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OZET

CALISKAN G. “Sicanlarda Intraserebroventrikiiler Plazmid ve Preformed fibril
enjeksiyonu ile Olusturulan Alfasiniikleinopati Parkinson Hastaligi Modelinde
Brimonidin’in Olas1 Noroprotektif Etkisinin Incelenmesi’’, Baskent Universitesi Saghk

Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, 2023.

Sicanlarda santral alfa-sinliklein pre-formed fibril uygulamasinin 6 ay sonra alfa-
siniikleinopati olusturdugu bildirilmis ve sican Parkinson hastaligt modeli olarak
Onerilmistir. Bu tez ¢alismasinda, sicanlarda intraserebroventrikiiler alfa-siniiklein pre-
formed fibril uygulamasindan 4 hafta 6nce, ayni yoldan alfa-siniiklein proteinini kodlayan
mRNA’y1 igeren plazmid uygulamas: ile alfa-siniikleinopati olusma siirecinin kisalacagi
hipotezi test edilmistir. Siire¢ bir sigan Parkinson hastaligi modelinden beklenen kognitif,
motor ve motor-dig1 belirtileri degerlendirmeye yonelik cesitli noropsikofarmakolojik
yontemlerle incelendi. Ayrica ikincil amag olarak bu model iizerinde, daha 6nce retinal
ganglion hiicrelerde ndroprotektif etkisi gosterilmis olan a2 adrenerjik reseptor agonisti
brimonidin’in olas1 etkisi degerlendirildi. Bu tez ¢alismasinda her iki cinsiyetten, Sprague
Dawley 1rki sicanlar (250-300 g, 4 aylik, n=30) kullanildi. Sicanlar, cinsiyet dagilimi esit
olacak sekilde, 5 homojen gruba rasgele olarak dagitildi (n=6). Bu gruplar control, sham,
alfa-siniiklein, alfa-siniiklein + brimonidine ve brimonidine gruplar seklinde olusturuldu.
Etkilerin zamana bagimliligin1 degerlendirmek i¢in davranis testleri enjeksiyonlarin
bitiminden 2 ve 4 ay sonra yapildi. Sicanlarda anksiyete durumu acgik alan (AA) ve
yiikseltilmis art1 labirent (YAL) testleri ile, 6grenme-bellek performansi yeni nesne tanima
(YNT) ve Morris su labirenti (MSL) testleri ile degerlendirildi. Motor koordinasyonun
degerlendirilmesi i¢in dikey tele tutunma (DDT) testi, yatay merdiven testi (YM) ve rot-a-
rod testi kullanildi. Motor-dis1 otonomik disfonksiyonun degerlendirilmesi i¢in hot plate
testi kullanildi. Alfa-siniiklein grubunda 2. ayda agik alan testi ile degerlendirilen anksiyete
daha fazla oldugu halde YAL testi ile gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedi. Alfa-
siniiklein grubunda her iki zaman noktasinda da YNT ve MSL ile degerlendirilen bellek
performansinin bozuldugu saptandi. DTT ve YM testleri alfa-siniiklein grubunda motor
kooardinasyonun her iki zaman noktasinda da kotiilestigini gosterirken, rot-a-rod testi motor
diskoordinasyonun ozellikle 4. ayda kotiilestigini kanitladi. Agrili uyarana verilen tepki

stiresindeki gecikmeye dayanan hot plate testi bulgulari yine alfa-siniiklein grubunda
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otonomik disfonksiyon gelistigini belirledi. Bu tez ¢alismasinda olast néroprotektif etkisi
degerlendirilen brimonidin otonomik disfonksiyon diginda alfa-siniiklein uygulamasina
bagli higbir kotiilesmeyi anlamli olarak geri c¢evirmedi. Bu tez calismast ile
intraserebroventrikiiler plasmid 6n-uygulamasinin alfa-sinliklein ile olusturulan olasi
alfasintikleinopatiye bagli sican Parkinson hastalig1 modelinin motor ve motor-dis1 bulgular

ile degerlendirilen olusma siirecini kisalttig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, Alfa-siniikleinopati, Alfa-siniiklein pre-formed

fibril, Brimonidin, Parkinson sican modeli.

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (proje no: DA 20/15). Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir (proje onay tarihi 14.09.2020)
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ABSTRACT

CALISKAN G. ““Investigation of the Possible Neuroprotective Effect of Brimonidine
in a Alphasynucleinopathy Parkinson's Disease Model Created by
Intracerebroventricular Plasmid and Pre-formed Fibril Injection in Rats’’, Baskent

Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, 2023.

It was reported that central alpha-synuclein pre-formed fibril administration in rats caused
alpha-synucleinopathy within 6 months and was suggested as a rat Parkinson's disease
model. In this thesis, we hypothetized that alpha-synucleinopathy formation process would
be shortened by the application of plasmid containing mRNA encoding alpha-synuclein
protein 4 weeks before the application of intracerebroventricular alpha-synuclein pre-formed
fibril in rats. In the process various neuropsychopharmacological tests to assess the
cognitive, motor, and non-motor symptoms expected from a rat Parkinson's disease model
were examine. In addition, as a secondary aim, the possible effect of the a2 adrenergic
receptor agonist brimonidine, which has previously been shown to have neuroprotective
effects on retinal ganglion cells, was evaluated on this model. In this thesis study, Sprague
Dawley rats (250-300 g, 4 months old, n=30) of both sexes were used. Rats were randomly
distributed into 5 homogeneous groups with equal sex distribution (n=6). These groups were
formed as control, sham, alpha-synuclein, alpha-synuclein + brimonidine and brimonidine
groups. Behavioral tests were performed 2 and 4 months after the end of the injections to
assess the time dependence of the effects. Anxiety in rats was evaluated with open field and
elevated plus maze tests, and learning-memory performance was evaluated with new object
recognition and Morris water maze tests. Vertical grid test, horizontal staircase test and rot-
a-rod test were used to evaluate motor coordination. The hot plate test was used to evaluate
non-motor autonomic dysfunction. Although the anxiety assessed with the open field test
was higher in the alpha-synuclein group at 2 months, it did not show a significant difference
between the groups with the elevated plus maze test. In the alpha-synuclein group, memory
performance as assessed by new object recognition and Morris water maze tests was found
to be impaired at both time points. While vertical grid test, horizontal staircase test showed
that motor coordination worsened in the alpha-synuclein group at both time points, rod-a-
rod test showed that motor discoordination worsened especially at 4 months. Findings of the

hot plate test based on the delay in the response time to the pain stimulus again determined

v



that autonomic dysfunction developed in the alpha-synuclein group. In this thesis study,
brimonidine, whose possible neuroprotective effect was evaluated, did not significantly
reverse any worsening due to alpha-synuclein administration, except for autonomic
dysfunction. In this thesis, it was concluded that intracerebroventricular plasmid pre-
administration shortened the formation process of the rat Parkinson's disease model due to
possible alpha-synuclein-induced alpha-synucleinopathy, as assessed by motor and non-

motor findings.

Keywords: Parkinson’s disease, Alpha-synucleinopathy, Alpha-synuclein pre-formed fibril,

Brimonidine, Parkinson’s rat model.

This study was approved by Baskent University Animal Experiments Local Ethics
Committee (project no: DA 20/15) and supported by Baskent University Research Fund
(Project Approval Date: 14.09.2020).
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi (PH) substansiya nigra pars kompaktada yer alan dopaminerjik
néron kaybi, ndron kaybma bagl olarak striatal dopamin miktarmin azaldigi, Lewy
cisimciklerinin (LC) beyinde yaygin ifadesi ile karakterize, genellikle ileri yaslarda goriilen
kronik ve ilerleyici bir hastaliktir. Klasik motor semptomlar olarak rijidite, istirahat tremoru,
postural bozukluk, bradikinezi ve harekete baglamada zorluk goriiliir (1). Hastaligin tanisi
cogunlukla motor belirtiler iizerinden konulsa da, hastalarin yasam kalitesini en az motor
bozukluklar kadar etkileyen motor disi belirtiler de mevcuttur. Bu belirtiler; biligsel
bozukluklar, depresyon, anksiyete, uyku bozukluklari, otonomik disfonksiyon gibi

anormalliklerdir.

PH’nin patofizyolojisi ve altta yatan mekanizmalar1 heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Parkinson hastaliginin iki 6zgilin patolojik 6zelligi Lewy cisimcikleri ve
Lewy néritleridir (LN) (2). Immunohistokimyasal ¢alismalar sonucunda alfa-siniiklein (o
sin) proteininin LC ve LN’lerin ana icerigi oldugu gosterilmistir (3). Beyinde yasa bagh
degisiklikler, genetik yatkinlik ve ¢evresel faktorler a-sin birikimine ve devaminda

nigrostriatal dopaminerjik néronlarin dejenerasyonuna sebep olur (4,5).

PH’nin patolojisini aragtirmak i¢in bir¢ok hayvan modeli bulunmaktadir. En ¢ok
kullanilan modeller toksin modelleri, transgenik hayvan modelleri ve a-sin asir1 ifadesine
bagli modellerdir. Toksin modelleri PH’ nin nigrostriatal dejenerasyon 6zelligini gosterse de
a-sin ve LC patolojisini gostermez (6). Bu modeller 6zellikle nigrostriatal dejenerasyonun
sonuclarinin ¢alisildig: ¢alismalarda tercih edilir. Transgenik hayvan modellerinin ¢ogu da
nigrostriatal dejenerasyon yapmaz ve tekrarlanabilir motor bozukluklar gostermez (6,7,8).
a-sin agir1 ifadesi ile olusturulan hayvan modelleri hastali§in yavas ilerleyen dogal seyrini
daha 1yi taklit etmekte ve hastalarda izlenen patolojiye daha yakin bir patoloji olusumuna

neden olmaktadir.

Gilinlimiizde PH’nin tedavisinde kullanilan ilaglarin daha ¢ok semptomatik tedavi
saglamasi ve uzun donemde tedaviye bagli yan tesirlerin olusmasi sebebiyle yeni tedavi

yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica hastaligin ilerleyiciligini yavaslatacak ya da



durduracak, néron 6limiinii engelleyecek bir tedavi bulunabilmesi hastalarin hem yasam

kalitesini hem de yasam siiresini artiracaktir.

Brimonidin, glokom hastalarinda kullanilan selektif o2 adrenerjik reseptor agonisti
olan bir ilagtir. Brimonidinin retina ve optik sinirde noroprotektif etkiler olusturdugu
bilinmektedir. Brimonidinin ndroprotektif etkisinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Ancak anti-apoptotik fosfatidil inositol-3-kinaz (PI3K) ve protein
kinaz/Akt yolaklarini aktive ederek noroprotektif etki olusturdugu diisiintilmektedir (9). Bu
yolak proapoptatik sinyal molekiilleri olan BAD ve kaspaz 9 molekiillerini inhibe ederek
noroprotektif etki gostermektedir (10). Bu antiapoptotik etkinin PH tedavisinde de faydali

olmasi1 muhtemeldir.

Bu tez calismasi iki amaca yonelik gergeklestirilmistir. Birincil amag, literatiirde
yaklasik 6 ayda gelistigi bildirilen, santral o-sin enjeksiyonu ile olusturulan PH sican
modelinde siirecin, a-sin mRNA’sin1 tasiyan plazmid On-uygulamas: ile kisalacagi
varsayimini test etmek, ikincil amag ise brimonidin tedavisinin olasi néron koruyucu etkisini
bu tez ¢alismasinda kullanilan PH sigan modeli {izerinde arastirmaktir. Bu amaglarla, PH
modellerinde bozulmasi beklenen cesitli motor ve motor-dis1 islevler, noérokognitif
degisiklikler ve protein ekspresyon degisiklikleri, sirasiyla gesitli davranig testleri ve

immiinohistokimyasal yontemlerle arastirilmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Parkinson Hastaligi Tarihcesi ve Epidemiyolojisi

PH yaklagik 200 yildir bu isimle bilinmesine ragmen bu hastaligin varliginin eski
caglara kadar uzanmakta oldugunu gosteren kanitlar bulunmustur (11). Antik Misir
papiriislerinde PH semptomlarindan s6z edilmektedir (12). Ancak giliniimiizdeki haliyle bu
hastalik ilk defa 1817 yilinda Ingiliz hekim James Parkinson tarafindan ’An Essay on the
Shaking Palsy’’ adl1 yaymda tanimlanmistir (13). Bu yayinda Parkinson, istirahat tremoru,
durus ve yiiriiyiis bozuklugu, kas giicii kaybi ile karakterize ilerleyici bir hastalik olarak
tanmimlamstir. O zamanlar Ingiltere’de titrek felg olarak bilinen bu hastaliga ismini hastalikta
fel¢ olmadigini saptayan Jean-Marie Charcot vermistir.1912 yilinda Frederich Lewy
hastalardan alinan 6rnekler lizerinde ¢alisarak néronlarda daha sonra Lewy cisimcikleri ad1
verilen patolojik bulguyu tanimlamistir. Parkinson hastaliginda etkilenen ana yapinin
substansiya nigra (SN) oldugunu ilk defa 1919°da Konstantin Tretiakoff bildirmistir.
Hastaligin dopamin ile iligkisi 1950’11 yillarda Arvid Carlsson tarafindan gosterilmistir (14).

PH prevalansi yasla birlikte artarak 60 yas iistii popiilasyonun %1 ini etkilemektedir
(13). Kirk yasin altindaki bireylerde nadiren goriiliirken 80 yasin iizerinde bu oran %4’e
yukselmektedir. Ortalama baslangi¢ yas1 yaklagik 60 olmasina ragmen vakalarin %10°u
geng baslangich olarak siniflandirilmaktadir ve 20 ile 50 yaslar1 arasinda goriilebilmektedir

(15). Erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilmektedir (15).

2.2. Parkinson Hastalig1 Etiyolojisi ve Patogenezi

PH ¢ogu olguda idiyopatik olmakla beraber genetik, cevresel etkenler ve en 6nemlisi
yas etkeni, PH icin tanimlanan risk faktorleri arasindadir (16). Cevresel faktorler arasinda
pestisitler, karbon monoksit gibi toksik ajanlara maruziyet, kirsal kesimde yagamak ve kuyu
suyu tiiketimi PH ile iligkisi gosterilen etkenlerdendir. Genetik faktorler degerlendirildiginde
ailesel PH olanlarda hastaliga yakalanma riskinin %35 ten fazla oldugu goriilmektedir. PH ile
ilgili baz1 genler tammlanmistir. Ornegin, alfa siniikleini kodlayan SNCA genindeki N-
terminal nokta mutasyonlart ve o-sin lokusunu iceren genomik

duplikasyonlar/triplikasyonlar yoluyla artan ekspresyon otozomal dominant olarak ailesel



PH’ya sebep olmaktadir. Ayrica mikrotiibiil-iligkili protein tau (MAPT), Parkinson hastalig1
16 (PARK16) V ve l6since zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2)’nin de i¢inde yer aldig1 ¢ok

sayida gen, riskli genler olarak tanimlanmistir.

Substantia nigra pars kompaktadaki (SNpc) dopaminerjik ndronlarin %60- 80’inin
kayb1 PH belirtilerinden sorumlu en énemli patolojik 6zelliktir (17). Substantia nigradaki
dopaminerjik néronlar motor hareketlerin baslatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
PH’daki semptomlar hareketle ilgili olanlar ve hareketle ilgili olmayanlar seklinde iki gruba
ayrilir. PH’daki motor semptomlar esas olarak tremor, rijidite, bradikinezi ve postural
instabilite olarak goriilmektedir (18). PH nin temel motor belirtileri bradikinezi, istirahat
tremoru, kaslarda sertlik, durus ve denge bozuklugudur. ikincil motor belirtiler ise konusma
bozuklugu, el yazist bozulmasi, yutma zorlugu, géz hareketlerinin azalmasidir (19). Motor
semptomlarin ortaya ¢ikmasinda striatal dopamin (DA) miktarinin azalmasinin yan sira,
serotonerjik, glutamerjik ve kolinerjik sistemlerin de rol oynadigini gosteren caligsmalar

bulunmaktadir (20,21).

Motor olmayan semptomlar arasinda kognitif bozukluklar, demans, psikoz, uyku
bozukluklari, kabizlik, koku duyusunun kaybi, agri, depresyon ve anksiyete sayilmaktadir
(18,22). Bu bulgularin bir kismi hastaligin erken evresinde motor belirtiler baglamadan da
goriilebilmektedir. Motor olmayan semptomlarin altinda yatan néropatolojik mekanizmalar

heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir (23).

Parkinson hastaliginin en 6nemli patolojik bulgusu substantina nigradaki dopamin
tireten noronlarin kaybi ve Lewy cisimciklerinin varligidir (24). Lewy cisimcikleri biiyiik
Olctlide yanlis katlanmis alfa-sintikleinlerden olugsmaktadir (25). Alfa-sintikleinin hastaliktaki
rolii heniiz tam olarak bilinmese de hastaligin patogenezinde dnemli bir yere sahip oldugu

aciktir.

2.3. Parkinson Hastaligi Hayvan Modelleri

Gegerli ve giivenilir bir deneysel PH modeli hastaligin etyopatogenezinin daha iyi
anlasilmas1 ve arastirilmasi, yeni tedavilerin gelistirilmesi, hastaligin ilerleyiciliginin
yavaglatilabilmesi ya da durdurulabilmesi icin hastaligin patofizyolojisini hayvanlar

tizerinde taklit edebilme olanagini saglamaktadir. Deneysel PH modelleri, yasa bagh ve



ilerleyici olmali, DA ndronlarinin kaybina ek olarak DA replasman tedavisine yanit veren
hareket yavasligi, katilik, dinlenme tremoru ve postural instabilite dahil olmak iizere motor
islev bozuklugu olusturmalidir. Ayrica patolojide 6nemli bir rolii olan a-sin ve Lewy
cisimcikleri bulunmalidir (26). Deneysel PH modelleri kabaca ndrotoksin hayvan modelleri

ve genetik hayvan modelleri olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

2.3.1. Norotoksinler

MPTP: Bir opioid olan meperidinin analogudur. Ilk olarak 1982 yilinda bir grupta
sentetik bir eroin tiirevi olan 1-metil-4-fenil-4-propionoksipiperidin (MPPP)’in intravendz
yoldan alinmasi sonrast PH belirtileri ortaya ¢ikmasiyla inceleme yapilmistir ve kullanilan

tiriiniin MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) ile kontamine oldugu saptanmistir.

MPTP genellikle sistemik olarak uygulanmaktadir (subkutan, intraperitoneal ya da
intramuskiiler). MPTP, diger toksinlere gore yiiksek oranda lipofiliktir bu sayede kan beyin
bariyerini (KBB) ge¢cmektedir. MPTP astrositlerde monoaminoksidaz enzimi (MAO) ile
metabolize olur, aktif olan 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinyum (MPDP+) ve 1-metil-4-
fenilpiridinyum (MPP+) toksik metabolitlerine doniismektedir. MPP dopamin tasiyicisi
(DAT) ile dopaminerjik noronlara, vezikiiler monoamin tastyicist (VMAT) ile de sinaptik
vezikiillere taginmaktadir. MPP daha sonra mitokondriyal membran potansiyeli araciligi ile
mitokondri igine girerek elektron tasima sisteminde kompleks 1 inhibisyonuna neden

olusmaktadir (27).

MPTP modeli en ¢ok kullanilan deneysel PH modellerinden biridir. MPTP’ye maruz
kalma fare, kedi ve primatlar basta olmak iizere bir¢ok deney hayvani tiirlinde nigrostiatal
dopaminerjik dejenerasyona neden olmaktadir ve hemen hemen tiim PH semptomlarin
gercege yakin bigcimde taklit edebilmektedir. Fakat bilinmeyen bir nedenle siganlar bu

toksine daha direnclidir (27).

Bu modelin 6nemli kisitliliklari, Lewy cisimciklerinin olugsmasina yol agmamasi, fazla

toksik olmasi, dikkatli kullanilmazsa arastirmacida PH’na neden olabilmesidir (28).

6-OHDA: Hidroksillenmis bir DA analogu olan 6-hidroksidopamin (6-OHDA) ilk
olarak 1959 yilinda izole edilip, 1968 yilinda SNpc’ya enjekte edildiginde nigrostriatal



dopaminerjik hasara sebep oldugu saptanarak bir deneysel PH modeli olarak kullanilmaya
baslanilmistir (29). 6-OHDA, katekolaminerjik yolaklar iizerinde spesifik ndrotoksik
etkilere sahip oldugu kesfedilen ilk maddedir (30,31). 6-OHDA dopamin tastyicisi ile
dopaminerjik noronlara taginarak ytliksek miktarda dopaminerjik hiicre kaybina sebep olur
(28). KBB’ni agsamadig1 i¢in sistemik olarak kullanilamamaktadir. Stereotaksik olarak SNpc,
orta 6n beyin demeti (MFB) ya da striatuma enjeksiyon yapmak gerekmektedir (31,32).
Genellikle SNpc ya da MFB’ye tek tarafli enjeksiyon yapilmaktadir. Tek tarafl
enjeksiyonlar sonucu unilateral motor bozukluga neden olur ve bu motor bozukluklar
farmakolojik ajanlar ile test edilmektedir (31). Bilateral enjeksiyonu ile anksiyete, depresyon

gibi motor dis1 semptomlar da degerlendirilebilmektedir.

Bu toksin ile olusturulan néron hasar1 baslica oksidatif strese bagli olusmaktadir.
Dopaminerjik ndron icine giren 6-OHDA mitokondrilerde kompleks 1 enzim sistemini
inhibe etmektedir. Sonug¢ olarak siiperoksit serbest radikalleri olusmaktadir. Cesitli
caligmalarda 6-OHDA ile olusturulan modellerde nigrostriatal yolakta mikroglial
etkinliginin arttig1 goriilmiistiir (33).

Fareler, si¢anlar, kediler ve primatlarda gii¢lii bir dopaminerjik néron kayb1 yapmasi
ve Lewy cisimcikleri olusumuna yol agmamasi sebebiyle 6-OHDA da hastaligin tiim klinik

ve patolojik 6zelliklerini taklit edememektedir.

Rotenon: Rotenon haserelere karsi intektisit olarak, gollerde bazi balik tiirlerini
o6ldiirmek i¢in ve toz halinde insan ya da hayvanlarda bit, pire, kene gibi dis parazitlere kars1
akarisit olarak kullanilan ve bazi tropik bitki tiirlerinde dogal olarak bulunan bir maddedir.
Rotenon lipofilik yapidadir ve KBB’ni agsmaktadir. Rotenon mitokondrilerdeki kompleks 1
enzim sistemini inhibe ederek reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina ve oksidatif stres
meydana gelmesine ve ndron hasarina sebep olmaktadir (34). Rotenon modeli ile Lewy
cisimciklerinin olugsmasi, maddenin KBB’ni gecebilmesi bir deneysel PH modeli
olusturmada avantaj olarak ifade edilebilse de deney hayvanlarinda yiiksek oranda 6liime
sebep olmasi, dopaminerjik hasarin sonuglarinin deneyler arasinda degiskenlik gostermesi

bu modelin dezavantajlar1 arasinda sayilmaktadir (35).

Parakuat: MPTP’nin aktif metaboliti olan MPP’ye yapisal olarak benzeyen bir
herbisittir. KBB’ni yavas ve miktarda gegcmektedir. Yiiklii bir molekiil oldugu icin beyne L-



nétral amino asit (LAT-1) tastyicist ile taginmaktadir. Fizyolojik dozlarda etkisini redoks
dongiisii iizerinden, yliksek dozlarda ise mitokondriyal kompleks 1 inhibisyonu iizerinden
olusturmaktadir (28). Ayrica, proapoptotik proteinler Bax ve Bak’in indiiklenmesine yol
act181, ardindan sitokrom C saliverilmesine ve kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptoza neden
oldugu gosterilmistir (36). Parakuat’in ¢oklu enjeksiyonlarindan sonra hiicre kaybi %20-
30’dur. Bu modelde SNpc’da alfa-siniiklein ekspresyonu ve agregasyonu tespit edilmistir

(37).

Maneb: Maneb ditiyokarbamat ailesinde yer alan bir fungisittir. Lipofilik yapisi
sebebiyle kan beyin bariyerini gegmektedir (38). Lokomotor aktiviteyi azaltir ve MPTP’nin
lokomotor aktivite ve katalepsi tlizerindeki etkilerini giiclendirdigi gosterilmistir (27,38).
Maneb etkilerini, oksidatif stres, mitokondriyal elektron tasima zincirindeki kompleks III’tin

inhibisyonu ile gosterir (39).

2.3.2. Genetik modeller

PH’nin ¢ok kiigiik bir kismi1 (%10) genetik mutasyona bagli olarak goriilmektedir (40).
SNCA (A-siniiklein, PARK]), parkin (PARK2), DJ1(PARK?7), Pinkl (PTEN-indiiklenmis
varsayilan kinaz 1, PARK6) ve son zamanlarda LRRK?2 (16sin agisindan zengin tekrar kinaz

2, PARKS) gibi genlerin ailesel PH’da rol oynadigi ortaya ¢ikmustir (41,42).

SNCA: Alfa-siniiklein mutasyonlar: PH’da ilk kesfedilen genetik bozukluktur (43). Ilk
olarak Contursi isimli Italyan kokenli bir ailede tanimlanmistir (44). Otozomal dominant
gecisli bir gendir. SNCA genindeki bugiine kadar tanimlanmis nokta mutasyonlar (A53T,
A30P, E46K) ve multiplikasyonlar kalitsal PH’da gosterilmistir (45). Transgenik farelerde
(AS3T, A30P, E46K) beynin bazi1 bolgelerinde alfa-siniiklein agregatlarinin varligi
bildirilmistir ancak ¢ogunda 6nemli bir nigrostriatal dejenerasyon bulunamamaistir (26). Bu
transgenik fare modellerinin aksine viral vektor aracili a-sin modelleri o-sin patolojisini ve

dopaminerjik nérodejenerasyonu net bir sekilde gostermistir (26).

PARKIN (PARK2): Parkin genindeki mutasyonlar otozomal resesif erken baslangich
PH’da bulunmustur (46). E3 ubikutin ligaz aktivitesinde azalmaya yol agarak ndrotoksik
maddelerin birikmesine neden olmaktadir (47). Transgenik modellerde SN’da dopaminerjik

noronlarda anlamli dejenerasyon bulunamamistir (35,48).



PINKI: Otozomal ¢ekinik erken baslangigli PH’da bulunmustur. ilk olarak Sicilya,
Italya ve Ispanya’daki akraba evliligi bulunan 3 ayr1 ailede tanimlanmustir (49). PINK1 geni
mitokondriye 6zgli bir proteini kodlamaktadir. Transgenik modellerde mitokondriyal
bozukluklarin goézlendigi bildirilmistir. PINKI knock out (k.o.) farelerde striatal DA

seviyelerinde orta dereceli bir azalma goriilmiistiir (50).

DJ1I: Otozomal ¢ekinik erken baslangicli PH’da bulunmustur. Transgenik farelerde
lokomotor aktivitede ve striatal dopamin saliverilmesinde azalma goriilmektedir. Ancak

SN’da dopaminerjik néron kayb1 gdzlenmemektedir (51,52).

LRRK?2: Bu gendeki mutasyonlar otozomal dominant ge¢ baslangicli PH’ nin énemli
bir sebebidir. Transgenik hayvan modellerinde motor bozukluklarda artig, striatal dopamin
saliverilmesinde azalma, SN’da dopaminerjik noronlarin dejenerasyona ugradigi

gosterilmistir (53,54).

2.4. Alfa-siniiklein

2.4.1. Alfa-siniiklein yapisi

Alfa-sintiklein 140 aa’lik siniiklein ailesinden SNCA geni ile kodlanan bir proteindir
(55). Beyinde yliksek oranda ozellikle de presinaptik olarak ifade edilen noronal bir
proteindir (56). Sinir terminal uglarinda sinaptik vezikiillere ¢ok yakin bulunmaktadir (57).
Merkezi sinir sisteminde (MSS) substantia nigra, kaudat c¢ekirdek, amigdala ve

hipokampusta yiiksek miktarda bulunmaktadir (58).

Alfa-sintiklein ilk olarak Torpedo californica’mn kolinerjik vezikiillerinden elde
edilmis ve 1988 yilinda Manoteauix ve ark. tarafindan rapor edilmistir (59). Alfa-siniikleinin
fonksiyonu heniiz tiimiiyle aydinlatilmis olmasa da sinaptik transmisyonda, lipid
metabolizmasinda ve protein katlanmasinda rolii oldugu gosterilmistir (55). Ayrica
dopaminin biyosentezinde, vezikiille tasginmasinda ve saliverilmesinde rol oynadigi

diistiniilmektedir (58).

Dogal hali katlanmamus bir proteindir ve 3 kisitmdan olugmaktadir; N terminal bolgesi

(+ yiiklii bolge), NAC (Non amyloid beta component) bolgesi ve C terminal bolge (- yiiklii



bolge). Pozitif yiikli N terminal bolge ile lipitlere baglanmaktadir. Alfa-siniikleinin nokta
mutasyonlarmin timi (A30P, E46K, A53T) bu bolgede meydana gelmektedir (60). NAC
bolgesi, proteinin hidrofobik bolgesidir. ilk olarak Alzehimer hastalarinda amiloid beta’ya
sekonder ana bilesen olarak tanimlanmistir. Bu kisim alfa-sinliklein agregatlarinin
olusumuna sebep olan kisimdir. C terminal, negatif yiiklii kismidir. Tyr 123,133,136 ve Ser
129 fosforilasyon bolgelerine sahiptir. (58,60). C terminal kismi1 kesilmis proteinlerde daha
fazla agregat olusumu goriilmiistiir, bu yiizden bu bdlgenin NAC bdlgesini engelleyip

agregat olusumunu inhibe ettigi 6ne striilmistiir (61).

2.4.2. Alfa-siniiklein ve Parkinson Hastahig

PH’nin noropatolojik ayirt edici 6zelligi alfa-siniiklein proteininin Lewy cisimcikleri
ve Lewy noritleri seklinde anormal bir sekilde birikmesidir (62). Polymeropoulus ve ark.
(1997) tarafindan a-sini kodlayan SNCA genindeki mutasyonun tanimlanmasi ve proteinin
Lewy cisimciklerinin ana bileseni oldugunun gosterilmesi ile alfa-siniikleinin PH

patogenezindeki onemi ilk kez gdsterilmistir (63).

Alfa-siniiklein monomerlerinin oligomerlesmesi ve/veya fibrillesmesi hastaligin en
belirleyici ozelliklerinden biridir. Oligomer olusumu protein monomerlerinin yanls
katlanmas1 sonucunda goriilmektedir. Oligomerlere daha ¢ok monomer eklenmesi sonucu
fibril olusumu gergeklesmektedir ve bu fibrillerin patolojik miktarda birikmesi sonucunda

Lewy cisimcikleri olugsmaktadir (64).

Monomerik yapidaki a-sin proteini toksik degildir (65), reseptdr aracili endositozu
tesvik ederek NMDA "nin neden oldugu dopaminerjik hiicre 6liimiinii azalttig1 gosterilmistir
(66). A53T mutasyonu olmayan yabanil tip (wild type) alfa-siniikleinin noral hiicrelerde
antiapoptoptik etkiler gosterdigi ve hiicreleri oksidatif stresten koruyabildigini gosteren

caligmalar mevcuttur (67).

Alfa-sintikleinin fibril halinde birikmesinin mitokondriyal disfonksiyona, oksidatif
strese, endoplazmik retikulum (ER) stresine, otofaji-lizozomal fonksiyonda bozulmalara

sebep olarak PH’ ndaki dopaminerjik néronlarin kaybina yol actig1 bilinmektedir (68).



Fibrillerin olugsmasina, genetik mutasyonlar ve proteinin asir1 ifadelenerek yanlis
katlanmalar1 ve bu yanlis katlanmig proteinlerin temizlenmesini saglayan protein temizleme

mekanizmalarinin bozulmasi sebep olmaktadir (69).

Oligomerik agregatlar daha ¢ok aksonlarda ve presinaptik terminal uglarinda
gozlenirken, fibril yapilar LC i¢inde néron gévdelerinde bulunmaktadir (64). Alfa-siniiklein
agregatlar1 sinaptobrevin-2’ye baglanarak sinaptik vezikiil hareketliligini ve DA
saliverilmesini bozabilmektedir (70, 71). Oligomerler elektron tagima sisteminin kompleks
1 alt birimini inhibe etmektedir (72). Alfa-siniiklein agregasyonu sonucu ubiquitin-
proteazom sistemi ve otofajik siirecler inhibe olmaktadir. Bu siire¢lerin bozulmasi alfa-
siniikleinin prion benzeri yayilmasina ve hiicresel toksisitenin artmasina sebep olmaktadir

(73).

Parkinson hastalarinin beyinlerinde SN disinda beynin diger bolgelerinde de LC
olusumu goriilmiistiir. Lewy cisimcikleri hastaligin farkli evrelerinde farkli beyin
bolgelerinde gorilmistir (74).  Braak hipotezine gore patofizyoloji 6 asamaya
ayrilmaktadir; ilk olarak vagus sinirinin dorsal motor niikleusunda ve olfaktor bulbusta,
ikinci asamada locus coeruleus, raphe niikleusu ve retikiiler sistemde, {i¢iincii asamada bazal
on beyin, amigdala ve SNpc yapilart etkilenirken patoloji mezokorteksten preprontal

duyusal assosiyasyon ve premotor alanlar1 kapsayarak neokortekse yayilmaktadir.

Sadece MSS’de degil periferik sinir sisteminde de alfa-siniiklein agregatlar
goriilemektedir. Alfa-siniiklein pre-formed fibrillerin pilor ve duedonum kas katmanlarina
enjeksiyonunun dopaminerjik noronlarda ilerleyici dejenerasyona yol actig1 gosterilmistir

(75).

2.4.3. Alfa-siniiklein Pre-formed fibril ile olusturulan PH modeli

Alfa-sintiklein agragasyonu ile PH patolojisi arasindaki yakin iliski goz Oniine
alindiginda ¢esitli hayvan modelleri iiretilmistir. Bunlar, transgenik modeller, viral vektor

aracilt modeller ve a-sin pre-formed fibril (PFF) ile olusturulan modellerdir.

Alfa-sintiklein PFF modelinde fibril intraserebral ya da sistemik olarak enjekte

edilebilmektedir (23). PFF’ler belirlenen 6zel kosullar altinda inkiibe edilen monomerik
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rekombinant o-sin proteinlerinden {iretilmektedir (55). Bu monomer ve sonrasinda
fibrillerin tretilmesi ve kullanilmasi i¢in Michael J. Fox Foundation tarafindan 06zel

protokoller gelistirilmistir (76).

Alfa-siniiklein monomerleri PFF’lere doniistiiriildiikten sonra -80°C’de alikotlar
halinde saklanmaktadir. Uretilen fibrillerin etkinligi 1,5 yil kadardir ancak patojenitesi
zamanla azalmaktadir. Alfa-siniiklein pre-formed fibrili patojen hale getirmek i¢in fibril
uygun konsantrasyonda dilue edildikten sonra boyutu yaklasik 50 nm veya altinda olacak

sekilde sonike edilmesi gerekmektedir (76).

PFF modeli o-sinin agrege olmasmi indiiklerken diger modeller o-sin asir1
ifadelenmesini saglamaktadir. Bu ylizden PFF modeli viral vektor ve transgenik modellere
gore daha fizyolojiktir (77,78). Transgenik modellerde neredeyse hi¢ nigrostriatal
dejenerasyon yoktur. Viral vektor aracili modeller de kisa bir a-sin birikimine ve hizli

nigrostriatal dejenerasyona sebep olurlar (79).

2.5. Parkinson Hastalig1 Tedavi Yontemleri

PH’inda striatumdaki dopaminerjik-kolinerjik denge, kolinerjik taraf lehine
bozulmustur. Bu sebeple tedavide dopaminerjik etkinligi arttiran, kolinerjik etkinligi azaltan
ilaglar ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. PH tedavi segenekleri sinirhidir. Su
anki mevcut tedavilerin ¢ogu dopaminin yerine konulmasi esasina dayanir ve hastalar i¢in
yalnizca semptomatik rahatlama saglamaktadir (80). Semptomlar ilaglar alindig1 siirece
diizelir ancak tedavi kesildikten sonra hastalik belirtileri yeniden ortaya c¢ikmaktadir.
Hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesi, durdurulmas: ve hastaligin altinda yatan patolojinin
tedavi edilmesi yoniindeki arastirmalar devam etmektedir (81). PH i¢in heniiz kanitlanmig

noroprotektif bir tedavi bulunmamaktadir ancak bu alanda yapilan ¢alismalar umut vericidir.

2.5.1. Farmakolojik tedaviler

Levodopa: ilk olarak 1960’larda gelistirilmistir. Tedavide DA 6nciilii olarak
kullanilmaktadir (81). Dopamin KBB’ni gegemediginden levodopa dopamin prekiirsorii
olarak kullanilmaktadir. Levodopa etkisini beyinde dopamine g¢evrilerek géstermektedir. PH

tedavisinde altin standarttir, kaybedilen dopaminin yerine koyulmasi esasina dayanmaktadir.
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Levodopa’nin periferde dopamine donlismesinin Onlenerek beyne daha fazla
gecebilmesi icin dekarboksilaz inhibitorleri (benserazid, karbidopa) ile birlikte
verilebilmektedir (82). Bu sayede periferik dopaminerjik yan tesirler (istahsizlik, bulanti,
kusma, ortostatik hipotansiyon gibi) kismen engellenmektedir. Uzun siire levodopa tedavisi
alan hastalarda doz sonu kétiilesmesi, diskinezi, distoni ve on-off fenomeni gibi, ilacin
kullanimin1 sinirlayan motor bozukluklar ve risk degerlendirme yetisinde bozulmalar gibi

santral etkiler goriilebilmektedir (83).

MAO-B inhibitorleri: Selejilin ve rasajilin DA yikimindan sorumlu
monoaminoksidaz-B (MAO-B) enzimini geri-doniissiiz inhibe etmektedirler (84). Levodopa
ile kombine halde kullanildiginda antiparkinson etki artmaktadir. Ayrica levodopa dozunun
azaltilmasina yardimci olmaktadir (80). Rasajilinin selejiline gére yan tesirleri daha azdir
(85). Bunlar arasinda, bulanti, agiz kurulugu, postural hipotansiyon, diskinezide artis,
halistinasyonlar, iseme gii¢liigii, canli riiyalar, vb sayilmaktadir. On-off olaylarinin sikligini
ve siddetini azaltmaktadir, son doz kotiilesmesini hafifletmektedir. MAO-B inhibitorlerinin

noron koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (84).

Dopamin agonistleri: Dopamin agonistleri PH tedavisinde levodopadan sonraki en
giiclii ilag grubudur. Geng baslangi¢li Parkinson hastalarinda levodopa tedavisine baglamay1
geciktirmek amaciyla monoterapide ilk secenek olarak kullanilmaktadir (86). Nigrostriatal
noron kaybimi yavaslattigir gosterilmistir (87). DA reseptor agonistleri iki ana sinifta
incelenir; bromokriptin, kabergolin, lisurid ve pergolid ergo tiirevi; apomorfin, piribedil,
pramipeksol ve ropinirol ergo-olmayan DA agonistleridir. Genellikle D> dopaminerjik
reseptOr agonistik aktivite ile antiparkinsonik etki gosterimektedir. Hastalikta goriilen motor

bozukluklar diizeltici etkileri levodopaya gore daha diisiiktiir.

Ergo tirevi olan DA agonistleri miyokart enfarktiisiine, ciddi psikiyatrik
rahatsizliklara ve kardiyovaskiiler problemlere neden olabilmektedir. Uzun siireli
kullanilmalar1 sonucunda akcigerde, perikardda ve retroperitoneal alanda fibrozis

goriilebilmektedir. Ergot-olmayan DA reseptor agonistleri ise bu etkiyi gostermez (88)

Levodopa ile karsilastirildiginda dopamin agonistlerinin diskineziye neden olma orani
daha diisiiktiir (84). DA agonistleri uzun yarilanma Omiirlerinden dolayr motor

dalgalanmalarin tedavisinde de etkilidir. Apomorfin subakut enjeksiyon ile off donemlerini
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atlatmak i¢in hizli etkili bir ajan olarak kullanilmaktadir (89). Levodopaya gore daha fazla
yan tesire (uyku hali, ortostatik hipotansiyon, bulanti, eritemin eslik ettigi ayak bilegi ve

bacak 6demi) neden olmaktadir (84).

Santral Etkili Antikolinerjikler: Bu gruptaki ilaclar biperiden, triheksifenidil,
benztropin mezilat, bornaprin hidrokloriir, dietazin, etoprazin, difenhidramin,
klorfenoksamin ve orfenadrindir. Bu ilaglar dopaminin azalmasi ile ortaya ¢ikan striatal
dopamin-asetilkolin dengesizligini diizelterek etki gostermektedirler. Striatumda kolinerjik
kavsaklardaki muskarinik tipteki asetilkolin reseptorlerini bloke ederek artmis asetilkolin
etkinligini azaltmaktadirlar. Antikolinerjik ilaglar 6zellikle tremora kars1 etkilidirler ancak

antiparkinson etkileri levodopa ve dopaminerjik reseptor agonistlerine gore daha azdir (84).

En oO6nemli santral yan tesirleri unutkanlik, mental fonksiyonlarda yavaglama,
ajitasyon, haliisinasyonlardir (80). Bellekle ilgili yan tesirleri sebebiyle idiyopatik Parkinson
hastalarinda tercih edilmezler. Daha ¢ok baslangi¢c asamasindaki hafif PH olgularinda tercih
edilmektedirler. (88). Periferik yan tesirleri arasinda agiz kurulugu, kabizlik, iiriner

retansiyon, tasikardi, siklopleji, midriyazis, goz i¢i basinci artmasi sayilmaktadir (84).

Katekol-O-metiltransferaz inhibitorleri: Levodopa ile kombine
kullanilmaktadirlar. Levodopanin periferde yikimini engellemektedirler. Bu gruptaki ilaglar
tolkapon ve entakapondur. Hepatotoksik etkisi nedeniyle tolkapon’un kullanimi birgok
tilkede kisitlanmistir. Levopopa+dopa dekarboksilaz inhibitorii kombinasyon tedavisinin
yetersiz oldugu, doz sonu kotiilesmesi gosteren hastalarda kombinasyona ek olarak
kullanilmaktadir. Entakapon’un bulanti, kusma, diskinezi, sersemlik, agiz kurulugu gibi yan

tesirleri mevcuttur (88).

Amantadin: Amantadin esas olarak bir antiviral ajandir. Parkinson hastaligindaki
etkisi tesadiifen bulunmustur. Dopaminerjik sinir uglarindan DA saliverilmesini artirmak ve
sinaptik araliktan dopaminin geri-alimim1 engellemek suretiyle etki gostermektedir. Son
yillarda, NMDA reseptorlerini bloke ederek antiparkinson etkinlige neden oldugu, 6zellikle
de diskineziyi azalttig1 gosterilmistir. Tek basina kullanildiginda terapotik etkisi kisithidir,
bu yiizden levodopa ile kombine halde kullanilmaktadir (80).

Diger ajanlar
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Nikotin: Cesitli ¢aligmalarda nikotinin yasa bagli olusan bunamanin 6nlenmesinde
rolii oldugu goriilmiistiir. Clarke ve ark. nikotinin mezolimbik kortikal néronlarda DA
saliverilmesini artirdigin1 gostermislerdir (80). Ayrica nikotinin norotrofik fibroblast
bliylime faktorii 2 saliverilmesini uyararak substantina nigradaki dopaminerjik néronlarda

noroprotektif etki olusturdugu gosterilmistir (90).

Melatonin: Serbest radikal siipiiriicii etkiyle antioksidan 6zellik gdsteren melatonin
epifiz bezinden saliverilen bir hormondur. Dopaminerjik néronlarda dejeneratif etki gosteren

hidroksil serbest radikallerini azaltmaktadir (91).

Immiinoterapi: Son zamanlarda yaygin olarak kanser tedavisinde kullanilan bir
yontemdir. Kanserdeki immiinoterapotik stratejiler bagisiklik sisteminin baskilanmasini en
aza indirirken bagisiklik sistemini tiimore karsi bir yanit olusturacak sekilde gelistirmektedir
(92). Parkinson hastalifinda bagisiklik sistemi ndrotoksisiteyi siddetlendiren aktif bir

durumdadir ve bagisikligin baskilanmasi hastalikta potansiyel faydalar saglamaktadir.

Alfa-siniiklein patolojik formlar1 prion benzeri sekilde hareket ederek patolojinin
hiicreden hiicreye yayilmasina sebep olmaktadir. Alfa-siniikleinin bu patolojik yayilimim
Onlemek iizere o-sin proteinlerine yonelik antikorlar immiinoterap6tik ajan olarak
kullanilabilir (93). Bu baglamda immiinoterapi erken evre Parkinson hastalarinin tedavisinde

umut vericidir.

Masliah ve ark. (2005) tarafindan alfa-siniikleinin patolojik formlarina karsi asi
gelistirilmistir. Prasinezumab alfa-siniikleinin C terminal bdlgesini hedefleyen bir
monoklonal antikordur. B11B054 (Biogen) de N terminal bolgesini hedefleyen ve

patolojinin olugmasini engelleyen bir molekiildiir (80).

2.5.2. Farmakolojik olmayan tedaviler

Kok hiicre tedavisi: PH’nda dejenere olanlarin yerine DA iireten néronlarin
transplantasyonu hastaligin tedavisi i¢in umut verici bir yaklagim olmustur (80). Gliniimiizde
kemik iligindeki mezenkimal kok hiicreler etkili bir kok hiicre kaynagi olarak kabul

edilmektedir. Bu hiicreler tirozin hidroksilaz iireten hiicrelere farklilasabilirler. Bu
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yontemdeki temel sorun transplantasyon sonrasi transplante edilen hiicrelerin potansiyel

tiimor olusturabilme riskidir (94).

Gen tedavisi: Gen tedavisi DA biyosentezine aracilik eden genler araciligiyla
striatumdaki dopamin seviyelerini artirmak i¢in kullanilabilir (81). Gen aktarimini saglamak
icin ¢esitli viral ve viral olmayan yontemler mevcuttur (80). Tirozin hidroksilaz ve dopa
dekarboksilaz enzimlerini kodlayan genleri iceren gen tedavileriyle ilgili ¢aligmalar

mevcuttur (81).

Derin beyin stimiilasyonu: Derin beyin stimiilasyonu (DBS), levodopaya iyi yanit
veren ancak levodopanin sebep oldugu yan tesirlerin sorun yaratmaya bagladigi PH
hastalarinda, dopamine bagli motor semptomlarin giderilmesinde faydali olan cerrahi bir
tedavidir. DBS, subtalamik c¢ekirdek ve globus pallidus internus dahil olmak {izere
subkortikal yapilar1 uyaran elektrodlarin cerrahi implantasyonunu igermektedir. DBS
ilerlemis PH hastalarinda motor semptomlarda ve dalgalanmalarda 6nemli gelismeler
saglamaktadir ancak tremor disindaki dopamine direngli semptomlar iizerine etkisi zayiftir

(81).

Bir hastaya DBS uygulanabilmesi i¢in en az 5 yildir PH tanis1 almis olmasi, tedaviye
yanit vermeyen tremoru olmasi, hastay1 zora sokan motor dalgalanmalar ve diskinezinin
bulunmasi, levodopaya ya da dopamin agonistlerine hassasiyeti olmasi ve hastanin ameliyat

icin uygun olmasi gerekmektedir (95).

Bu tedavi cerrahi komplikasyonlara ek olarak kognitif ve ndropsikiyatrik yan tesirlere

ve konusma bozukluguna neden olabilmektedir (81).

2.6. Brimonidin

Brimonidin tartarat glokom ve okiiler hipertansiyon tedavisinde kullanilan, olduk¢a

secici oz adrenerjik reseptor agonisti bir ilagtir (96).

Glokom: Glokom, retinal ganglion hiicresi (RGH) kayb1 ile karakterize,
multifaktoriyel, optik sinirin nérodejeneratif bir hastaligidir. Bu hastaligin patogenezinde

RGH kaybi, hiicre aksonlarinin ve somalarinin dejenerasyonu, artan gliozis ve mikroglial
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hiicre aktivasyonunun 6nemli rolii oldugu gosterilmistir. Mikroglial hiicreler, noéronlarin
hayatta kalmasi i¢in yasamsal rol oynamakla birlikte, bu dengeyi bozan herhangi bir uyari
ile bir dizi norodejeneratif bozuklukta nedensel faktor olarak da ortaya c¢ikabilmektedirler.
Noronal sagkalimi risk altina sokabilecek stres kosullar1 altinda mikroglial hiicreler aktive
olarak hasar goren hiicrelerle etkilesime acik hale gelirler (97). Cesitli calismalarda
mikroglialarin multiple skleroz, Alzheimer hastaligi, PH gibi nérodejeneratif hastaliklarla
baglantili oldugu gdosterilmistir (98,99). Goz i¢i basincini diisliren noroprotektif tedaviler

tizerine son yillarda yapilan ¢aligmalar, hiicre 6liimiine kars1 korumaya odaklanmaistir.

Glokom tedavisinde kullanilan a2 adrenoseptdr agonisti brimonidinin ndroprotektif
etki de gosterdigi bildirilmistir (100). Brimonidinin noroprotektif &zellikleri deney
hayvanlarinda gosterilmistir. Ancak, noroprotektif etkisinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (101). Mevcut bilgilere gore anti—apoptotik BCL-2 ve BCL-XL
genlerininin  up-regiile olmasini1 saglamaktadir (102). Glutamat ile indiiklenen
norotoksisiteyi inhibe etmektedir (103). Hidrojen peroksid aracili hiicresel hasari engelleyip
hiicrenin oksidatif stres kaynakli apoptozdan korunmasim1 saglamaktadir (101).
Brimonidinin si¢anlarda anti-apoptotik fosfatidil inositol-3 kinaz (PI3K) ve protein

kinaz/Akt yolaklarinin aktivasyonu ile noroprotektif etki sagladig1 da bildirilmistir (104).

RASYONEL: Bu bilgiler 15181nda brimonidinin siganlarda olusturulacak gecerli ve
giivenilir bir PH modeli iizerinde olas1 noroprotektif etkisi aracilifiyla terapotik etki
gosterebilecegi diisliniilmiistiir. Bu tez calismasinda, literatiirdeki PH modellerinin
kisitliliklarini icermeyen, gorece daha kisa stirede olusturulabilecek, gecerli ve giivenilir bir
deneysel PH modeli olarak alfa-siniiklein mRNA’sin1 tagtyan plazmid ve alfa-siniiklein pre-

formed fibril enjeksiyonun bir ay ara ile ardigik uygulandigi bir model dnerilmektedir.

AMAC(LAR):

1) Siganlarda santral alfa-siniiklein pre-formed fibril enjeksiyonu ile yaklagik 6 ayda
olusturuldugu gosterilen PH sigcan modelinde bu siirecin a-sin mRNA’sin1 tagiyan plazmid
on uygulamasi ile daha kisa siirede olusma ihtimalini c¢esitli davramis deneyleri ve

immunohistokimyasal yontemlerle arastirmak,
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2) Onerilen yéntemle olusturulan PH sigan modeli iizerinde o2 adrenoseptor agonisti
brimonidinin olas1 ndroprotektif etkisini ve terapotik yararini gesitli davranis deneyleri ile

arastirmaktir.

HIPOTEZ(LER):

Alfa-siniikleinopati ile olusturulan sigan PH modelinde;

1) Model a-sin mRNA’sini tagtyan plazmid 6n-uygulamasi modelin olugsma siiresini

kisaltir.

2) Brimonidin tedavisi PH belirtilerini diizeltici etki gosterir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasi1 kapsamindaki deneylerde 4 aylik Sprague-Dawley (SD), 250-300 g
agirhiginda, esit sayida disi ve erkek sicanlar (n=30) kullanildi. Deneylere Baskent
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin alindiktan sonra basland1 (proje
no: DA20/15, onay tarihi: 14.09.2020). Siganlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlart
Uretim ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Siganlar deneylere baslanmadan 5 giin 6nce
deney ortamina uyum saglayabilmeleri i¢in deneylerin yapilacagi laboratuvara getirildiler.
Deneylerde kullanilan sicanlar, sabit bagil nem (%60) ve sicaklik (22+2 °C), 12 saat
aydinlik/karanlik dongiisii kosullar1 saglanan ortamda barindirildilar. Deney Oncesinde ya
da deney sirasinda herhangi bir yiyecek ve sivi kisitlamasi yapilmadi, standart sican sigan

yemi ve ¢gesme suyu ile ad libitum beslendiler.

3.2. Kullamilan madde ve ilaclar

Alfa-siniiklein pre-formed fibril (Kerafast, EGP018), fosfat tampon ¢ozeltisi tableti
(AppliChem, P100COC), alfa-siniiklein protein kodunu igeren mRNA’y1 tastyan plazmid
(Baskent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuvari),
polietilenimin (25 kDa, Sigma-Aldrich), brimonidin tartarat (Vem ila¢ Sanayi ve Ticaret

Limited Sirketi’inden bagis olarak alindi).

3.3. Kullamlan Malzeme ve Gerecler

Stereotaksi cthazi (RDW Life Science Co. Ltd), Hamilton enjektorleri (1 pL ve 10
puL), prob sonikatér (Sonopuls, 2 mm) (Sekil 3.1). Davranig testleri Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dalinca Baskent Universitesi Uretim Arastirma Merkezi biinyesinde olusturulan
Davranig Laboratuvarinda gergeklestirildi. Yatay merdiven testi, rot-a-rod, dikey tel testi i¢in

kullanilan ekipmanlar literatiire uygun olarak kendi imkanlarimiz ile iiretildi.
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(A) (B)

Sekil 3.1. Calismada kullanilan cihazlar
(A) Stereotaksi cihazi, (B) Hamilton enjektorleri, (C) Prob sonikator

3.4. Deney Gruplar:

Calisma i¢in kullanilacak olan 4 aylik 30 adet Spraque Dawley (15 disi, 15 erkek) irki

sicanlar rastgele gruplara ayrildi. Deney gruplari;

1-Kontrol grubu (n=6); Herhangi bir uygulama yapilmayan grup

2-Sham grubu (n=6); intraserebroventrikiiler (icv) fizyolojik tuzlu su (SF; 1 uL, 4 uL)
uygulanan grup

3-Alfa-siniiklein grubu (n=6); icv plazmid ve alfa-siniiklein preformed fibril
uygulanan grup

4-Alfa-siniikleintbrimonidin grubu (n=6); icv plazmid ve alfa-siniiklein preformed
fibril uygulamasi ile baslanan intraperitoneal (i.p.) brimonidin uygulanan grup

5-Brimonidin grubu (n=6); i.p. brimonidin uygulanan grup

seklinde olusturuldu.

3.5. Deney Plam

Yaptigimiz 6n calismada siganlara icv plazmid enjeksiyonu ile elde edilen alfa-
siniiklein asir1 ifadelenmesi sonucundan yola ¢ikarak (Sekil 3.2), Alfa-siniiklein ve Alfa-
siniiklein+Brimonidin gruplarina plazmid enjeksiyonu ve bundan 4 hafta sonra alfa-
sintiklein preformed fibril enjeksiyonu yapildi. Bunu yapmaktaki amacimiz sadece fibril
enjeksiyonu ile yaklasik 6 ayda olustugu bilinen PH sican modelinin daha kisa siire iginde

olusacagi varsayimimizi sinamakti. Enjeksiyonlarin ardindan 2. ve 4. aylarda davranig

19



testleri gergeklestirildi. Alfa-siniiklein + Brimonidin grubundaki siganlara icv enjeksiyonun
ilk gilinlinden baslayarak beyinlerin izole edilmesine kadarki siire boyunca alfa-siniiklein
asir1 ifadelenmesine bagli olarak olusabilecek ndronal kayiplar1 Onleyecegi/azaltacagi

varsayimini kurdugumuz alfa 2 adrenoseptdr agonisti brimonidin tedavisi uygulandi (Sekil
3.3).

(A) (B)

Sekil 3.2. Plazmid enjeksiyonu sonrasi immunohistokimyasal boyama ile alfa-siniiklein agir1 ifadesinin
floresan mikroskopu ile gdsterimi.

(A) Hipokampiis, (B) Lateral ventrikiil; kirmizi: a-siniiklein ifadelenmesi (Cy3 isaretli anti-mouse sekonder
antikor) (x4 biiyiitme).

Cerrahi girisimin, icv enjeksiyonun ve ilacin tek basina olusturabilecegi etkileri

gorebilmek i¢in Sham ve Brimonidin gruplar1 ¢caligmaya ilk dn-deneylerin baglamasindan 7

ay sonra dahil edildi ve bu gruplar da tiimiiyle ayn1 deneysel tasarima tabi tutuldu. Davranis

testleri tiim gruplarda 2. ve 4. aylarda gergeklestirildi.

1ay 2ay 2ay
| | ] |
I | 1 |
fev fcv 1. Davrams Deneyleri 2.Davramg Deneyleri
plazmid o-sin AAT AAT
enjeksiyon PFF enjeksiyon YAL YAL
YNT YNT
MSL MSL
DTT DTT
YMY YMT
Rot- a-rod Rot-a- rod
I Hot Plate
I

i.p. brimonidin uygulamasi

Sekil 3.3. Deney protokolii akis semast.

AAT; Acik alan testi, YAL; Yiikseltilmis art1 labirent testi, YNT; Yeni nesne tanima testi, MSL; Morris su
labirenti testi, DTT; Dikey tele tutunma testi, YMY; Yatay merdivende yiirlime testi
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3.6. Plazmid enjeksiyonunun hazirlanmasi

Alfa-sintiklein proteinini kodlayan mRNA’y1 tasiyan plazmid Ornegi kagida

emdirilmis halde Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim

Dali’ndan temin edilerek Baskent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

laboratuvarinda ¢ogaltildi. Plazmid ¢ogaltilmasi asagida belirtilen prosediire uygun olarak

yapilmistir:

Kompetan hiicre hazirlama

Hiicre: E. coli DH5a

Soliisyonlar:

S1v1 besiyeri NB/LB
50mM CaCl2 (steril, otoklav)

Gliserol (steril, otoklav)

NOT: Protokol buz iistiinde calisildi.

Protokol

1. E. coli hiicreleri s1v1 besiyerinde 37°C'de gece boyunca inkiibe edildi.

2. Taze kiiltiirden 0,3mL, 30 mL besiyerine alinarak 37°C'de inkiibe edildi.

3. Her bir saat araliginda siv1 besiyerine kars1 600nm'de spektrofotometrik olgiim al
indi.

4. OD600: 0.3-0.4 absorbans degeri elde edilene kadar inkiibasyona devam edildi.

5. Kiiltiir 15 dakika buzda bekletildi.

6. 4100 rpm, 4°C 12 dakika santrifiijleme yapilir ve siipernatan atildi.

7. Pellete 3mL soguk CaCI2
(50mM) eklenerek ¢oziiliir ve 30 dakika buzda bekletildi.

8. 4100 rpm, 4°C 12 dakika santrifiijleme yapilir ve slipernatan atildi.

9. Pellet 510ulL CaCI2 (50mM) igerisinde ¢oziildii.

10. Hiicre siispansiyonuna 90uL steril gliserol eklenir ve hiicre siispansiyonu 50ul.

(yada 100uL) olarak 1,5mL'lik eppendorf tiipe aktarildi. Tiipler kisa donem -
20°C'de saklandi. Daha uzun siireli stoklamalar -80°C'de saklanildi. Cozdiiriilen

hiicreler yeniden dondurulmaz.
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Transformasyon
Plazmidler, plazmidlerin amplikasyonu i¢in kompetan hiicrelere aktarildi.

e Plazmid stoklar1 100 ng/pL olarak seyriltildi.

e Seyreltilmis plazmidin 1 pL’si 1,5 mL Eppendorf tiipiine aktarild.

 Uzerine 50 uL kompetan hiicre eklendi.

e Buna ek olarak, kompetan hiicrelerdeki kontaminasyonu kontrol etmek i¢in
negatif kontrol olarak baska bir Eppendorf tiipiine sadece 50 pL. kompetan
hiicre konuldu.

e Tiipler buz iizerinde 15 dakika, daha sonra 42°C’de 90 saniye ve tekrar buz
tizerinde 2 dakika inkiibe edildi.

o Tiplere 950 puL Luria-Bertoni Broth (LB) ortami eklendi. Tiipler 37°C’de 180
rpm’de bir saat boyunca ¢alkalandi.

e 200 pL karisim, LB agar plakalari igeren ampisilin {izerine yayildi. Plakalar
37°C’de gece boyunca inkiibe edildi.

Plazmid izolasyonu

o Agar plakalarinda biiyiiyen bakteri kolonilerinden tek koloni se¢ildi ve
ampisilin igeren 150 mL LB Broth igerisinde gece boyunca ¢alkaliyici’da
37°C’de biiyiitiildii. Hiicreler santrifiijle ¢oktiirtilerek toplandi.

Derigimi 130 ng/pL olarak hazirlanan plazmid kullanim zamanina kadar -20 °C
sicaklikta muhafaza edildi. Ilgili literatiirden yararlanarak, plazmid enjeksiyon dncesinde
lipid bazli bir transfeksiyon ajani olan polietilenimin (PEI) ile kaplanarak verildi (105).
Bunun i¢in 0,1 M taze stok PEI ¢dzeltisi hazirlandi. 0,1 M stok PEI ¢ozeltisi i¢in 45 mg 25-
kD PEI 8 mL distile su iginde seyreltildi. pH 7 olana kadar 1 N HCL eklenerek titre
edildikten sonra distile su ile 10 mL’ye tamamlanarak filtreden gegirildi (0,2 um Millipore)
(106).
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3.7. Alfa-siniiklein Pre-formed Fibril Hazirlanmasi

Alfa-sintiklein PFF, kullanilanacagi giine kadar alikotlar i¢inde -80 °C sicaklikta
muhafaza edildi, kullanim giiniinde -80 °C derin dondurucudan ¢ikartilarak {iretici firmanin
Onerilerine ve literatiir bilgilerine gore taze olarak hazirlandi. Bu islemler sirasinda 6ncelikli
olarak kisisel koruyucu tedbirler alindi. Bunun i¢in ¢ift kat eldiven, kollar1 lastikli cerrahi
onliik, deney gozliigii ve ¢ift kat cerrahi maske kullanildi. Oda sicakligindaki alikot i¢inde
fosfat tampon ¢ozeltisi ile seyreltilerek istenilen 2 pg/pl. konsantrasyonunda hazirlanan alfa-
sinliklein pre-formed fibril ¢ozeltisi hizlica sonike edildi. Sonikasyon islemi, on-
denemelerimiz sonucunda optimize edilen parametrelerle (%40 amplitiid, 60 saniye atis -1
sn acik, 1 sn kapali-, 20 tekrar) prob sonikatdr kullanilarak buz lizerinde yapildi. Sonikasyon
sonucu alfa-siniiklein pre-formed fibril boyutu zetasizer ile 6lgiildii (Sekil 3.4). Sonikator,
baska proteinlerle kontaminasyonu 6nlemek i¢in kullanilmadan 6nce her seferinde %70 etil

alkol ile iyice temizlendi.

Results

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 207.4 Peak 1: 2044 71,8 1444
Pdl: 1,000 Peak 2: 55,68 28,2 44,39
Intercept: 0,0285 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Record 80: Gokge 2 30.05.22 (10:700) fibril 1]

Sekil 3.4. Sonikasyon sonrasi alfa-siniiklein pre-formed fibril boyutlarinin zeta potansiyeli (zetasizer) dlglim
sonucunu gosterir 6rnek trase.
Yatay eksen: Boyut (nm), Dikey eksen: Yiizde (%).

3.8. Parkinson Hastaligi Modelinin Olusturulmasi

PH modeli si¢anlara stereotaksik olarak icv yoldan dort hafta arayla, sirasiyla plazmid
ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile olusturuldu. o-sin proteini kodunu igeren mRNA’y1

tastyan plazmid Baskent Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dal1 laboratuvarinda uretildi.
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3.8.1. Stereotaksik cerrahi

Sicanlar ketamin (70-80 mg/kg, i.p.) ve ksilazin (7-8 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda,
cerrahi saha aritim1 yapildiktan ve derin anesteziye ulasildigi penge kistirma testi ile kontrol
edildikten sonra stereotaksik ¢erceveye yerlestirildi. Kafa derisi batikon ile temizlenip tiras
edildi. Kafa derisi a¢ildi, cranium ekiivyon ¢ubuklari ile nazikge etraf dokudan temizlendi,
bregma noktasit bulundu. intraserebroventrikiiler enjeksiyon igin Paxinos sigan beyin
atlasinda belirtilen koordinatlar (AP -1,3; ML 1,5) stereotaksik olarak ayarlandi. Belirlenen
noktada uygun matkap ucu ve motorlu drill ile 1-2 mm bir delik acilarak duramatere ulasildi.
Stereotaksik aparata monte edilen bir Hamilton enjektorii (1 pL) vasitasiyla acilan delikten
(burr-hole) girilerek, tanimlanan derinlige (DV -4,7) inildi. Hamilton enjektdriine yiiklenen
0,44 pL plazmid ve 0,36 pL 0,1M PEI ii¢ dakika icinde yavasca enjekte edildi, ardindan bu
pozisyonda ii¢ dakika tutulduktan sonra igne ventrikiil i¢ginden yine yavasca ¢ikarildi. A¢ilan
delik dis akriligi ile kapatildi ve kafa derisi 3/0 cerrahi iplik ile dikilerek kapatildi. Dort hafta
sonra, ayni stereotaksik koordinatlar kullanilarak 4 pL alfa-siniiklein pre-formed fibril
enjeksiyonu yapildi (2 pg/uL). Bunun i¢in siganlar, ketamin (70-80 mg/kg, i.p.) ve ksilazin
(7-8 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda, cerrahi saha aritimi yapildiktan ve derin anesteziye
ulasildig1 penge kistirma testi ile kontrol edildikten sonra stereotaksik cerceveye yerlestirildi
ve uygun koordinat belirlendi. Kafa derisi acilip daha 6nceki plazmid enjeksiyonu sirasinda
acilan delik tizerindeki akrilik tipa dikkatli bir sekilde kaldirilarak alfa siniiklein PFF
enjeksiyonu yapildi. Fibril enjeksiyonu yapilirken, dnceki ¢aligmalarda yapilan oneriler goz
oniine alinarak, Hamilton enjektoriiniin ucuna, fibril yapismasini énlemek amaciyla cam
kapiller eklendi (Sekil 3.5) ve enjeksiyonlar cam kapiller aracilifiyla yapildi. Enjeksiyon ti¢
dakika icinde yavasca yapildi, ardindan cam kapiller ug ii¢ dakika boyunca ventrikiil i¢inde
bu pozisyonda bekletildikten sonra yine yavasca ¢ikarildi. Acilan delik dis akriligi ile
kapatild1 ve kafa derisi 3/0 cerrahi iplik ile dikilerek kapatildi.

Her iki icv enjeksiyon girisiminde de si¢anlara postoperatif olarak 1 mL subkutan (s.c.)
serum fizyolojik (SF) ¢6zeltisi verildi ve hayvanlar anestezinin etkisi gecene kadar 1sitict
altinda tutuldu. Cerrahi islem sirasinda ve anesteziden derlenene kadar kornealarinda

kuruma olmamasi i¢in goz lizerine belirli araliklarla SF damlatildi.

24



Sekil 3.5. Cam kapiller tiip ile enjeksiyona hazir hale getirilmis Hamilton enjektorii

3.9. Parkinson Hastaligi Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Uygulanmasi

Sicanlara icv enjeksiyonun gerceklestirildigi giinden itibaren baslanarak, davranig
deneylerinin sonuna kadar i.p. brimonidin enjekte edilerek etkisi degerlendirildi. Brimonidin
distile su i¢inde 1 mg/mL konsantrasyonda hazirland1 ve 1 mg/kg/giin dozunda ip yoldan

uygulandi. Enjeksiyonlar bir giin sag, bir giin sol alt abdominal kadrandan yapildi.

3.10. Davramis Deneyleri

Biitlin sicanlara o-sin asirt ifadesine bagl olusan patolojinin motor ve non-motor
islevler lizerine etkisinin incelenmesi i¢in davranis deneyleri yapildi. Sicanlar ortama

aligsmalari i¢in deneye baslamadan 1 saat 6nce deneyin yapilacagi odaya getirildi.

Intraserebroventrikiiler plazmid ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu yapildiktan sonra
patolojinin olugmasi i¢in a-sin asir1 ifadelenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in sadece pre-
formed fibril enjeksiyonu yapilan sican ¢alismalarda bu siirenin 180 giine kadar uzayabildigi
gosterilmistir. Ancak bir calismada adeno iligkili viral vektér (AAV) aracilt a-sin
enjeksiyonu ile kombine olarak pre-formed fibril uygulanmasiyla patolojinin 30 giin sonra
olusabildigi gostermistir (107). Bu ¢alismadan yola c¢ikarak davranis deneylerine
enjeksiyonlardan bir ay sonra baslanmasina karar verildi. Ancak deneylerin yapilacag:

arastirma merkezinin taginmasindan dolay1 deneylere enjeksiyondan 2 ay sonra baslanabildi.

25



Zamana bagli degisimi gorebilmek i¢in deneyler ayni sira ile enjeksiyondan 4 ay sonra

tekrarlandi.

Anksiyetenin degerlendirilmesi i¢in acik alan testi (AA), yiikseltilmis art1 labirent testi
(YAL); ogrenme-bellek fonksiyonlarinin degerlendirilmesi i¢in yeni nesne tanima testi
(YNT), Morris su labirenti testi (MSL); motor koordinasyonun degerlendirilmesi i¢in dikey
tele tutunma testi (DTT), yatay merdivende yliriime testi (YMY), rot-a-rod; otonomik
disfonksiyonun degerlendirlmesi i¢in de hot plate testi yapilmistir (Sekil 3.6).

. Davrams Deneyleri

N

f
MSL 4 Otonom ‘
- disfonksiyon i} Hotplate

Sekil 3.6. Davranis testlerinin sematik gosterimi

2, Bellek

3.10.1. Acik alan (AA) testi

Ustii acik kiip seklinde, 50x50x40 cm boyutlarinda, seffaf olmayan malzemeden
tiretilmis bir diizenek kullanilarak yapilan ve yine anksiyete durumunu degerlendirmek i¢in
kullanilan bir testtir (Sekil 3.7). AA testinde sicanlar bu diizenegin orta bolgesine birakilirlar
ve davranislar1 degerlendirilir (108). Hayvanin anksiyete diizeyi diistiik¢e orta alanda
gecirdigl zaman ve hareketliligi artmaktadir. AA testi 2 giin stirmektedir. Alistirma amaci
tastyan ilk giin, sicanlar 30 sn boyunca acik alana kondular. Asil test ikinci giin
gerceklestirildi ve sicanlar AA diizeneginde 5 dakika siire ile degerlendirildi (109). Test

kamera ile kaydedildi ve orta alanda gegcirilen siire kronometre ile tespit edildi. Her sigandan
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sonra koku ipuglarindan arindirmak i¢in diizenek dnce %70 etanol, ardindan su ile 1slatilmig

bezler ile silindi ve kuru bez ile kurulandi.

Sekil 3.7. Acik alan diizenegi

3.10.2. Yiikseltilmis art1 labirent (YAL) testi

Gruplar arasindaki anksiyete diizeyindeki farkliliklar YAL diizeneginde
degerlendirildi. YAL yerden 100 cm yiikseklikte, art1 seklinde, 2 adet karsilikli agik, 2 adet
karsilikli kapali kolu ve ortada agik bir santral alani olan bir diizenektir. Kapali kollar 40 cm
yiiksekliginde duvarlar ile ¢evrilidir. Kollarin genigligi 10 cm’dir ve agik kollarda kayip
diismeyi engellemek icin dis kenarlarda 0,5 cm’lik ¢ikintilar mevcuttur. Test i¢in karanlik
ortamda agik kollar aydinlatildi. Diizenek tavana monte edilmis bir kamera sistemi
araciligiyla izlendi ve kaydedildi. Deney sirasinda siganlar tek tek yiiksetilmis art1 labirentin
orta noktasina yiizleri kapali kollardan birine doniik olacak sekilde birakildi. Deney siiresi
180 saniye olarak belirlendi. Her sigandan sonra koku ipuglarindan arindirmak i¢in diizenek
once %70 etanol, ardindan su ile islatilmis bezler ile silindi ve kuru bez ile kurulandi.
Hayvanlarin acik kolda daha fazla vakit gecirmeleri ve/veya kollar arasinda sik¢a gecis
yapmalar1 anksiyete diizeylerinin diisiik oldugu, kapali kollarda daha fazla vakit gegirmeleri
ve/veya hareketsiz kalmalar1 ise anksiyete diizeylerinin yiiksek oldugu yoniinde

degerlendirildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Yiikseltilmis art1 labirent diizenegi:
! g
(A) Karsidan, (B) Ustten

3.10.3. Yeni nesne tanima (YNT) testi

YNT testi 50x50x40 cm boyutlarinda dstii agik, ahsap bir kutudan olusan bir
diizenegin kullanildigr bir bellek testidir ve Ozellikle prefrontal korteks islevinin
degerlendirilmesine olanak verir. Test, kemirgenlerin spontan olarak yeni karsilastiklart
nesneler ile ilgilenme egilimlerinin daha 6nceden tanidiklar1 nesnelere oranla daha fazla
oldugu gozlemi esas alinarak gelistirilmistir (110). Yeni nesne ile daha ¢ok ilgilenme tercihi
O0grenme ve animsama performansini yansitan bir Olciittiir. Kullanilan nesneler benzer
boyutlarda olup, ¢ok karmasik olmayan basit nesneler olmasi tercih edildi. Siganlarin
kirmizi-yesil renk korii olmasi nedeniyle, nesne se¢ciminde bu renklerin kullanilmasindan
ozellikle kagmildi ve birbirinin esi olan iki adet siyah nesne ve farkli sekil ve renkteki
(pembe) bir adet nesne kullanildi (Sekil 3.9). Nesneler diizenegin kuzey yondeki koselerine
yerlestirildi. Ik giin sicanlar diizenege alismalar1 icin bos kutuya konularak 5 dakika zaman
gecirmelerine izin verildi. Ikinci giin yapilan tanitma asamasinda birbirinin esi olan 2 adet
siyah nesneyi kesfetmeleri ve tanimalari i¢in siganlara 10 dakika siire tanindi, bu asama
duvara sabitlenmis bir kamera aracilifiyla kaydedildi. Tanitma asamasindan 24 saat sonra
siyah nesnelerden birisi diizenekten ¢ikartilarak yerine pembe renkli yeni nesne yerlestirildi.
Test asamasinda nesnelerin konumlarinda bir degisiklik yapilmadi ve siganlara yine 10
dakika siire tanindi. Her sicanin nesnelerle ilgilenme davranisi (nesneye temas etmek,
nesneyi koklamak, nesnenin iistline tirmanma ¢abas1) kamera araciliiyla kaydedildi. Analiz
sirasinda her deney hayvaninin yeni nesne ile goreceli ilgilenme orani diskriminasyon
indeksi formiilii kullanilarak hesaplandi ([Yeni nesne ile ilgilenme siiresi / Yeni ve Eski

nesnelerle toplam ilgilenme siiresi] x 100).
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Tiim denemelerde her sicandan sonra koku ipuclarindan arindirmak i¢in diizenek dnce

%70 etanol, ardindan su ile 1slatilmis bezler ile silindi ve kuru bez ile kurulandi.

Sekil 3.9. Yeni nesne tanima testi diizenegi
3.10.4. Morris su labirenti (MSL) testi

Ozellikle hipokampal islevin gdstergesi olan uzaysal 6grenme-bellek performansini
degerlendirmek i¢in gelistirilen bir yontem olan MSL 120 cm ¢apinda, 60 cm yiikseklikte,
icinde 50 cm derinlikte su bulunan i¢i-dis1 tamamen siyaha boyanmis silindir seklinde bir
diizenektir. MSL igerisine yerlestirilen 14 cm ¢apindaki kagis platformu su seviyesinin 2 cm

altindadir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Morris su labirenti test dlizenegi
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Deney esnasinda havuz suyu sicakligi 22+2°C olacak sekilde sabit tutuldu. Havuzun
etrafindaki 4 duvara sicanlarin oriyante olmalarina yardime1 olmak ig¢in farkli renk, sekil ve
sayida gorsel ipuglari yerlestirildi. Test esnasinda havuz ¢evresi alttan aydinlatildi. Siganlar
test sirasinda, tavana monte edilmis bir kamera aracilig1 ile baska bir odadaki bilgisayar
monitoriinden izlendi ve goriintiiler kaydedildi. Test baslamadan bir giin 6nce hayvanlar ilk
kez su ile karsilasacaklari i¢in diizenege alismalari amaciyla 30 saniye boyunca havuzda
ylizdiiriildii. Aligtirma gilinlinii takiben dort ardisik giin egitim, besinci giin de prob deneyi
yapildi. Egitim protokolii i¢in sag alt kadranin orta hattinda, havuz duvarindan 35 cm
uzakliga kagis platformu yerlestirildi. Prob deneyine kadar kagis platformunun yeri sabit
birakildi. Egitim siirecinde sicanlar yiizleri havuz duvarina bakacak sekilde her giin farkli
bir kadrandan baslamak kosuluyla 4 farkli kadrandan nazik¢e havuza birakildi. Bu islem
giin igerisinde 4 defa tekrarlandi. Her seansta cut-off siiresi 120 saniye olarak belirlendi. Bu
stire i¢inde kagis platformunu bulamayan sicanlar el ile nazikce platforma yonlendirildi ve
etraftaki gorsel ipuglarina oriyante olmalar1 amaciyla platform iizerinde 15 saniye tutuldu,
ardindan platformdan alinarak kurulandi ve siralar1 gelince diger kadranlardan tekrar suya
birakilincaya kadar sicak bir ortamda kendi kafesleri i¢cinde tutuldu (111). Sonuglar i¢in her
hayvanin giinlik her dort kadrandan havuza birakilmalar1 ile platformu bulmak i¢in
gecirdikleri ortalama siire (latans) hesaplandi. Dort giiniin sonunda, sonuglar grafik olarak
kacis latansindaki gelisme olarak gosterildi. Dort giinliik egitimden sonra prob deneyi igin
kacis platformu havuzdan ¢ikartildi. Prob deneyinde izlem siiresi 60 saniye ile kisitlandi ve
tek bir kadrandan, bir sefer olacak sekilde yapildi. Prob deneyinde amag, egitim doneminde
kagis platformunun yerinin ne kadar iyi 6grenildiginin ve animsandiginin saptanmasidir.
Deneyin bu asamasinda, deney hayvanlariin kacis platformunun bulundugu kadrana ilk
giris zaman1 ve o kadranda gegirdigi goreceli siire oran1 degerlendirildi. izlem asamasi video
kaydi tizerinden havuzun sadece ilgilenilen alan1 goriiniir hale getirilerek gerceklestirildi.
Presipitasyon bellegi performansin1 degerlendirmek amaciyla yapilan retansiyon seansi 14

giin sonra gerceklestirildi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Morris su labirenti testi protokoliiniin sematik gosterimi.

3.10.5. Dikey tele tutunma testi

Sicanlardaki katalepsi benzeri donakalma davranisini degerlendirmek i¢in dikey tele
tutunma testi yapildi (112). Bu testte her bir hayvan tele 4 pengesi ile tutunacak sekilde

nazikc¢e yerlestirildi ve kronometre calistirildi. Sican teldeki pengelerinden birini ¢ektigi

anda kronometre durduruldu ve bu siire kaydedildi (Sekil 3.12).

NE RERE

Sekil 3.12. Dikey tele tutunma testi diizenegi
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3.10.6. Yatay merdivende yiiriime (YMY) testi

Test diizenegi, ardisik basamaklar arasindaki mesafenin birbirinden farkli olacak
sekilde diizenlendigi, ahsap malzemeden iiretilmis, 100 cm uzunlugundaki yatay bir
merdiven kullanilarak gercgeklestirildi. Test asamasindan Once siganlar 4 giin boyunca
diizenege alistirildi. Yiriimedikleri zaman el ile nazik¢e yoOnlendirildi. Alistirma
asamasindan baglanarak, diizenek, merdivenin sonu, sicanlarin kafeslerine kendiliginden
girmelerine olanak saglayacak sekilde kafesle biitlinlesik bigimde tasarlandi. Diizenek bir
sallanan platform (LAB-LINE, MAXI ROCKER-463) {izerine yerlestirilerek uygulama 3
farkl1 motor hizinda (yavas, orta, hizly; sirastyla, 20-30-40 rpm) tekrarland1 (Sekil 3.13). On
denemelerde 30 ve 40 rpm ile yapilan deneylerde gruplar arasinda yeterli ayirt ediciligin
saptanamamasi ve bunun tutarli bicimde yinelemesi nedeniyle asil deneylerde 20 rpm hiz
esas alindi. Test giinli siganlar teker teker diizenek lizerinde baslangic noktasindan bitis
noktasina ylriitiildi, tiim siire¢ kamera ile izlendi ve kayit altina alindi. Kamera kayitlar
izlenerek merdiven lizerinde siganlarin yiiriime sirasinda yaptiklari hatalar degerlendirildi ve
platformu bitirme stireleri ve hizlar1 saptandi. Basamaklara penge yerlestirme hatalari; hafif

kayma, derin kayma, bosa basma seklinde kategorik olarak skorlandi (113).

Hafif kayma (1 puan): hayvanin pencgesini bir basamaga yerlestirirken kaymas1 ancak

ylriiyiisiin bozulmamast

Derin kayma (2 puan): hayvanin pengesini bir basamaga yerlestirirken kaymasi ve

yiirliylisiin bozulmasi

Bosa basma (3 puan): hayvanin pengesinin bir basamagi tamamen kagirarak

ylriiyiisiinii bozacak sekilde bosluga basmasi
seklinde degerlendirildi.

Her sicandan sonra koku ipuclarindan arindirmak icin diizenek 6nce %70 etanol,

ardindan su ile 1slatilmis bezler ile silindi ve kuru bez ile kurulanda.
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Sekil 3.13. Yatay merdivende yiiriime testi diizenegi

3.10.7. Rot-a-rod testi

Bir dogru akim motoru araciligiyla belli bir hizda dondiiriilen bir milin {izerine
yerlestirilen siganlarin mil iizerinde ne kadar siire diismeden kalabildigi saptanarak motor
koordinasyon ve motor 6grenme performanslari test edildi. Cihaz, ayn1 anda dort siganin
deneye alinmasina olanak verecek sekilde, her biri 10 cm araliginda 4 bélmeden (kulvar)
olusur. Her kulvar 40 cm ¢apinda, plak seklinde bolmeler ile birbirinden ayrildi (Sekil 3.14).
flk 3 giin hayvanlarin mil iizerinde durmaya aligmalari igin 5 rppm dénme hizinda 10 dk ara
ile dorder deneme yapildi. Hayvanlarin dengede kalabilmeleri i¢in yiizleri doniis yoniiniin
tersine bakacak sekilde milin lizerine yerlestirildi. 4. giin iki deneme 5 rpm hizda, iki deneme

de test asamasinda uygulanacak olan 16 rpm hizda yapild1 (114).

Test giinii, siganlar 16 rpm hizda donen mil iizerine yerlestirildi. Her sican her biri 60
saniye olacak sekilde toplamda 3 kez rot-a-rod iizerinde yiiriitiildii ve tim siire¢ kamera
aracilifiyla kaydedildi. Kamera kayitlar izlenerek siganlarin diisme latanslart kronometre
ile olgiildii. Tim denemelerde her sicandan sonra koku ipuclarindan arindirmak igin
diizenek once %70 etanol, ardindan su ile islatilmis bezler ile silindi ve kuru bez ile

kurulandi.
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Sekil 3.14. Rot-a-rod motor koordinasyon ve dgrenme testi cihazi

3.10.8. Hot plate

Test deney hayvaninin, seffaf bir silindir i¢inde, dnceden 1sitilmis bir zemin ilizerine
birakilmasi ile gerceklestirildi. (Sekil 3.15). Zemin sicakligi 52-55°C olacak sekilde sabit
tutuldu. Sicanin sicak zemine temas ettikten ne kadar siire sonra sicakliktan rahatsiz olup
pengesini yalamasi/kaldirmasi/ziplamasi i¢in gegen siire kaydedildi. Hayvanin yaralanma
riskini azaltmak i¢in sicak zemin tlizerinde tutulma siiresi maksimum 30 saniye olacak

sekilde kisitlandi (115).

Sekil 3.15. Hot plate test diizenegi
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3.11. istatistiksel Analiz

Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) programinin deneme siiriimii kullanilarak yapildi. Veriler ortalama * ortalamanin
standart hatas1 (SEM) olarak ifade edildi. Normal dagilima uygunluk Shapiro-Wilk test ile
test edildi. Tekrarli Ol¢limlerin analizi ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) sonrasinda
Tukey’in ya da Sidak’in post-hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak yapildi. Normal
dagilim gosteren, tekrarli olmayan 6l¢iimler gruplar arasinda tek yonlit ANOVA ve ardindan
uygulanan post-hoc Tukey’in ¢coklu karsilastirma testi kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel

Oonem derecesi olarak belirlenen p <0,05 degeri anlamli kabul edildi.

Tim deneysel siire¢ icinde 2 hayvan kaybi gergeklesti, bu da bazi davranis

deneylerinde gruplardaki sigan sayisinin farkli olmasina yol agti.
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4. BULGULAR

4.1. icv Plazmid ve Alfa-siniiklein PFF Enjeksiyonu ile Olusturulan Parkinson

Hastalig Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Anksiyete Uzerine Etkisi

fcv plazmid ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile olusturulan PH modelinde

brimonidinin anksiyete {izerine etkisi AA ve YAL testleri ile degerlendirildi.

4.1.1. Acik alan testi

Agcik alan testinde 2. ayda Kontrol grubu, Alfa-siniiklein grubuna gore orta alanda daha
cok zaman gegirdi. Bu durum, Alfa-siniiklein grubundaki siganlarda anksiyetenin arttigi
yoniinde degerlendirildi. Alfa-siniiklein + Brimonidin grubunda, Alfa-siniiklein grubundaki
sicanlarda artmis olan anksiyetenin azalmadigi saptandi. Ancak 4. ayda gruplar arasinda

anksiyete bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 4.1).

Anksiyetenin Degerlendirmesi

Acik Alan Testi
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Sekil 4.1. Agcik alan testi ile anksiyetenin degerlendirilmesi.

Orta bolgede gecirilen siire, gruplara ait ortalama degerler ve ortalamanin standart hatasi (SEM) hata ¢ubuklari
seklinde saniye olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,2237; iki yonlii varyans analizi. * P<0,05; post-hoc
test olarak gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesi i¢in Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.
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4.1.2. Yiikseltilmis art1 labirent testi

YAL testinde hem 2. ay hem 4. ayda agik kollarda gecirilen siire bakimindan gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.2A). Gruplar kendi iginde
zaman baglaminda kiyaslandiginda da 2. ay ve 4. aydaki veriler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.2B). Dolayisiyla, YAL ile degerlendirilen anksiyete
baglaminda, Alfa-siniiklein grubunda gozlenen artis egilimi, AA bulgularindan farkli olarak,

gruplar arasinda ve zamana bagh karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.2. Yiikseltilmis art1 labirent testi ile anksiyetenin degerlendirilmesi.

Acik kollarda gegirilen siire orani, gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin
standart hatas1 (SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,3457; aylar arasinda P=0,4343; iki yonli
varyans analizi. * P<0,05; post-hoc test olarak gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Tukey, aylar
arasindaki farki degerlendirmek icin Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmstir.
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4.2. Icv Plazmid ve Alfa-siniiklein PFF Enjeksiyonu ile Olusturulan Parkinson
Hastah@ Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Ogrenme ve Bellek Uzerine

Etkisi

4.2.1. Yeni nesne tanima testi

Deney gruplari arasinda hem 2. ayda hem 4. ayda istatistiksel olarak anlamli farklar
gozlendi. Alfa-siniiklein grubunun, diskriminasyon (ayrim) indeksinde Kontrol ve Sham
gruplarina kiyasla belirgin diizeyde diisiik performans gosterdigi saptandi. Alfa-siniiklein +
Brimonidin grubunda -her ne kadar daha yiiksek bir diskriminasyon indeks degeri gosterse
de- alfa-siniiklein grubundaki azalmis performans istatistiksel olarak anlamli diizeyde
Onlenemedi; s6z konusu tedavi grubunun 6grenme ve bellek performansinin Kontrol ve
Sham gruplarina kiyasla anlamli diizeyde azalmis oldugu gozlendi. Brimonidinin tek bagina
etkisi ise hem Kontrol ile Sham gruplarindan hem de alfa-siniiklein grubundan farklh
bulundu. Brimonidin, YNT testinde Ogrenme ve bellek performansini gosteren

diskriminasyon indeksini azaltt1 (Sekil 4.3A).

Her grupta 2. ve 4. aylar kiyaslandiginda diskriminasyon indeksleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.3B).
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A

Ogrenme-Bellek Degerlendirmesi
Yeni Nesne Tamima Testi
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Sekil 4.3. Yeni nesne tanima testi ile dgrenme ve bellegin degerlendirilmesi.

Diskriminasyon indeksi, gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin standart hatas1
(SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P<0,0001; aylar arasinda P=0,0904; iki yonlii varyans analizi.
* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001; iki yonlii varyans analizi. * P<0,05; post-hoc test olarak
gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Tukey, aylar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu
karsilastirma testi uygulanmistir.
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4.3. Icv Plazmid ve Alfa-siniiklein PFF Enjeksiyonu ile Olusturulan Parkinson
Hastahg Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Ogrenme ve Uzaysal Bellek

Uzerine Etkisi

4.3.1. Morris su labirenti testi

fcv plazmid ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile olusturulan PH sigan modelinde

brimonidinin uzaysal 6grenme-bellek performansi tizerine etkisi MSL ile degerlendirildi.

2. ve 4. aylarda alfa-siniiklein grubu da dahil olmak iizere tiim gruplarin platformunun
yerini 6grendikleri, dolayisiyla kisa erimli 6grenme ve animsama islevlerinde bir fark
gelismedigi saptandi (Sekil 4.4A-B). 4. aydaki deneyde dordiincii giinde Alfa-sintiklein
grubunun kacis platformunu bulma latansindaki artis, yani performanstaki bozulma dikkate

deger olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.4B).
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Sekil 4.4. Morris su labirenti ile uzaysal 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi.
Kagis platformunu bulma latansi, 2. ayda (A) ve 4. ayda (B) gruplarin ortalama degerleri ve ortalamanin

standart hatas1 (SEM) seklinde gosterilmigtir.

5. glin kacis platformunun kaldirilmasiyla yapilan prob testinde 2. ayda gruplarin hedef
kadrana ilk giris zamanlar1 degerlendirildiginde Alfa-siniiklein grubunun Kontrol ve Sham
gruplarina gore kacis platformunun oldugu bdlgeye daha ge¢ girdikleri gézlenmistir. Alfa-
siniiklein +Brimonidin grubunun Kontrol ve Sham gruplarina gore hedef bolgeye daha geg
girdikleri saptandi. Alfa-siniiklein + Brimonidin grubunda hedef kadrana giris siiresi Alfa-
sintiklein grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kisalmadi. Brimonidin
grubundaki hayvanlar Alfa-siniiklein grubundaki hayvanlara gore hedef kadrana daha erken
girdiler. 4. ayda platformun oldugu kadrani bulma siirelerinde gruplar arasinda anlamli bir

fark bulunamadi (Sekil 4.5A).
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2. ay ve 4. aylar arasinda grup-i¢i karsilagtirmalar yapildiginda Alfa-siniiklein
grubunun 4. ayda hedef kadrana 2. aydakine gore daha erken girdigi belirlendi. Diger gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.5B).
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Sekil 4.5. Morris su labirentinde prob testi ile uzaysal 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi.

Hedef kadrana ilk girig zamani, gruplara gére (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin standart
hatas1 (SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,0154; aylar arasinda P=0,0019; iki yonli varyans
analizi. * P<0,05; ** P<0,01; post-hoc test olarak gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Tukey, aylar
arasindaki farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.

Prob testinde gruplarin hedef kadranda gecirdikleri siirelerin yiizdesi de karsilastirildi.
Alfa-siniiklein grubunun 2. ve 4. ayda Kontrol ve Sham gruplarma gore hedef kadranda
gecirdigi siire istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermedi. 4. ayda Brimonidin grubu Alfa-
sintiklein, Alfa-siniiklein + Brimonidin ve Kontrol grubuna kiyasla platformun bulundugu

kadranda daha uzun siire gecirdi (Sekil 4.6A).
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2. ve 4. aylar karsilastirildiginda sadece Brimonidin grubunda 4. ayda hedef kadranda

gecirilen siirenin istatistiksel olarak anlamli olarak arttig1 belirlendi (Sekil 4.6B).
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Sekil 4.6. Morris su labirentinde prob testi ile uzaysal 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi.

Hedef kadranda gegirilen siirenin orani, gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin
standart hatasi (SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P<0,0001; aylar arasinda P=0,0056; iki yonlii
varyans analizi. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001; post-hoc test olarak gruplar arasindaki
farki degerlendirmek i¢in Tukey, aylar arasi farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi
uygulanmuistir.

14. giinde hayvanlarin platformu bulma latanslar1 degerlendirilmistir. Alfa-siniiklein
grubunun 2. ayda Kontrol, Sham ve Brimonidin gruplarina gore kacis platformunu daha ge¢

bulduklar1 gézlendi. Alfa-sintiklein + Brimonidin grubunda diger gruplara gore anlamli bir

43



fark saptanmadi (Sekil 4.7A). 2. ve 4. aylar kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4.7B).
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Sekil 4.7. Morris su labirentinde retansiyon testi ile uzaysal 6grenme ve bellegin degerlendirilmesi.

Kagis platformunu bulma latansi, gruplara gére (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin
standart hatas1 (SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,0050; aylar arasinda P=0,0024; iki yonlii
varyans analizi. ¥ P<0,05; post-hoc test olarak gruplar arasidaki farki degerlendirmek icin Tukey, aylar
arasindaki farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir.
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4.4. Icv Plazmid ve Alfa-siniiklein PFF Enjeksiyonu ile Olusturulan Parkinson
Hastahg Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Motor Koordinasyon Uzerine

Etkisi

Icv plazmid ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile olusturulan PH sican modelinde
brimonidin’in motor koordinasyon iizerine etkisi dikey tele tutunma testi, yatay merdiven

testi ve rot-a-rod testleri ile degerlendirildi.

4.4.1. Dikey tele tutunma testi

DTT ile siganlarin dikey bir tel iizerinde donakalma siireleri degerlendirildi. 2. ayda
Alfa-siniiklein grubunun Kontrol ve Brimonidin gruplarina gére daha uzun siire hareketsiz
kaldig1 saptandi. Alfa-siniiklein grubunun donakalma siiresinin 4. ayda da Sham ve
Brimonidin gruplarina kiyasla daha uzun oldugu goriildii (Sekil 4.8A). Ancak 2. ve 4.

aylarda donakalma siirelerinde grup-i¢i zamansal bir fark olmadigi belirlendi (Sekil 4.8B).
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Sekil 4.8. Dikey tele tutunma testi ile katalepsi benzeri etkinin degerlendirilmesi.

Donakalma (stunning) siiresi, gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin standart
hatasi (SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,0014; aylar arasinda P=0,0964; iki yonlii varyans
analizi. * P<0,05; post-hoc test olarak gruplar arasi farki degerlendirmek igin Tukey, aylar arasindaki farki
degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmaistir.

4.4.2. Yatay merdivende yiiriime testi

Belli bir hizla hareket halindeki diizenekte hayvanlarin yatay merdiven iizerinde
yiirlirken yaptiklari hata skorlar1 degerlendirildi. Ayrica hayvanlarin 1 metre uzunlugundaki
parkurdaki yiiriime hizlar1 da degerlendirildi. 2. ve 4. ayda Alfa-siniiklein grubunun Kontrol
ve Sham gruplarina gore daha fazla hata yaptig1 belirlendi. Alfa-siniiklein + Brimonidin
grubunun da her iki zaman noktasindaki (2. ve 4. aylar) hata skorlarinin Kontrol ve Sham

gruplarina gore daha fazla oldugu gbzlendi. 4. ayda Alfa-siniiklein + Brimonidin grubunun
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hata skorunun Alfa-siniiklein grubuna gore daha diisiik oldugu saptandi (Sekil 4.9A). 2. ve
4. ay arasinda sadece Alfa-siniiklein + Brimonidin grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulundu ve 4. ayda hata skorunun azaldigi belirlendi (Sekil 4.9B). Parkuru
tamamlarken yiirlime hiz1 bakimindan Kontrol ve Sham gruplarinin hem 2. hem de 4. ayda
Alfa-siniiklein, Alfa-siniiklein + Brimonidin ve Brimonidin gruplarina goére daha hizl
olduklart gozlendi (Sekil 4.9C). Kontrol, Sham ve Brimonidin gruplarinin 2. ve 4. aylar
arasindaki hizlar1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldi. (Sekil 4.9D).
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Sekil 4.9. Yatay merdiven testi ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi.

Hata skoru, gruplara gore (A) ve zamana gore (B), hizlar1 gruplara gore (C) ve zamana gore (D) ortalama
degerler ve ortalamanin standart hatas1 (SEM) seklinde gosterilmistir. Hata skoru gruplar arasinda P<0,0001;
aylar arasinda P=0,0019, hiz gruplar aras1 P<0,0001; aylar arasinda P<0,0001, iki yonlii varyans analizi. *
P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001; post-hoc test olarak gruplar arasindaki farki degerlendirmek
i¢in Tukey, aylar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.
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4.4.3. Rot-a-rod

Ik 3 giin diisiik hizlardan baslayarak dondiiriilen mil iizerinde dengede durmaya
alistirilan deney hayvanlar1 4. giin (test glinli) 16 rpm hizinda dénmekte olan rot-a-rod
tizerinde 3 kere ylriitiilerek ilk diisme zamanlarinin ortalamalar1 degerlendirildi. 2. ayda
gruplar arasinda ilk diisme zamanlarinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmazken, 4. ayda Alfa-siniiklein grubunun Kontrol, Sham ve Brimonidin
gruplarina gore doner mil iizerinde diismeden daha kisa siire kalabildigi gozlendi (Sekil
4.10A). 2. ve 4. ay arasinda sadece Alfa-sinliklein grubunda zamana bagli degisim
istatistiksel olarak anlamli bulundu, bu grupta 4. ayda doner mil iizerinde kalma siiresi azald1

(Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10. Rot-a-rod ile motor koordinasyonun degerlendirilmesi.

[k diisme zamani, gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin standart hatasi
(SEM) seklinde gosterilmistir. Gruplar arasinda P=0,0509; aylar arasinda P=0,0001; iki yonlii varyans analizi.
* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; post-hoc test gruplar arasindaki farki degerlendirmek i¢in Tukey, aylar
arasi farki degerlendirmek i¢in Sidak’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir.
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4.5. Icv Plazmid ve Alfa-siniiklein PFF Enjeksiyonu ile Olusturulan Parkinson
Hastali@1 Sican Modelinde Brimonidin Tedavisinin Otonomik Fonksiyonlar

Uzerine Etkisi

Icv plazmid ve alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile olusturulan PH sican modelinde

brimonidinin otonomik disfonksiyon tizerine etkisi kot plate testi ile degerlendirildi.

4.5.1. Hot plate

Daha dnceden sicakligi 52°C olarak ayarlanmis zemin {izerine birakilan hayvanlarin
agrili uyarana karst ilk reaksiyon verme zamanlar karsilagtirildi. Kontrol, Sham ve
Brimonidin gruplar1 Alfa-siniiklein ve Alfa-siniiklein + Brimonidin gruplarina goére agril
uyarana kars1 daha kisa siirede tepki verdiler. Alfa-siniiklein + Brimonidin grubu -Kontrol,
Sham ve Brimonidin gruplar1 kadar olmasa da- Alfa-siniiklein grubuna gore sicaklik

uyaranina karst daha hizli tepki gosterdi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Hot plate testi ile otonom disfonksiyonun degerlendirilmesi. Agr1 reaksiyonu siiresi,

Gruplara gore (A) ve zamana gore (B) ortalama degerler ve ortalamanin standart hatasi (SEM) seklinde
gosterilmistir. Gruplar arasinda P<0,0001; tek yonlii varyans analizi. ¥ P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ****
P<0,0001; post-hoc test olarak Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmustir.
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5. TARTISMA

Parkinson hastalig1 genellikle ileri yaslarda goriilen temel motor belirtilerin yaninda
motor dis1 belirtilerin de eslik ettigi bir hastaliktir. Hastaligin patolojisinde beynin 6zellikle
nigrostriatal kismindaki dopaminerjik hasar sonucu striatumda dopamin diizeyinde azalma
oldugu goriiliir. Hastaligin altta yatan mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir ancak a-sin
proteinindeki yanlis katlanma ve agregatlarin olusumunun Onemli bir rolii oldugu
bilinmektedir (35, 116). Cevresel bazi toksinlere maruz kalma ve genetik faktorler de PH

riskini arttirmaktadir (117,118).

Hastaligin altinda yatan mekanizmalarin anlagilabilmesi i¢in hayvan modellerinin
gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. PH c¢alismalarinda siklikla toksin kaynakli hayvan
modelleri kullanilmaktadir (35). MPTP ve 6-OHDA gibi norotoksinlerle olusturulan PH
modelleri belirgin nitrostriatal kayip ve motor bozukluklar olusmasina neden olur. Ancak bu
modellerde PH ile uyumlu bir ilerleyicilik yoktur (79, 119, 120, 121, 122). Transgenik
modellerde a-sin olusumu gozlenmektedir ancak bu modeller de nigrostriatal dejenerasyona
yol agmazlar (123, 124, 122). Viral vektor aracili o-sin hayvan modellerinde idiyopatik
Parkinson hastalarina gore fizyolojik diizey iistiinde o-sin seviyeleri ile ndrotoksisite olugur
(125, 126). Alfa-siniiklein PFF ile olusturulan PH hayvan modelinde a-sin fosforilasyonu,
birikimi ve a-sin inkliizyonlar fizyolojik seviyelerde olugarak insan PH’1inda goriilene ¢ok
benzer sekilde norotoksisiteyi olusturur (79, 107). Alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu ile
proteinin genetik manipiilasyonuna veya asir1 ekspresyonuna ihtiya¢ duyulmadan g¢oklu
beyin bdlgelerinde patoloji olusturulabilir (127). Hem sican hem farelerde enjeksiyon
bolgesinden uzaga yayilan inkliizyonlar gozlemlenmistir. Siganlarda tek tarafli PFF
enjeksiyonunun ipsilateral inkliizyonlarin olusumunu indiikledigi gosterilmistir (127, 128,

129).

Bu tez calismasinda insan a-sinliklein PFF’leri icv olarak insan o-sin proteini
mRNA’sim1 tasiyan plazmid ile kombinasyon halinde enjekte ederek tek basia fibril
uygulanmasi ile 6 ayda olusan modeli daha kisa siirede olusturmak ve brimonidinin o-sin
patolojisindeki olas1 noroprotektif etkisini incelemek amaglanmistir. Modelin daha kisa
siirede olusup olusmadigimi degerlendirmek icin deneyler 2. ve 4. aylarda yapilmistir.

Enjeksiyonun dogrudan striatuma degil icv olarak uygulanmig olmasina ragmen, yaptigimiz
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On ¢alismada icv olarak uygulanan plazmidin 4 hafta sonra hipokampiiste de o-sin asiri
ekspresyonuna yol agtigini gézlemledik. Bu 6n ¢caligmanin nesnel bulgularindan yola ¢ikarak
calismamizda icv enjeksiyon tercih edildi. Daha Onceki caligmalar da enjeksiyon
noktasindan uzak bolgelerde de a-sin asir1 ifadesi ve agregatlarinin olustugu gostermistir

(128).

Bu tez ¢aligmasinda deneysel PH modeli olusturmak i¢in 6nce icv olarak o-sin proteini
kodlayan mRNA’y1 tasiyan plazmid, ardindan 4 hafta sonra alfa-siniiklein PFF enjeksiyonu
yapilmigtir. On ¢aligmamizda a-sin asir1 ifadesine neden olan dozda plazmid enjeksiyonu
yapilmistir. Bu tez ¢calismasinda uygulanan alfa-siniiklein PFF dozu da 6nceki ¢aligmalarda
belirtilen dozlarla uyumlu olacak sekilde segilmistir (130, 131). Ik plazmid enjeksiyonu ile
es zamanli olarak baslanan i.p. brimonidin tedavisinde kullanilan brimonidin dozu da 6nceki
calismalarda noroprotektif etki olusturdugu belirlenen doz esas alinarak segilmistir (132).
Icv enjeksiyonlardan sonra 2. ve 4. aylarda davranis deneyleri gergeklestirilmistir. Bu siireg

boyunca tedavi gruplarina giinliik olarak brimonidin enjeksiyonu yapilmaistir.

Bu tezde a-sin ifade artis1 saglanarak PH’inda goriillen motor ve motor dis1
bozukluklarin  degerlendirilmesine yonelik davranig testleri yapilmistir. Motor
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde dikey tele tutunma testi, yatay merdivende yiiriime testi
ve rot-a-rod testi kullanilmistir. Motor dis1 fonksiyonlarin degerlendirilmesinde ansiyete
tizerindeki etkilerin degerlendirilmesi i¢in acik alan testi, yiikseltilmis art1 labirent testi
kullanilmistir; prefrontal korteks- ve hipokampus-aracili 6grenme-bellek islevi tizerindeki
etkisini degerlendirmek i¢in sirasiyla yeni nesne tanima testi ve Morris su labirenti testi
kullanilmistir. Otonomik fonksiyonlar iizerindeki etkinin degerlendirilmesi i¢in hot plate

testi uygulanmistir.

PH siirecinde kolinerjik, noradrenerjik ve serotonerjik sistemlerdeki degisikliklerden
dolay1 apati, anksiyete, panik atak, sosyal fobi, depresyon gibi motor dis1 bulgular da
gortlebilir (133, 134, 135,136, 137). Parkinson hastaliginda ventral tegmental alanda ve
lokus seruleusta belirgin néron kaybi goriilmektedir. Dopamin lokus seruleusta ndronal
ateslenmeyi inhibe eder. Parkinson hastaligindaki dopamin azalmasi sebebiyle bu inhibisyon
olusamaz. Parkinson hastalarinda goriilen anksiyete bozuklugu bu sekilde aciklanmaktadir
(138). Anksiyete degerlendirmesi i¢in yaptigimiz acik alan testinde hayvanlarin orta alanda

gecirdikleri siirenin artmasi hayvanlarin anksiyetelerinin diisiik oldugunu gostermektedir.
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Bu ¢aligmada 2. ayda Alfa-siniiklein grubu Kontrol grubuna gore orta alanda daha az vakit
gecirmigtir. Bu bulgu Fortuna ve ark. bulgular1 ile uyumludur (139). Brimonidinin olas1
noroprotektif etkisini incelemek i¢in olusturulan Alfa-siniiklein + Brimonidin grubu artmis
olan anksiyete {lizerinde azaltic1 bir etki olusturamamustir. 4. ayda yaptigimiz deneylerde
biitiin hayvanlarin anksiyetelerinin artmig oldugunu goriilmiistiir. Bu bulgu agiklanmast

gereken bir bulgudur ve ileri aragtirmalar ile incelenmelidir.

Anksiyeteyi degerlendirmek i¢in kullanilan bir diger diizenek de yiikseltilmis arti
labirent testidir. Anksiyetesi yiiksek olan hayvanlar kapali kollarda daha ¢ok vakit gecirmeyi
tercih ederken, anksiyete seviyesi azaldik¢a agik kollarda gecirilen siire ve hareketlilik artar.
Bizim elde ettigimiz bulgular biitiin gruplarin her iki zaman diliminde de kapali kollarda
daha fazla zaman gecirdigini ortaya koymustur. Literatiirdeki baska bir ¢alismada da bu
bulguya benzer olarak gruplar arasinda acik kollarda gegirilen zaman agisindan bir fark
cikmamistir (122). Anksiyete-benzeri davranigi hayvanlarda degerlendirmek oldukca
zordur, bazi c¢alismalarda anksiyete benzeri davramig gozlenirken bazi ¢alismalarda

gbzlenmemektedir (139,140).

Parkinson hastaliginda 6grenme-bellek islevlerinde bozukluk oldugu bilinmektedir.
Ogrenme-bellek performansindaki bu bozulmanim hipokampal yapilar ve frontal korteks ile
ilgili ndronal dejenerasyonla iiliskili oldugu bilinmektedir (141). Ogrenme-bellek bozuklugu
goriilen Parkinson hastalarinda hipokampiis ve prefrontal kortekste atrofi gortldiigi
bildirilmistir (142,143). Yeni nesne tanima testi 6zellikle prefrontal korteks islevinin aracilik
ettigi bellegin degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir testtir (144). Herhangi bir patolojisi
olmayan deney hayvanin yeni nesneyi eski nesneden ayirt ederek, onunla daha ¢ok vakit
gecirmesi beklenir. Bu tez calismasinda, Alfa-siniiklein grubundaki siganlarin 2. ve 4.
aylarda Kontrol ve Ssham grubundaki si¢anlara gore yeni nesne ile daha az vakit gegirdikleri
gbzlenmistir. Bu bulgu, literatiirdeki ¢aligmalarin bulgulari ile uyumludur (145,146,147).
Literatiirdeki bilgiler ile bulgularimiz karsilastirildiginda 6grenme-bellek fonksiyonunun
Alfa-siniiklein grubunda bozulmus olmasi amagladigimiz alfa-siniikleinopati sigan PH
modelinin olustugunun bir gostergesidir. Modelin daha erken olusup olusmadigini
anlayabilmek i¢in iki ay arasindaki kiyaslamaya bakildiginda aylar arasinda fark ¢ikmamasi
modelimizin prefrontal korteks iizerine etkisinin 2. ayda olustugunu gostermektedir. Tedavi
grubundaki siganlar Alfa-sinliklein grubundaki siganlara gore yeni nesne ile daha fazla

ilgilenme egilimi gosterse de aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir, dolayisiyla en
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azindan bu baglamda brimonidin tedavisinin a-sin patolojisine engel olamadig1 sdylenebilir.
Brimonidinin tek basina uygulandigi deney grubunun Kontrol ve Sham gruplarina gore yeni
nesne ile daha az ilgilendigi gézlenmistir. Bu bulguda alfa 2 adrenerjik reseptorlerinin roli
arastirtlmas1 gereken bir noktadir ve sebebi alfa 2 adrenerjik reseptorlerin otoreseptor

fonksiyonlarindan dolay1r dopaminin saliverilmesini inhibe etmeleri olabilir.

Parkinson hastaliginin bir diger motor dis1 fonksiyonun degerlendirilmesinde uzaysal
ogrenme-bellek islevi Morris su labirenti testi ile degerlendirilmistir (141, 148, 149,150). Bu
test bellegin hem edinilmesi hem de saklanmasini degerlendirmek i¢in yararl bir testtir
(151). Bu testte oOncelikle hayvanlarin platformun yerini 6grenebilme diizeyleri
degerlendirilmis, 24 saat sonra platform kaldirilarak yapilan prob testi ile uzaysal hafizalari,
14. glinde yapilan retansiyon deneyi ile de Ogrenilen bilgiyi pekistirebilme yetileri

degerlendirilmistir.

Bu calismada 4. ayin 4. giinlinde Alfa-siniiklein grubunda latans degeri artmasina
ragmen, bu bulgu istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadigi i¢in her iki zaman noktasinda da
biitiin gruplarin gorsel ipuglarim1 kullanarak platformun yerini 6grendikleri sonucuna

varilmistir.

24 saat sonra yapilan prob testinde 2. ayda Alfa-siniiklein grubu Kontrol ve Sham
gruplarina gore hedef kadrana daha ge¢ girmislerdir. Literatiirdeki diger o-sin modellerinde
hipokampiis ile iligkili zaysal hafiza bozuklugu gosterilmistir (152). Bulgularimiz ile
kiyaslandiginda olusan uzaysal hafiza bozuklugunun alfa-siniikleinopatiye bagli oldugu
sonucuna varilabilir. Alfa-siniiklein + Brimonidin grubunun hedef kadrana ilk kez giris
zaman1 Kontrol ve Sham gruplara gore daha geg, Alfa-siniiklein grubuna gore ise daha
erkendir, ancak aralarinda anlamli bir fark saptanamamistir. 2. ayda Alfa-siniiklein
grubundaki hayvanlar platformu bulmada basarisiz olurken, 4. aydaki latans degerleri
Kontrol ve Sham gruplarina gore daha fazla olmasina ragmen aralarinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak brimonidin tedavisinin alfa-siniiklein
enjeksiyonu ile olusturulan patolojiyi tam olarak engelleyemedigi sOylenebilir. Prob deneyi
ile hedef kadranda gegirilen goreceli siire degerlendirildiginde 2. ve 4. aylarda Alfa-siniiklein
grubu ile Kontrol ve Sham gruplar1 arasinda bir fark bulunamamistir. Bunun sebebi Alfa-
sintiklein grubundaki siganlarin yiizme hizlarinin daha yavas olmasi ya da hedef kadrana

girdikten sonra hareketsiz bir sekilde kalmalar1 olabilir.
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14. giinde yapilan retansiyon deneyi ile hayvanlarin 6grendikleri bilgileri
pekistirebilme yetileri degerlendirilmis olup 2. ayda Alfa-siniiklein grubundaki hayvanlarin
Kontrol ve Sham gruplarina gore platformu bulmak i¢in daha ¢ok vakit harcadiklari
gbzlenmistir. Bu sonu¢ daha once yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur (153). 4. ayda
Alfa-siniiklein grubunun da kagis platformunu bulma siiresi daha fazla olmasina ragmen

diger gruplarla arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir.

Alfa-sintiklein PFF ile olusturulan hayvan modellerinde motor fonksiyonlarda
bozukluk oldugu gosterilmistir (154,155). Bu tez calismasi kapsaminda meydana gelen
motor degisiklikleri degerlendirmek i¢in dikey tele tutunma testi (katalepsi benzeri etki),

yatay merdivende yiiriime testi ve rot-a-rod testleri yapilmuistir.

Katalepsi Parkinson hastalarinda goriilen ve harekete baslamadaki giicliik belirtisini
yansitan motor bozukluklardan biridir. Katalepsiye benzer donakalma davranisi 6lgiimleri
icin dikey tel testi sik kullanilan bir yontemdir (156,157). Dikey olarak yerlestirilen tel
tizerinde hayvanin hareket etmeden ne kadar stire kaldig1 degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada
icv a-sin enjeksiyonu ile PH modeli olusturulan hayvanlar 2. ay ve 4. ayda tel lizerinde daha
uzun siire hareketsiz kalmislardir. 6-OHDA ile olusturulan PH modelinin kullanildig1 bazi
calismalarda da bu tez galigmasiyla uyumlu olarak katalepsi olustugu goriilmiistiir (158,
159). Striatumdaki dopaminerjik noronlardaki hasarin katalepsiye yol actigi
diistiniilmektedir (158). 2. ay ve 4. aylarda Alfa-siniiklein grubunda donakalma siiresi
acisindan zaman bagiml bir fark goriilmemistir ve bu da diger bazi bulgularimizla uyumlu
olarak modelin 2. aydan itibaren olugmus oldugu savin1 desteklemektedir. Tedavi grubunda
donakalma stiresi azalmis olsa da aradaki fark anlamli bulunamamistir. Brimonidin a-sin
patolojisi iizerinde diizeltici bir etki gdstermemistir. Tedavi grubundaki bu bulgunun sebebi
yeterli néroprotektif brimonidine dozunun MSS’ne gecememis olmasi olabilir. Ciinkii tek
basina Brimonidin grubundaki hayvanlarda donakalma siiresi control grubuna gore farkli

¢ikmamustir.

Motor fonksiyonlarin degerlendirilmesi i¢in bu tez ¢alismasinda kullanilan bir diger
test yatay merdivende yiiriime testidir. Bu testte hayvanlarin, belli bir hizda hareket eden
diizenek {izerinde yiirlirken yaptiklart hatalarin skorlar1 degerlendirilmistir. Saglikli
hayvanlar birka¢ denemede diizenege uyum saglarken motor bozuklugu olan hayvanlar daha

cok hata yaparlar (160). On ve arka ayak yerlesimlerinin degerlendirilmesi bir puanlama
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sistemi kullanilarak yapilmistir (161). Ayrica bu testte hayvanlarin parkuru bitirme siireleri
Olciilerek hizlar karsilastirilmistir. Bu calismada Alfa-siniiklein grubu 2. ve 4. aylarda
Kontrol ve Sham gruplarina gore daha fazla hata yaparak yatay merdivende yiirlime testinde
basarisiz olmuslardir ve bu da motor fonksiyonlarinda bozukluk oldugunu gostermektedir.
Tedavi grubu 4. ayda Alfa-siniiklein grubuna gore daha az hata yapmis ancak Kontrol ve
Sham gruplar1 kadar da basarili olamamistir. Brimonidin grubu Kontrol ve Sham gruplarina
gore bu testte daha ¢ok hata yapmistir. Bu bulgu brimonidinin MSS yan tesirlerinden (uyku
hali, uyusukluk vb) dolay1 elde edilmis olabilir. Hareketlerde yavaslama PH’da goriilen
motor fonksiyon bozukluklarindan biridir ve nigrostriatal yolaklarda dopaminerjik ndéron
kaybina bagli olarak olustugu bilinmektedir (162,163,164). Bu testte hayvanlarin hizlar1 da
degerlendirilmis, 2. ve 4. aylarda Alfa-siniiklein grubundaki hayvanlarin yiiriime hizinin
Kontrol ve Sham gruplarina gore belirgin olarak azalmis oldugu goriilmektedir. Brimonidin
tedavisi hizdaki bu yavaglamay1 diizeltememis, hatta tek basina brimonidin uygulamasinin
da hayvanlarin hizlarinda azalmaya sebep oldugu saptanmistir. 4. ayda 2. aya gore Kontrol
ve Sham gruplarinin yatay merdiven iizerinde yiirlime hizlarinda azalma oldugu
goriilmiistiir. Bu azalmanin sebebi hayvanlarin diizenegi 6grenip daha temkinli bir sekilde

yluriimeleri olabilir.

Motor koordinasyonun degerlendirilmesi i¢in yaptigimiz bir diger test rot-a-rod
testidir. 3 gilinliik deneme testleri sonrasinda doner mil {izerinde durma zamanlari
bakimindan 2. ayda Alfa-siniiklein grubu ile Kontrol ve Sham gruplar1 arasindaki fark
anlamli ¢tkmamustir. Ancak 4. ayda Alfa-siniiklein grubu Kontrol ve Sham gruplarina gore
mil tizerinde daha kisa siire kalabilmistir. Bu durum bazi ¢aligsmalarda 6. ayda gézlenmistir
(121, 122, 165). Diger ¢alismalarin sonuglar ile kiyaslandiginda icv alfa-siniiklein PFF
uygulamast ile olusturulan PH modelinde 6. ayda goriilen motor bozuklugun 2. ayda olmasa
da 4. ayda gozlenmesi ile modelin plazmid kombinasyonu ile daha hizli olustugunu
gostermektedir. Tedavi grubu 4. ayda doner mil {izerinde Alfa-siniiklein grubuna gore daha

uzun siire kalmis olsa da bu fark anlamli bulunmamastir.

Son olarak a-sin patolojisi olusturulan hayvanlarda otonomik fonksiyon
degerlendirmesi hot plate testi ile hayvanlarin agrili uyarana verdikleri reaksiyonun zamani
degerlendirilmistir. Sadece 4. ayda yapilan bu test Alfa-siniiklein grubunun agrili uyarana
Kontrol ve Sham gruplarina gére daha gec tepki verdigini gostermistir. Tedavi grubu Kontrol

ve Sham gruplar kadar olmasa da Alfa-siniiklein grubuna goére daha hizl tepki vermistir.
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Glokom tedavisinde kullanilan brimonidin retinal ganglion hiicrelerde ndroprotektif
etkisi oldugu gosterilen bir -2 adrenerjik reseptor agonistidir (166, 167). Brimonidinin
noroprotektif etkisi altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Ancak olas1
noroprotektif etkiye apoptotik kaskadin inhibisyonu, ekstraseliiler glutamat toksisitesinin
azaltilmasi, NMDA reseptor blokaji, glial kaynakli ndroinflamasyonun azaltilmasi suretiyle
neden oldugu gosterilmistir (102, 103,168,169,170,171). Diger baz1 ¢aligmalarda da reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek hiicreleri oksidatif stresten korudugu
gosterilmistir (172, 173). Ancak plazmid + alfa-siniiklein-aracili PH sican modelinin
olusturuldugu bu tez ¢alismasinda brimonidinin néroprotektif etkisi kanitlayan net bulgular
elde edilememistir. Bunun nedenleri arasinda uzun stireli brimonidin tedavisinden kaynakl
ortaya ¢cikan MSS depresyonu, uyku hali, uyusukluk, hipotansiyon gibi yan tesirlerin de yer
alabilecegi diisiiniilmistiir (174, 175). Ayrica KBB’ni gecebildigi gosterilmis olan
brimonidinin belirlenen ndroprotektif dozun MSS’ne daha az miktarda gegerek yetersiz

kaldig1 diistiniilmistiir (176, 177).

Kisithhiklar

1) Bu tez caligmasinda kullanilan sicanlarin barindirildigi ve ¢ogu davranis deneylerinin
yapildigi Uretim ve Arastirma Merkezinin deneylere baslandiktan sonra tasinmis
olmasindan dolayr hayvanlara icv enjeksiyonlarin ve davranis deneylerinin farkli
yerlerde ve kosullarda yapilmak zorunda kalinmasi. Taginma tarihindeki ertelemeler
nedeniyle davranis deneylerine enjeksiyonlarin bitiminden 1 ay sonra baglanacakken 2
ay sonra baslanabilmis olmasi.

2) Tasmmanin, 6zellikle anksiyete deneylerini olumsuz etkilemis olmas.

3) On galisma olarak baglayan ¢alismanin, yasanan zorunlu kisithiliklardan dolay1 (pandemi)
tezin tamamlanabilmesi i¢in siire sorunu olusmasi nedeniyle tez calismasina evrilmek
zorunda kalinmasi, Sham ve Brimonidin gruplarinin sonradan eklenmesi, hayvan
sayisinin gorece sinirli olmasi nedeniyle cinsiyet etkisinin degerlendirilememis olmasi.

4)immunohistokimyasal degerlendirme yapmak igin siparisi verilen antikorun zamaninda
temin edilememesi nedeniyle a-sin modelinin olusup olusmadiginin simdilik sadece
davranig testleri ile degerlendirilebilmis olmasi. Ancak ¢ikarilacak beyin dokularinda,

antikor temin edildigi zaman boyamalar yapilabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢alismasinda alfasiniikleinopati olusumunu icv kombine plazmid ve alfa-
siniiklein PFF enjeksiyonu ile daha kisa siirede ger¢eklesmesi ve alfa 2 adrenerjik reseptor
agonisti olan brimonidinin bu patolojiye kars1 olas1 ndroprotektif etkisinin degerlendirilmesi
amagclanmistir. Onerilen modelin gegerliligi anksiyete, dgrenme-bellek islev bozukluklari,
motor diskoordinasyon ve otonomik disfonksiyonlarin degerlendirilmesine yonelik davranig

deneyleri ile test edilmistir.

Kombine modelle olusturdugumuz alfasiniikleinopati sonucunda yapilan agik alan
testinde anksiyetede artis oldugu gézlenmistir. Zamanla anksiyete biitiin gruplarda artmistir.
Ancak YAL testinde alfasiniikleinopati olusturulan grupta diger gruplardan farkli bir
anksiyete olusumu gosterilememistir. Bu sonuglardan deneylerin yapildigi davranis
laboratuvarinin taginmasinin yarattigi ortam degisikliginin biitiin gruplarda anksiyeteyi

arttirdig1 diistiniilmiistiir.

Alfasiniikleinopati  ile  olusturulan PH sican modelinde 6grenme-bellek
fonksiyonlarinda da gerileme oldugu sdylenebilir. Hafizay:1 test etmek ic¢in uygulanan
YNT’ nde eski nesneyi hatirlamada basarisiz olduklar1 gozlemlenmistir. Bu sonuglar modelin
olusturulmasindan sonra 2. ayda da gozlenmistir. Uzaysal hafiza tlizerindeki etkiyi
degerlendirmek i¢in yapilan MSL testinde platformun yerini biitlin gruplar 6grenirken prob
testinde alfasiniikleinopati olusturulan grup platformun yerini hatirlamada basarisiz
olmustur. Ayrica 14. giinde yapilan retansiyon deneyinde presipitasyon bellegi

degerlendirildiginde de basarisiz olduklar1 gozlemlenmistir.

Alfasiniikleinopati ile olusturulan PH modelinde biligsel bozukluklar gibi motor
fonksiyonlarda da azalma gozlenmistir. Katalepsi benzeri donakalim i¢in yapilan dikey tel
testinde o-sin patolojisine sahip hayvanlarin tel {izerinde daha uzun siire hareketsiz
kaldiklar1 goriilmiistiir. Bu sonucglar da modelin olusturulmasindan sonraki 2. ayda
gosterilebilmistir. Hayvanlarin  motor koordinasyonlarinin  degerlendirildigi  yatay
merdivende yliriime testinde patolojinin olusturulmasiyla daha ¢ok hata yaptiklar1 ayrica
hizlarinda da azalma oldugu gozlenmistir. Bu bulgu da yine 2. ayda gézlenmistir. Rot-a-rod

testi ile de, patoloji olusturulan grubun doner mil iizerinden daha ¢abuk diistiigli, motor
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koordinasyonda bozulma oldugu gozlenmistir. Rot-a-rod testinde bu sonu¢ 4. ayda

olusmustur.

Otonomik disfonksiyon degerlendirilmesi i¢in yapmis oldugumuz hot plate testinde

de alfasiniiklein patolojisinin agr1 reaksiyonuna verilen tepkiyi geciktirdigi gézlenmistir.

Noroprotektif — etkisini  bekledigimiz ~ brimonidin  tedavisi  genel olarak
alfasiniikleinopatinin  olusturdugu bilissel ve motor bozukluklardaki bozulmalar
diizeltememistir. Sadece otonomik difonksiyonun degerlendirildigi hot plate testinde agri

reaksiyonuna verilen tepki siiresini bir miktar kisalttig1 gdzlenmistir.

Alfasiniikleinopati ile olusturulan PH modelleri motor ve motor disi belirtileri
calismak i¢in iyi modellerdir. Tek basina alfa-siniiklein PFF uygulamasi ile yaklasik 6. ayda
olusturulan modelin a-sin proteinini kodlayan genin mRNA’ sim tasiyan plazmid ile
kombinasyon halinde uygulanmas1 modelin daha kisa siirede olustmasini saglamistir. Bu
stirecin sadece davranis deneyleri ile degil, immunohistokimyasal boyamalarla kanitlanmasi

daha kesin sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.

Alfa-siniiklein enjeksiyonunun striatum, SN gibi dopaminerjik noron hasarinin daha
spesifik gerceklesecegi bolgelere yapilmast PH sican modeli i¢in daha hizli sonuglar
verebilir. Zamana bagli patolojinin daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in daha ¢ok deney
hayvani lizerinde c¢alisip daha kisa periyodlarda davranis deneyleri ve immiinohistokimyasal

analizler yapilabilir.

Alfa-siniiklein asir1 ifadelenmesi disinda PH sigan modelinin degerlendirilmesinde
dopaminerjik denervasyon miktarini tespit etmek amaciyla immiinohistokimyasal olarak

tirozin hidroksilaz enzim diizeyi, NeuN proteini miktar1 saptanabilir.

PH tedavisinde su ana kadar gelistirilmis en iy1 tedavi L-DOPA tedavisidir. Ancak bu
tedavinin de yarattig1 yan tesirler bakimindan olumsuzluklart mevcuttur. PH’ nin heniiz kesin
bir tedavisi bulunmadigr i¢in var olan tedavilerin amaci hastaligin semptomlarim
gidermektir. Ancak bu hastaligin tedavisinde asil amag hastaligin ilerleyisini durdurmak ve
noroprotektif etki saglayacak bir mekanizma olmalidir. Bu sebeple néroprotektif ajanlarin

gelistirilmesine yonelik aragtirmalara daha fazla 6nem verilmelidir.
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Bu tez ¢aligmasinin olumlu bir yonii de modeli cinsiyet faktoriinden bagimsiz elde
edilen bulgularla test edilmis olmasidir. PH gibi her iki cinsiyeti de etkileyen bir hastalik
icin bu 6nemli bir avantajdir. Ancak her iki cinsiyet grubundan daha fazla sigcan iizerinde
tekrar ¢alismalarinin yapilmasi ve bulgularin cinsiyet faktorii 6zelinde degerlendirilmesi
gereklidir. Bu durum belki de bazi verilerimizde hesaplanan yiiksek standart sapma

degerlerini dnleyecektir.
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