 0., 60. ve 75. giinde kaydedilen aski teli testi

degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmadi.

4.3. Hippokampal Piramidal Noronlar ve Serebellar Purkinje Hiicrelerinin Optik

Parcalama Yontemi ile Gergeklestirilmis Stereolojik Sayim Bulgular:

Optik parcalama yontemi ile tanecik sayimi sonucu elde edilen toplam hippokampal
piramidal noron sayist (Nhippocampus) P grubunda diger tiim gruplardan anlamli olarak
diistik bulunurken, PM, PB ve PBM gruplarinda Sekil 15°de gosterildigi gibi CK ve K

gruplarindan anlamli olarak diisiik, P grubundan ise anlamli olarak yiiksek bulundu.
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Tablo 19: Deney gruplarinda toplam hippokampal piramidal néron sayilarinin ortalamalari.
ss; standart sapma, Min; grup icerisndeki en kiiciik deger, Max; grup igerisindeki en biiyiik
deger. a; P grubu ile karsilastirildiginda, b; PM grubu ile karsilastirildiginda, c¢: PB grubu ile
karsilagtirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda, e; CK grubu ile karsilagtirildiginda,
f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

Nhippocampus ortalama+tss (Min-Max)

P 296442,25+13622,5 (270861-315195)" !
PM 339037+22391,53 (312940-375450)"

PB 333654,62+17506,24 (311098-358912)"*
PBM 335270,75+22988,79 (312128-377280)"*
CK 424593,5+10631,9 (410172-441056)">
K 425067,5+11467,8 (408038-440166)" "

Tablo 19°’da deney gruplarinin ortalama hippokampal piramidal néron sayis1 ve grup
icerisinde bulunan minimum ve maksimum degerleri, Sekil 15°de gruplarin Nhippocampus ve

Ncerebellum ortalama degerleri verilmistir.

500000

400000

300000 -
B Nhippocampus
200000 [ Ncerebellum
100000 —
0 n T T T T T
P PM PB PBM CK K

Sekil 15: Deney gruplarinda Nhippocampus ve Ncerebellum.

Gruplar arasinda Sekil 15°de gosterildigi gibi toplam serebellar Purkinje hiicre sayisi
acisindan anlamh farklilik saptanmamistir. Tablo 20°de deney gruplarinin ortalama serebellar

Purkinje hiicre sayis1 ve grup igerisinde bulunan minimum ve maksimum degerleri verilmistir.

Tablo 20: Deney gruplarinda toplam serebellar Purkinje hiicre sayilarinin ortalamalari. ss;

standart sapma, Min; grup icerisndeki en kii¢lik deger, Max; grup igerisindeki en biiyiik deger.

Ncerebellum ortalama+ss (Min-Max)

P 287218,75+4806,94 (281232-294768)
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PM 288603+3759,81 (283392-293328)

PB 288614+5053,91 (282240-298080)
PBM 288603+3759,81 (283392-293328)
CK 290413,87+4003,24 (283133-295085)
K 289467,25+4326,18 (281952-294402)

Calismamizda ndron sayimi yapilan her bir 6rnek i¢in ayri ayri hesaplanan hata
katsayis1 degerlerinin timii %10 altinda hesaplanmistir. Bu bulgu elde ettigimiz

Nhippocampus ve Ncerebellum degerlerimizin glivenilirligini géstermektedir.

4.4. Luksol fast & Krezil Viyole Asetat ve Bielschowsky Boyanmis Beyin Kesitlerinde
Saptanan Histopatolojik Bulgular

Luksol fast & krezil viyole asetat boyanmis kesitlerde P grubunda corpus striatum’da
gliozis ile kistik bosluklar, mesencephalon’da perindronal vakuolizasyon ve ndronal
dejenerasyon siddeti, hippokampal CAl, CA2-3 ve CA4 bolgelerinde goriilen ndronal
dejenerasyon siddeti probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM grubundan anlamli olarak
yiilksek bulundu. Corpus striatum’da gliozis ile kistik bosluklar Resim 16°da,
mesencephalon’da perindronal vakuolizasyon ve ndronal dejenerasyon siddeti Resim 17 ve
18°de, hippokampal CA1, CA2-CA3, CA4 dejenerasyon siddeti Resim 19, 20, 21 ve 22’de
gosterilmistir. Kontrol ve CK grubunun kesitlerinde ise normal histolojik yap1 ve
konfiglirasyon gozlendi, patolojik degisiklikler saptanmadi. Degerlendirilen parametrelere
verilen histoskor degerleri Tablo 21°de verilmistir. Bunun yaninda incelenen kesitlerde P
grubunda yer alan 3 hayvanda Resim 15’de goriildiigi gibi prefrontal korteks piramidal
noronlarinda da Lewy cisimciklerine rastlandi. Lewy cisimciklerinin kaudo-rostral

yayiliminin Parkinson hastaliginin siddeti ile iliskili oldugunu belirtmistik.
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Resim 15: P grubunda prefrontal korteks piramidal noronlarinda muhtemel a-siniiklein

agregatlar1 oklarla gdsterilmistir, Magnifikasyon; X40.

Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsk boyanmis kesitlerde gergeklestirdigimiz
histokimyasal parametrelere verdigimiz histoskor degerlerinin ortalamalar1 ve gruplar

arasindaki anlamli farkliliklar Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21: Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsky boyanmis kesitlerde degerelendirilen
parametreler. a; P grubu ile karsilastirildiginda, b; PM grubu ile karsilastirildiginda, c: PB
grubu ile karsilastirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda, e; CK grubu ile
karsilastirildiginda, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

Histokimyasal P PM PB PBM CK K
parametreler
CSg 3,4240,11°°%"  2,1140,05*°"  2,2240,15" 2,56+0,08 0,15+0,08 0,110,09
ef ae,f a,b,c,d ab,c.d
CSb 3,07+0,17>401.85+0,11%" 2,1+0,88  2,11+0,0 5 0,78+0,1 7 0,43+0,1 7
ae,f ae,f a,b,c,d ab,c,d
Mv 3,37+0,94 >4 2 43+40,14%"  236+0,13 2,5+0,88  0,63+£0,11  0,5+0,88
ae,f a.e,f a,b,c,d a,b,c,d
Mnd 3,55+0,12°%¢4e0 2 8240 1%f  285+0,11 2,76+0,09 0,3+0,08  0,3+0,09
ae,f a.e,f a,b,c,d a,b,c,d
CAlnd 2,06+0,15 >of 1,81+0,13%"  1,85+0,52° 1,88+0,78 0,05+£0,08  0,02+0,09
f ef a,b,c,d ab,c,d
CA2-3nd 3,13+0,1 40 2340050 235+0,12 2,42+0,12, 0,08£0,04 0,07+0,04
2,85+0,11  85+0,11  *><¢ abed
ae,f a.e,f
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Tablo 21 (devam): Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsky boyanmis kesitlerde
degerelendirilen parametreler. a; P grubu ile karsilastirildiginda, b; PM grubu ile
karsilastirildiginda, c: PB grubu ile karsilastirildiginda, d; PBM grubu ile karsilastirildiginda,
e; CK grubu ile karsilastirildiginda, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

CA4nd 3,09+0,2 241+0,11%° 256402  2,65+021 0,04£0,01  0,06+0,02
e,f ef a,b,c,d ab,c,d

CSf 0,63+0,11 %% 1 88+0,13%f 1,88+0,12 1,76+0,09 3,35+0,11 3,27+0,12
ae,f a.e,f a,b,c,d ab,c,d

MOy 1,76+0,12%%f 2 4240.12*"  231+0,12 2,18+0,14 3,36+0,14 3,31+0,12
ae,f a,e,f a,b,c,d a,b,c,d

Luksol fast & Krezil viyole ve Bielschowsky boyanmis kesitlerde P grubunda CSg,
CSb, Mv, Mnd, Csf, CA2-3nd ve MOy degerleri PM, PB, PBM, CK ve K gruplarindan
anlamli olarak yiiksek bulundu. Parkinson hasta grubumuzda CAlnd yalnizca PM, CK ve K
gruplarindan anlamli olarak yiiksek bulunurken, CA4nd histoskor degerleri CK ve K
gruplarinda diger gruplardan anlamli olarak diisiik bulundu, P, PM, PB ve PBM gruplar

arasinda ise anlamli farklilik tespit edilmedi.

Resim 16: Corpus striatum’da kistik bosluklar kirmizi, glia hiicreleri siyah oklarla
gosterilmistir. Magnifikasyon; X40.
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Resim 17: SNpc dejenere noronlar (kirmizi oklar) ve perindronal vakuolizasyon (siyah oklar),
Magnifikasyon; X40.

Resim 18: Mesencephalon’da dejenere ndronlar ve perindronal vakuolizasyon (kirmizi oklar),
dejenere noronlar etrafinda mikrogliya hiicreleri P grubunda olduk¢a yogun olarak goriiliiyor

(siyah oklar), muhtemel a-siniiklein agregatlari (sar1 oklar).
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Resim 19: Hippocampus CA1, Magnifikasyon; X40.

Resim 21: Hippocampus CA2-CA3, Magnifikasyon; X40.

114



Resim 22: Hippocampus CA4, Magnifikasyon; X40.

Bielschowsky boyanmis kesitlerde P grubunda, Tablo 21’de histoskor degerleri
verilmis olan corpus striatum’da sonlanan fibrillerin yogunlugu (CSf), gyrus dentatus hilum’u
ile hippokampal CA3-4 arasinda kalan bolgede Mossy liflerinin yogunlugu (MOy) PM, PB ve
PBM grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05).

Resim 23: Corpus striatum’da fibril yogunlugu, Magnifikasyon; X40.

Probiyotik takviyesi alan gruplarda ise Resim 23 ve 24’de goriildiigii gibi CSf ve MOy,
CK ve K grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur.
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Resim 24: Mossy liflerinin yogunlugu, Bielschowsky boyama, Magnifikasyon; X40.

Bu bulgulara ek olarak, Resim 25°de goriildiigii gibi P grubunda yar alan iki kesitte
corpus callosum’dan inen lifler arasinda ve hippocampus’ta Alzheimer hastaliginda goriilen

ekstraselliiler agregatlara benzer inkluzyonlar goriildii.

Resim 25: P grubunda, kirmiz1 oklarin ucunda hippocampus’ta ve corpus callosum’dan inen

aksonal lifler arasinda ekstraselliiler agregat, Bielschowsky boyama, Magnifikasyon; X40.

4.5. Corpus Striatum’dan ELISA Yontemi ile Dopamin Tayini Bulgular

Corpus striatum’da dopamin miktarini belirlemeye yonelik iki kez gerceklestirdigimiz
ELISA analizinde Resim 26’da goriildiigii {izere Orneklerimizden sonug¢ alamadik.
Kullandigimiz kitin standart solusyonlar1 Resim 26’da goriilecegi iizere, istenilen sekilde

calistyor olmasina ragmen, corpus striatum orneklerinde dopamin belirleyememe nedeni
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olarak kitin kullanim klavuzunda kit reaktiflerinin kontamine olmus olmasi, 6rneklerin uygun

hazirlanmamasi, yeterli antikor eklenmemesi, yikama ¢ozeltisinin sodyum azid igermesi ve

HRP’nin eklenmemesi nedenleri belirtilmektedir.

T O MmO 003

Optical Density

Concentration

Resim 26: ELISA 2. denemeye ait plate fotografi, Standart solusyonlarin okutulmasi ile elde

edilen egri.

4.6. Tirozin Hidroksilaz Immunohistokimya Bulgular

Tirozin hidroksilaz enzim immunohistokimyas1 gerceklestirimis 2,5 mm - 2,62 mm

araligindan alian, rastgele se¢ilmis bes kesitte Sekil 16°da goriildiigii gibi ODCs 6l¢iim

degerlerinin CK ve K gruplarinda P, PB, PM ve PBM gruplarindan anlamli 6lglide yiiksek

oldugu bulundu. Parkinson hasta grubunda corpus ODCs ise probiyotik takviyesi alan PM, PB

ve PBM gruplarindan anlaml 6l¢iide diisiik bulundu (p<0,05).

0,8

ODCS dD(.,U aoc,

0,6

b,c,d,e,f

a,ef

04 -
0 .

Sekil 16: Gruplar arasinda ODCs verilerinin ortalama degerleri. a; P grubu, b; PM grubu, c;
PB grubu, d; PBM grubu, e; CK grubu, f; K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05.

Resim 27’de deney gruplarinda corpus striatum’da Thir immunoreaktivitesi

goriilmektedir.
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Resim 27: Deney gruplarinda corpus striatum. Thir immunohistokimyasi, Magnifikasyon

X10.

Corpus striatum optik dansite verilerine benzer sekilde SNpc’da bulunan dopaminerjik
néron yogunlugu da CK ve K gruplarinda P, PM, PB ve PBM gruplarma gore anlamli
derecede fazla iken, P grubunda tiim gruplardan anlamli olarak diisiik bulundu. Resim 28’de
her grup icgin fotograflanmig SNpc ve Tablo 22’de SNpc hiicre yogunlugu i¢in verilmis

histoskor degerlerinin istatiksel analiz bulgular1 verilmistir.

Tablo 22: SNpc THir pozitif hiicre (Thir+) yogunlugu histoskor degerleri, a; P grubu ile
karsilastirildiginda, b; PM grubu ile karsilastirildiginda, c: PB grubu ile karsilastirildiginda, d;
PBM grubu ile karsilastirildiginda, e; CK grubu ile karsilastirildiginda, f; K grubu ile
karsilastirildiginda p<0,05.

P PM PB PBM CK K

THir + 2,01+0,2 3,48+0,64  32+0,65  3,08£0,71  4,81+0,63  4,87+0,58
(1,1-2,5)P%" (3,1-3,6)*"  (2,7-3,5)*" (2,5-3,4)*"  (4,1-5*>¢  (4,3-5)*P¢
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Resim 28: Deney gruplarinda SNpc, Thir immunohistokimyasi, Magnifikasyon; X40.

4.7. CD163 Makrofajlarin Akim Sitometri Analiz Bulgulari

Akim sitometri cihazinda okutulan proksimal kolon 6rneklerinden hazirlanmis hiicre
siispansiyonlarinda bulunan CD163 makrofajlarinin yiizde analizlerinin 6rnek raporu P
grubuna ait bir sicanda Resim 29°da, gruplarda kaydedilen degerler Resim 30, 31, 32, 33, 34

ve 35°de gosterilmistir.
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ADNAN MENDERES UNIVERSITESI HASTANESI
AKIM SITOMETRI LABORATUVARI
HASTA SONUC RAPORU
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Resim 29: Akim sitometri analiz sonug raporu. Rapora gore okutulan hiicre siispansiyonunda
kapmin alindig1 hiicreler toplam siispansiyonda bulunan hiicrelerin %8’ini, bu yiizdenin de
%98’ini CD163 makrofajlar1 olusturmaktadir. FS INT; Forward Scatter, hiicre biiyiikliigline

gore sacilim, SS INT; Side Scatter, hiicre graniilaritesine gore sagilim, KO; hiicre miktart.
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Resim 30: P grubu CD163 degerleri.
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Resim 31: PM grubu CD163 degerleri.
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Resim 32: PB grubu CD163 degerleri.
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Resim 34: CK grubu CD163 degerleri.
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Resim 35: K grubu CD163 degerleri.
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Sekil 17°de yer alan grup ortalama degerlerinin siitunlarda siyah c¢izgi ile belirtildigi
grafikten de anlasilacag: tlizere, Parkinson hasta grubunda CD163 makrofajlarinin ytizdesi
diger tiim gruplardan yiliksek bulunmustur. Ancak istatiksel olarak yalnizca PM grubu P
grubundan anlamli olarak farkli bulundu. PB ve PBM grubunun CD163 ortalama degerleri
PM grubundan kii¢iik olmasina ragmen, gruplar igerisinde goriilen PB (%94) PBM (%90)
yiikksek degerler nedeniyle P grubundan anlamli olarak diisiik bulunmamistir. Probiyotik
verilmis PM, PB ve PBM gruplarinda CD163 makrofajlarinin yiizdesi CK ve K gruplarindan

ise anlaml1 olarak yiiksek bulundu.

100,00

80,005

50,00 —

CD163

40,007

20,00 ?

00

T T
P PM PE PEM CK K

Grup

Sekil 17: Gruplarda CD163 makrofajlarinin dagilimi.
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5. TARTISMA

Calismamizda 60 giin siiresince rotenon uygulamasi ile deneysel Parkinson hastaligi
olusturdugumuz P grubunda, rotenon uygulamasina ek olarak maya ve bakteriyel kdkenli oral
probiyotik verdigimiz PM, PB ve PBM gruplarinda yer alan 10 aylik, eriskin erkek ratlarda
viicut agirliginin azaldigini ve buna bagl olarak viicut agirligr ylizde degisimlerinin CK ve K
gruplarinin aksine uygulama siiresince arttigini tespit ettik. Rotenon enjeksiyonu ve oral
probiyotik uygulamasinin sonlandirildig1 60. giin ile deney baslangicinda (0. giin) kaydedilen
canli agirliklar kullanilarak hesaplanan VAYDu degerleri P, PM, PB ve PBM grubunda CK
ve K grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Benzer sekilde enjeksiyon ve gavaj
uygulamasinin sonlandirildigi 60. giinden sonra, iki haftalik bekleme siiresinin sonunda (75.
giin) kaydedilen canli agirliklar kullanilarak hesaplanan VAYDb, deney hayvanlarinin
baslangi¢ (0. giin) ve 75. giin agirliklar1 kullanilarak hesaplanan VAYDd’de P, PM, PB ve
PBM grubunda CK ve K grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Rotenonun
toksik etkilerini arastirmak veya deneysel Parkinson hastaligt olusturmak amaci ile
uygulandigir deney hayvanlarinda gastrointestinal kanal, karaciger ve bobrek gibi periferal
organlara olan toksik etkileri nedeni ile agirlik kaybia neden oldugu bildirilmistir (Cannon
ve ark, 2009; Murakami ve ark, 2015). Calismamizin ii¢lincii haftasinda ikisi PM biri PB
grubunda olan {i¢ deney hayvaninda rotenonun bdbrek iizerine olan toksik etkilerinden
kaynakli olabilecek hematiiri gozlendigini belirtmistik. Bunun yaninda agirlik kaybi
Parkinson hastaliginin olduk¢a yaygin gorillen ve hastalik ilerledik¢e siddetlenen
klinikopatolojik 6zelliklerinden biridir (Cumming ve ark, 2017; Cersosimo ve ark, 2018;
Miyanishi ve ark, 2019). Rotenon uygulamasinin sonlandirildig: 60. giinden sonrasinda da, iki
hafta siiresince P, PM, PB ve PBM gruplarinin agirlik kaybetmeye devam ettikleri Sekil 13°de
yer alan grafige ve Tablo 8’de yer alan VAYDb ortalama degerlerine bakilarak anlagilabilir.
Calismamiza benzer sekilde ratlarda intraperitoneal rotenon uygulamasi ile deneysel
Parkinson olusturulmus pek ¢ok calismada agirlik kaybi bildirilmistir (Khadrawy ve ark,
2017; Rohini ve Vijayalakshmi, 2017; Srimathi Priyanga ve ark, 2017; Johnson ve ark, 2018;
Su ve ark, 2018; Alabi ve ark, 2019). Parkinson hastalarinda goriilen agirlik kaybina disfaji,
gastrointestinal disfonksiyonlar, depresyon, hipozmi gibi gida aliminin azalmasina neden olan
premotor semptomlarin yaninda tremor, rijidite gibi enerji harcanmasina neden olan motor
semptomlarin katkida bulundugu (Kashihara, 2006), ancak bu durumun yalnizca gida aliminin

azalmas1 ve enerji harcanmasinin artmasina bagl olarak acgiklanamayacagi (Cumming ve ark,
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2017), altta yatan mekanizmanin halen belirsiz oldugu bildirilmektedir (Cersosimo ve ark,
2018; Ma ve ark, 2018). Nitekim Lorefalt ve ark (2004) tarafindan yapilmis bir ¢alismada
erken donem Parkinson hastalarinda kalori alimi arttirillmasina ragmen kilo kaybi tespit
edilmistir. Bunun yaninda Parkinson hastalar1 ve ayni yasta bulunan saglikli kontroller
iizerinde Baricella ve ark (2003) ve Morales-Briceno ve ark (2012) tarafindan
gerceklestirilmis kesitsel ¢aligmalarda ise Parkinson hastalarinin %60’indan fazlasinin asiri
kilolu ya da obez oldugu, hastalarin yalnizca %3’iiniin diisiik beden kitle indeksine sahip
oldugu bildirilmistir. Sirasi ile Italya ve Meksika’da gerceklestirilmis olan bu ¢alismalarda,
populasyonun obezite oraninin yiiksek olmasinin da goz oniinde bulundurulmasi gerektigi
ancak asir1 kilolu olmanin Parkinson hastaliginda goriilen kilo kaybini telafi etmek i¢in yeterli
bir neden olamayacagi belirtilmektedir (Ma ve ark, 2018). Benzer sekilde Miyazaki ve ark
(2020) 4 hafta stiresince, 2.5 mg/kg dozda, subkutan rotenon uyguladiklar1 erkek farelerde

caligma siiresince agirlik kaybi tespit etmemislerdir.

Calismamizda istatiksel olarak anlamli bulunmamis olsa da (p>0,05) VAYDu,
VAYDb ve VAYDd ortalama degerlerinin probiyotik takviyesi alan PB ve PBM grubunda P
ve PM grubundan daha yiiksek oldugu, diger bir deyisle bu gruplarda agirlik kaybinin daha
fazla oldugunu saptadik. Deney siiresince en yiiksek agirlik kaybinin VAYDd ortalama degeri
-34,1+4,55 olan PBM grubunda, onu takiben PB (-30,55+3,49), P (-29,82+3,72) ve PM (-
29,7744,24) gruplarinda oldugu goriilmektedir. Probiyotik etkenlerin agirlik kazanimi ve
kaybi lizerine, mikroorganizma tiiriine ve konak ile olan etkilesimine bagli olmak tizere farkli
etkileri bulunmaktadir. Million ve arkadaslar1 (2012) Lactobacillus cinsine ait probiyotik
etkenlerin kullanildig1 arastirma caligmalarini inceleyerek, kilo alimi iizerine olan etkilerinin
sonuglarini derledikleri ¢calismalarinda, insanlarda Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
fermentum’un kilo alimii saglarken, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus plantarum’un
kilo kaybma neden oldugunu bildirmislerdir. Lactobacillus acidophilus ¢alismamizda
kullandigimiz bakteriyel probiyotik preperat1 Newita® icerisinde de yer almaktadir. Newita®
icerisinde yer alan bir diger etken Lactobacillus rhamnosus’un ise Lee ve arkadaslarinin
(2006) yiiksek yagl diyet ile farelerde obezite indiikledikleri ¢aligmalarinda, 6nemli dlgiide
kilo kaybini arttirdig1 ve yag dokusunu azalttig bildirilmistir. Newita® igerisinde de yer alan;
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum ve Bifidobacterium breve gibi
Bifidobacteria cinsine ait etkenlerin de kilo kaybini tetikledikleri, anti-obezite etkilerinin
bulundugu bildirilmektedir (Brusaferro ve ark, 2018; Kang ve Cai, 2018). Kisa zincirli yag
asitlerinden biitirat sentezleyen bu probiyotik etkenlerin kilo kaybinda oldukga etkili olduklar
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bildirilmekte, obezite tedavisinde bu probiyotik etkenlerin kullanimi1 bir tedavi segenegi
olusturmaktadir. Yiiksek yag icerikli diyetle beslenen deney hayvanlarinda, biitirat takviyesi
alan grupta obezite ve insiilin direncinde diisiis saptanmistir (Rios-Covian ve ark, 2016; Kang
ve Cai, 2018). Kisa zincirli yag asitleri intestinal epitel hiicrelerinde bulunan Gpr41 ve Gpr43
olarak adlandirilan reseptorlere baglanarak peptid yy ve glukagon benzeri peptid-1 iiretimini
arttirirlar. Bu iki intestinal hormonun bagirsak motilitesini azaltarak tokluk hissini arttirdigi,
enerji alimini azalttig bildirilmektedir. Calismamizda kullandigimiz maya kokenli probiyotik
etken Saccharomyces boulardii ise leptin direngli obez farelerde kilo kaybi iizerine etkili
bulunmustur (Everard ve ark, 2014). Obez farelerde intestinal mikrobiyomda Firmicutes
cinsine ait bakterilerin arttig1, Bacteroidetes cinsine ait bakterilerin ise azaldigi belirtilmistir
(Kang ve Cai, 2018). Saccharomyces boulardii ise intestinal mikrobiyomda Bacteroidetes
cinsi bakterileri arttirirken, Firmicutes cinsi bakterileri azaltmaktadir (Everard ve ark, 2014;
Brusaferro ve ark, 2018). Bu bilgiler, calismamizda canli agirlik kaybinin bakteriyel ve maya
kokenli probiyotik etkenleri birlikte uyguladigimiz PBM grubunda daha yiiksek bulunmasini
anlasilir kilmaktadir. Parkinson hastaligi siirecinde beklenen kilo kaybi probiyotik etkenlerin
belirtilen etkileri nedeniyle artis gostermis olabilir. Saccharomyces boulardii uyguladigimiz
PM grubunda kilo kaybi ise P grubu ile olduk¢a yakin degerler gostermektedir,
Saccharomyces boulardii ¢alismamizda kilo kaybi iizerine bakteriyel probiyotikler kadar
etkili bulunmamistir. Kontrol ve CK gruplarinin ise VAYDu, VAYDb, VAYDd degerleri
pozitif olarak kaydedilmis, beklenildigi lizere bu gruplarda bulunan deney hayvanlarinin
agirliklar1 calisma siliresince artis gostermistir ve her iki grubun viicut agirlign yiizde

degisimleri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Gortldiigi tizere probiyotik etkenlerin ve salgiladiklar1 metabolitlerin konagin enerji
dengesi tlizerine olduk¢a Onemli etkileri bulunmaktadir. Ayrica intestinal mikrobiyom
bilesimini de konak ile olan etkilesimlerine ve cins 6zelliklerine bagl degistirebilmektedirler.
Bu acgidan Parkinson hastalarinda mekanizmasi agiklanamayan kilo kaybinda ve bazi
caligmalarda belirtilen karsit bulgularin temelinde intestinal mikrobiyom degisimi énemli rol
oynuyor olabilir. Cilinkii farkli iilkelerde yapilan Parkinson hastalarinin intestinal mikrobiyom
analizi ¢aligmalar1 incelendiginde, 6zellikle Lactobacillaceae cinsine ait probiyotik tiirlerin
intestinal mikrobiyomdaki degisiminin populasyonlar arasinda fark gosterdigi bildirilmistir.
Ornegin Almanya ve Cin’de Parkinson hastalarin intestinal mikrobiyom analizinde
Lactobacillaceae cinsine ait tlirlerin azaldigi, Japonya ve Rusya’da yapilan ¢aligmalarda ise
artis gosterdigi bildirilmistir (Sun ve Shen, 2018).
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Acik alan testi bulgularinin direkt olarak ortalama degerleri kullanilarak literatiir
bulgular1 ile karsilastirilmasi, calismalarda kullanilan agik alan test kutusunun kenar
uzunlugunun farkli olmasi (38-100 cm) ve kayit siiresinin degiskenlik gostermesi (5-10
dakika) nedeniyle zorluk olusturmaktadir. Bu nedenle bazi arastirmacilar aktivite
parametrelerinde kaydettikleri degisimleri ylizde olarak vermislerdir. Bizde calismamizda
kaydettigimiz agik alan testi bulgularimizi literatiir bulgulart ile tartisirken anlamli farkliligin
bulunup bulunmadigin1 dikkate aldik. Calismamizin enjeksiyon ve gavaj uygulamasina
baslamadan once gerceklestirdigimiz acik alan testinde, degerlendirdigimiz parametrelerde
gruplar arasinda anlaml farklilik saptamadik. Genel olarak 60. giinde ise P grubunda CG, T,
TY degerlerinin anlamli 6l¢iide azaldigini, HK degerinin ise arttigini tespit ettik. Probiyotik
takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplarinda 60. giinde CG, T, TY degerleri P grubundan
yiksek, CK ve K grubundan diisiik bulundu (p<0,05). Deney hayvaninin test siiresince
hareketsiz kaldig: siire (HK) ise PM, PB ve PBM gruplarinda P grubundan diisiik bulundu.
Ayrica 60. giin GH degerleri PM grubunda yalnizca CK ve K grubundan diisiikk, PB ve PBM
grubunda P grubundan yiiksek, CK ve K grubundan diisiik bulundu. iki haftalik bekleme
stiresinin ardindan tekrar gerceklestirdigimiz agik alan testinde ise P grubunda 60. giin
degerlerine gore CG, S, ve TY 75. giin degerleri anlamli olarak azalma gosterirken, HK
degeri artis gostermistir (p<0,05). Probiyotik takviyesi alan gruplarda ise 75. giinde 60. giin
parametrelerine kiyasla belirtilen degerlerde degisim saptanmamistir. Khadrawy ve ark (2017)
45 giinlik rotenon uygulamas: ile ratlarda PH’nda kafeinin antioksidan etkisini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, Parkinson hasta grubunda baslangic degerlerine kiyasla
MKK degerinin %320, HK degerinin %503 arttigini, CG ve $ degerinin ise sirasi ile %83 ve
%85 azaldigm bildirmislerdir. Inceledikleri bu dort parametre igerisinde HK degeri harig,
kafein takviyesi yaptiklar1 Parkinson hasta grubunda kontrol grubuna yakin degerler
kaydetmislerdir. Yalnizca kafein uyguladiklart grupta ise hareketsiz gecirilen siirenin anlaml
olarak, kontrol grubu degerlerinin dahi altina distiigiinii belirtmislerdir. Calismamizin
bulgulart da MKK hari¢ belirtilen parametrelerde Khadrawy ve arkadaslarinmin (2017)
bulgularina benzerlik gostermektedir, 60. giinde P grubunun HK degeri %589 artig
gosteritken ve CG %255 ve S ise daha fazla diislis (%170) gostermistir. Bu durum
calisgmamizin uygulama siiresinin daha uzun olmasindan kaynakli olabilir. Su ve ark (2018)
ratlarda sol corpus striatum’a stereotaksik olarak 6-hidroksidopamin uygulamas: ile
olusturduklar1 hemiparkinson modelinde, 6 hafta siliresince her hafta gerceklestirdikleri acik
alan testinde TY, MKG’nin azaldigini, HK nin arttigini ve bu degisimlerin 6. haftada oldukga

belirgin oldugunu ancak gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmadigini bildirmislerdir.
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Stereotaksik PH hayvan modellerinde DAerjik noronlarin yikimini saglayan etken maddenin
corpus striatum’a enjekte edilmesi, uzun zaman igerisinde retrograd SNpc noron kaybini
saglamaktadir. Merkez kareye girme ve merkez karede kalma siiresi kesifsel davraniglar ve
anksiyete ile iliskilendirilmektedir. Urinasyon (U) ve defekasyon (D) parametrelerinin yiiksek
olmas1 da deney hayvaninin bulundugu ortamda kendini rahat hissetmesinin belirtileri olarak
degerlendirilmekte, anksiyete ile iliskilendirilmekteir. Bu nedenle anksiyete ve iliskili
davranislarm yiiksek olmasi beklenen P grubunda MKG, MKK, U ve D degerlerinin diisiik
olmasi1 beklenir. Calismamizda Su ve ark (2018) bulgularina benzer, Khadrawy ve ark (2017)
bulgularindan farkli olarak P, PM, PB ve PBM gruplarinda MKG ve MKK degerlerinin 60. ve
75. giinde 0. giine kiyasla anlaml 6l¢iide azaldigin tespit ettik. Urinasyon 75. giinde 0. giine
gore, D ise 60. ve 75. giinde 0. giine gore yalnizca P grubunda anlamli olarak azaldi. Merkez
kareye giris sikligi ve MKK degerleri agik alan testinin gerceklestirilmesi icin kullanilan
kutunun ebatina, kayit siiresine, deney hayvanlarinin dogumdan itibaren maruz kaldiklar
bakim kosullarma kadar pek ¢ok faktorden -etkilenebilir. Calismamizda U ve D
parametrelerinin tekrarlayan ol¢iimlerde P grubunda anlamli olarak diisik bulunmasi bu
grubun anksiyete seviyesinin daha yiiksek oldugunu géstermektedir. Probiyotik takviyesi alan
gruplarda U ve D parametreleri tekrarlayan 6lgiim zamanlarinda anlamli  farklilik
gostermezken, MKG ve MKK degerlerinin 60. ve 75. giinde anlamlhi olarak azalmistir.
Anksiyete iligkili davraniglardan bagimsiz olarak, kronik rotenon uygulamasindan harekete
iligkin kesifsel davranislarin daha fazla etkilendigi soylenebilir. Cizgi gecisi (CG), TY ve
lokomotor aktivitenin temel belirte¢lerinden kabul edilirler (Su ve ark, 2018) ve deneysel
caligmalarda siklikla gozetilen parametrelerdir. Amano ve ark (2013) Parkinson hastaliginin
siddeti ile CG arasinda korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Calismamiza benzer sekilde
rotenon ile deneysel Parkinson hastaligini indiikledikleri ratlarda Maniyath ve ark (2017),
Rohini ve Vijayalakshmi (2017), Srimathi Priyanga ve ark (2017), Sun ve ark (2019), Alabi
ve ark (2019), Miyazaki ve ark (2020) CG, S degerlerinin hasta grubunda onemli 6lgiide
azaldigimi, Sun ve ark (2019) HK’nin arttigimi, Maniyath ve ark (2017), Rohini ve
Vijayalakshmi (2017), Srimathi-Priyanga ve ark (2017) timar davraniginin anlamli olarak
azaldigin bildirmislerdir. Rotenon uygulamasina ek olarak Rohini ve Vijayalakshmi (2017)
sesamol, Srimathi Priyanga ve ark (2017) kuersetin ve hesperidin, Sun ve arkadaslar1 (2019)
minosiklin, Alabi ve arkadaslar1 (2019) metil jasmonat uygulamasinin motor semptomlari
anlamh olgiide 1yilestirdigini bildirmislerdir. Shallie ve arkadaslar1 da (2017) rotenon ile
deneysel Parkinson hastaligini indiikledikleri farelerde CG’nin 6nemli Olglide azaldigini,

deney siirecinde keten tohumu yagi uyguladiklar1 hasta grubunda motor semptomlarin
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yilesme gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda da PM, PB ve PBM gruplarinda 60.
ginde CG, T, HK ve TY degerleri, 75. giinde CG, S, GH, T, HK, TY degerleri motor
fonksiyonlarin probiyotik takviyesi alan gruplarda P grubundan iyi oldugunu gostermektedir.
Silindir testi bulgularimizda ise 60. giinde P, PM, PB ve PBM gruplarinin CK ve K gruplarina
gore az sayida on ekstremitelerini silindir duvari ile temas ettirdikleri, 75. giinde P grubu
degerlerinin daha da azalarak diger tiim gruplardan anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi
(p<0,05). Silindir testi istemli lokomotor aktivitenin degerlendirilmesinin yaninda,
stereotaksik yontemlerle ipsilateral lezyon olusumu ile indiiklenen deneysel Parkinson
hastaliginda motor asimetriyi degerlendirme amaciyla da uygulanmaktadir (Darbinyan ve ark,
2017). Ayni zamanda striatal dopamin seviyesinin azalimi ile en iyi korelasyon gosteren
motor testlerden biri oldugu belirtilmistir (Miyanishi ve ark, 2019). Rotenon sistemik olarak
uygulandiginda bilateral SNpc hasar1 gerceklestirmektedir (Darbinyan ve ark, 2017).
Dolayisiyla ¢alismamizda P, PM, PB ve PBM grubunda sag ve sol ekstremitelerin silindir
duvarma temas sayilar1 azalma gosterirken, her iki taraf ekstremitesinin silindir duvarina
temas sayilar1 arasinda farklilik saptamadik. Calismamiza benzer sekilde Darbinyan ve ark
(2017) ii¢ hafta siire ile 2.5 mg/kg rotenon uyguladiklari ratlarda sag ve sol 6n ekstremitelerin
silindir duvarina temas sayilar1 ortalamalariin anlamli 6l¢iide azaldigini, rotenon uygulamasi
kesildikten 3 hafta sonra tekrarlanan silindir testinde temas sayilart ortalamalarinin daha da
azaldigim1 bildirmislerdir. Alikatte ve ark (2020) 35 giin siiresince rotenon uyguladiklar
grupta sag ve sol ekstremitenin silindir duvarina temas sayilarinin ortalamalarini,
calisgmamizin 60. ve 75. glin degerlerine oldukca yakin 4.66 £ 0.395 olarak belirtmislerdir.
Calismamizda P grubu ile probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM grubunun Sil60a ve
Si160s degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmazken, Sil75a ve Sil75s degerleri arasinda
anlaml farklilik saptandi. Ancak P grubunun 75. giin silindir testi bulgular1 60. giin bulgular
ile kiyaslandiginda anlaml olarak diisiis gosterirken PM, PB ve PBM gruplarinin 60. ve 75.
giin degerleri arasinda anlamli farklilik saptanmadi. Bu durum Tablo 15°den goriilecegi iizere,
P grubunun Sil0a ve SilOs bagslangic degerlerinin PM, PB ve PBM grubundan yiiksek
olmasindan kaynaklantyor olabilir. Kas kuvveti ve néromuskuler fonksiyon degerlendirilmesi
amaci ile uygulanan aski teli testinde ise ¢alismamizda P grubu ile PM, PB ve PBM gruplari
arasinda diger motor testlere kiyasla oldukca belirgin farklilik saptandi. PM, PB ve PBM
gruplarinda ¢ubugu tutma siireleri ¢calisma boyunca CK ve K gruplarindan anlamli farklilik
gostermezken, P grubunda 60. ve 75. ginde Onemli Olglide azaldigi Tablo 18’de
goriilmektedir. Caligmamiza benzer sekilde Srimathi Priyanga ve ark (2017) yalnizca rotenon

uyguladiklart grupta ¢ubugu tutma siiresinin kontrole kiyasla dnemli dl¢lide azaldigini, giiclii
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flavanoid bilesikler olan kuersetin ve hesperidin uygulamasinin neredeyse kontrol grubuna
yakin bir kas kuvveti sagladigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Khadrawy ve ark (2017)
rotenon uyguladiklart grupta aski ¢ubugunu tutma siiresinde oldukga diisiis saptamislar, kafein
takviyesi alan grupta ise kontrol grubu ile anlamli fark saptamamiglardir. Parkinson
hastalarinda izometrik dinamometre ile dlgiilen kas kuvveti ile ilgili literatiirler oldukga sinirl
olmakla birlikte, calismalar arasinda farkliliklar da bulunmaktadir. Bazi arastirmalarda
Parkinson hastalarinda bilateral ve hareketin hizi ile artis gosteren kas kasilma kuvvetinin
azalmasi tespit edilmis iken (Kakinuma ve ark, 1998), baz1 arastirmalarda kas kasilma kuvveti
azaliminin hareketin hiz1 ile baglantili olmadigini, hastaligin klinigi ile progresyon
gosterdigini ve asimetrik dagilima sahip oldugunu vurgulamiglardir (Durmus ve ark, 2010).
Frazzitta ve ark (2015) ise Parkinson hastalarinda bacaga ekstensiyon ve fleksiyon yaptiran
kaslarda kontrol grubundan farkli bir kasilma kuvveti saptamamislardir. Parkinson
hastalarinda kas kasilma kuvvetinin azalmasi1 ¢ogunlukla immobilite ve postiirel dengesizlik
gelisimine baglanmaktadir (Frazzitta ve ark, 2015). Ancak O6zellikle rotenon ile deneysel
Parkinson hastaliginin indiiklendigi ¢alismalarda, hasta grubunda net olarak saptanan kas
kasilma kuvvetinin azalimi, rotenonun periferik sinirlerde olusturdugu dejeneratif
degisiklikler nedeniyle olabilir. Binienda ve ark (2013) subkutan kronik rotenon uygulamasi
gerceklestirdikleri ratlarda siyatik sinirde miyelin bazik proteini ve norofilament B’nin
azaldigini, kronik rotenon uygulamasinin periferik sinirlerde ndéropatiye neden olarak aski teli

testinde kas kuvvetini etkiledigini bildirmislerdir.

Calismamizin bulgular1 probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplarinda
lokomotor fonksiyonlarin P grubuna kiyasla daha iyi diizeyde oldugunu géstermektedir. 1k
kez Scheperjans ve ark (2015) tarafindan tanimlanmis olan PH’nda mikrobiyal disbiyozis ve
intestinal mikrobiyom degisiminin motor fenotip ile korelasyon gosterdigi diisliniildiiglinde,
Parkinson hastaliginin olusturulma siirecinde probiyotik uygulamasinin motor fonksiyonlari
iyilestirmesi sasirtict degildir. Benzer sekilde Tamtaji ve arkadaslar1 (2019) da, 50-90 yas
araliginda bulunan Parkinson hastalarmin 12 hafta siire ile 2x10° kob/giin oral probiyotik
kullannminin UPDRS ve NMS degerlerini anlamli 6lclide iyilestirdigini belirtmislerdir.
Probiyotik etkenlerin motor fonksiyonlar {iizerine olan olumlu etkileri, gliyal hiicre
aktivasyonunu ve noéroinflamasyonu oOnlemelerine, biitirat seviyesini, beyin kaynakli
norotrofik faktér (BDNF) ve gliyal hiicreler kaynakli nérotrofik faktér (GDNF) sentezini
arttirarak olanakli kildiklar1 néroprotektif etkilerine baglanmaktadir (Erickson ve ark, 2001;

Sun ve ark, 2018; Srivastas ve ark, 2019). Calismamizda yalnizca rotenon uygulamasi
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gergeklestirdigimiz P grubunda ODcs degerinin Zhang ve ark (2012), Abdel Salam ve ark
(2014), Murakami ve ark (2015), Normando ve ark (2016), Miyazaki ve arkadaslarinin (2020)
ODcs bulgularia benzer oldukea diistiigiinii tespit ettik. Greene ve ark (2009) ise 3 hafta siire
ile subkutan rotenon uygulamasi gergeklestirdikleri ratlarda ODcs degerini 0,8 (%80) ve iizeri
olarak tespit etmisler ve kontrol grubu ile anlamli farklilik gostermedigini belirtmislerdir.
Corpus striatum’da Thir immunoreaktivitesinin diisiik dozda kronik rotenon uygulamasinin 3.
haftasindan, SNpc’da Thir pozitif hiicrelerin ise uygulamanin 6. haftasindan itibaren
baslayarak giderek azaldigi belirtilmistir. Dopaminerjik sinir terminallerinden baslayarak
hiicre govdesine ilerleyen retrograd ndrodejenerasyon PH’nin patogenezine uygunluk
gostermekle birlikte kronik rotenon uygulamasi i¢in de tipiktir (Murakami ve ark, 2015;
Tentillier ve ark, 2016; Maniyath ve ark, 2017). Yaklasik 9 hafta (60 giin) siire ile kronik
rotenon uygulamasi gergeklestirdigimiz ratlarda, Resim 28’de gorildiigli gibi, SNpc
dopaminerjik ndronlarinda da azalma saptadik. Calismamizda probiyotik uyguladigimiz PM,
PB ve PBM grubunda SNpc hiicre yogunlugu ve ODcs degerini CK ve K grubundan diisiik, P
grubundan ise anlamli olarak yiiksek bulduk. Calismamiza benzer sekilde Hsieh ve ark (2020)
rotenon ile deneysel PH’mi indiikledikleri farelerde uzun siireli (16 hafta, 10" kob/giin)
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus plantarum LP28, ve Lactococcus lactis subsp. Lactis suslarini
iceren probiyotik uygulamasinin, Thir immunohistokimyas1 uygulanmis kesitlerde SNpc
dopaminerjik noronlarin1 6nemli o6lgiide yikimdan korudugunu, motor fonksiyonlar
tyilestirdigini gostermislerdir. Probiyotik etkenlerin anti-inflamatuar, anti-oksidan etkileri de
DAerjik noronlar1 yikimdan korumada 6nem arz etmektedir. Parkinson hastalarinda azaldigi
rapor edilen Prevotella ailesine mensup etkenler intestinal permeabiliteyi azaltan miisin
tabakasinin olusturulmasinda 6nemlidirler. Bunun yaninda probiyotik etkenler salgiladiklar
KYA’lar, vitaminler, giiclii antioksidan bilesikler ve GABA, serotonin, asetilkolin basta
olmak tizere ¢esitli norotransmitterler sayesinde SSS’nin fonksiyonlarini etkilemektedirler (Su

ve ark, 2018; Tamtaji ve ark, 2019).

Probiyotik etkenlerin noroprotektif etkileri ¢alismamizda stereolojik optik parcalama
yontemi ile gerceklestirdigimiz hippokampal piramidal ndronlarin sayim bulgularinda da
goriilmektedir. Parkinson hastaliginda goriilen biligsel problemlerin ve hastaligin ilerleyen
asamalarinda demansla sonuclanabilen hafiza problemlerinin etiyolojisinde hippocampus
kaynakli patolojilerin varlig1 olasidir. Hippocampus atrofisi normal yaslanma siirecinde de

goriilmektedir ve ¢ok daha siddetli olarak Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarin temel
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bulgularindan birini olusturmaktadir. Normal yaslanma siirecinde ve Alzheimer hastalifinda
ozellikle CA1 ve CA3 boliimlerinin dejenerasyona daha duyarlt oldugu bildirilmektedir.
Parkinson hastaliginda ise ndrodejeneratif siire¢lerin hippocampus iizerine etkisi tam olarak
aydinlatilamamistir (Uribe ve ark, 2018), bu konuda yapilan aragtirmalarin sonuglari da heniiz
kesin bir varsayim yapmayi saglayacak, yeterli kanitlara sahip degildir. Dolayisiyla Parkinson
hastalarinda goriilen demansin noropatolojik basamaklar1 heniiz anlasilabilmis degildir (Hall
ve ark, 2014; Uribe ve ark, 2018; Lun Liu ve ark, 2019). Volumetrik MRI ¢alismalarinda,
post mortem beyin incelemelerinde pek ¢ok arastirmaci tarafindan hippocampus hacminin
azaldig tespit edilmis (Camicioli ve ark, 2003; Jokinen ve ark, 2009; Goldman ve ark, 2012;
Uribe ve ark, 2018) ve hippokampal atrofinin Parkinson hastaliginin siiresi ile pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Tanner ve ark, 2017). Ancak hippokampal atrofi demans
goriilmeyen Parkinson hastalarinda da saptanmistir (Pereira ve ark, 2013; Yildiz ve ark, 2015;
Tanner ve ark, 2017). Goldman ve ark (2012) ise demans bulunan ve bulunmayan Parkinson
hastalarinin ayriminda entorhinal korteks atrofisinin belirleyici olabilecegini bildirmislerdir.
Heidari ve ark (2017) ise volumetrik MRI ¢alismalarinda Parkinson hastalar1 ile saglikli
kontrollerin hippocampus hacimleri arasinda anlamli fark saptamamislardir. Parkinson
hastalarinda hippokampal atrofiye noron kaybinin eslik edip etmedigine yonelik literatiir
bilgileri ise olduk¢a smirhidir. Joelving ve ark (2006) demans gosterdigi kaydedilmis, sekiz
Parkinson hastasina ait post mortem beyin incelemelerinde hippokampal gri cevher hacminde
ve stereolojik metodlarla tespit ettikleri CA1, CA2-3, CA4 ve gyrus dentatus’un toplam ndron
sayisinda saglikli kontrollerden anlamli farklilik saptamamuislardir, hatta istatiksel olarak
anlamli bulunmamis olsa da, 6rneklerin hippocampus ndron sayist ortalamasini Parkinson
hastalarinda kontrol grubundan yiliksek bulmuslardir. Bununla birlikte demans bulunan
Parkinson hastalarinda Mori ve ark (2003) CA2-3, Hall ve ark (2014), Lun Liu ve ark (2019)
CA2 piramidal noronlarinda Lewy cisimciklerinin, demans bulunmayan Parkinson hastalarina
kiyasla oldukca yogun olarak bulundugunu belirtmislerdir. Intrastoplazmik Lewy
cisimciklerinin olusumunu takiben ndronal dejenerasyon goézlenmektedir, ancak yetiskinlerde
gyrus dentatus ve subventrikiiler bolge SSS’de ndronal kok hiicrelerin  bulundugu,
norogenezisin devam ettigi bdolgelerdir. Parkinson hastaliginda ndoroinflamasyon ve
norodejeneratif siireclere yanit olarak gyrus dentatus ve subventrikiiler bolgede bulunan
noronal kok hiicrelerin ¢ogaldigi bildirilmektedir (Doorn ve ark, 2014; Regensburger ve ark,
2014). Doorn ve ark (2014) klinik olarak PH tanis1 almis hastalara ait post mortem beyin
incelemelerinde, ndronal proliferasyonu minikromozom protein 2 immununohistokimyasi ile

degerlendirmisler, Parkinson hastalarinda kontrol grubuna kiyasla CA1, CA2-3, CA4 ve gyrus
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dentatus’ta MMC2 yogunlugunun 6nemli 6l¢lide arttigini bildirmislerdir. Klinik ve deneysel
bulgular 6grenme ve bellek islevinde rol oynayan hippocampus’un Parkinson hastalig1 olan
baz1 hastalarda goriilen kognitif disfonksiyonlarin ve demansin gelisiminde rol oynadigi
gorlistinii desteklemektedir (Jokinen ve ark, 2009; Yildiz ve ark, 2015; Darbinyan ve ark,
2017; Uribe ve ark, 2018). Ancak PH’nda kognitif disfonksiyonlar ve demansin patogenezi,
nucleus basalis magnocellularis’in dejenerasyonu da gbz dniine alinarak, dopaminerjik sistem
kaynakli patolojilerden ziyade ilk kez 1970’lerde ortaya atilan kolinerjik hipotezle
aciklanmaya ¢alisilmaktadir. Nitekim kognitif disfonksiyonlar ve demans dopaminerjik
tedaviye yanit vermemektedir (Ermine ve ark, 2018; Lun Liu ve ark, 2019). Ayrica
paraolfaktor alan, gyrus subcallosus ve substantia perforata anterior’dan koken alarak
hippokampal CA2-3 boéliimiine projekte olan Broca’nin diyagonal bandint olusturan
noronlarin dejenerasyonu hippocampus’ta kolinerjik lif kaybina neden olmaktadir (Hall ve
ark, 2014; Yildiz ve ark, 2015). Deneysel Parkinson hastaligi olusturmak amac ile ratlarda
kronik  rotenon uygulamasmin ise c¢alismamiza benzer sekilde hippokampal
norodejenerasyona neden oldugu belirtilmistir (Sai ve ark, 2009; Darbinyan ve ark, 2017;
Abdel-Salam ve ark, 2018). Abdel-Salam ve ark (2018), Rakha ve ark (2019) rotenon ile
farelerde deneysel Parkinson hastaligini indiikledikleri ¢alismalarinda, Resim 19, 20, 21 ve
22’de de goriilecegi lizere bulgularimiza benzer sekilde hasta grubunda hippocampus’ta
piknotik néron yogunlugunu yiiksek bulmuslardir. Darbinyan ve ark (2017) rotenon ile
deneysel PH’ni indiikledikleri ratlarda, hippokampal ndronlarin elektrofizyolojik aktivite
degisimlerinin  ndrodejenerasyona  bagli  gergeklestigini  belirtmislerdir. ~ Rotenon
mikrotiibiillerin depolarizasyonunu inhibe ederek, norotransmitterlerin vezikiillere taginmasini
engellemekte, hiicre govdesinde biriken ndrotransmitter maddeler oksidasyona ugrayarak,
oksidatif strese ve takiben dejenerasyona neden olmaktadir (Darbinyan ve ark, 2017; Bisbal
ve Sanchez, 2019). In vitro olarak primer hippokampal néron Kkiiltiirleri ile yapilan
caligmalarda da rotenonun doza bagl olarak ndérodejenerasyona neden oldugu bildirilmistir
(Darbinyan ve ark, 2017; Bisbal ve Sanchez, 2019). Bu bulgulara ek olarak; Thir
immunohistokimyas1 ile rodentlerde hippocampus’un dopaminerjik innervasyonu tespit
edilmistir (Milner ve Bacon, 1989) ancak insanlarda CA2-3 boliimiinde monoaminerjik lifler
bulunmamaktadir (Ermine ve ark, 2018). Rotenon gibi norotoksik maddeler kullanilarak
indiiklenen deneysel PH modellerinde kullanilan etken maddelerin, ndéronal kok hiicrelerin
proliferasyonunun azaldig: belirtilmektedir (Suzuki ve ark, 2010). Bu durum hippocampus’ta
saptanan toplam noron sayisini etkileyen bir faktor olabilir. Jia ve ark (2014) 1 ve 3 ay siire ile

kronik rotenon uygulamasi gerceklestirdikleri farelerde ¢ift immnunofloresan boyama ile,
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noronal prekiirsor hiicrelerde bulunan proliferatif hiicre niikleer antijeni ve mikrotiibiil
fonksiyonu ile iligkili doublin pozitif hiicrelerin hippocampus’ta bulunmadigini, dolayisiyla
rotenon uygulanmis farelerde hippokampal ndrogenezisin olmadigini belirtmislerdir. Almeida
ve ark (2016) 10 aylik yash ratlarda, 4 hafta siiresince, 2 mg/kg/giin dozunda kronik rotenon
uygulamasmin hippocampus’ta Alzheimer hastalarina benzer amiloid B ve tau protein
agregatlarinin birikimine ve ndrodejenerasyona neden oldugunu, 1 mg/kg/giin dozunda
uygulanan rotenonun hippocampus’ta protein agregasyonuna neden olmadigini
bildirmislerdir. Ayrica ratlarda serebral korteks, hippokampal formasyon ve SNpc’da
ekspresyonu gosterilmis olan, pro-inflamatuar mediyatorlerin sentezini  Onleyerek
norodejenerasyonu engelleyen, hippokampal nérogenezisi arttiran niikleer reseptor iliskili
protein 1 (Nurrl) ekspresyonunun yetiskinlik doneminde Onemli oOl¢iide azaldigi
bildirilmektedir (Ahn ve ark, 2018). Woodruff-Pak ve arkadaslar1 (2010) 4, 8, 12, 18 ve 24
aylik farelerde, stereolojik néron sayimi ile hippocampus ve cerebellum’da normal yaslanma
stirecinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda; hippocampal CA1 ndron sayisinin istatiksel
olarak anlamli olmasa da 8 ve 12 aylik farelerde 4 aylik farelere gore diisiis gosterdigini, 18
ve 24 aylik farelerde ise artis gosterdigini bildirmislerdir. Serebellar Purkinje hiicrelerinin ise
yaglanma siireci ile siirekli diislis gosterdigini, 4 aylik farelere kiyasla 18 ve 24 aylik farelerde
anlamlh olarak azaldigini belirtmislerdir. Almeida ve ark (2016) ve Woodruff-Pak ve ark
(2010) bulgulari, deneysel PH olusturmak amaci ile kullanilan etken maddenin uygulama
dozunun, c¢aliymada kullanilan deney hayvanlarimin yasinin dolayisiyla hippokampal
ndrogenezisin normal yaslanma siirecinde etkili oldugu yas araligiin toplam ndron sayisina
olan etkisini gostermektedir. Calismamizda da 10 aylik erkek ratlarda, 60 giin siiresince, 2.5
mg/kg/glin dozunda kronik rotenon uygulamasi sonucu, P grubunda Nhippocampus degerini
diger tiim gruplardan anlamli olarak diisiikk bulduk. Toplam 75 giinliik deney siirecinin
sonunda 12,5 aylik yasinda olan deney hayvanlarimizda, stereolojik optik parcalama yontemi
ile tespit ettigimiz hippocampus piramidal ndron sayisi rotenonun belirtilen etkileri,
rodentlerde hippocampus’un DAerjik innervasyonunun bulunmasi ve Woodruff-Pak ve
arkadaslarinin (2010) bulgularinda belirtilen yasa bagli etkenler nedeni ile P grubunda diisiik
bulunmus olabilir. Probiyotik takviyesi alan PM, PB ve PBM gruplarinda ise Nhippocampus
degeri CK ve K grubundan diisiik, P grubundan ise ytliksek bulundu (p<0,05).

Parkinson hastaliginda goriilen ve L-DOPA tedavisine yanit vermeyen tremor, yliriiyiis
bozuklugu ve postiirel instabilitenin patogenezinde primer olarak bazal ¢ekirdekler, thalamus

ve serebral korteks arasindaki baglantilarin rol almadigi agiktir (Seidel ve ark, 2017). Bu
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durum PH’nda cerebellum iliskili patolojik ve fonksiyonel degisimlerin olasi oldugunu
diisiindiirtmektedir. Yapilan pek ¢ok arastirma PH’nda Purkinje hiicrelerinin dejeneratif
ozellikler gosterdigini bildirmistir. Lee ve ark (2018) rotenon ile deneysel Parkinson
hastaligin1 indiikledikleri 1 aylik ratlarda, vermis cerebelli’de reaktif astrositlerin belirteci
GFAP’in artigini, TUNEL boyama yontemi ile Purkinje hiicrelerinin apoptozise ugradigini
belirtmislerdir. Shallie ve arkadaslar1 (2017) rotenon ile deneysel Parkinson hastaligini
indiikledikleri farelerin, Nissl boyanmis serebellum kesitlerinde Purkinje hiicrelerinin daha
acik renkli boyandigini, Bielschowsky ile boyanmis kesitlerde hiicrelerin etrafinda
vakuollerin bulundugunu, hematoksilen & eozin boyanmis kesitlerde de Khadrawy ve ark
(2017), Hasan ve ark (2019) Purkinje hiicrelerinin stoplazmik biizigme ve piknotik niikleus
gibi dejeneratif ozellikler gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda ise serebellar Purkinje
hiicrelerinin stereolojik sayim bulgularinda gruplar arasinda anlamli farklilik saptamadik
(p>0,05). Cerebellum, Braak ve arkadaslarimin (2003) Lewy cisimciklerinin yayilimini
dikkate alarak olusturduklari, Parkinson hastaliginin derecelendirme sisteminde yer
almamistir. Hastaligin belirteglerinden olan Lewy cisimciklerinin aksonal transportla ndronlar
arasinda yayildig: bilinmektedir (Rusholt ve ark, 2020). ilk kez Mori ve arkadaslar1 (2003) a-
siniiklein immunohistokimyas1 uyguladiklar1 on Parkinson hastasina ait cerebellum’da, Lewy
cisimciklerinin cerebellum’un afferent ve efferent liflerinin olusturdugu corpus medullare’de
yogunlastigin1 saptamislar, Purkinje hiicrelerinin de bulundugu cortex cerebelli’de tek tiik
Lewy cisimcigi goriildiigiinii bildirmislerdir. Seidel ve arkadaglar1 (2017) da benzer sekilde
Parkinson hastalarinda corpus medullare’de, ve serebellar ¢ekirdeklerde Lewy cisimciklerinin
varligimi gostermislerdir. Alfa siniliklein agregatlarinin  etkilenen ndronlarin  aksonal
tasinmasini bozdugunu diisiinmek miimkiindiir. Nitekim Khadrawy ve arkadaslar1 (2017)
ratlarda ipsilateral corpus striatum’a rotenon uygulamasi ile olusturduklari deneysel PH
modelinde, serebellar dokuda glutamat, aspartat gibi eksitator ndrotransmitterlerin artis
gosterdigini, inhibitdr norotransmitterler olan GABA ve glisinin ise azaldigini belirtmislerdir.
Belirtilen calismalarda saptanan histokimyasal, immunohistokimyasal ve norokimyasal
degisimler Parkinson hastaliginda serebellumun fonksiyonel olarak farklilastigini
gostermektedir. Ancak bu degisimlerin serebellar Purkinje hiicrelerinin toplam sayisina etkisi
calisgmamiza benzer sekilde Rajput ve arkadaslari (2011), Rusholt ve arkadaslar1 (2020)
tarafindan da saptanmamuistir. Rajput ve arkadaslar1 (2011) Parkinson hastalar1 ve kontrol
grubu arasinda Purkinje hiicre sayisinda farklilik tespit etmemislerdir. Rusholt ve arkadaslari
(2020) da Parkinson hastalarina ait serebellumlarda, lobus cerebelli anterior, lobus cerebelli

posterior, vermis cerebelli ve lobus flocculonodularis’de stereolojik olarak Purkinje hiicre
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sayimi gerceklestirmisler, belirtilen boliimlerde sayilan néron sayilar1 ve toplam ndron sayisi
acisindan Parkinson hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik saptamamislardir. Ek
olarak, Cavalieri prensibi ile degerlendirdikleri hacim 6lgiimlerinde Parkinson hastasi grupta
serebellar beyaz cevher hacminin azaldigin1 ancak gri cevher hacminin kontrol grubundan
farkli olmadigmi bildirmislerdir. Woodruff-Pak ve arkadaglarinin (2010) bulgular
calismamizda kullandigimiz yas aralifinda bulunan farelerde, stereolojik sayim bulgularimizi
destekler sekilde, yaslanmaya bagli Purkinje hiicrelerinin kaybinin da anlamli olmadigini

bildirmektedir.

Sag beyin hemisferinden 7 pm kalinliginda alarak, Luksol fast & Krezil viyole ve
Bielschowsky ile boyadigimiz kesitlerde histokimyasal olarak degerlendirdigimiz
parametrelere ait bulgularimiz Tablo 21°de goriilmektedir. Hippokampal boliimlerin
norodejenerasyon siddetini degerlendirdigimiz Luksol Fast & Krezil viyole boyali kesitlerde
P grubunda CAlnd yalnizca PM grubundan yiiksek, CA4nd ise yalnizca CK ve K grubundan
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu sonug¢ Parkinson hastaliginda, rotenon ile indiiklenen
deneysel Parkinson hastaligi modelinde, hippocampus’un CA2-3 boliimiiniin dejenerasyona
daha duyarli oldugu ¢ikariminin yapilmasini saglamaktadir. Ancak hippocampus’ta
dejeneratif etmenlere en direncgli bolgenin CA2 oldugu bildirilmektedir (Dudek ve ark, 2016).
Calismamizda CA2-3nd’nin daha yiiksek bulunmasi, Parkinson hastaliginda hippocampus’un
tiimiine etki eden dejeneratif etmenlerin disinda, CA2-3 bdliimiiniin islevsel olarak baglantili
oldugu ve PH’nda disfonksiyon gdsteren boliimlerin etkisi ya da CA2-3 bdliimiinde bulunan
piramidal noronlara spesifik bir ndrodejeneratif mekanizmanin s6z konusu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Nitekim Foo ve ark (2017) CA2-3 atrofisinin PH nin farkli nérodejeneratif
basamaklarinin degerlendirilmesinde Onemli bir belirteg olabilecegini bildirmislerdir.
Hippokampal piramidal noronlarin stereolojik sayim bulgular1 sonuclarini tartisirken de
belirttigimiz gibi, Parkinson hastalarinda Mori ve ark (2003) CA2-3 bdliimiinde, Hall ve ark
(2014), Lun Liu ve ark (2019) CA2 bdliimiinde Lewy cisimciklerinin yogun olarak
bulundugunu bildirmislerdir. Lewy cisimciklerinin CA2-3 boliimiinde bulunmasi, serebral
kortekste de bulundugunun, dolayisiyla PH nin siddetinin bir gostergesi oldugu bildirilmistir
(Irwin ve ark, 2012; Lun Liu ve ark, 2019). Hippocampus CA2-3 boliimiinde PH nin erken
donemlerinde dahi, orta dereceli kognitif disfonksiyonu bulunan hastalarda atrofi goriildiigii
bildirilmis ve CA2-3 boliimiindeki voliim azalisi, Parkinson hastalarinin saglikli kontrollerden
ayriminda toplam hippocampus voliimiine kiyasla daha iyi sonuclar vermistir (Gyorfi ve ark,

2017; Uribe ve ark, 2018). Bunun yaninda daha once de belirtildigi gibi, PH yalnizca
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dopaminerjik sisteme 0zgii bir patoloji olmaktan ziyade diger norotransmitter sistemleri,
ozellikle kolinerjik sistemi de etkilemektedir. Parkinson hastalarinda nucleus basalis
magnocellularis’in dejenerasyonu, hippocampus’ta intrinsik kolinerjik interndronlarin ve
muskarinik reseptorlerin bulunmasi, CA2-3 boliimiine projekte olan Broca’nin diyagonal
bandin1 olusturan kolinerjik noéronlarmm dejenerasyonu PH’nda hippokampal CA2-3
boliimiinde nérodejenerasyonun daha siddetli olmasinin nedenleri arasinda sayilabilir (Uribe
ve ark, 2018; Lun Liu ve ark, 2019). Hippocampus CA2-3 atrofisi bulunan erken donem
Parkinson hastalarinda L-DOPA sagaltimi1 kognitif disfonksiyon skorunu kismen
iyilestirirken, hippokampal atrofinin ilerlemesine etkisi bulunmamistir (Gyorfi ve ark, 2017).
Calismamizda CA1nd degeri rotenon uygulanan tiim gruplarda CK ve K gruplarindan anlaml
olarak yiiksek bulunurken, CA4nd gruplar arasinda farklilik gostermemistir. Gyorfi ve ark
(2017) demans gosteren Parkinson hastalarinda CA2-3 basta olmak {lizere CA1 bdliimiinde
kontrol grubuna kiyasla atrofi gelistigini, CA4 bolimiinde ise farklilik olmadigimi
bildirmislerdir. Tablo 21’de CAlnd histoskor degerlerimizin ortalamalarinin CA4nd
degerlerimizden olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Yamaguchi ve ark (2005) da
calismamizin bulgularina benzer sekilde CA2-3 boliimiinde ndronal dejenerasyon ve yogun
Lewy cisimcikleri tespit etmisler, CA1 boliimiinde yalnizca inflamasyon gdstergesi olarak
gliyozisi tanimlamislardir. Hippocampal CA4 boliimiinde ise CAl’e gore gliyozis’in ii¢ kat
daha siddetli oldugunu bildirmislerdir. Parkinson hastaliginda dejenere beyin bolgelerinde
saptanan noronal vakuolizasyon hastalifin patolojik siirecinde goriilen inflamasyon ve
oksidatif stireclerin tetikledigi otofaji ile iliskilendirilmektedir (Yakhine-Diop ve ark, 2017).
Lewy cisimcikleri otofagozom formasyonunu bozarak otofajiyi inhibe etmekte, Parkinson
hastaliginin gelisimde rol oynayan genetik etmenlerden lizozomal fonksiyonlar1 dolayisiyla
otofaji regiilasyonunu saglayan LRKK2 ve hasarli mitokondri yikimindan sorumlu PINK1
mutasyonu nedeniyle hiicresel agregatlar yikimlanamamakta, Resim 17 ve 18’de goriilen
calismamizda da P, PM, PB ve PBM gruplarinda tespit ettigimiz gibi, Parkinson hastalarinda
etkilenen beyin bolgelerinde anormal otofajik vakuollerin varligi goriilmektedir (Gomez-
Sanchez, 2013; Surmeier ve Sulzer, 2013; Yakhine-Diop ve ark, 2017). Calismamiza benzer
sekilde ratlarda rotenon ile indiiklenmis deneysel Parkinson hastaliginda Khadrawy ve ark
(2017), Abdel-Salam ve ark (2014) etkilenen beyin boliimlerinde néronal dejenerasyon ve
vakuolizasyon tespit etmislerdir. Mesencephalon’da noronal vakuolizasyona benzer sekilde
CSb ve CSg histoskor degerlerimiz P, PM, PB ve PBM gruplarinda CK ve K gruplarindan
anlamli olarak ytliksek bulundu. Yamaguchi ve ark Parkinson hastalarinda (2005) temporal

korteks ve entorhinal korteksle birlikte vakuolasyonun en siddetli corpus striatum’da

138



gortldiiglinii  bildirmislerdir. Calismamiza benzer sekilde Abdel-Salam ve ark (2014),
Khadrawy ve ark (2017), Maniyath ve ark (2017) ratlarda rotenon ile indiikledikleri deneysel
PH modelinde corpus striatum’da vakuolasyon ve gliyozisin olduk¢a siddetli oldugunu
belirtmisglerdir. Corpus striatum’da Thir pozitif liflerin kaybina bagli ODcs’nin P grubunda
diger tim gruplardan anlamli olarak diisiik bulundugunu, PM, PB ve PBM gruplarinda ise P
grubundan yiliksek, CK ve K gruplarindan diisiik oldugunu bildirmistik. Benzer sekilde
Bieslchowsky boyanmis kesitlerimizde corpus striatum’da sonlanan lif yogunlugunun (CSf),
azaldigim1 tespit ettik. Bu bulgu ODcs degerlerimizle tutarlilik gostermektedir. Gyrus
dentatus’un stratum granulosum tabakasinda bulunan graniiler hiicrelerin aksonlarinin
olusturdugu Mossy lifleri hippocampus ve entorhinal korteks arasina baglantiyr saglarlar,
normal 6grenme ve bellek gelisiminde 6nemli rol oynarlar. Bunun yaninda BDNF gyrus
dentatus graniiler hiicrelerinden yiiksek seviyede eksprese edilir, ndronal gelisimi ve ndronal
plastisiteyi diizenler (Danzer ve ark, 2008). Calismamizda Mossy lif yogunlugu (MOy) PM,
PB ve PBM grubunda CK ve K grubundan anlamli olarak diisiik, P grubundan anlamli olarak
yiiksek bulundu. Bu durum P grubunda Nhippocampus degerinin diger tiim gruplardan diisiik
olarak bulunmasin1 desteklemektedir. Bunu yaninda, daha o6nce de belirttigimiz gibi
probiyotik etkenler de santral sinir sisteminde BDNF sentezini arttirmaktadirlar (Sun ve ark,

2018; Srivastas ve ark, 2019).

Calismamizda intestinal homeostazisin saglanmasinda ve SSS ile olan etkilesimlerde
onemli rolii oldugunu diisiindiigiimiiz, ratlarda CD163 eksprese ettigi bilinen muskuler
makrofajlarin akim sitometri analizinde, rotenon uygulamas: yaptigimiz P, PM, PB ve PBM
gruplarinda CD163 ekspresyonunun CK ve K gruplarina kiyasla oldukga artis gdsterdigini
tespit ettik (p<0,05). Sekil 16’da yer alan grafikte goriilecegi lizere PM grubu CDI163
makrofajlarinin ylizde ortalamalar1 P grubundan oldukga diisiik bulundu. Probiyotik takviyesi
uyguladigimiz PB ve PBM gruplarinin CD163 degerleri ile P grubu arasinda anlamli farklilik
saptanmadi. Pey ve arkadaglar1 (2014) Alzheimer hastalarinda frontal ve oksipital kortekste,
Parkinson hastalarinda beyin sapinda, ¢ogu noritik plaklarin etrafina kiimelenmis sekilde
CD163 immunoreaktivitesi gosteren makrofajlarin artis gosterdigini belirtmislerdir. Parkinson
hastalarindan ziyade Alzheimer hastalarinda daha yogun olarak tespit ettikleri, yliksek
fagositik kapasiteye sahip CD163 pozitif hiicrelerin artisini, Alzheimer hastaliginda goriilen
ekstraselliiler amiloid B ve tau protein agregatlarin SSS’nin yerlesik makrofajlar1 olan
mikrogliyalarin M2 polarizasyonunu daha etkin sekilde tetiklemis olabilecegini

belirtmiglerdir. Parkinson hastaliginda goriilen o-siniiklein agregatlar1 intraselliiler
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yerlesimlidir. Almeida ve ark (2016) 10 ayhik ratlarda 2 mg/kg rotenon uygulamasinin
Alzheimer hastaligina benzer, SSS’de amiloid-B ve tau protein agregatlari olusturdugunu
bildirmislerdir. Calismamizda da Resim 25’de goriildiigii gibi histokimyasal parametrelerin
degerlendirilmesi sirasinda hippocampus’ta ve corpus callosum’dan inen lifler arasinda
ekstraselliiler inkluzyonlar goriildii. Bunun yaninda Pey ve ark (2014) KBB’de tespit ettikleri
artis ve CD163 pozitif hiicrelerin kan damarlarinin ¢evresinde yogunlagsmis olmasi nedeniyle
SSS’de bulunan mikrogliyalarin farklilasmasindan ziyade, sistemik makrofaj infiltrasyonu
nedeni ile CD163 ekspresyonunda artis gerceklesmis olabilecegini bildirmislerdir. Nitekim
Tentillier ve arkadaslar1 (2016) ratlarda tek tarafli striatal 6-OHDA enjeksiyonu ile
olusturduklart deneysel Parkinson modelinde, doku koruyucu M2 polarizasyonu gdsteren
CD163 makrofajlarinin ekspresyonunu arttirmak amaci ile, CD163 makrofajlarini hedef alan
deksametazon yiiklenmis lipozomlarin intravendz uygulamasini takiben; lezyon olusturulan
corpus striatum’da yogun CD163 ekspresyonu ve SNpc’da bulunan dopaminerjik ndronlarin
daha az yikimlandigini tespit etmisler, CD163 makrofajlarinin néronlart yikimdan
korudugunu bildirmislerdir. Ek olarak makrofaj hiicre yiizeyinden CD163 antijeninin
ayrilmasini saglayan ADAMI17 enzimi islevini, oksidatif stres ve inflamatuar mediyatorler
tarafindan Toll benzeri reseptor 2 ve 4’tin (TLR2, TLR4) aktive edilmesiyle
gerceklestirmektedir. Alfa sintiklein agregatlari, doku hasari iliskili molekiiler yolak (DAMP)
yoluyla TLR4 aktivasyonunu saglamaktadir. Swan ve ark (2017) plazmada sCD163
konsantrasyonunun artisinin makrofaj aktivasyonunun bir belirteci oldugunu bildirmislerdir.
Dolayistyla sCD163 da Parkinson hastaliginda makrofaj aktivasyonu ve inflamasyon durumu
ile 1lgili bir belirte¢ olabilir. Nissen ve arkadaslar1 (2020) serebrospinal sivida hastaligin
progresyonuna pararel ve kognitif disfonksiyon skoru ile negatif korelasyon gosteren sCD163
konsantrasyonunda artis tespit etmislerdir. Serumda ise sCD163 yalnizca kadin Parkinson
hastalarinda ytiksek bulunmustur. Bu durum monositlerin makrofajlara farklilagmasi sirasinda
immun sistemin cinsiyete bagh farkli bir etmenden dolay1 olusan cevabi olarak diisiiniilebilir.
Parkinson hastaliginin erkeklerde kadinlardan sik goriilmesinin nedenlerinden biri de cinsiyet
iligkili faktorlerin etkisine bagli gdriilen immunolojik farkliliklar olabilir. Pek ¢ok calisma
serebrospinal sivida ve serumda PH ile iliskili immun biyobelirteclerin degisimini rapor
etmistir. Parkinson hastalarinda serumda IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, VEGF gibi hem pro-
inflamatuar hem anti-inflamatuar mediyatorlerin artis gosterdigi, IFN-y ise azaldigi
bildirilmistir. Nissen ve arkadaglar1 (2020) KBB gecirgenliginde artisa neden olan, ndronlar,

monositler ve astrositler tarafindan iretilen IL-15’inde Parkinson hastalarinda artis
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gosterdigini bildirmistir. Ancak spesifik olarak hangi immun hiicrelerin bu degisimlerden

sorumlu oldugu belirsizdir.

Santral sinir sisteminde M2 polarizasyonu gosterek, ndrodejenerasyonun dnlenmesinde
rolii oldugu gosterilen CD163 makrofajlarinin, ratlarda intestinal dokuda fonksiyonuna iliskin
literatiir bulgular1 oldukca smirhidir. Demetter ve ark (2005) inflamatuar bagirsak hastalig
bulunan hastalara ait kolon biyopsi Orneklerinde Crohn hastalarinda yogun CD163
immunoreaktivitesi saptamislar, buna karsin kontrol grubunda ve iilseratif kolit hastalarinda
oldukc¢a zayif immunoreaktivite tespit etmislerdir. Franze ve ark (2013) ise hem Crohn hem
de {ilseratif kolit hastalarinin kolon biyopsi Orneklerinde akim sitometri, ger¢cek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile CD163 mRNA 6l¢iimii ve immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirdikleri mukozal CD163 makrofajlarinin oldukca artis gosterdigini, intestinal
inflamasyonun siddetinde ve siirdiiriilmesinde CD163 makrofajlarinin rolii oldugunu
bildirmislerdir. Benzer sekilde Swan ve ark (2017) patolojik 6zelliklerinden biri progresif
intestinal hasar olan ve intestinal mikrobiyom dengesinin bozuldugu, immun yetmezlik virusu
ile enfekte makak maymunlarinda intestinal sistemde pro-inflamatuar makrofajlarda artig
saptamamiglar, aksine ileum’da artmis CD163 ekspresyonunu belirlemislerdir. Kronik
intestinal inflamasyonla karakterize bu hastaliklarda CD163 makrofajlarinin artisi, BM igin
degerli bir demir kaynagi olan hp-hb kompleksinin atilimini arttirarak, intestinal floranin
degisimine de katki saglamaktadir (Demetter ve ark, 2005). Mikrobiyal disbiyozis siddetli
sekilde M1 ve M2 polarizasyonu gosteren makrofajlarin ekspresyonunu arttirmaktadir. Ayni
zamanda PH’nda enterik noronlarda goriilen alfa-siniiklein agragatlarinin artisina da neden
olmaktadir (Mihaila ve ark, 2019). Inoue ve ark (2019) 5 hafta siire ile vankomisin
uyguladiklar1 farelerde, intestinal mikrobiyom degisiminin kolon makrofajlarinin profili
iizerine olan etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, M1 polarizasyonuna sahip CD80, M2
polarizasyonuna sahip CD163 makrofajlarinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli o6lgiide
arttigini, CD80 ekspresyonunun CD163 ekspresyonuna kiyasla daha fazla artis gosterdigini
bildirmislerdir.

Deneysel Parkinson hastaligmin olusturulmasi amaci ile uygulanan rotenonun ise
gastrointestinal sistem iizerine olan etkisi ¢aligmalar arasinda farkliliklar gostermektedir. Pan-
Montojo ve arkadaglart (2012) ratlarda yalnizca intragastrik yolla uygulanan rotenonun
SNpc’da norodejenerasyonla birlikte gastrointestinal sistemde de siddetli patolojik
degisimlere neden oldugunu bildirmislerdir. Ancak Tasselli ve ark (2013) 4 hafta siiresince

oral rotenon (30 mg/kg/giin) uyguladiklar1 farelerde gastrointestinal gegis stiresi, proksimal
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kolonda a-siniiklein agregatlarinin yogunlugu ve enterik ndron sayist agisindan kontrol
grubuna kiyasla anlamli farklilik saptamamiglardir. Murakami ve arkadaslart (2015) ise
farelerde 6 hafta (50 mg/kg/giin) siire ile subkutan olarak uyguladiklar1 rotenonun, plexus
myentericus enterik noéronlarinda Thir ve asetilkolinesteraz aktivitesini azalttigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Greene ve ark (2009) da ratlarda 3 hafta siire ile 3 mg/kg/giin
dozda subkutan rotenon uygulamasimin SNpc dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonunu
olusturmak i¢in yetersiz oldugunu belirtmislerdir. Ancak rotenon uyguladiklar1 grupta
proksimal kolon kas tabakasinda 10 uM serotonine yanit olarak kontrol grubuna kiyasla %41
daha fazla izometrik kasilma kuvveti olustugunu, parasempatik enterik ndronlardaki islev
bozuklugu nedeni ile relaksasyonun ise %30 azaldigimi bildirmislerdir. Drolet ve ark (2009)
da ratlarda 2 mg/kg/giin dozda, 6 hafta siire ile intraperitoneal olarak uyguladiklari rotenonun
uzun siireli etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, rotenon uygulanan ratlarda son
enjeksiyondan 6 ay sonrasinda enterik noronlarda a-siniiklein agregatlarinin artig gésterdigini
bildirmislerdir. Bahsedilen ¢aligsmalarin sonuglar1 rotenon uygulamasinin kullanilan hayvanin
cinsi ve yasina, rotenonun uygulama yolu, dozu ve siiresine bagli patolojik belirteglerin
oldukca degistigini gostermektedir. Bu degiskenliklerin genellikle gen¢ deney hayvanlarinin
kullanimu ile goriildiigii, eriskin ve yash deney hayvanlarinin deneysel PH’n1 olusturmada
daha basarili oldugu bildirilmistir (Canon ve ark, 2009). Rotenonun subkutan ve oral
uygulamasinin da etkileri olduk¢a degiskenlik gostermektedir, diisiik dozda, 2 aya kadar
uzayan siirelerde intaperitoneal olarak uygulanmasinin Parkinson hastaliginin tiim patogenetik
ozellikleri ile olusturulmasinda en etkin yontem oldugu bildirilmistir (Cannon ve ark, 2009;
Drolet ve ark, 2009; Duty ve Jenner, 2011). Ustelik Braak ve ark (2003)nin Parkinson
hastalig1 patogenezinde ileri siirdiikleri o-siniiklein agregatlariin intestinal yayilimini
destekler sekilde, kronik rotenon uygulamasi ile SSS’den 6nce enterik néronlarda a-sintiklein
agregatlar1 tespit edilmektedir. Bu durum enterik ndronlarin rotenona daha duyarli oldugunu
gostermektedir (Duty ve Jenner, 2011; Viader ve ark, 2011; Murakami ve ark, 2015). Heniiz
SNpc dejenerasyonunun olusmadigi asamada enterik ndronlarin fonksiyonel degisimlerini
bildiren Greene ve arkadaslarmin (2009) bulgular1 da bu bilgileri desteklemektedir.
Calismamiza benzer sekilde Johnson ve ark (2018) 4 hafta siiresince, intraperitoneal yolla
2.75 mg/kg dozda rotenon uyguladiklar1 ratlarin kolon mikrobiyatasinda, Parkinson hastasi
insanlarda yapilmis mikrobiyom analizlerine benzer sekilde toplam mikroorganizma sayisinin
oldukca artis gosterdigini, ozellikle Bifidobacterium, Lactobacillus ve Streptococcus
cinslerine ait bakterilerin ve potansiyel patojenik bir bakteri olan Escherichia coli’nin oldukca

arttigini, Lachnospiraceae ve Prevotellaceae cinsine ait tiirlerin ise azaldigini bildirmislerdir.
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Li ve ark (2017) ratlarda gastrointestinal kanal mikrobiyotasinin insanlara benzer oldugunu ve
mikrobiyom ¢aligmalar1 i¢in en uygun deney hayvanlarmin ratlar oldugunu belirtmislerdir.
Parkinson hastalarinin mikrobiyom analizinde en dikkat ¢ekici degisim Bifidobacterium ve
Lactobacillus cinsi tiirlerin artarken Prevotellaceae cinsi tiirlerin azalmasidir. Bu durum
Parkinson hastalarinda kandaki grelin seviyesinin azalmasi ile iliskilendirilmektedir
(Scheperjans ve ark, 2015; Johnson ve ark, 2018). Substantia nigra pars compacta DAerjik
ndronlarinda bulunan grelin reseptorlerinin mitokondriyal oksidatif stresi onleyen hiicresel
mekanizmalar1 aktive ederek, DAerjik ndronlar1 yikimdan korudugu da bildirilmektedir
(Andrews ve ark, 2009). Ilk kez Polfliet ve ark (2006) ratlarda CD163 ekspresyonu gosteren
peritoneal mekarofajlarin inflamatuar 6zellik gosterdiklerini bildirmiglerdir. Fabriek ve ark
(2008) tarafindan da makrofaj hiicre ylizeyinde bulunan CD163 reseptoriiniin homeostatik ve
anti-inflamatuar etkilerinin yaninda, gram negatif ve pozitif bakterileri baglayarak, pro-
inflamatuar sitokin salinimin1 uyardigi ve konak savunmasinda rol aldigi gosterilmistir.
Verilen bilgiler dogrultusunda kronik rotenon uygulamasi ile Parkinson hastaliginin
indiiklendigi ratlarda CD163 ekspresyonu gosteren poksimal kolon makrofajlarmin, SSS’de
goriilen etkilerinden farkli olarak, intestinal sistemde bagirsak mikrobiyotast ile olan
etkilesimleri sonucu pro-inflamatuar Ozellik sergiledikleri sdylenebilir. Calismamizda P
grubunda CD163 ekspresyonunun asir1 artisin1 Fabriek ve ark (2008), Johnson ve ark (2018),
Inoue ve ark (2019) bulgularmin destekledigi sekilde mikrobiyal disbiyozisin tetiklemis
oldugunu, Swan ve arkadaslarmin (2017) onerdigi sekilde mikrobiyal disbiyozisi takiben
goriilen intestinal inflamasyon ve intestinal permeabilite artigina bir yanit olarak, bolgeye
makrofaj goclinii uyarmak ve fagositik kapasiteyi arttirmak amaci ile gergeklesmis
olabilecegini diistinmekteyiz. Calismamizin bulgulart probiyotik etkenlerin CD163 artisini
azalttigin1 gostermektedir. Bu etki probiyotik etkenlerin mikrobiyal disbiyozis gelisimini
onleyerek, intestinal inflamasyon gelisimi ve permeabilite artisin1 engelleyerek, PH’nda
norodejenerasyon ile sonuc¢lanan sistemik inflamasyon siddetini azaltmalariyla agiklanabilir.
Nitekim probiyotik etkenler kolonik makrofajlarin anti-inflamatuar polarizasyonunu
uyarmaktadirlar. Caligmamizda kullandigimiz bakteriyel probiyotik igerisinde yer alan
Lactobacilus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus reuteri’nin pro-
inflamatuar sitokin {iretimini azalttiklari, Bifidobacterium breve’nin ise kolonik
makrofajlardan IL-10 sekresyonunu arttirarak, Saccharomyces boulardii’nin ise intestinal
permeabiliteyi azalttigi ve anti-inflamatuar etki gosterdigi bilinmektedir (De Marco ve ark,
2018). Probiyotik etkenlerin belirtilen etkileri ¢calismamizda CD163 ekspresyonu gosteren

proksimal kolon makrofajlarinin artiginin, pro-inflamatuar 6zellikte oldugu diisiincesini de
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desteklemektedir. Ancak c¢alismamizda probiyotik takviyesi alan gruplardan yalnizca PM
grubunda CD163 ekspresyonu P grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur. Sekil 16°da
goriilecegi lizere PB ve PBM grubunun ortalama CD163 degerleri PM grubundan daha diisiik
olmasina ragmen, P grubu ile aralarinda anlamli farklilik saptanmamaistir. Bu durum PB ve
PBM gruplarinda bir 6rnegin P grubuna benzer yiiksek CD163 ekspresyonu gostermesi
nedeniyle tespit edilmis olup, maya ve bakteriyel kokenli probiyotik etkenler arasinda olasi
antagonistik bir etkiden ziyade, her iki grubun ortak paydasi olan bakteriyel kokenli
probiyotik etkenlerin PH’nda goriilen mikrobiyal degisime olas1 negatif etkileri nedeni ile
goriilmiis olabilir. Nitekim Mihalia ve ark (2019) Lactobacillaceae ailesine mensup,
calismamizda kullandigimiz bakteriyel probiyotik igerisinde de yer alan, bakteriyel
probiyotiklerin 06zellikle Lactobacillus reuteri’nin fegeste artisinin bradikinezi skoru ile
pozitif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. In vitro olarak Lactobacillus reuteri’nin
enterik noronlardan alfa-siniiklein salinimini arttirdigi bildirilmektedir (Mihaila ve ark, 2019).
Farelerde kronik Lactobacillus rhamnosus uygulamasinin ise hippocampus, prefrontal korteks
ve locus caeruleus gibi beyin bolgelerinde GABAerjik reseptorleri arttirarak anksiyolitik
davraniglara neden oldugu bildirilmistir (Perez-Burgos ve ark, 2013). Bu bulgular
Lactobacillus cinsine ait bakteriyel probiyotiklerin PH’nda probiyotik olarak kullanilmasina

yonelik yararlariin ve zararlarinin daha ayrintili calisilmas: gerektigini géstermektedir.

6. SONUC ve ONERILER
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Parkinson hastaligi kronik inflamasyonun eslik ettigi, multisistem progresif bir
hastaliktir. Post mortem yapilan pek c¢ok arastirma, Parkinson hastalarinda cesitli beyin
bolgelerinde gliyozis ve buna bagli mikrogliyalarin sayisinda, morfolojisinde ve ekspresyon
paterninde degisiklik saptamistir. Bunun yaninda Parkinson hastaliginda santral sinir sistemi
tutulumundan Once diger organ ve sistemlerde de patolojik degisimler saptanmustir.
Dolayistyla Parkinson hastaliginda immun sistem aktivasyonu yalnizca beyin ile smirh
degildir, sirkiilasyona katilarak, santral sinir sisteminde fonksiyon gdsteren immun
hiicrelerden ziyade, hastalifin patogenetik mekanizmalarinda rol oynayan organ ve
sistemlerde bulunan, lokal inflamatuar ve anti-inflamatuar reaksiyonlar1 yoneten periferal
immun hiicrelerin aktivasyonunu da icermektedir. Arastirmamizda Parkinson hastaliginin
indiiklendigi ratlarda proksimal kolonda bulunan, CD163 ekspresyonu gosteren makrofajlarin
asir1 artis gOsterdigini, probiyotik uygulanan gruplarda ise CD163 makrofajlar1 azalirken,
hasta grubuna kiyasla norodejeneratif bulgularin, motor kondisyonun daha iyi durumda
oldugunu tespit ettik. Ayrica arastirmamizin sonuglari probiyotik etkenlerin CD163
ekspresyonunu degistirdigini, dolayisiyla bu hiicrelerin aracilik ettigi immunolojik
fonksiyonlar etkiledigini gostermektedir. Insanlarda ve benzer olarak ratlarda siklikla doku
koruyucu, anti-inflamatuar bir immun belirte¢ olarak degerlendirilen CD163 yiizey antijeni
bulunan makrofajlar, inflamatuar bagirsak hastaliklarinda oldugu gibi Parkinson hastaliginda
da, intestinal mikrobiyom ile olan etkilesimlerine bagli pro-inflamatuar karakteristik
sergiliyor olabilirler. Parkinson hastaligini indiikledigimiz ratlarda CD163 makrofajlarin asir
artis1 mikrobiyal disbiyozisle iligkili olabilir. Ik kez ¢aligmamizda gosterilmis olan, Parkinson
hastaliginin indiiklendigi ratlarda, proksimal kolonda CD163 ekspresyonu gosteren
makrofajlarin asir1 artisina dayanarak, bu hiicrelerin enterik sinir sistemi ve santral sinir
sistemi etkilesiminde 6nemli yollardan biri olan immunolojik siireclerin bir pargasi oldugunu

sOyleyebiliriz.

Parkinson hastaliginin erken donemlerinde diagnostik kriterlerin yetersiz olmasi, motor
belirtilerin gdzlenmesinden sonra ise tedavi segeneklerinin kisitli olmasi nedeniyle son
yillarda yapilan arastirmalar, hastaligin patogenezinin aydinlatilmasini ve elde edilen bilgiler
dogrultusunda erken teshis ve tedavi kriterlerinin gelistirilmesini amaglamaktadir. Bu amagla
siklikla kullanilan deneysel hayvan modellerinde oncelikle hastaligin patogenezine uygun
deneysel modellerin se¢imi gerekmektedir. Ancak bahsettigimiz {izere, hastaligin
patogenezine en yakin bulgular1 olusturan kronik rotenon uygulamasinin da, gastrointestinal

sistem {iizerine olan bulgularinin ¢alismalar arasinda olduk¢a farklilik gosterdigi
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goriilmektedir. Hedefe yonelik arastirmalarin dogru sekilde gerceklestirilmesinde, kronik
rotenon uygulamasinda goriilen degisken sonuglarin, kullanilan deney hayvanmnin tiiri,
cinsiyeti, yasi, rotenonun uygulama yolu ve dozu gibi olast sebeplerinin standardizasyonuna
yonelik daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag vardir. Enterik sinir sistemi ve santral sinir
sistemi etkilesiminde rol alan ¢esitli faktorlerin en onemlilerinden biri olarak sayilabilecek
olan immun sistem ve intestinal dokuda bulunan immun hiicreler ile probiyotik etkenlerin
etkilesim mekanizmasinin aydinlatilmasinda, 6zellikle mikroorganizma tiiriine spesifik daha
cok arastirma yapilmasi gerekmektedir. Bunun yaninda ratlarda intestinal makrofajlarin
fenotipik karakteristikleri hakkinda literatiir bilgileri oldukc¢a sinirlidir. Ratlarda intestinal
makrofajlarin  fenotipik karakterizasyonunun aydinlatilmasimna yonelik yapilacak daha
kapsamli caligmalar da, intestinal sistemle iligkili pek c¢ok hastaligin patogenetik
mekanizmalarinin aydinlatilmasini ve klinik pratigin gelistirilmesini amaclayan deneysel

aragtirmalara fayda saglayacaktir.
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